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a jejich kombinace s nanomateriály. Dále jsou popsány vlastnosti těchto materiálů a metody 

pro jejich charakterizaci. V experimentální části byly submikročástice s ovalbuminem a 

epidermálním růstovým faktorem charakterizovány pomocí dynamického rozptylu světla, 

účinnosti zachycení proteinů, stanovení stability a jejich profilu uvolňování po lyofilizaci. Byla 
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ÚVOD 

Současný farmaceutický výzkum se stále více zaměřuje na vývoj systémů umožňujících 

cílené a kontrolované podávání bioaktivních látek, včetně proteinů. Proteiny mají díky své 

vysoké specifitě a biologické účinnosti značný terapeutický potenciál, avšak jejich využití je 

často limitováno nízkou stabilitou, krátkým biologickým poločasem a problematickým 

transportem v organismu. K překonání těchto překážek se vyvíjejí různé nosičové systémy, jako 

jsou nano- a mikročástice, nanovlákna, hydrogely a jejich kombinace např. na bázi syntetických 

a přírodních polymerů.   

Jedním z nejpoužívanějších přírodních polymerů k tvorbě nosičů je chitosan (CS), který 

je biokompatibilní, antimikrobiální, neimunogenní a má protirakovinné a regenerační účinky. 

Tyto systémy jsou schopny zachytit a ochránit široké spektrum proteinů, od modelových přes 

růstové faktory (GF) používané v oblasti hojení ran a regenerace, antigenů při přípravě vakcín, 

až po terapeutické protilátky a léčiva pro cílenou onkologickou terapii. Např. růstové faktory, 

jako je epidermální růstový faktor (EGF), hrají klíčovou roli v procesu hojení ran, kde podporují 

proliferaci a migrací buněk. I jen v rámci této práce byly citovány desítky odborných publikací 

studující nosičové systémy s růstovými faktory, které dokládají značný přínos této strategie.  

Cílem této diplomové práce je příprava a charakterizace chitosanových submikročástic s 

navázanými proteiny. Nejprve byl pro optimalizaci metodiky využit modelový protein 

ovalbumin. Poté byly studovány částice s EGF s cílem zajištění jeho ochrany, stability a 

efektivního uvolňování, které je klíčové pro možné využití v terapii chronických ran. Vzhledem 

k tomu, že se pro dlouhodobé uchovávání částic často využívá lyofilizace, bylo testováno i 

jejich uvolňování po tomto procesu. 

V další části práce je testována možnost cíleného transportu pomocí receptorově 

zprostředkovaného vstupu do buněk. Konkrétně přes EGF receptor (EGFR), který je nadměrně 

exprimován v řadě nádorových buněk. Takový přístup může umožnit selektivní dodání léčiva 

do nádorové tkáně, čímž se minimalizují toxické účinky na zdravé buňky. Tato strategie je 

předmětem intenzivního výzkumu pro dodávání inhibitorů a toxických protirakovinných látek 

prostřednictvím EGFR, ale mohla by pomoci i lépe charakterizovat nosiče s EGF k hojení ran.  
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1. TEORETICKÁ ČÁST 

1.1. Spojení růstových faktorů s nanomateriály k hojení ran 

Dodávání volných růstových faktorů pro hojení ran je v dnešní lékařské praxi dobře 

známe. Již v roce 1997 schválil Americký úřad pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) první 

přípravek obsahující GF k hojení diabetických vředů. Konkrétně se jednalo o přípravek 

obsahující růstový faktor odvozený od destiček (PDGF) s obchodním názvem Regranex®, po 

kterém následovaly i další přípravky s GF [1–3]. 

V současnosti se vyvíjejí také nanomateriály, které díky své malé velikosti, vysokému 

poměru povrchu k objemu, povrchové funkcionalizaci a schopnosti cíleně dodávat bioaktivní 

molekuly, jako jsou GF, přímo do místa poranění nabízejí inovativní přístup k urychlení hojení 

a zlepšení regenerace ve srovnání s tradičními metodami léčby [4, 5]. Nanomateriály jsou látky, 

které mají velikost mezi 1 a 100 nm, alespoň v jednom ze tří rozměrů, díky čemuž mají 

jedinečné chemické, fyzikální a biologické vlastnosti ve srovnání s příslušnými materiály ve 

větším měřítku. Nanomateriály se rovněž liší od pevného, kapalného, plynného a 

plazmatického skupenství, jelikož materiály v rámci nano mají výrazné optické, magnetické a 

elektrické vlastnosti [6]. Praktické využití nanomateriálů s GF bylo prokázáno v několika 

experimentálních studiích [7–13]. 

 

 

Obrázek 1: Klasifikace nanomateriálů podle počtu rozměrů, upraveno dle [6] 

Nanomateriály lze klasifikovat podle počtu rozměrů, které spadají do nanometrového 

rozsahu. 0D nanomateriály mají všechny tři rozměry v nanometrech, zatímco 1D nanomateriály 

disponují jednou makroskopickou a dvěma nanometrovými dimenzemi. 2D nanomateriály mají 

dvě dimenze mimo nanometrový rozsah a pouze jednu v nanometrech. Naopak 3D 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/nano.202300038
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nanomateriály nejsou v žádném rozměru omezeny na nanoměřítko, ale jsou tvořeny strukturami 

s nanorozměrovými prvky. Toto rozdělení, včetně příkladů jednotlivých kategorií, je 

znázorněno na obrázku 1 [6]. 

1.1.1. Proces hojení ran 

Kůže se skládá ze tří vrstev, epidermis, dermis a podkožního tuku, pokrývá celý vnější 

povrch těla a tvoří asi 8 % celkové tělesné hmotnosti [14]. Kůže tak působí jako ochranná 

bariéra proti vnějším vlivům a má vlastnosti, které ji pomáhají chránit se před mechanickým, 

chemickým, osmotickým, tepelným a fotopoškozením. Při jejím poškození je podkožní tkáň a 

orgány vystaveny riziku infekce patogeny a nadměrné ztrátě vody, proto je klíčové její co 

nejrychlejší zahojení [8, 14]. 

