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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva piipravou a charakterizaci submikrocastic zalozenych
na chitosanu, jako nosi¢ového systému pro cilené dorucovani 1é¢iv. V teoretické ¢asti jsou
shrnuty kli¢ové vlastnosti nosi¢ovych systému, jejich aplikace v biomedicing a jejich stabilita
béhem skladovani a po lyofilizaci. Experimentalni ¢ast popisuje piipravu a charakterizaci
submikrocastic z chitosanu a tripolyfosfatu sodného a submikrodastic z chitosanu
a polykaprolaktonu s ovalbuminem a epitelidlnim riustovym faktorem. U obou nosic¢ovych
systému byly zkoumany podminky lyofilizace, ucinnost adsorpce a zachyceni proteint

do ¢astic a kinetika uvolnovani proteinu z ¢astic.
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TITLE
Study of Lyophilized Protein-bound Chitosan Particles

ANNOTATION

The diploma thesis deals with preparation and characterization of chitosan-based
submikroparticles as carriers for targeted drug delivery system. It summarizes
the characteristics of carrier systems, their application in biomedicine and storage options,
including lyophilization process. The experimental part is focused on the preparation
and characterization of submicropacles made of chitosan and sodium tripolyphosphate
and submicroparticles made from chitosan and polycaprolactone The lyophilization process
of these carrier systems, the efficiency of ovalbumin adsorption, the efficiency of protein

entrapment and the kinetics of protein release were studied.
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UvoD

Standardni cesty podani 1é¢iva v dnesni dob¢€ nejsou schopny plnit mnoho pokro¢ilych
terapeutickych potfeb, vcetné cileni, Siroké pouzitelnosti na makromolekuly a aktivace
ve spravny cas a na spravném misté v téle. Tato omezeni vedla k rozsdhlému vyzkumu
zaméefenému na vyvoj systému cileného dorucovani 1€¢iv, které zvysSuji terapeutickou ucinnost
a minimalizuji nezadouci vedlejsi G¢inky 1é¢iv. Systémy pro cilené dorucovani 1é¢iv mohou byt
zalozeni na mikro-, submikro- a nanocasticich, nanovldknech a hydrogelech. Tyto nosice
mohou byt vyuzity jako slizni¢ni vakciny, systémy pro hojeni ran, transdermalni néplasti,
inhalatory, implantaty, nosi¢e pro genovou terapii a k 1é6¢bé malignit.

Nosic¢e mohou byt pfipraveny z piirodnich i syntetickych polymerii. Velkou pozornost
védell si ziskal chitosan, coz je pfirodni polysacharid vyrdabény deacetylaci chitinu,
ktery se nachazi v cytoskeletu korysa. Tento polymer je idealnim kandidatem pro nosi¢ové
systémy, protoze je netoxicky, biokompatibilni, biologicky odbouratelny, malo imunogenni,
bioadhezivni snadno modifikovatelny, coz umoziuje jeho kombinaci s velkym mnozstvim
latek.

Cilem této praci bylo piipravit biokompatibilni stabilni monodisperzni nosi¢ z chitosanu
s vysokou ucinnosti adsorpce a schopnosti postupného uvoliiovani proteint. | kratkodobé
skladovani nanocastic je problematické z hlediska jejich stability, proto je znacna Cast
této diplomové prace zaméiena na lyofilizaci ¢astic a optimalizaci jejich podminek. V praci
byly zvoleny dva typy submikrocastic, a to Castice z chitosanu a tripolyfosfatu sodného
a z chitosanu a polykprolaktonu.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Systémy cileného dorucovani lé¢iv

Léciva se v soucasné dobé nejcastéji podavaji peroralni, intramuskularni a intravendzni
cestou. Vétsina nizkomolekularnich 1é¢iv se podava peroralné pomoci pilulek. Pilulky nabizeji
pohodli pfedem stanovenych a odméienych davek, prenositelnost, definovanou dobu davkovani
a celkovou neinvazivni povahu podadvani. Jsou vSak omezeny neschopnosti dodavat veétsi
terapeutické molekuly, jako jsou proteiny. Injekce jsou narozdil od pilulek schopny dodat
makromolekuly, jako napt. proteiny, ale zptsob jejich podani je invazivni. Standardni cesty
podani 1éciva tedy nejsou schopny splnit fadu pokrocilych terapeutickych potieb, véetné
cileného ucinku, Siroké pouzitelnosti na makromolekuly auvolnéni ve spravny cas
a na spravném misté v téle. Tato omezeni zahdjila rozsahly vyzkum zaméfeny na vyvoj systémi
cileného dorucovani 1é¢iv (nosicovych systémui) [1].

Systém cileného dorucovani 1é¢iv je definovan jako nosi¢, ktery umoziuje zavedeni
terapeutické latky do téla a je schopen specificky zacilit misto, kde se 1€k v téle uvoliuje
aovlivnit rychlost jeho uvoliovani [2]. Nosi¢ové systémy tedy chrani aktivni latku
pted rychlou clearance nebo degradaci, zlepSuji rozpustnost 1é¢iva a jeho farmakokineticky
profil. Timto zpisobem fizeného zacileni na misto plisobeni je také vyznamné snizena expozice
léciva vuci necilovym tkanim, stejné tak jeho toxicita a vedlejsi G¢inky a je maximalizovana
jeho terapeuticka u¢innost [3].

Nosicoveé systémy mohou byt vyuZzity jako slizni¢ni vakciny, systémy pro hojeni ran,
nosice pro genovou terapii nebo k 1é¢b& malignit [4]. Tyto systémy mohou mit podobu mikro-,
submikro- a nanocastic, nanovlédken, transdermalnich naplasti, inhalatora, implantata,
konjugétu protilatka-1ék a dalsich [1]. Jednim z nejvétsich problému ale zustava dodavani 1é¢iv
do urcitych tkani, jako je naptiklad mozek. Pfekonani hematoencefalické bariéry pro doruceni
1éku je nyni mozné diky nosi¢ovym systémum pro dodavani 1é¢iv [4].

Velky zajem védct pfitahuje slizni¢ni cesta podani 1é¢iva (ktera mize byt nazalni,
pulmonalni, orélni a vaginalni), protoze umoziuje lokalni dodavani aktivni latky do cilovych
tkani nebo do cirkulace neinvazivni cestou [5]. Slizni¢ni vakciny mohou G¢inné indukovat
ochranné imunitni reakce proti patogenim v misté sliznice a indukovat antigenné specifické
humoralni a buiikami zprostfedkované imunitni reakce v celém téle. Vhodnymi nosi¢ovymi

systtmy pro slizniéni vakciny jsou polymerni submikrocastice, které enkapsuluji
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nebo zachycuji vakcinaéni antigeny a dodavaji je do urcitych buné¢k, diky jejich schopnosti
rozpoznavat receptor pro burky. [6].

Lécba chronickych ran a velkych popalenin je nakladna, protoze rany jsou nachylné
k infekci a Casto vyzaduji chirurgické oSetieni [7]. Hlavnim cilem péce o rany je uzaviit ranu,
zabranit infekci a minimalizovat tvorbu jizvy. Je dobie znamo, ze rustové faktory a cytokiny
hraji dilezitou roli pfi hojeni ran. Mnoho pifedchozich studii prokazalo rtizné piinosy
exogennich ristovych faktord, jako jsou epidermalni rastovy faktor (EGF), desti¢kovy rustovy
faktor a fibroblastovy ristovy faktor. Tyto produkty jsou vSak casto drahé a vyzaduji
vicenasobné podavani, protoze maji nizkou stabilitu a kratky polocas rozpadu. K piekonani
téchto problémi se vyzkumnici zaméFili na vyvoj rastovych faktorti zaclenénych do nosi¢ovych
systému [8].

Genova terapie je technika pouzivana k napravé vadnych genl zapojenych do nemoci.
Je tedy slibnym pristupem pro 1é¢bu dédi¢nych nebo ziskanych onemocnéni, jako jsou tézka
kombinovana imunodeficience a rakovina. Klicovym momentem této technologie je dopravit
terapeuticky gen do cilového mista a zajistit jeho vélenéni do genomu pacienta. Pro tento ucel
jsou vyvijeny rtizné nosi¢ové systémy, véetné virem zprostfedkovanych i nevirovych technik
prenosu genu. Z hlediska bezpecnosti je snaha od virovych vektorti upustit a nahradit je
nevirovymi vektory, nicméné tyto systémy nejsou tak uc¢inné [9]. Nevirové vektory prokazaly
nékolik vyhod pro prenos gentl, véetné lepsi biokompatibility, vyssi kapacity a schopnosti
specificky upravovat své povrchy [10]. Mezi pouzivané nevirové nosi¢e patii kationtové
lipozomy, micely, polymery a anorganické nanocastice [11].

Rakovina je jednim z nejglobalnéjSich probléml vetejného zdravi, ktery je spojen
s vysokou umrtnosti a s vysokymi naklady na zdravotni péci. Nejcastéji pouzivanou metodou
pro 1é¢bu rakoviny je chemoterapie. Ta zahrnuje pouziti agresivnich 1é¢iv, které napadaji,
jak rakovinové, tak zdravé buiiky, coZz zpusobuje zdvazné vedlejsi G¢inky [12]. Nosiové
systémy poskytuji specificitu cileni na rakovinové buiiky, schopnost pieckonat biologické
bariéry nadoru a fizené uvoliovani 1é¢iv. Takto 1ze zvysit terapeutické uc¢inky a minimalizovat
systémové vedlejsi G¢inky chemoterapeutik [13]. Nejcastéj$im nastroji vyzkumu rakoviny

se staly nosi¢ové systémy v podobé nanocastic, nanovlaken, lipozomu a micel [12].
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1.2. Biopolymery v cileném dorucovani 1é¢iv

Rozmanitost a vSestrannost polymernich materialti pfitahuje védecky zajem o jejich
pouziti v riiznorodych oblastech [14]. Konkrétné farmaceuticky vyzkum je zaméfen na vyvoj
vehikul pro cilené dorucovani 1é¢iv [15]. 20. stoleti zaznamenalo pozoruhodné pokroky
Vv syntéze polymert a ve zlepSeni vlastnosti biodegradabilnich polymernich molekul [16].

Dle pavodu lze rozlisit dvé kategorie biopolymert — piirodni a syntetické. Ptirodni
polymery maji vynikajici biokompatibilitu, jsou plné obnovitelné a ve srovnani se syntetickymi

polymery vykazuji mensi toxicitu. [14].

1.2.1. Vlastnosti nosi¢ovych systému

Kvalitni nosicove systémy jsou biokompatibilni, biologicky odbouratelné, netoxické
a schopné dodavat G¢inné latky do mista pusobeni [15]. V zadném piipadé nesmi vyvolavat
téchto polymert, je jejich schopnost biodegradace, pii niz vznikaji latky, které pii vylu¢ovani
z téla neposkozuji télo, ani Zivotni prostiedi. VétSina polymerti je dostupna v ptirode, levna,
snadno zpracovatelna a jednoduse chemicky modifikovatelna [16].

Donedavna byly za slibné nosice 1é¢iv povazovany lipozomy, organické a anorganické
nanocastice a hydrogely. Polymery je vSak pievysuji ve vlastnostech, jako je udrzitelnost,
biokompatibilita a biologickd rozlozitelnost [15]. Pfesto je aplikace téchto biologicky
odbouratelnych polymertt jako nosi¢t 1éCiv problematicka sohledem na kompatibilitu

polymeru s t€lesnymi tkanémi [16].

Velikost nosi¢ovych systémi

Velikost nosi¢ovych systémi piimo uréuje plochu povrchu nosi¢ovych systémd,
kterd je k dispozici pro interakci s biologickym prostfedim. Je to tedy kriticka fyzikalné-
chemicka vlastnost ovliviujici osud nanonosic¢t in vivo [17]. Kazdy organ je schopen propustit
nosicové systémy o jiné velikosti. Alveoly mohou zachytit ¢astice o priaméru nékolika
mikrometrii. Nosi¢ové systémy s velikosti 150 nm mohou vstupovat do mikroprostiedi nadoru
nebo do endotelu jater. Do srde¢ni tkan¢€ jsou schopny vstoupit systémy o velikosti 100-150 nm.
Mensi Castice o velikosti 20-100 nm mohou byt distribuovany do kostni diené a sleziny.
Glomerulus v ledvinach a Langerhansovy ostruvky v pankreatu maji mensi pory o pruméru
kolem 10-15 nm [18]. Castice s pramérem mensim neZ 10 nm prochazeji renalni filtraci

pres sténu glomerularni kapilary, nejsou reabsorbovany a jsou vylouceny z téla [17].
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Dalsim zptisobem zacileni nosi¢ovych systému do cilovych organu je prostfednictvym
pohlceni fagocyty. Tyto buiky imunitniho systému jsou schopny pohltit Castice vétsi
nez 150 nm. Poté se hromadi v organech, zejména v jatrech a slezing, kde jsou eliminovany.
Timto zpusobem je aktivni latka z ¢astic uvolnéna z makrofagt a doruc¢ena do cilového organu
[18].

Tvar nosicovych systémii

Tvar nosicovych systému je kliCovou fyzikdlné-chemickou vlastnosti nanonosicu,
kterd do znacné miry urCuje osud in vivo. Na tvaru je zavisla cesta podani 1éCiva.
Zatimco sférické nanocastice jsou nejéastéji vyvijené pro podani tstné, o¢né a na kuzi, vétsina
nesférickych polymernich nosi¢ovych systému je podavana ziln¢ nebo inhalaci. [19].

Studie naznacuji Ze tvar nosi¢ového systému hraje dilezitou roli pti jejich pohlceni
makrofagy [17]. Elipsoidni ¢astice k povrchu makrofagi adheruji efektivnéji, nez sféricke
Castice nebo zplostélé elipsoidy. Naopak zplostélé elipsoidni ¢astice jsou lépe internalizovany
nez sférické nebo elipsoidni ¢astice [20]. Nesférické ¢astice maji také vétsi plochu povrchu,
coz vede k pevnéjsi piilnavosti ke sténam, ve srovnani s jejich sférickymi protéjsky [19].
Piestoze vétSina soucasnych nosi¢ovych systému v rdmci preklinickych nebo klinickych studii
ma kulovy tvar, jedine¢né vlastnosti nesférickych nanonosi¢i mohou poskytnout nové

moznosti systému doruc¢ovani 1é¢iv [17].

Povrchovy ndboj nosi¢ovych systémi

Povrchovy naboj ovliviiuje osud nosi¢ovych systémi v krevnim fecisti. Vzhledem
K ptitomnosti riznych negativné nabitych plazmatickych proteind, tj. globulinu a albuminu,
jsou vsak kladné nabité nosice zachyceny a odstranény retikuloendotelialnim systémem (RES)
[17]. Kladn& nabité nanonosice Casto zpusobuji nespecifickou cytotoxicitu vi¢i normalnim
buiikdm, coZz mé& za nasledek vyznamné neziadouci ucinky. Vyhoda kladného néboje
vSak spoc€iva v jeho vyznamné vyssi afinité k negativné nabitym bunéénym membranam, coz je
nezbytné pro adsorpci na bunky a penetraci membranou [21].

Oproti tomu nosicové systémy s negativnim ndbojem se mohou vyhnout adsorpci
proteinii a mtize tak byt prodlouzena jejich doba stravena v krevnim ob&hu. Vzhledem ke slabé
interakci mezi aniontovymi nanonosic¢i a zaporné nabitymi bunéénymi membranami je bunééna
internalizace nanonosi¢t ¢asto neefektivni. Tento problém je pojmenovéan také jako ,,dilema
naboje” [22].
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Déle je tu rozpor mezi stabilitou v krevnim ob¢hu a uvolnénim 1é¢iva. Jak bylo uvedeno
vyse, zaporné nabité nosi¢ové systémy jsou stabilnéjs$i v krevnim fecisti. Takova stabilita vSak
muze do zna¢né miry ohrozit uvoliiovani terapeutik v misté ptisobeni, zvlasté¢ kdyz jsou tato
terapeutika vazana na nosiCové systémy prostiednictvim elektrostatickych interakci [22].
Na druhou stranu u nosiCovych systémd s mensistabilitou mutze dojit k pfedcasnému
nezaddoucimu uvolnéni terapeutik do krevniho fecisté, coz zplisobuje snizenou terapeutickou
ucinnost a zavazné nezadouci u¢inky [23].

Nelze jasn¢ urcit, zda jsou pro klinickou aplikaci vyhodnéjsi nosiCové systémy
s kladnym, ¢i zdpornym nabojem, proto je vénovana stale vétsi pozornost vyzkumu nanonosica,

které maji schopnost zmény naboje [20].

Hydrofobicita

Hydrofobicita povrchu nosi¢ového systému nejen ovliviiuje opsonizaci, ale také uréuje
farmakokinetiku a biodistribuci nanonosict [17]. Na hydrofobni ¢astice v téle jsou piednostné
navazany plazmatické proteiny (proteinova korona) a poté jsou ¢astice odstranény pomoci RES
[24]. V poslednich desetiletich bylo zkoumano mnoho strategii ke sniZzeni nezadouci clearance
RES zménou povrchové hydrofobnosti nanonosi¢t. Ptipojeni hydrofilnich polymerd, jako je
polyethylenglykol (PEG), poloxamer, dextran, chitosan, poloxamin, poly(oxyethylen) a mnoho
dalsich, se ukazalo jako jeden z nejslibnéjsich pftistupi. Velmi G¢inna byla PEGylace,
o0 které bude pojednano dale [17].

1.2.2. Prirodni biopolymery

Chitosan (CS), neboli (1—4)-2-amino-2-deoxy-f-D-glukan je ptirodni polysacharid
ziskdvany deacetylaci chitinu. Mezi jeho vyrazné vlastnosti patii mukoadhezivita,
hemokompatibilita a biodegradabilita. Také je netoxicky a antioxidac¢ni, protinadorové
a antimikrobialni vlastnosti [25].

Kyselina  hyaluronova je makromolekularni  linedrni  mukopolysacharid,
ktery se sklada ze stfidavé spojenych dvou sacharidovych jednotek kyseliny glukuronové
a N-acetylglukosaminu. Mezi jeji vlastnosti patii biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost,
vysoka elasticita [26]. Jeji Spatna stabilita a kratky biologicky polo¢as vsak omezuji jeji pouziti.
K piekonani téchto problému I1ze kyselinu hyaluronovou modifikovat [27]. Derivaty kyseliny

hyaluronové jako nosice 1é¢iv proto piispivaji k zahust'ovani 1é¢iva, postupnému uvoliiovani,
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transdermalni absorpci a zlepSuji zacileni 1é¢iva jeji vazbou na transmembranovy glykoprotein
CD44. Tyto derivaty maji podobu geld, filmu, nanocastic a mikroc¢astic [26].

Alginat je polysacharid extrahovany z hnédych motiskych tas, véetné Laminaria
hyperborea, Ascophyllum nodosum a Macrocystis pyrifera. Alginat ma schopnost tvorit
hydrogel zesitovanim s ionty Ca?" prostfednictvim procesu ionotropniho gelovaténi,
obvykle pti pH vys§im, nez 6. Jako sitovadla se pouzivaji také ionty Ba®* nebo Zn?*. Alginat
Ize pouzit i ve formé& dendrimert, nanokrystalti, emulzi, lipozomi, pevnych lipidovych
nanocastic, micel a polymernich nanocastic [28].  Algindt je pouzivan v mnoha
biomedicinskych aplikacich kvili jeho biokompatibilité, nizké toxicité a bohatym zdrojam.
Tento polysacharid je atraktivni jako nosicovy systém pro hojeni ran, tkanové inZenyrstvi
a podavani léciv [29].

Agardza je polysacharid, tvofeny galaktézovymi a 3,6-anhydrogalakt6zovymi
podjednotkami. M& schopnost polymerovat do trojrozmémych hydrogeld uz pfi pokojové
teploté. Tyto hydrogely jsou biokompatibility a nejsou toxické. Diky své porézni struktuie
a hydrofilni funkéni skupiné jsou schopny absorbovat vodu, maji tedy potenciél jako zasobnik
lé¢iva v transdermalni naplasti. Nizka adsorpéni schopnost hydrogelt pro hydrofobni molekuly
1é¢iva, vede Kk jejich pomalému uvolnovani [30]. Vyzkum se také vénuje agar6zovym
skafoldam k podpofte diferenciace kmenovych bunék na chondrocyty [31].

Dextran je polysacharid s (1—6) a-glykosidovymi vazbami mezi gluk6zovymi
monomery. Stupefi a povaha vétvicich jednotek jsou urCeny bakterialnim kmenem
produkujicim dextran. V ptirodé je dextran produkovan hlavné extracelularné ze sachar6zy
nékolika bakteriemi mlééného kvaseni [32]. Nanocastice zalozené na dextranu maji vynikajici
rozpustnost ve vod¢, velkou vnitini viskozitu a kratkou dobu skladovani. Dextranové hydrogely
lze vyuzit k podpoie neovaskularizace a dermalni regenerace u popalenin tietiho stupné [33].

Celuloza je polysacharid, slozeny z podjednotek B-D-glukézy spojené (1—4)
B-glykosidovou vazbou. Celul6za je uzitecna v systémech cileného dorucovani 1é¢iv, kvili
svému vysokému poméru plochy k objemu a vysoké polymerizaci, diky které ma vysokou
kapacitu pro vazbu terapeutickych ¢inidel. Jeji vynikajici vlastnosti, jako je vysok& mechanicka
pevnost, tuhost, biokompatibilita a obnovitelnost, jsou prospésné pro navrhovani pokrocilych
systému pro dodavani 1é¢iv, ve kterem hraje roli bud’ jako pomocnd latka, nebo jako nosic.
Nosicove systémy z celuldzy lze rozdélit do tii skupin: celulézové nanokrystaly, celulézova
nanovldkna a bakterialni celuléza. Celuléza mé& obrovsky potencial pro vyvoj nosi¢ovych

systému [34].
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Kolagen je bilkovina a vynikajici material pro nosi¢ové systémy, diky své vysoké
biokompatibilité. Systémy s fizenym uvolfiovanim lé¢iva, zalozené na kolagenu, se Casto
pouzivaji pro regeneraci kiize a kosti, jejichz hlavni slozkou je kolagen. Nejéastéji je vyuzivan
ve formé hydrogela [35].

Zelatina je piirodni, biokompatibilni bilkovina s nizkym imunogennim potencialem,
kterd ma dlouhou historii aplikaci v potravinarské, kosmetické, farmaceutické a lékarské
oblasti. Fyzikalni a chemické vlastnosti Zelatiny, zejména jeji hustota zesitovani, kinetika
degradace a vlastnosti gelu z ni ¢ini vhodny nosi¢ovy systém. V soucasné dob¢ je vyzkum
vyuziti Zelatiny v oblasti mediciny zaméten predevsim na enkapsulaci a cilené dodavani latek,
jako jsou protirakovinna 1é¢iva, proteiny a vakciny. Zelatina také vylepsuje vlastnosti 1¢¢iv,
napft. terapeutické ucinky, kinetické parametry degradace in vivo a snizuje jejich vedlejsi i¢inky
[36].

1.2.3. Syntetické biopolymery

Kyselina polymlééna je termoplasticky polymer patiici do rodiny a-hydroxykyselin.
Ziskava se jako produkt fermentace rostlinného skrobu z kukutice, cukrové titiny, brambor
a fepy. Polymer je poté syntetizovan piimou polykondenzaci kyseliny mlé¢né nebo polymeraci
dimeru laktidu s otevienim kruhu a za pouziti vhodného katalyzatoru [37]. Kyselina polymlé¢né
ma formu mikro¢astic nebo nanocastic. Mikrocastice lze snadno pfipravit, predevsim
technikami odpafovani rozpoustédla v emulzi a po odstranéni rozpoustédla ztvrdnou
a enkapsuluji hydrofilni nebo hydrofobni lé¢iva. Uvolovani 1é¢iva je fizeno predev§im
difdznimi mechanismy z nerozpustné matrice [38].

Polyethylenglykol (PEG) je polyether schvaleny pro rtzné aplikace v 1éCivech,
potravinach a kosmetice. PEG si ziskal svou oblibenost diky své vysoké flexibilité struktury,
biokompatibilité, netoxicité a vysoké rozpustnosti ve vodé [39]. Jednou z jeho vynikajicich
vlastnosti je takzvany ,,stealth-effect®, objeveny v roce 1990 na modifikovanych lipozomech,
ktery popisuje schopnost chranit molekuly proti nespecifickym interakcim s krevnimi slozkami
(napt. opsonizace). Kovalentni inekovalentni vazba PEG na makromolekuly se nazyva
PEGylace. Pti dodavani 1é¢iv muze byt PEGylace rozdélena do tii kategorii — pfipojeni PEG
Kk proteiniim, k malym molekuldm 1é¢iv a k jinym polymeriim, coz je ¢asto spojeno s tvorbou
nanonosi¢l. S pripojenim fetézci PEG se nékteré prospéSné vlastnosti tohoto polymeru
pfenaSeji na farmakologicky aktivni slouceniny, coz mize zlepSit dostupnost 1éciv
v biologickych  systémech, jejich farmakokinetiku a farmakodynamiku, ochranu

pted metabolickymi enzymy, snizit imunogenicitu a zpomalit renalni clearance. PEGylace ma
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také dvé velké nevyhody. Pii velkém mnozstvi ma tento polymer tendenci se hromadit
v organech, nebo miZe aktivovat imunitni odpovéd v organismu v dasledku aktivace

komplementu, coz muze vyustit v hypersenzitivni reakci a nasledné az v anafylakticky sok [40].

