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Anotace

Tato diplomova prace je zaméfena na zavedeni a optimalizaci metody pfipravy nanocastic
z kyseliny hyaluronové a poly-lysinu. V popsanych postupech je vyuzita primarné¢ metoda
chemického sitovani s vyuzitim karbodiimidu a dihydrazidu kyseliny adipové v prostiedi
acetonu. Piiprava nanocastic spociva ve vzajemném zesiténi obou polymert a také ve vazb¢

poly-lysinu na povrch nanocastic z kyseliny hyaluronové ptipravenych v prvnim kroku.
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This Master thesis is focused on development and optimization of the method of the preparation
of nanoparticles composed of hyaluronic acid in combination with poly-lysine. In described
method, the chemical cross-linking using carbodiimide and adipic acid dihydrazide
in an acetone environment is primarily used. The preparation of nanoparticles consists
in common cross-linking of both polymers and also in the covalent binding of poly-lysine to the

surface of independently prepared hyaluronic acid nanoparticles.
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UvVOD

Kyselina hyaluronova je béznou slozkou lidského organismu. Umoziiuje nejen spravnou
funkci ktze, kloubti, ale i napt. imunitniho systému. V poslednich letech se jeji vyznam zacal
rozsifovat i diky pfipraveé biokompatibilnich a biodegradabilnich nanomaterialti. Ukazalo se, Ze
tyto nanomaterialy jsou schopné do svého nitra nebo na povrch inkorporovat riizné 1é¢iva nebo
geny a zvysit tak G¢innost terapie napt. u nadorovych onemocnéni.

Podobné vyhody ma i poly-lysin. Jedna se o polymer, ve kterém je nékolik lysinovych
jednotek spojeno peptidovou vazbou. Stejné jako kyselina hyaluronova i poly-lysin je
pro lidsky organismus netoxicky a snadno odbouratelny. Navic ma i antibakterialni vlastnosti.

Zatimco kyselina hyaluronova zajistuje hlavné vazbu na povrch cilové buiky,
poly-lysin hraje roli v uvolnéni navazanych latek. Dohromady tyto polymery tvoii pomérné
stabilni struktury vhodné k ptenosu 1éCiv a jejich cilenému a fizenému uvolnéni. Kombinace
kyseliny hyaluronové a poly-lysinu pfi piipravé rtiznych materidlii je v dne$ni dob¢ Siroce
diskutované téma. Nanomateridly lze pfipravit dvéma zakladnimi postupy: fyzikalnim nebo
chemickym sitovanim.

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit stabilni hyaluronan/poly-lysinové
nanocastice pomoci chemického sitovani za vyuziti karbodiimidu a dihydrazidu kyseliny
adipové. Po syntéze byla velikost nanocastic ovéfena pomoci dynamického rozptylu svétla,
dal§i charakterizatni metody zahrnovaly meéfeni zeta potencidlu, spektrofotometrii
v UV-VIS oblasti, fluorescencni detekci peptidii nebo elektroforézu na polyakrylamidovém

gelu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronové je jednou z dilezitych souc¢ésti zivych organismu. Za jeji objevitele
jsou povazovani védci Karl Meyer a John W. Palmer, kteti v roce 1934 vyizolovali z hovézich
oCi polysacharid malo rozpustny ve vod¢, odhadli 1 jeho pfibliznou molekulovou hmotnost
a strukturu. Nasledn¢ byl pojmenovan podle strukturnich jednotek ,,hyaloid* a ,,uronic acid*
jako hyaluronic acid (HA), tedy kyselina hyaluronovéa (Meyer a Palmer, 1934). O n¢kolik let
pozdé¢ji byla struktura HA pifesné popsana Bernardem Weissmannem a Karlem Meyerem
(Weissmann a Meyer, 1954). Nasledné¢ byl zaveden i obecnéjS$i nazev: ,hyaluronan®

(Balazs a kol., 1986).
1.1.1 Struktura a vlastnosti hyaluronanu

Z chemického hlediska se jednd o glykosaminoglykan. Jeho struktura je sloZena z n€kolika
opakujicich se jednotek. Zakladem je kyselina D-glukuronova spojena B (1 = 3) glykosidickou
vazbou s N-acetylglukosaminem, jak je uvedeno na Obrazku 1. DalS§i molekula kyseliny
glukuronové je ptipojena B (1 = 4) glykosidickou vazbou, (PubChem, 2005; Laurent a Fraser;
1992). Diky karboxylovym funk¢énim skupindm, které se pfi pH 7 maximaln¢ deprotonuji,
atedy 1zdporné¢ nabijeji (Giubertoni a kol.,, 2019), tvoii HA tzv. polyanionty
(Hahn a Hoffman, 2005). Ty k sobé na zaklad¢ elektrostatickych interakci pfitahuji kladné
komplexy, které maji Siroké wuplatnéni napi. v mediciné (Carneiro a kol., 2016;

Hahn a Hoffman, 2005).

OH OH
0 o)
10 HO
HO O
OH

0
NH |
N

n

Obrazek 1 — Struktura kyseliny hyaluronové (Gupta a kol., 2019)
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D’Agostino a kol. (2017) popsali tii skupiny HA podle velikosti. Jako nizkomolekularni
jsou oznacCovany fragmenty mensi nez 50 kDa, stiedni fragmenty dosahuji velikosti
50 — 500 kDa a vysokomolekularni jsou vétsi nez 500 kDa. Na délce polysacharidového fetézce
zavisi 1 jeho vlastnosti, napf. zptisoby interakce s buiitkami, pro- a protizanétlivé ucinky nebo
podpora hojeni ran. Délka fetézce souvisi i s vyssi viskozitou slouceniny. Bézné se HA
vyskytuje jako vysokomolekuldrni sloucenina o wvelikosti 1 000 — 2 000 kDa
(D"Agostino a kol., 2017).

Vysokomolekularni HA miize zaujimat tii riizna prostorova uspotadani, ktera ovliviuji
jeji funkce. Za primarni strukturu se povazuje poradi sacharidovych jednotek v fetézci. V ramci
jednoho fetézce se mohou v roztocich vytvaiet mezi acetamidovou skupinou a karboxylovou,
popt. 1 hydroxylovou skupinou intramolekulové vodikové mustky. Vznika tak sekundérni
struktura ve formé dvojnasobné stocené Sroubovice. Dvé a vice Sroubovic vzajemné spojenych
vodikovymi a hydrofobnimi interakcemi vytvafi terciarni strukturu podobnou B-skladanému
listu. Tyto intra a hlavné intermolekulové interakce jsou vSak velmi nachylné ke zménam pH
ateploty. Za fyziologickych podminek je HA schopna pfechazet ze sekundarni struktury
na tercidrni a opacné (Scott a Heatley, 2002).

Bylo zjisténo, Ze pti pH kolem 2,5 dochazi u ¢asti karboxylovych skupin k deprotonaci.
Vznikaji pak silné intermolekularni vodikové mustky mezi deprotonovanou karboxylovou
skupinou a amidem a zérovei i1 dva vodikové mistky mezi karboxylovou skupinou a amidem
na vedlejsi sacharidové jednotce (viz Obrazek 2). V tomto stavu je HA tak viskdzni, Ze mize

vytvaret tuhé gely az silnd vlakna (Giubertoni a kol., 2019).

Obrazek 2 — Intermolekularni vodikové mustky pii pH 2,5
(upraveno, pfevzato z: Giubertoni a kol., 2019)
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1.1.2 Syntéza hyaluronanu

Syntéza HA probiha v buiice na vnitini stran¢ cytoplazmatické membrany. Je zajiSténa
hyaluronan syntazou (HAS), enzymem, ktery existuje ve 3 izoformach oznacovanych jako
HASI, HAS2, HASS3. Jejich hlavni funkei je syntéza fetézcl
z uridindifosfat (UDP)-N-acetylglukosaminu a UDP-glukurondtu (Rilla a kol.,, 2013)
1 nasledny transport ven z buniky (Hubbard a kol., 2012). Jednotlivé izoformy se od sebe 1isi jak
aktivitou, tak zastoupenim v rtiznych typech bunck. Napft. aktivita i vyskyt HAS1, na rozdil
od HAS2 a HAS3, je siln¢ zavisla na koncentraci substratt v bunkach (Rilla a kol., 2013).

1.1.3 Interakce hyaluronanu se savéimi bunikami

Interakce HA s buitkami a néasledna endocytoza jsou zprostiedkovany nékolika receptory.
Mezi né patii: CD44, receptor pro hyaluronanem zprostfedkovanou motilitu (receptor
for hyaluronic acid-mediated motility, RHAMM), hyaluronanovy receptor pro endocytdézu
(hyaluronan endocytosis receptor, HARE) a receptor endotelu lymfatickych cév (lymfatic

vessel endothelial receptor 1, LYVE-1) (Spadea a kol., 2019).

1.1.3.1 Receptor CD44

Molekula CD44 hraje hlavni ulohu ve vychytavani HA. Jedné se o glykoprotein slozeny
z extracelularnich domén, zahrnujicich variabilni Useky, transmembranové domény
1 intracelularniho konce (Kawaguchi a kol., 2020). Pravé extracelularni ¢ast zajiStuje vazbu
HA. Podle molekulové hmotnosti, variantnich exonti a posttranskripénich modifikaci 1ze
rozlisit n€kolik izoforem. CD44 se vyskytuje na povrchu vSech typll bunck, ovSem vyznamneé
je zvySena jeho exprese v tumorech. Bylo zjisténo, ze nejvyssi koncentrace je pravé uvniti
nadorové masy. AvSak rizné maligné zvrhlé bunky exprimuji rizné mnozstvi jednotlivych
izoforem. Ne vzdy zvySena exprese CD44 znamena i zvySenou vazbu HA a néslednou
endocytozu. ZaleZzi jak na pfevaZzujici varianté receptoru, tak i na podminkach prostiedi. I presto

je toto zjisténi rozhodujici pfi vyvoji cilené chemoterapie (Spadea a kol., 2019).

1.1.3.2 Receptor RHAMM

Dalsim klicovym receptorem pro katabolismus HA je RHAMM. Jednd
se o cytoplazmaticky protein, ktery se nachazi na bunécném povrchu, v jadie nebo v cytoskeletu

(Carvalho a kol.,, 2021). Chen a kol. (2018) prokazali jeho pfitomnost pomoci
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imunohistochemické analyzy ve tkanich s rychlou obnovou, jako je intestinalni trakt, thymus,
lymfatické uzliny, ktize, kostni dfen, placenta nebo varlata, konkrétné spermatocyty. Mnohem
vyss$i vyskyt byl zaznamendn u maligné zvrhlych bunék, dokonce u nékterych nadori
odpovidalo mnozstvi exprimovaného receptoru histologickému stupni onemocnéni
(Chen a kol., 2018). V zavislosti na dostupnosti HA mize RHAMM interagovat s receptorem
CD44, aktivovat signalni drahy uvnitf bun¢k a zvySovat tak napf. agresivitu nadort

(Carvalho a kol., 2021).
1.1.3.3 Receptor HARE

I vptipadé HARE jde o transmembranovy protein, existuje ve dvou izoformach.
(190 a 315 kDa). Jeho nejvyssi vyskyt byl prokazan v sinusoidach ¢ervené pulpy lymfatickych
uzlin, sleziny nebo jater. Vychytdva tedy hlavné HA molekuly piendSené krvi a lymfou
(Zhou a kol., 2003). Krom¢ bunécného povrchu se diky neustalé recyklaci nachazi i v cytosolu.
Stejné jako CD44 1 HARE zajistuje receptorem zprostiedkovanou endocytézu. Po navazani
HA v tzv. klathrinem potaZzené jamce vznika klathrinovy vacek, ktery je v buinice dale
zpracovan. HARE vSak mulZe vychytavat i jiné glykosaminoglykany jako napi. heparin

(Pandey a kol., 2015).
1.1.3.4 Receptor LYVE-1

DalS§im zreceptori vyskytujicich se v lymfatickém systému je LYVE-1. Jedna se
o transmembranovy protein exprimovany na povrchu endotelidlnich bun¢k lymfatickych cév
a sinusoid miznich uzlin, vy$§i zastoupeni bylo objeveno hlavné v oblasti mezibunécnych
spoju. Pro vazbu HA je nutna nejen urcita prahova koncentrace receptoru ale i jeho agregace
na bunécném povrchu. Kromé¢ HA o vysoké molekulové hmotnosti mize zachytit i rlizné
supramolekularni struktury nebo agregaty HA s proteiny, které se bézné vytvaii in vivo,
a dokdzou samy indukovat shlukovani receptoru. LYVE-1 zajistuje 1 vazbu komplexit HA
na povrchu makrofagli, coz umoznuje jejich nasledny transport pies sténu lymfatickych cév

(Lawrance a kol., 2016).
1.1.4 Degradace hyaluronanu

HA mize byt metabolizovana piimo v nékterych tkanich, jako je kulze
(Zadnikova a kol., 2022) nebo sklivec (Schwartz a kol., 1996), za patologickych podminek jsou
to ve veétsi mife 1 klouby (Zhang a kol., 2021) a plice (Ormiston a kol., 2010). Zbytek HA je
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pot¢é uvolnén do obcéhu a nasledné odbourdn v jatrech nebo lymfatickych uzlindch
(Laurent a Fraser, 1992).

Degradace v jednotlivych bunkich je zajiStovana enzymy oznaCovanymi jako
hyaluroniddzy. Mezi ty nejvyznamnéj$i patiti hyaluronidiza 1 (HYAL 1),
hyaluroniddza 2 (HYAL 2) a hyaluroniddiza PH-20. Podobnou funkci zastava
1 transmembranovy protein 2 (TMEM 2) nebo protein indukujici migraci bun¢k a vazajici
hyaluronan  (cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein, CEMIP)
(Tobisawa a kol., 2021). VSechny tyto molekuly jsou schopné stépit glykosidické vazby mezi
kyselinou glukuronovou a N-acetylglukosaminem. Jejich aktivita zavisi na pH a velikosti

degradované molekuly HA (Zadnikova a kol., 2022).
1.1.4.1 Hpyaluronidaza HYAL 1,2

HYAL 1 je lokalizovana hlavné v lysozomech, z ¢ehoz vyplyva, Ze je aktivni v kyselém
pH kolem 3,5. Jejim plisobenim vznikaji produkty o velikosti nékolika sacharidovych jednotek.
I protein HYAL 2 $té€pi zejména v kyselém prostiedi. Substratem je vysokomolekularni HA,
z niz vznikaji kratké fetézce. NejCastéji je exprimovana v extracelularnim prostoru, ale objevuje
se 1 na cytoplazmatické membrané¢ nebo v cytosolu. Zaroven muze byt dokonce jednou
z kli¢ovych hyaluronidaz v kiizi (Zadnikova a kol., 2022).

Podle Harada a Takahashi (2007) HYAL 2 §tépi pouze HA o vysoké molekulové
hmotnosti navazané na receptor CD44 a produkty uvoliiuje do extracelularniho prostoru. Stejné
tak 1 HYAL 1 je schopna v lysozomech S$tépit jen vysokomolekuldrni HA pohlcenou
endocytézou zprostfedkovanou receptorem CD44. Tato studie tedy predpoklada, Ze cesty
degradace ptes HYAL 1 a HYAL 2 jsou na sob¢ nezavislé (Harada a Takahashi, 2007).

Obecny model katabolismu vSak naznacuje, Ze HA o vysoké molekulové hmotnosti
nejprve interaguje s receptory na povrchu bunék, které jsou spiazené s HYAL 2. Stépenim
vznikaji fragmenty o velikosti cca 20 kDa, ty se pomoci receptorem zprostiedkované
endocytozy dostavaji do lysozomu, kde jsou pomoci HYAL 1 a lysozomalnich B-exoglykosidaz
degradovany na mensi fragmenty (Stern, 2003). I kdyz Harada a Takahashi (2007) ve své praci
kooperaci HYAL 1 a HYAL 2 vylucuji.

1.1.4.2  Protein indukujici migraci bunék CEMIP

Dalsi hyaluroniddzou véazanou k cytoplazmatick¢é membrané je CEMIP, enzym, ktery

také Stépi vysokomolekuldrni HA na nizkomolekularni fetézce (Zhang a kol., 2021). CEMIP je
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s nejvetsi pravdépodobnosti vazan ke klathrinem potazenym jamkam. Extraceluldrni HA tedy
interaguje s CEMIP na povrchu buné¢k, nasledné se kolem ni vytvoii klathrinovy vacek a HA
je v kyselém prostiedi rozstépena (Yoshida a kol., 2013). ZvySeny vyskyt tohoto enzymu byl
potvrzen v synovialnich fibroblastech, kde se diky svoji hyaluronidazové aktivité podili
na vzniku revmatoidni artritidy. Zaroveil zde ke svoji aktivit¢ potfebuje vazbu s jinym
membranovym proteinem, napt. anexinem A1l (Zhang a kol., 2021). Jiné studie ukazuji i jeho

kli¢ovou tulohu pii metabolismu HA v kiizi (Yoshida a kol., 2013).
1.1.4.3 Hpyaluronidaza PH-20

Hyaluroniddza PH-20 je vazédna na cytoplazmatické membrané pomoci
glykosylfosfatidylinositol (GPI)-kotvy. Jeji aktivita ma optimum pii neutralnim pH. Diky
vyskytu na povrchu spermii a ucasti pii reprodukci se nazyva i jako adhezivni molekula spermii
(sperm adhezive molecule, SPAM 1). Je totiz schopna degradovat HA v extracelularnim matrix

a zaroven 1 na povrchu oocytu (Gémez-Torres a kol., 2022).
1.1.4.4 Transmembrdanovy protein TMEM 2

Podle nejnovéjsich vyzkumi velmi diileZitou roli v celkovém obratu HA hraje TMEM 2.
Jeho nejvyrazngjsi exprese je v lymfatickych uzlinach a na endoteliich jaternich sinusi.
Vychytava z krve vysokomolekularni HA a $tépi ji na fragmenty o stiedni molekulové

hmotnosti (Tobisawa a kol., 2021).
1.1.5 Funkce hyaluronanu v Zivych organismech

Vyskyt HA byl prok4dzan v mnoha tkanich, napft. ve sklivci (Meyer a Palmer, 1934), kizi
(Zadnikova a kol., 2022), pupeéniku (Lago a kol., 2005), plicich, plodové vodé apod.
(Laurent a Reed, 1991). Dtlezitou roli hraje také v kloubnich synoviich, kde diky své vysoké
viskozité¢ funguje jako mazivo. Béhem Zivota vSak koncentrace HA klesd, tudiZ se zhorSuje
1 pohyblivost kloubil (Temple-Wong a kol., 2016).

Klicovou tlohu ma i v tvorbé extracelularni matrix (Assunc¢do a kol, 2021). Kromé
strukturnich funkci muaze aktivovat také intracelularni signalni drahy a ovliviiovat chovani
bunék (Carvalho a kol., 2021). Zaroveti se podili na hojeni ran. Cim je molekula HA vétsi, tim
rychleji ranu zaceluje. Naopak velmi malé molekuly hyaluronanu (napt. 6 kDa) hojeni spise
bréani, a naopak siln¢ podporuji produkci prozanétlivych cytokinii (D”Agostino a kol., 2017).
HA také umoziuje transport makrofagti (Lawrance a kol., 2016), proliferaci a migraci bunék

23



(D"Agostino a kol., 2017; Murakami a kol., 2019) a podili se na reprodukci
(Gomez-Torres a kol., 2022).

1.2 Lysin a poly-lysin

Lysin se spolu s leucinem, izoleucinem, valinem, threoninem, methioninem, tryptofanem,
fenylalaninem a histidinem fadi do skupiny tzv. esencidlnich aminokyselin (AMK), coz
znamena, ze je lidské t€lo neumi syntetizovat a musi je pfijimat z exogennich zdroji
(Reeds, 2000). Histidin vSak je povazovan i za semi-esencialni AMK, protoze v prubéhu zivota
st jej lidsky organismus zacne vytvaret sam (NClthesaurus, 2022). Podobné je to napf. 1

s argininem (NClthesaurus, 2023).
1.2.1 Struktura a vlastnosti lysinu

Vsechny AMK jsou slozeny z uhlikové kostry, alespoii jedné amino (-NH») a jedné
karboxylové (-COOH) funkéni skupiny (ChEBI, 2020).

V pfipadé€ lysinu jsou pfitomny dvé aminoskupiny. Prvni je umisténa na a-uhliku, tedy
na uhliku nésledujicim po karboxylu, coZ lysin zafazuje mezi a-aminokyseliny (ChEBI, 2019;
Luo, 2018). Druha aminoskupina je lokalizovana na poslednim uhliku fetézce oznacovaném
jako € (viz Obrézek 3) (Stagi a kol., 2022; Luo, 2018). Zde mlze dochéazet k posttranslacnim
modifikacim, jako je methylace (Luo, 2018) nebo acetylace (Ali a kol., 2018). Aminoskupiny
navic umoziuji lysinu vystupovat jako baze, protoZe jsou schopné vazat dalsi vodikové protony

a kladné se nabijet (Stagi a kol., 2022; ChEBI, 2019).

NHo

]

HaN

|5

Obrazek 3 — Struktura lysinu (ChEBI, 2019)

Podle polohy a-aminoskupiny v prostou lze rozlisit dva enantiomery: L-lysin a D-lysin
(ChEBI, 2019). Hlavnim rozpoznavacim znakem je schopnost vychylovat rovinu
polarizovaného svétla o urcity thel, D-formy jej vychyluji doprava, L-formy doleva

(Stagi, a kol., 2022). V zivych organismech se vyskytuje hlavné L-lysin, protoze je dilezitou
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soucasti proteinli, enzymu a dalSich stavebnich slozek (Kohlmeier, 2003). D-aminokyseliny
naopak mohou v organismu savci puasobit az toxicky. Pfi jejich odbourdvani pomoci
D-aminooxidazy vznika peroxid vodiku, ktery zplisobuje oxidativni poskozeni bunék.
Na druhou stranu u D-lysinu nebyla prokazana zvysena produkce peroxidu vodiku, ale i tak
pusobil na rakovinné bunééné linie in vitro vice toxicky nez jiné D-formy aminokyselin.
Ukéazalo se, ze D-lysin je ve velké mife schopny indukovat apoptézu bunék

(Bardaweel a kol., 2013).

1.2.2 Metabolismus lysinu u savci

Vzhledem k tomu, Ze se L-lysin fadi mezi proteinogenni AMK, je soucasti v§ech potravin
obsahujicich bilkoviny (Kohlmeier, 2003). Mezi hlavni zdroje patfi cervené maso, dribez,
mléko a mlé¢né vyrobky nebo i pefivo. Samoziejmée zivoc¢isné bilkoviny maji vys$si obsah
lysinu neZ ty rostlinné (Gérska-Warsewicz, 2018).