Hojení ran je vysoce koordinovaný proces obnovy poškozené tkáně, který zahrnuje čtyři 

po sobě jdoucí, ale překrývající se biologická stádia: hemostázu, zánět, proliferaci a remodelaci 

(znázorněno na obrázku 2) [15]. Tento složitý proces vyžaduje spolupráci extracelulární matrix 

(ECM) a různých typů buněk, včetně keratinocytů, fibroblastů, endoteliálních buněk, 

makrofágů a krevních destiček. Tyto buňky jsou v jednotlivých fázích hojení řízeny složitou 

signální sítí, zahrnující růstové faktory, cytokiny a chemokiny [8, 15, 16]. Hemostáza je první 

fází hojení ran a zahrnuje procesy, jako je vazokonstrikce, agregace krevních destiček a adheze 

kolagenu. Tyto procesy jsou nezbytné pro zastavení krvácení a zahájení regeneračního procesu. 

Zánětlivá fáze zahrnuje odstranění poškozených buněk a patogenů, přičemž buňky jako 

neutrofily a monocyty uvolňují enzymy a růstové faktory [15]. Proliferativní fáze je 

charakterizována tvorbou granulační tkáně, neovaskularizací, reepitelizací, ukládáním 

kolagenu a kontrakcí rány. Během proliferativní fáze se postupně zvyšuje množství fibroblastů, 

zánětlivých buněk a endoteliálních buněk a také dochází k obnově kožních adnex [16, 17].  
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Obrázek 2: Fáze hojení ran, upraveno dle [18] 

Během hojení ran dochází k postupné obnově poškozené tkáně, přičemž výsledkem 

tohoto procesu může být vznik jizvy. Jizva je tvořena vláknitou tkání bohatou na kolagen, která 

vzniká zejména během remodelační fáze, kdy dochází k reorganizaci a zpevnění kolagenových 

vláken. Tento proces zajišťuje pevnost a stabilitu tkáně, avšak často na úkor její původní 

funkčnosti a elasticity [15, 16, 19]. 

Běžná doba hojení ran je přibližně 2–3 dny [20]. Během ranných fází hojení kožních ran 

se imunitní buňky shromažďují v místě rány za účelem odstranění poškozené tkáně a vnějších 

patogenů. Současně se v místě poranění uvolňují růstový faktor odvozený od destiček (PDGF) 

a vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF), který přitahuje endoteliální buňky do spodiny 

rány a stimuluje tvorbu nových krevních cév. Nové krevní cévy dodávají kyslík a živiny a hrají 

důležitou roli při odstraňování metabolického odpadu [21]. 

Ovšem jakékoli narušení vnějšími nebo vnitřními faktory v kterékoli z výše uvedených 

fází hojení ran může prodloužit hojení a vést ke vzniku chronické rány [22]. Mezi nejčastější 

vlivy patří zejména infekce, jelikož rány jsou velmi snadno kontaminovány bakteriemi [15]. 

Léčba akutních traumat se zaměřuje především na zastavení krvácení, prevenci poškození cév 

a infekcí [23]. 

Na rozdíl od akutních ran, hojení chronických ran je obtížné a doba potřebná k jejich 

opravě se prodlužuje [16]. Chronická rána je definována jako kožní rána, u které dlouhodobě 

(déle než 3 měsíce) nedochází k obnově normální struktury a funkce tkáně. Je spojena s 

pokračujícím zánětem, silným oxidačním stresem a opožděnou reepitelizací, což má za 

následek chronické zhoršování procesu hojení a v konečném důsledku neléčitelné rány. Často 



18 

 

se projevuje u pacientů s diabetem, arteriálními, žilními a tlakovými vředy [22]. Nevhodná 

léčba chronických ran vede ke snížení fyzické aktivity pacienta a může vést až k amputaci 

postižených končetin [24]. 

1.1.2. Růstové faktory v hojení ran 

Jak bylo zjištěno, zhoršené hojení chronických ran je spojeno se sníženou sekrecí 

endogenních růstových faktorů. Proto by poskytování exogenních růstových faktorů v přesně 

načasovaných intervalech poskytlo stimulaci k rychlejší reepitelizaci, snížilo riziko infekce a 

přispělo k odstranění abnormalit v procesu hojení [7, 8]. Z těchto důvodů se začalo zkoumat 

mnoho růstových faktorů, jako je růstový faktor odvozený od destiček (PDGF), epidermální 

růstový faktor, transformující růstový faktor β (TGF-β), fibroblastový růstový faktor (FGF), 

inzulínu podobný růstový faktor 1 (IGF-1) a vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF) 

[7, 20, 25].  

Růstové faktory jsou ve vodě rozpustné proteiny mající schopnost regulovat mnoho 

buněčných procesů a jsou klíčové pro koordinaci interakcí buňka-buňka i buňka-mezibuněčná 

hmota během fyziologického hojení poranění [26]. Např. TGF-β hraje klíčovou roli při hojení 

ran tím, že reguluje ukládání ECM, moduluje imunitní reakce a podporuje proliferaci buněk, 

ovšem jeho nadměrná exprese může podporovat jizvení [27]. VEGF je hlavní proangiogenní 

faktor, stimuluje proliferaci endoteliálních buněk a zvyšuje permeabilitu cév [25]. FGF, 

zejména FGF-2, podporuje proliferaci buněk spojených s procesem hojení, angiogenezi a je 

znám svými protijizvícími vlastnostmi [25, 28]. PDGF usnadňuje různé biologické 

mechanismy, jako je buněčná migrace, proliferace, přežívání, syntéza složek ECM a chemotaxe 

[29, 30]. IGF-1 podporuje proliferaci a migraci keratinocytů a fibroblastů, syntézu kolagenu, 

epitelizaci a remodelaci tkání. Kromě toho podporuje angiogenezi, reguluje vaskulární reakce 

a moduluje zánětlivé reakce, čímž udržuje buněčnou homeostázu [31, 32]. 

Aktuálně schválené GF (alespoň v jedné zemi světa, v roce 2025) k hojení chronických 

ran, zejména diabetických vředů, jsou PDGF (konkrétně PDGF-BB) ve formě topického gelu 

nebo masti, EGF ve formě injekce, spreje nebo masti, a bazický FGF (bFGF) ve formě injekce 

do léze [2, 3, 28, 33–35]. Mimo hojení ran se užívají také přípravky s  keratinocytovým 

růstovým faktorem (KGF) k léčbě zánětů ústní sliznice u pacientů s maligním hematologickým 

onemocněním [36]. A v hematoonkologii se využívá faktor stimulující růst kolonií granulocytů 

a makrofágů (GM-CSF) [38]. 