1.3. Nosic¢ové systémy z chitosanu a tripolyfosfatu

1.3.1. Chitosan

Chitosan je piirodni amino-polysacharid, ktery vznikad deacetylaci chitinu. Chitin je
druhy nejrozsitenéjsi polysacharid na zemi. Nejcastéji se vyskytuje jako slozka exoskeletu
koryst, hmyzu a mékkysia, nebo jako hlavni polymer bunéénych stén u nekterych hub a fas
[41].

Chitosan obsahuje jednu primarni aminoskupinu a dvé volné hydroxylové skupiny
pro kazdou stavebni jednotku C6 (Obr. 1). Diky volnym aminoskupindm chitosan nese kladny
naboj, proto reaguje s mnoha negativné nabitymi molekulami [42]. Tyto skupiny z n&j délaji
dobry chelata¢ni ligand schopny vazat senartuzné kovové ionty. Dale mohou byt
tyto aminoskupiny protonovany, coz zajiStuje rozpustnost chitosanu ve ziedénych kyselych
roztocich. Chitosan je nerozpustny ve vodé a ve vét§iné organickych rozpoustédel, naopak je
rozpustny ve vétSiné vodnych roztoku kyselin, jako je napf. kyselina octovd, citronova,

mraven¢i, mlééna a dalsi kyseliny, které maji pKa nizsi, nez 6,5 [43].

OH OH OH

HO

NH, NH, NH;

= -n

Obrazek 1: Chemicka struktura chitosanu [44]

Vlastnosti chitosanu

Tento polymer je idedlnim kandidatem pro nosi¢ové systémy, protoZe je netoxicky,
biokompatibilni, biologicky odbouratelny, méalo imunogenni a bioadhezivni. Navic je jeho
struktura podobna kolagenu, a proto muze byt pouzit k napodobeni extracelularni matrix.
Déle byly prokazany jeho bakteriostaticke, fungistaticke, hemostaticke,

vvvvvvvvvvv
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chitosanu, spoc¢iva v jeho schopnosti pfechodné oteviit tésna spojeni epitelu, a to jak ve formé
roztoku, tak nosice. To vede ke zvySeni permeace makromolekul pies dobfe organizované
epitely, jako je nosni, stievni, o¢ni, bukalni a plicni. Dalsi vlastnosti chitosanu, ktera zvysuje
zajem o tento polymer, je flexibilita jeho molekularni struktury, coz usnadiiuje chemické
modifikace, které se provadéji za ticelem dalSiho zlepSeni jeho vlastnosti, jako je rozpustnost
nebo mukoadheze. Chitosan Ize modifikovat vazbou na jeho hydroxylové nebo primarnimi
aminové skupiny. Lze tak vytvofit chitosan methylovany, thiolovany, karboxylovany,
PEGylovany a dalsi [45].

Jednou z nejcastéjSich modifikaci chitosanu je sulfatace, tedy zavedeni skupiny SOz
do struktury chitosanu. Sulfata¢ni ¢inidla mohou byt koncentrovana kyselina sirova, oleum,
anhydrid kyseliny sirové, oxid sirovy, kyselina chlorsirova a dalsi. Sulfatovany chitosan je
strukturné velmi podobny heparinu, proto ma potencial pro vyuZiti jako antikoagulacni ¢inidlo.
Poloha SOs  skupiny ovliviiuje ucinnost sulfatovaného chitosanu jako antikoagulancia,
N-sulfatovana forma chitosanu vykazovala 23% aktivitu heparinu a jeho O-sulfatovana forma
vykazovala 45% aktivitu heparinu in vitro. Sulfatace také zvySuje antimikrobialni aktivitu
chitosanu [46].

Molekulova hmotnost chitosanu je vyjadiena jako pramér vSech molekul ve vzorku a je
ovlivnéna zplisobem piipravy chitosanu [47]. Na zaklad¢ molekulové hmotnosti Ize chitosan
rozdé€lit na chitosan s nizkou, stfedni a vysokou molekulovou hmotnosti [48]. Molekulova
hmotnost komeréné dodavaného chitosanu se pohybuje mezi hodnotami 10 — 100 000 kDa [47].
Nejpouzivanéj$i a nejjednodussi metodou, kterou lze mefit molekulovou hmotnost, je
viskozimetrie. Dale 1ze tuto vlastnost uréit pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie,
osmometrie nebo rozptylu svétla. Molekulova hmotnost chitosanu dale ovliviiuje
jeho vlastnosti, jako je viskozita a rozpustnost [48].

Stupeni deacetylace je pomér glukosaminovych jednotek k N-acetylglukosaminovym
jednotkdm a je ovliviiovan podminkami deacetylaéni reakce. Nejcastéji se pohybuje v rozmezi
od 70 % do 95 % [47]. Stupen deacetylace ovliviiuje mechanické vlastnosti chitosanu.
deacetylace lze testovat pomoci spektroskopickych metod, jako je infracervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci, rentgenova difrakce a nuklearni magneticka rezonance [48].

V terapeutickych aplikacich jsou omezeni chitosanu zpisobena jeho sniZenou
rozpustnosti a zvySenim stupném bobtnani ve vodném prostredi. To nasledné vede k rychlému
uvoliovani 1é€iva. Napfiklad priichod chitosanu oblasti tlustého stieva je téméf neomezeny

kvuli jeho vysoké rozpustnosti v Kyselych zalude¢nich tekutinach, coz nékdy vede k prudkému
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uvolnéni 1éku v Zzaludku. Kromé toho mize spousta faktord ovlivnit jeho vlastnosti,
véetné nizké mechanické odolnosti, a neexistuje Zadna kontrola velikosti jeho hydrogelovych
porit a stupné zesitovani. Ackoli se mnoho vyzkumnikii pokouselo vyfesSit tato omezeni
prostiednictvim raznych vyrobnich metod, vlastnosti chitosanu nejsou zcela optimalizovany
[44].

Formy chitosanu

Mikroc¢astice a nanocastice jsou nejslibnéjsi z aplikacnich systémt pro slizni¢ni
dodavani 1é¢iv a antigenti. Oba nosi¢oveé systémy diky své velikosti a povrchovém néboji chrani
1é¢ivo pied enzymatickou degradaci, zlepSuji jejich penetraci pies slizni¢ni epitel, zvySuji
ucinnost l1é¢iva a snizuji jeho toxicitu [5].

Chitosanova nanovlakna o velikostech od 1 do 1000 nm, maji velky potencial v hojeni
ran. Chitosan mé vysokou strukturni podobnost s glykosaminoglykany, které jsou hlavnimi
slozkami extracelularni matrice, coz z n&j ¢ini nejvhodnéjsiho kandidata ptirodniho polymeru
pro matrice pro regeneraci tkani. Chitosan umoziuje vytvotreni silné hemostatické zatky
diky elektrostatickym interakcim mezi negativné nabitymi membranami ¢ervenych krvinek
a jeho kladn¢ nabitymi aminoskupinami. Podporuje také intracelularni mobilizaci vapenatych
iontd k usnadnéni adheze krevnich desticek, agregace a aktivace v misté poranéni. Je znamo,
ze chitosan sniZuje oxidacni stres a zvySuje antioxidacni aktivitu plazmy v lidském téle.
Chitosanova nanovldkna podporuji zmnozeni neutrofili a makrofagh v misté rany,
a tak podporuji zanét a reepitelizaci [49].

Hydrogely jsou materialy s trojrozmérnym uspotfadanim [50], které v nadbyte¢ném
mnozstvi vody bobtnaji a tim pojmou velké mnozstvi vody [51], aniz by ztratily svou strukturu
[50]. Charakteristickym rysem hydrogeld je schopnost ménit sviij objem a vlastnosti v reakci
na vné&jsi podnéty, jako je pH, teplota, iontova sila a elektrické pole [51]. Jejich vysoky obsah
vody, vysoka bezpe¢nost, nizka cena a vlastnosti pro uvolnéni 1é¢iv nebo tkanovou adhezi vedly
ke zvyseni pouziti v 1é¢ebnych terapiich, zejména jako systémy dodavani 1éCiv pro 1écbu
nadori [50]. Hlavni poptavka trhu s biomaterialy je v oblastech kardiovaskularnich implantatt,
ortopedickych implantatli, intravaskularnich katetrti, katetrii mocovych cest, obvazli na rany,
nitroo¢nich ¢ofek a biosenzord. Biokompatibilitu materidlu pro tato vyuziti lze zlepsit
potazenim materialti hydrogely s obsahem chitosanu [51].

Z chitosanu je mozné pfipravit mikrosférické Castice riznych velikosti. Kombinaci
mikrosfér a 1éciv se lze vyhnout pouziti organickych rozpoustédel a denaturaci antigennich

proteini. Chitosanové mikrosféry maji porézni strukturu, diky které jsou antigenni proteiny
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nejen adsorbovany napovrchu, ale mohou byt také zabudovany do wvnitiniho povrchu.
Tyto mikrosféry mohou fidit uvoliiovani proteinovych 1é¢iv a zvySovat absorpci antigenniho

proteinu [52].

1.3.2. Tripolyfosfat sodny

Tripolyfosfat sodny (TPP) (Obr. 2) je amorfni ve vodé rozpustny linearni
polyfosfore¢nan [53], vyrabény neutralizaci kyseliny fosfore¢né uhli¢itanem sodnym [54].
Tripolyfosfat je klasifikovan Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) jako obecnd
uznavand bezpetna latka a spolu sdalsimi polyfosfaty je schvalen pro pouziti
jako potravinaisky doplnék. V USA a v Evropé ho nalezneme v $iroké $kale potravin v¢etné
ovoce, napoji, masa a moiskych plodd, a to samostatné, nebo v kombinaci s jinymi fosfaty.
Tripolyfosfat je na etiketach identifikovan kodem potravinaiské piidatné latky E451 a je
schopen puisobit jako pufr, emulgator a sekvestrant [55].

Ve farmaceutické technologii tripolyfosfat vzbudil zvlastni zajem jako slozka nano-,
submikro- a mikro¢asticovych systémi chitosanu [55]. V roce 1989 Bodmeier et al. [56] poprvé
popsali enkapsulaci 1é¢iva ionotropni gelaci v duasledku tvorby intermolekularnich
a intramolekularnich  pficnych vazeb kladné nabitého chitosanu a polyaniontového
tripolyfosfatu. Mezi hlavni vyhody této metody patii jednoduchost, netoxicita a Vyvoj

pii pokojové teploté a bez pouziti organickych rozpoustédel [55].
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Obrazek 2: Chemicka struktura tripolyfosfatu sodného [57]
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1.3.3. lonotropni gelovaténi
lonotropni gelovaténi biopolymert si ziskalo oblibu védcu kvuli své schopnosti tvorby
biokompatibilnich systému [58], jako jsou gelové kulicky, mikro-, submikro- a nanocastice,

hydrogely a vlakna [59] pro pouziti v biomedicinské oblasti. Tato metoda vyuziva
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elektrostatickych interakci, ke kterym dochézi mezi polyionty a opacné nabitymi specifickymi
sitovacimi Cinidly v definovaném rozsahu koncentrace a/nebo pH. lonotropni gelovaténi
vyzaduje mirné reak¢éni podminky, nicméné jemna regulace rychlosti gelovaténi je narocny
ukol, a to kvuli velmi rychlému samovolnému sitovani mezi polymerem a sitovacim ¢inidlem
[58].

Chitosan gelovati pridanim tripolyfosfatu do jeho kyselého roztoku, po kapkéch
a za stalého michani (Obr. 3). Oproti zdlouhavym postuptim zesit'ovani je ionotropni gelovaténi
nenaro¢ny proces [59]. Tripolyfosfat sodny je polyaniont a mize interagovat pomoci
elektrostatickych sil s chitosanem, ktery pisobi jako kationt. V kyselych roztocich je
jednoducha vazba NH; molekuly chitosanu protonizovana zavzniku NHs* iontu,
ktery interaguje s tripolyfosfatem za vzniku sférickych c¢astic [60]. Hustota zesit'ovani,
krystalinita a hydrofilita zesitované¢ho chitosanu umoznuje modulaci uvoliiovani léciva
a rozsifuje rozsah jeho potencialnich aplikaci pii dodavani 1é¢iv [61].

Chitosan muze kromé tripolyfosfatu gelovatét i s dalSimi Cinidly, jako je naptiklad nize
uvedeny polykaprolakton, nebo sirany. Borges et al. [62] piipravili ¢astice z chitosanu a siranu
sodného potazené alginatem s enkapsulovanym rekombinantnim povrchovym antigenem

hepatitidy B pro oralni vakcinaci [62].

roztok tripolyfosfatu
. ‘ 1 ¥ roztok chitosanu

submikrocéastice CS/TPP

Obréazek 3: lonotropni gelovaténi ¢astic CS/TPP, upraveno dle [63]

27



1.3.4. Lécba malignit

Lécba malignit je v souCasné dobé zaloZzena na pouziti cytotoxickych
chemoterapeutickych 1é¢iv, jejichz ucinek je navrzen tak, aby pfimo poskozoval DNA
smrt, jak nadorovych bunék, tak zdravych bunék. Neschopnost protinadorovych 1é¢iv
adekvatné odlisit maligni burniky od zdravych pfedstavuje hlavni omezeni v 16¢bé malignit [64].

Cannava et al. [64] piipravili nanocastice chitosanu a tripolyfosfatu potazené kyselinou
hyaluronovou s enkapsulovanym vinblastinem. Kyselina hyaluronové je ptirodni polymer,
ktery je internalizovdn builkami pomoci aktivniho transportu transmembranovym
glykoproteinem CDA44. Tyto receptory jsou pfitomny ve velkém mnozstvi bunék, jako jsou
makrofagy a lymfocyty, ale jsou nadmérné exprimovany i v mnoha typech rakovinnych bunék,
a proto predstavuji vhodny marker pro zacileni nddoru. Z tohoto divodu mohou nosic¢ové
systemy, které vystavuji kyselinu hyaluronovou na povrchu, zvysit intracelularni akumulaci
lé¢iva, konkrétné v rakovinnych bunikach nadmérné exprimujicich CD44. Tim se Ize vyhnout
vaznym vedlej$im ucinktim souvisejicim s 1é¢bou rakoviny. Vinblastin je alkaloidni Iek, ktery
vykazuje cytotoxickou aktivitu a zastavuje buné¢ny rust v metafazi vazbou na mikrotubularni
proteiny mitotického vieténka. Nejcastéji je pouzivan jako farmaceuticka strategie proti riznym
typam malignit, jako je leukémie, Hodgkinv lymfom, nemalobunéény karcinom plic, rakovina
prsu a dalsi [64].

K vyhodnoceni protirakovinného ucinku téchto ¢astic byly provedeny in vitro studie
na burikach lidské myeloidni leukémie K-562. Tato studie prokédzala vyznamnou schopnost
nanocastic vazat se na CD44 transmembranové receptory exprimované na bunéénych povrsich
K-562. Nanocastice byly zcela internalizovany béhem 6 hodin a byla registrovana 60%
umrtnost bunék. Byla tedy vyslovena hypotéza, ze Castice z CS/TPP potazené Kyselinou
hyaluronovou s enkapsulovanym vinblastinem maji protirakovinny té¢inek a vedlejsi ucinky

1é¢iva byly v dusledku pouziti nanocastic snizeny [64].

1.3.5. Slizni¢ni vakciny

V soucasnosti existuje vakcinace proti vice nez 25 onemocnéni [65]. Slizni¢ni forma
vakciny je dostupna pouze proti péti z nich, a to konkrétné proti biiSnimu tyfu, cholefe, obrné
a rotaviram, které jsou podavany peroraln¢ a proti chiipce, ktera je podavana ve formé nosniho
spreje [66]. Vétsina vakcein se podava intramuskularni cestou, ktera ma urcita omezeni. Obvykle
maji svaly malo antigen prezentujicich bungk, véetné dendritickych bun¢k a makrofagt [67]

a podani tou to cestou je bolestivé a invazivni.
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Intranazalni cesta pro podani vakciny naopak nabizi n¢kolik vyhod, jednou z nich je
bezbolestna a neinvazivni cesta podani. Antigenem aktivované imunitni buniky v nosni
lymfoidni tkani se bézné také nachdzeji i v lymfoidnich tkani souvisejicich s hrtanem
a priaduskou a uplatiiuji své obranné aktivity v téchto hlavnich mistech pisobeni chiipkove
infekce [68]. Makrofagy pohlti vakcinu, béhem jejich migrace do lokalnich lymfatickych uzlin
se stanou se zralymi a prezentuji antigen T buiikdm pro indukci lokalni imunitni odpovédi [69].

Chitosan je atraktivni prostiedek pro intranazalni podavani vakciny.
Diky jeho mukoadhezivnim vlastnostem by mohla byt pickondna mukociliarni clearance,
¢imz by byla prodlouzena doba setrvani slozky vakciny na nosni sliznici. Chitosan podporuje
paracelularni transport antigenu nosni sliznici. Slouzi jako imunopotenciaéni ¢inidlo ke zvySeni
imunogenicity a t¢innosti vakciny. Krom toho anotovana data prokazuji, ze chitosanove
nanocastice indukuji jak slizni¢ni, tak systétmové imunitni reakce na zachyceny antigen
po intranazalnim podéani vakciny [67].

V  soucasnosti dostupné slizni¢ni vakciny proti chiipce jsou vyrobeny
bud’ z inaktivovanych celych vird, nebo z virovych podjednotek. Ve studii, kterou vedl
Sawaengsak [67] byly nanocastice z chitosanu a tripolyfosfatu pouzity k enkapsulaci
hemaglutininu pro stépnou vakcinu proti chiipkovému viru. Technika ionotropniho gelovaténi
je postup bez pouziti organického rozpoustédla a tepla, je tedy vhodny pro citlivé molekuly,
jako je vakcinaéni chiipkovy antigen hemaglutinin pouzity v této studii [67].

Zavedené nanocastice z chitosanu a tripolyfosfatu s enkapsulovanym hemaglutininem
v této studii mély kladny povrchovy naboj 21,93 mV, coz poukazovalo na vhodnou vlastnost
pro intranazalni aplikaci vakciny. Kladné nabité nanocastice byly navdzany k zaporné nabitym
glykoproteinim hlenu a také k dendritim nékterych dendritickych bunék, které vycnivaji
pfes paracelularni spojeni epitelialnich bunék. Byla prokdzéna vyssi imunogenicita
téchto nanocastic s hemagutininem  $tépené  vakciny, oproti  §tépené  vakcing
pouze s hemaglutininem. Déle byla proké&zana vyssi u¢innost ochrany proti nizkym i vysokym
expozicim vysoce virulentnim virem chfipky u vakcinaniho antigenu enkapsulovaného
v ¢asticich, nez u vakciny s volnym hemaglutininem [67].

Celkové vysledky ukazaly, Ze nano¢asticovy nosi¢ vyrobeny v této studii je vhodnym
transportnim vehikulem a adjuvans, které nejen zvysilo imunogenicitu vakciny proti chiipce,
ale také zvysilo ochranu zapouzdieného antigenu vakciny. Celkové vzato, nanocastice
vynalezené v této studii jsou ucinnym a bezpeénym transportnim vehikulem a adjuvans

pro testovanou vakcinu proti chiipce [67].
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1.4. Nosic¢ové systémy z chitosanu a polykaprolaktonu

1.4.1. Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL) je semikrystalicky, vysoce elastomerni, hydrofobni
a biodegradabilni polymer charakterizovany skelnym piechodem pti -60 °C a bodem tani
pii +60 °C. Je syntetizovan polymeraci s otevienim kruhu e-kaprolaktonu. FDA schvélila
Polykaprolaktonjako biokompatibilni polymer pro vyrobu implantovatelnych zafizeni.
Jedna se o0 pomalu se rozkladajici polymer, ktery obvykle vyzaduje 2 az 3 roky pro svou uplnou
degradaci. Proto je ¢asto pouzivan jako kopolymer s jinymi degradovatelnymi polymery,
jako je napt. polyester [70]. Ve zdravotnictvi se PCL vyuZziva v podobé nano¢astic, nanovlaken,
filmt nebo skafoldi. Nanocastice a nanovldkna jsou zkoumany pro léébu rakoviny
a tenkovrstve filmy byly ptivodné vyvijeny pro 1é€bu o¢nich onemocnéni [71]. Skafoldy z PCL
se vyuzivaji pro rekonstrukci kosti, chrupavek i kostni tkané [72]. V soucasné dobé se vyvoj
nosicovych systému z PCL rozsifuje na dalsi aplikace, jako je systémova preexpozi¢ni

Prace s polykaprolaktonem ssebou nese jistd Uskali. Soucasné vyrobni techniky
nanonosici zalozenych na PCL, jmenovité extrakce ¢i odpafovani emulzniho rozpoustédla,
separace fazi a suseni rozprasovanim bohuzel dosahuji nizkych ucinnosti. Dal$i prekazkou je
nutnost pouziti organickych rozpoustédel jako je methylenchlorid, methanol, aceton,
ethylacetat a dalsi béhem procesu vyroby nosi¢ovych systémi. Organické latky piedstavuji
vyznamné toxikologické problémy v klinické aplikaci, pokud nejsou z nosi¢ovych systému

odstranény [72].
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Obrazek 4: Chemicka struktura polykaprolaktonu [70]
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1.4.2. Nanodastice

Nanocastice z CS/PCL jsou zkoumany pro jejich velky potencial nosi¢ového systému
l6¢iv pii 16¢b& na rakoviny. Uspésna byla enkapsulace I1é¢iv, jako napf. cisplatina, doxorubicin
a gentamicin sulfat [72].

Vétsina v soucasnosti dostupnych protirakovinnych latek se v ob&hu vyskytuje velmi
kratkou dobu a ma nedostate¢nou rozpustnost ve vodé, proto je jejich terapeutickd G¢innost
do ur¢ité miry omezena. Dosud se pro chemoterapii pouzivaji ruzné typy syntetickych
a ptirodnich protirakovinnych 1é¢iv. Z mnoha pfirodnich 1é¢iv pro 1é¢bu rakoviny pfitahuje
pozornost védct kurkumin, protoze muze senzibilizovat rakovinné buiiky a vyvolat apoptozu
rakovinnych bunék [73].

Zhou et al. [73] vyvinuli galaktosylované ¢astice z CS/PCL s kurkuminem jako systém
dorucovani 1é¢iv pro 1éEbu nadord jater. Nanocastice byly galaktosylovany z divodu dosazeni
specificity cilené na hepatocyty. Tyto nosi¢ové systémy byly testovany na bunécné nadorové
linii HepG2. Bylo zjisténo, ze protirakovinnd aktivita kurkuminu zachyceného uvnitf
nanocastiCc byla zachovéana. U tohoto lé¢iva byla prokdzana pozoruhodné zvySena schopnost
indukovat apoptozu senzibilizovanych bunék HepG2. Po dobu 72 hodin byla rychlost apoptozy
bun¢k HepG2 az Sestkrat vyssi nez pii 1écbeé volnym kurkuminem. Galaktosylované Castice
z CS/PCL se zachycenym kurkuminem jsou tedy vhodnym nosi¢em pro 1é¢bu nadort jater
[73].

1.4.3. Nanovlékna

Polykaprolaktonova nanovlédkna vykazuji kromé biokompatibility dalsi vynikajici
vlastnosti, v¢etné mechanickych vlastnosti a velké plochy. Jsou dobfe transformovatelna
do riznych tvar, dlouhodobé zadrzuji 1éCivo a umozinuji kontrolu jeho uvoliovani.
Tyto vlastnosti jsou klicové pro lokalni dodavani protirakovinnych latek k eliminaci recidivy
nadori a urychleni regeneraci tkani béhem nebo po 1é¢bé a po resekci tumoru. Pro zlepSeni
vlastnosti nanovldken z PCL byly v ruznych studiich smichany roztok PCL a roztok CS.
U takto ptipravenych nanovlaken byly uvedeny zlepsené vlastnosti, jako napt. jejich rychlejsi
biologicka odbouratelnost, vy$si mukoadhezivni vlastnosti a snazsi adsorpce k bunkam [74].

Ahmady et al. [74] ptipravili alginatové nanocastice s enkapsulovanym kapsaicinem.
Déle byla metodou elektrostatického zvlaknéni vyrobena nanovlakna z CS/PCL v ruznych
pomeérech pro potaZeni nanocastic nanovlakny a byl zkouman jejich potencial jako nosi¢ového
systému pro lé¢bu rakoviny. U tohoto nosi¢ového systému byla prokézana velmi vysoka

hydrofilita a doba potfebna pro uvolnéni 1é¢iva byla ¢&tyfikrat prodlouzena. Uginky
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téchto systému byly testovany v podobé testu bunécné viability lidskych dermalnich fibroblasth
a testu indukce apoptozy v bunééné linii karcinomu prsu MCF-7, které byly vyhodnoceny
pomoci MTT testu. Vysledky téchto testd potvrdily biokompatibilitu fyziologické testované
bunééné linie, stejné jako vyznamnou cytotoxicitu proti testované rakovinné bunééné linii.
Alginatové Castice s enkapsulovanym kapsaicinem potazeny CS/PCL nanovldkny mohou byt

pouzity jako dlouhodob¢ plisobici a lokalné cileny nosi¢ovy systém v 1ébé rakoviny [74].

1.4.4. Skafoldy

Kromé cileného dodavani 1é¢iv je polykaprolaton také Siroce Vvyuzivan v oblasti
tkanového inzenyrstvi k poskytovani specifické mikroarchitektury a in vivo mechanicke
podpory pro regeneraci poskozenych bunék nebo tkani. V dne$ni dob¢ je snaha zkombinovat
funkce cileného dodavani 1é¢iv a skafoldu [72].