Katabolismus lysinu probiha dvéma cestami. Bud’ je odbouravdn metabolickou drahou
ptes sacharopin (Gatrell a kol., 2013; Crowther a kol., 2019) nebo kyselinu pipekolovou
(Crowther a kol.,, 2019). Ob¢ drahy jsou propojeny vznikem semialdehydu kyseliny
a-aminoadipové. Ddle jiz probihaji spolecné. V posledni dobé se vSak ukazuje, Ze vznik
kyseliny pipekolové je charakteristicky spiSe pro buniky nervové soustavy mysi
(Posset a kol, 2015). V lidském mozku se podle Crowthera a kol. (2019) objevuje kyselina
pipekolova také, ale vznika spise piisobenim prvniho zminéného mechanismu.

Pravé sacharopin-dependentni draha je povazovana za hlavni katabolickou drahu lysinu
(Gatrell a kol., 2013). Lysin je zde pifes sacharopin pfeménén az na kyselinu glutarovou
(Blemings a kol., 1994; Higashino a kol., 1965), kter4 je nasledn¢ odbourdna na dvé molekuly
acetylkoenzymu A (Blemings a kol., 1994).

Vznik sacharopinu je zprostiedkovan proteinem o-aminoadipat 6-semialdehyd syntazou,
skladajici se z lysin-a-ketoglutarat reduktdzy a sacharopin dehydrogendzy. V rozsahlé studii
provadéné na veptich byl nejvyssi vyskyt lysin-o-ketoglutarat reduktazy, ale i celkové
a-aminoadipat-0-semialdehyl syntdzy, popsan v jatrech a ve stfeve, coz naznacuje rozhodujici
funkci téchto organti v sacharopinové drdze. Naopak koncentrace i1 aktivita sacharopin
dehydrogenézy byla kromé jater zvySena i v ledvinach (Gatrell a kol., 2013).

Podobnych vysledkii bylo dosazeno jiz vroce 1975, kdy ve studii Hutzlera

a Dancise (1975) byla zaznamenana nejvysSi koncentrace lysin-o-ketoglutarat reduktdzy
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v lidskych jatrech nebo svalech, stejné tak zastoupeni sacharopin dehydrogenazy bylo nejvyssi
v jatrech nebo ledvinach (Hutzler a Dancis, 1975).

Jak lysin-a-ketoglutarat reduktaza, tak i sacharopin dehydrogenaza se nachazeji hlavné
v matrix mitochondrii (Blemings a kol., 1994). Aby byl lysin metabolizovan, musi byt nejprve
transportovan  pfes  cytoplazmatickou  membranu  bunék pomoci  kationickych
aminokyselinovych transportérii (Jungnickel a kol., 2018; Gatrell a kol., 2013). Néasledné
je pomoci ornitinového pfenasece transportovan az do matrix mitochondrii. Tyto pfenaSece se
nejvice vyskytuji v jatrech, ledvinach nebo stieve (Gatrell a kol., 2013;

Fiermonte, a kol., 2003).
1.2.3 Struktura a vlastnosti poly-lysinu

Poly-lysin vzniké polymeraci né¢kolika jednotek lysinu. Pokud jsou jednotky spojeny
peptidovou vazbou mezi a-aminoskupinou a karboxylovou skupinou vznikd a-poly-lysin,
v piipadé¢ vzniku vazby mezi g-aminoskupinou a karboxylem se vytvaii e-poly-lysin
(Stagi a kol., 2022; Zhu a kol, 2023). V zévislosti na prostorové konformaci a-aminoskupin
lysinti existuji i u jejich polymert D- a L- enantiomery (Zhu a kol., 2023). VSechny struktury

jsou zobrazeny v Obrazku 4.
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Obrazek 4 — Konformace lysinu a poly-lysinu (pievzato a upraveno z: Zhu a kol., 2023)
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Linearni fetézce jsou v prostoru déale vazany do sekundarnich struktur. Poly-L-lysin
(PLL) mtze zaujimat celkem tii: PP II helix, a-helix, B-skladany list. Vyskyt a zastoupeni
jednotlivych  uspofadani  ovliviluje  teplota, pH nebo 1 typ rozpoustédla
(Mirti¢ a Grdadolnik, 2013).

Naptiklad ve vodném prostiedi o pH kolem 11,2 a nizsi teploté (kolem 10 °C) pievazuji
a-helixy. Naopak pfi vyssi teploté cca 80 °C se konformace PLL zméni na (-skladany list.
Pti snizeni pH na hodnotu okolo 4 a teploté 10 °C se volné aminoskupiny nabiji kladné, coz
neumoznuje udrzeni a-helixti. Proto je zde typictéjsi vyskyt PP II konformace nebo B-listu.
Naopak molekuly rozpoustédla jako napt. dimethylsulfoxid vytvaii s PLL vodikové vazby
a pomahaji tak udrzovat témét 100% zastoupeni a-helixt (Mirti¢ a Grdadolnik, 2013).

1.2.4 Syntéza poly-lysinu

PLL lze syntetizovat bud’ chemickou polymeraci (Zhu a kol., 2023) nebo za ucasti
vhodnych mikroorganismil (Xu a kol., 2017). Chemické postupy zahrnuji tzv. ring-opening
polymeraci (LiaDong., 2017; Tao a kol., 2015), chemo-enzymatickou syntézu
(Ageitos a kol., 2015) nebo syntézu peptidl na pevné fazi (Palomo, 2014).

1.2.4.1 Ring-opening polymerace

V ptipadé ring-openinig polymerace je zdkladem L-lysin-N-karboxyanhydrid
(Lia Dong., 2017) obsahujici na svém C konci cyklickou ¢ast, nebo a-amino-g-kaprolaktam
(Tao a kol., 2015).

L-lysin-N-karboxyanhydrid 1ze vyuZit naptiklad pro polymerace fizené UV zafenim.
Volné¢ e-aminoskupiny slouceniny jsou oSetfeny tzv. protektivni skupinou, kterd
je fotosenzitivni a po reakci s UV zéafenim se odstépi. Nasledn€é mize dochézet k reakcim mezi
takto aktivovanou e-aminoskupinou jedné molekuly a cyklem molekuly druhé. Cyklus
je rozvolnén, dojde ke vzniku peptidové vazby a prodlouZzeni fetézce. Vysledkem takto fizené
polymerace mohou byt linearni nebo riizné vétvené molekuly PLL (Li a Dong., 2017).

Naopak u a-amino-g-kaprolaktamu Ize protektivni skupinou zablokovat a-aminoskupinu
a syntetizovat tak linedrni e-poly-lysinové fetézce. Tao a kol. (2015) uvadi jako nejvhodné;jsi
protektivum 2,5-dimethylpyrrol. Opét dochédzi k reakci mezi volnou e-aminoskupinou
na jednom laktamu s cyklickou strukturou druhého laktamu, cyklus se rozpadd a vznika
peptidova vazba. Katalyzatorem polymerace jsou sodné ionty. Protektivum se z a-aminoskupin

hotového fetézce vyvaze pomoci hydroxyaminu (Tao a kol., 2015).
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1.2.4.2 Chemo-enzymatickd polymerace

Dalsim zptusobem je chemo-enzymaticka polymerace. V prvi fazi je lysin esterifikovan
a vaze se do katalytického mista specifické protedzy, v tomto ptipad¢€ Proteinazy K, za vzniku
acyl-enzymového komplexu (Ageitos a kol., 2015). Pii dostatecném piisunu volného
esterifikovaného lysinu a Proteindzy K dochézi k aminolyze, to znamenad, Ze je pieruSena vazba
lysin-Proteinaza K a enzym je nahrazen dalsi lysinovou jednotkou. Vznikajici PLL se poté opét
navaze na Proteinazu K. Pti vhodném nastaveni reak¢énich podminek, hlavné pii dostatecném
mnozstvi proteazy a lysinu, se fetézec dale prodluzuje nebo dokonce vétvi. Reakce je
definitivné ukoncena pifidanim vody a naslednou hydrolyzou vazby mezi navdzanym

lysinovym fetézcem a protedzou (Tsuchiya a kol., 2017; Ageitos a kol., 2015).

1.2.4.3 Syntéza na pevné fazi

Princip syntézy na pevné fazi spociva ve tvorbé a prodluzovani AMK fetézce, ktery je
vazan k pryskyficim. Jejich povrch je vétSinou modifikovan slouceninami s funkénimi
skupinami umoziiujici vazbu AMK, tzv. linkery (Palomo, 2014).

Pfed samotnou polymeraci se nejprve pomoci vhodnych ¢inidel aktivuje karboxylova
skupina AMK. Naopak aminoskupiny jsou opét blokovany protektivnimi latkami. Nésledné je
aktivovana karboxylova skupina lysinu pfipojena pies linker k pevné fazi. Nespecificky
navazané AMK jsou poté odstranény promytim. V dal$im kroku jsou odStépeny protektivni
skupiny a na uvolnéné aminoskupiny se mohou pies peptidovou vazbu piipojovat dalsi lysinové

jednotky (Palomo, 2014).

1.2.4.4 Biosyntéza poly-lysinu

Jednim z nejvyrazné&jSich pfirozenych producentt polymerti lysinu jsou mikroorganismy,
konkrétné Streptomyces albulus. Mikroorganismy mohou fermentovat substraty bohaté
na proteiny (Xuakol.,2017) a za pomoci genu pls, ktery koéduje enzym
g-poly-L-lysin syntetdzu, jsou schopné syntetizovat e-poly-L-lysin. Produkce zavisi

na mnozstvi ATP, pH, teploté (Yamanaka a kol., 2008) a typu substratu (Xu a kol., 2017).

1.2.5 Biokompatibilita a toxicita poly-lysinu

U &-PLL byl prokazan silny antibakteridlni t¢inek napiiklad vG¢i Escherichia coli

(Zhang a kol., 2018; Li a kol., 2014) nebo Staphylococcus aureus (Li a kol., 2014). &-PLL je
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schopny naruSovat cytoplazmatickou membranu téchto mikroorganismti a zpusobit tak jejich
smrt (Zhang a kol., 2018).

Naopak diky téméi nulové toxicité vici savCéi bunkdm je e-PLL napt. schvalenym
konzervantem potravin. Bylo prokézéano, ze e-PLL je v téle krys odbouran do 168 h, minimum
je vstiebano v gastrointestinalnim traktu, zbytek je vyloucen stolici (Hiraki a kol., 2003). PLL
je také hojné vyuzivan pti vyrobé nanostruktur pro pfenos 1é¢iv nebo genii (viz Kapitola 1.4).

Diky svému kladnému naboji je PLL schopny adherovat na zaporné¢ nabity
fosfatidylserin, ktery je soucasti cytoplazmatické membrany bunck. Nasledné mutze projit i skrz
tuto bariéru, a dokonce zpusobit jeji fragmentaci. Vazba na povrch bunék a nésledny prunik
dovnitt je ovlivnén mnozstvim dodané¢ho PLL a zastoupenim cholesterolu a fosfatidylserinu

v cytoplazmatické membrané (Gorman a kol., 2020).
1.3 (Nano)struktury z hyaluronanu a poly-lysinu

Za nanomaterialy Ize zjednodusené povazovat pevné sktruktury at’ ptirodniho nebo
antropogenniho charakteru, které maji alespon jeden rozmér v rozmezi 1 — 100 nm. Blizsi
specifikace pak uvadi doporuceni Evropské komise z roku 2022. Tato doporuceni se vSak tykaji
pouze pevnych castic nikoli micel, kapicek apod. (Doporuceni Komise 2022/C 229/01).

Podle prostorového usporddani 1ze nanomaterialy délit na 0D, coZ jsou materialy, které
maji vS§echny rozméry ve vySe uvedeném meftitku, 1D nanostruktury, které maji jeden rozmér
vétsi nez 100 nm a 2D materidly majici vétsi dva rozméry. 3D nanostruktury mohou mit
jakykoliv rozmér, ovSem jednotlivé komponenty, ze kterych jsou slozeny, musi spliiovat
definici nanomateridlu, sem patii napt. nanovrstvy (Chiraiyl a kol., 2017).

HA se vyuzivd ksyntéze nanomateriald ridzného wuspofdddni a vlastnosti
(Xue a kol., 2021; Lee a kol., 2022; Li a kol., 2020). Spole¢n¢ s PLL mohou tvofit samostatné
nanostruktury v podobé nanogeli nebo ,,gelovych® nanocastic (Amato a kol., 2021), dale jsou
vyuzivany  k modifikovani  rlznych povrchit ve form¢é dvojvrstev  (bilayer)
(Amorim a kol., 2014) nebo filml (multilayer) (Hahn a Hoffman, 2005). V poslednich letech
se objevila i HA/PLL nanovldkna (Yang a kol., 2021). Podstatou v§ech zminénych materialt je
interakce mezi karboxylovou skupinou HA a aminoskupinou PLL. Lisi se pouze zplisobem

interakce, tvarem a vyuzitim (Hahn a Hoffman, 2005; Souri a kol., 2016; Wei a kol., 2010).
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1.3.1 Hyaluronan/poly-lysinové nanogely a hydrogely

Hydrogely jsou porovité hojné provazané trojrozmérné struktury tvorené polymery. Jsou
schopné¢ vazat velké mnozstvi tekutiny a diky tomu zvétSit sviij objem
(Salma-Ancane a kol., 2022). Jejich podskupinu tvoii tzv. nanogely, coz jsou hydrogely
o rozmeérech pfiblizn€ 100 — 200 nm (Ullah a Lim, 2022), jiné zdroje uvadi pouze velikost v nm
(Soni a kol., 2016).

Obecn¢ Ize hydrogely piipravit bud® chemickym nebo fyzikalnim sitovanim
(Salma-Ancane a kol., 2022; Franca a kol., 2021). Fyzikdlni sitovani je zprostiedkovano
interakci mezi zaporné nabitou karboxylovou skupinou HA a kladné nabitou funkéni skupinou
jiné slou€eniny, napft. chitosanu (Gennari a kol., 2019; Yang a kol., 2015) nebo pravé PLL
(Le akol., 2022; Simonson a kol., 2019; Pan a kol., 2019). DalSim zpisobem muze byt
interakce mezi HA a hydrofobni kyselinou cholanovou (Kang a kol., 2021).

Chemické  metody  vyuzivaji  tzv. sitovacich ~ Cinidel,  jako  jsou
napt. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC), N-hydroxysukciimid (NHS)
(Salma-Ancane a kol., 2022) nebo dihydrazid kyseliny adipové (adipic acid dihydrazide, AAD)
(Wei a kol, 2010; Berkland a kol., 2013). Karboxylova skupina HA je nejprve aktivovana
pomoci EDC za vzniku intermediatu O-acyl isourey, ktera nasledné reaguje s NHS. Vznikly
ester je pak schopny zprostfedkovat vazbu mezi karboxylovou skupinou HA a napf.
aminoskupinou PLL (He a kol., 2022). Naopak AAD vnasi do reakce dvé aminoskupiny, diky
nimZ je schopna propojit dvé aktivované karboxylové skupiny HA (Novak a Kruppa, 2008;
Berkland a kol., 2013; Hu a kol., 2004). Na rozdil od fyzikélnich postupii vznikd timto
zpisobem kovalentni vazba (Salma-Ancane a kol., 2022).

V nésledujicich kapitolach budou zminény jak nanogely, tak ¢astecné hydrogely, protoze
1 ty maji velké uplatnéni v oblasti pfenosu léCiv a jinych medicinskych aplikacich
(Wei a kol., 2010; Simonson a kol., 2019). Také na nich lze pfiblizit moZnosti pfipravy
HA/PLL struktur pomoci chemickych ¢inidel, coZ je pfedmétem experimentalni ¢asti prace.
Vzhledem k tomu, Ze riznym typtim nanomateridld z HA je v odborné literatuie v€novana
velka pozornost a ve vétSing pripadi je jejich ptiprava velmi podobnd ptipravé HA/PLL
hydrogeli, nanogeli nebo nanovldken, budou zde uvedeny pro porovnani pouze nékteré

vybrané postupy.

30



1.3.1.1 Vyroba hyaluronanovych nanogelit a hydrogelii

Vyuziti NHS a kyseliny cholanové pifi  vyrobé nanogeli  popsali
napt. Beldman a kol. (2017). Ti k roztoku HA v pufru obsahujicim 2-ethansulfonovou kyselinu
(pH= 6) za stadlého michani ptidavali roztok EDC a NHS. Nasledné bylo pH upraveno
na 7 a pfidan ethylendiamin. Ptiprava probihala cca 16 h s naslednou dialyzou HA
do destilované vody. Poté byla HA opakované vysrdzena pomoci ethanolu. Odseparovana
srazenina byla nasledné€ rozpusténa v ultracisté vode, opét dialyzovana a nasledné lyofilizovna.
Produkt byl pteveden do roztoku o pH = 9 a za stalého michani byla pfidana kyselina cholanova
modifikovand pomoci NHS, produkt byl o¢istén dialyzou a lyofilizovan. Vzhledem k velmi
dobré schopnosti nanogelt absorbovat tekutiny byla jejich velikost v roztoku ptiblizné€ 80 nm,
ve vysuseném stavu pouze 32 nm (Beldman a kol., 2017).

Na druhou stranu postup, ktery patentoval Hu a kol. (2004) popisuje piipravu nanocastic
z HA (hyaluronic acid nanoparticles, HANPs) zesiténim za pomoci EDC a AAD v prostiedi
vody a acetonu. Vodny roztok HA spolu s pfidavkem acetonu byl nejprve 2 h promichavan.
Nésledné bylo ptfidano EDC a AAD ve vzajemném poméru 2:1 (w:w). Takto pfipravend reakeni
smés byla michana dalSich 24 h pti 21 °C. Nasledoval druhy pfidavek acetonu a michani
pokracovalo dal$ich 20 h. Poté byly vzorky dialyzovany do destilované vody po dobu 3 tydn1.
Hydrodynamicky polomér takto pfipravenych €astic ¢inil 197 nm. Ukdzalo se také, Ze jakmile
se po druhém piidavku acetonu zacaly formovat nanocastice, zmeénila se barva roztoku z ¢iré
na svéte modrou opaleskujici. Ptipadné zakaleni pak mohlo znalit vznik mikroc¢astic
(Hu a kol., 2004).

Modifikovanou verzi pfedchoziho postupu patentoval i Berkland a kol. (2013). V této
préci byla inkubace HA s acetonem v prvnim kroku zkracena na 15 min. Po pfidavku EDC
a AAD nasledovalo pouze 30min promichavani a poté byl opét pfidan aceton. Posledni
inkubace za stalého michani probihala 3 h. Nésledné byly nanocastice dialyzovany
do deionizované vody a lyofilizovany (Berkland a kol., 2013).

Velikost ptipravenych HANPs se pohybovala v rozmezi asi 80 — 560 nm v zavislosti
na koncentraci HA v pouzitém roztoku, jeji molekulové hmotnosti, poméru mezi
karboxylovymi skupinami HA a aminoskupinami AAD nebo Casu sitovani. Zeta potencial ve
vSech pfipadech dosahoval zapornych hodnot. Z lyofilizovanych nanocastic vytvofenych
zesitétnym HA o molekulové hmotnosti 17 kDa byly pfipraveny vodné roztoky o koncentraci
15, 30, a 45hm. % HANPs. Ukazalo se, ze HANPs za téchto podminek tvofi stabilni koloidni

gely, které jsou v prostiedi destilované vody nebo fosfatového pufru (Phosphate Buffer Saline,
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PBS) dale schopné absorbovat tekutiny, ¢imz splnily vySe zminénou definici nanogelt
(Berkland a kol., 2013).

Jako piiklad fyzikalniho sitovani lze uvést i1 interakci mezi HA a chitosanem.
Yang a kol. (2015) nejprve pfipravili vodny roztok HA (pH = 6,5) a roztok chitosanu
v 2% kyseliné octové (pH = 2,75). Be¢hem intenzivniho michavani byl do roztoku chitosanu
rychlosti 60 ml/min pfidavan roztok HA a smés byla promichavana jesté dalsi hodinu. Vysledna
velikost nanocastic se v zavislosti na pouzitém hmotnostnim poméru HA:chitosan pohybovala
v Sirokém rozmezi hodnot. Napfi. pti poméru HA:chitosan 3:7 (w:w) byla velikost nanoc¢astic
160 nm a zeta potencial 27,74 mV z divodu pirevazujicich kladn¢ nabitych aminoskupin
chitosanu (Yang a kol., 2015).

Mezi specifictéjsi postupy ptipravy se fadi tzv. fotopolymerace, coz je sitovani za pomoci
UV zafeni. HA je nejprve modifikovana metakryldtem, nasledné¢ je pfidan vhodny
fotoiniciator, ktery po vystaveni UV zafeni zahaji sitovani (Yamanlar a kol., 2011;

Labie a kol., 2019; Yoon a kol., 2013).

1.3.1.2 Vyroba a vlastnosti hyaluronan/poly-lysinovych nanogelit a nanocdstic

Hydrogely zHA a PLL jsou obvykle pfipravovany jak fyzikdlnim, tak 1 chemickym
sitovanim. Vysledkem kazdé metody jsou materidly s riznou strukturou i1 vlastnostmi
(Salma-Ancane a kol., 2022). Na druhou stranu piiprava HA/PLL nanogeli, neboli gelovych
nanocastic, je v literatufe popisovana hlavné fyzikalnimi metodami (Simonson a kol., 2019;
Souri a kol., 2022; Carneiro a kol., 2016).

Pii fyzikalnim sitovani se vyuZziva elektrostatické interakce mezi HA a PLL. Jak jiz bylo
zminéno diive, HA je diky své karboxylové skupiné zdporn€ nabita. Naopak aminoskupiny
PLL se nabiji kladné. Ve vodném prostiedi a za laboratorni teploty vznika diky pfitazlivym
silam mezi témito funkénimi skupinami gel. U chemickych postupti je sitovani zalozeno

na vzniku amidovych vazeb (Salma-Ancane a kol., 2022).