Daleko více používané je však dodávání endogenních růstových faktorů ve formě 

autologní plazmy bohaté na krevní destičky (PRP) a to jak u chirurgických ran, tak při hojení 
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těch chronických. Aktivované krevní destičky v PRP mohou uvolňovat řadu růstových faktorů 

a cytokinů, včetně PDGF, bFGF, VEGF, IGF-1, TGF-β a dalších, které se podílejí na podpoře 

obnovy a regenerace tkání [38, 39]. V České republice se PRP využívá na mnoha pracovištích 

s různým zaměřením terapie již po více než desetiletí [40]. 

1.1.3. Epidermální růstový faktor  

Aktivní EGF je malý jednořetězcový polypeptid o velikosti přibližně 6 kDa, složený z 53 

aminokyselin. Vzniká proteolytickým štěpením svého prekurzoru, pro-EGF, který je ukotven v 

buněčné membráně [9, 41, 42]. Ve své struktuře má 6 cysteinových intramolekulárních zbytků, 

které vytvářejí 3 disulfidové vazby, stabilizující smyčky A, B a C, které jsou nezbytné pro jeho 

biologickou aktivitu [43]. EGF je hydrofilní a tepelně stabilní polypeptid, avšak náchylný k 

proteolytické degradaci. Jeho poločas rozpadu v těle se pohybuje kolem 2 až 3 hodiny [44, 45, 

46]. EGF má izoelektrický bod přibližně 4,6, což znamená, že za fyziologických podmínek (pH 

~ 7) nese záporný náboj [47]. 

Existují další příbuzné růstové faktory, které dohromady s EGF tvoří rodinu růstových 

faktorů EGF. Každý z nich sdílí alespoň jednu doménu podobnou EGF a společně se vážou na 

EGF receptor, známý také jako HER1/ErB1. Jedná se o heparin-vázající EGF, transformující 

růstový faktor α, amfiregulin, epiregulin, betacelulin, epigen a neureguliny [48, 49, 50]. 

EGF je vylučován především krevními destičkami, makrofágy a fibroblasty a působí 

parakrinně na keratinocyty [13]. Detekovatelné hladiny EGF můžeme nalézt v různých 

tkáňových extraktech a tělesných tekutinách, včetně plodové vody, mléka, slin, obsahu žaludku 

a dvanáctníku, pankreatické šťávy, žluči a moči [51, 52]. 

Hlavním mediátorem biologických účinků EGF je jeho receptor EGFR, což je 

transmembránový glykoprotein patřící do rodiny tyrosinkináz [53, 54]. Kromě EGFR tato 

skupina zahrnuje další receptory: HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) a HER4 (ErbB4) [54, 55]. 

EGFR má hmotnost ~170 kDa a skládá se z extracelulární, transmembránové a intracelulární 

cytoplazmatické domény, která se dále dělí na tyrozinkinázovou doménu a C-terminální ocásek 

[54, 56]. Ligandy se váží na extracelulární oblast receptoru, která se skládá ze čtyř poddomén 

(I–IV). Tato vazba spouští dimerizaci receptoru, aktivuje jeho tyrosinkinázovou aktivitu a 

zahajuje signální transdukční kaskády, které ovlivňují široké spektrum biologických procesů 

[45, 53, 56]. 

EGF prostřednictvím EGFR hraje klíčovou roli v regulaci růstu, diferenciace a přežívání 

buněk [10, 13]. Tato funkce je zásadní nejen při hojení a regeneraci poškozených tkání, ale i 

při vývoji orgánů během embryogeneze a udržování homeostázy v dospělých tkáních [10, 13, 
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44]. V procesu hojení ran podporuje proliferaci keratinocytů a fibroblastů, které jsou klíčové 

pro obnovu epidermis a tvorbu ECM [10]. Zároveň stimuluje migraci buněk do místa poranění, 

což urychluje uzavření rány a reguluje produkci růstových faktorů a cytokinů, jež koordinují 

zánětlivou a regenerační fázi hojení [10, 13, 57]. EGF také snižuje apoptózu v poškozených 

tkáních, podporuje tvorbu granulační tkáně a neovaskularizaci, což jsou další klíčové procesy 

pro efektivní hojení ran [44, 57, 58].  

Na druhou stranu dysregulace dráhy EGF/EGFR významně přispívá k rozvoji mnoha 

typů rakoviny [53]. Konkrétně hyperaktivace dráhy podporuje nádorovou proliferaci, inhibuje 

apoptózu a usnadňuje invazivní růst a metastazování [59]. Proto je EGFR klíčovým cílem v 

onkologické léčbě [53]. 

Rekombinantní epidermální růstový faktor 

Lidský EGF (hEGF) označuje přirozeně se vyskytující růstový faktor v lidském 

organismu. Kvůli neúspěšným pokusům o izolaci dostatečného množství hEGF z moči se začal 

využívat rekombinantní lidský EGF (rhEGF) získávaný pomocí rekombinantní DNA 

technologie [45, 60]. Pokroky v technologiích genové rekombinace umožňují velkou produkci 

rhEGF s vhodnou čistotou a bezpečností pro experimentální i klinické použití [44]. 

Nejpoužívanějším a nejuniverzálnějším systémem pro výrobu rhEGF zůstává bakterie 

Escherichia coli, protože umožňuje snadnou genetickou modifikaci, rychlou expresi proteinů a 

vysokou rychlost růstu. rhEGF je navíc biologicky aktivní i bez posttranslačních modifikací a 

není tak nutné využití složitějších eukaryotických systémů [61, 62]. Vzhledem k strukturnímu 

uspořádání EGF však může rekombinantní produkce v prokaryotických systémech vést 

k problémům, jako je nesprávné sbalování proteinu, tvorba inkluzních tělísek, neshoda 

disulfidových vazeb a dalším omezením. E. coli se však geneticky modifikuje a podmínky 

produkce se zdokonalují, aby se těmto problémům předešlo [63].  