Diky nizké teploté tani, mechanickym vlastnostem, biokompatibilité¢ a rozlozitelnosti
je PCL vhodna latka pro 3D tisk skafoldi. Jeho zaclenéni do tkané je ovSem obtizné, proto je
vhodné jeho kombinace s pfirodnimi hydrogely, jako je napftiklad chitosan, kolagen, kyselina
hyaluronova, alginat a dalsi [75]. Bez této upravy také mize dojit ke slabé enkapsulaci
nebo pied¢asnému uvolnéni 1é¢iva [76].

V dnesni dob¢ se pro lokalni 1é¢bu infekei v kostech pouzivaji jako nosice antibiotik
mikrosféry polymetakrylatu, oznacované také jako kostni cement. Tento material uvoliuje
1é¢ivo velmi pomalu a neni v té€le odbouravan, tudiz je nutné ho chirurgicky odstranit po dvou
az tfech tydnech od implantace. Lopez-Gonzélez et al. [75] v preklinické studii navrhli novy
hybridni 3D tistény skafold na bazi hydrogelu z CS/PCL s enkapsulovanym antibiotikem
vankomycinem jako nosiovy systém pro lokalni 1écbu chronickych kostnich infekci.
Tyto skafoldy byly shledany jako biokompatibilni a bioaktivni. Po testu na mezenchymalnich
kmenovych burikach z lidské kostni dfeng, které nevykazovali zadné funkéni zmény, byla
prokazana netoxicita tohoto nosi¢ového systému. Zkoumané nosiCe také vykazovaly
antimikrobidlni aktivitu proti bakteriim Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis,
které jsou povazovany za patogeny, jenz nejCastéji zapiic¢inuji kostni infekce. Vyvinuty
nosicovy systém by tedy mohl byt uzite¢ny pro dosazeni fizeného a uc¢inného lokélniho
uvolnovani vankomycinu, ale k potvrzeni jsou zapotiebi dalsi preklinické studie in vivo

na zvifecich modelech [75].
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1.5. Vazba proteint K nosi¢im

1.5.1. Adsorpce

Adsorpce je proces, kdy se molekula nebo iont pfitomny v plynném nebo kapalném
skupenstvi, ptilne k povrchu pevné latky nebo kapaliny. Jde o povrchovy proces, to znamena,
Ze adsorbovana latka nedifunduje do struktury povrchu [77].

Lze definovat dva druhy adsorpce, a to fyzikalni a chemickou adsorpci. Béhem fyzikalni
adsorpce latka ptilne k povrchu v disledku Van der Waalsovych sil, jedna se tedy o pfitazlivé
sily v diisledku slabych elektrostatickych interakci mezi molekulami. O chemickou adsorpci
se jednd, pokud je latka na povrchu vdzana chemickou vazbou, nejcastéji kovalentni vazbou
[77].

Adsorpce proteini na povrchy je v téle bézny jev, protoze je Casto prvnim krokem
v mnoha biologickych procesech, jako je napf. transmembranova signalizace nebo kaskéda
koagulace krve. Bohuzel v téle dochazi také k patologické adsorpci, napt. adsorpce proteinu
na rizné povrchy mize vyvolat adhezi ¢éstic, bakterii nebo bunék, které mohou podporovat
zanétlivé kaskady, coZz mize mit negativni dopad na zdravi pacienta [78]. Dalsi nezadouci
adsorpce miize nastat, pokud se proteiny adsorbuji na implantat a vyvolavaji imunitni reakce
[79].

Podminky, za kterych se provadéji experimenty s adsorpci proteind, maji rozhodujici
vliv na adsorp¢ni chovani. Parametry, které ovliviiuji adsorpci nejvice jsou teplota, pH, iontova
sila a slozeni pufru [78].

Teplota ma vliv jak na rovnovazny stav, tak na kinetiku adsorpce bilkovin. Pfi vyS$Sich
teplotach se mnozstvi adsorbovaného proteinu se zvysuje. Pfi ohfati smési je zvySena rychlost
pohybu molekul, a tedy i proteinu, ktery se pak rychleji a castéji dostavd do kontaktu
s povrchem sorbentu [78]. Kdyz jsou proteiny vystaveny zvySenym teplotam, dochazi ke zméné
jejich konformace. Tento jev je zddany, pokud je pfi zméné konformace obnazeno vazebné
misto proteinu. Nicméné muze dojit k nevratné konformacni zméné a tim i ke ztraté
specifickych funkei proteinu. Tato teplota pfechodu se ukézala byt dilezitym ukazatelem
tepelné stability proteinu a miize se mezi proteiny lisit [79].

pH urcuje elektrostaticky stav proteinti. Pokud hodnota pH odpovida izoelektrickemu
bodu (pl) proteinu, poéet zapornych a kladnych naboji je v rovnovaze a molekula je neutralni.
V tomto ptipadé je vzajemné elektrostatické odpuzovéani proteinii minimalizovéno,
coz zapri¢intuje vyssi hustotu adsorbovanych proteini na povrchu [78]. Pokud je pH nizsi,

nez je pl, proteiny jsou nabity kladné. Pokud je pH vyssi, neZ je pl, proteiny jsou nabity zdporné
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[80]. Pokud protein a substrat nesou opacné naboje, rychlost adsorpce je vysoka, protoze jejich

elektrostaticka pritazlivost urychluje migraci smérem k povrchu [78].

1.5.2. Zachyceni

Zachyceni (z anglického entrapment) je metoda imobilizace, kdy jsou biomolekuly,
¢1 buiiky zachyceny ve struktuie nosic¢e [81]. Tato metoda tedy vyzaduje syntézu polymerniho
nosi¢e v piitomnosti zachycovaného proteinu [82]. Protein je obklopen monomernimi
jednotkami nosice, které v jeho piitomnosti polymeruji a tim ho uzaviraji do mfizky.
Na stabilizaci proteinu v matrici se podileji bud’ nekovalentni, nebo kovalentni vazby [83, str.
37].

Mezi nejpouzivangj$i zplsoby zachyceni patii ionotropni gelovaténi, zelatinace
vyvolana teplotou a organicka polymerace [84]. Jako nosi¢ové systémy jsou nejvhodnéjsi gely,
vladkna nebo mikrokapsle, které mohou byt z alginatu, kolagenu, zelatiny, polyakrylamidu,
silikonového kaucuku, polyuretanu a dal§ich. Dilezitou roli v procesu zachyceni hraje porozita
nosice. Pokud jsou pory mal¢, zachyceni proteinu je problematické, az nemozné a lze provést
pouze adsorpci proteinu. Pokud jsou pory naopak piili§ velké, protein je z ¢astic uvolnovan
predCasné [81]. Mezi vyhody zachyceni v polymerni siti patfi ochranu proteinu,
Ktery po zachyceni neni v ptimému kontaktu s prostiedim, zlepSeni jeho stability a snizena
Sance na denaturaci a vyluhovani [82]. Nevyhody tohoto typu imobilizace jsou omezeni difuze,

abraze nosného materialu béhem pouzivani nebo nizka nosnost matrice [81].

1.5.3. Enkapsulace

Enkapsulaci Ize definovat jako technologii baleni pevnych, kapalnych nebo plynnych
materiald do tenkych polymernich povlaku, které tvofi malé ¢astice zvané mikrokapsle [81].
Enkapsulované latky se volné vznaseji v prostoru jadra, ale jsou omezeny semipermeabilni
membranou z polymerd, ktera je izoluje od prostiedi [85]. Enkapsulovat 1ze mikroorganismy,
zivé bunky 1 multienzymové systémy [81]. Latka mize byt enkapsulovana z mnoha diivodd,
jako je napf. ochrana reaktivniho materidlu pfed jeho prostfedim, bezpe¢nd a pohodlna
manipulace s materialy, které jsou toxické nebo Skodlivé a z davodu modifikace fyzikalnich
vlastnosti 1é¢iva [86].

Spravna volba materidlu mikrokapsli je velmi dualezitd, protoZze ovliviiuje Gc¢innost
enkapsulace a stabilitu systému. Idedlni material stény mikrokapsle nesmi reagovat s jadrem,
m¢él by mit schopnost udrzet jadro uvnitt kapsle a m¢l by poskytnout maximalni ochranu jadra

pted vlivy prosttedi. VéEtSina materidl vSak nema vSechny tyto pozadované vlastnosti a v bézné
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praxi je nutno smichat dva nebo vice materiali. Vhodné polymery pro enkapsulaci jsou $krob,
celuloza, chitosan, alginat, Zelatina a dalsi [85].
pory moc velké, dojde k uvolnéni jadra predcasné. Dale uvolnovani ovliviiuji faktory, jako je
tékavost jadra, pomér mezi materidlem jadra a stény, velikost ¢astic a stupeii viskozity materialu
stény [86].

V kinetickych studiich uvoliiovani 1é¢iv in vitro jsou nejcastéji zkoumany
2 mechanismy — difGze a eroze. Béhem procesu difuze je 1é¢ivo uvoliiovano po koncentra¢nim
gradientu piimo pfes sit’ polymeru, nebo prochazi skrz pory ¢astic, aniz by byla naruSena jejich
struktura. Proces eroze lze rozlisit na povrchovou a objemovou erozi. Béhem povrchové eroze
dochazi k degradaci povrchu polymeru, béhem které je uvolnéno 1é¢ivo. Rychlost eroze je
tedy vétsi nez pfitok vody do Eastic, coz je vhodné pro dodavani 1ékd, které nesméji ptijit
do kontaktu s vodou. Kinetika povrchoveé eroze je snadno kontrolovatelna a reprodukovatelna.
Béhem objemové eroze voda pronikd do objemu polymeru, coz méa za nasledek homogenni
degradaci celé castice. Rychlost, kterou voda pronikéd do jadra, je vétsi nez rychlost eroze,
proto je vysoce pravdépodobné, Ze polymery uvniti hmoty budou hydrolyzovany. Objemova

eroze je mén¢ predvidatelna nez povrchova eroze a nechrani Iéky kontaktem s vodou [87].

1.5.4. Epitelialni ristovy faktor a hojeni ran

Epitelialni rastovy faktor (EGF) je polypeptid o velikosti 6 kDa sestavajici se z 53
aminokyselinovych zbytki a tii intramolekularnich disulfidovych mustka [88]. Byl detekovan
v ruznych télesnych tekutinach, jako jsou sliny, matefské mléko, plodova voda, mo¢, plazma
a stievni tekutina. EGF hraje dilezitou roli v regulaci buné¢ného ristu, migrace, apoptozy,
proliferace a diferenciace bunék [89]. Toho je docileno navazanim EGF na jeho receptor EGFR
na riznych tkanich. EGFR, je transmembranova receptorova tyrosinkinaza typu I. Po navazani
EGF na receptor EGFR vznikaji homo-, ¢i heterodimery s jinymi ¢leny rodiny EGFR/ErbB.
Takto jsou aktivovany vnitini tyrosinkinazy, jejichz zakoncentrovani vede k aktivaci signalnich
drah, které ovliviiuji bunécnou proliferaci, diferenciaci a dal$i vySe uvedené biologické
procesy. Regulace této signalizacni drahy je dulezita, jak v normalnim vyvoji, tak v reparaci
patofyziologickych stavi, jako jsou napt. regenerace tkané vcetné¢ hojeni viedii ¢iran,
regenerace tkan¢ po ischemickém-reperfuznim poskozeni a dal$i. Déle bylo prokazano, ze EGF
S jinymi rustovymi faktory vyvolava synergické ti¢inky na expanzi kmenovych bunék. Toho Ize

docilit pomoci kombinované terapii nebo prostiednictvim EGF iniciované upregulace jinych
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rustovych faktord, jako je vaskularni endotelidlni ristovy faktor, ristovy faktor hepatocyti atd.
EGF je také sam o dobg¢ silny regulator kmenovych bun¢k v riznych tkanich, jako jsou neuralni
kmenové buiiky, zarodeéné kmenové buiiky, kmenové bunky myokardu, mezenchymalni
kmenové burnky, keratinocytové kmenové buriky a dalsi [90].

Regenerace ran zistava aktivnim polem vyzkumu v oblasti regenerace kiize a tkanového
inzenyrstvi. Kize je nejvetsi fyzickou bariérou proti vnéjsim sildm, k jejiz poranénim muiize
dojit v dusledku ndhodnych poranéni, resekce naddoru, diabetickych viedt a dalSich. Poranéni
ktze vyzaduji rychlou léébu a mohou zvysit pravdépodobnost infekce, invalidity a smrti,
protoze exponovana podkozni tkan je citlivd na mikrobidlni kolonizaci. Zpozdéni hojeni
zvySuje potiebu dalSich 1écebnych opatieni. Béhem 1éCby rany je vyzadovéana Castd vymeéna
obvazii, aby se pacienti vyhnuli infekci, jejiz riziko pfetrvavd, dokud kize neobnovi
svou bariérovou funkci. V reakci na chronické trauma mohou riizna poskozeni, v¢etné stresu,
Spatného prutoku krve a otokt, branit hojeni [91].

Hojeni koznich ran zacind bezprostfedné po poranéni a skladd se z nckolika
ptekryvajicich se fazi: hemostaza, zanét, proliferace a remodelace. Tyto faze probihaji
diky dobtfe organizované interakci mezi riznymi typy bunék, véetné krevnich desticek,
keratinocytt, fibroblastii, endotelidlnich bunék a makrofagi [92]. Keratinocyty, hlavni bunécna
slozka epidermis, jsou rozhodujici pro reepitelizaci rany. Za normalnich podminek je kozni
systém tvofen nékolika vrstvami keratinocytl, které vytvaii fyzickou bariéru mezi prostfedim
a organismem, a tim chrani télo pfed vné&j$imi Ciniteli a patogeny. Jakmile dojde k poranéni,
keratinocyty podstoupi procesy migrace, proliferace a diferenciace, aby byla zachovana
integrita kozni bariéry. Mezi stimuly, které podnécuji aktivaci keratinocytli, patii rlstoveé
faktory véetné EGF, cytokiny a chemokiny [92]. Kromé toho EGF nejen podporuje tvorbu
granulacni tkané, ale také stimuluje motilitu fibroblastl, kterd indukuje adhezivni vlastnosti
mezi buitkami, ¢imZ vylepSuje proces ¢asného uzavieni rany [93]. Epidermalni ristovy faktor
je jednim z nejlépe charakterizovanych rustovych faktort pii hojeni koznich ran [92].

V procesu hojeni akutnich ran je EGF sekretovan hlavné krevnimi destickami,
makrofagy a fibroblasty a je zvySena jeho produkce béhem kratké doby po poranéni. [92].
Naopak v procesu hojeni chronickych ran nastdva snizeni produkce EGF a jeho receptoru.
Jednim z duvodt je chybna lokalizace EGFR v cytoplazmé keratinocytd namisto v jejich
membrané. To pravdépodobné piispiva k inhibici reepitelizace [90].

Utinek EGF na hojeni ran je zavisly na konecntraci. Bylo prokazano, Ze pii vyssi
davkach EGF je dosazeno vys$si rychlosti hojeni. Vyssi davky EGF vSak vyvolavaji otazky

bezpecnosti, protoZe opakovana aplikace EGF mize vyvolat hyperplazii a hypertrofii koZznich
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keratinocytt a fibroblasti, a také podpofit angiogenezi, coZz miZe zejména
U imunosuprimovanych pacientl predisponovat k rozvoji rakoviny. Dosavadni klinické Gdaje
vSak ukazaly, ze 1é¢ba EGF je dobfe tolerovana a nejsou pozorovany zadné vyznamné
nezadouci ucinky [90].

Podavani EGF jako Iéku s sebou nese dva velké problémy. Prvnim z nich je jeho vysoka
cena. Druhym je kratky polocas rozpadu a nizka stabilita EGF, proto je pro t¢innou 1écbu
vyzadovano vicenasobné podani. K piekonani téchto nevyhod se vyzkumnici zaméfili na vyvoj
nosi¢ovych systému S adsorbovanymi, enkapsulovanymi ¢i zachycenymi rastovymi faktory
[8].

Li et al. [91] pfipravili nanocastice z CS/TPP s kurkuminem, na které byl adsorbovéan
EGF. Hydrodynamicka velikost ¢astic byla 210 nm, polydisperzni index byl 0,21, zeta potencial
odpovidal hodnoté¢ 12,82 mV a Gc¢innost adsorpce proteinu byla 35,94 %. EGF navazany
na submikrocasticich vykazoval vynikajici prolifera¢ni ucinky pro fibroblasty a v rozmezi
koncentraci 0-500 pg/ml vuci fibroblastim nevykazoval toxicitu. Antibakterialni aktivita
kurkuminu vi¢i kmenim Staphylococcus aureus a Escherichia coli byla zachovana. Piipraveny
systém byl tedy bezpeény, netoxicky a vykazoval antibakterialni vlastnosti. Na potkanim
modelu byly chirurgicky vytvofeny rany 0 priméru 2,5 cm do hloubky 2 mm, tedy az do dermis.
Na rany byly jednou denné nastiikem aplikovany 2 ml nanocastic s 0,8 mg kurkuminu a 2 pug
EGF. Dvanécty den této 1écby byly rany uzavieny z 98 %. Histologicka analyza také potvrdila
zmény v expresi vaskularniho endotelialniho rustového faktoru, vyssi trovenn angiogeneze,
snizenou infiltraci zanétlivych bunck a zvySené ukladani kolagenu, coz urychlilo reepitelizaci.
Pfipravené nanocastice byly bezpeéné a netoxické s prokazanymi léCebnymi G¢inky a mély
potencial pro hojeni a 1é¢bu koznich ran zpisobenych resekci nadoru, cukrovkou i nahodnymi

poranénimi [91].
1.6. Charakterizace submikrocéastic

1.6.1. Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla, také znamy jako fotonova korelacéni spektroskopie,
umoznuje neinvazivni a nedestruktivni detekci Castic ve velikostnim rozmezi od nanometrii
az po mikrometr v priméru. Je to Siroce rozsifena technika v biologickych védach a je
pouzivana pro posouzeni velikosti ¢astic [94].

Castice, emulze a molekuly v suspenzi podléhaji Brownovu pohybu. Vlivem tepelného

pohybu dochézi ke srazkam cCastic a jejich smér a sila jsou ndhodné. BEhem méfeni jsou Castice
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ozafeny laserem pod uréitym Uhlem a je detekovano svétlo rozptylené Casticemi. Intenzita
rozptyleného svétla viak kolisa v diisledku Brownova pohybu ¢astic. Cim mensi &astice je,
tim rychleji se pohybuje a tim rychleji kolisd intenzita rozptyleného svétla. Analyza
téchto fluktuaci intenzity poskytuje Udaj o rychlosti Brownova pohybu a tim i velikosti ¢astic
[95]. Pomoci této metody lze méfit hydrodynamickou velikost, polydisperzni index a zeta
potencidl.

1.6.2. Hydrodynamicka velikost

Velikost a tvar ¢astic hraji dulezitou roli pfi pfenosu genu do bun¢k a také vyznamné
ovliviiuji distribuci Castic v téle. Obecné plati, Ze mala velikost a velky povrch Castic miize
vést k jejich agregaci, coz ztézuje manipulaci s ¢asticemi v kapalné i suché formé¢ a také vede
k omezenému naplnéni 1é¢iva a jeho prudkému uvoliovani. Tyto praktické problémy musi byt
ptekonany diive, nez mohou byt ¢astice klinicky pouzity [96].

Velikost ¢astic 1ze méfit n€kolika technikami. Metodou dynamického rozptylu svétla je
méfena hydrodynamicka velikost (DLS), coz je hydrodynamicky pramér ¢astic, ktery odpovida
priméru koule o stejném difuznim koeficientu jako ma méfena Castice. DLS prezentuje
zdanlivou velikost dynamické hydratované ¢astice zahrnujici jak rozpoustédlové, tak tvarové
efekty [97].

Na podobném principu jako DLS pracuje metoda ,,nanoparticle tracking analysis*
(NTA). Tato technika kombinuje laserovou mikroskopii s rozptylem svétla s kamerou,
Kterd umoziuje vizualizaci a zdznam nanocastic v suspenzi. Software NTA je pak schopen
identifikovat a sledovat jednotlivé nanocastice pohybujici se Brownovym pohybem a spojuje
pohyb s velikosti ¢astic podle Stokes-Einsteinovy rovnice [98].

Velikost Castice také lze méfit pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM).
Elektronovy mikroskop generuje paprsek elektronid, které dopadaji na Ccastice, jsou
jimi rozptyleny a nasledné zachyceny detektorem. Tato metoda poskytuje detailni 3D obraz
povrchu ¢astic [99]. Oproti DLS velikost méfena pomoci SEM vyjadtuje pramér ekvivalentni
projektované plose ¢astic, tedy bez jejich hydrataéniho obalu [100].

Pramérna DLS ¢astic z CS/TPP z&visi na dvou zakladnich faktorech — poméru CS:TPP
a jejich bobtnacich vlastnostech. Mezi dal$i parametry ovliviiujici velikost ¢astic patii rychlost

michani, koncentrace CS a TPP, stupen deacetylace CS, iontova sila teplota a pH. [101].
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1.6.3. Polydisperzni index

Uspé$na vyroba bezpeénych, stabilnich a G¢innych nosi¢ovych systémt vyzaduje
pfipravu homogennich populaci 0 urcCité velikosti. Po piipravé musi byt nanonosice
charakterizovany, aby byla zajisténa jejich G¢innost pro aplikace in vitro a in vivo. Termin
polydisperzita se pouziva k popisu stupné nestejnomérnosti distribuce velikosti ¢astic [18].
Pokud vSechny ¢astice tvorici nosicovy systém maji stejnou nebo piiblizné stejnou velikost,
systém je oznaCovan jako monodisperzni. Pokud velikost ¢astic, které tvofi nosicovy Systém,
je rizna, systém je oznacovan jako polydisperzni [102].

Parametr pouzivany k definici rozsahu velikosti systémd nanonosi¢l se nazyva
polydisperzni index (PDI). PDI je ¢islo vypocitané z dvouparametrového piizplisobeni
korela¢nim datim (kumulativni analyzou). Tento index je bezrozmérny a je Skalovan
tak, ze hodnoty mensi nez 0,05 znazoriuji vysoce monodisperznich systémy a hodnoty PDI

vétsi nez 0,7 ukazuji, ze vzorek ma velmi Sirokou distribuci velikosti ¢astic [18].

1.6.4. Zeta potencidl

Zeta potencidl je povrchovy naboj Eastic, ktery vyrazné ovliviiuje jejich stabilitu
V suspenzi prostfednictvim elektronického odpuzovéani mezi Casticemi. Pokud maji vSechny
Castice v médiu velky negativni nebo pozitivni zeta potencial, pak budou mit tendenci
se navzdjem odpuzovat a nebudou mit tendenci se shlukovat. Zeta potencidl je nejvice
ovliviiovan molekulovou hmotnosti chitosanu, koncentraci chitosanu a rychlosti michani ¢astic
pfi jejich ptipraveé. Obecné jsou Castice povazovany za stabilni, pokud je jejich zeta potencial
vyssi nez +30 mV nebo nizsi nez -30 mV [103].

Zeta potencial ma také vnitini hodnotu v biologickych systémech. [104]. Jak jiz bylo
zminéno vyse, povrchovy naboj ma vliv na opsonizaci, stabilitu nosi¢ovych systémut v ob&hu

i schopnosti ¢astic proniknout do cilovych bunék.

1.7.  Podminky pro skladovani nosi¢ovych systému

Stabilita ¢astic je dulezita pro jejich potencialni pouziti jako nosi¢ové systémy. Proto je
zasadni pochopeni vztahti mezi podminkami skladovani a stabilitou [105].

Slovékova et al. [106] sledovali zmény DLS a PDI ¢astic piipravenych z CS/TPP
v poméru 2:1 pii skladovani 14 dnu pii 4 °C. Hodnoty DLS velikosti se pohybovaly okolo 225
nm a K vyznamnym zménam ani K tvorbé velkych agregatti nedoslo. PDI vzrostlo z hodnoty
0,4 na hodnotu 0,6, coz znacilo roz$ifeni velikosti distribuce ¢astic v pribéhu casu.

Tyto podminky skladovani ¢astic v suspenzi nezaru¢uji zachovani vlastnosti ¢astic [106].
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1.7.1. Vliv teploty na skladovani

Morris et al. [105] pfipravili ¢astice z CS/TPP v poméru 6:1 v 0,2 M acetatovém pufru
0 pH 4,3. Po pfipravé byla DLS ¢astic v rozmezi 90-120 nm. DLS byla znovu méfena
po 12 mésicich skladovani pti teplotach 4 °C, 25 °C a 40 °C. Teplota 40 °C byla pro skladovani
naprosto nevhodna. Pokles velikosti nanocastic byl patrny jiz po 1 mésici skladovani
a po 6 mésicich nanocastice v podstate¢ zmizely — doSlo k jejich rozpadu. To bylo
pravdépodobné zpusobeno poklesem molarni hmotnosti chitosanu v duasledku hydrolyzy
zpusobujici §t€peni jeho polymernich fetézct. PDI byl 1,4 — 7,6 nebo nad mezi detekce, systém
byl tedy velice polydisperzni. Pii 4 °C a 25 °C byla DLS 110 + 40 nm nanocastic podobna
jako u Cerstvé pripravenych vzorkd. Smérodatna odchylka byla vyssi a PDI byl 1,2 — 1,4,
systém ma tedy velmi Sirokou distribuci velikosti ¢astic, a proto je nevhodny pro klinické
pouziti. V této studii ov§em nebyly méteny dalsi parametry, jako zeta potencial nebo tvar Castic,
ovsem bylo prokazano, ze acetatovy pufr neni vhodny pro skladovéani submikrocastic v zadné

z vySe zkoumanych teplot [105].