Fyzikalni sit’ ovani

Fyzikalni zesitovani ptedstavili ve své praci Simonson a kol. (2019). K vyrob¢ nanogel
byl vyuzit elektrosprej. Poméry HA a PLL pro pfipravu byly nastaveny tak, aby byl zachovan
pomeér negativné (N) nabitych karboxylovych skupin HA a pozitivné (P) nabitych aminoskupin
PLL od 1:1-15:1 (n:n). HA 1 PLL byly v odpovidajicich mnozstvich rozpustény

v deionizované vod¢. Roztok PLL byl poté pfenesen do Petriho misky s elektrodou, zatimco
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roztok HA byl aplikovén z injekéni stfikacky s tenkou jehlou, na kterou bylo vlozeno napéti
vrozmezi 8 —24 kV. HA byla postupné¢ davkovana kPLL v podobé kapicek
rychlosti 0,1 ml/min. Hotové ¢astice nanogelu byly monodisperzni o velikosti kolem 120 nm.
Vzhledem k negativnimu zeta potencialu (-35 mV) je pfedpoklad, ze jadro je slozené z PLL

a povrch potazeny HA (viz Obrazek 5) (Simonson a kol., 2019).
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Obrazek 5 — Velikost a zeta potencidl nanogelti vyrobenych pomoci elektrospreje
(prevzato a upraveno z: Simonson a kol., 2019)

Tato studie také ukazuje, Ze velikost Céstic neni zavisla na poméru N:P (n:n), ten
ovlivituje hustotou zesitovani. Cim je zesitovani hust$i, tim pomaleji je nanogel schopny
absorbovat tekutiny, jako jsou napt. média pro kultivaci bunék. Bylo prokazano, ze za urCitou
dobu tyto materidly zméni svoji velikost az na 300 nm. Naopak v deionizované vod¢ zlstava
jejich velikost konstantni. Velkou vyhodou takto vyrobenych nanogeli je, ze do nich lze vazat
jak chemoterapeutika, tak i proteiny nebo antibiotika. Navic jde o pomérné levnou metodu
s vysokou vytéznosti (Simonson a kol., 2019).

Le a kol. (2022) ve své praci poukdzali na to, ze pokud je pomér molid N:P < 0,8;
tzn., Ze v systému pievazuji kladné nabité aminoskupiny PLL, dochézi u ¢astic zesitovanych
pomoci elektrostatickych interakci k agregaci. Vysledkem byly agregaty o velikosti
1000 — 10 000 nm. Naopak castice, ve kterych ptevazovaly spiSe zdporn€ nabité skupiny HA,
se pohybovaly v rozmezi 100 — 300 nm (Le a kol., 2022).

Duivody téchto déja detailné popsal Pan a kol. (2019). PLL totiz ve své struktufe obsahuje
hydrofobni uhlikaty fetézec. Pokud je v systému pomér moli N:P roven 1 nebo nizsi, tzn., ze

fetézce PLL pfevazuji, pfitomnd HA se vaze na vétSinu aminoskupin, tim snizi nebo uplné
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ze ¢im je obsah PLL v porovnani s HA vétsi, tim mén¢ jsou Castice stabilni (Pan a kol., 2019).

Pokud je HA v nadbytku (N:P > 1) nabyvaji ¢astice kulovitého tvaru, hutné;si jadro je
tvofeno PLL a povrch pokryva méné hutna vrstva HA. V piipadé vytvoreni Castice piidanim
roztoku PLL do roztoku HA jsou vzniklé struktury pomérné stabilni. Pii opacném potadi
pridavku se vSak ukazalo, ze ¢astice také vice agreguji (Pan a kol., 2019).

Naopak stabilita hotovych ¢astic, ve kterych pievazuje HA, neni ve vodném roztoku dale
ovlivnéna pomérem N:P a nanocastice jsou schopné udrzet si konstantni velikost béhem
skladovani pii 4 °C az 30 dni. To ale neplati u fyziologického roztoku (vodny roztok NaCl).
Velikost castic zde v Case nejprve narlsta, poté ale zase klesne. Podle autort je pfic¢inou jejich
reorganizace a nasledné opakované zesiténi zptsobené piitomnymi ionty soli (Le a kol., 2022).

Carneiro a kol. (2016) popsali postup piipravy nanocastic bez vlozeného napéti.
K vyrob¢ gelovych nanocastic navic nepouzili PLL ale pouze L-lysin. O to vétsi byl pomér
mezi HA a lysinem. Na 1 mol HA pfipadlo 16 700 mold lysinu. Z obou sloucenin byly
pfipraveny vodné roztoky. Na rozdil od pfedchozi metody, zde byl roztok lysinu ptikapavan
rychlosti 2,5 ml/min do roztoku HA za stdlého michani reakéni smési. Nasledné byly castice
z roztoku separovany vysuSenim mrazem (Carneiro a kol., 2016).

Velikost nanocastic ptipravenych touto metodou se pohybovala kolem 134 nm, zeta
potencidl dosahoval hodnot piiblizné -58,9 mV, povrch byl podle skenovaci elektronové
mikroskopie mnohem hladsi nez u samotného HA nebo L-lysinu (viz Obrazek 6). Rozdil byl
patrny 1 ve spektrech infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR)
(viz Obrazek 7). Zaroven castice vykazovaly 1 vysokou stabilitu ve vodném prostiedi

(Carneiro a kol., 2016).

Obrazek 6 — Struktura hyaluronanu (a) (méfitko 5 pm), lysinu (b) (méfitko 5 um) a nanocéastic (c)
(meéftitko 500 nm) (pfevzato z: Carrneiro a kol., 2016)
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Obrazek 7 — FT-IR spektrum hyaluronanu (a), lysinu (b) a nanocastic (c)
(ptevzato z: Carneiro a kol., 2016)

Souri a kol. (2022) vyuzili podobny postup. Jen byla na pouzity e-PLL nejprve navazana
DNA v podobné¢ plazmidu. Nasledné byl opét po kapkach a za stalého michéani pridavan roztok
HA. Byl o¢ekévan vznik PLL jadra s HA obalem. Sitovani probihalo asi 30 min za laboratorni
teploty. Vzniklé céstice dosahovaly velikosti 138 nm (viz Obrazek 8) a zeta potencidl

priblizné -24 mV (Souri a kol., 2022).
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Obrazek 8 — Velikost nanocastic hyaluronanu s poly-lysinem a DNA
(pfevzato z: Souri a kol., 2022)
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Existuje teorie, ktera tikd, ze elektrostatickd interakce mezi HA a PLL zavisi na pH. Jak
je uvedeno i zde, prostorova konformace PLL se méni v zavislosti na pH. Podle
Mirti¢e a Grdadolnika (2013) je pii pH 4 ve vodném roztoku spise pievaha P II helixii nebo
B-skladanych listl, zato a-helixy se zde viibec nevyskytuji. Proto byl Amatem a kol. (2021)
vyzkouSen postup, kdy bylo pH vodného roztoku PLL upraveno na pH 6. Pfi téchto
podminkach zaujima PLL konformaci tzv. nahodnych Sroubovic (Zahouani a kol., 2016), coz
by mélo zajistit maximalni interakci s HA (Amato a kol, 2021).

Pro ptipravu nanogelii byl pouzit roztok HA (Mw 200 nebo 700 kDa), ktery byl za stalého
michani pfidavan k vodnému roztoku PLL. Nejvhodnéjsi koncentraci vychozich roztokl pro
vznik gelovych nanocastic o rozmérech kolem 200 nm uvadi autofi 2 mg/ml HA (Mw 200 kDa)
al,25mg/ml PLL. Zeta potencidl castic se zde pohyboval v kladnych hodnotich
(Amato a kol., 2021).

Chemické sit’ovani

Na rozdil od fyzikdlniho sitovani, chemické je popisovano pouze u hydrogelt
o velikostech v fddech mm (Salma-Ancane a kol., 2022; Wei a kol., 2010). Wei a kol. (2010)
pfimichavali PLL v pevném stavu pfimo do vodného roztoku HA o pH 4,75. Zaroven byl
zachovan pomér HA:PLL 5:1 (w:w). Nasledn¢ byly karboxylové skupiny HA pro vazbu s PLL
aktivovany pomoci EDC. Ty, které se nenavazaly s aminoskupinou PLL, mohly reagovat
s AAD, pomoci n&jZ byla na hydrogel navazana jesté protilatka pro dalSi vyzkum. Reakce
probihala pfi laboratorni teploté (Wet a kol., 2010).

Salma-Ancane a kol. (2022) pouzili podobny protokol s poméry HA:PLL 40:60; 50:50
a 60:40 (w:w). HA rozpoustéli v roztoku NaOH, &-PLL v roztoku HCI. Nasledné byly oba
roztoky zchlazeny a pii 4 °C bylo k HA pfidano EDC a NHS v poméru mola 1:1. Takto
smichané roztoky pfenesli do specialni formy, kde probihalo po dobu 24 hodin sitovani
(Salma-Ancane a kol., 2022).

Bylo prokazano, ze ¢im vice HA tyto hydrogely obsahuji, tim vice vody jsou schopné
pojmout, a to dokonce i v porovnani s fyzikalné zesiténymi hydrogely, které mély shodny
pomér HA:PLL(w:w). Rostouci obsah HA zarovei souvisel i s vétsi porozitou a nizsi hustotou
zesiténi. U fyzikaln€ zesiténych hydrogell je tento jev opacny (Salma-Ancane a kol., 2022).

He a kol. (2022) zase zasadili chemicky zesiténé ¢astice do tzv. aerogeli. K tomu vyuzili
celul6zové membrany, které byly nejprve lyofilizovany. Lyofilizat byl nasledné inkubovan
v 1-butyl-3-methylimidazolium chloridu. Pfipraveny roztok o koncentraci 1,2 hm. % celulozy

byl pfeveden do speciadlni formy umisténé ve vodni 14zni. Po hodinové inkubaci a nasledné
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lyofilizaci vznikl aerogel. Aerogel byl smichan s HA a e-PLL v poméru 2:2:2hm. %, smé&s byla
rozpousténa za stalého michéni opét v 1-butyl-3-methylimidazolium chloridu. Hotovy roztok
byl pteveden do formy, ktera obsahovala pufr s 0,4hm. % EDC a 0,2hm. % NHS. Po 24h
inkubaci byl hydrogel mrazem vysusSen na aerogel (He a kol., 2022).

Vytvofeny materidl obsahoval ve své vlaknité struktufe kulovité céastice vzniklé
zesiténim HA a e-PLL, které byly oznaCeny jako mikrosféry, protoze jejich velikost
se pohybovala kolem 1,9 um. Takto pfipravené aerogely vykazovaly dobré antibakterialni
vlastnosti (He a kol., 2022).

Ukazalo se, ze HA a poly-D-lysin (PDL) je mozné spolu provazat pouze za vyuziti EDC
jako aktiva¢niho i sitovaciho ¢inidla. Tian a kol. (2005) tak vytvofili hydrogely s riiznymi
poméry HA a PDL. HA byla nejprve rozpuSténa v destilované vod€ za vzniku roztoku
o koncentraci 0,5 mg/ml, jejichz pH bylo upraveno pomoci HCI na 4,75. Nasledn¢ byl
do jednotlivych roztoka ptiddn PDL v pevném stavu tak, aby pomér HA:PDL byl 10:1, 5:1
a 4:1 (w:w). Do takto pfipravené reakéni smési bylo nasledné ptidano EDC. Sitovani probihalo
1 h za laboratorni teploty a hotovy hydrogel byl lyofilizovan (Tian a kol., 2005).

Sktruktura jednotlivych hydrogeli byla opét zédvisla na poméru HA:PDL (w:w).
S klesajicim pomérem HA:PDL stoupala tloust’ka vlaken tvoticich hydrogel, ale zaroven klesal
1 praimér pora. Naopak hydrogely s ptrevladajici HA (HA:PDL = 10:1) byly tvofeny ten¢imi
vlakny a vétSimi pory (Tian a kol., 2005).

Pro dosaZeni lepSich vlastnosti chemicky sitovanych hydrofilnich matrialt lze vyuZzit
tzv. dvojitého sitovani, které ve své praci popsali Guo a kol. (2021). PLL nejprve rozpustili
v roztocich s riznymi koncentracemi NaCl a nésledné ptidali HA. Smés bobtnala za stalého
michani pti 4 °C po dobu 48 h. Jako aktivator karboxylovych skupin HA byl zde pouzit
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chlorid (DMTMM), ktery byl
rozpustén v roztocich se stejnou koncentraci NaCl jako smés pro piipravu hydrogelu.
Koncentrace DMTMM byla volena tak, aby po smichini s HA a PLL byl pomér
molit DMTMM a HA v jednotlivych roztocich roven 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6. Sitovani probihalo
dalSich 16 h pti 4 °C, reakce byla zastavena pfidavkem NaOH (Guo a kol., 2021).

Hydrogel byl néasledné lyofilizovan a opé€t rozpustén v roztocich NaCl, koncentrace soli
zde vSak byla niz8i (0,1 — 1,5 %) nez pti ptipravé HA a PLL. Diky tomu mohlo dojit
k elektrostatické interakci mezi karboxylovou skupinou a aminoskupinou (Guo a kol., 2021).

Timto postupem bylo dosazeno chemického a nasledné i sekundarniho fyzikalniho
sitovani, coz dodavd hydrogelim vys$i odolnost pfi tlaku a tahu. Rostouci velikost

port a snizujici se kompaktnost struktury byla nepifimo umérnad obsahu DMTMM v ptivodni
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reak¢ni smési. Obecné se velikost pori pohybovala v fadech nékolika stovek pm. Po ponoteni
hydrogel doroztoki sNaCl doslo kdalSimu provazéni, ¢imz vznikly mezi
chemicky a fyzikaln¢ zesitovanymi ¢astmi o néco mensi pory. Navic ¢im byla koncentrace
NacCl v roztocich nizsi, tim silnéjsi byly elektrostatické interakce mezi HA a PLL. To znamena,

ze se HA sPLL vice provazovaly a vznikalo i vice menSich spojovacich pora
(Guo a kol., 2021).

1.3.2 Polyelektrolytové filmy a modifikace jinych nanostruktur

HA/PLL polyelektrolytové vrstvy neboli filmy se skladaji ze dvou a vice vrstev HA
a PLL. Mohou byt syntetizovany na pevném podkladu, napt. na skle (Hahn a Hoffman, 2005),
skelnych vldknech, jiz hotovych hydrogelech (Yamanlar a kol., 2011) nebo mohou modifikovat
jiné nanocastice (Pulakkat a kol., 2016; Amorim a kol., 2014). Lze je vyuzit pro cileni
a kontrolované uvoliovani 1é¢iv (Lee a kol., 2007; Pulakkat a kol., 2016), podporuji také
diferenciaci bun¢k a regeneraci tkani (Amorim a kol., 2014).

Vyuziva se zde opét interakci mezi karboxylovou skupinou HA a aminoskupinou PLL.
Jednotlivé polyelektrolyty se sklddaji na sebe v opakujicich se cyklech, tzv. ,layer-by-layer
metodou (Velk a kol., 2016). Za jeden cyklus se vétSinou povazuje vytvoreni dvojvrstvy HA
a PLL (Hahn a Hoffman, 2005; Velk a kol., 2016). Stejn¢ jako u hydrogell Ize i tyto filmy
sitovat bud’ na zdklad¢ elektrostatickych interakei, tedy fyzikalné¢ (Velk a kol., 2016,
Hahn a Hoffman, 2005), nebo za pomoci sitovacich cinidel (Amorim a kol., 2014;

Lee a kol., 2007).

1.3.2.1 Vyroba a charakterizace polyelektrolytovych filmii a dvojvrstev

Naptiklad Hahn a Hoffman (2005) vyuzili jako pevny nosi¢ sklo potazené chitosanem,
ktery zde zastaval funkci kladné nabitého substratu. Prvni vrstva filmu byla tvofena pomoci
polyaniontu HA. Roztok o koncentraci 0,2hm. % byl pfipraven rozpusténim HA v PBS. Do n¢j
byl nasledné ponofen nosi¢ potazeny chitosanem a neadsorbovand HA byla odmyta vodou.
Vznik druhé vrstvy byl iniciovan roztokem PLL v PBS o koncentraci 0,5hm. %. Cely cyklus se
14krat zopakoval. PLL pouzity v jednotlivych experimentech mé&l molekulové hmotnosti:
3 970, 14 400, 34 300, 57 900, 99 500 Da (Hahn a Hoffman, 2005).

Pti pouziti PLL o molekulové hmotnosti 34 000 Da a vyssi byla elektrostaticka interakce

mezi jednotlivymi vrstvami nejsilnéj$i. Mnozstvi zaclenéné HA zaviselo na poctu cykli.
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Nejvice HA se zaclenilo béhem prvnich 8 cykli, pak jiz nérGst jejiho obsahu nebyl tak
markantni (Hahn a Hoffman, 2005).

Diilezitou roli ve struktufe i stabilit¢ filmu hraje vnéjsi vrstva. Ve vyse popsané studii
byla tvorba polyelektrolytovych filml ovéifena méfenim kontaktniho thlu, coz je uhel mezi
pevnou fazi a te¢nou k povrchu kapky roztoku (Kwok a Neumann, 1999). U sklenéné plochy
modifikované pouze chitosanem byl kontaktni uhel asi 33,3°. Pokud byla po 8. cyklu
na povrchu HA, kontaktni hel klesl na 21° a stabilita celé struktury byla v ¢ase vyssi nez
v ptipadé¢ PLL, kdy se kontaktni tthel naopak zvysil na 35°, zato stabilita v Case klesla
(Hahn a Hoffman, 2005).

Polyelektrolytové filmy Ize vytvaret i na 3D strukturach, jako jsou sklenéna mikrovlakna
(Velk akol., 2016). Velk a kol. (2016) vlakna nejprve oSetfili polyetyleniminem. Nasledné byla
vldkna vloZena do roztoku PLL, promyta, a poté ponofena do roztoku HA. Takovych cykli
bylo provedeno 24 pfti teploté 37 °C. Pii teploté 24 °C probihala soubézné¢ syntéza filmu
i na plochém krycim skle (Velk a kol., 2016).

Povlaky vzniklé na vldknech mély Sitku kolem 20 pm, zatimco na krycim skle pouze
600 nm. Zajimavé bylo, ze pokud se jiz hotovy polyelektrolytovy film znovu ponofil do roztoku
PLL, nabobtnal, coz bylo zplisobeno priinikem dalSich molekul PLL do povlaku. Naopak pfti
ponoieni filmti do roztoku HA se tloustka filmu snizila. To bylo zptsobeno fetézci HA o velké
molekulové hmotnosti, které nejsou schopné prochdzet mezi jednotlivé vrstvy, drzi se
na povrchu a dodéavaji mu zaporny naboj. Diky tomu je PLL pfitahovan z nitra filmu bliz
k povrchu a nésledné mize byt uvolnén do roztoku (Velk a kol., 2016).

Pokud jsou vSak do roztoku PLL ponofeny jiz hotové HA hydrogely zesitované pomoci
fotopolymerizace, jejich objem se spiSe zmensSuje. VSe zavisi na pdrovitosti ptivodni struktury
a molekulové hmotnosti PLL. Nizkomolekuldrni PLL totiZ pronikd pdry hluboko do nitra
hydrogelu a diky elektrostatickym interakcim s HA se hydrogely vice provdZzou a zmensi.
Vysokomolekularni PLL naopak ziistava spiSe u povrchu, ale i tak zajisti lepsi zesitovani,
opouzdieni a zmenseni hydrogelu. Do takto pfipravenych nosicli pak Ize uzavirat i 1é¢iva, ktera
s HA hydrogely nijak neinteraguji (Labie a kol., 2019).

V ptipad¢ syntézy filmi na povrch hotovych nanomateridlli je vyhodngjsi volit
nanocastice s povrchovym nébojem, jako jsou naptiklad nanocastice z oxidu kiemicitého.
Zaporn¢ nabité silanolové skupiny na povrchu nanocastic umozni interakci s kladné nabitym

PLL a nasledné nasednuti zdpornych fetézcti HA (viz Obrazek 9) (Amorim a kol., 2014).
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Obrazek 9 — Modifikace nanocastic oxidu kiemicitého pomoci PLL/HA dvojvrstvy
(Amorim a kol., 2014)

Amorim a kol. (2014) v prvnim kroku modifikace kfemikovych nanocastic vyuzili
fyzikalni interakce. Nanocastice byly nejprve ponofeny do roztoku PLL, promyty a nasledné
preneseny do roztoku HA o dvojnasobné koncentraci. K dosazeni lepSiho provazani byly
nanocastice promichavany spolu se sitovacimi ¢inidly EDC a NHS. VSechny reakce probihaly
v prostiedi 0,15M vodného roztoku NaCl (Amorim a kol., 2014).

Zakladni nanocastice bez filmu mély velikost pfiblizn¢ 240 nm, zeta potencial dosahoval
hodnot— 25 mV. Po navazani dvojvrstvy se velikost ¢astic v roztoku zvysila na 567 nm, naopak
diky zaporné nabité vrstvé HA na povrchu klesl zeta potencidl na—34,9 mV.
Pied i po vytvofeni povlaku si ¢astice zachovaly kulovity tvar (Amorim a kol., 2014).

Vlastnosti a sestavovani polyelektrolytovych povlakii zavisi nejen na molekulové
hmotnosti PLL, ale také na velikosti HA nebo zplsobu sitovani. Filmy vytvofené pomoci
sitovacich €inidel se ukazuji byt tenci nez ty, které jsou sestaveny na zéklad€ elektrostatickych
interakci za stejnych podminek. Zjistilo se, Ze kovalentni vazby v chemicky sitovanych
vrstvach udrzuji jejich vyS§i kompaktnost a elasticitu. Naopak schopnost hydratace je
u chemicky provazanych vrstev v porovnani s elektrostatickymi rozdilna, respektive nizsi,
zejména pii pouziti nizkomolekularni HA (napf. 6,4 kDa) (Amorim a kol., 2020).

Obecné plati, Ze ¢im je vyssi molekulova hmotnost pouzit¢ HA, tim je silngj$i 1 film.
Stejné¢ tak srostoucim poctem jednotlivych vrstev, roste 1 celkovy objem filma,
u elektrostatickych sestav jde o exponencialni zéavislost u chemicky zesitovanych spise
o linedrni (Amorim a kol., 2020).

Lee a kol. (2007) vytvotili za pomoci sekundarniho chemického zesiténi tzv. duté
mikrokapsle. Hotové HA hydrogelové mikroc¢astice o primeéru piiblizné 16 pum byly stiidave
ponofovany do roztokt HA a PLL (pH = 6,5) s 0,9M NaCl. Po 10 cyklech bylo pomoci
dithiotreitolu rozloZzeno mikrogelové jadro (viz Obrazek 10). Duty obal byl nasledné

pro zpevnéni struktury inkubovan s roztokem EDC (Lee a kol., 2007).
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Mikrokapsle, zesiténé pomoci EDC byly, na rozdil od nezesiténych, odolngjsi vici
opakovanému zmrazovani a rozmrazovani a také stabilnéjsi pti pH 2, coz mize byt podle autorii

znacnou vyhodou pfi transportu 1é¢iv (Lee a kol., 2007).

A) B)

Obrazek 10 — A) HA/PLL filmy na povrchu hyaluronanového jadra, B) duté HA/PLL mikrokapsle
(pfevzato a upraveno z: Lee a kol., 2007)

1.3.3 Hyaluronan/poly-lysinova nanovlikna

Cilem Yanga a kol. (2021) bylo vytvofeni kompaktnich material slozenych z HA/PLL
nanovldken. HA byla nejprve oxidovana jodistanem sodnym, coz vedlo k oxidaci n€kterych
sousednich hydroxylovych skupin HA na aldehydové. Po 24h inkubaci ve tmé byl roztok
zoxidované HA dale vhodné upraven pro elektrostatické zvldknovani. Z takto pfipravené¢ho
roztoku byly nasledné¢ pomoci -elektrostatického sitovani pii1 napéti 8 kV vytvoreny
nanovldkenné komplexy (Yang a kol., 2021).