1.1.4. Nanomateriály s růstovými faktory  

Terapeutické využití volných růstových faktorů je značně omezené, protože mohou být 

snadno degradovány proteinázami přítomnými v prostředí rány nebo odstraněny exsudátem 

dříve, než se dostanou do lůžka rány [8]. Kromě toho mají nízkou stabilitu a krátký biologický 

poločas [16]. Aby zůstaly růstové faktory v terapeutickém okně (rozmezí mezi účinnou a 

toxickou dávkou léčiva), byly by potřebné vysoké a opakované dávky, což však vede 

k problémům s toxicitou [16, 23]. Vysoké plazmatické hladiny některých GF navíc bývají 

spojovány s rizikem rozvoje některých druhů rakoviny nebo metastazováním již přítomných 



21 

 

malignit [64, 65]. K ochraně růstových faktorů před enzymatickou či tepelnou degradací a k 

udržení jejich účinné koncentrace v místě působení se inkorporují do systémů cíleného 

dodávání léčiv [9, 66]. 

Systémy cíleného dodávání léčiv zajišťují nejen kontrolované dávkování a ochranu těchto 

molekul, ale také zlepšení přenosu léčiva přes kůži a membrány, jehož by některá léčiva nebyla 

schopná, kvůli faktorům jako jsou velká molekulová hmotnost, špatná propustnost membrán a 

hydrofilní charakter látky [23, 44]. 

Většina vývoje současných systémů dodávání léků není schopna podporovat všechny fáze 

hojení ran [67]. Ideální systém dodávání růstových faktorů k hojení ran by měl zajišťovat 

časoprostorové dodávání více růstových faktorů v přirozených dávkách a reagovat na určité 

stimuly (např. změnu pH) a lépe tak simulovat jednotlivé fáze procesu hojení ran [26, 67].  

Běžně používané materiály k tvorbě nosičů GF k hojení jsou uvedeny v tabulce 1.  

Tabulka 1: Přehled běžných materiálů k tvorbě nosičů růstových faktorů 

Kategorie materiálu Příklad Zdroj 

Přírodní polymery Chitosan, hyaluronan, alginát, kolagen, 

želatina, dextrin, fibrin 

[7], [25], [30], [46], 

[68], [69], [70], [71]  

Syntetické polymery poly(mléčno-glykolová kyselina) 

(PLGA), polyethylenglykol (PEG), 

polykaprolakton (PCL) 

[68], [69], [72] 

Anorganické 

materiály 

Oxid křemičitý, hydroxyapatit, kovy 

(zlato, stříbro) 

[73], [74], [75] 

Lipidy Liposomy, transferosomy, pevné lipidové 

částice 

[44], [76] 

1.2. Nosičové systémy z chitosanu 

Chitosan se díky svým vlastnostem hojně využívá v nanotechnologiích, zejména jako 

nosič pro dodání různých terapeutických látek [77]. Tento biopolymer lze snadno formovat do 

různých matric, jako jsou nano/mikročástice, filmy, hydrogely, vlákna či tzv. skafoldy [12, 77–

79]. 
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1.2.1. Chitosan 

Chitosan je přírodní lineární polysacharid získávaný částečnou alkalickou N-deacetylací 

chitinu, který se běžně získává zejména z exoskeletu různých členovců [77, 80]. Strukturně se 

CS skládá z opakujících se jednotek N-acetyl-2-amino-2-deoxy-D-glukosy (N-

acetylglukosamin) a 2-amino-2-deoxy-D-glukosy (glukosamin), které jsou propojeny β-(1→4) 

glykosidovými vazbami [13, 77]. Jeho struktura je znázorněna na obrázku 3. Důležitá je 

přítomnost jedné volné reaktivní aminoskupiny (-NH2) a dvou hydroxylových skupin (-OH) v 

každé monomerní jednotce, což zprostředkovává řadu chemických reakcí a usnadňuje jeho  

modifikace [81, 82]. 

Proces deacetylace zahrnuje odstranění acetylové skupiny z N-acetylglukosaminových 

jednotek v molekulárním řetězci chitinu, čímž vzniká glukosamin obsahující aminoskupinu       

(-NH2). Stupeň deacetylace (DD) je klíčovým parametrem CS, který udává molární procento 

glukosaminových monomerních jednotek a pohybuje se od 0 % (chitin) do 100 % (plně 

deacetylovaný chitosan) [80, 82].  

 

Obrázek 3: Chemická struktura chitosanu, upraveno dle [80] 

CS je charakterizován jako polymer s DD >50 % [82]. Komerčně dostupné chitosany 

vykazují DD obvykle okolo 70–90 % [83] a rozsah molekulových hmotností mezi 10 a 500 

kDa [84]. Pro specifické aplikace lze připravit i CS s hodnotami DD >95 % [85]. Právě 

molekulová hmotnost (odvíjející se od stupně polymerace) a DD značně ovlivňují fyzikálně-

chemické a biologické vlastnosti CS [84, 86].  

CS má amfolytický charakter, díky čemuž je jeho chování závislé na pH prostředí [79]. 

V kyselých vodných roztocích s pH nižším než 6,5 (pod jeho disociační konstantou pKa) se 

volné aminoskupiny protonují a způsobují, že CS získává vysoký kladný náboj a rozpouští se. 

Při neutrálním nebo alkalickém pH však CS přechází do neutrální až záporně nabité formy, což 

vede k jeho nerozpustnosti. Kladný náboj mu umožňuje interakci s negativně nabitými 

polyaniontovými molekulami (jako jsou DNA, RNA, proteiny nebo fosfolipidy), buněčnými 

membránámi a zprostředkovává antibakteriální účinek [10, 79, 84, 87, 96]. Právě jeho citlivost 
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na změny pH je jednou z vlastností, která jej činí vhodný základ pro inteligentní stimulačně 

reagující nosičové materiály [88]. 

CS se využívá v celé řadě oblastí, včetně farmacie [77], biomedicíny [84], potravinářství 

[84], zemědělství [89], kosmetiky a dalších [80]. Je biokompatibilní, biodegradabilní, 

netoxický, neimunogenní a vykazuje antibakteriální, mukoadhezivní a hemostatické vlastnosti. 

Tyto schopnosti jej činí vynikající volbou pro systémy dodávání léčiv [13, 80, 89]. 

Antimikrobiální, antioxidační a protirakovinné vlastnosti jej činí cenným pro vývoj 

terapeutických systémů zaměřených na léčbu infekcí nebo nádorů [10, 13, 87]. CS také 

podporuje regeneraci tkání, urychluje hojení ran a zlepšuje granulační proces [16, 90]. 