1.7.2. Vliv pH na skladovani

Tsai et al. [107] skladovali submikrocastice ve fosfatovém pufru po dobu 97 dnd.
Castice byly z CS/TPP piipraveny v poméru 5:2 o pramémé velikosti 306,5 nm a byly
ultrazvukovany vykonem 29 W na 2 mg/mn suspenze po dobu 4 minut pti 25 °C. Nejprve bylo
zkoumano pH pufru nejptiznivéjsi pro skladovani [107].

Do suspenze ¢astic byl ptidan pétinasobny objem fosfatového pufru o pH 5,5; 7,52 9,9.
Po jedné hodiné pii 25 °C se v8ak velikosti zmensily na 160,6 nm pro pH 5,5, na 127,8 nm
propH 7,5ana 111,2 nm pro pH 9,9. Velikost nanoc¢astic byla niz§i pfi vy$§im pH suspenzi.
Tento jev byl zptsoben polykationtovou vlastnosti CS. V roztocich s niz§im pH se molekuly
CS prodluzuji diky vyssi protonaci, a to vede ke zvyseni DLS nanocastic. Naopak v roztocich
svyssim pH se molekula CS zmenSuje v dusledku niz§i protonace a tvofi vice inter-
¢i intramolekularnich vodikovych vazeb, coz vede k mensi DLS nanocastic. Pro skladovani byl
zvolen fosfatovy pufr o pH 7,5 [107].

Castice byly sledovany po dobu 97 dnii. Zmény velikosti nano&astic byly klasifikovany
do fazi okamzité zmény, obdobi starnuti ¢astic a obdobi bobtnani a agregace. Ve fazi okamzité
zmény C¢astiC doSlo ke zmenSeni ¢astic v disledku jejich pfeneseni do fosfatového pufru
a s tim spojenymi, vy$e zminénymi procesy. Casové rozpéti do ukondeni okamzité faze
zaviselo na pocatecni velikosti nanoéastice. Cim vétsi ¢astice byly, tim déle tato faze trvala

apohybovala sev rozmezi hodin. Faze starnuti zacala v momenté pocatku zmény
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intermolekularnich vazeb a moznou ztratou kapaliny z ¢astic. Zména velikosti ¢astic v této fazi
byla miniméalni a ¢astice do ni presly béhem prvnich deseti dni. Ve fazi bobtnani a agregace je
bobtnani zptisobeno piitokem vody do nanocastic v disledku osmotickych jevii. Bobtnani mize
vést az k prasknuti polymerni matrice ¢astic. Agregace je zpusobena Brownovym pohybem,
ktery zesiluje kolizi mezi nanoc¢asticemi a usnadiiuje adhezi a nasledné agregaci, ¢imz je
zvétsena velikost nanocastic pti dlouhodobém skladovani. [107]. Fosfatovy pufr tedy neni

vhodny pro skladovani nanocastic.

1.7.3. Lyofilizace

Pti vyvoji sterilnich farmaceutickych 1é¢ivych produkti je dilezité udrzovat trvanlivost
1é¢ivého produktu. Latky, které tvoii nestabilni vodné nebo organické roztoky, je nutné pievést
na pevnou latku pouzitim vhodnych suSicich technik, aby bylo mozné skladovat tyto latky
po delsi dobu. K tomu slouzi metoda zvana lyofilizace. Témé&f 50 % aktualné prodavanych
biofarmaceutickych produkti na seznamech schvalenych FDA a Evropskou agenturou
pro 1é¢ivé piipravky vyuziva lyofilizaci jako vyrobni proces. Lyofilizace ma totiz potencidl
inhibovat nebo redukovat fyzikélni a chemickou degradaci systému [108].

Lyofilizace je metoda, ktera dlouhodobé zlepSuje stabilitu 1é€ivych ptipravkl pfeménou
roztoku nestabilnich molekul na pevnou latku procesem sublimace. Proces sublimace zahrnuje
pfeménu zmrzlého ledu pfimo na pary, aniZz by prochazel kapalnou fazi. K tomu dochazi
pii teploté a tlaku pod trojnym bodem vody [108].

Proces lyofilizace se sklada ze tii ¢asti — zamrazeni, primarni (neboli sublimac¢ni) suseni
a sekundarni (neboli desorp¢ni) suseni. Nejprve je smés nutno rychle zamrazit na teploty okolo
-50 az -100 °C, v ¢ase 12 az 35 hodin. Rychlé zmrazeni snizuje tepelnou denaturaci 1é¢iv
a zabranuje pénéni béhem vakuového susenim [109]. Je tedy za&sadnim krokem celého
lyofiliza¢niho procesu, protoZze muize ovlivnit kvalitu koneéného produktu zménou
jeho integralnich vlastnosti [110].

Pfi primarnim (sublimacnim) suSeni je postupné zvySovana teplota a sniZovan
tlak v lyofilizatoru [109]. V tomto procesu je teplo pienaseno z police pies lyofiliza¢ni vialku
do zmraZeného roztoku. Led sublimuje a vytvofend vodni péara prochazi vysuSenou casti
produktu na povrch vzorku, poté je ptenesena pies komoru do kondenzatoru. Na konci
sublima¢niho kroku je vytvotfena porézni zatka, jejiz pory odpovidaji velikosti, predeslych
ledovych krystala [111]. Produkt je tak dehydratovan a je odstranéno 90-95 % vody. [109]
K tomuto procesu dochédzi v piiextrémné nizkych tlacich. Teplota se udrzuje obvykle

mezi -40 az -20 °C, aby se zabranilo strukturalnim zménam ve slozeni zptisobenym nadmérnym
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teplem. Je dilezit¢é poznamenat, ze jev sublimace ovliviluje pouze zmrzlou vodu,
zatimco nezmrzlé kapaliny v matrici vzorku zistavaji nedotéeny [110].

Po sublima¢nim vysuSeni na povrchu zdanlivé suché struktury zistava zbytkova
vlhkost. Ta je odstranéna sekundarnim (desorpénim) suSenim pii vyssi teploté nez je teplota
primarniho suseni [109] a mtize dosahovat i hodnot vyssich, nezje 0 °C [110]. Zbyvajici vihkost
lyofilizatu po skonceni tohoto kroku je 0,5-3 %. Lyofilizaty je nutno pro udrzeni nizké vlhkosti
uzaviit v lyofiliza¢ni vialce pomoci Spuntu a vicka nebo vakuové zabalit. NejCastéji jsou
lyofilizaty skladovany pii pokojové nebo chladni¢kové teploté [109].

Kvalitni lyofilizat by mé¢l mit nizky obsah zbytkové vlhkosti, mél by byt dlouhodobé
stabilni a nemély by byt naruseny fyzikalni a chemické vlastnosti piivodniho produktu. Céstice
po lyofilizaci musi byt snadno resuspendovany a musi zachovavat aktivitu 1é¢iva. Pro dosazeni
vSech téchto cill je zasadni optimalizovat vyrobni proces 1é¢iva a zamé&fit se na téi hlavni
aspekty, které se podileji na stabilité Castic: slozeni nanocastic, proces lyofilizace a podminky
skladovani lyofilizata [112].

Lyofilizace je také jednou z bé&znych susSicich technik, piednostné pouzivana
pro stabilizaci biologickych makromolekul véetné proteint a peptida. Biomakromolekuly jsou
citlivéjsi, nez nizkomolekularni 1é¢iva a jejich lyofiliza¢ni proces vyZaduje zvlastni pozornost
kvali udrZeni biologické aktivity. Dulezity rozdil mezi lyofilizaci nizkomolekularnich 1é¢iv
a biomakromolekul je citlivost téchto latek na stres vyvolany lyofilizanim procesem,
ktery mize byt mezifazovy a dehydrataéni. Kroky zmrazeni a suseni lyofiliza¢niho procesu
také mohou zptisobit rozvinuti a zménu struktury proteinu [108].

Lyofilizace ma vsak urcité nevyhody. Béhem tohoto procesu mtze dochazet k agregaci
v disledku silnych inter- a intramolekularnich vodikovych vazeb nebo fizi nanocastic a tvorba
ledovych krystalli mizZe vést k jejich destabilizaci. To se projevi na DLS a PDI nanocastic,
Které jsou po lyofilizaci vyssi. Tento jev byl zaznamenan v pracich [111] a [113]. Naopak studie
[96] toto tvrzeni vyvraci, zkoumané ¢astice mély po lyofilizaci vyrazné mensi DLS i PDI.
Tyto rozdily ve studiich lze pficist raznym faktorim, jako je cCistota chitosanu, stupen
deacetylace a reakéni pomeéry latek. Na vysledek ma dale vliv pfedchozi uprava roztokd,
napf. dialyza pro odstranéni necistot, ¢i volnych chemikalii a nasledujici Uprava suspenzi ¢astic
napi. centrifugace a filtrace. Témito metodami lze piedejit tvorbé agregati nebo vzniklé

agregaty odstranit z roztoka [114].
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Faktory ovliviiujici lyofilizaci
7e pevna latka po zamrazeni zaujima vétsi plochu, nez kdyz byla ve fazi kapalne, proto by
objem vzorku bez pouZiti kryoprotektiv nemél presdhnout vice, nez 50 % kapacity nadoby.
Niz8i objem vzorku zkracuje dobu zamrazeni, jelikoz pfi niz§im objemu ma vzorek vétsi
plochu, kterd je vystavena zamrazeni a suSeni. V dusledku toho je ucinnost lyofiliza¢niho
procesu vyrazné vylepSena [110].

Nejcastéji se k lyofilizaci vyuzivaji vialky ze skla, kvili jejich vynikajici chemické
odolnosti. Zakladni slozeni sklenénych vialek je 80 % oxidu kfemicitého, 13 % oxidu boritého,
4 % oxidu sodného a 3 % ostatnich slozek. Sklenéné vialky urcené pro pouziti pfi lyofilizaci
by mély mit nizky expanzni koeficient s rovnomérnou tloustkou dna a boénich ploch. [115].

Stav naplnéni lyofilizatoru je také diileZitou proménnou procesu béhem vyvoje procesu
lyofilizace a zvétSovani méfitka. Pokud je lyofilizator plny, mize dojit ke ztraté regulace tlaku
a snizeni teploty v lyofilizatoru. Pokud je lyofilizator naplnén malo, mtze dojit k naruseni toku
odsavané vodni pary. Pokud jsou vialky rozmisténé po obvodu, dochazi k pfenosu tepla ze stén

lyofilizatoru, tim je zvysena teplota produktu a doba lyofilizace je zkrécena [115].

Kryoprotektiva

Jednou z nejvétSich prekazek, se kterymi se béhem lyofilizace setkavame, je tvorba
velkych ledovych krystal. Bez pouziti kryoprotektiv jsou ledové krystaly velké a ostreé,
a mechanicky naru$uji nanocastice a navazany protein. Kryoprotektiva pomahaji piredchazet
témto Skodlivym dopadtim na produkt nékolika zptsoby, jako je napf. omezeni tvorby ledovych
jader (kterd slouzi jako stavebni kameny ledovych krystalii), tvorba malych ledovych krystalt
a zpomaleni rychlosti, kterou se ledové krystaly tvoti [110].

DalSim problémem lyofilizace nanocéstic je tvorba agregatii. Pokud jsou nanocastice
lyofilizovany bez jakéhokoli kryoprotektivniho €inidla, tvorba agregati muze znacné branit
jejich redisperzi, a tim ovlivnit jejich velikost [116]. Dale mohou kryoprotektiva odstranit
prebytecnou vlhkost nebo zvysit celkovy objem vzorku [110].

Dulezitym parametrem pro uspéSnou lyofilizaci je koncentrace kryoprotektiva.
Rampino et al. [5] uvedli, Ze koncentrace kryoprotektiva pro lyofilizaci suspenzi ¢astic by méla
dosahovat alesponn 5 % w/v. Pfi nizSich koncentracich je redisperze Castic problematicka.

Naopak pouziti kryoprotektiv o vysokych koncentracich miize nést jisté problémy. Abdelwahed
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et al. [111] uvedli, ze sacharidova kryoprotektiva o koncentraci 25 % w/v a vyssi nejsou
schopny stabilizovat ¢astice.

Kryoprotektiva mohou byt kategorizovany jako sacharidy (napf, glukéza, sachardza,
fruktéza, malt6za, mandza a trehal6za) nebo alkoholy (napt. mannitol, glycerol), polymery
(napt. dextran, hydroxyethylskrob a pepton), sulfoxidy a amidy (napf. dimethylsulfoxid,
acetamid a formamid) nebo aminy (napf. prolin, glutamin) [110].

V soucasné dobé existuje velké mnozstvi polysacharidd a jejich oligosacharidy, které
byly uspé$né hodnoceny a pouzivany jako nova ptirodni kryoprotektiva ve vodnych roztocich.
Hydroxylové skupiny téchto polysacharidii se mohou vazat vodikovymi mustky s molekulami
vody, coz snizuje tvorbu ledovych krystalti, pfispiva to k omezeni denaturace proteind
a zpomaluje agregaci proteinovych molekul. [117]. Konkrétné cukry jsou preferovanymi
kryoprotektivy hlavné proto, ze jsou chemicky neSkodné a béhem zmrazovaciho kroku je 1ze
snadno zeskelnit [112].

Trehal6za (TRE), neboli a-D-glukopyranosyl-a-D-glukopyranosid [118] je
neredukujici disacharid glukdzy, bézn¢ se vyskytujici v organismech, které jsou v piirodé
schopné odolat extrémnimu suchu a chladu (napt. vodni medvéd a kvasinky). To je pfic¢itdno
jeho vyjimecné schopnosti podporovat preferenéni hydrataci biomakromolekul a zachovavat
funkéni konformace béhem dehydratace bunék. Trehaloza tvofi stabilni sklovité matrice,
Které pozastavuji jakékoli degradaéni a metabolické aktivity v dehydratovaném stavu.
V disledku toho byla trehaldoza zkoumana jako netoxicky kryoprotektant a lyoprotektant
k ochrané raznych biologickych latek véetné lipidd, proteind, jadernych materialt, vird,
bakterii, krevnich desticek a cervenych krvinek [199]. Hlavni vyhodou pouziti trehalozy
ve srovnani s jinymi cukry, jako je sachar6za a laktdza, je jeji schopnost vézat vodu,
coz nasledné zabranuje tvorbé intracelularnich a extracelularnich krystald ledu [120].
Lyofilizaty s trehal6zou se snadno zvlh¢uji a reahydratuji. Trehaloza je také stabilni, bezbarva,
bez zpachu [118].

Mannitol (MAN) je nejrozsifenéj$im cukernym alkoholem, Ktery se bézné vyskytuje
ve vice nez 50 druzich rostlin, fas, hub a liSejnikli. Je jednim z primarnich fotosyntetickych
produktii a zvySuje toleranci organismu vuci soli a osmotickému stresu [121]. Mannitol je
stabilni krystalicka nehygroskopicka pevna latka. Je rozpustny ve vodé, chemicky inertni
a jako neredukujici cukerny alkohol nepodléha Maillardoveé reakci s aminy [122].

Pfi zamrazeni mannitolu s vodnymi roztoky dojde k jeho krystalizaci, kterd s sebou nese
jak vyhody, tak i nevyhody. Mezi vyhody krystalizace mannitolu patii jeho vysoka eutekticka

teplota, jenZ umoziuje primarni suSeni pii vysSich teplotach, ¢imz je podstatné zkracena doba

44



lyofilizace a proces je méné nakladny. Krystalizace také vede ke zvySeni objemu lyofilizatu
a zlepSuje jeho rekonstitucni schopnosti. Obecné plati, Ze ptitomnost krystalickych forem vede
k tvorbé produktu s nizkym obsahem vody, coz vede ke zvySeni kvality lyofilizatu [122].
Problém krystalizace mannitolu spoc¢iva v pusobeni mechanického napéti na lyofilizovanou
latku. Tim dochazi k jeji destabilizaci a poskozeni produktu [123]. Pokud jsou lyofiliza¢ni
vialky zcela naplnény, miize dojit k prasknuti vialky v diisledku krystalizace mannitolu béhem
primarniho suSeni [115].

Ve studii Rampino et al. [5], zkoumali G¢inek piidani kryoprotektiv trehaldzy,
mannitolu a PEG 10 000 v koncentracich 0,5; 1; 5; 10 a 20 % w/v k CS/TPP submikro¢asticim.
Castice byly plné redispergovany v piipadé pouziti kryoprotektiv o koncentraci 5 % wiv,
a vyssi. U vzorki s pfidavkem mannitolu a PEG 10 000 bylo zaznamenéano zvySenim velikosti,
a to zejména pfi nizsich koncentracich kryoprotektiva. Velikost ¢astic pravdépodobné vzrostla
v disledku tvorby  agregatd. NejmenSiho rozdilu  ve velikosti  submikrocastic
pred, a po lyofilizaci bylo dosazeno za pouziti kryoprotektiva trehaldzy, pravdépodobné kvili
jeji nizké hygroskopiénosti, nizké chemické reaktivité a schopnosti tvorby vodikovych vazeb
S Casticemi [5].

Ve studii Katas et al. [124] zkoumali uc¢inek ptidani kryoprotektiv trehaldzy, mannitolu,
inulinu a histidinu o koncentracich 0,1; 05 a 1 % w/v k CS/dextransulfatovym
submikrocasticim. U vzorkll s pfidavkem inulinu a histidinu bylo zaznamenano zvySenim
velikosti a pokles zeta potencidlu ve vSech tfech pouZzitych koncentracich. Pfi koncentracich
0,1a 1 % w/v byla nejucinngjsi kryoprotektiva trehaléza a mannitol — velikost ¢astic vzrostla
mirné. Pfi koncentraci 5 % w/v bylo nejucinnéjsi kryoprotektivum trehal6za, kde byly odchylky

v DLS ¢astic 1 zeta potencialu minimalni.

Dialyza

Dialyza je separac¢ni technika zaloZena na transportu rozpusténych latek, které maji byt
odstranény pies semipermeabilni membranu vlivem rozdilu koncentraci mezi roztoky [125].
Transport je provadén pomoci volné difuze pfes membranu, kdy malé soluty opoustéji roztok
o vys$i koncentraci, coz je vzorek se submikrocasticemi a putuji pfes membranu do roztoku
s niz8i koncentraci, neboli do pfijimaciho roztoku, coz je obvykle voda. Procesu dialyzy
se ucastni také osmoticke sily, kdy molekuly pfijimaciho roztoku prochazeji membranou

v opa¢ném sméru a fedi tak kompartment s vysokou koncentraci, tedy vzorek [126].
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Hlavni parametry ovliviiujici selekci jsou povaha a velikost pori dialyzacni membrany,
sloZeni a objem ptijimaciho roztoku a teplota a podminky michani [126]. Semipermeabilni
membrany jsou nejcastéji derivaty celuldzy, vzdy je vSak nutné zkontrolovat jeji chemickou
kompatibilitu se vzorkem. Membrana nesmi interagovat s ¢asticemi, ani jinymi komponentami
vzorku, které by zpomalily rychlost permeace [127].

Pfijimacim roztokem je nejcastéji voda, kterd je levnd, biokompatibilni a solubilizuje
velké mnozstvi 1éCiv a povrchové aktivnich latek. Velmi pouzivany je také fosfatovy pufr,
ktery zase lépe napodobuje biologické podminky. Opét je nutna kontrola kompatibility.
Pfijimaci roztok by mél mit objem 100 az 500krat vét§i nez objem dialyzovaného vzorku,
aby byla podpotfena difize neCistot a byla G¢inn¢ snizena jejich koncentrace. Typicky
dialyza¢ni cyklus zahrnuje vyménu pfijimaciho roztoku, jakmile je dosazeno rovnovahy
koncentraci, tj. asi 2 az 6 hodin po zahajeni dialyzy. Cast&j§i vyménou pfijimaciho roztoku,
zvysenim teploty a michanim lze zvysit rychlost dialyzy [126].

Mezi vyhody dialyzy patii nizka spotieba energie a nizké néklady na instalaci a provoz.
Je to snadno proveditelny proces, ktery nevyzaduje zadné specifické vybaveni [128].
Nicméné jednim z hlavnich problému dialyzy je fenomén piedcasného uvoliovani 1é€iva.
Molekuly 1é¢iva mohou byt v prubéhu dialyzy vystaveny na povrchu castic, z néj mohou byt
uvolnovany do roztoku v dialyza¢nim stfivku a ndsledné¢ mohou difundovat pfes membranu
do pfijimaciho roztoku [129]. Takto dochazi ke ztratam 1é¢iva z Castic. K pfekonani tohoto
problému je tfeba upravit délku a pocet dialyzacnich cykll. Dialyza je také ¢asové narocny
proces s vysokym rizikem mikrobidlni kontaminace a nedostateCnym odstranénim vétSich

necistot [126].
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2. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace byla lyofilizace ptipravenych submikrocastic z chitosanu
a tripolyfosfatu sodného a z chitosanu a polykaprolaktonu s proteiny. Byla zkoumana tG¢innost
vazby proteint ovalbuminu a epitelialniho rustového faktoru na ¢astice, a to konkrétné adsorpce
a zachyceni. Poté byla sledovana kinetika uvolfovani proteint z ¢astic. Dalsim cilem bylo
studovat podminky lyofilizace submikrodastic pro jejich skladovani, konkrétné vliv

kryoprotektiv trehal6zy a mannitolu a jejich koncentracich a objem vzorku p#i lyofilizaci.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.

Pomiicky a pristroje
analytické vahy Kern ABT 220-5DM (Balingen, Némecko)
analytické vahy Scaltec SBC 32 (Heiligenstadt, Némecko)
analyzator HORIBA Scientific SZ-100 nanopartica (Lyon, Francie)
— kiemenné kyvety — Semimikrokyveta SM/Q5, opticka délka 5 mm (Mnichov,
Némecko)

— jednorazové dvousténné spektrofotometrické kyvety Brand (Praha, CR)
centrifuga Hettich® ROTINA 420R, rotor 6-PLACE 4794 (Tuttlingen, Némecko)
centrifuga MiniSpin Eppendorf, rotor F-45-12-11 (Hamburk, Némecko)
centrifuga 5702 Eppendorf, rotor A-4-38 (Hamburk, Némecko)
centrifuga¢ni zkumavky Kartell S. p. A., 15 ml, 50 ml (Noviglio, Italie)
filtr na injekéni stiikatku Minisart RC15 Sartorius, regenerovand celuldza, 45 um
(Gottingen, Némecko)
filtr na injekéni stiikacku Minisart SRP25 Sartorius, PTFE pro organické roztoky, 45 um
(Gottingen, Némecko)
injekeént jehla 100 Sterican, primér 0,8 mm (B. Braun, Melsungen, Némecko)
injekéni stiikacka, 10 ml (Melsungen, Némecko)
jednokanalové pipety Eppendorf, $pi¢ky epT.I.P.S. (Hamburk, Némecko)
laboratorni sklo — kadinky, lahve se Sroubovacim uzavérem, odmérné valce, lékovky
s vickem
lyofilizator L4-110 PRO GREGOR Instruments s.r.o. (Sazava, CR)
lyofiliza¢ni vialky, 5 ml, 15 mm, gumové zatky 14 mm, vi¢ka 15 mm
magnetické michadlo IKA TWISTER VERKON vicemistné (Praha, CR)
magnetické michadlo s ohfevem Stuart UC152 (Staffordshire, UK)
mikrozkumavky Eppendorf, 0,5; 1,5; 2 a 5 ml (Hamburk, Némecko)
pH metr Orion 420 (Massachusetts, USA)
pfistroj na purifikaci vody HALIOS NEPTEC, 0,2 um (Elbdal, Némecko)
pultovy hlubokomrazici box MDF-C8V, -80 °C, 84 litrii (Praha,CR)
rotator Multi Bio RS-24 Biosan (Riga, Lotyssko)

sonikator UP100H Hielscher Ultrasonics (Teltow, Némecko)
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spektrofotometr Labsystems Multiscan RC (Vantaa, Finsko)

termostat INCU-Line VWR (Radnor, USA)

topné hnizdo BTD Grant-bio (Cambridge, Velka Britanie)

topneé hnizdo Genius Dry Bath Incubator MD-02N (Tchao-jlan, Tchaj-wan)
ttepacka MR-1 Mini-Rocker Shaker Biosan (Riga, LotySsko)

ultrazvuk Sonorex Digitec (Berlin, Némecko)

vortex Wizard Vortex Mixer VELP (Usmate Velate, Italie)

Reagencie a chemikalie

Aceton p.a., Lach-Ner, s. r. 0., M, = 58,08 g/mol (Neratovice, CR)

D-Mannitol, Sigma-Aldrich s.r.o., M= 182,17 g/mol (St. Louis, USA)

D-(+)-trehaldza dihydrat, Sigma-Aldrich s.r.o., M= 378.33 g/mol (St. Louis, USA)
dialyzaéni sttivko, vihké, MWCO 300 kDa, SpectraPor®, Biotech CE Tubing (Waltham,
USA), sponky

deionizovana voda

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Lach-Ner, s. r. 0., My = 156,01 g/mol
(Neratovice, CR)

Epiteialni rustovy faktor (EGF) ProSpec lidsky, rekombinantni, zdroj E. coli, 6,2 kDa
(Rechovot, Izrael)

Glycerin bezvody p.a., Penta s.r.o., Mr= 92,10 g/mol (Praha, CR)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat p.a., Lach-Ner, s. r. 0., My = 358,14 g/mol
(Neratovice, CR)

Chitosan Sigma-Aldrich s.r.o0., nizk& M, 75 — 85% decacetylace (St. Louis, USA)
Chitosan — ChitoClear, Primex, M ~ 110 — 360 kDa, > 95% deacetylace (Siglufjordur,
Island)

Kyselina octova 99% p.a., Lach-Ner, s. r. 0., M, = 60,05 g/mol (Neratovice, CR)

Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit, Thermofisher, kat. ¢. 23235 (Waltham, USA)
Ovalbumin A7641 Sigma-Aldrich s.r.o., (St. Louis, USA)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermofisher, kat. ¢. 23227 (Waltham, USA)
Poly-e-kaprolakton, Sigma-Aldrich s.r.o., Mw ~14 000 (St. Louis, USA)

Tripolyfosfat sodny Sigma-Aldrich s.r.0., — M= 367,86 g/mol (St. Louis, USA)
Tween® 80 Sigma-Aldrich s.r.o., (St. Louis, USA)
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3.3. Priprava roztoku

Roztok chitosanu 25 mg/ml v 0,05% Kkyseliné octové

Do lahve se Sroubovacim uzavérem bylo napipetovano 100 ml deionizované vody,
ke které bylo pfidano 50,5 pl 99% kyseliny octové. Takto byla ptipravena 0,05% kyselina
octova. Dale bylo navazeno 250 mg chitosanu Sigma-Aldrich s. r. 0. a za neustalého michani
bylo toto mnozstvi pfidano do roztoku 0,05% kyseliny octové. Hned po ptipraveé bylo zméteno
pH, které nesmélo presahnout hodnotu 4,8, pokud tomu tak nebylo, pH bylo upraveno. Roztok
byl michan na magnetickém michadle Stuart UC152 na stupni 3 pfi laboratorni teploté
24 hodin. Hodnota pH byla znovu méfena po 5 hodinach a dle potieby bylo pH upraveno tak,
aby jeho hodnota neptesahovala 4,8. Po 24 hodinéach bylo potfeby pH zméteno a podle potieby

upraveno.