Hotova vlakna byla ponotfena do roztoku PLL (pH ~ 7), pficemZ doSlo k interakci mezi
aldehydovymi skupinami HA a aminoskupinou PLL a jejich vzajemnému zesiténi. Velikost
vzniklych nanovlédken i mnozstvi navazaného PLL byla zavisla na stupni oxidace HA a tedy
1 poméru mezi HA a jodistanem sodny pouzitym pii vyrobé. Pokud doslo k 58% oxidaci,
vysledna velikost vldken byla 444 nm a obsahovala vice PLL nez vlakna s 28% zoxidovanim

a velikosti 546 nm (Yang a kol., 2021).
1.3.4 Biokompatibilita a toxicita hyaluronan/poly-lysinovych nanostruktur

U nanogelil zesiténych za pouZiti elektrospreje nebyla prokdzana téméf zadna toxicita
vuci lidskym endotelidlnim bunikdm pii koncentracich nanogeli dosahujicich az 100 pg/ml.

Neobjevila se zde dokonce ani vyrazna hemolyza sav€ich erytrocytl, a to ani pii pouziti
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nékolikandsobné¢  vysSich  koncentraci nanomateridlu nez v pfedchozim  ptipadé
(Simonson a kol., 2019).

I u aerogelii s inkorporovanymi HA/PLL mikrosférami byla viabilita epitelidlnich bun¢k
po 24h inkubaci vice jak 80 %. Naopak zde byly prokdzany vyborné antibakterialni u¢inky vici
Candida albicans, Streptococcus aureus nebo Escherichia coli (He a kol., 2022).

Vysoké biokompatibilitu byla pospana i u chemicky zesitovanych HA/PDL materiali
testovanych na nervovych buiikach mysi (Tian a kol., 2005).

V piipadé, Ze fyzikaln€ zesiténé nanocastice nesou ve svém jadru napi. DNA, toxicita je
zavisla spiSe na nakladu nez na samotném nosici. Buiky lidskych embryondlnich ledvin
vykazovaly 95,5% wviabilitu pii pouziti koncentrace 5 pg/ml zminénych nanocastic,
pfi koncentraci 50 pg/ml byla zivotaschopnost kultury snizena az o 33 % (Souri a kol., 2022).

Salma-Ancane a kol. (2022) zjistili, Ze hydrogely pfipravené na zéklad¢ fyzikalnich
interakci jsou vyrazné méné biokompatibilni nez chemicky zesiténé. Pfi pfimém kontaktu
elektrostaticky zesiténych hydrogelti s buitkami klesla viabilita bunék pod 50 % nezavisle
na mnozstvi HA a PLL v pouzitém materidlu (Salma-Ancane a kol., 2022).

Zajimavé je, ze pokud byly jak z fyzikalng, tak 1 z chemicky zesiténych hydrogelii
pfipraveny extrakty a z nich roztoky v kultivaénim médiu o riznych koncentracich materialu,
ukazalo se, ze toxicita zavisela nejen na zpisobu sitovani, ale také na poméru HA a PLL.
U elektrostaticky zesiténych struktur byla viabilita bun€k snizend u vSech pouzitych
koncentraci hydrogelu i vSech testovanych pomérdt HA:PLL (40:60, 50:50, 60:40; w:w).
Se zvySujici se koncentraci hydrogelu viabilita buné€k klesala. Nejvice cytotoxicka byla 50%
koncentrace hydrogelu s pomérem HA:PLL 60:40 (w:w). Naopak u chemicky zesiténych
struktur bylo vyraznéjsi snizeni Zivotaschopnosti bunék zaznamenéano az pti 50% koncentraci
hydrogelu. Nejnizsi viabilita bun¢k pak byla popséna pii poméru HA a PLL 60:40 (w:w).
(Salma-Ancane a kol., 2022).

1.3.5 Degradace hyaluronan/poly-lysinovych materiali

Degradace HA/PLL materidl byla zkouména hlavné pfi pouziti hyaluronidazy. Ukézalo
se, ze odbourdvani zavisi na sloZeni vnéjsi vrstvy. Pokud v casticich a hlavné na jejich povrchu
ptevazuje HA (N:P > 1), enzym odstépi pouze tuto ¢ast a dal se nedostane. Navic se odhali
feté¢zce PLL, mezi nimiZ plsobi hydrofobni interakce (Le a kol., 2022), které jiz byly popsany

diive (Pan a kol., 2019), a ¢astice zacnou agregovat. V okamziku, kdy je N:P <1 a na povrchu
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pfevazuje PLL, velikost nanocastic se ani po 24h pusobeni hyaluronidazy témét nezméni
(Le a kol., 2022).

Blokujici funkci PLL na povrchu HA hydrogelii pozorovali 1 Labie a kol. (2019). Tuto
vrstvu Ize odstranit napt. pomoci trypsinu. Naopak u ¢istych HA hydrogela bylo zjisténo, ze
¢im je material vice zesitovany a kompaktnéjsi, tim je jeho odbouravani hyaluronidazou
rychlejsi (Labie a kol., 2019).

Na druhou stranu u polyelektrolytovych filma vazédnych na sklenéné plose se obsah HA

po oSetieni hyaluroniddzou vyrazné snizil nezavisle na slozeni vnéj$i vrstvy

(Hahn a Hoffman, 2005).
1.4 Aplikace hyaluronan/poly-lysinovych struktur v mediciné a biologii

HA/PLL nanogely, hydrogely a nanoc¢astice modifikované HA/PLL filmem maji Siroké
uplatnéni hlavn€ v oblasti pfenosu léCiv, jako tzv. drug delivery systémy (DDS)
(Simonson a kol, 2019; Le a kol., 2022), 1ze je také vyuzit jako scafffoldy pro kultivaci bunék
(Guo a kol., 2021) nebo podpiirné materialy pro hojeni ran (Amato a kol., 2021) a zaceleni
poskozenych tkani (Tian a kol., 2005; Wei a kol., 2010).

Pienos 1éCiv pomoci DDS se tykd zvelké ¢asti nadorovych onemocnéni
(Salahpour-Anajran a kol., 2019; Yang a kol., 2015; Xiong a kol., 2017). Je rozdélen na dvé¢
kategorie: aktivni transport a pasivni transport. Pfi pasivnim transportu se vyuziva hlavné
specifickych podminek nadorového prostiedi, jako je zvySend propustnost cév a sniZzeny odvod
lymfy (Andreous a kol., 2022; Maeda, 2012). Naopak aktivni transport je zaloZen na interakci

mezi nanomateridlem a typickou povrchovou strukturou bunky (Salahpour-Anajran, 2019).
1.4.1 Vyuziti hyaluronanovych nanomateriali v mediciné

HA nanomaterialy mohou v kombinaci s dal§imi strukturami najit uplatnéni jak v pfenosu
1é¢iv (Yang a kol., 2015; Han a kol., 2015; Yoon a kol., 2013) nebo gent (Sato a kol., 2017),
tak 1 zobrazovacich technikach nebo fototerapii (Yoon a kol., 2012).

Samotné nanostruktury pak mohou piimo pfispivat k 1é¢bé nékterych onemocnéni jako
napt. psoriazy (Lee a kol., 2022), osteoartrézy (Kang a kol., 2021), diabetu II. typu nebo
k potlaceni zanétu (Rho a kol., 2018). Vyhodami takovych materidlii je t¢éméef nulova toxicita

a vysoka biokompatibilita (Lee a kol., 2022; Han a kol., 2015).
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1.4.2 Prenos lé¢iv a nukleovych kyselin pomoci hyaluronan/poly-lysinovych struktur

Vazba a nasledné uvolnéni [éCiv z nanomateridlu je ovlivnéna hustotou zesiténi
nanocastice, vlastnostmi véazané molekuly (Simonson a kol.,, 2019), pH prostredi
(Lee a kol., 2007; Xiong a kol., 2017) nebo teplotou (Le a kol., 2022). Obecné lze fici,
ze existuji 3 zpusoby, jak 1éCiva do nosicl vazat. Zvolené latky se mohou pfed samotnym
sitovanim nosicu ptidat bud’ do roztoku HA (Simonson a kol., 2019; Amato a kol., 2021), PLL
(Le akol., 2022; Xiong a kol., 2017) nebo az k hotovymi nanocasticim (Simonson a kol., 2019).

Interakce s cilovymi buiikami je umoznéna pievazné vazbou HA v nosici s receptorem
CD44 (Simonson a kol., 2019; Xiong a kol., 2017), ktery je ve vétsi mife exprimovan prave
na nadorovych buiikach (Spadea a kol., 2019). Po receptorem zprostfedkované endocytoze je
nanocastice diky obsaZzenému PLL schopna reagovat v kyseleném prostiedi endozomu,
uniknout z n¢j a naklad pak mize byt rozptylen v cytoplazmé bunky (Simonson a kol., 2019;
Xiong a kol., 2017).

Na druhou stranu Amorim a kol. (2020) upozornili na to, zZe elektrostaticky zesiténé
HA/PLL filmy obalujici jiné nanostruktury, jsou pfi kontaktu s CD44 méné stabilni. Pfitazlivé
sily mezi CD44 a HA jsou silnéjSi neZ mezi jednotlivymi vrstvami filmu, ktery se nasledné
muze rozpadnout. Naopak filmy propojené pomoci sitovacich ¢inidel (EDC a NHS) se ukazaly
byt stabiln¢jsi (Amorim a kol., 2020).

Pii pouziti ¢astic vyrobenych pomoci elektrospreje s pomérem N:P 10:1 (n:n) bylo
prokazano, Ze hydrofilni 1éciva jako vankomycin se z nosi¢e uvolni béhem prvnich 4 h. Naopak
hydrofobni doxorubicin difunduje z ¢astice pomaleji po dobu az 48 h. V ptipad¢ inkorporace
velkych proteind je uvoliiovani zahdjeno az téméf po 24 h (Simonson a kol., 2019).

Pro G¢innéjsi zapouzdieni hydrofobnich 1é¢ivych latek vyuzili Le a kol. (2022) molekuly
HA oSetfené termosenzitivni latkou. Hydrofobni 1é¢ivo zde bylo smichano pfimo s roztokem
HA a nésledné byl pfidavan i roztok PLL. Pii zvySeni teploty na 50 °C béhem sestavovani
nanocastic se termosenzitivni latka stala hydrofobné&jsi, coz zarovenn vedlo i ke zvySeni
hydrofobicity celé vznikajici struktury, kterd ve vodném prostiedi zmensSila svoji velikost.
Hydrofobni interakce mezi termosenzitivni latkou a 1é¢ivem vedla i k vys$si inkorporaci 1é¢iva.
Naopak pti ochlazeni na laboratorni teplotu se velikost nosic¢e opét vratila do piivodniho stavu
a lécivo zlstalo zapouzdieno uvnitt. Takto pfipravené nosice byly schopné internalizovat 1é¢ivé
latky v daleko vEétSsim mnozstvi nez napf. nanocéastice z HA a dextranu piipravené stejnym
zpusobem. Komercéné doddvané termosenzitivni ¢inidlo navic zvySuje stabilitu castic

v roztocich PBS (Le a kol., 2022).
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Druhym zpiisobem vyuziti nanomaterialli je pfenos genetické informace. Napf. pfi
nadorovych onemocnénich prsu lze terapii cilit i na snizeni exprese Bcl-2 (B-cell lymphoma)
proteinu, ktery muze zvySovat rezistenci bun¢k k proapoptotickym mechanismim
(Djafari a kol., 2020). Djafari a kol. (2020) navrhli nanocastice, jejichz jadro tvofil PLL
modifikovany imidazolem a mikroRNA (miRNA), zatimco povrch byl potazen HA.
Pro kompletni zaclenéni nukleové kyseliny do Castice bylo zapotiebi dostate¢ného mnozstvi
PLL, ato az 20nasobek v porovnani s miRNA. Pfestoze pro vazbu k povrchu rakovinnych
bunck byla dilezitda HA, pohlceni nanomateridlu buiikami zaviselo hlavné na mnozstvi PLL.
K nejvyraznéjSimu snizeni exprese Bcl-2 proto dochazelo hlavné u nosi¢l s optimalnim
mnozstvim a pomérem HA, PLL a nukleové kyseliny (Djafari a kol., 2020).

Vysokou schopnost pohlcovani HA/PLL nanocéstic s nukleovou kyselinou (DNA)
vykazovaly 1 buniky lidskych embryonélnich ledvin. Dokonce s rostouci koncentraci podanych
nanomateridll, resp. DNA, rostla u bunék i schopnost jejich pohlceni (Souri a kol., 2022).

Xiaong a kol. (2017) popsali, ze pro jesté komplexnéjsich 1é€bu nadori je vyhodna
kombinace nukleové kyseliny spolu s chemoterapeutikem. Pfi zalenéni oligoRNA spolu
s doxorubicinem, cyklodextrinem a PLL do jadra céstic potazenych HA bylo
u hepatocelularniho karcinomu dosazeno velmi slibnych vysledkd, a to jak v testech in vitro,
tak i in vivo na mySich modelech. Léciva vazana do téchto nosi¢ti mohou na rozdil od volnych
molekul RNA nebo doxorubicinu efektivné a ve vétsi mife vstupovat do nadorovych bunék.
Dokonce byla zaznamenana vyssi kumulace 1 retence HA/PLL nosic¢ii pfimo v nadoru, zatimco
nanocastice, které obsahovaly pouze 1é¢ivé latky a PLL, byly detekovany v celé jaterni tkéani
1 v ledvinach. Uvolnéni 1é¢iva z nosice bylo fizeno zménou pH. Nejvétsi mnozstvi pfenaSenych
latek se uvolnilo béhem 144 h pti pH 5, naopak za fyziologickych podminek (pH = 7) byla mira
uvolnéni vyrazné nizsi (Xiong a kol., 2017).

Velmi podobny trend je popsan i u HA/PLL mikrokapsli. Pti pH 5 je struktura HA/PLL
filmu nejvice rozvolnénd, takZze pozadovand latka mize byt bud’ zaclenéna dovnitf, nebo
uniknout ven. Za téchto podminek se pfenaseny naklad uvolni narazové za méné nez 1 h,
zatimco pifi pH 7 je uvolovani pomalejsi, plynulejsi a k plnému vyprazdnéni mikrokapsli
dojde az po 5 h, coz je vyhodné pro pouziti v zivych organismech. Uvolilovani lze také urychlit
pusobenim hyaluronidazy (Lee a kol., 2007).

Pulakkat a kol. (2016) zase pro cilenou chemoterapii vytvofili nanocastice piimo
z doxorubicinu a hovéziho sérového albuminu (bovine serum albumine, BSA), které zesit'ovali
pomoci glutaraldehydu. Na jejich povrch byly poté naneseny dvé vrstvy HA/PLL

elektrostaticky sestaveného filmu. Bylo zajimavé, Ze film zpomaloval uvoliiovani doxorubicinu
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z Castice pii fyziologickém a mirné i v kyselém pH. Hodnota pH totiz ovliviiuje pocet nabitych
funkénich skupin jednotlivych polymert a silu jejich vzajemné elektrostatické interakce.
Pti fyziologickém pH dochazi k nejsilnéjsi elektrostatické interakci, protoze HA vystupuje jako
pln¢ deprotonovany polyaniont, zatimco PLL jako pln¢ protonovany polykationt. Naopak pii
pH 4 karboxylové skupiny HA néaboj ztraci a diky tomu slabnou i elektrostatické interakce mezi
polymery. Naopak k nejrychlejsimu  uvolnéni latky doslo v pfitomnost trypsinu
(Pulakkat a kol., 2016).

I u téchto nosicl bylo prokazano, ze HA na povrchu zvysuje interakci ¢astic s bunkami
a tim zvysuje cytotoxicitu lé¢iva v porovnani s nosi¢i obalenymi pouze PLL nebo volnymi
molekulami doxorubicinu. Nanocéstice zaroven umoziuji i specifi¢téjsi cileni na naddorové
bunky, vyssi kumulaci a retenci v nadorové mase. V porovnani s volnym lé€ivem zde byla
zaznamenana i vyssi koncentrace nanocastic v plazmé. Dokonce po pravidelném intraven6znim
podavani téchto nanomaterialli mySim s indukovanym nadorovym onemocnénim se velikost
nadoru po 25 dnech snizila vice jak 6krat oproti kontrole a vice jak 3krat v porovnani s volnym

doxorubinem (viz Obréazek 11) (Pulakkat a kol., 2016).
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Obrazek 11 — Vliv volného doxorubicinu a doxorubicinu v nanoc¢asticich s HA/PLL filmem
na velikost nadoru (pfevzato a upraveno z: Pulakkat a kol., 2016)

1.4.3 Hojeni ran pomoci hyaluronan/poly-lysinovych hydrogela

Ve snaze urychlit a zefektivnit hojeni ran Amato a kol. (2021) zatradili do HA/PLL

nanogelt berberin, latku, kterd mtize pisobit bakteriostaticky a podporovat hojeni ran
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(Hu a kol., 2022). V této studii se 50 % berberinu obsazeného v HA/PLL nanocasticich
uvolnilo z nosi¢e narazoveé behem prvnich n¢kolika minut, zbytek difundoval pomaleji dalSich
cca 25 h. I presto vSak bylo hojeni rany velmi pomalé a k iplnému zaceleni vitbec nedoslo.
Naopak prazdné HA/PLL nanocastice zacelily ranu rychleji a uplné. Podle autori mohlo dojit
u nanostruktur s berberinem k interakci mezi HA a 1é¢ivem, coz zabranilo k jejich piisobeni
v misté poskozeni (Amato a kol., 2021).

Stejn¢ tak i HA/PLL nanovlakna maji vysoky piedpoklad k efektivnimu hojeni ran.
Materidly vyrobené z téchto nanovldken jsou schopné pojmout velké mnozstvi vody, tedy
i exsudatu z poskozenych tkénich, navic maji pomémé nizkou cytotoxicitu a vysokou
biokompatibilitu (Yang a kol., 2021).

Zhou a kol. (2020) dokonce vyuzili kombinaci HA a PLL jako tkanova lepidla. K tomuto
ucelu byla HA nejprve modifikovand dopaminem. Podle autorti byl nejvhodnéjsi pomér
jednotek dopaminu k HA 0,47. Mezi dva platy vepfové kiize byl poté nanesen 0,1% roztok
PLL anasledné i 2% roztok modifikované HA spolu s peroxidem vodiku a kienovou
peroxiddzou, které plisobily jako sitovaci ¢inidla. Hydrogel tak vznikal pfimo v ur€eném misté.
Ukéazalo se, Ze ptitomny PLL byl schopny pronikat jak do vznikajiciho hydrogelu, tak i do kiize,
diky cemuz tato tkanova lepidla prokazala, na rozdil od ¢istych HA hydrogeld, vyssi schopnost

adheze ke kiizi, a navic 1 vysokou biokompatibilitu (Zhou a kol., 2020).

1.4.4 Kaultivace bunék na hyaluronan/poly-lysinovych materialech

Bylo zjisténo, Ze kfemikové nanocastice potazené HA/PLL dvojvrstvou lze potencionalné
vyuzit i v regenerativni medicin€. Lidské mezenchymové kmenové buiiky v jejich pfitomnosti
vykazovaly vys$i schopnost osteogenni diferenciace, tedy transformace na bunky, které
by mély byt schopné syntetizovat kostni hmotu (Amorim a kol., 2014).

Tian a kol (2005) zase ukézali, ze HA/PDL hydrogely jsou vhodné jako scaffoldy pro
kultivaci nervovych bun¢k a potencidln€ i jako implantaty pfi traumatech mozku. Na rozdil
od HA hydrogelti, na které nervové bunky in vitro témét neptisedaly, na povrchu HA/PDL
materiald bylo zaznamendno nejen pfisednuti bunék, ale jiz béhem 24h kultivace i schopnost
bunék se diferenciovat. Buiiky postupné pokryvaly vétsi plochu a zacaly se propojovat pomoci
axont. V pfipad€ implantace tohoto materialu do poSkozenych mist mozku mysi se hydrogel
zaclenil do tkanég, byl postupné osidlovan buiikami, po 6 tydnech byl postupné degradovan a na

jeho misté vznikala nova tkan. Navic zde nebyla patrna zadna gliova jizva (Tian a kol., 2005).
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Podobnych vysledki dosahli i Wei a kol. (2010), ktefi nahradili PDL za PLL. Pro
rychlejsi obnovu nervovych bunék byl hydrogel modifikovan jesté protilatkou antiNgR
anasledné byl aplikovan do poskozeného misniho kanalu krys. Po nékolika tydnech byla
znatelna obnova tkani 1 cév (Wei a kol., 2010).

Zajimavé je, ze pii pouziti dvojit¢ zesiténych HA/PLL hydrogeld jako scaffoldu se
s rostouci délkou kultivace méni jejich mechanické vlastnosti, hlavné se zvysuje tlakové napéti,
zatimco objem ziistava piiblizné stejny. Ukazalo se, Ze tato vlastnost pozitivné ovliviuje bunky.
Fibroblasty kultivované na téchto scaffoldech byly schopné se pomérné rychle délit, migrovat,

v prubehu ¢asu dokonce tvorily sféroidy nebo jinak ménily svoji morfologii (Guo a kol., 2021).
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2 EXPERIMANTALNI CAST

2.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

e Analytické vahy Kern ABT (Kern, Némecko)

e Analyzator velikosti a zeta potencialu nanoc¢astic Nano-Partica SZ-100 (Horiba Ltd.,
Japonsko)

e Automatické mikropipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Fluorimetr Quibit™ 2.0 (Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific, USA)

e Laboratorni vahy Kern PCB (Kern, Némecko)

e Minicentrifuga (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Rotator Bio RS-24 (Biosan Ltd., Lotyssko)

e pH metr Orion (Boeco, Némecko)

e UV/VIS spektrofotometr Libra S22 (Biochrom Ltd., UK)

e Ultracentrifugaéni filtr Amicon® Ultra 10 K, 0,5 ml (Merck Millipore Ltd., Irsko)

e Stanice pro denzitometrické vyhodnoceni geli ChemiDoc XRS+ Systém (Bio-Rad,
USA) se softwarem ImageLab™ (Bio-Rad, USA)

e Stanice pro vyrobu utracisté vody Halios (NEPTEC GmbH, Némecko)

e Inkubétor - termoblok Bio BRD-100 (Grant Bio, LotySsko)

e Tiepacka PSU-20i (Biosan Ltd, LotySsko)

e Rotacni vakuovy koncentrator RVC 2-18 CDPLUS CHRIST (Martin Christ, Némecko)

e Mini-PROTEAN® Tetra Cell pro vertikalni elektroforézu (Bio-Rad, USA)

e Magnetické michadlo MSH 300-N (Biosan Ltd. Loty$sko)

e Votrex Biovortex V1 (Biosan Ltd., LotySsko), Velp Scientific (Velp Scientific Srl.,
Italie)
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2.2 Vyroba nanocastic z kyseliny hyaluronové a poly-L-lysinu

2.2.1

2.2.2

Pouzité chemikalie a pomiicky

Sodna sil kyseliny hyaluronové (HA, zdroj Streptococcus equi, Mw 1,5 — 1,8 MDa,
Sigma-Aldrich, USA)

Aceton (p.a. Penta, Chrudim)

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC, Thermo Fisher Scientific, USA)
Dihydrazid kyseliny adipové (AAD, Sigma-Aldrich, USA)

Poly-L-lysin hydrobromid (PLL, Mw 30 000 — 70 000 Da, Sigma-Aldrich, USA)
Dialyzaéni sttivka (cut-off 12,5 — 13 kDa, Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid sodny (NaCl, Lach-Ner, CR)

Pouzité roztoky a jejich priprava

Zasobni roztok HA (2,5 mg/ml) — 50 mg hyaluronanu sodného bylo rozpusténo
ve 20 ml ultracisté vody. Bobtnani probihalo pii laboratorni teplot¢ za mirného michani
pres noc. Takto pfipraveny roztok mohl byt sladovan pii 4°C.