Vzhledem k těmto vlastnostem se stále častěji využívá v bioaplikacích, včetně tkáňového 

inženýrství, biozobrazování, hojení ran a vývoji nanokompozitů pro různé další terapeutické 

účely [12, 77, 84]. 

1.2.2. Tripolyfosfát sodný 

Tripolyfosfát sodný (TPP) s chemickým vzorcem Na₅P₃O₁₀ je anorganická sloučenina 

patřící mezi polyfosforečnany. Skládá se ze tří fosfátových skupin propojených do 

polyaniontové struktury (viz obrázek 4), která vykazuje výjimečné chelatační vlastnosti. Díky 

nim TPP efektivně váže kovové ionty a zvyšuje rozpustnost látek, což jej činí klíčovým v 

různých průmyslových a vědeckých aplikacích [91, 92].  

 

Obrázek 4: Vzorec tripolyfosfátu sodného [93] 

Ve vodném roztoku se TPP disociuje na sodné ionty (Na⁺) a tripolyfosforečnanové 

anionty (P3O10)
5-. Tato vlastnost umožňuje vytváření vodíkových vazeb a elektrostatických 

interakcí, což jej předurčuje k použití jako síťovacího činidla, například v kombinaci s 

biopolymery, jako je právě chitosan [88, 94]. Vodný roztok TPP je navíc dlouhodobě stabilní, 

netěkavý při zvýšených teplotách, levný a dostupný [95]. 

TPP je dále široce používán jako aditivum s aplikacemi sahajícími od potravinářských 

konzervačních látek až po maziva používaná v keramickém průmyslu. V masném průmyslu se 

hojně využívá jako činidlo vázající vlhkost [91]. TPP se také používá v různých čisticích 
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prostředcích, dále jako zpomalovač a disperzní činidlo v cementových formulacích, či jako 

inhibitor koroze železa [93, 95, 97]. 

TPP je netoxická a dobře rozpustná sloučenina, která díky svým antimikrobiálním 

účinkům může sloužit jako antimikrobiální činidlo [91, 95]. 

1.2.3. Částice 

Chitosanové částice je možné připravit v širokém rozsahu velikostí, od nanometrů po 

mikrometry. Částice s velikostí v rámci mikrometrů nazýváme mikročástice [98]. 

Submikročástice obvykle označují částice s velikostí 100 nm až 1 μm [99]. Menší částice v 

rozsahu 1–100 nm se již označují jako nanočástice (NP) [100]. V biomedicínských aplikacích 

se však často všechny částice menší než 1 μm nepřesně označují jako nanočástice [30, 

77, 81, 87, 101, 102].  

Jednoduché částice 

Chitosanové částice s jednoduchou strukturou tvořené pouze z chitosanu nebo jeho 

derivátů, popřípadě jejich kombinací se síťovacím činidlem se tvoří různými metodami. Jedná 

se např. o metody, jako je emulzní zesíťování, koacervace a precipitace, sušení rozprašováním 

ionotropní gelace a další [13, 77].  

Nejrozšířenější metodou přípravy je ionotropní gelace, protože její proces je jednoduchý, 

mírný, snadno ovladatelný, bez použití organických rozpouštědel a vysokých teplot [87]. Tato 

metoda využívá záporně nabité sloučeniny jako síťovací činidla [77]. Typicky se jedná o malé 

vícenásobně nabité aniontové molekuly, jako jsou sulfáty, citráty a fosfáty [102]. Nejčastěji 

používaným činidlem je však TPP díky své bezpečnosti a multivalentním vlastnostem [77]. 

Samotný proces spočívá ve spontánní reakci chitosanu se síťovacím činidlem TPP za vzniku 

polyelektrolytového komplexu CS/TPP [103]. Tento komplex je stabilizován elektrostatickou 

interakci mezi kladně nabitými aminoskupinami CS a záporně nabitými skupinami TPP, což 

vede k trojrozměrnému propletení, které se z vodného roztoku vysráží ve formě gelovitých 

částic [77, 103]. Schéma přípravy těchto částic je znázorněno na obrázku 5.  
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Obrázek 5: Příprava částic CS/TPP, upraveno dle [104]  

Částice CS/TPP jsou stabilní, mající velikost obvykle v řádu desítek až stovek nanometrů, 

umožňují širokou škálu modifikací, zachytávání různých bioaktivních látek a následné pokrytí 

jednou či více vrstvami jiných materiálů, což rozšiřuje jejich funkční vlastnosti [87, 101, 105]. 

Vrstvené částice  

Vrstvené chitosanové částice mají složitější strukturu, která se skládá z několika vrstev. 

Tyto částice se nejčastěji syntetizují pomocí techniky vrstva na vrstvu (layer-by-layer), při níž 

se chitosanové vrstvy střídají s aniontovými polyelektrolyty, jako je např. alginát, heparin, 

chondroitin sulfát nebo kyselina hyaluronová (HA) [105–107]. Takto mohou být pokrývány 

vrstvami jednoduché chitosanové částice, ale tato technika může být také využita k pokrytí 

vrstev pevného jádra, například tvořeného oxidem křemičitým, liposomy nebo polystyrenem. 

Toto jádro může být poté odstraněno například působením změny pH nebo vhodného 

rozpouštědla, čímž vznikají duté kapsle [106–108].  

Tvorba stabilních, funkčních vícevrstvých částic je založena primárně na 

elektrostatických interakcích, které jsou často doplněny vodíkovými vazbami a hydrofobními 

interakcemi [105, 108]. Pro zvýšení stability mezivrstvy se využívají strategie zesíťování, 

například s použitím glutaraldehydu nebo genipinu. Jednotlivé vrstvy lze připravit procesem 

nástřiku nebo namáčení, což umožňuje kontrolu nad tloušťkou a uniformitou vrstev [107, 109, 

110]. 

Aplikace vrstvených CS částic se silně zaměřují na dodávání léčiv, přičemž studie ukazují 

systémy reagující na pH nebo podněty pro místně specifické uvolňování látek. Jejich složitější 
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struktura poskytuje vyšší kontrolu nad jejich funkcí, což je činí vhodnými pro pokročilé 

terapeutické strategie (např. při onkologické léčbě) [105, 106]. 