Roztok tripolyfosfatu sodného 0,25 mg/ml
Do lékovky s vickem bylo navazeno 5 mg tripolyfosfatu sodného a k nému bylo

napipetovano 20 ml deionizované vody.

0,1% roztok chitosanu v 1% kyseliné octové

Do lahve se Sroubovacim uzavérem bylo odméfeno 94 ml deionizované vody, ke které
byl napipetovan 1 ml kyseliny octové 99% a 5 ml Tweenu 80. Bylo navazeno 100 mg CS
Primex a ptidano do lahve. Roztok byl michan na magnetickém michadle VERKON 2 hodiny

na stupni 3.

0,2% roztok polykaprolaktonu v acetonu
Do lékovky s vickem bylo napipetovano 15 ml acetonu a bylo k nému ptidano 30 mg

PCL. Tento roztok byl zahtat v topném hnizd¢ 30 minut pfi teploté 50 °C.

Fosfatovy pufr 0,1M, pH 7,3

Bylo navazeno 1,79 g hydrogenfosfore¢nanu sodného dodekahydratu a rozpusténo
v 5 ml destilované vody pii michani a zahtivani. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 4,225 ml
do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky. Bylo navazeno 0,78 g dihydrogenfosfore¢nau sodného

dihydratu a rozpusténo v 5 ml destilované vody pii michani a zahfivani. Z toho bylo
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napipetovano 775 ul do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky k pfedchozimu roztoku, zkumavka byla

doplnéna deionizovanou vodou na objem 50 ml a podle potieby bylo upraveno pH.

55% roztok trehalozy
Bylo navazeno 5,5 g trehaldzy a rozpusténo v 10 ml deionizované vody V Iékovce

s vickem pii michani a zahtivani.

25% roztok mannitolu
Bylo navazeno 2,5 g mannitolu a rozpusténo v 10 ml deionizované vody v lékovce

s vickem pii michani a zahtati.

Roztoky ovalbuminu

Do mikrozkumavek Eppendorf byly navazeny 4 mg ovalbuminu, doplnény 2 ml
fosfatového pufru a smés byla vortexovana. Takto byl pfipraven roztok ovalbuminu
o koncentraci 2 mg/ml jako zéasobni roztok pro kalibraci BCA test souprav Pierce™ BCA
Protein Assay Kit a MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit.

Pro adsorpci proteinu byl piipraven roztok ovalbuminu ve fosfatovém pufru
o0 koncentraci 1 mg/ml.

Pro zachyceni proteinu pfipraven roztok ovalbuminu v deionizované vodé 150 pg/ml.

Roztok epitelialniho ristového faktoru 1 mg/ml

EGF byl dodan ve formé lyofilizatu o hmotnosti 1 mg vV lyofiliza¢ni vialce.
Pro rozpusténi lyofilizatu do vialky byl napipetovan 1 ml deionizované vody, vysledna
koncentrace EGF byla 1mg/ml. Do mikrozkumavky Eppendorf bylo deionizovanou vodou
natedéno na koncentraci 150 ug/ml a objem 3 ml 450 ul roztoku EGF pro pfipravu nosice
v tripletu. Zbytek roztoku EGF byl pfenesen do mikrozkumavek Eppendorf a zamrazen

na teplotu -20 °C pro dalsi pouziti.
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3.4. Priprava ¢astic z chitosanu/tripolyfosfatu sodného
Suspenze castic z CS a TPP byly pfipraveny metodou ionotropniho gelovaténi
dle zdrojt [5] a [130]. Chitosan pusobi jako kationt, a iontovymi interakcemi s tripolyfosfatem,

ktery ptsobi jako aniont, jsou vytvofeny sférické Castice.

Pouzité roztoky
— deionizovana voda
— roztok chitosanu v 0,05% kyseliné octové o koncentraci 2,5 mg/ml

— roztok tripolyfosfatu sodného v deionizované vod¢ o koncentraci 0,25 mg/ml

Do kadinky s 18 ml deionizované vody byly napipetovany 2 ml roztoku chitosanu
v 0,05% kyselin¢ octové o koncentraci 2,5 mg/ml. Tento roztok CS a roztok TPP byly

piefiltrovany.

Postup pro lyofilizaci

Do lékovky s vickem bylo napipetovano 5 ml CS a za stadlého michani na magnetickém
michadle VERKON na stupni 4 byl po kapkach ptidan 1 ml TPP. Tato suspenze ¢astic byla
michana pfi laboratorni teplot¢ 30 minut. Takto bylo pfipraveno 6 ml roztoku ¢astic

odpovidajici hmotnosti 1,5 mg. Prace probihala v tripletu.

Postup pro adsorpci proteinu

Do Ilékovky s vickem bylo napipetovano 7,5 ml CS azastalého michani
na magnetickém michadle VERKON na stupni 4 byl po kapkédch piidan 1,5 ml TPP.
Tato suspenze ¢astic byla michéna pii laboratorni teploté 30 minut. Takto bylo pfipraveno 9 ml
suspenze castic odpovidajici hmotnosti 2,25 mg. 1 ml ¢astic byl odebran, nebot’ na adsorpci

proteinu je tieba 8 ml ¢astic odpovidajici hmotnosti 2 mg. Prace probihala v tripletu.

3.5. Priprava ¢astic z chitosanu/polykaprolaktonu
Suspenze castic z CS a PCL byly piipraveny upravenou metodou ionotropniho
gelovaténi dle zdroja [131], [132], [133]. CS pusobi jako kationt a iontovymi interakcemi

s PCL, ktery ptisobi jako aniont, jsou vytvoreny sférické ¢astice.
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Pouzité roztoky a pomiicky
— deionizovana voda
— glycerin
— Tween 80
— 0,1 % roztok chitosanu v 1 % kyselin¢ octové
— 0,2 % roztok PCL v acetonu

— vlhka dialyzac¢ni stéivka, sponky

Postup

Prace probihala v digestoii a v tripletu. Vodny roztok CS byl piefiltrovana
ptes filtr regenerované celul6zy. Roztok PCL v acetonu byl ptefiltrovany ptes filtr z PTFE.
Do lékovky s vickem bylo napipetovano 2 x 3,375 ml (celkem 6,75 ml) roztoku CS. Lékovka
byla ptenesena pod UZ jehlu 5 mm nastavenou na cyklus 1 a amplitudu 80 %. Za chodu bylo
po kapkach ptfidavano 3 x 0,75 ml roztoku PCL (celkem 2,25 ml). Smés byla 1 minutu
homogenizovana UZ jehlou a poté pienesena na magnetické michadlo VERKON a michana
45 minut na stupni 4 pfi laboratorni teploté. Takto bylo pfipraveno 9 ml suspenze ¢astic
odpovidajicich hmotnosti 11,25 mg. Z této suspenze bylo odebrano 0,2 ml (250 pg castic)
pro méfeni DLS, PDI indexu a zeta potenciélu dle kapitoly 3.12.

Smés castic byla ptenesena do 50 ml centrifugacni zkumavky a na dno bylo
napipetovano 200 ul glycerinu. Vzorky byly centrifugovany v centrifuze Hettich na program 1
— radius 120, 1700 RCF pii 4 °C, po dobu 75 minut. Pipetou byl odebran supernatant
tak, aby nebyla porusena peleta s ¢asticemi a ve zkumavce zistalo cca 2,5 ml ¢astic. Takto byla
zZe suspenze c¢astic odstranéna vétsina acetonu a Castice byly zakoncentrovany.

Poté byla provedena dialyza z dtivodu odstranéni glycerolu a zbytkové organické faze.
Suspenze Ccastic byly pifeneseny do vlhkého dialyza¢niho stiivka. Dialyza probihala
V deionizované vod¢, v minimalné stondsobku objemu, po dobu 48 hodin, s dvéma vyménami
Po dialyze byl ze suspenze (10,5 mg Castic) odebran 1 mg Castic pro analyzu DLS, PDI zeta

potencialu a homogenizovan UZ jehlou 3 minuty.
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3.6. Dialyza ¢astic z chitosanu/tripolyfosfatu sodného

Dialyza je separacni technika zaloZena na transportu rozpusténych latek, které maji byt
odstranény, pfes semipermeabilni membranu vlivem rozdilu koncentraci mezi roztoky [125].
Transport latek pfes membranu probihd po koncentra¢nim gradientu mechanismem volné

diftze. Postup byl upraven podle [130].

Pouzité roztoky a pomiicky
— deionizovana voda
— suspenze castic CS/TPP

— vlhka dialyzaéni stiivka, sponky

Postup

Préace probihala v tripletu. Vlhké dialyza¢ni stfivko bylo nastiihano po cca 10 cm,
a na konec kazdého ze tii stiivek byla pfipevnéna sponka. Stiivka byla naplnéna zbylymi 8 ml
suspenze Castic a byla uzaviena sponkou i na druhém konci. Sttivka byla umisténa do 1l kadinek
naplnénych 800 ml deionizované vody (stondsobek obejmu vzorku). Dialyza probihala
pfi laboratorni teploté 24 hodin za mirného stalého michdni na magnetickém michadle
vzorek pteveden pipetou do 1€kovek s vickem a 1 ml Castic byl odebran na méteni DLS, PDI

a zeta potencialu ¢aastic.

3.7. Lyofilizace ¢astic
Lyofilizace je metoda, ktera dlouhodobé vylepsuje stabilitu 1éCivych ptipravki
pfeménou roztoku molekul na pevnou latku procesem sublimace. Proces sublimace zahrnuje

pfeménu zmrzlého ledu pfimo na pary, aniz by prochazel kapalnou fazi. [108]. Postup byl

upraven podle zdroju [5], [124], [132], [133] a [130].

Pouzité roztoky
— deionizovana voda
— suspenze Castic
— 55% roztok trehalozy

—  25% roztok mannitolu
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3.7.1. Lyofilizace ¢astic z chitosanu/tripolyfosfatu sodného

Do lyofiliza¢nich vialek byly napipetovany suspenze ¢astic a kryoprotektiv dle tabulky
1. Vialky byly uzavieny vickem a vlozeny do mrazaku s teplotou -80 °C na 24 hod. Poté byly
vialky bez vicka vloZeny do lyofilizatoru a probéhla lyofilizace dle programu zapsaného
Vv tabulce 2 po dobu 24 hod. Po ukonceni lyofilizace byly vialky uzavieny gumovou zatkou

a vickem a skladovany pfi teploté 4 °C.

Postup pro rozpusténi lyofilizata

Lyofilizaty byly rozpustény v 5 ml nebo ve 2 ml deionizované vody (ve stejném
mnozstvi jako pied lyofilizaci). Vzorky byly ponechany 30 minut na tiepacce s kyvavym
pohybem. Dale byly vzorky vortexovany a homogenizovany pomoci ultrazvuku po dobu

30 minut.

Tabulka 1: Pipetaz reagencii do lyofiliza¢nich vialek pro ¢astice z CS/TPP

Kryoprotektivum | Koncentrace Celkovy Objem Objem kryoprotektiva
kryoprotektiva | objem ve ¢astic [d]
[% wiv] vialce [ml] | [ml]
Trehal6za 5 5 4,545 455
Trehal6za 5 2 1,818 182
Trehal6za 2,5 5 4,773 227
Trehal6za 2,5 2 1,909 91
Mannitol 5 5 4 1000
Mannitol 5 2 1,6 400
Mannitol 1 5 4,8 200
Mannitol 1 2 1,92 80
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Tabulka 2: Lyofiliza¢ni program

Cas [min] Tlak [hPa] Teplota police [°C]
30 2,5 -25

120 3 -15

120 2 -10

120 15 -5

120 1 0

120 0,5 5

780 ~0 20

3.7.2. Lyofilizace ¢&astic z chitosanu/tripolyfosfatu sodného se zachycenym
proteinem
Do lyofiliza¢ni vialky bylo napipetovano 1,909 ml suspenze Castic (tj. 7 mg castic)
a 91 ul zésobniho roztoku trehal6zy. Vysledna koncentrace trehaldzy ve vialce je 2,5 % w/v
a vysledny objem odpovida 2 ml. Vialky byly uzavieny vickem a vloZzeny do mrazaku s teplotou
-80 °C na 24 hod. Poté byly vialky bez vicka vlozeny do lyofilizatoru a probéhla lyofilizace
dle programu zapsaného v tabulce €. 2 po dobu 24 hod. Po ukonceni lyofilizace byly vialky

uzavieny gumovou zatkou a vickem a skladovany pfi teploté 4 °C.

Postup pro rozpusténi lyofilizata
Pro méfeni byly lyofilizaty rozpustény ve 2 ml deionizované vody. Vzorky byly
ponechdny 30 minut na tfepacce s kyvavym pohybem. Dale byly vzorky vortexovany

a homogenizovany pomoci ultrazvuku po dobu 30 minut.

3.7.3. Lyofilizace ¢astic chitosanu/polykaprolaktonu

Do kazdé lyofiliza¢ni vialky byl napipetovan 1mg ¢&astic, suspenze byla dofedéna
deionizovanou vodou a bylo pfidano kryoprotektivum na objemy 5 ml nebo 2 ml dle (Tab. 1)
Soucasné byl lyofilizovan vzorek ¢astic bez kryoprotektiva. Vialky byly uzavieny vickem
a vlozeny do mraziciho boxu s teplotou -80 °C na 24 hod. Poté byly vialky bez vicka vlozeny
do lyofilizatoru a probéhla lyofilizace dle programu v tabulce 2 po dobu 24 hod. Po ukonc¢eni

lyofilizace byly vialky uzavieny gumovou zatkou a vickem a skladovany pfi teploté 4 °C.
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Postup pro rozpusténi lyofilizati
Lyofilizaty byly rozpustény v 5 ml nebo ve 2 ml deionizované vody (ve stejném
mnozstvi jako pied lyofilizaci). Vzorky byly ponechany 30 minut na tiepacce s kyvavym

pohybem. Dale byly vzorky vortexovany a homogenizovany v ultrazvukové lazni 30 minut.

Tabulka 3: Pipetaz reagencii do lyofiliza¢nich vialek pro ¢astice z CS/PCL

Kryoprotektivum | Koncentrace Celkovy Objem Objem Objem
kryoprotektiva | objem ve ¢astic [pl] | deionizované | kryoprotektiva
[% wiv] vialce [ml] vody [ml] (]
Trehaloza 5 5 215 4,33 455
Trehal6za 5 2 215 1,603 182
Trehal6za 2,5 5 215 4,558 227
Trehaldza 2,5 2 215 1,694 91
Mannitol 5 5 215 3,785 1000
Mannitol 5 2 215 1,385 400
Mannitol 1 5 215 4,585 200
Mannitol 1 2 215 1,705 80
Castice bez
kryoprotektiva 0 ° ° ° 0
Castice bez
kryoprotektiva 0 : ° : °

3.8. Adsorpce ovalbuminu na ¢astice

Adsorpce je proces, kdy molekula nebo iont piilne k povrchu ¢astice [77]. Ovalbumin
(OVA) je adsorbovan na povrch ¢astic pomoci slabych vazebnych interakci mezi molekulami,
jako jsou Van der Waalsovy sily, vodikové mustky nebo iontové sily [77]. Postup byl prevzat
ze zdroje [130].

Pouzité roztoky
— suspenze ¢astic
— roztok ovalbuminu v 0,1M fosfatovém pufru o pH 7,3 o koncentraci 1Img/ml

— 0,1M fosfatovy pufr o koncentraci o pH 7,3
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Postup

Byly ptipraveny Ctyfi vzorky s casticemi. Na tfi vzorky byl adsorbovan protein, ¢tvrty
vzorek byl pouzit jako slepy vzorek. 2 mg submikrocastic, ptipravenych dle kapitoly 3.4. a 3.5.
byly ptfeneseny do 15 ml centrifugacnich zkumavek a centrifugovany v centrifuze 5702
Eppendorf 5 minut p#i 1700 RCF. Poté byl odebran supernatant, ktery byl uchovan pro méfeni.
Po odstranéni supernatantu byly ¢astice 4x promyty 1 ml 0,1M fosfatového pufru o pH 7,3
a centrifugovany v centrifuze 5702 Eppendorf 5 minut pii 1700 RCF. Poté byla suspenze ¢astic
prenesena do mikrozkumavek Eppendorf. Roztok OVA o koncentraci 1 mg/ml byl zfedén 0,1M
fosfatovym pufrem na koncentraci 0,5 mg/ml. Z tohoto roztoku byl k ¢asticim napipetovan
1 ml. Do slepého vzorku byl misto ovalbuminu napipetovan 1 ml 0,1M fosfatového pufru o pH
7,3. Reak¢ni smés byla za stdlého otdCeni na rotatoru inkubovéna 2 hodiny pfi laboratorni
teploté. Poté byly Castice centrifugovany v centrifuze MiniSpin 5 minut pti 1700 RCF a byl
odebran supernatant, ze ktereho byla stanovena koncentrace proteinu pomoci soupravy
Pierce™ BCA Protein Assay Kit dle kapitoly 3.11.1.

Vyhodnoceni

Adsorpce ovalbuminu na ¢astice byla vyhodnocena nepiimou metodou stanoveni
proteinu ze supernatantu pomoci BCA testu. Byly vyhodnocovany 2 parametry, a to ucinnost
adsorpce (rovnice 1) [5], ktera vyjadiuje procento hmotnosti proteinu navazaného na polymerni
nosi¢ ve vztahu k po€ate¢nimu mnoZstvi vlozeného proteinu. Druhy zkoumany parametr byla
vazebna kapacita nosice (rovnice 2), kterd udava hmotnost proteinu zachyceného na casticich

vztazenou k hmotnosti ¢astic v suchém stavu [130].

Rovnice 1: Uéinnost vazby

celkovy vloZeny protein [ug/ml] — nenavazany protein [pg/ml]

Uéinnost vazby [%] = 100

celkovy vloZeny protein [pg/ml]

Rovnice 2: Vazebna kapacita nosice

celkovy vloZeny protein [pg/ml] — nenavdzany protein [pg/ml]

Vazebna kapacita nosice mg| =
P [hg/me] hmotnost ¢astic v suchém stavu [mg]
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3.9. Zachyceni proteinu do struktury ¢astic z chitosanu/tripolyfosfatu

sodného
Zachyceni je metoda, ve které je protein zachycen do struktury nosice. Protein je
obklopen monomernimi jednotkami nosi¢e, které v jeho piitomnosti polymerizuji

a tim ho uzaviraji do mfizky. Tento postup byl upraven dle zdroje [83].

Pouzité roztoky
— deionizovana voda
— roztok EGF v deionizované vodé o koncentraci 150 pg/ml
— roztok chitosanu v 0,05% kyseliné€ octové o koncentraci 2,5 mg/ml
— roztok ovalbuminu v deionizované vod¢ o koncentraci 150 pg/ml

— roztok tripolyfosfatu v deionizované vodé o koncentraci 0,25 mg/ml

Postup

Do kédinky s 17 ml deionizované vody byly napipetovany 2 ml roztoku CS v 0,05%
kyselin€ octové o koncentraci 2,5 mg/ml. Takto byl roztok nafedén na koncentraci 0,25 mg/ml.
Tento roztok CS a roztok TPP byly piefiltrovany.

Préce probihala v tripletu. Do 1ékovky s vickem bylo napipetovano 5,666 ml CS a 1 ml
OVA nebo EFG. Za stdlého michani na magnetickém michadle VERKON na stupni 4 bylo
po kapkach pfidano 1,333 ml tripolyfosfatu sodného. Tato suspenze ¢&astic byla michana
pfi laboratorni teplot¢ 30 minut. Takto bylo pfipraveno 8 ml suspenze ¢astic odpovidajici
hmotnosti 2,15 mg véetné proteinu. Poté byl odebran 1 ml suspenze ¢astic na méteni DLS, PDI
a zeta potencialu. Zbytek cCastic byl centrifugovan 5 minut v centrifuze 5702 Eppendorf
pii 1700 RCF. Poté byl odebran supernatant ke stanoveni koncentrace proteinu, tak aby na dné

zkumavky ztstaly 2 ml ¢astic k lyofilizaci.

3.10. Kinetika uvoliiovani proteinu z ¢astic

Metoda byla upravena dle zdroji [134] a [130].

Pouzité roztoky

— 0,1M fosfatovy pufro pH 7,3
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Postup

Prace probihala v tripletech a slepym vzorkem ¢astic. Na 2 mg submikrocastic,
ptipravenych dle kapitoly 3.4. a 3.5.,, byl dle kapitoly 3.8. adsorbovan ovalbumin
nebo dle kapitoly 3.9. zachycen protein. Castice s navazanym proteinem byly centrifugovany
v centrifuze MiniSpin 5 minut pii 1700 RCF, poté byl odebran supernatant pro pozdé&jsi
stanoveni koncentrace proteinu. 2 mg ¢astic byly resuspendovany ve zkumavce Eppendorf
v 5 ml 0,1M fosfatovéeho pufru o pH 7,3 temperovaného na 37°C. Tato suspenze byla skladovan
v termostatu za stdlého otdCeni v rotatoru pii teplot¢ 37 °C po celou dobu uvoliiovani.
V pravidelnych ¢asovych intervalech byla provedena centrifugace 5702 Eppendorf 5 minut
pii 1700 RCF a byly odebrany alikvoty po 300 ul v piipadé adsorbovaného proteinu a 1 ml
Vv piipad¢ zachyceného proteinu. Tento objem byl nahrazen temperovanym fosfatovym pufrem.
Casy, ve kterych byly alikvoty odebirany byly: 15, 30, 60, 90, 120 minut, 24 hodin, 48 hodin
a 1 tyden. Z odebranych alikvotl byla stanovena koncentrace pomoci soupravy MicroBCA™
Protein Assay Reagent Kit dle kapitoly 3.11.3. pro adsorbovany protein a 3.11.2. pro zachyceny

protein.

Vyhodnoceni
Kinetika uvolfovani ovalbuminu byla vyhodnocena kumulativni metodou,
jejimzZ principem je postupné pfi¢itani uvolnéného proteinu. Dale bylo dle rovnice 3 vypocitano

mnozstvi uvolnéného ovalbuminu [130], [134].

Rovnice 3: Vypocet mnozstvi uvolnéného ovalbuminu vyjadieného v procentech

uvolnény protein [pug]
Uvolnény protein [%] = 100
volnény protein [%] adsorbovany protein [pg]

3.11. Stanoveni koncentrace proteinu pomoci bicinchoninového testu
Bicinchoninovy (BCA) test je kolorimetricka metoda, pii které je méfena koncentrace
proteinu spektrofotometricky. Prvnim krokem je chelatace médi s proteinem v alkalickém
prostiedi, ve kterém jsou ionty Cu?* redukovany na Cu* za vzniku zelenomodrého komplexu.
V druhém kroku reaguje sodna stl kyseliny bicinchoninové s Cu* iontem za vzniku fialového
komplexu, jehoZ intenzita je méfena pii vinové délce 570 nm. Byly pouZity dvé riizné komeréni

soupravy a tii rizné metody pitipravy vzorku dle potfebného rozsahu koncentrace.
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3.11.1. Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Pouzité roztoky
— fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 M a pH 7,3
— roztok ovalbuminu v 0,1M fosfatovém pufru o pH 7,3 o koncentraci 2 mg/mi
— roztoky soupravy Pierce™ BCA Protein Assay Kit
— roztok A: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, vinan sodny v 0,2 M NaOH
a 4% 2,2"- bichinolin-4,4’- dikarboxylova kyselina (BCA)

— roztok B: 4% pentahydrat siranu méd’natého v destilované vodé

Postup

Nejprve byl piipraven zasobni roztok ovalbuminu v 0,1M fosfatovém pufru o pH 7,3
0 koncentraci 2 mg/ml. Z tohoto roztoku byly dle tabulky 3 pfipraveny standardy pro kalibraci,
jako fedici roztok byl pouzit 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,3.Do kadinky byly napipetovany
roztoky A a B v poméru 50:1. Do mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano 25 pl standardu,
vzorku ¢i slepého vzorku a bylo pfidano 200 pl pracovniho roztoku. Smés byla inkubovéana
30 minut v termostatu pii teploté 37°C. Po inkubaci byly vzorky ochlazeny na laboratorni
teplotu a prométeny na spektrofotometru pii vinové délce 570 nm béhem 10 minut od vyjmuti

Z termostatu.