Roztok PLL 1 (2,5 mg/ml) — 8,86 mg PLL bylo rozpusténo v 3,54 ml ultracisté vody.
Pro dikladné rozpusténi byl roztok michéan pies noc (alespon 12 h) na rotatoru.
Roztok PLL 2 (1 mg/ml) — roztok byl pfipraven vzdy tésné€ pred pouZzitim nafedénim
roztoku PLL 1 ultra¢istou vodou.

Roztok EDC 1 (1,2 mg/30 pl) — roztok byl pfipraven vzdy tésné pred pouzitim
rozpu$ténim odpovidajici navazky EDC v ultracisté vod¢ a ditkladné promichan.
Roztok EDC 2 (1 mg/200 pl) —roztok byl pfipraven pro vazbu PLL na povrch HANPs,
vzdy tésné pred pouzitim bylo EDC rozpusténo v ultradist¢é vode¢ a dikladné
promichano.

Roztok AAD (1,2 mg/30 pl) — roztok byl pfipraven vzdy té€sné ptfed pouzZitim
rozpusténim odpovidajici navazky AAD v ultracisté vod¢ a ditkladné promichan.
Fyziologicky roztok (9 mg/ml) — roztok byl vzdy pfipraven tésné pted pouZitim

rozpusténim odpovidajici navazky NaCl v destilované vodé.
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2.2.3 Priprava 1: nanod¢astice z kyseliny hyaluronové pripravené chemickym zesiténim

pomoci karbodiimidu a dihydrazidu kyseliny adipové

Postup vyroby:

Pro vyrobu chemicky sitovanych nanocastic (nanogeltl) z HA pomoci EDC a AAD byl
vyuzit zavedeny a optimalizovany protokol. Pro pfipravu 3 mg nanocéstic bylo do sklenéné
lahvicky s teflonovym vickem pipetovano 1,2 ml roztoku HA (3 mg). Poté bylo za stalého
michani ptikapano 2,04 ml acetonu, nasledovala 15min inkubace na rotatoru pii laboratorni
teploté. Ve druhém kroku bylo opét za stdlého michani ptikapano 30 ul roztoku EDC 1, smés
byla promichana a poté bylo stejnym zptisobem piidano 30 pl roztoku AAD. Nésledovala
30min inkubace na rotatoru pii laboratorni teploté. Nakonec bylo pfi stdlém michani postupné
pfikapano 3 x 1,22 ml acetonu, po kazdém ptidavku probéhla vzdy 30min inkubace
(laboratorni teplota, rotator).

Po posledni inkubaci byl roztok pteveden do 15ml centrifuga¢nich zkumavek
a prebytecny aceton byl odpaien pii 50°C po dobu 15 min ve vakuovém koncentratoru.
Zakoncentrovany vzorek byl pfenesen do dialyzacnich stiev.

Dialyza do fyziologického roztoku probihala nejprve 20 min pii laboratorni teploté
na tfepacce, nasledné byl fyziologicky roztok vyménén za Cerstvy a dialyza pokracovala

za stejnych podminek cca 16 h.

2.2.4 Priprava 2: nanocastice z kyseliny hyaluronové a poly-L-lysinu pFipravené

chemickym zesiténim pomoci karbodiimidu

Postup vyroby:

Tento postup byl z ¢asti inspirovan protokolem, ktery pouzil Tian a kol. (2005), a upraven
na podminky pro vyrobu ¢istych HA nanocastic (viz kapitola 2.2.3).

K 1,2 ml roztoku HA (3 mg) ve sklenéné lahvicce bylo nejprve po kapkach a za stalého
michéni pfidano 2,04 ml acetonu. Po 15min inkubaci (laboratorni teplota, rotator) bylo opét
za stalého michéni ptikapano 30 pl roztoku EDC 1. Po 5 nebo 15min aktivaci karboxylovych
skupin HA bylo stejnym zptsobem ptidano 1 480 pl, 240 ul nebo 40 pl roztoku PLL 1 (1200 pg,
600 pg nebo 100 pg). Nasledovala inkubace 30 min (laboratorni teplota, rotator), po které bylo
postupné pfidano 3 x 1,22 ml acetonu, po kazdém piidavku probéhla vzdy 30min inkubace.

Roztok byl vzdy ditkladné homogenizovan na rotatoru pii laboratorni teplot¢.
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Nasledn¢ byl roztok nanocéstic pieveden do 15ml centrifuga¢nich zkumavek
a pfebyteny aceton byl odstranén odpafenim pii 50 °C po dobu 15 min ve vakuovém
koncentratoru. Zakoncentrovany vzorek byl pteveden do dialyzacnich stiev.

Dialyza do fyziologického roztoku probihala nejprve 20 min pii laboratorni teploté
na tfepacce, poté byl fyziologicky roztok vyménén na Cerstvy a dialyza pokracovala za stejnych

podminek pfiblizné 16 h.

2.2.5 Priprava 3: nanocastice z kyseliny hyaluronové a poly-L-lysinu pripravené

chemickym zesiténim pomoci karbodiimidu

K 1,2 ml roztoku HA (3 mg) bylo pomalu a za stalého promichavani ptidano 2,04 ml
acetonu. Po 15min dikladné homogenizaci na rotatotu pii laboratorni teploté¢ bylo pomalu
ptikapéano 100 pl roztoku PLL 2 (100 pg) nebo 10 pl roztoku PLL 1 (25 pg). Po 15min spolecné
inkubaci (laboratorni teplota, rotator) bylo opét za stdlého michani pfiddno 30 pl roztoku
EDC 1. Nasledovala 30min inkubace (laboratorni teplota, rotator) a po ni 3 ptidavky 1,22 ml
acetonu. Mezi jednotlivymi pfidavky byl roztok vzdy 30 min homogenizovan (laboratorni
teplota, rotator).

Takto ptipraveny vzorek byl preveden do 15ml centrifugacni zkumavky, pfebyte¢ny
aceton byl odpaten ve vakuovém koncentratoru pii 50°C po dobu 15 min ve vakuovém
koncentratoru. Nasledné¢ byl zakoncentrovany roztok preveden do dialyzacnich stiev.

Dialyza probihala do fyziologického roztoku nejprve 20 min na tfepacce, poté byl

fyziologicky roztok vyménén za Cerstvy a dialyza pokracovala dalSich cca 16 h.

2.2.6 Priprava 4: nanocastice z kyseliny hyaluronové a poly-L-lysinu pfipravené

chemickym zesiténim pomoci karbodiimidu a dihydrazidu kyseliny adipové

K 1,2 ml roztoku HA (3 mg) bylo po kapkach pfidano 2,04 ml acetonu. Po 15min
inkubaci (rotator, laboratorni teplota) bylo za stalého michéni ptfikapano 30 pl roztoku
EDC 1 a nasledovalo opét 15 min inkubace (laboratorni teplota, rotator). Paralelné s touto
inkubaci byl pfipraven roztok:

1. 27,5 pl roztoku AAD a 40 pl roztoku PLL 1 (100 pg)
nebo
2. 29,4 ul roztoku AAD a 10 pl roztoku PLL 1 (25 pg)
Roztok AAD s PLL byl 15 min inkubovan pfti laboratorni teploté za stalého michani, poté

byl velmi pomalu a pfi intenzivnim michani pfikapavan do reakéni smési s HA. Po dalsi 30min
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inkubaci (laboratorni teplota, rotator) bylo opét pfiddno 3 x 1,22 ml acetonu. Po kazdém
ptidavku byl roztok opét 30 min homogenizovan na rotatoru pfi laboratorni teploté.

Takto ptripraveny roztok byl pieveden do centrifugacnich zkumavek a na 15 min vlozen
do vakuového koncentratoru vytemperovaného na 50 °C. Po odpateni ptrebytecného acetonu
byl vzorek ptenesen do dialyzacénich stiev.

Dialyza do fyziologického roztoku probihala nejprve 20 min pii laboratorni teploté

na tfepacce, poté byl fyziologicky roztok vyménén a dialyza pokracovala jesté cca 16 h.

2.2.7 Priprava 5: vazba poly-L-lysinu na povrch nanoé¢astic z kyseliny hyaluronové

K 1 mg HANPs (ptfipravenych podle kapitoly 2.2.3) bylo nejprve ptidano 200 pl roztoku
EDC 2, smé&s byla kratce promichana na rotatoru. Nasledné bylo ptrikapano bud’ 33,3 pl roztoku
PLL 2 (33,3 pg), nebo 3,30 pl roztoku PLL 1 (8,3 png). Smés HANPs, EDC a PLL byla nasledné
inkubovéna pfes noc na rotatoru pii teploté 4 °C.

Jednotlivé objemy ptidanych roztokl byly secteny a nasledné€ byla vypocitana celkova

koncentrace nanocastic a uvedena v mg/ml.

2.2.8 Priprava 6: nanocastice pripravené chemickym zesiténim poly-L-lysinu pomoci

karbodiimidu a dihydrazidu kyseliny adipové

Postup je shodny s postupem pro ptipravu HANPs (kapitola 2.2.3) s malymi Gpravami.
Piidavky vSech reagencii byly pfepocitany na pfipravu pouze 250 pg nanocastic, tzn., Ze
v prvnim kroku bylo ke 100 pl roztoku PLL 1 (250 pg) pfidano 170 pl acetonu. Nasledovala
15min inkubace pfi laboratorni teploté na rotatoru. Podobné byly upraveny 1 koncentrace EDC
a AAD. Aby byl zachovan stejny pomér téchto latek k polymeru, bylo nutné rozpustit
100 pg EDC nebo AAD v 5 pl ultracisté vody. Vzdy 5 pl takto pfipraveného roztoku EDC
a AAD bylo po kapkach a za stdlého michani pfiddno do reakéni smési, kterd byla poté 30 min
inkubovéna pfi laboratorni teploté na rotatoru. Nasledné 3 ptidavky acetonu byly redukovany
z 1,22 ml pouze na 101,6 pl. Mezi jednotlivymi piidavky byla pouze 15 min inkubace (rotator,
laboratorni teplota).

Zakoncentrovani ve vakuovém koncentritoru bylo diky malému objemu zkraceno
na 5 min (50 °C) a nasledné byl roztok preveden do dialyzacnich strev.

Dialyza probihala opét nejprve 20 min pfi laboratorni teploté na tfepacce, po vymeéné

fyziologického roztoku pak jesté dalSich cca 16 h.
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2.3 Metody charakterizace pripravenych nanocastic

2.3.1 Méreni velikosti nano¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla

Poucité roztoky a pomiicky:
e Fyziologicky roztok
e 2-sténné kyvety, objem 2,5 ml, BRAND (BRAND GmbH + CO KG, Némecko)

Postup:
K analyze bylo pouzito alespon 1,2 ml vzorku pfevedeného do 2-sténné kyvety. Kazdy
vzorek byl 10krat prométen pii laboratorni teploté v modu ,,particle size. V piipad¢ potieby

byly vzorky natedény fyziologickym roztokem na pfiblizné stejnou koncentraci.

2.3.2 Méfreni zeta potencialu nanocastic

PouZité chemikdlie, roztoky a pomiicky:
e Fyziologicky roztok
e Ultracista voda
e 96% ethanol (Penta, CR)

e Kyveta pro méieni zeta potencialu (Horiba Ltd, Japonsko)

Postup:

Kyveta pro méfeni zeta potencidlu byla nejprve dikladn€ promyta ultracistou vodou.
VSechny vzorky urcené k analyze byly nafedény fyziologickym roztokem na stejnou
koncentraci, aby mohly byt vysledky porovnany mezi sebou, nasledné byly dukladné
promichany a pomoci injek¢ni sttikacky nadavkovany do kyvety. Méteni probihalo vzdy 10krat
s 10s pauzou mezi jednotlivymi analyzami téhoZz vzorku v modu ,zeta potential“. Mezi
davkovanim jednotlivych vzorki byla cela propldchnuta ultracistou vodou popt. 96%

ethanolem, aby se zabranilo ulpivani PLL na elektrodéch.
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233

Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Pouzité chemikalie:

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Bromfenolova modi (Lachema, CR)

Dodecylsulfat sodny (SDS, Lachema, CR)

Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Glycerol (Penta, CR)

Kyselina chlorovodikova 35% (HCI, Penta, CR)

Proteinovy standard molekulovych hmotnosti — Precision Plus Protein™ Unstained
Protein Standards, 10 — 250 kDa, (Bio-Rad, USA)
N,N’-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin (TEMED, Bio-Rad, USA)
Persiran amnonny (Lachema, CR)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris, Sigma-Aldrich, USA)

Poudité roztoky, jejich priprava a objemy pro pripravu gelii:

6M HCl

Roztok A (29,2% akrylamid, 0,8%N,N’-methylenbisakrylamid) — 8,77 g
akrylamidu a 0,24 g bisakrylamidu bylo nejprve rozpusténo v 15 ml destilované vody.
Po 30 min bobtnani byl roztok doplnén na objem 30 ml.

Roztok B (1,5M Tris-HCI pufr, pH = 8,8) — 5,45 g Tris bylo rozpusténo ve 30 ml
destilované vody. Nésledné bylo upraveno pH pomoci 6M HCl na pH 8,8.

Roztok C (1M Tris-HCI pufr, pH = 6,8) — 4,87 g Tris bylo rozpusténo ve 40 ml
destilované vody. Opét bylo upraveno pH 6M HCl na pH 6,8.

Roztok D (10% SDS) — 1,02 g SDS bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody.
Roztok E (10% persiran amonny) — 0,11 g persiranu amonného bylo rozpusténo
v 1 ml destilované vody. Tento roztok byl vzdy ptipraven tésné pied pouzitim.
Elektrodovy pufr sSDS (0,025M Tris, 0,192M glycin, 0,1% SDS,
pH =8,3-8,6) — v 1 1 destilované vody bylo rozpusténo 3,04 g Tris, 14,44 g glycinu
a 0,99 g SDS. Opét bylo pH upraveno pomoci 6M HCI.
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e Elektrodovy pufr bez SDS (0,025M Tris, 0,192M glycin) — 3,04 g Tris a 14,43 g
glycinu bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody. V tomto piipadé nebylo pH nijak
upravovano.

e Vzorkovy pufr pro nativni elektroforézu (1% bromfenolovda modf#, 62,5mM
Tris-HCL, 25% glycerol) — 5 ml pufru bylo pfipraveno smichanim 312,5 pl
roztoku C, 1 ml 5% roztoku bromfenolové modii, 1,26 ml glycerolu a 2,43 ml ultracisté
vody.

e Vzorkovy pufr ,,G*“ — Laemmlli Sample Buffer, (Bio-Rad, USA) bez pridavku

merkaptoethanolu.

Tabulka 1 — Roztoky a jejich objemy pro pfipravu déliciho a zaostfovaciho gelu pro jednotlivé typy elektroforézy

12% délici gel [ml] 5% zaostrovaci gel [ml]
Destilovana voda 1,68 1,4
Roztok A 2 0,33
Roztok B 1,25 0,25
Roztok C - 0,25
Roztok D 0,05 0,02
TEMED 0,002 0,002
Roztok E 0,05 0,02

Diskontinualni polyakrylamidova gelova elektroforéza v piitomnosti dodecylsulfatu sodného

a glycinu

Postup SDS-PAGE:

Skla pro piipravu gel byla dikladné ociStena a vloZena do specialniho drZéku.
Do zkumavky byly pipetovany roztoky A, B, D, E, TEMED a destilovana voda v objemech pro
ptipravu 12% déliciho gelu (viz Tabulka 1). Smés byla promichédna a nanesena mezi skla tak,
aby hladina sahala cca 1 — 1,5 cm pod horni okraj skel. Délici gel byl pfevrstven destilovanou
vodou. Po 20 min byla voda z povrchu zpolymerovaného gelu odsata filtracnim papirem.
Ve zvlastni zkumavce byly smichany roztoky A, C, D, E, TEMED a destilovand voda
v objemech pro ptipravu 5% zaostiovaciho gelu (viz Tabulka 1), smés byla opatrné promichana
a nanesena mezi ztuhly d¢lici gel a horni okraj skel. Nasledné byla mezi skla opatrné vlozena

Sablona pro vytvofeni 10 jamek. Polymerace zaostfovaciho gelu trvala cca 20 min.
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Nasledné byla z gelu opatrné vyjmuta Sablona, tak aby nedoslo k poskozeni jamek. Skla
s hotovym gelem byla pienesena do stojanku s elektrodami, ktery byl poté vlozen
do elektroforetické vany. Elektrodovym pufrem byla vyplnéna mezera mezi gely a pomoci
pipety jim byly proplachnuty i jednotlivé jamky v gelu.

Vzorky uréené k elektroforéze byly smichany se vzorkovym pufrem G v poméru
1:1 (10 pul + 10 pl), dikladné promichany, zcentrifugovany a 3 min inkubovany pii 100 °C
v termobloku. Po inkubaci byly vzorky opét zcentrifugovana a ochlazeny na laboratorni teplotu.
Nasledn¢ bylo vzdy 10 — 20 ul vzorku (dle potieby) davkovano pomoci Gel Loading Spicek
do jamek v gelu. Proteinovy standard molekulovych hmotnosti byl nandsen na gel v objemu
4 ul bez ptedchozi tpravy.

Pro jeden gel byly nastaveny tyto podminky: napéti 180 V, proud 30 mA (v piipade
separace vice geli se proud ndsobil jejich poctem). Separace nasledné probihala ptiblizné

45 min. Nasledné byl gel obarven roztokem amoniakalniho stfibra (viz kapitola 2.3.4)

Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v diskontinudlnim uspoiadani

Postup:

Ptiprava gelt i elektroforetické aparatury byla shodnd s postupem pro SDS-PAGE.
Na ptipravu 12% déliciho gelu a 5% zaostfovaciho gelu byly podle Tabulky 1 pouzity pouze
roztoky A, B, E, TEMED a destilovana voda v odpovidajicich objemech. Separace probihala
v prosttedi elektrodového pufru bez SDS.

Vzorky urcené k analyze byly smichany se vzorkovym pufrem urenym pro nativni
elektroforézu v poméru 1:1 (10 pl + 10 pl), dikladné promichdny a zcentrifugovany. Vzdy
10 — 20 pl (dle potieby) vzorku a 4 pl proteinového standardu molekulovych hmotnosti bylo
pomoci Gel Loading Spicek pipetovano do jednotlivych jamek v gelu.

Pro separaci jednoho polyakrylamidového gelu byly zvoleny tyto podminky: napéti
180 V, proud 30 mA. Elektroforeticka separace probihala ptiblizn¢ 45 min. Gely byly nésledné

vyjmuty ze skel a obarveny roztokem amoniakalniho stfibra (viz kapitola 2.3.4).

Kombinace nativni gelové elektroforézy a SDS-PAGE v diskontinudlnim uspoiadani

Postup:
Pro piipravu 12% d¢liciho gelu byla podle Tabulky 1 pfipravena smés smichanim

stejnych roztokil jako u SDS-PAGE v odpovidajicich objemech. Pro 5% zaostfovaci gel byly
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smichany roztoky A, C, D, E, TEMED, destilovand voda nebo pouze A, B, E, TEMED
a destilovana voda v odpovidajicich objemech (viz Tabulka 1). Polymerace jednotlivych gela
a ptiprava elektroforetické sestavy probihala stejné¢ jako v postupu SDS-PAGE. K separaci byl
pouzit elektrodovy pufr bez SDS.

Vzorky byly smichdny se vzorkovym pufrem pro nativni elektroforézu (bez SDS)
v poméru 1:1, promichany, zcentrifugovany a 3 min zahfivany pii 100 °C v termobloku.
Po druhé centrifugaci a ochlazeni na laboratorni teplotu bylo vzdy v 10 — 20 ul takto
pripravenych vzorkG pipetovano do jamek v gelu. Proteinovy standard molekulovych
hmotnosti (4 ul) byl ddvkovan do jamek bez upravy.

Pro separaci jednoho gelu byly nastaveny tyto podminky: napéti 180 V, proud 30 mA.
Separace trvala piiblizné 45 min. Poté byl gel vyjmut ze skel a obarven amoniakalnim stfibrem

(viz kapitola 2.3.4).

2.3.4 Barveni gelu pomoci roztoku amoniakalniho stfibra

Pouité chemikdlie:
e 25—29% vodny roztok amoniaku (Penta, CR)
e Dusi¢nan stiibrny (AgNOs, Penta, CR)
e Ethanol (Lach-Ner,CR)
e 36— 38% vodny roztok formaldehydu (Penta, CR)
e 50% glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
e Hydroxid sodny (NaOH, Penta, CR)
e Bezvoda kyseliny citronovéa (Penta, CR)

e 99% kyselina octova (CH;COOH, Lach-Ner, CR)

Pouzité roztoky a jejich priprava:
e 10% roztok glutaraldehydu — na jeden gel bylo smichano 10 ml 50% glutaraldehydu
se 40 ml destilované vody.
e Fixacni roztok (5% Kkyselina octova, 50% ethanol) — roztok byl pfipraven smichanim
50 ml ledové kyseliny octové, 500 ml ethanolu a 450 ml destilované vody.
e Roztok amoniakalniho stfibra — pro pfipravu 20% AgNO; byly rozpusStény
2 g AgNO3 v 10 ml destilované vody. Nasledné byl tento roztok po kapkach pfidavan
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k 10,5 ml destilované vody s 0,7 ml vodného roztoku amoniaku a 119,5 pl 9M NaOH.
Po vzniku slabé hnédého zakalu byl roztok doplnén destilovanou vodou na objem 50 ml.
e Ustalovaci roztok (5% kyselina octova) — roztok byl pfipraven smichanim 50 ml
ledové kyseliny octové s 1 1 destilované vody.
e Vyvolavaci roztok (0,05% kyselina citronova, 0,04% formaldehyd) — do 500 ml
destilované vody bylo pfidano 250 mg kyseliny citronové a 540 pl 37% formaldehydu.