Obalované částice 

Chitosanové částice mohou být pokryty ochranným obalem, který je chrání před 

degradací a imunitním systémem, modifikuje jejich povrchové vlastnosti nebo umožňuje cílené 

dodávání léčiv na konkrétní buňky [111, 112]. Nejčastějšími materiály pro tvorbu obalů jsou 

alginát, PEG, kyselina hyaluronová a lipidy [112–115]. Tvorba obalů probíhá většinou po 

samotné přípravě částic nejčastěji metodami založenými na iontových a elektrostatických 

interakcích [115]. 

Např. chitosanové částice potažené alginátem ochraňují částice a zachycená léčiva před 

kyselým pH v žaludku při perorálním podání [111]. Obaly z kyseliny hyaluronové se využívají 

pro cílení na buňky nadměrně exprimující CD44 (často prostředí rakoviny), což prokazuje 

zlepšenou akumulaci a dodávání léčiv [116]. Částice s obalem tvořeným PEG mohou zvýšit 

dobu cirkulace v organismu tím, že omezují adsorpci sérových proteinů na jejich povrchu [117]. 

Naopak chitosan je sám také hojně využíván jako materiál k obalení částic z jiných 

materiálů a tím může zlepšit jejich biokompatibilitu, povrchové vlastnosti či umožnit orální 

podání [118, 119]. 

1.2.4. Nanovlákna 

Nanovlákna nebo mikroskopické formy vláken CS jsou fibrilární vlákna o průměru od 

několika desítek až několik stovek nanometrů. Metoda elektrostatického zvlákňování 

(elektrospinning) je běžnou metodou pro jejich přípravu, zejména díky výhodám, jako je 

laditelný průměr a velikost pórů nebo zajištění morfologické podobnosti vláken s ECM [78]. 

Během elektrostatického zvlákňování je roztok polymeru posouván injekční stříkačkou s jehlou 

na konci, kde se vytváří Taylorův kužel (kuželovitě tvarovaný objem tekutiny). Mezi jehlou a 

kolektorem vzniká úbytek napětí, který vytahuje polymerní roztok do jemných vláken, které se 

poté zpevňují [120, 121].  

Chitosanová nanovlákna mají relativně vysoký poměr specifického povrchu k objemu, 

pórovitost a unikátní chemické a fyzikální vlastnosti, které vyplývají z jejich jedinečné 

struktury [78, 120]. Protože se však chitosan rozpouští pouze v kyselém vodném roztoku a jeho 

roztok je kationtový polyelektrolyt, dochází při elektrospinningu k velkým odpudivým silám 

mezi kladně nabitými skupinami, což brání tvorbě vláken [78]. Pro zlepšení 

elektrospinovatelnosti chitosanu se využívají přístupy, jako je použití kyseliny trifluoroctové, 

smíchání s aniontovým polyelektrolytem (např. kyselinou hyaluronovou) nebo smíchání s 
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hostitelskými polymery, jako je polyvinylalkohol, poly(ethylenoxid) a želatina, které jsou 

atraktivní zejména pro biomedicínské aplikace. Nanovlákna mají široké využití např. pro řízené 

uvolňování léčiv, hojení ran či potravinářství a filtraci látek [78, 120]. Navíc díky zmíněné 

podobnosti s ECM rovněž slouží jako tzv. skafoldy, které usnadňují adhezi a proliferaci buněk 

a nacházejí uplatnění zejména v tkáňovém inženýrství [29]. 

1.2.5. Hydrogely 

Hydrogel je trojrozměrná makromolekulární síť hydrofilních polymerních řetězců tvořící 

koloidní gel, který je schopný zadržovat velké množství vody, přičemž zůstává nerozpustný. 

Část této vody je pevně vázána na polymer a zbytek je přítomen jako volná voda, jejíž množství 

se pohybuje od 10 % do tisícinásobku jejich vlastního objemu [10, 122]. Chitosanové 

hydrogely, vytvořené fyzikálním nebo chemickým zesítěním, vykazují řadu výhodných 

vlastností, včetně biokompatibility, antimikrobiální aktivity, nízké degradability a schopnosti 

reagovat na podněty prostředí (např. pH, teplota) [122–124].  

CS má schopnost vytvářet gel buď samostatně, nebo v kombinaci s jinými sloučeninami 

[125]. Tyto hydrogely nacházejí významné uplatnění jako obvazové materiály podporující 

hojení ran a popálenin, protože vytvářejí vlhké prostředí, mohou absorbovat exsudáty 

s vysokým přísunem kyslíku, poskytnout tepelnou izolaci a umožnit migraci a proliferaci buněk 

[10, 126]. Struktura hydrogelů s inkorporovanými bioaktivními látkami, zejména GF, navíc 

umožňují jejich řízené uvolňování a ochranu před degradací [122]. 

Do těchto hydrogelů je také možno začlenit připravené částice a získat tak kompozitní 

gely, které kombinují vlastnosti hydrogelu a přidaných částic a mohou zlepšit jeho mechanické 

vlastnosti [127]. Byly také vyvinuty in situ gelující injekční hydrogely, které nejen usnadňují 

zachycení terapeutických léčiv, ale také umožňují úplné vyplnění oblasti rány [10]. 

1.3. Vazba látek s nosiči 

Chitosanové nosiče se využívají jako systémy pro řízené uvolňování léčiv, jelikož mají 

schopnost vázat různé hydrofilní i hydrofobní látky, včetně NK, proteinů a peptidů (jako jsou i 

GF), fosfolipidů a dalších molekul [77, 128]. Tyto nosiče umožňují inkorporovat účinné látky 

do své vnitřní struktury nebo je adsorbovat na jejich povrch. Např. v případě chitosanových 

částic lze na základě distribuce účinné látky rozlišovat kapsle nebo sférické částice [129]. 
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Obrázek 6: Možnosti vazby látek s částicemi, převzato z [130] a upraveno dle [117] 

1.3.1. Zachycení 

Zachycení (entrapment) je proces při kterém je bioaktivní látka fyzicky uzavřena uvnitř 

polymerní matrice nosiče při jeho formaci. Tento princip se uplatňuje u různých typů nosičů. 

U nanovláken je zachycení zprostředkováno jednoduchým směsným elektrospinningem, které 

je založeno na smíchání molekul látek s polymerním roztokem před procesem elektrospinningu 

a tím vytvoření hybridního nanovlákna. Tento typ vazby vykazuje ve srovnání s fyzikální 

adsorpcí stabilnější profily uvolňování látek, avšak nevýhodou je, že roztok s léčivem musí 

zachovat schopnost zvlákňování [120, 128]. 