Vyhodnoceni

Byla vytvotena kalibra¢ni zavislost z absorbanci standardi viéi jejich koncentraci.
Koncentrace vzorkl byly vypocitany z jejich naméfené absorbance dle rovnice regrese
kalibra¢ni kiivky. Tento test ma rozsah koncentraci 202000 pg/ml, proto je vhodny pro méfeni

koncentrace proteinu po adsorpci na ¢astice.
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Tabulka 4: Pipetaz pro ptipravu standardi pro kalibraci Pierce™ BCA testu

Roztok | Koncentrace standardu | Objem z&sobniho Objem fFediciho
[rg/mi] roztoku ovalbuminu o roztoku 0,1M
koncentraci 2 mg/m [ul] | fosfatového pufru [pl]

A 700 52,5 ul 87,5 ul

B 500 80 ul z roztoku A 40 ul

C 250 60 ul z roztoku B 60 ul

D 125 60 ul z roztoku C 60 ul

E 50 40 ul z roztoku D 60 ul

F 25 40 pl z roztoku E 40 pl

G 5 20 pl z roztoku F 80 ul

H 0 Ol 60 ul

3.11.2. Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit — metoda v mikrozkumavkéach
Eppendorf

Pouzité roztoky
— fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 M a pH 7,3
— roztok ovalbuminu v 0,1M fosfatovém pufru o pH 7,3 o koncentraci 2 mg/ml
— roztoky soupravy MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit
— roztok A: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, vinan sodny v 0,2 M NaOH
— roztok B: 4% 2,2 -bichinolin-4,4"-dikarboxylova kyselina (BCA) v destilované
vodé

— roztok C: 4% pentahydrat siranu méd’natého v destilované vodé

Postup

Nejprve byl piipraven zasobni roztok ovalbuminu v 0,1M fosfatovém pufru o pH 7,3
0 koncentraci 2 mg/ml. Z tohoto roztoku byly dle tabulky 6 pfipraveny standardy pro kalibraci,
jako fedici roztok byl pouzit 0,1M fosfatovy pufr o pH 7,3. Do kadinky byly napipetovany
roztoky A, B a C v poméru 25:24:1. Do mikrozkumavek Eppendorf byl napipetovan 1 ml
standardu, vzorku Ci slepého vzorku a byl pfidan 1 ml pracovniho roztoku. Smés byla
inkubovéna 1 hodinu v topném hnizdé¢ pfi teploté 60°C. Po inkubaci bylo napipetovano 300
ul standardu, vzorku ¢i slepého vzorku do mikrotitracni desticky a proméfeno
na spektrofotometru pti vinove délce 570 nm.
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Tabulka 5: Pipetaz pro pfipravu standardti pro kalibraci Micro BCATM testu pro metodu
v mikrozkumavkach Eppendorf

Koncentrace standardu | Objem ovalbuminu [ml] Objem Fediciho roztoku
[pg/ml] (deionizované voda) [ml]
200 0,5 ml zasobniho roztoku 4.5

40 2 ml z pfedchoziho roztoku 8

20 4 ml z ptedchoziho roztoku 4

10 4 ml z ptedchoziho roztoku 4

5 4 ml z ptedchoziho roztoku 4

2,5 4 ml z ptedchoziho roztoku 4

1 3,2 ml z ptedchoziho roztoku | 4,8

0,5 4 ml z ptedchoziho roztoku 4

0 0 8

Vyhodnoceni

Byla vytvofena kalibra¢ni zavislost z absorbanci standardi vuéi jejich koncentraci.
Koncentrace vzorkl byly vypocitany z jejich naméfené absorbance dle rovnice regrese
kalibra¢ni kiivky. Tato metoda ma rozsah koncentraci 0,5-200 pg/ml, proto je vhodna
pro méteni koncentrace zachyceného proteinu a sledovani kinetiky uvolfiovani proteinu

z ¢astic, do kterych byl zachycen.

3.11.3. Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit — metoda v mikrotitraéni
desticce
Pouzité roztoky
— 0,1M fosféatovy pufr o pH 7,3
— roztok ovalbuminu v 0,1M fosfatovém pufru o pH 7,3 o koncentraci 2 mg/mi
— roztoky soupravy MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit
— roztok A: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, vinan sodny v 0,2 M NaOH
— roztok B: 4% 2,2"-bichinolin-4,4"-dikarboxylova kyselina (BCA) v destilované
vodé

— roztok C: 4% pentahydrat siranu méd’natého v destilované vodé

63



Postup

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok ovalbuminu v 0,1M fosfatovem pufru o pH 7,3
0 koncentraci 2 mg/ml. Z tohoto roztoku byly dle tabulky 5 piipraveny standardy pro kalibraci.
Jako fedici roztok byl pouzit 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,3. Do kadinky byly napipetovany
roztoky A, B a C v poméru 25:24:1. Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 150 pl
standardu, vzorku ¢i slepého vzorku a bylo ptidano 150 pl pracovniho roztoku. Smés byla
inkubovana 2 hodiny v termostatu pii teplot¢ 37°C. Po inkubaci byly vzorky ochlazeny
na laboratorni teplotu a proméfeny na spektrofotometru pii vinové délce 570 nm béhem

10 minut od vyjmuti z termostatu.

Vyhodnoceni

Byla vytvofena kalibra¢ni zavislost z absorbanci standardi vuéi jejich koncentraci.
Koncentrace vzorki byly vypocitany z jejich naméfené absorbance dle rovnice regrese
kalibra¢ni kiivky. Tato metoda ma rozsah koncentraci 2,5-200 pg/ml, proto je vhodna

pro sledovani kinetiky uvolfiovani proteinu z ¢astic, na které byl nejprve adsorbovan.

Tabulka 6: Pipetaz pro pfipravu standardi pro kalibraci Micro BCA™ testu pro metodu
vV mikrotitra¢ni destic¢ce

Koncentrace standardu Objem zasobniho roztoku | Objem Fediciho roztoku

[ng/ml] ovalbuminu o koncentraci | 0,1M fosfatového pufru o
2 mg/ml [pl] pH 7,3 [pl]

200 100 900

150 75 925

100 50 950

40 20 980

20 10 990

10 5 995

5 2,5 998

2,5 1,25 999

0 0 1000
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3.12. Fyzikalné-chemicka charakterizace Castic
Metodou méfeni dynamického rozptylu svétla byly stanoveny tii vlastnosti ¢astic —

DLS, PDI a zeta potencial ¢astic.

3.12.1. Stanoveni hydrodynamické velikosti ¢astic a polydisperzniho indexu
Pouzity pristroj a prislusenstvi
— analyzator SZ-100 nanopartica HORIBA Scientific

— jednorazové dvousténné spektrofotometrické kyvety

Postup

250 g castic bylo dle potieby fedéno deionizovanou vodou na objem 1,5 ml.
Na pristroji HORIBA Scientific ve dvousténnych kyvetach byly zméfeny DLS a PDI castic
pod Uhlem 173° s hodnotou indexu lomu pro chitosan 1,540 pfi teploté 25 °C. Kazdé méfeni
bylo provedeno ve 12 opakovanich. Téchto 12 méfeni bylo primérovano, pro DLS byla pouzita
hodnota Z-Average a jeji smérodatna odchylka, PDI byla pouZzita hodnota PDI a jeji smérodatna
odchylka.

3.12.2. Stanoveni zeta potencialu
Pouzity pristroj a prisluSenstvi
— analyzator SZ-100 nanopartica HORIBA Scientific
— kiemenné kyvety — Semimikrokyveta SM/Q5, opticka délka 5 mm

Postup

Ktemennd kyveta, kterd se sklada ze dvou elektrod a komory pro vzorek, byla ptedem
proplachnuta pomoci plastové stiikacky deionizovanou vodou pro odstranéni bublin. 250 pg
castic bylo dle potfeby fedéno deionizovanou vodou na objem 1,5 ml. Suspenze ¢astic byla
pomoci plastové stiikacky aplikovan do kyvety. Na ptistroji HORIBA Scientific byl zméfen
zeta potencial pfi thlu rozptylu 90° pii teploté 25 °C. Kazdé méteni bylo provedeno ve 12
opakovanich. Téchto 12 méfeni bylo primérovano a byla pouzita hodnota Zeta Potential

(Mean).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimenta bylo pfipravit nosi¢ovy systém pro cilené dorucovani latek, napt.
proteint, a optimalizovat jeho podminky skladovani pomoci lyofilizace. Nosi¢ové systémy
nesmi vyvolavat zanétlivy ucinek, ani produkovat toxické rozkladné produkty. Naopak mezi
vlastnosti kvalitnich nosi¢li patfi biokompatibilita, schopnost u¢inné¢ vazby aktivni latky,
dodéani latky do mista pusobeni a jeji pomalé uvoliiovani z nosice. Tyto vlastnosti by méli byt
zachovany po piipravé i pfi definovanych podminkach skladovani [16].

Pro experimenty s vazbou proteini ovalbuminu a EGF byly zvoleny dva typy nosici,
a to submikrocastice z chitosanu a tripolyfosfatu sodného (TPP) a submikroc¢astice z chitosanu
(CS) apolykaprolaktonu (PCL). Suspenze c¢astic z CS/TPP byly piipraveny metodou
ionotropniho gelovaténi. Tato metoda vyuziva elektrostatické interakce, ke kterym dochazi
mezi ionty sopacné nabitymi specifickymi sitovacimi ¢inidly v definovaném rozsahu
koncentrace nebo pH [58]. Chitosan pusobi jako kationt a iontovymi interakcemi
s tripolyfosfatem nebo polykaprolaktonem (anionty) a jsou vytvoreny sférické Castice.
Tytosystémy je mozni charakterizovat pomoci méteni DLS velikosti, distribuce velikosti PDI
a zeta potencialu submikrocastic.

V nékterych ptipadech jejich klinického wvyuziti je nutno hledat podminky
pro skladovani a stabilizaci castic. Proto byla provedena lyofilizace piipravenych ¢&astic
s kryoprotektivy trehal6zou a mannitolem o riiznych koncentracich, z diivodu ochrany vzorkt
pted tvorbou ledovych krystalt, které mechanicky naruSuji Castice nebo 1é¢ivo. V ramci
optimalizace procesu lyofilizace byl také zkouman vhodny objem vzorku. Zména fyzikalné
chemickych vlastnosti ¢astic byla sledovana pied a po lyofilizaci.

Na pripravené ¢astice z CS/TPP s CS/PCL byly navazany proteiny ovalbumin a EGF
a byly zvoleny dva mechanismy vazby — adsorpce na ¢astice a zachyceni do struktury ¢astic.
Utinnost vazby byla vyjadiena pomoci vazebné kapacity nosi¢e a Gi¢innosti vazby. Pro dalsi
charakterizaci nosi¢u byla zkoumana kinetika uvoliiovani proteinti z ¢astic ve fosfatovém pufru

0 pH 7,3, vyjadiena kumulativni metodou.
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4.1. Priprava a charakterizace ¢{astic  z chitosanu/tripolyfosfatu

s adsorbovanym proteinem

Dle postupu v kapitole 3.6. byly pfipraveny submikrocastice z chitosanu (CS)
a tripolyfosfatu (TPP) v poméru 5:1. Pro pfipravu byl pouzit chitosan od spole¢nosti
Sigma-Aldrich o nizké molekulové hmotnosti a stupném deacetylace 75-85 %. Castice byly
charakterizovany méfenim jejich DLS, PDI a zeta potencialu metodou dynamického rozptylu
svétla dle kapitoly 3.12. (Tab. 7)

Tabulka 7: Primémé hodnoty hydrodynamické velikosti, polydisperzniho indexu a zeta
potencialu pro castice z CS/TPP (pocet opakovani: 3)

Hydrodynamickd | Polydisperzni Zeta potencidl
velikost [nm] index [mV]
Castice CS/TPP 223,9 + 18,2 0,509 + 0,149 454 +1,6

DLS c&astic odpovidala hodnoté 223,9 + 18,2 nm, pfipravené Castice tedy lze oznacit
za submikrocastice. PDI mél hodnotu 0,509 + 0,149. Obecné jsou Castice se zeta potencidlem
v rozmezi hodnot +30 mV a -30 mV povazovany za stabilni [103]. Hodnota zeta potencialu
byla 45,4 + 1,6 mV, submikrocastice tedy byly hned po piipraveé stabilni. U pfipravenych ¢astic
byly dale studovany podminky lyofilizace, protoze dle studie autord v [106] neni jejich stabilita
v suspenzi v ¢ase optimalni. Vysledky jednotlivych vzorka tripletu jsou uvedeny v ptiloze A
(Tab. 22).

Optimalizace podminek lyofilizace ¢astic z chitosanu/tripolyfosfatu

Lyofilizace je metoda, kterd dlouhodobé¢ zlepSuje stabilitu 1é¢ivych ptipravkl pfeménou
roztoku nestabilnich molekul na pevnou latku procesem sublimace. Proces sublimace zahrnuje
pfeménu zmrzlého ledu pfimo na pary, aniZ by prochéazel kapalnou fazi. K tomu dochazi
pfi teploté a tlaku pod trojnym bodem vody [108]. Kvalitni lyofilizat by mél mit nizky obsah
zbytkové vlhkosti, nemély by byt naruseny fyzikalni a chemické vlastnosti pivodniho produktu
amél by byt dlouhodobg stabilni. Céstice po lyofilizaci musi byt snadno resuspendovéany a musi
byt zachovana aktivita 1é¢iva [112].

Objem vzorku je dulezity parametr procesu lyofilizace. Pii niz§im objemu ma vzorek

vyssi plochu, kterd je vystavena zamrazeni a suSeni. V disledku toho by méla byt G¢innost
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lyofiliza¢niho procesu vyrazn¢ zlepsena [110]. Na obrazku 5 je uvedena lyofiliza¢ni vialka
pouzivana pro experimenty v této préaci.

Jednou z nejvétsich piekazek, kterd se béhem lyofilizace objevuje, je tvorba velkych
ledovych krystald, které mechanicky naruSuji nanocastice a navazany protein. [110]. Proto je
nutno pouzit kryoprotektiva, ktera zabranuji tvorbé téchto krystald. Je vSak nutné pouzit
kompatibilni kryoprotektivum s danym nosi¢em ve vhodné koncentraci. Kryoprotektiva o pfilis
nizké koncentraci dostatecné nezabranuji tvorbé ledovych krystal, naopak kryoprotektiva

o prilis vysoké koncentraci nejsou schopny stabilizovat Castice.

Obrazek 5: Pouzivana lyofiliza¢ni vialka

Kryoprotektiva trehaléza a mannitol

Submikrocastice z CS/TPP byly ptipravené a lyofilizované dle kapitol 3.4. a 3.7.1.
Ucelem tohoto experimentu bylo hledat vhodné podminky lyofilizace, a to optimalizovat objem
vzorku suspenze Castic, druh a koncentrace kryoprotektiva. Byly pouzity lyofiliza¢ni vialky
0 objemu 5 ml, zvolené objemy vzorkt byly 5 ml a 2 ml. Dale byla zkouméana kryoprotektiva
trehal6za (TRE) o koncentracich 5 % w/v a 2,5 % w/v a mannitolu (MAN) o koncentraci
5% w/val% wl.

Vzorky byly rozpustény ve 2 ml nebo v 5 ml deionizované vody (ve stejném mnozstvi
jako pted lyofilizaci) a homogenizovany v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Takto byly
piipraveny k analyze fyzikalnéchemickych vlastnosti — DLS, PDI a zeta potencialu dle kapitoly
3.12. DLS velikosti ¢astic, PDI a zeta potencial nebyly detekovany (data neuvedena). To mohlo
byt ovlivnéno agregaci c¢astic nebo volného chitosanu, ktery nebyl navazan do castic.

Pro ovéfeni tohoto tvrzeni byly vzorky skoncentraci trehalozy 2,5 % w/v o objemech
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5mla2ml (jediné detekovatelné analyzatorem) prefiltrovany plastovou stiikackou pies filtr
z regenerované celuldzy s velikosti pora 45 um a znovu byly analyzovany DLS velikost, PDI
a zeta potencial (Tab. 8). Vysledky jednotlivych vzorku tripleta jsou uvedeny v piiloze A (Tab.
23).

Tabulka 8: Fyzikalné-chemické vlastnosti Castic z CS/TPP lyofilizaci a filtraci (pocet
opakovani: 3)

Kryoprotektivum, | Hydrodynamicka Polydisperzni index | Zeta potencial
koncentrace, objem | velikost [nm] [mV]

TRE 2,5%, 5ml 1773+ 144 0,389 + 0,003 40,2 £0,7
TRE 2,5%, 2ml 164,9 + 10,6 0,373 £ 0,023 41,7+ 3,3

Filtraci a naslednym méfenim fyzikdlné-chemickych parametri bylo prokazéano,
ze v suspenzi rozpusténého lyofilizatu byly pfitomny ¢astice o pozadovanych
fyzikalné-chemickych vlastnostech. Zagregované ¢astice a volny chitosan byly tedy filtraci
odstranény. Timto zptsobem filtraci lyofilizatu provést Ize, ale s nasim vybavenim laboratote
neni mozné uréit ztraty ¢astic zachycenych filtrem. Neni tedy znama koncentrace ¢astic, coz je
mozné vyresit napiiklad se zafenim NTA.

Ve srovnani s parametry ¢astic hned po piipravé (Tab. 6), jejichz vlastnosti byly DLS
velikost 223,9 £+ 18,2 nm, PDI 223,9 + 18,2 a zeta potencial 45,4 + 1,6 mV byly castice
po lyofilizaci s trehaldzou a po filtraci mensi, mély uzsi distribuci velikosti, a byly stabilni.

Vialky s lyofilizaty ¢astic s mannitolem se po pfidani deionizované vody nepodafilo
rozpustit, v suspenzi byla pfitomna bila sraZzenina (Obr. 6). Srazeninu se nepodafilo odstranit
vortexovanim ani homogenizaci v ultrazvuku. Mannitol tedy neni vhodné kryoprotektivum
pro lyofilizaci téchto chitosanovych ¢astic.

Vialky se slepym vzorkem, tedy bez kryoprotektiva, 0 objemu 5 ml popraskaly z divodu
tvorby velkych ledovych krystalti. Vialky se slepym vzorkem o objemu 2 ml byly po lyofilizaci

bez vzorku, coz prokazuje, ze Castice CS/TPP nelze lyofilizovat bez kryoprotektiva.
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Obréazek 6: SraZenina v rozpusténém lyofilizatu ¢astic z CS/TPP s mannitolem (5%, 2 ml)

Vliv dialyzy ¢astic a objemu vzorku na vlastnosti lyofilizatu

V ptedchozim experimentu byly prokdzany velké agregaty v roztocich castic
po lyofilizaci. Tyto agregaty mohly byt tvofeny submikrocasticemi, ale také volnym
chitosanem v nadbytku. Proto byly submikrocastice piipraveny dle postupu v kapitole 3.4.
a za tcelem odstranéni nadbyte¢ného chitosanu byla provedena dialyza dle postupu v kapitole
3.6. Jako ptijimaci roztok byla pouzita destilovana voda nebo deionizovana voda. Vysledky

jsou uvedeny v tabulkach. 9, 10 a 11.

Tabulka 9: Fyzikalné-chemické vlastnosti ¢astic z CS/TPP po ptipravé a po dialyze
do deionizované vody (pocet opakovani: 3)

Hydrodynamicka | Polydisperzni Zeta potencidl
velikost [nm] index [mV]
Castice CS/PCL
211931 0,369 + 0,021 535+4
po pripravé
Castice CS/PCL
_ 3650 + 3340 0,973 £ 0,027 27,6 £ 25,6
po dialyze

Castice hned po piipravé lze oznaéit jako monodisperzni stabilni submikrosystémy.
Vysledky méteni fyzikalné-chemickych vlastnosti po dialyze do destilované vody byly
nekonzistentni, DLS ¢astic se pohybovala od 120 nm po 7000 nm, hodnoty PDI se pohybovaly
od zapornych hodnot po hodnotu 60 mV a systém byl vysoce polydisperzni. Vysledky

jednotlivych vzorkua tripletu jsou uvedeny v piiloze A (Tab. 24). Je mozné, Ze dialyza
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nepfinesla pozadované vysledky z divodu interakce iontl v destilované vode. Vzhledem
k nehomogenité ¢astic lyofilizace nebyla provedena.

Na zaklad¢ predchozich experimentu byly pfipraveny subikrocastice dle kapitoly 3.4.
Ve snaze snizit mnoZstvi nenavazaného chitosanu byl objem ¢éstic byl zmensSen na 6 ml, ktery
odpovidal hmotnosti ¢astic 1,5 mg. Byla provedena dialyza dle kapitoly 3.6. Jako pfijimaci
roztok byla tentokrat pouzita deionizovana voda. Dle postupu v kapitole 3.7.1. byla provedena
lyofilizace. Bylo pouzito kryoprotektivum trehal6za o koncentracich 5 % w/v a 2,5 % w/v
a lyofilizovany objem byl 2 ml z davodu snazsiho rozpousténi.

Kryoprotektivum mannitol pouzito nebylo z divodu opakované S$patné tvorby
lyofilizatd a jejich problematickému rozpousténi. Vzorky bez kryoprotektiva byly také

vyfazeny z experimentu, protoze jejich lyofilizace byla opakované netispésna.

Tabulka 10: Fyzikalné-chemické vlastnosti ¢&astic z CS/TPP po priprave, dialyze
do deionizované vody a lyofilizaci s kryoprotektivem trehal6za o koncentraci 5% w/v v objemu
2 ml (pocet opakovani: 3)

Hydrodynamicka | Polydisperzni Zeta potencidl
velikost [nm] index [mV]
Castice CS/TPP
180 +5,2 0,388 + 0,046 525+3,7
po pripravé
Castice CS/TPP
_ 126,8+6,5 0,534+ 0,087 36,6 £2,3
po dialyze
Castice CS/TPP
po lyofilizaci TRE 566,9 +310,6 1,922 £ 1,023 30,3+4,7
5% wiv, 2 ml

Pfipravené ¢astice o objemu 6 ml mély po piipravé mensi DLS, nez ¢astice o objemu
9 ml. Jejich DLS odpovidala hodnoté¢ 180 £ 5,2 nm, lze je tedy nazvat submikrocasticemi.
Suspenze méla PDI 0,388 + 0,046, coz je men$i, nez 0,7, proto Systém lze povazovat
za monodisperzni. Zeta potencial odpovidal hodnoté 52,5 + 3,7 mV a systém byl stabilni.

Po dialyze doSlo ke zmenSeni ¢astic na hodnotu 126,8 + 6,5 nm, PDI byl zvySen
na hodnotu 0,534+ 0,087, ale nosiCovy systém stale lze oznaéit za monodisperzni, a zeta
potencial byl také snizen na hodnotu 30,3 £+ 4,7 mV, systém ¢astic byl i po dialyze stabilni.

DLS castic po lyofilizaci kryoprotektivem trehaléza o koncentraci 5 % w/v byla

zvySena, pravdépodobné z divodu agregati castic. Dle jeji hodnoty 566,9 £310,6 nm
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se pravdépodobné jednalo o agregaty 3—5 ¢astic. Z tohoto divodu byl zvySen i PDI na hodnotu
1,922 + 1,023. Zeta potencial byl snizen na hodnotu 30,3 + 4,7 mV, Castice piesto zlstaly
stabilni. Vysledky jednotlivych vzorka tripletu jsou uvedeny v ptiloze A (Tab. 25).

Dialyza tedy vyrazné vylepsila proces lyofilizace odstranénim piebytecného chitosanu,
nicméné Castice po lyofilizaci presto agregovaly a systém byl polydisperzni. Z téchto divoda

tyto Castice nevyhovuji v klinické praxi, i pfestoze jsou stabilni.