Postup barveni:

Po uvolnéni ze skel byl gel ptenesen do Petriho misky a piiblizné 1 min za mirného
michéni proplachovan v destilované vod¢€. Nasledné byla destilovana voda vyménéna za fixacni
roztok a gel byl 30 min za stadlého michani fixovan. Nésledovala 30 min inkubace v roztoku
10% glutaraldehydu na tfepacce a poté 6 x 10min proplach destilovanou vodou. Po promyti byl
gel nasledné ponoten do roztoku amoniakalniho stfibra. Po 15min inkubaci na tfepacce byl gel
opét proplachnut destilovanou vodou a vyvolavan ve vyvoldvacim roztoku, dokud nebyl
zietelné viditelny standard molekulovych hmotnosti a jednotlivé vzorky. Poté byl gel pfenesen

do ustalovaciho roztoku, v némz mtize byt pti 4 °C skladovén.

2.3.5 Spektrofotometrie v UV-VIS oblasti

Pouzité roztoky:
e Fyziologicky roztok
e Kyveta sklenéna s optickou drahou 10 mm (Hellma ® GmbH + CO KG, Némecko)

Postup méieni:

Pro uréeni vhodné vinové délky pro méfeni absorbance jednotlivych vzorki byla nejprve
promé&iena absorp¢éni spektra Cistého vodného roztoku PLL, HA, zesitovaného PLL, HANPs,
HA/PLL nanocastic a HANPs s PLL vazanym na povrchu. Spektra byla méfena v rozmezi
vlnovych délek 190 — 600 nm.

Nasledné¢ byly vSechny vzorky pied analyzou nafedény fyziologickym roztokem
na stejnou koncentraci, ditkladné promichany na vortexu a poté bylo vzdy 400 ul roztoku
nanocastic pipetovano do kyvety. Kazdy vzorek byl proméfen 10krat a mezi jednotlivymi

méfenimi byl promichan. Z naméfenych hodnot byl vypocitan aritmeticky pramér.
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2.3.6 Stanoveni koncentrace proteini pomoci fluorimetru Quibit™ 2.0

Pouzité chemikalie a pomiicky:
e Quibit™ Protein Assay Kit (mez detekce: 0,25 — 5 pg) (Invitrogen™, USA)
o Quibit™ Protein Reagent
o Quibit™ Protein Buffer
o Quibit™ Protein Standard 1
o Quibit™ Protein Standard 2
o Quibit™ Protein Standard 3

Postup méieni:

Pted samotnou analyzou musi byt vSechny reagencie i vzorky vytemperovany
na pokojovou teplotu.

Nejprve byl pfipraven pracovni roztok smichanim reagenci a pufru v poméru 1:200.
Tzn., Ze k analyze 1 vzorku/standardu bylo potieba 1 ul reagencie a 199 pul pufru. Pro n-pocet
vzorki bylo potfeba 1 x n pul reagencie a 199 x n ul pufru.

Pied samotnym méteni vzorkl bylo nutné fluorimetr kalibrovat. Ke 190 pl pracovniho
roztoku bylo ptidano 10 pl jednotlivych standardi, roztoky byly kratce promichany na vortexu
a inkubovany 15 min ve tm¢. Nasledné byly takto pfipravené standardy postupné prométeny.

Vzorky byly pfipraveny smichanim 180 pl pracovniho roztoku a 20 pl vzorku. Poté byly
op¢t kratce promichany na vortexu a 15 min inkubovany v temnu. Nasledné byly prométfeny
na fluorimeru s nastavenym analyzovanym objemem vzorku (20 pl). Byla odectena celkova
koncentrace proteinti jak ve 20 ul vzorku, tak i pivodnim objemu. Vysledna koncentrace byla

udavéna v pg/ml.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentalni ¢asti bylo zavést a optimalizovat metodu pfipravy nanocastic z HA
v kombinaci s PLL, ktera se bude opirat o jiz zavedeny postup pfipravy HANPs. Divodem
pripravy nanocastic modifikovanych PLL bylo zamyslené pouziti in vivo v ramci dlouhodobé
spoluprace s Katedrou radiobiologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany
v Hradci Kralové, kde byly jiz pfipravené HANPs testovany na mysSich modelech a byl
sledovan jejich radioprotektivni t€inek. Poly-lysin byl pro kombinaci s HA vybran na zaklad¢
jeho schopnosti zvySovat interakci s bunéfnou membranou (Gorman akol., 2020;
Djafari a kol., 2020).

Vyzkouseli jsme jak metodu fyzikéalniho sitovani HA a PLL na zéklad¢ elektrostatickych
interakci, tak chemického pomoci sitovacich ¢inidel (EDC a AAD). Vedle toho byla zkouSena
1 post-syntetickd modifikace pfedem ptipravenych HANPs pomoci PLL. Béhem jednotlivych
experimentll byly testovany rizné pomeéry mezi obéma polymery. Cilem bylo pfipravit
nanocastice s velikosti do 150 nm a nizkym indexem polydisperzity. Byl kladen diiraz
na reprodukovatelnost zavedené metody.

Jako zékladni metoda pro ovéieni tvorby nanocastic bylo pouzito méteni velikosti pomoci
dynamického rozptylu svétla (dynamic light scattering, DLS) na analyzatoru Nano-Partica
SZ-100 (Horiba Ltd., Japonsko). Metoda je zaloZena na snimani intenzity rozptyleného
svételného paprsku v ¢ase. Nanodastice se v roztoku pohybuji vlivem Brownova pohybu. Cim
je Castice mensi, tim rychleji se pohybuje, coZ se promitne v intenzité¢ rozptyleného svétla.
Analyzator z téchto dat pak vypocita hydrodynamickou velikost nanocastic
(Stetefeld a kol., 2016).

Ve vysledcich jsou vzdy uvadény hydrodynamické priméry (velikost) ¢astic ve formeé
z-average, coz je prumé&rnd distribuce velikosti ¢astic vdZena intenzitou rozptylené¢ho svétla
(Stetefeld a kol., 2016). Déle je uveden index polydisperzity (polydispersity index, PDI), ktery
vyjadiuje distribu¢ni §ifi hydrodynamickych priméri (Ramos a kol., 2017). Pokud je PDI
v rozmezi 0 — 0,7, jedna se o mondisperzni systém. Pii PDI > 0,7 je systém polydisperzni

(Stetefeld a kol., 2016).
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3.1 Piiprava 1: nanocastice z Kyseliny hyaluronové zesiténé chemicky

pomoci karbodiimidu a dihydrazidu kyseliny adipové

HANPs byly pfipraveny zesiténim vysokomolekularni HA (zdroj Streptococcus equi,
Mw 1,5 — 1,8 kDa) pomoci EDC a AAD, pii kterém dochazi nejprve k aktivaci karboxylovych
skupin HA pomoci EDC a k jejich néaslednému vzajemnému provazani diky aminoskupinam
pfitomnym na AAD. Zvoleny postup pfipravy byl pfevzat z protokolu, ktery patentovali
Hu a kol. (2004), a modifikovan. Jako vhodné prostiedi pro tvorbu nanocastic byl zde vyuzit
aceton. Diky jeho schopnosti rozrusovat vodikové mistky udrzujici sekundarni struktury nebo
jiné prostorové konformace HA v roztoku a zaroven snizovat interakce mezi hydrofilni HA
a vodou, je usnadnén piistup sitovacich ¢inidel (Hu a kol., 2004).

Vzhledem k tomu, ze byly HANPs vyrobené podle Ptipravy 1 (Kapitola 2.2.3) dale
modifikovany PLL, byla snaha o vytvofeni co nejmenSich zdkladnich ¢astic. Na zaklad¢
predchozich praci v nasi laboratoti bylo zjisténo, Ze velikost nanocastic je ovlivnéna délkou
inkubace mezi jednotlivymi ptidavky acetonu a poctem piidavki. Byly pouzity vzdy tii
ptidavky acetonu a doba inkubace mezi nimi byla vzdy 30 min. Vysledkem byly nanocastice
o velikosti 72,64 £ 1,50 nm. Tato velikost je mensi, nez publikovali Hu a kol. (2004) nebo
Berkland a kol. (2013), ktefi ve svych experimentech pouzili pouze jeden piidavek acetonu,
zato ale nékolikanasobné prodlouzili dobu inkubace.

Pro ovéfeni reprodukovatelnosti byla pfiprava zopakovana v 8 nezavislych
experimentech. Kazdy vzorek byl 10krat prométfen pomoci DLS a nasledné byl vypocitan
prumérny hydrodynamicky priimér castic (velikost) uvedeny ve formé z-average, smérodatna
odchylka (SD) a PDI. V Tabulce 2 a 3 jsou uvedeny primérné hydrodynamické primeéry
pfipravenych nanocastic a PDI, zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém
priméru je uvedena v Grafu 1. Jak vyplyva z uvedenych dat, PDI u kazdého vzorku bylo pod
hodnotou 0,7, coz potvrdilo monodisperzitu a uniformitu vyrobenych ¢astic.

Z makroskopického hlediska se vzdy jednalo o ¢iré roztoky, bez viditelného mlé€ného

zakalu nebo srazenin.
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Tabulka 2 — Primérné hodnoty hydrodynamickych primérti a PDI u HANPs ptipravenych dle Pipravy 1

expe:iment expeiiment expefi.ment expe:i.ment
Hydrod. primér [nm] 70,44 74,65 73,16 74,69
SD hydrod. priméru [nm] 1,01 0,71 0,91 0,67
PDI 0,16 0,18 0,17 0,20
SD PDI 0,02 0,03 0,03 0,02

Tabulka 3 — Primérné hodnoty hydrodynamickych primérti a PDI u HANPs ptipravenych dle Ptipravy 1

5. 6. 7. 8.
experiment = experiment @ experiment experiment
Hydrod. Primér[nm] 72,16 72,34 71,18 72,50
SD hydrod. priméru [nm] 1,26 0,67 0,55 0,45
PDI 0,24 0,21 0,15 0,20
SD PDI 0,04 0,03 0,03 0,02
12t — | experiment
2. experiment
3. experiment
10 4. experiment
— 0. €Xperiment
— 3. eXperiment
8t e T @Xperiment
S’E‘ — 8 EXpEriment
s
Y o6t
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10° 10’ 102 103

Hydrodynamicky prumér [nm]

Graf 1 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru HANPs pfipravenych dle
Pripravy 1
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3.2 Priprava hyaluronan/ poly-L-lysinovych nanocastic

Vychozimi polymery pro ptipravu HA/PLL nanocastic byly vysokomolekularni HA,
stejna jako v Piiprave 1 (kapitola 2.2.3), a PLL s molekulovou hmotnosti 30 000 — 70 000 Da.
V pribehu jednotlivych experimentt se ukazalo, Ze na vyslednou velikost nanocastic mélo vliv
1 staii zasobniho roztoku PLL, ktery byl pro jejich pfipravu pouzit. V piipadé€, ze byl PLL
rozpu$tén tésné pred pouzitim, byly v roztocich s pfipravenymi nanocasticemi, které byly
zesitény s vyS$im mnozstvim PLL (100 pg), pfitomny i srazeniny. Vznikaly pak spiSe
polydisperzni mikro¢astice nebo agregaty. Takové vzorky proto nebyly déle analyzovany.
Naopak u nanocastic s niz§im obsahem PLL (25 pg) neméla doba rozpousténi polypeptidu

na vyslednou velikost vliv.
3.2.1 Hyaluronan/poly-lysinové nanocastic pripravené fyzikalnim sitovanim

Vzhledem k informacim v odborné literatufe (Carneiro a kol., 2016; Pan a kol., 2019;
Le a kol., 2022; Amato a kol., 2021, Simonson a kol., 2019), tykajicich se sitovani HA a PLL
pomoci fyzikéalnich interakci, byl vyzkouSen i tento zplsob piipravy. Ten spocival
v elektrostatické interakci mezi zaporn€ nabitymi karboxylovymi skupinami HA a kladné
nabitymi aminoskupinami PLL. V téchto experimentech bylo postupovano tak, ze byl roztok
PLL pomalu ptidavan k roztoku HA. Konceny objem byl vzdy 1,2 ml, soucet absolutniho
mnozstvi jednotlivych polymert byl 3 mg.

V prvnim experimentu bylo ke 2,5 mg HA piiddno 500 pg PLL, byl tedy pouZit pomér
HA:PLL 5:1 (w:w). Ihned po smichani obou vychozich polymeri se objevily okem viditelné
srazeniny (viz Obrazek 12). Ani po 15min homogenizaci smési intenzivnim michdnim
na rotatoru nedoslo k viditelnému zlepsSeni. Nasledovalo pfidani acetonu, tak, jako tomu bylo
pfi piipraveé nanocastic chemickym zesiténim. Smés byla 5 min promichévéana na rotatoru pfi

laboratorni teploté. Srazeniny vSak byly stale viditelné (viz Obrazek 12 A).
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Obrazek 12 — Fotografie roztoku: srazeniny pii fyzikalnim sitovani nanocastic s pomérem HA:PLL 5:1 (w:w)
(A)a 11:1 (w:w) (B)

Vzhledem k vysledku jsme se rozhodli pro upravu poméru HA:PLL na 11:1 (w:w), tzn,
ze k 2,75 mg HA jsme pfidali pouze 250 pg PLL. Ihned po smichani polymert i po nasledném
pfidani acetonu vSak byly opét viditelné sraZzeniny (viz Obrazek 12 B). Experimenty byly v této
fazi ukonceny a vzorky jiz nebyly dale analyzovany z pohledu charakterizace pfipravenych
nanocastic.

V literatute (Le a kol., 2022; Pan a kol., 2019, Simonson a kol., 2019) jsou fyzikalné
zesiténé nanomateridly Casto charakterizovany na zéklad¢é vypoc¢tu molarniho poméru zaporné
a kladné€ nabitych funk¢nich skupin vychozich polymera. Proto jsme se podle rovnice, kterou
uvedli Le a kol. (2022) v doplnujicich informacich, tento pomér snazili vypocitat pro ndmi
pfipravené nanocastice (viz Rovnice 1). Jako N jsou v rovnici oznaceny zéporné nabité
karboxylové skupiny HA, P jsou pozitivn€ nabité aminoskupiny PLL, jako o je oznacen pocet
ionizovanych skupin v jednotce polymeru, ¢ je koncentrace v g/ml, V objem v ml a Mj (g/mol)
je molarni hmotnost opakujici se jednotky polymeru. U HA je Mj dimeru rovna 378 g/mol,
u PLL je hmotnost lysinové jednotky rovna 128 g/mol (Le a kol., 2022).

Acoo- " Cha " Via * M;
n(N): n(P) = €00~ " CHA " VHa  MjpLL

Ayt CpiL Veie * Mjya

Rovnice 1 — Vypocet molarniho poméru N:P (pfevzato a upraveno z: Le a kol., 2022)

Bylo zméteno, Ze pouzity vodny roztok HA mél pH mezi hodnotami 6 — 7. Za takovych

podminek by mély byt vSechny karboxylové skupiny pIné deprotonované (Le a kol., 2022;
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Giubertoni a kol., 2019). Na druhou stranu pH roztoku PLL se blizilo 7, coz naznacuje, ze
vSechny volné aminoskupiny peptidu byly nabité kladn¢ (Le a kol., 2022).

Z rovnice by tedy mélo vyplyvat, Ze pii poméru HA:PLL 5:1 (w:w) je molarni pomér N:P
roven priblizné 1,7, pii poméru 11:1 (w:w) je molarni pomér N:P roven 3,72. Podle studie,
kterou provedli Pan a kol. (2019) by pii N:P > 1 nemély vznikat zadné agregéty. Autofi vSak
pouzili mnohem méné koncentrované roztoky nez my, které navic pied pouzitim jesté
zfiltrovali. Pti snaze zfiltrovat ptipraveny roztok PLL o ¢ = 2,5 mg/ml vSak zlstavalo velké
mnozstvi roztoku zachyceno na membrang, neslo tedy presné urcit skute¢nou koncentraci PLL
v prefiltrovaném vzorku. Ve studiich uvedenych v kapitole 1.3.1.2 také k promichani reakéni
smési pouzivali magnetické michadlo. Pfi nasSich podminkach se ukazalo, ze HA v roztoku
obaluje jakékoli necistoty, domnivali jsme se tedy, Ze by obalila i magnetické michadlo.
Zaroven je ale mozné, Ze rychlost a ¢as michdni na rotitoru nebyly dostatecné, a proto
dochazelo ke srazenindm nebo agregaci Castic.

Vzhledem k optimalizovanému protokolu pro vyrobu nanocastic s EDC a AAD bylo
od fyzikalniho sitovani HA/PLL nanocastic i z ¢asovych diavodi upusténo. Diky velmi
podobnym zplisobiim piipravy HANPs a HA/PLL nanocéstic 1ze porovnavat vysledky ziskané

modifikaci experimentu.

3.2.2 Priprava 2: nanocastice z kyseliny hyaluronové a poly-L-lysinu zesiténé chemicky

pomoci karbodiimidu

Stejné jako PLL obsahuje i AAD ve své struktufe aminoskupiny interagujici
s karboxylovymi skupinami HA. Proto byla v Pfipravé 2 AAD nahrazena riznym mnoZstvim
PLL. Karboxylové skupiny HA byly predtim aktivovany pomoci EDC. Pfi vSech nasledujicich
experimentech bylo celkové mnozstvi HA zachovano na 3 mg.

V prvnim experimentu bylo mnoZstvi AAD, obvykle pfidavané k HA a EDC pfi ptipravé
HANPs (kapitola 2.2.3), pln¢ nahrazeno PLL, tedy 1,2 mg. Thned po pfidani polypeptidu se
vSak v roztoku objevilo mlécné zakaleni a silné vlakno, které se nerozpustilo ani po 30min
intenzivnim promichévani smeési na rotdtoru, ani po tfech naslednych ptidavcich acetonu
a finalni dialyze.

Vysledna velikost ¢astic byla 667,41 23,51 nm, PDI se pohybovalo kolem hodnoty 0,9,
coz ukazuje, ze Castice byly polydisperzni a obsahovaly agregaty (viz Tabulka 4). Zavislost

intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priiméru ¢astic je uvedena v Grafu 2.
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V dal$im experimentu byl obsah PLL snizen na polovinu, to znamena, ze ke smési
roztokd HA, aceton, EDC bylo ptidano pouze 600 pg PLL. Stejné jako v pfedchozim ptipadé,
1 zde vznikl ihned po pfidani PLL mlécny zakal a silné vldkno, které ziistalo po celou dobu
piipravy. Velikost c¢astic pii pouziti polovicniho mnozstvi PLL byla dvojnasobna
(viz Tabulka 4). Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priameéru ¢astic
je uvedena v Grafu 3.

Pii vypoctu poméru moli N:P podle Rovnice 1 byla jeho hodnota v experimentu
s 1200 pg PLL priblizn€ 0,8, ve druhém ptipad¢ se blizila 1,7. I piesto, Ze nanocastice byly
v prostiedi acetonu, jehoz pH je kolem hodnoty 5, hodnota o by u obou polymeri méla
dosahovat 1 (Le akol., 2022). I kdyZ u chemického sitovani neni rozhodujici néboj, s velkou
pravdépodobnosti jeho hodnoty ovliviiuji vzdjemnou interakci ¢astic v roztoku.

Dle prace Pan a kol. (2019), pfi pouziti HA o vysoké molekulové hmotnosti a PLL o nizké
molekulové hmotnosti je v systému velké mnozstvi kratSich peptidovych fetézci. V nasem
ptipadé byla pouzita HA o molekulové hmotnosti 1500 — 1800 kDa a PLL o molekulové
hmotnosti 30 — 70 kDa. S ohledem na relativné Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti
polypeptidu nelze urcit ptesny pocet ani délku fetézcti PLL ve smési. Na druhou stranu rozptyl
molekulové hmotnosti HA neni v poméru k velikosti celé molekuly tak vyrazny, proto zde
nehraje tak velkou roli.

Vysledné nanocastice mohly mit podobné vlastnosti a chovani, jako bylo jiz diive
popséno u elektrostaticky zesiténych nanoc¢éstic (Pan a kol., 2019). Jakmile se aminoskupiny
PLL navaZzou s karboxylovymi skupinami HA, mohly by v systému pievazit hydrofobni
interakce uhlikovych fetézcti PLL, coz by mohlo vést ke vzajemné agregaci Castic. Tato teorie
by vysvétlovala vznik mléného zakaleni i velikost a polydisperzitu pfipravenych nanocéstic
v nasem prvnim experimentu. Ve druhém piipad¢ je sice pomér mold N:P vétsi nez 1, ale zase
ne o tolik. Z naSich vysledkii vyplyvd, Ze ani takovy pomér neni optimalni pro piipravu
stabilnich nanoc¢astic chemickym zesiténim.

Tvorba vlaken by mohla souviset 1 s precipitaci nenavazaného PLL v pfitomnosti
acetonu. Takové chovani bylo popsdno napt. v praci Nguyen a kol. (2022), kteti cilené
precipitovali fetézce PLL v nadbytku acetonu pfimo po polymeraci polypeptidu, ktery timto

zpusobem odd¢lovali z reakéni smési.
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Tabulka 4 — Srovnani primérnych hodnot hydrodynamickych priméri a PDI u HA/PLL c¢astic s rozdilnym
mnozstvim pouzité¢ho PLL pfipravenych dle Piipravy 2

1200 ng PLL 600 ng PLL
Hydrod. primér [nm] 667, 41 1018,50
SD hydrod. priméru [nm] 23,51 60,79
PDI 0,99 4,75
SD PDI 0,08 0,51
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Graf 2 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na Graf 3 — Zavislost intenzity rozptylen¢ho svétla na
hydrodynamickém priméru HA/PLL ¢astic se 1200 pg hydrodynamlckenp praméru HA/PLL &astic
PLL pfipravenych dle Pfipravy 2 se 600 pg PLL pfipravenych dle Piipravy 2

V nasich experimentech se ukézalo, ze pokud se v roztoku objevilo silné mlécné zakaleni,
velikost vzniklych ¢astic jiz neodpovidala velikosti nanomateridli. Zajimavé je, ze nckteré
prace, jako napt. Simonson a kol. (2019) nebo Carneiro a kol. (2016), popisovali pii fyzikalnim
zesiténi nanogelll vznik mlé¢né zakalenych nebo opaleskujicich koloidnich roztokl. Pfitom
velikost jejich nanocastic se pohybovala okolo 120, resp. 137 nm. Nase vysledky spiSe
odpovidaji vysledkiim uvedenym v praci Hu a kol. (2004).