U hydrogelů je samotný proces obdobně jednoduchý – bioaktivní látka se rozpustí 

v roztoku polymeru, který později vytvoří gel. Nicméně špatná rozpustnost některých látek ve 

vodném prostředí může vést k nízké míře zatížení hydrogelu léčivem (obvykle pod 10 %), což 

omezuje jejich praktické využití [131].  

Dalším typem nosiče schopným zachytit do své struktury mnohé bioaktivní látky jsou CS 

částice připravené např. ionotropní gelací, které díky již zmíněným šetrným podmínkám 

přípravy zamezují možnosti denaturace a zachovávají stabilitu látek i po uvolnění [128, 132]. 

Léčivo je při přípravě rozpuštěno nebo dispergováno v roztoku polymeru a následně fyzikálně 

zachyceno v polymerní síti po přidávání TPP [132]. Takto vzniklé částice jsou znázorněny na 

levé straně obrázku 6A. 

Tato metoda poskytuje vysokou účinnost vazby. Např. Hashemi et al. (2023) ve své práci 

uvádí, že účinnost zachycení EGF ve struktuře částic CS/TPP byla přibližně 70 % [13]. Yadav 

P. a Yadav A. B. (2021) prokázali účinnost navázaní bovinního sérového albuminu (BSA) jako 

modelového proteinu dokonce >90 % [128]. Účinnost zachycení je závislá na mnoha faktorech 

jako je např. koncentrace chitosanu, koncentrace proteinu, hmotnostní poměr CS a TPP a pH 
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roztoku chitosanu [132]. Tento druh vazby sice může vykazovat mírné počáteční explozivní 

uvolňování, ale následně může poskytnout pomalé uvolňování bílkovin po delší dobu, což je 

výhodné např. pro podávání vakcín a bílkovinných léčiv používaných při chronických 

onemocněních [133].  

1.3.2. Enkapsulace 

Enkapsulace spočívá v izolaci a ochraně aktivních látek (pevných, kapalných nebo 

plynných) před okolním prostředím uvnitř obalů o velikosti nano- či mikrometrů tvořených 

např. z polymerních materiálů. Vznikají tak nosiče s vnitřním jádrem, ve kterém je tato látka 

obsažena. Vzhledem k ochranným účinkům materiálů obalu a zvětšeným povrchovým plochám 

se enkapsulace hojně využívá pro potenciální doručovací systémy ke zvýšení rozpustnosti, 

stability a absorpce bioaktivních látek pro řízené a cílené uvolňování [134, 135].  

V případě nanovláken se enkapsulace látek provádí při tzv. koaxiálním elektrospinningu, 

kdy nanovlákna se strukturou jádro-plášť vznikají koaxiálním a současným elektrospinningem 

dvou roztoků (tj. roztoku polymeru a roztoku léčiva) v jedné jehle. Profil uvolňování látek 

z těchto vláken zahrnuje počáteční nárazové uvolňování a fázi trvalého uvolňování. 

V porovnání se směsným elektrospininngem je však uvolňování stabilnější a nižší. Vzhledem 

ke složitosti tohoto procesu se však v oblasti podávání léčiv používá velmi zřídka [120].  

Enkapsulace v hydrogelech se uplatňuje spíše formou hydrogelových mikro/nanočástic, 

formou kompozitních gelů s kapslemi nebo částicemi v hydrogelové matrici, případně tvorbou 

vícevrstevných hydrogelových struktur [131]. U samotných kapslí se látky zachycují metodami 

jako je ionotropní gelace, emulzní techniky, koacervace a další. Pro získání částic se složitějšími  

vlastnostmi se může využít i technika vrstva na vrstvu [105, 107, 134]. Zachycení látek v jádru 

kapsle je znázorněno na pravé straně obrázku 6B. 

Takovéto kapsle mohou vykazovat vysokou účinnost enkapsulace. B. Koppolu a D. 

Zaharoff (2014), kteří používali jako modelový antigen ovalbumin a BSA a dosáhli účinnosti 

enkapsulace >90 % [136]. Uvolňování materiálu jádra bývá ovlivněno především degradací 

struktury částic, proto tento druh vazby nevykazuje vysoké počáteční explozivní uvolňování, 

což může být žádoucí pro aplikace vyžadující kontrolované a prodloužené uvolňování účinné 

látky a minimalizaci toxicity [117, 134]. 

1.3.3. Adsorpce 

Adsorpce je povrchový exotermický proces, při kterém se molekuly sloučeniny v 

plynném nebo kapalném stavu hromadí na povrchu adsorbentu. Adsorpce molekul na povrch 
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může probíhat dvěma způsoby, kterými jsou fyzikální adsorpce a chemická sorpce, v závislosti  

na interakcích mezi molekulami a povrchem. Při fyzikální adsorpci se uplatňují slabé síly, jako 

jsou elektrostatické interakce a Van der Waalsovy síly. Při chemické adsorpci vznikají mezi 

povrchem a adsorbovanými molekulami silné chemické vazby, jako jsou kovalentní vazby 

[137]. 

Chitosanové částice mají díky svému pozitivnímu povrchovému náboji schopnost 

interagovat se záporně nabitými molekulami, kam patří např. většina proteinů, pomocí 

elektrostatických interakcí. To je nežádoucí v případě adsorpce sérových proteinů a tím tvorby 

proteinového obalu částic v organismu, ovšem v rámci tvorby nosičů se tohoto jevu využívá 

[117]. V tomto případě se protein či jiná molekula váže na povrch částic až po jejich přípravě 

při společné inkubaci látek s částicemi. Adsorpce je obvykle reverzibilní a k desorpci látky 

dochází hned po kontaktu s médiem a proto se jí využívá, když je potřeba rychlého uvolňování 

látky nebo když není žádoucí zásah do struktury částic [117, 133]. 