Tabulka 11: Fyzikalné-chemické vlastnosti ¢astic z CS/TPP po piiprave, dialyze
do deionizované vody a lyofilizaci s kryoprotektivum trehaléza o koncentraci 2,5% wi/v
v objemu 2 ml (pocet opakovani: 3)

Hydrodynamicka | Polydisperzni Zeta potencidl
velikost [nm] index [mV]
Castice CS/TPP
1809+ 4,6 0,416 + 0,033 53,6 +4,8
po pripravé
Castice CS/TPP
o 129,6 £ 4,7 0,557+ 0,011 33,7+£0,9
po dialyze
Castice CS/TPP po
lyofilizaci TRE 267,9 £ 63,58 1,084 £ 0,39 31,4+3,6
2,5 % wlv, 2 ml

Lyofilizaty byly rozpuStény ve 2 ml deionizované vody a homogenizovany
v ultrazvukové 1azni po dobu 30 minut. Stejné jako u piedeslych vzorkd piipravené ¢astice
0 objemu 6 ml mély po piipravé mensi DLS, neZ ¢astice o objemu 9 ml. DLS odpovidala
velikosti 180,9 £ 4,6 nm a suspenze byla monodisperzni a stabilni. | v tomto pfipadé doslo
po dialyze ke zmenSeni Céstic, zvySeni PDI a sniZeni stability, nicméné systém byl stale
monodisperzni a stabilni. DLS submikrocastic byla po lyofilizaci zvySena na hodnotu
267,9 + 63,58 nm, pravdépodobné v disledku agregati ¢astic. Toto tvrzeni by bylo vhodné
ovétit napt. pomoci SEM analyzy, jak bylo provedeno napi. v diplomové praci [130].
Smérodatna odchylka k DLS byla zvySena, protoze jeden ze tii vzorkd v tripletu mél vyrazné
vyssi hodnotu. PDI byl 1,084 + 0,39, tedy vyssi, nez 0,7, systém byl vysoce polydisperzni
a nevhodny pro klinickou aplikaci, i pfestoze zeta potencial o hodnoté 31,4 £ 3,6 mV (¢inil
systém stabilnim. Vysledky jednotlivych vzorka tripletu jsou uvedeny v ptiloze A (Tab. 26).
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Lyofilizace s kryoprotektivem trehal6zou o koncentraci 2,5 % w/v byla 0¢innéjsi,
nez S koncentraci trehaldzy 5 % w/v, protoze DLS submikroc¢éstic byla nizsi, PDI nizsi a zeta
potencial vyssi. Pro klinickou aplikaci by bylo dobr¢ snizit PDI, aby byl systém monodisperzni.
Na piipravované Castice s optimalizovanymi podminkami lyofilizace budou v dal$im kroku

pfipravy nosicovych systémil navazovany proteiny.

Hodnoceni u¢innosti adsorpce proteint na ¢astice z chitosanu/tripolyfosfatu

Adsorpce je proces, kdy molekula nebo iont ptilne k povrchu ¢astice. Protein ma mit
vhodny izoelektricky bod, aby se byl schopen piiblizit k Casticim a navéazat se na n¢ pomoci
slabych vazebnych interakci mezi molekulami, jako jsou Van der Waalsovy sily, vodikoveé
mustky, iontové sily a dalsi [77]. Parametry, které ovliviiuji adsorpci nejvice jsou teplota, pH,
iontova sila a slozeni pufru [78].

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit u¢innost adsorpce proteinu a vazebnou kapacitu
nosice. Nejprve byl na suspenze ¢astic sorbovan protein ovalbumin, jehoz izoelektricky bod
(pl) se pohybuje v rozmezi 4,5-4,9. a jeho molekulovd hmotnost je 42,881 kDa [135]. Vazba
probiha mezi kladné nabitymi aminoskupinami chitosanu se zaporné nabitymi karboxylovymi
skupinami ovalbuminu.

Byly pfipraveny submikrocastice dle kapitoly 3.4. a na 2 mg ¢astic byl adsorbovan
ovalbumin o koncentraci 0,5 mg/ml podle kapitoly 3.8. Koncentrace adsorbovaného proteinu
byla vypocitana nepifimou metodou ze supernatantu pomoci BCA testu dle kapitoly 3.11.1.
Déle byla koncentrace piepocitana dle kalibra¢ni kiivky v grafu 1 srovnici regrese
y = 0,0013x + 0,007 a hodnotou spolehlivosti R?=0,9986. Na zakladé stanovené koncentrace

byla vypocitana G¢innost vazby (Rov. 1) a vazebna kapacita nosic¢e (Rov. 2).
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Graf 1: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni koncentrace proteinu soupravou Pierce™ BCA
Protein Assay Kit
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Tabulka 12: Uginnost adsorpce a vazebna kapacita nosice vztazena na 2 mg &astic z CS/TPP
(pocet opakovani: 3)

Ucinnost adsorpce 94,52 %

Vazebna kapacita ¢astic CS/TPP | 274,28 pg / 2 mg ¢astic

V diplomove préci [130] odpovidala G¢innost adsorpce na stejné chitosanové Castice
hodnoté 26,96 % a vazebna kapacita hodnoté 64,7 ug / 2 mg (DLS velikost 122,57 + 18,4 nm,
zeta potencial 32,8 £ 5,8 mV). Submikrocastice mély po piipravé (bez proteinu) mensi DLS
velikost nm, PDI v obou pracich velmi podobny, oba systémy Ize povazovat za monodisperzni
a stabilni. Rozdil byl také v pouzité soupravé pro stanoveni proteinu v supernatantu — Micro
BCA™ Protein Assay Reagent Kit a fedéni.

Ve studii [5] pripravili ¢astice z CS/TPP se sorbovanym ovalbuminem o dvou
koncentracich. Uginnost adsorpce na 1 mg &astic s adsorbovanym ovalbuminem o koncentraci
0,4 mg/ml byla 57 % a o koncentraci 0,6 mg/ml byla 76 %. Tyto hodnoty jsou blizsi
pro zvolenou koncentraci ovalbuminu 0,5 mg/ml. Castice ptipravené ve studii [5] se také bliZily
hodnotami DLS velikosti — 200 + 24 nm, PDI 0,227 a zeta potencialu 25 £ 3 mV.

V piedchozich kapitolach se Castecné podatilo nalézt podminky lyofilizace pro Castice
z CS/TPP po dialyze a lyofilizaci s 2,5% trehalézou v objemu 2 ml, pfesto nebyly zachovany
DLS velikosti a PDI vlastnosti ptivodnich ¢astic. Vzorky po rozpusténi byly homogenizovany

v ultrazvukové lazni 30 minut, coz nelze provést u castic s adsorbovanym proteinem,
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protoze by byl protein denaturovan a pfedcasné uvolnén z Castic. Z tohoto divodu nebyla
lyofilizace provedena u chitosanovych ¢astic s adsorbovanym proteinem. V dalSich
experimentech byl zkouman jiny mechanismus vazby proteinu na tyto Castice, a to konkrétné

zachyceni proteinu do jejich struktury.

4.2. Priprava a charakterizace <astic z chitosanu/tripolyfosfatu

se zachycenym proteinem

Zachyceni je metoda, ve které je protein pfitomny v celé struktufe nosice. Protein je
obklopen monomernimi jednotkami nosice, které v jeho pfitomnosti polymerizuji
a tim ho uzaviraji do mftizky [83, str. 37]. Tato metoda tedy vyZzaduje syntézu polymerniho
nosi¢e a zaroven podminky vhodné pro zachycovany protein [82].

Nejprve byl dle kapitoly ¢. 3.9. pfipraveny castice se zachycenym ovalbuminem.
Izoelektricky bod (pl) ovalbuminu se pohybuje v rozmezi 4,5 — 4,9 a je tak pfitahovan s kladné
nabitymi skupinami chitosanu. Jeho molekulovd hmotnost je 42,881 kDa [135]. Poté byly
ptipraveny Castice z CS/TPP se zachyceny lidskym rekombinantnim EGF, jehoz pl odpovida
hodnoté 5,53 [136] a je také piitahovan k chitosanu. Jeho molekulova hmotnost je 6,2 kDa,
coz bylo potvrzeno vyrobcem pomoci SDS-PAGE [137]. Byla provedena analyza fyzikalné
chemickych vlastnosti — DLS, PDI a zeta potencialu (Tab. 13). Vysledky jednotlivych vzorka
tripletu jsou uvedeny v ptiloze A (Tab. 27).

Tabulka 13: Praméré hodnoty hydrodynamické velikosti, polydisperzniho indexu a zeta
potencidlu pro ¢astice z CS/TPP po zachyceni OVA a EGF (pocet opakovani: 3)

Hydrodynamickd | Polydisperzni Zeta potencidl
velikost [nm] index [mV]
Castice CS/TPP
226,7 £14,9 0,422 + 0,014 53,7+0,7
se zachycenym OVA
Castice CS/TPP
1889+ 7,8 0,418 + 0,019 449+11
se zachycenym EGF

Molekulova hmotnost OVA je téméf sedmkrat vétsi nez u EGF, coz je pravdépodobné
hlavni duvod rozdilné velikosti ¢astic. DalSim divodem mohou byt odlisné hodnoty

izoelektrickych bodi proteint a tim i jejich rizna pfitazlivost k chitosanu.
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V diplomoveé préci [83] byl EGF zachycen do struktury odlisnych CS/TPP ¢astic.
V této praci byly vsak ¢astice se zachycenym EGF pfipraveny v poméru obou slozek 2:1,
koncentrace tripolyfosfatu byla nizsi a chitosan byl rozpustén v acetatovém pufru. Tyto rozdily
mohou oduvodniovat o néco vyssi hodnoty DLS velikosti ¢astic s EGF 204 £ 12 nm.

Ve studii [137] byly metodou ionotropniho gelovaténi ptipraveny castice z CS/TPP
v poméru 10:1 se zachycenym EGF o koncentraci 1 mg/mla. V této studii byl EGF piidan
do roztoku chitosanu a michan 1 hodinu, poté byl piidan TPP a suspenze byla michana dalSich

30 minut. Rozdilné podminky mohou odiivodiovat mensi hodnoty DLS velikosti 150 £ 10 nm.

Lyofilizace €astic z chitosanu/tripolyfosfatu se zachycenym proteinem

V predchozi kapitole experimentech byly pfipraveny stabilni monodisperzni
submikrocastice se zachycenymi proteiny, proto byly lyofilizované. Submikrocastice z CS/TPP
se zachycenymi proteiny ovalbuminem a EGF byly ptipraveny dle kapitoly 3.9. a byly
lyofilizovany dle kapitoly 3.7.2. Zptedchozich optimalizaci pro lyofilizaci byla
jako kryoprotektivum zvolena trehaléza o koncentraci 2,5 % v/w v objemu 2 ml. Po lyofilizaci
byla provedena analyza fyzikaln¢ chemickych vlastnosti — DLS, PDI a zeta potencialu

(Tab. 14). Vysledky jednotlivych vzorku tripletu jsou uvedeny v ptiloze A (Tab. 28).

Tabulka 14: Fyzikalné-chemické vlastnosti ¢astic z CS/TPP s navdzanym proteinem
po lyofilizaci (pocet opakovani: 3)

Hydrodynamickd | Polydisperzni Zeta potencidl
velikost [nm] index [mV]
Castice CS/TPP se
3252, 4 +884,3 3+0,571 357+1,7
zachycenym OVA
Castice CS/TPP se
887,3 £200,4 1,976 + 0,728 434+19
zachycenym EGF

DLS c¢astic se pohybovala ve stovkach az tisicich nanometrii a smérodatné odchylky
byly velmi vysoké, piestoze byly suspenze piedem homogenizovany v ultrazvukové lazni
(30 minut). Castice béhem procesu lyofilizace agregovaly. V piipadé &astic se zachycenym
EGF se jedna o shluky nékolika jednotek Castic. Tento jev by bylo mozné potvrdit SEM
analyzou. PDI byl u obou vzorkt také velmi vysoky, vyssi nez 0,7, vzorky ma tedy velmi

Sirokou distribuci velikosti ¢astic. Zeta potencial byl u obou vzorkt vyssi nez 30 mV, ¢astice
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jsou tedy navzdory agregaci stabilni. Podil na kvalité ¢astic mize mit také volny CS a TPP,
které nemohli byt odstranény dialyzou pted lyofilizaci, protoze by doslo k uvolnéni

zachyceného proteinu do pfijimaciho roztoku a tim i K jeho ztraté.

Hodnoceni ucinnosti  zachyceni proteinu do  struktury castic

z chitosanu/tripolyfosfatu

Dle kapitoly 3.9. byly ptipraveny suspenze ¢astic CS/TPP v poméru 5:1 se zachycenym
ovalbuminem nebo EGF o koncentraci 150 ug/ml [83] do struktury c¢astic. Koncentrace
proteinu byla stanovena pomoci BCA testii dle kapitoly 3.11.2. a vypocitdna z kalibracni
zavislosti v grafu 2 s rovnici regrese y = 0,0257x + 0,0048 a hodnotou spolehlivosti R?=0,9993.

Dle rovnic 1 a 2 byly vypocitany ucinnost zachyceni a vazebna kapacita nosice (Tab. 15).

Graf 2: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni koncentrace proteinu soupravou Micro BCA™
Protein Assay Reagent Kit — metoda ve zkumavkach Eppendorf
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Tabulka 15: Uéinnost zachyceni a vazebna kapacita nosi¢e vztazena na 2 mg ¢astic CS/TPP
(pocet opakovani: 3)

Utinnost zachyceni [%] | Vazebna kapacita &astic [pg / 2mg]

Castice CS/TPP

86,47 64,85
se zachycenym OVA
Castice CS/TPP

86,19 64,64

se zachycenym EGF
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Hodnoty ucinnosti zachyceni a vazebné kapacity ¢astic u obou proteinii maji témet
stejnou hodnotu, metoda zachyceni je tedy vhodné pro oba proteiny. Ve srovnani s metodou
adsorpce jde o nizsi uc¢innost zachyceni proteinti o ptiblizné 8 %.

V diplomove préaci [83] byl zachycovan EGF (150 pg) do struktury chitosanovych
¢astic (4 mg) s ucinnosti zachyceni 39,3 % a vazebnou kapacitou ¢astic 25,2 ug / 4 mg. Jednalo
se vsak 0 odlisné pfipravené ¢astice CS/TPP (CS ku TPP v acetatovém pufru v poméru 2:1),
Rozdily v podminkach ptipravy ¢astic a také jejich dvojnasobné mnozstvi mohou odtivodnovat
jeji nizsi namétené hodnoty pro uc¢innost zachyceni.

Ve studii [137] byly pfipraveny metodou ionotropniho gelovaténi ¢astice z CS/TPP
v poméru 10:1 se zachycenym EGF o koncentraci 1 mg/ml a u¢innosti zachyceni 70 %, ktera
se blizi ziskané hodnoté 86,19 %. V této studii byl EGF ptidan do roztoku chitosanu a michan

1 hodinu, poté byl piidan TPP a suspenze ¢astic s proteinem byla michana dalSich 30 minut.

Kinetika uvoliiovani proteini z ¢astic z chitosanu/tripolyfosfatu

Pro dalsi charakterizaci pfipravenych ¢astic s rizné vazanymi proteiny bylo sledovano
mnozstvi a rychlost uvolnénych proteinti z téchto nosi¢ovych systému. Nejprve byly pfipraveny
Castice z CS/TPP s navazanymi proteiny ovalbuminem a EGF. Proteiny byly bud’ sorbovany
na povrch ¢astic nebo zachyceny do struktury ¢astic. Ob& metody vykazovaly vysokou G¢innost
vazby. Kinetika naopak nebyla zkouméana u lyofilizovanych ¢astic s proteiny, protoze nebyly
nalezeny vhodné podminky lyofilizace, které zachovavaji parametry ¢astic.

Kinetika uvoliiovani proteinu zavisi na vlastnostech nosice, jako je napf. velikost ¢astic,
jejich tvar, porozita a dalsi, na vlastnostech proteinu, jako je struktura a plI a na vlastnostech
prostiedi, hlavné na teploté, pH a iontové sile. Protein byl uvoliiovan z ¢astic do 5 ml 0,1M

fosfatového pufru o pH 7,3 a teploté 37 °C, coz piiblizn¢ odpovida pH a teploté téla [130].

Castice z chitosanu/tripolyfosfatu s adsorbovanym ovalbuminem

Suspenze submikrocastic z CS/TPP byly ptipraveny dle kapitoly 3.4 a 3.8. a dle kapitoly
3.10. byla sledovana kinetika uvoliiovani proteinu. Ze suspenze ¢astic byly odebirany alikvoty
v ¢asech 15, 30, 60, 90, 120 minut, 24 hodin, 48 hodin a 1 tyden. Koncentrace proteint byla
stanovena pomoci soupravy MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit dle kapitoly 3.11.3.
Pro vyhodnoceni koncentrace proteint (Tab. 16) byla pfipravena kalibra¢ni zavislost (Graf 3)
s rovnici regrese y=0,0077x +0,0504 a hodnotou spolehlivosti R? = 0,9949. Kinetika

uvolnovani ovalbuminu byla vyhodnocena kumulativni metodou, jejimz principem je postupné
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pficitani uvolnéného proteinu. V grafu 4 je znazornéna kinetika uvoliiovani ovalbuminu z ¢astic

z CS/TPP vyjadiena kumulaci koncentrace. Mnozstvi uvolnéného ovalbuminu v procentech

bylo vypocitano dle rovnice 3 [130], [134].

Graf 3: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni koncentrace proteinu soupravou Micro BCA™
Protein Assay Reagent Kit — metoda v mikrotitra¢ni desticce
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Tabulka 16: Naméfena koncentrace alikvotli uvolnéného ovalbuminu z castic z CS/TPP
po ptrechozi adsorpci v koncentracich a v procentech uvolnéného ovalbuminu (pocet opakovani:

3)
Cas Naméfena koncentrace Naméfena koncentrace alikvotiu
alikvoti [pg/ml] vyjadiena v procentech [%]
15 minut 69,56 11,93
30 minut 53,84 9,23
60 minut 47,57 8,16
90 minut 39,02 6,69
120 minut 33,24 5,7
24 hodin 4,86 0,83
48 hodin 4,9 0,84
1 tyden 3,54 0,61
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Graf 4: Kinetika uvoliiovani adsorbovaného ovalbuminu z ¢astic z CS/TPP vyjadiena pomoci
kumulace hodnot koncentraci uvolnéného ovalbuminu
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Nejvice proteinu bylo uvolnéno béhem prvnich dvou hodin, a to konkrétné
243,23 ng/ml, neboli 41,71 %, poté bylo uvoliiovani vyrazné zpomaleno. Béhem 1 tydne bylo
uvolnéno 256,53 pg/ml, neboli 43,99 % proteinu, poté byla analyza ukoncéena. 49,23 pg/ml,
neboli 9,84 % ovalbuminu bylo detekovano v supernatantu, odebraného hned po piipravé
¢astic, toto mnozstvi proteinu tedy nebylo navdzano na ¢astice. Na Casticich tedy zlstalo
navazano 194,77 pug/ml, neboli 38,95 %. To znamena, Ze téméf polovina proteinu, ktery byl na
¢astice adsorbovan, byl z ¢astic také uvolnén.

V diplomove préci [130] bylo stejnou metodou uvolnéno po 24 hodindch o néco méné
proteinu — 33,82 %. Tento rozdil mohl byt zpisoben pouzitym chitosanem (Primex) se stupném

deacetylace > 95 %.

Castice z chitosanu/tripolyfosfatu se zachycenymi proteiny

Byly ptipraveny castice z CS/TPP dle kapitoly 3.9. se zachycenym ovalbuminem
anebo EGF o koncentraci 150 pg/ml. Kinetika uvolfiovani proteinu byla méfena dle kapitoly
3.10. Z ¢astic byly odebirany alikvoty 0 objemu 1 ml, v ¢asech 15, 30, 60, 90, 120 minut,
24 hodin, 48 hodin a1l tyden. Z odebranych alikvoti byla stanovena koncentrace pomoci
soupravy MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit dle kapitoly 3.11.2. Koncentrace byla
vyhodnocena dle kalibra¢ni zavislosti grafu 2. MnozZstvi uvolnéného ovalbuminu v procentech
bylo vypocitano dle rovnice 3 [130], [134] (Tab. 17). V grafu 5 je znazornéna kinetika

uvoliiovani ovalbuminu a EGF z ¢astic z CS/TPP vyjadiena kumulaci koncentrace.
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Tabulka 17: Namétena koncentrace alikvotd uvolnéného ovalbuminu s EGF z ¢astic z CS/TPP
se zachycenym proteinem vyjadiena v koncentracich a v procentech uvolnénych proteina
(pocet opakovani: 3)

W

Cas Namérena Namérena Namérena Namérena
koncentrace koncentrace koncentrace koncentrace
alikvota OVA | alikvota OVA alikvoti EGF | alikvotu EGF
[ng/ml] vyjadi‘ena [ng/ml] vyjadiena

v procentech [%] v procentech [%]

15minut | 0,8 0,57 2,79 1,94

30 minut | 1,05 0,75 3,44 2,39

60 minut | 0,96 0,68 0,93 0,65

90 minut | 0,73 0,52 2,46 1,71

120 minut | 0,51 0,37 1,09 0,76

24 hodin | 1,26 0,9 2,38 1,65

48 hodin | 0,85 0,61 1,51 1,05

1 tyden 2,22 1,58 2,01 1,4

Graf 5: Kinetika uvolnovani zachyceného ovalbuminu a EGF z ¢astic z CS/TPP vyjadiena
pomoci kumulace hodnot koncentraci uvolnéného ovalbuminu (pocet opakovani: 3)
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V prvnich 2 hodinach bylo uvolnéno 4,06 pg/ml ovalbuminu neboli 2,89 %, coz je
pfiblizné polovina naméfené koncentrace vsech alikvot. Celkem bylo z ¢astic uvolnéno
8,39 ug/ml ovalbuminu neboli 5,97 %. Na ¢asticich zdstalo navazano 122,51 pg/ml
ovalbuminu neboli 81,3 %. To znamena, ze z ¢astic bylo uvolnéno velmi malé mnoZstvi
proteinu, vétSina ovalbuminu zistala zachycena ve struktuie ¢astic. Pro uvolnéni veskerého
navazaneho proteinu by musela byt rozrusena struktura ¢astic.

Celkem bylo z ¢astic uvolnéno 16,62 pg/ml EGF neboli 11,54 %. Na ¢asticich zustalo
navazano 108,61 pg/ml EGF neboli 66,87 %. To znamena, Ze z ¢astic bylo uvolnéno malé
mnozstvi proteinu, vétSina EGF zlstala zachycena ve struktuie ¢astic. Pro uvolnéni veskerého
navazaného proteinu by musela byt rozrusena struktura ¢astic.

V diplomové praci [83] byl uvoliovan EGF (150 pg/ml) zachyceného
do struktury ¢astic z CS/TPP odlisnou metodou uvolfiovani po dobu 4 dny. Protein byl
metody detekce soupravou Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit (v mikrotitraéni desticce).
V praci [83] se koncentrace alikvot odebiranych béhem prvnich 2 hodin pohybovala okolo

hodnoty 1 pg/ml a pozdéji koncentrace proteinu nebyla detekovana.

4.3. Priprava a charakterizace c¢astic z chitosanu/polykaprolaktonu

s adsorbovanym proteinem

Nanocéstice ptipravené z CS/PCL jsou zkoumany pro jejich velky potencial nosi¢ového
cisplatina, doxorubicin a gentamicin sulfat [72]. V sou¢asné dobé se vyvoj nosi¢ovych systému
z PCL rozsifuje na dalsi aplikace, jako je systémova preexpozi¢ni profylaxe HIV, antikoncepce

Byly pfipraveny submikrocastice z CS/PCL poméru 3:1 dle kapitoly 3.5. Pro ptipravu
byl pouzit chitosan od spole¢nosti Primex o relativni molekulové hmotnosti ~ 110 — 360 kDa
a stupném deacytylace > 95%. Castice byly charakterizovany méfenim jejich DLS velikosti,
PDI a zeta potencidlu metodou dynamického rozptylu svétla dle kapitoly 3.12. Tyto parametry
byly méfeny hned po ptipravé Castic véetné organické slozky a po dialyze do deionizované

vody (Tab. 18). Vysledky jednotlivych vzorki tripletu jsou uvedeny v ptiloze A (Tab. 29).
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Tabulka 18: Pramérné hodnoty hydrodynamické velikosti, polydisperzniho indexu a zeta
potencialu pro ¢astice z CS/PCL po piipravé a po dialyze (pocet opakovani: 3)

Hydrodynamickd | Polydisperzni Zeta potencidl
velikost [nm] index [mV]
Castice CS/PCL
202,7+£22,8 0,705+0,1 232126
po pripravé
Castice CS/PCL
o 203,4+49 0,973 £ 0,027 354+15
po dialyze

Po pripravé ¢astic DLS ¢astic odpovidala hodnoté 202,7 + 22,8 nm, pfipravené ¢astice
Ize tedy nazvat submikrocasticemi. Vy$si smérodatna odchylka byla zptisobena odchylkou
vzorkd (Pfiloha A, Tab. 29). Tento jev mohl nastat odchylkami pfii pfipravé ¢astic (rozdilnd
rychlost piikapavani roztoku PCL). Podle hodnoty PDI 0,705, byl nosi¢ovy systém
polydisperzni. Castice se zeta potencialem o hodnot& 23,2 + 2,6 mV tedy byly spise nestabilni.

Po dialyze DLS velikost odpovidala hodnoté 203, 4 + 4,9 nm. Smérodatna odchylka je
podstatné mensi nez hned po priprave, ¢astice jednotlivych vzorkd maji tedy velmi podobnou
velikost. PDI se zvysil na hodnotu 0,973 £+ 0,027 a pfipraveny systém mél tedy velmi Sirokou
distribuci velikosti ¢astic. Zeta potencial byl vyssi nez u Cerstvé pfipravenych ¢astic a jeho

hodnota 35,4 + 1,5 mV byla vyssi, nez 30 mV, ¢astice tedy lze povaZzovat za stabilni.

Optimalizace podminek lyofilizace ¢astic z chitosanu/polykaprolaktonu

Submikrocastice z CS/PCL byly pfipravené dle kapitoly 3.5. a lyofilizovany dle kapitoly
3.7.3. Utelem tohoto experimentu bylo hledat vhodné podminky lyofilizace, a to optimalizovat
objem vzorku suspenze Castic, druh a koncentraci kryoprotektiva. Byly pouzity lyofiliza¢ni
vialky 0 objemu 5 ml, zvolené objemy vzorkl byly 5 ml a 2 ml. Dale byla zkoumana
kryoprotektiva trehal6za (TRE) o koncentracich 5 % w/v a 2,5 % w/v a mannitolu (MAN)
o0 koncentraci 5 % w/v a 1 % wiv.