Ve snaze pfipravit nanoc¢astice o nami pozadované velikosti (do 150 nm) byl obsah PLL
snizen az na 100 pg. K roztoku HA v acetonu bylo v prvnim kroku pfidino EDC. Aktivace
karboxylovych skupin probihala nejprve pouze 5 min. Nasledné bylo ptfidano 100 pg PLL.
Ihned po ptidavku PLL se ve vzorku objevila pouze velmi tenka vldkna, ale roztok zlstal Ciry.
Vzhledem k velikosti 134,78 + 8,83 nm a PDI < 0,7 byl experiment zopakovan. Ve druhém
experimentu byla doba aktivace prodlouzena na 15 min. Cely postup i mnozstvi PLL zistalo

zachovano. Jak je vidét v Tabulce 5, hydrodynamicky primér nanocéstic se s rostouci délkou
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aktivace zmen$il. Dokonce i1 SD byla nizsi. Zavislost intenzity rozptyleného svétla
na hydrodynamickém priméru je pak uvedena v Grafu 4.

Pomér moli N:P byl roven pfiblizné 10 (vypocteno z Rovnice 1). V systému tedy
pievazovaly zaporn¢€ nabité karboxylové skupiny HA, takze by se zde nemély vyvaret agregaty.

Diky tomu se nejspiS podafilo eliminovat i mlééné zakaleni.

Tabulka 5 — Primérné hodnoty hydrodynamickych primérd a PDI u HA/PLL nanocastic se 100 pg PLL
pfipravenych dle Pfipravy 2

1. experiment 2. experiment
Hydrod. primér [nm] 134,78 119,22
SD hydrod. priméru [nm] 8,83 4,24
PDI 0,58 0,55
SD PDI 0,049 0,086
6F 1. experiment
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Graf 4 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru HA/PLL nanocastic s 100 pg
PLL ptipravenych dle Piipravy 2
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3.2.3 Priprava 3: nanocastic z kyseliny hyaluronové a poly-L-lysinu zesiténé chemicky

pomoci karbodiimidu

Ptiprava 3 byla velmi podobna ptedchozimu postupu, pouze doslo k zaméné potradi
ptidavku EDC a PLL. Ke smési HA, aceton bylo nejprve velmi pomalu, po kapkach ptidano
100 pg PLL. Nasledovala 15min homogenizace na rotatoru. K takto pfipravené smési bylo
nasledné ptidano 1 EDC. Roztok PLL 2 o nizsi koncentraci byl zde pfipraven kvili pomalejSimi
davkovani vétsiho mnozstvi polypeptidu do reakéni smési. IThned po ptidavku PLL vSak vzniklo
siln¢ vlakno a vétsi mnozstvi mensich, které se nepodatilo rozpustit béhem celého experimentu.
Navic vlakna méla tendenci adsorbovat na stény i dno sklenénych lahvicek, ve kterych ptiprava
probihala, takze bylo snadné je pied dal$i analyzou odstranit. Primérna velikost nanocastic
ze dvou nezavislych experimenti se pohybovala kolem 98,43 + 8,23 nm. V porovnani s ¢istymi
HANPs jsou tyto nanocastice o 26 nm vétsi. Zprumerované hodnoty hydrodynamickych
pramérd z 10 méfeni jsou pro jednotlivé vzorky uvedeny v Tabulce 6, zavislost intenzity
rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru pak v Grafu 5.

Prestoze byly oba vzorky pfipraveny totoznym zpusobem, rozdil velikosti mezi
experimenty je pomérné velky. Divodem je pouZity PLL, jehoZ molekulovd hmotnost se
pohybuje v Sirokém rozmezi. | kdyz lze vypocitat pomér N:P, ktery je stejny jako v Pfiprave 2
(N:P = 10), nelze ptesné¢ odhadnout velikost navadzanych fetézci PLL. Z uvedenych dat tedy

vyplyva, Ze tato ptiprava neni dostatecné reprodukovatelna.

Tabulka 6 — Pramérné hodnoty hydrodynamickych priméri a PDI u HA/PLL nanocastic se 100 ug PLL
ptipravenych dle Pfipravy 3

1. experiment 2. experiment
Hydrod. primér [nm] 104,25 92,61
SD hydrod. priméru [nm] 4,90 2,58
PDI 0,54 0,41
SD PDI 0,08 0,03
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Graf 5 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru HA/PLL nanocastic se 100 pg
PLL ptipravenych dle Ptipravy 3

Dalsim testovanym mnozstvim bylo 25 ug PLL. Experiment byl opét proveden dvakrat.
Primérna velikost nanocastic na zadkladé DLS analyzy byla 89,04 + 3,74 nm, coz je o 16,4 nm
vice, neZ je primérna velikost ¢istych HANPs. Pfislusna data jsou uvedena v Tabulce 7
a Grafu 6. Jak je vidét, velikost nanocastic se se sniZzujicim obsahem PLL také sniZila. Pokud
vznikaly drobné vlocky, mély opét tendenci adsorbovat ke sténam nadobky, takze bylo snadné
je pted dal$i manipulaci odstranit. Reprodukovatelnost této ptipravy byla mnohem lepsi nez
v pfedchozim ptipadé. Pomér molli N:P byl podle Rovnice 1 vypocitan na 40,6. To znamena,
ze v tomto systému byl velky ptebytek zaporn€ nabitych karboxylovych skupin, coz umoznilo
vznik stabilnich nanocastic.

Dlvodem piipadnych vznikajicich vlaken nebo vlocek by mohlo byt prostiedi acetonu.
I kdyz pfi pouziti 100 ung 1 25 pg PLL stale pfevazuji karboxylové skupiny HA, je
pravdépodobné, ze PLL, ktery se okamzité nenavaze na HA, je v acetonu ihned precipitovan.
Z toho vyplyva, Ze vazba by mohla byt zavisld na prostorové konformaci HA a dostupnosti
jejich karboxylovych skupin, coZ nebylo mozné ovlivnit. Navic zde bylo EDC ptiddno

az po PLL, takze HA nemusela byt dostatecné rychle aktivovana.
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Tabulka 7 — Primérné hodnoty hydrodynamickych primérd a PDI u HA/PLL nanocastic s 25 pg PLL
ptipravenych dle Ptipravy 3

1. experiment 2. experiment
Hydrod. priamér [nm] 91,68 86,39
SD hydrod. priméru [nm] 1,96 1,15
PDI 0,36 0,34
SD PDI 0,02 0,03
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Graf 6 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru HA/PLL nanocastic
s 25 png PLL ptipravenych dle Pripravy 3

3.2.4 Priprava 4: nanocastice z kyseliny hyaluronové a poly-L-lysinu zesiténé chemicky

pomoci karbodiimidu a dihydrazidu kyseliny adipové

Pro lepsi provazani nanocastic, hlavné volnych karboxylovych skupin, byla navrzena
Ptiprava 4, ve které byla ¢ast AAD smichdna s PLL a nasledné pifiddna do reakéni smési.
Mnozstvi pouzitého PLL bylo zachovano na 100 pg a 25 pg.

HA v acetonu byla nejprve aktivovdna pomoci EDC. Nasledné byla pfiddna smés
AAD s PLL. Mnozstvi sitovaciho ¢inidla a PLL bylo ve vysledku stejné jako ve vychozim
protokolu pro pfipravu HANPs, tzn. 1,2 mg.
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V ptipadé 100 pg PLL byla primérna velikost nanocastic ve 3 nezavislych experimentech
105,50+ 10,91 nm, coz je o 33 nm vice nez u ¢istych HANPs. Data z DLS analyzy jsou uvedena
v Tabulce 8 a Grafu 7.

Tabulka 8 — Primémé hodnoty hydrodynamickych primérd a PDI u HA/PLL nanocastic se 100 ug PLL
ptipravenych dle Pfipravy 4

1. experiment 2. experiment 3. experiment
Hydrod. primér [nm] 112,82 92,96 110,71
SD hydrod. priméru [nm] 3,06 3,23 3,02
PDI 0,49 0,52 0,52
SD PDI 0,022 0,04 0,11
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Graf 7 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru HA/PLL nanocastic se
100 ug PLL pripravenych dle Pripravy 4

Nanocastice pfipravené timto zpisobem byly vSak vEtsi nez nanocastice zesiténé podle
Ptipravy 3 obsahujici stejné mnozstvi PLL. Vzhledem k tomu, Ze zde nevznikala Zadna
(1. experiment) nebo mensi vldkna (2. experiment) nez v predchozim zminéném postupu, 1ze
usuzovat, ze se do téchto nanocastic provazalo vice PLL. Navic reakéni smés obsahovala
1 AAD, ktera mohla dale zvySovat velikost produktu.

Je zajimavé, ze ve 3. experimentu vzniklo slabé mlécné zakaleni. Jak je ale vidét

v Tabulce 8, velikost téchto nanocastic je velmi podobna jako u 1. experimentu. Ale mlé¢né
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nebo namodralé zakaleni pozorovali i Carneiro a kol. (2016) nebo Simonson a kol (2019). Roli
mohl hrat i nove ptipraveny zasobni roztok PLL a rtizné délka fetézcii polypeptidu, coz mohlo
byt i pfi¢inou rozdilné velikosti mezi jednotlivymi experimenty.

Na druhou stranu AAD na rozdil od PLL obsahuje dvé aminoskupiny na jednotku. Pomér
molia vsech karboxylovych skupin ke v§em aminoskupindm (PLL + AAD) byl zde 0,59, takze
ptevazovaly aminoskupiny. Pomér funkénich skupin mezi HA a PLL byl vSak stale zachovan
na hodnoté¢ 10. Vzhledem ktomu, Ze béhem optimalizace této metody piinékterych
experimentech vznikala vlakna, nékde nikoli a nékde dokonce velké srazeniny s mlécnym
zakalem, je mozné, ze AAD s PLL soutézi o karboxylové skupiny. Pii vzniku vlaken nejspis
dochdzi prednostné k vazbé mezi HA a AAD, zatimco PLL je precipitovan v acetonu.

Vzhledem k tomu, Ze se nejedna o elektrostatické sitovani, kde vétSinou vznika PLL
jédro obalené HA (Pan a kol., 2019; Simonson a kol., 2019), nelze zde ur¢it, jak bude zesiténa
Castice vypadat. Lze predpokladat, ze pokud budou na povrchu nanocéstice prevazovat delsi
fetézce PLL, zatimco karboxylové skupiny HA budou vyvazany pomoci AAD, mohlo by dojit
k ptevaze hydrofobnich interakci mezi PLL a tim padem k agregaci nanocastic a vzniku silného
mlécného zdkalu. Na druhou stranu, pokud by byl PLL zakomponovan spiSe uvniti Castice
ana povrchu prevazovala HA, kterd neni hydrofobni, k agregaci by nemuselo dochazet.
Chovéani nanocastic s navdzanym PLL muze byt navic ovlivnéno 1 acetonem.

Obdobné byly piipraveny i HA/PLL nanocastice s celkovym obsahem 25 pg PLL.
Nanocastice pfipravené timto zpiisobem byly stabilngjsi, netvortily agregaty. Tabulka 9 a Graf 8
shrnuji vysledky 3 experimentti. Nanocastice zde mély primérnou velikost 84,71 + 1,65 nm,
coZ je nejméné ze vSech piipravenych HA/PLL nano¢éstic a zaroven o pouhych 12 nm vice nez
velikost ¢istych HANPs. Vzhledem k vyskytu tenkych nebo zZadnych vlaken lze ptedpokladat,
ze vSechen PLL byl inkorporovan do nanocastic.

Mensi velikost vysledného produktu mulize byt zpisobena i kompaktnéjsi strukturou
a lepSim provazanim 1 volnych karboxylovych skupin HA diky pfitomnosti AAD. Ptiprava
nanocastic s pouzitim pouze 25 nug PLL se 1 pfes vznik ob¢asnych vladken ukézala jako nejvice

reprodukovatelna.
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Tabulka 9 — Primérné hodnoty hydrodynamickych praimérd a PDI u HA/PLL nanocastic s 25 pg PLL
ptipravenych dle Ptipravy 4

1. experiment 2. experiment 3. experiment
Hydrod. priumér [nm] 82,81 85,62 85,71
SD hydrod. priméru [nm] 0,50 1,58 3,61
PDI 0,39 0,33 0,30
SD PDI 0,03 0,02 0,02
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Graf 8 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru HA/PLL nanoéastic se 25 pg
PLL pfipravenych dle Piipravy 4

3.2.5 Priprava 5: vazba poly-L-lysinu na povrch nanoé¢astic z kyseliny hyaluronové

Poslednim vyzkouSenym zplisobem pfipravy nanocastic byla vazba PLL na povrch
predem piipravenych HA nanocastic. V experimentech byl pouzit 1 mg HANPs ptipravenych
podle Pfipravy 1. Aby byl zachovan pomé HA a PLL jako v pfedchozich metodéach
(Ptiprava 3 a 4) byl obsah PLL ptepocitan. I zde se osvéd¢ilo pfipravit roztok PLL 2 o nizsi
koncentraci pro pomalej$i davkovani vétSiho mnozstvi polypeptidu.

Pokud bylo ke 3 mg HA ptidano 100 pg PLL, na 1 mg hotovych HANPs bylo potieba asi
33,3 ng PLL. Naopak pii ptidavku 25 ng PLL ke 3 mg HA, bylo na 1 mg HANPs potieba

pouze 8,30 ug PLL. Nanocastice s navazanym PLL o koncentraci 1 mg/ml jsou pro piehlednost
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v nésledujicim textu oznacovany jako HANPs/PLL 1, s koncentraci PLL 2,5 mg/ml jako
HANPs/PLL 2,5.

Vazba na HANPs byla s obéma zvolenymi mnozstvimi PLL provedena ve 3 nezavislych
experimentech. Pro lepSi srovnani je v Tabulce 10 uveden vzdy hydrodynamicky pramér
ptvodnich HANPs a k nim pfislusSnych HANPs/PLL 1 nebo HANPs/PLL 2,5. Z tabulky je

jasné, ze velikost nanocastic roste s rostoucim mnozstvim vazaného PLL.

Tabulka 10 — Srovnani hydrodynamickych primérd HANPs a k nim pfislusSnym HANPs/PLL pfipravenych dle
Ptipravy 5

Hydrodynamicky pramér [nm]

HANPs HANPs/PLL 1 HANPs/PLL 2,5
1. experiment 74,65 78,78 77,04
2. experiment 72,34 74,28 73,45
3. experiment 71,18 76,30 73,06

Obecné lze tici, Ze HANPs/PLL 1 se 33, 3 ug PLL se zvétSily v porovnani se zdkladnimi
HANPs piiblizné o 2 — 5 nm, HANPs/PLL 2,5 s 8,30 ug PLL o 1 — 3 nm. Pfi srovnani
s prumérnou velikosti vSech vyrobenych HANPs (viz kapitola 3.2.1), kterd se rovnala
72,65 £+ 1,50 nm, byl narist v prvnim pifipadé o 2 — 6 nm, resp. o 1 — 5 nm.

Zajimavé je kolisani velikosti nanoc¢éstic jak mezi jednotlivymi experimenty se shodnym
obsahem PLL, tak 1 mezi riznymi ptfidavky PLL. Napt. HANPs/PLL 1 (2. experiment) mély
velikost 74,28 nm, zatimco HANPs/PLL 2.5 s niz§im obsahem PLL m¢ély velikost 77,04 nm
(1. experiment). Hlavnim diivodem je velikost plivodnich HANPs, na které byl PLL vazan.

Dhulezitou roli mize hrat 1 rizna hustota zesiténi ptivodnich HANPs. Pokud by zakladni
¢astice méely pory o vétSim primeéru, je mozné, ze kratsi fetézce PLL se vazaly dovnitf, zatimco
vétsi zlistavaly na povrchu. PLL, ktery se dostal dovnitt, mohl navic elektrostaticky interagovat
s HA a zpulsobit dodatecné zesiténi. Podobny mechanismus popsali u elektrostaticky
sestavenych materialti Labie a kol. (2019). Je pravdépodobné, ze z tohoto diivodu jsou nartsty
velikosti naSich nanocastic v jednotlivych experimentech riizné.

Srovndni hydrodynamického priméru a PDI pro jednotlivd provedeni piipravy
HANPs/PLL 1 uvadi Tabulka 11. Graf 9 poté shrnuje zadvislost intenzity rozptyleného svétla

na hydrodynamickém priméru pfipravenych nanocastic. Obdobné jsou uvedena data
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v Tabulce 12 a Grafu 10 pro HANPs/PLL 2,5. Na rozdil od ptedchozich metod zde nevznikaly

z4dna vlakna ani agregaty, ve vSech piipadech se jednalo o monodisperzni systémy.

Tabulka 11 — Primérné hodnoty hydrodynamickych primért a PDI u HANPs/PLL 1 pfipravenych dle Ptipravy 5

1. experiment 2. experiment 3. experiment
Hydrod. priumér [nm] 78,78 74,28 76,30
SD hydrod. priméru [nm] 1,27 0,91 1,50
PDI 0,24 0,22 0,20
SD PDI 0,02 0,03 0,03
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Graf 9 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém praiméru HANPs/PLL 1

ptipravenych dle Ptipravy 5

Tabulka 12 — Priimérné hodnoty hydrodynamického priméru a PDI u HANPs/PLL 2,5 piipravenych dle Piipravy 5

1. experiment 2. experiment 3. experiment
Hydrod. primér [nm] 77,04 73,45 73,06
SD hydrod. priméru [nm] 1,14 0,76 0,68
PDI 0,23 0,20 0,18
SD PDI 0,03 0,02 0,03
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Graf 10 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru HANPs/PLL 2,5 pfipravenych
dle Ptipravy 5

3.3 Meéreni zeta potencialu pripravenych nanocastic

Pro ovéfeni inkorporace PLL a stability vytvofenych nanoc¢astic v roztoku byl proméfen
1 zeta potencial. Kazd4 Céstice je totiz v roztoku obklopena ionty, které tvoifi dve vrstvy.
Tzv. Sternova vrstva tésné obaluje povrch Castic a ma stabilni nadboj. Na ni pfiseda vné;si
difuzni vrstva, do které mohou ionty difundovat a riizné se preskupovat v zavislosti na pohybu
castice v elektrickém poli. Elektrostaticky potencidl na ploSe, kde dochéazi ke vzajemnému
kontaktu mezi ¢asticemi nebo Castici a jinymi povrchy je oznacovan jako zeta potencial. Jeho
velikost mize nabyvat jak kladnych, tak 1 zapornych hodnot, ¢im jsou vSak jeho hodnoty
vzdalenégjsi od nuly, tim vice se ¢astice navzajem odpuzuji a nedochdzi k jejich agregaci. Zeta
potencidl se obvykle stanovuje nepiimo z elektroforetické pohyblivosti (Lowry a kol., 2016).

Vzhledem k ptedeSlym vysledkim byly pro dal§i analyzu vybrany pouze HA/PLL
nanocastice s 100 pg a 25 ug PLL ptipravené podle Ptipravy 4, tedy nanocastice pfipravené
soucasnym zesiténim obou  polymert, a nanocastice HANPs/PLL 1
a HANPs/PLL 2,5 (Ptiprava 5), tedy post-synteticky modifikované HANPs.

Ptedpokladalo se, z2 HANPs budou diky zaporné nabit¢ HA dosahovat zaporného
zeta potencialu a s piibyvajicim mnozstvim PLL se bude hodnota blizit k nule. Reprezentativni

pramérné hodnoty zeta potencidlu, konduktivity a elektroforetické pohyblivosti u HANPs
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a HA/PLL nanocastic s 25 pg a 100 pg PLL zesiténych podle Ptipravy 4 jsou uvedeny
v Tabulce 13. Zavislost mezi intenzitou a velikosti zeta potencidlu pak ilustruje Graf 11. Zde je
opravdu vidét, ze nejzapornéjsi hodnotu maji HANPs a s rostoucim obsahem PLL stoupa
1 zeta potencial. Obdobna data pro HANPs a nanocastice HANPs/PLL 1 a HANPs/PLL 2,5 jsou

zobrazena v Tabulce 14 a Grafu 12.

Tabulka 13 — Primérné hodnoty zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické pohyblivosti u HANPs a HA/PLL
nanocastic ptipravenych dle Ptipravy 4

HANPs HA/PLL NPs HA/PLL NPs

(25 pg) (100 pg)
Zeta potencial [mV] -4,87 -2,51 -0,74
SD zeta potencialu [mV] 8,90 2,62 1,95
Konduktivita [mS/cm] 16,19 15,72 15,80
SD konduktivity [mS/cm] 0 0 0
Elektrof. pohyblivost
[10* cm?/Vs] -0,38 -0,19 -0,06
SD elekrof. pohyblivosti
[10 cm?/Vs| 0,69 0,20 0,15
HANPs
60 1 HAPLL-NPs (25 ug)
HAPLL-NPs (100 ug)
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Graf 11 — Zavislost mezi intenzitou a velikosti zeta potencialu u HANPs a HA/PLL nanocastic ptipravenych dle
Ptipravy 4
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Tabulka 14 — Primérné hodnoty zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické pohyblivosti u HANPs a
HANPs/PLL piipravenych dle Piipravy 5

HANPs HANPs/PLL 1 HANPs/PLL 2,5
Zeta potencial [mV] -4.87 -0,01 -0,65
SD zeta potencialu [mV] 8,90 0,66 0,77
Konduktivita [mS/cm] 16,19 13,08 13,34
SD konduktivity [mS/cm] 0 0 0
Elektrof. mobilita
[10 em?/Vs] -0,38 0,00 -0,05
SD elektrof. mobility
[10 cm?/Vs] 0,69 0,05 0,06
HANPs
I HANPs-PLL 1
20 HANPs-PLL 2.5
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Graf 12 — Zavislost mezi intenzitou a velikosti zeta potencialu u HANPs a HANPs/PLL pfipravenych dle
Ptipravy 5

Ukézalo se vSak, Ze v prostiedi fyziologického roztoku, ve kterém jsou nanocastice
skladovany, byl jejich zeta potencidl velmi variabilni. V nékterych ptipadech byly hodnoty
u nanocastic obsahujicich PLL srovnatelné nebo dokonce zdporngjsi nez u Cistych HANPs.
Na zakladé tohoto pozorovani byl prométen zeta potencial HA a PLL v ultracisté vodé (ddH2O)
aporovnan s hodnotami ve fyziologickém roztoku (0,9% NaCl). Srovnéni dat uvadi Tabulka 15

a k ni pfislusny Graf 13. Jak je vidét, zeta potencial PLL ve vodném prostiedi dosahoval velmi
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kladnych hodnot, zatimco HA zapornych. Na druhou stranu ve fyziologickém roztoku byl zeta
potencidl obou polymerid témét srovnatelny. Toto zjisténi naznacuje, Ze byl zeta potencial

v tomto ptipad¢ velmi zkreslen obsahem soli. Méfeni tedy nelze povazovat za smérodatné.