Vzorky byly rozpustény ve 2 ml nebo v 5 ml deionizované vody (ve stejném mnozstvi
jako pred lyofilizaci) a homogenizovany v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Takto byly
ptipraveny k analyze fyzikalnéchemickych vlastnosti — DLS velikosti, PDI a zeta potencialu
dle kapitoly 3.12. (Tab. 19). Vysledky jednotlivych vzorku tripletu jsou uvedeny v piiloze A
(Tab. 30, 31, 32, 33).
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Tabulka 19: Fyzikalné-chemické vlastnosti ¢astic z CS/PCL po lyofilizaci s riznymi
kryoprotektivy o riznych koncentracich a objemech (pocet opakovani: 3)

Kryoprotektivum, Hydrodynamicka Polydisperzni index | Zeta potencial
koncentrace, objem | velikost [nm] [mV]

TRE 5% 5mi 46475 + 2316,5 6,907 + 1,85 2791
TRE 5% 2ml 5423,8 + 3492,2 8,1365 + 2,438 35,6+1,6
TRE 2,5% 5mil 7403,5 £ 1011,3 8,626 + 2,008 33,7+23
TRE 2,5% 2mi 45247 + 2529,6 4,708 + 3,158 378x15
MAN 5% 5ml 6661,9 + 468,2 7,207 £1,178 42,7+4,1
MAN 5% 2 mi 6358,4 + 1489,9 7,795 + 1,877 47,7+6,5
MAN 1% 5mi 4994 + 1141,3 5,594 + 0,389 61,2 + 20,2
MAN 1% 2ml 5995,2 + 3095,6 7,099 + 3,081 39,1 +10,7

DLS velikost véch vzorkl ¢astic se pohybovala v tisicich nanometri a ¢astice béhem
procesu lyofilizace agregovaly. PDI byl také velmi vysoky, vys$si nez 0,7, vzorek ma tedy velmi
Sirokou distribuci velikosti ¢astic. Zeta potenciél byl u vétsiny vzorkt vyssi nez 30 mV, Castice
jsou tedy navzdory bobtnani a agregaci stabilni.

Vzorky bez kryoprotektiva nebylo mozné lyofilizovat. Lyofiliza¢ni vialka s 5 ml
suspenze castic praskla béhem procesu zamrazovani z ditvodu tvorby velkych ostrych krystalti
ledu. Vialku s 2 ml se povedlo uspésné zamrazit, ale po ukonceni lyofilizace vialka zistala
prazdna, lyofilizat se tedy nevytvoril.

Co se ty¢e parametru objemu, ¢astice s kryoprotektivem trehal6zou o objemu 2 ml bylo
snaz$i rozpustit, nez v objemu 5 ml, nicméné za vortexovani po uplynuti 30 minut rozpousténi
na tfepacce, byl veskery lyofilizat rozpustén. Rehydratace lyofilizat s mannitolem byla
problematickd. Tyto lyofilizaty mély bilé zabarveni na rozdil od lyofilizata s trehal6zou.
Lyofilizat nebylo mozné pIné rozpustit, v suspenzi zustavaly bilé srazeniny, které se nepodafilo
rozruSit ani pomoci ultrazvuku.

Vzhledem k vysokym hodnotam a smérodatnym odchylkam hydrodynamické velikosti
a PDI nebyla provedena analyza navazanym proteinem. Podminky lyofilizace se nepodaiilo

optimalizovat.
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Hodnoceni ucinnosti adsorpce ovalbuminu na castice

z chitosanu/polykaprolaktonu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit u¢innost adsorpce proteinu a vazebnou kapacitu
nosi¢e. Na suspenzi ¢astic byl sorbovan protein ovalbumin, jehoz izoelektricky bod (pI)
se pohybuje v rozmezi 4,5-4,9. a jeho molekulova hmotnost je 42,881 kDa [135]. Vazba
probiha mezi kladn€ nabitymi aminoskupinami chitosanu se zaporné nabitymi karboxylovymi
skupinami ovalbuminu.

Neni mozné provést zachyceni ovalbumin do struktury castic. Slozka PCL byla
rozpusténa v 99% acetonu, to znamena, ze pii piiprave Castic se ovalbumin dostane do kontaktu
s timto organickym ¢inidlem a je denaturovan.

Dle kapitoly 3.5. byly pfipraveny submikrocastice z CS/PCL a podle kapitoly 3.8. byly
na 2 mg ¢astic adsorbovan ovalbumin o koncentraci 0,5 mg/ml. Koncentrace adsorbované¢ho
proteinu byla stanovena nepiimou metodou ze supernatantu pomoci BCA testu dle kapitoly
3.11.1. Déle byla koncentrace ptepocitana dle kalibra¢ni kiivky v grafu 1. Na zakladé

stanovené koncentrace byla vypoc¢itana G¢innost adsorpce a vazebna kapacita nosice (Tab. 20).

Tabulka 20: Uginnost adsorpce a vazebna kapacita nosi¢e vztaZzena na 2 mg &astic z CS/PCL
(pocet opakovani: 3)

Utinnost adsorpce 29,64 %
Vazebna kapacita ¢astic CS/PCL 74,1 ug/2mg

V diplomové préci [131] byly ptipraveny &astice z CS/PCL ve stejném poméru 3:1.
Uginnost adsorpce 30,99 % vztazena na 4 mg &astic (dvojnasobek) je srovnatelna. Vysledky
obou praci vykazuji hodnoty ucinnosti ptiblizné 1/3 vlozeného proteinu, které pro klinické
pouziti nosi¢ového systému nejsou zajimave.

Ve studii [133] Jesus et al. byly podobnou metodou pfipraveny castice z CS/PCL.
Na ¢astice byl adsorbovan roztok ovalbuminu o koncentraci 500 ug/ml. U¢innost adsorpce byla

84 %, coz je témer trojnadsobné vyssi hodnota.
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Kinetika uvoliiovani ovalbuminu z ¢astic z chitosanu/polykaprolaktonu

Submikroc¢astice z CS/PCL s adsorbovanym ovalbuminem byly pfipraveny dle kapitoly
3.5. a 3.8. a byla sledovana kinetika uvoliovani proteinu dle kapitoly 3.10. Z ¢astic byly
odebirany alikvoty v ¢asech 15, 30, 60, 90, 120 minut, 24 hodin, 48 hodin a 1 tyden.
Z odebranych alikvoti byla stanovena koncentrace pomoci soupravy MicroBCA™ Protein
Assay Reagent Kit dle kapitoly 3.11.3. Koncentrace byla vyhodnocena dle kalibra¢ni kiivky
grafu 3 (Tab. 21). Kinetika uvoliovani ovalbuminu byla vyhodnocena kumulativni metodou.
V grafu 6 je znazornéna kinetika uvolnovani ovalbuminu z ¢astic z CS/PCL vyjadiena
kumulaci koncentrace. Mnozstvi uvolnéného ovalbuminu v procentech bylo vypocitano
dle rovnice 3 [130], [134].

Tabulka 21: Naméfena koncentrace alikvotli uvolnéného ovalbuminu z ¢astic z CS/PCL
po piechozi adsorpci vyjadiena v koncentracich a v procentech uvolnéného ovalbuminu (pocet
opakovani: 3)

3

Cas Naméfena koncentrace Namérené koncentrace alikvoti
alikvota [pg/ml] vyjadiena v procentech [%0]

15 minut 16,08 3,7

30 minut 15,5 3,57

60 minut 13,68 3,15

90 minut 13,78 3,17

120 minut 10,21 2,35

24 hodin 8,84 2,04

48 hodin 7,77 1,79

1 tyden 6,31 1,45
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Graf 6 Kinetika uvoliovani adsorbovaného ovalbuminu z ¢astic z CS/PCL vyjadfena pomoci
kumulace hodnot koncentraci uvolnéného ovalbuminu (pocet opakovani: 3)
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Nejvice ovalbuminu bylo uvolnéno béhem prvnich dvou hodin a to konkrétné
69,25 pg/ml neboli 15,94 %, poté bylo uvoliiovani vyrazné zpomaleno. Béhem 1 tydne bylo
uvolnéno 92,18 pg/ml neboli 21,22 % proteinu, poté byla analyza ukoncena. Tato hodnota
odpovidd vySe uvedené hodnoté ucinnosti adsorpce proteinu. Na casticich tedy zistalo
navazano 30,38 pg/ml neboli 3,29 %. To znamena, Ze vétSina proteinu, ktery byl na ¢astice

adsorbovan, byla z ¢astic také uvolnéna.

4.4. Porovnani u¢innosti vazby a uvoliiovani proteinii z ¢astic

Nejprve byla ucinnost vazby Castic z CS/TPP, na které byl adsorbovan ovalbumin
o koncentraci 500 pg/ml. Stejna koncentrace ovalbuminu byla adsorbovana na cCastice
z CS/PCL. Poté byla sledovana ucinnosti zachyceni ovalbuminu a EGF o0 koncentraci
150 pg/ml do struktury ¢astic z CS/TPP. Tato metoda tedy vyzaduje syntézu polymerniho
nosice v pritomnosti zachycovaného proteinu.

U téchto Ctyf riznych systémil byla zkouména kinetika uvoliiovani proteinu z ¢astic.

Protein byl ve vSech pfipadech uvoliovan do 5 ml 0,1M fosfatového pufru o pH 7,3.
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Porovnani ucfinnosti vazby proteini na ¢astice z chitosanu/tripolyfosfatu
a z chitosanu/polykaprolaktonu
Utinnost vazby &astic z CS/TPP a CS/PCL s rtizné vazanymi proteiny ovalbuminem

a EGF jsou porovnavany v grafu 7.

Graf 7: Porovnani vazby proteint ovalbuminu a EGF na ¢astice z CS/PCL a CS/TPP a (pocet

opakovani: 3)
BCS/PCL adsorbovany
OVA
@mCS/TPP adsorbovany
OVA
BCS/TPP zachyceny OVA
BCS/TPP zachyceny EGF

Vyrazné vétsi ucinnost adsorpce maji submikrocastice z CS/TPP oproti ¢asticim

100
90
80
70

[5]

60
50
40
30
20
10

U&innost adsorpce

z CS/PCL. To muze byt zptsobeno odlisnym sitovacim ¢inidlem, vyslednym nabojem c¢astic
nebo pouzitim chitosanu od riznych vyrobcl. Porovnavané ¢astice maji jiny proces vyroby
a pro ptipravu ¢astic z CS/PCL je nutno pouzivat organicka ¢inidla, ktera je pro klinické pouziti
nutno odstranit. U¢innost zachyceni ovalbuminu a EGF byly téméf identické.

Nejucinngjsi vazba byla adsorpce ovalbuminu na ¢éastice z CS/TPP, nejméné G¢inna

byla adsorpce ovalbuminu na ¢astice z CS/TPP.
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Porovnani kinetiky uvoliiovani proteinu adsorbovaného na ¢astice a zachyceného
ve struktuie ¢astic
V grafu 8 je znazornéna kinetika uvoliiovani proteinii z ¢astic a z vyjadiena kumulaci

procent.

Graf 8: Porovnani kinetiky uvoliiovani proteinu adsorbovaného na ¢astice a zachyceného ve
struktufe castic vyjadiené pomoci kumulace procent uvolnéného proteinu (pocet opakovani: 3)
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Z &astic z CS/TPP s adsorbovanym ovalbuminem bylo uvolnéno 256,53 pg/ml neboli
43,99 % ovalbuminu, coz je nejvice proteinu ze vSech zkoumanych systémi. Hlavnim diivodem
je pravdépodobné vyssi ucinnost adsorpce a vazebna kapacita téchto Castic. Z ¢astic z PCL bylo
uvolnéno 92,18 ug/ml neboli 21,2 2% adsorbovaného proteinu. Porovnavané ¢astice z CS/PCL
maji také jiny proces vyroby a pro pfipravu téchto ¢astic je nutno pouzivat organicka ¢inidla,
kterd je pro klinické pouziti nutné odstranit.

Koncentrace uvolnéného EGF po zachyceni do ¢astic z CS/TPP byly pfiblizné dvakrat
vétsi nez koncentrace uvolnéného ovalbuminu. Pravdépodobné tomu tak bylo z divodu rizné
velikosti proteini — EGF je mensi protein, proto se uvoliluje z ¢astic snadnéji. Pro uvolnéni

veskerého navazaného proteinu by musela byt rozrusena struktura ¢astic.
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ZAVER

V této diplomové praci byly ptipraveny dva druhy submikrocastic CS/TPP a CS/PCL
ana né byly navazany proteiny ovalbumin a EGF metodou adsorpce a zachyceni. Uginnost
vazby a kinetika uvolfiovani proteinu z ¢astic byly stanoveny pomoci bicinchoninového testu.
Pro castice sproteiny byly navrzeny a optimalizovany podminky lyofilizace,
diky ktere si ¢astice mohou zachovat stejné vlastnosti, jako po pfipravé. Fyzikalné-chemické
vlastnosti ¢astic byly charakterizovany pomoci hydrodynamické velikosti ¢astic DLS a jejiho
rozptylu PDI a povrchového napéti méfenim zeta potencialu.

Submikrocastice s nejlepSimi vlastnostmi byly ¢astice z CS/TPP s adsorbovanym
ovalbuminem. U tohoto nosi¢ového systému bez proteinu byly naméfeny nejvhodné&jsi
fyzikalné-chemické vlastnosti, suspenze ¢astic byly monodisperzni a stabilni (DLS velikost
223,9 £ 18,2 nm, PDI 0,509 + 0,149 a zeta potencial 45,3 mV). Byly optimalizovany podminky
lyofilizace. Nejuéinnéjsim kryoprotektivem byla trehaléza o koncentraci 2,5% wi/v. Vhodny
objem vzorku pro lyofilizaci byl 2 ml, vzorky v tomto byly snadnéji rozpustény. Vazebna
kapacita nosic¢e byla 274,28 ug / 2 mg ¢astic a ac¢innost vazby byla 94,52 %, coz jsou velmi
vysoké hodnoty. Také bylo z ¢astic nasledné uvolnéno nejvyssi mnozstvi proteinu ze vSech
zkoumanych systému, konkrétné 256,53 pg/ml neboli 43,99 %. Pro dalsi experimenty by bylo
vhodné dale optimalizovat podminky lyofilizace a provést lyofilizaci s adsorbovanym
proteinem.

Metoda zachyceni proteinu ma také potencial pro vyuziti jako systémy cileného
dorucovani 1é¢iv. Castice se zachycenym ovalbuminem i EGF byly monodisperzni a stabilni.
Vazebna kapacita nosi¢e méla u obou ¢astic hodnotu piiblizné 65 pg / 2 ml ¢astic a G¢innost
vazby byla u obou castic piiblizné 86 %, coz jsou piijatelné hodnoty. OvSem uvolfovani
proteinu ze struktury ¢astic bylo nizké a protein byl uvoliiovan pouze mechanismem difuze.
To se da vyuzit vSude tam, kde je Zadouci, aby byl protein uvolfiovan velmi pomalu. Pro dalsi
experimenty by bylo vhodné optimalizovat postup eroze ¢astic pro postupné uvolnéni proteinu
a optimalizovat podminky lyofilizace.

Suspenze castice z CS/PCL byly polydisperzni a béhem procesu lyofilizace vznikaly
velké agregaty. Vazebna kapacita nosie a Ui€innost adsorpce dosahovaly nizkych hodnot,
také bylo z ¢astic nasledné uvolnéno velmi malé mnozstvi proteinu. Pro dalsi experimenty

by bylo vhodné optimalizovat postup jejich piipravy a podminky lyofilizace.
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PRILOHY
Piiloha A: Vysledky méieni DLS, PDI a zeta potencialu vzorka ¢astic

v tripletu
Tabulka 22: Vlastnosti ¢astic z CS/TPP po ptipraveé

Vzorek ¢. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potencial | SD
[mV]

1 242,1 11,9 0,437 0,054 44,8 3

2 230,5 10,7 0,717 0,106 47,6 2,9

3 199 3,6 0,373 0,041 43,8 7,3

pramér 2239 18,2 0,509 0,149 454 1,6

Tabulka 23: Vliv objemu na vlastnosti CS/TPP ¢astic po lyofilizaci s trehalozou (2,5 % wiv)
po filtraci

Vzorek &. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potencial | SD
[mV]
CS/TPP, TRE, 2,5 % w/v, 5 ml
1 192,8 4,2 0,387 0,033 41,2 4,7
2 181,1 3.9 0,392 0,017 40,1 15
3 158,1 4.8 0,389 0,043 39,4 4,2
primér 177,3 14,4 0,389 0,002 40,2 0,7
CS/TPP, TRE, 2,5 % w/v, 2 ml
1 165,8 4,2 0,357 0,049 46,4 4,1
2 177,4 6,4 0,407 0,084 39,6 2,4
3 151,6 2,7 0,356 0,031 39 2,5
primeér 164,9 10,6 0,373 0,024 41,7 3,4

108



Tabulka 24: Vlastnosti ¢astic z CS/TPP po ptipravé a po dialyze v destilované vodé

Vzorek ¢. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potenciél | SD
[mV]
CS/TPP po pripravé
1 211,6 6,7 0,363 0,042 48,3 2,7
2 215,9 10,8 0,397 0,035 54,1 1,6
3 208,3 3,2 0,346 0,035 58 11
prumér 2119 31 0,369 0,021 53,5 4
CS/TPP po dialyze v destilované vodé
1 nedetekovano
2 120 684,5 0,956 1,134 -1,2 1,3
3 7000 1281,3 1,562 1,784 61 4,5
primeér 3560 3440 1,259 0,303 27,6 25,6

Tabulka 25: Vlastnosti ¢astic z CS/TPP po piipravé, dialyze v deionizované vodé
a po lyofilizaci s trehal6zou (5 % w/v, 2 ml)

Vzorek ¢&. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potencial | SD
[mV]
CS/TPP po piipravé
1 186,7 6 0,449 0,048 47,3 1,6
2 174 3,3 0,339 0,048 54,7 1,8
3 179,2 6 0,377 0,04 55,7 11
prumér 180 5,2 0,388 0,046 52,6 3,7
CS/TPP po dialyze v destilované vodé

1 132,8 4,8 0,631 0,079 39 3

2 129,9 3,7 0,552 0,107 333 33
3 117,7 4.3 0,421 0,043 36,7 2,4
prumér 126,8 6,5 0,535 0,087 36,3 2,3

CS/TPP, TRE 5 % w/v, 2 ml

1 976,6 189,9 3,142 1,257 31,3 2,1
2 2249 16,9 0,638 0,081 35,6 0,8
3 499,3 1175 1,987 1,07 24,1 2,7
pramér 566,9 310,6 1,922 1,023 30,3 4,7
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Tabulka 26: Vlastnosti castic z CS/TPP po pripravé, dialyze v deionizované vodé

a po lyofilizaci s trehal6zou (2,5 % w/v, 2 ml)

Vzorek ¢&. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potencial | SD
[mV]
CS/TPP po piipravé
1 176,3 4,5 0,403 0,051 47 1,2
2 179,3 3,3 0,383 0,036 56 2,5
3 187,1 3,6 0,461 0,053 57,9 11
pramér 180,9 4,6 0,416 0,033 53,6 4,8
CS/TPP po dialyze v destilované vodé

1 128,8 6,2 0,586 0,066 34,9 3

2 124,2 7,2 0,601 0,072 32,9 59
3 135,7 5,9 0,485 0,046 33,2 4,6
pramér 129,6 4,7 0,557 0,011 33,7 0,9

CS/TPP, TRE 2,5 % w/v, 2 ml

1 214,2 64,3 0,79 0,124 35,6 1,7
2 232,3 92,8 0,828 1,177 31,8 1,4
3 357,2 206,5 1,634 1,808 26,8 7,3
prumér 267,9 63,6 1,084 0,389 31,4 3,6

Tabulka 27: Vlastnosti ¢astic

po piipraveé

z CS/TPP se zachycenym ovalbuminem a zachycenym EGF

Vzorek €. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potencial | SD
[mV]
CS/TPP se zachycenym OVA
1 205,6 10,8 0,402 0,060 53,8 1
2 236,7 8,9 0,435 0,048 54,6 2,5
3 237,7 53 0,428 0,040 52,8 1,5
primeér 226,7 14,9 0,422 0,014 53,7 0,7
CS/TPP se zachycenym EGF
1 199,9 9,2 0,445 0,059 45,0 1,4
2 183,4 3,2 0,403 0,023 43,5 2,7
3 183,4 8,5 0,407 0,055 46,1 1,5
primér 188,9 7,8 0,418 0,019 449 1,1
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Tabulka 28: Vlastnosti ¢astic z CS/TPP se zachycenym ovalbuminem a zachycenym EGF
po lyofilizaci s trehal6zou (2,5% w/v, 2 ml)

Vzorek €. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potencial | SD
[mV]
CS/TPP se zachycenym OVA, TRE 2,5 % w/v, 2 ml
1 4489.,9 564,0 3,479 2,819 34,5 3,8
2 24773 913,5 2,228 1,948 34,5 2,8
3 2790,1 1104,5 | 3,395 1,607 38,2 1,9
pramér 3252, 4 884,3 3 0,571 35,7 1,7
CS/TPP se zachycenym EGF, TRE 2,5 % w/v, 2 ml
1 680,5 162,8 1,890 1,574 443 2,2
2 822,8 118,8 2,907 1,299 40,7 2,7
3 1158,6 494,6 1,130 0,301 45,1 3.4
priumér 887,3 200,4 1,976 0,728 43,4 1,9

Tabulka 29: Vlastnosti ¢astic z CS/PLC po piipravé a po dialyze

Vzorek ¢. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potencial | SD
[mV]
CS/PCL po pripravé
1 212,6 2 0,603 0,014 19,8 3.8
2 226,8 3,7 0,671 0,077 26,2 1,9
3 168,6 0,7 0,84 0,018 23,6 4,7
primeér 202,7 24,78 0,705 0,1 23,2 2,63
CS/PCL po dialyze
1 210,3 12,4 0,953 0,098 35,2 1,8
2 199.9 2,7 0,956 0,03 33,6 1,8
3 200 2,6 1,011 0,054 37,3 0,9
primér 2034 4,88 0,97 0,027 35,4 1,52

111



Tabulka 30: Vliv objemu na vlastnosti CS/PLC ¢astic po lyofilizaci s trehaldzou (5 % w/v)

Vzorek ¢. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potenciél | SD
[mV]
CS/PCL, TRE 5 % w/v, 5 ml
1 3516,0 8154 5,687 1,846 339 2,6
2 2550,7 1170,0 | 5,611 1,787 35,1 0,4
3 7875,7 487,2 9,523 1,254 14,8 2,2
prumér 46475 2316,5 | 6,907 1,850 27,9 1,0
CS/PCL, TRE 5 % w/v, 2 mi
1 91414 579,3 10,574 1,714 35,4 0,8
2 6380,8 906,6 5,699 1,53 37,7 1,1
3 749,3 155,1 8,02 1,657 33,8 0,5
primeér 5423,8 3492,2 8,137 2,438 35,6 1,6

Tabulka 31: Vliv objemu na vlastnosti CS/PLC ¢&astic po lyofilizaci s trehaldzou (2,5 % w/v)

Vzorek ¢. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potenciél | SD
[mV]
CS/PCL, TRE 2,5 % w/v, 5 ml
1 7950,3 654,9 10,642 1,991 36,8 2,8
2 5985,6 601,8 5,886 1,494 31,3 2,1
3 8274,6 496,7 9,35 1,397 33,1 3.9
primér 7403,5 1011,3 | 8,626 2,008 33,7 2,38
CS/PCL, TRE 2,5 % w/v, 2 ml
1 1283,9 323,7 0,982 0,333 39,8 2,2
2 4833,4 317 4,44 0,534 36,2 2,1
3 7456,9 490,9 8,703 0,626 37,5 1,3
primeér 45247 2529,6 | 4,708 3,158 37,8 15
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Tabulka 32: Vliv objemu na vlastnosti CS/PLC ¢astic po lyofilizaci s mannitolem (5 % wi/v)

Vzorek ¢. Velikost [nm] | SD PDI SD Zeta potenciél | SD
[mV]
CS/PCL, MAN 5 % wi/v, 5 ml
1 7017,4 530,1 6,127 2,048 48,4 4,3
2 6000,3 983,7 6,648 3,298 40,5 14
3 6967,9 327,8 8,846 1,718 39,1 2,3
primér 6661,9 468,2 7,207 1,178 42,7 41
CS/PCL, MAN 5 % w/v, 2 ml
1 8236,8 700,2 8,409 1,554 39,8 2,6
2 4592,5 829,3 5,252 1,293 47,8 2,9
3 6246,4 1702,4 | 9,725 3,112 55,6 8,6
primeér 6358,6 1489,9 7,795 1,877 47,7 6,5

Tabulka 33: Vliv objemu na vlastnosti CS/PLC ¢&astic po lyofilizaci s mannitolem (1 % wi/v)

Vzorek &. Velikost [nm] | SD PDI sD Zeta potencial | SD
[mV]
CS/PCL, MAN 1 % w/v, 5 ml
1 5301,1 1127,3 5,195 1,827 43,6 2,5
2 6212,6 811,4 6,122 1,486 89,4 1,6
3 3468,2 1175,2 5,466 2,359 50,5 3,4
primér 4994 1141,3 | 5,594 0,389 61,2 20,2
CS/PCL, MAN 1 % wi/v, 2 ml
1 8084 843 5,341 1,273 54,1 2,9
2 1618,8 2419 4,526 0,893 30 51
3 8282,8 522,8 11,431 12,496 33,2 6,6
priumér 5995,2 3095,6 | 7,099 3,081 39,1 10,7
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