Tabulka 15 — Primérné hodnoty zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické mobility u HA a PLL v ultracisté
vodé¢ a fyziologickém roztoku

HA HA PLL PLL
(0,9% NaCl) (ddH20) | (0,9% NaCl) (ddH20)
Zeta potencial [mV] -0,47 -51,52 0,05 72,86
SD zeta poten. [mV] 0,48 8,35 0,90 1,26
Konduktivita [mS/cm] 11,47 0,27 11,68 0,31
SD kondukuktivity 0 0 0 0
[mS/cm]
Elektrof. mobilita
(10 cm2/Vs| -0,04 -3,98 0,00 5,63
SD Elektrof.
mobility [10* cm?/Vs] 0,04 0,65 0,07 0,10
35 ' ' -
HA (0.9% NaCl)
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Graf 13 — Zavislost intenzity na velikosti zeta potencialu u HA a PLL v ultracisté vod¢ a fyziologickém roztoku
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Jak je vidét v Grafu 13, intenzita zeta potencidlu PLL v ultracisté vod¢ je velmi nizka,
témer splyva se zakladni linii. Z tohoto diivodu je zde uveden zvIast’ Graf 14, ktery zobrazuje
pouze intenzitu a velikost zeta potencidlu PLL z 10 méfeni ve vodném prostfedi. Nizka
intenzita muze byt zplisobena pouzivanym PLL, ktery byl ve form¢ hydrobromidové soli.
Bromidové ionty by mohly neutralizovat naboj na nékterych aminoskupinach. Vysledny zeta
potencidl se sice pohyboval v kladnych hodnotéch, ale intenzita byla diky této interakci snizena.
Pomoci centrifugace a centrifugaénich filtrdi Amicon® Ultra 10K jsme zkusili ionty odstranit
a porovnat zeta potencial s bromidovymi ionty a bez nich. Zeta potencial odseparovaného PLL
se vSak pohyboval na nulové hodnoté, je pravdépodobné, ze odstiediva sila nebyla dostate¢na

k tomu, aby se polypeptid uvolnil z filtru, takZe srovnani nebylo bohuzel mozné.
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Graf 14 — Zavislost mezi intenzitou a velikosti zeta potencialu u PLL ve vodném prostredi

3.4 UV — VIS spektrofotometrie

Dalsi metodou pro ovéfeni navazani PLL dovniti nebo na povrch nanocastic byla zvolena
spektrofotometrie v UV — VIS oblasti.

Pro stanoveni vhodné vlnové délky byla nejprve proméfena absorpéni spektra HANPs,
roztoku HA, roztoku PLL, =zesittného PLL (PLL NPs) na =zakladé¢ postupu
v Piipravé 6 (viz kapitola 2.2.8), HA/PLL nanocastic se 100 pg a 25 ug PLL uvnitf,
HANPs/PLL 1 a HANPs/PLL 2,5. Absorp¢ni spektrum bylo méteno v rozmezi vinovych délek
190 — 600 nm.
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Vzhledem k velmi podobnym absorp¢nim spektrim i maximim u HA/PLL nanocéstic se
100 pg a 25 pg PLL i HANPs/PLL 1 a HANPs/PLL 2,5 jsou pro lepsi ptehlednost

v Grafu 15 uvedena pouze data pro nanocastice s vétsim obsahem PLL.

3,500
A
3,000
2,500
——HA (MAX = 205,7 nm)
2,000 HANPs (MAX = 207,7 nm)
PLL (MAX = 213,6 nm)
1,500 PLL NPs (MAX = 206,9 nm)
HA/PLL NPs 100 (MAX = 209,8 nm)
1,000
HANPs/PLL 1 (MAX = 222,2 nm)
0,500
0,000 A [nm]
185 235 285 335 385 435 485 535

Graf 15 — Absorpcni spektra a maxima vybranych roztokti a nanocastic

Pomoci této metody byly opét charakterizovany pouze HANPs, HA/PLL nanocastice
pfipravené podle Piipravy 4 a HANPs/PLL pfipravené podle Pfipravy 5. Oznaceni 1. — 3.
experiment v jednotlivych tabulkach koresponduje s experimenty pro jednotlivé ptipravy
nanocastic.

Na zakladé vySe uvedenych dat byla jako nejvhodnéjsi zvolena vinovéa délka 222 nm.
Po nékolika prvnich méfenich jsme ptedpokladali, ze pokud bude PLL navazan uvnitf
nanocastic, absorbance téchto ¢astic bude pii 222 nm niz§i neZ u cistych HANPs.
Tabulka 16 zobrazuje rozdily absorbanci mezi HA/PLL nanoc¢asticemi se 100 pg PLL a €istymi
HANPs, které byly méfeny a pfipraveny za stejnych podminek. V prvnich dvou experimentech
je vidét pokles absorbance u nanocéstic s inkorporovanym PLL, u 3. experimentu je vSak trend
opacny. U HA/PLL nanocastic s 25 ug PLL byly rozdily absorbanci mnohem variabilng;jsi
(viz Tabulka 17). Kolisa vsak 1 absorbance ¢istych HANPs.
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Tabulka 16 — Srovnani absorbanci (A = 222 nm) HANPs a HA/PLL nanocastic se 100 pg PLL pfipravenych dle
Ptipravy 4

Absorbance ( A =222 nm)

Nanocdastice 1. experiment 2. experiment 3. experiment
HANPs 2,00 1,85 1,74
HA/PLL NPs 100 pg 1,79 1,44 1,91

Tabulka 17 — Srovnani absorbanci (A = 222 nm) HANPs a HA/PLL nanocastic se 25 pg PLL pfipravenych dle
Ptipravy 4

Absorbance (A =222 nm)

Nanocastice 1. experiment 2. experiment 3. experiment
HANPs 1,15 1,66 1,55
HA/PLL NPs 25 ng 1,71 1,44 1,53

Mezi hodnotami absorbanci u HANPs a HA/PLL nanocéstic vSak nebyla nalezena Zadna
souvislost. Neexistuje zde ani Zadnd korelace mezi velikosti nanocastic a absorbanci. Touto
metodou tedy nelze urcit, zda doslo k zaclenéni PLL, popf. jakého mnoZstvi.

Na druhou stranu pfi vazbé PLL na povrch pfipravenych nanocéstic je absorbance
mnohem vyssi nez u zdkladnich HANPs (viz Tabulka 18).

Je mozné, ze pokud se PLL nachézi blizko povrchu, absorbance bude vyssi nezZ u €istych
HANPs. Naopak pokud bude peptid navazan spiSe uvnitf, absorbance se snizi, coz by

vysvétlovalo kolisani absorbanci pii vazbé PLL dovniti Castice (viz Tabulka 16 a 17).

Tabulka 18 — Porovnani absorbanci (A = 222 nm) HANPs pied vazbou PLL a nanocéastic HANPs/PLL
ptipravenych dle Pfipravy 5

Absorbance (A =222 nm)

Nanocastice 1. experiment 2. experiment 3. experiment
HANPs (pi‘ed vazbou) 1,61 1,66 1,55
HANPs/PLL 1 2,92 2,98 2,97
HANPs/PLL 2,5 2,94 2,97 2,97
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3.5 Stanoveni koncentrace proteini pomoci fluorimetru Quibit™ 2.0

K ovéfeni navazani PLL byla pouzita i fluorescenéni detekce proteint. K analyze byla
vyuzita komeréné doddvana sada Quibit™ Protein Assay Kit (mez detekce: 0,25 — 5 pg).
Vzorky nebylo potieba fedit, protoze pouzity fluorimetr piepocitaval koncentraci proteini
ve vzorku pfimo na pg/ml.

Analyzovany byly opét HANPs, HA/PLL nanocastice z Piipravy 4 a HANPs/PLL
z Ptipravy 5. K porovnani hodnot je vzdy v Tabulce 19 — 21 uvedena teoreticky vypocitana
koncentrace PLL v pg/ml a koncentrace proteini naméfend na pomoci fluorimetru
Quibit™ 2.0. Vzdy jsou uvedeny i hodnoty HANPs méfené za stejnych podminek. Oznageni

1. — 3. experiment koresponduje s 1. — 3. experimentem v jednotlivych ptipravéch.
Tabulka 19 — Porovnéni vypocitané koncentrace PLL a naméfené koncentrace proteinii pomoci fluorimetru
Quibit™ 2.0 u HANPs a HA/PLL nano¢astic se 100 pg PLL pfipravenych dle Ptipravy 4

veo oo Celkova naméiena
Vypocitana koncentrace

Nanocastice PLL v NP [ug/ml] koncen;;agzen Il)]roteinﬁ

1. experiment

HANPs 0,00 18,10

HA/PLL NPs 100 pg 38,46 22,40
2. experiment

HANPs 0,00 18,30

HA/PLL NPs 100 pg 34,48 22,80
3. experiment

HANPs 0,00 19,60

HA/PLL NPs 100 pg 33,33 23,20
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Tabulka 20 — Porovnéani vypocitané koncentrace PLL a naméfené koncentrace proteinii pomoci fluorimetru
Quibit™ 2.0 u HANPs a HA/PLL nano¢astic se 25 pg PLL piipravenych dle Pfipravy 4

oo Celkova namérena
Vypocitana koncentrace

Nanocastice PLL v NP [ug/ml] koncenhrlgle;1 [l)]roteinﬁ

1. experiment

HANPs 0,00 16,00

HA/PLL NPs 25 pg 8,33 20,70
2. experiment

HANPs 0,00 18,60

HA/PLL NPs 25 pg 8,77 17,60
3. experiment

HANPs 0,00 17,20

HA/PLL NPs 25 pg 8,33 15,20

Tabulka 21 — Porovnéani vypocitané koncentrace PLL a naméfené koncentrace PLL pomoci fluorimetru
Quibit™ 2.0 u HANPs a HANPs/PLL piipravenych dle Pfipravy 5

Vypocitana Celkova naméiena
Nanocastice koncentrace PLL v NP = koncentrace proteint
[pg/ml] [ng/ml]
1. experiment
HANPS (pi‘ed vazbou) 0,00 18,50
HANPs/PLL 1 25,62 48,80
HANPs/PLL 2,5 6,55 37,80
2. experiment
HANPS (pred vazbou) 0,00 18,60
HANPs/PLL 1 26,29 34,40
HANPs/PLL 2,5 6,67 30,20
3. experiment
HANPS (pi'ed vazbou) 0,00 17,20
HANPs/PLL 1 27,00 37,80
HANPs/PLL 2,5 6,86 31,30
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Z uvedenych tabulek vyplyva, ze ani zde neexistuje zadna souvislost mezi teoreticky
vypocitanym a naméfenym obsahem PLL. Nebyla nelezena ani korelace mezi velikosti nebo
absorbanci a koncentraci peptidu stanovenou pomoci Quibit kitu.

V ptipadech, kdy by mél byt PLL inkorporovan dovniti (viz Tabulka 19), byla u
nanocastic se 100 pg PLL naméfend koncentrace polypeptidu nizsi nez teoreticky vypocitana.
Tzn., ze ¢ast PLL by mohla byt skutecné obsazena v ¢asticich. Na druhou stranu u nanocéstic
s pouhymi 25 pg PLL (viz Tabulka 20) byla naméfena koncentrace mnohem vysSs$i nez
teoreticky vypocitana. U HANPs/PLL byla pak vzdy naméfena koncentrace vyssi at’ byl obsah
PLL jakykoli (viz Tabulka 21).

Zajimavé je, ze fluorescencni odezvu mély i HANPs. Proto byl prométen i fyziologicky
roztok nebo roztok HA. Podle této metody byla koncentrace PLL ve fyziologickém roztoku
19,2 pg/ml, coz je vyssi hodnota nez u HANPs. Ve vodném roztoku HA byla koncentrace PLL
stanovena na 16 pg/ml.

Vzhledem ktomu, ze vyrobce soupravy neuvadi zplisob interakce mezi peptidy
a fluorescencni znackou, nelze urcit ditvod téchto zkiizenych reakei. Na druhou stranu vysoka
odezva fyziologického roztoku by mohla opét znacit vliv soli.

K detekci PLL byla pouZzita i metoda stanoveni proteinti dle Bradfordové. Byly sestaveny
dv¢ kalibracni fady PLL, jedna ve fyziologickém roztoku, druha v ultracisté vodé. Paralelné
byly analyzovany i HANPs, HA/PLL nanocastice z Piipravy 4 nebo HANPs/PLL. BohuZel se
ukézalo, ze zavislost koncentrace na absorbanci (A = 595 nm) nebyla linearni ani u jedné

kalibra¢ni fady. Na vin¢ byly s velkou pravdépodobnosti opét fetézce PLL o razné délce.

3.6 Ovéreni vazby poly-L-lysinu pomoci elektroforeticka separace
3.6.1 SDS-PAGE

Pro detekci PLL, ktery se nenavazal do ¢astic, byla provedena SDS-PAGE elektroforéza.
Ptredpokladali jsme totiz, ze nanocastice diky své velikosti do gelu neprojdou nebo zlistanou
na jeho pocatku, zatimco zbyly nenavazany PLL bude mozné v gelu detegovat. K separaci byl
pouzit 12% délici gel a 5% zaostrovaci gel. Jako kontrolni protein byl pouzit BSA. Jako
standard molekulovych hmotnosti byl pouzit Precision Plus Protein™ Unstained Protein
Standards, 10—250 kDa (Bio-Rad, USA). Po separaci byl gel obarven roztokem

amoniakalniho stfibra (viz Obrazek 13).
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Obrazek 13 - Vysledek SDS-PAGE analyzy pro detekci volného PLL
1 — standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards, 10 — 250 kDa

(Bio-Rad, USA),2 — prazdna jamka, 3 — 3 ug BSA, 4 — 18,75 ug BSA, 5— 3 ug PLL, 6 — 15 ug PLL,
7-18,75 ug PLL, 8 — HANPs, 9 — HANPs/PLL 1, 10 — HANPs/PLL 2,

Na Obrazku 13 je vidét iplné rozdé€leni proteinového standardu i BSA, naopak PLL nebyl
na gelu viibec detegovan. Divodem by mohla byt precipitace polypeptidu. Béhem piipravy
vzorku se po smichani PLL se vzorkovym pufrem obsahujicim SDS objevily okem viditelné
srazeniny. Proto ziejmé do gelu neprosel ani volny PLL v jamkéach 5 — 7. Na zaklad¢ tohoto

pozorovani byla pro dal$i separace pouzita nativni elektroforéza.
3.6.2 Nativni elektroforéza v diskontinudlnim usporadani

Nativni elektroforéza byla provedena velmi podobné jako SDS-PAGE, jen bylo ve vSech
pouzitych pufrech a gelech vynechdno SDS. K separaci byl pouzit 12% délici a 5% zaostifovaci
gel, ktery byl nésledn¢ obarven roztokem amoniakalniho stfibra.

Abychom ovéfili, jaké mnozstvi PLL jsme touto metodou schopni detegovat, byl na gel
davkovan PLL v rizném mnozstvi, konkrétné 1 — 20 pg PLL na jamku (viz Obrazek 14).

Pouzity proteinovy standard byl stejny jako u SDS-PAGE.
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Jak je vidét na Obrazku 14, ani v tomto piipadé k vizualizaci PLL nedoslo. Navic
i standard molekulovych hmotnosti je zde rozd€len pouze cCastecné, coz by mohlo byt

zpusobeno pravé chybéjicim SDS.

Obrazek 14 — Vysledek separace PLL pomoci nativni elektroforézy
1 - standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards, 10 — 250 kDa

(Bio-Rad, USA), 2 — prazdna jamka, 3 - 20 ug PLL, 4 — prazdna jamka, 5 -10 ug PLL, 6 — prazdna jamka,
7- 5 ug PLL, 8 — prazdna jamka, 9 — 2,5 ug PLL, 10— 1 ug PLL

3.6.3 Kombinace SDS-PAGE a nativni elektroforézy

Na zaklad¢ vysledkii predchozich separaci byla navrzena kombinace SDS-PAGE a nativni
elektroforézy. Standard molekulovych hmotnosti byl stejny jako u pifedchozich experimenta.
Zustaly zachovany i koncentrace PLL v jamkach. K separaci byl opét pouzit 12% délici a 5%
zaostfovaci gel. Nasledné byly provedeny dva typy elektroforézy. V prvnim ptipadé
zaostifovaci gel, elektrodovy ani vzorkovy pufr neobsahovaly SDS, zatimco délici gel ano. Jak
je vidét na Obrazku 15, ani zde nedoSlo k separaci PLL. Navic standard molekulovych
hmotnostni je opét rozdélen jen ¢astecné proto nelze presné urcit molekulové hmotnosti

proteint v jednotlivych zénach.
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Obrazek 15 — Vysledek separace PLL pomoci kombinace SDS-PAGE a nativni elektroforézy (zaostfovaci gel
bez SDS)

1 - standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards, 10 — 250 kDa

(Bio-Rad, USA), 2 — prazdna jamka, 3 - 20 ug PLL, 4 — prazdna jamka, 5 -10 ug PLL, 6 — prdazdna jamka, 7-
5ug PLL, 8 — prazdna jamka, 9 — 2,5 ug PLL, 10— 1 ug PLL

Ve druhém piipadé bylo SDS pfitomno v délicim 1 zaostfovacim gelu, elektrodovy
a vzorkovy pufr byl stejny jako u nativni elektroforézy. Zde je vidét PLL, ktery difundoval
do gelu kolem jamek, do kterych byl pipetovan. I kdyZ vyvolavani trvalo velmi dlouhou dobu,
byl to jediny zplsob, jak pii nasich podminkéch vizualizovat PLL na polyakrylamidovém gelu
barveném pomoci roztoku amoniakalniho sttibra. Jak je vidét na Obrazku 16, ani zde vSak neni

standard molekulovych hmotnosti tiplné rozdélen.
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Obrazek 16 — Vysledek separace PLL pomoci kombinace SDS-PAGE a nativni elektroforézy
(zaostfovaci 1 délici gel s SDS)

1 - standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards,
10— 250 kDa (Bio-Rad, Hercules, USA), 2 — prazdna jamka, 3 - 20 ug PLL, 4 — prazdna jamka,

5-10 ug PLL, 6 — prazdna jamka, 7- 5 ug PLL, 8 — prazdna jamka, 9 — 2,5 ug PLL, 10— 1 ug
PLL

3.7 Ovéreni stability nanocastic po lyofilizaci

Vzhledem k tomu, Ze nanocastice byly pfipravovany za ucelem pouziti in vivo, byla
testovana 1 jejich stabilita po lyofilizaci. Pro tento Ucel byly vybrany pouze HA/PLL
nanocastice s 25 pga 100 pg PLL ptipravené podle Piipravy 4. Po jejich lyofilizaci nasledovala
rehydratace ve fyziologickém roztoku, ktera probihala ptiblizné 12 h pti 4 °C.

Ukézalo se, ze nanocastice se 100 pug PLL byly po opétovném nabobtnani znacné
nestabilni. Misto ptivodniho roztoku vznikl spiSe husty gel obsahujici sraZeniny, proto tento
vzorek nebyl dale analyzovan. Na druhou stranu v roztoku obsahujicim nanocastice se
25 ug PLL se sice objevily okem viditelné sraZeniny, ale i pfesto si nanocéstice témér
zachovaly svoji ptivodni velikost. Pted dal$i manipulaci jsme nechali srazeniny sedimentovat
na dno zkumavky a k nasledné analyze byl pouzit pouze ¢iry roztok. Na zakladé DLS analyzy

bylo zjisténo, Ze se hydrodynamicky primér nanocéstic po lyofilizaci zvysil
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z puvodnich 90,15 nm na 91,41 nm. Stejné tak se zvysila i SD hydrodynamického primeéru i

PDI, stéle se vSak jednalo o monodisperzni systém (viz. Tabulka 22 a Graf 16).

Tabulka 22 — Vliv lyofilizace na hydrodynamicky pramér HA/PLL nanocastic se 25 pg PLL pfipravenych dle
Ptipravy 4

pred lyofilizaci po lyofilizaci
Hydrod. primér [nm] 90,15 91,41
SD hydrod. priméru [nm] 1,20 6,07
PDI 0,40 0,58
SD PDI 0,03 0,10
e lyofilizaci
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Graf 16 — Zavislost intenzity rozptyleného svétla na hydrodynamickém priméru HA/PLL nanocastic se 25 ug
PLL pfipravenych dle Ptipravy 4 (vliv lyofilizace)
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit stabilni nanocastice z kyseliny hyaluronové
a poly-lysinu. Nejprve bylo vyzkouSeno fyzikalni sitovani, které spocivalo v elektrostatické
interakci mezi zaporn¢ nabitymi karboxylovymi skupinami HA a kladné¢ nabitymi
aminoskupinami PLL. Takto pfipravené nanocastice vSak nespliiovaly naSe pozadavky
na stabilitu, takze tyto postupy nebyly dale rozvijeny.

Druhou pouzitou metodou bylo chemické sitovani polymeri pomoci EDC a AAD.
Témét vSechny provedené experimenty vychazely ze zavedeného protokolu pro pfipravu
HANPs. Nanocastice byly pfipravovany vziajemnym zesiténim obou polymert nebo
post-syntetickou modifikaci HANPs pomoci PLL. Béhem optimalizace bylo vyzkouSeno rtizné
mnozstvi PLL, resp. rGzny pomér vychozich polymerd, rGzné potadi sitovacich c¢inidel
a jednotlivych komponent.
25 pg, popt. i 100 pg PLL nejprve smichano s AAD a ndsledné ptiddno do roztoku
k EDC-aktivované HA. Druhou Gspé$nou metodou byla post-syntetickd modifikace, tedy vazba
PLL na povrch pfipravenych nanoc¢astic pouze z kyseliny hyaluronové.

Ptipravené nanocastic bylo v nasi laboratofi moZzné charakterizovat pouze pomoci DLS
analyzy. Dalsi pouzité¢ konfirmacni metody jako meéfeni zeta potencidlu nebo stanoveni
koncentrace proteind, tedy pouzitého PLL spektrofotometricky nebo fluorescenéné nepiinesly
vysledky, které by poskytly informace o charakterizaci nanocéstic.

Ve spolupraci s externimi pracovisti mdme moznost vyuzit i dal§i charakterizacni
metody, jako jsou napft. analyza sledovani nanoc¢astic (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA),
frakcionace v tokovém poli (Field Flow Fractionation, FFF) nebo transmisni elektronova
mikroskopie (kryoTEM). Tyto moznosti jsou vSak omezené, proto nebyly zatim na naSe
experimenty aplikovany. V pribéhu dalSiho vyzkumu budou vybrané HA/PLL nanocastice,

vcetn€ nanocastic pripravenych v této praci, pomoci nékteré z téchto metod charakterizovany.
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