U elektrospinovaných vláken představuje fyzikální adsorpce nejjednodušší a nejčastěji 

využívaný způsob vazby různých látek. Tento přístup lze využít také pro vázání látek na 

připravené hydrogely. Tato strategie spočívá v ponoření vláken či gelů do vodné fáze obsahující 

danou látku (jako čistý roztok nebo nebo emulze). Látka se na povrch váže prostřednictvím 

elektrostatických interakcí, přičemž ale tento přístup bývá spojen s nekontrolovaným profilem 

uvolňování. Mimo to je možné využít i chemických vazeb a látky k nosičům kovalentně 

imobilizovat [120, 138]. 

1.4. Charakterizace částic s proteiny 

Vlastnosti částic jsou klíčové pro jejich využití v biomedicínských aplikacích, jako je 

cílené podávání proteinových či peptidových léčiv. Faktory jako velikost, náboj, distribuce 

velikosti, stabilita a povrch částic určují jejich biodistribuci v těle, interakce s buňkami a 

vytváření proteinových obalů, což ovlivňuje jejich funkci a toxicitu. Charakterizace částic je 

proto nezbytná nejen pro zajištění optimální účinnosti, ale i bezpečnosti [81, 139]. 

1.4.1. Hydrodynamická velikost a polydisperzní index 

Hodnoty hydrodynamické velikosti a indexu polydisperzity (PDI) se běžně analyzují 

pomocí dynamického rozptylu světla (DLS) [44]. DLS je široce používanou a preferovanou 

technikou při charakterizaci částic v jednoduchém rozpouštědle nebo biologickém prostředí. 

Tato metoda umožňuje neinvazivní a rychlou analýzu vzorků v přirozeném koloidním stavu, 
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což minimalizuje manipulaci a přispívá k reprodukovatelnosti a statistické významnosti 

výsledků [139]. 

Při DLS se suspenze částic osvětluje monochromatickým laserem a intenzita 

rozptýleného světla se zaznamenává pomocí detektoru fotonů při pevném nebo proměnném 

úhlu rozptylu (v úhlu 90°, 173° nebo 13°). Intenzita rozptylu je při pozorování v 

mikrosekundovém měřítku závislá na čase v důsledku Brownova pohybu částic. Brownův 

pohyb je náhodná rotace částic způsobená narážením molekul rozpouštědla v okolí částic. Čím 

větší částice, tím menší pohyb a naopak [140, 141]. 

Hydrodynamický průměr částic 

Vypočítaný hydrodynamický průměr částic získaný pomocí DLS představuje průměr 

hypotetické koule [142]. Tento parametr označuje efektivní velikost částic, která zahrnuje 

hydratační vrstvy a povrchové obaly částic. V důsledku toho bývá hydrodynamický průměr 

obvykle vyšší než fyzická velikost částic měřená metodami, jako je elektronová mikroskopie, 

která se zaměřuje pouze na pevné jádro částic [143, 144].  

Hydrodynamická velikost chitosanových částic se po začlenění proteinu většinou 

zvyšuje, což souvisí s jejich fyzikální inkorporací do polymerní sítě nebo adsorpcí na povrch 

částic. Výsledná velikost pak závisí na vlastnostech konkrétního proteinu, zejména na jeho 

koncentraci, velikosti, izoelektrickém bodě a způsobu zapouzdření [13, 128, 133]. Tento trend 

potvrzují i výsledky Yadav P. a Yadav A. B. (2021), kdy velikost částic bez proteinu činila 

193,53 ± 44,9 nm a postupné zvyšování koncentrace BSA (0,5–1,5 mg) vedlo ke zvětšení 

velikosti částic na 234,2 ± 50,27 nm až 333,36 ± 94,63 nm. Další navýšení koncentrace BSA na 

2 mg již nevykazovalo další nárůst velikosti [128]. 

V některých studiích však byl pozorován i opačný trend, tedy snížení velikosti částic po 

inkorporaci proteinu. Tento jev bývá vysvětlován zvýšením elektrostatických interakcí mezi 

negativně nabitým proteinem a kladně nabitým chitosanem, což vede ke vzniku kompaktnějších 

a menších částic [13, 132, 145]. 

Polydisperzní index 

PDI je bezrozměrné číslo, které charakterizuje rozložení velikostí částic ve vzorku. Dává 

nám informaci o tom, zda je systém mono- či polydisperzní [141]. PDI se získává analýzou 

kumulantů a je definováno jako směrodatná odchylka rozdělení průměru částic dělená 

průměrným průměrem částic [146]. Ideální hodnota PDI by se měla co nejvíce blížit nule (0 

znamená monodisperzní částice) [10].  
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Chitosanové částice se v závislosti na podmínkách přípravy dají připravit s relativně 

úzkou distribuční šířkou velikostí. Typické hodnoty PDI se pohybují v rozmezí 0,2–0,4 [87, 

128, 145]. Při začlenění proteinu může dojít k nárustu i poklesu hodnoty PDI, jelikož toto číslo 

souvisí i se zmíněnými ději ovlivňujícími velikost částic [128, 145]. 

1.4.1. Zeta potenciál 

Povrchový náboj částic vyjádřený jako zeta (ζ) potenciál rozhodujícím způsobem 

ovlivňuje interakci částic s okolím a může být použit k předpovědi dlouhodobé stability jejich 

disperzí a ke studiu jejich povrchových vlastností a souvisejících adsorpčních jevů [147]. 

Oblíbená metoda měření zeta potenciálu je založená na principu laserové dopplerovské 

elektroforézy a je známá také jako elektroforetický rozptyl světla (ELS). Jedná se o 

jednoduchou, snadnou a reprodukovatelnou techniku [147]. Při ELS se zeta potenciál odvozuje 

z elektroforetické pohyblivosti, která se měří rozptylem světla pohybujících se částic v 

elektrickém poli [148].  

Chitosanové částice obvykle vykazují kladné hodnoty zeta potenciálu, které jsou 

způsobeny protonovanými aminoskupinami CS [132, 145]. Vysoký zeta potenciál je příznivý 

pro řízení rychlosti uvolňování léčiva, ovšem pro buňky může být toxický a je tak vhodný pro 

částice s jinak nízkou toxicitou, kterými CS částice obvykle bývají [132]. Inkorporace proteinu 

do těchto částic může ovlivnit jejich zeta potenciál v závislosti na povaze a náboji přidaného 

proteinu. Většina proteinů je negativně nabitá, což obvykle vede k poklesu zeta potenciálu 

částic, přičemž při nízkých koncentracích může být tento efekt minimální [13, 136, 145]. 

Například Hashemi et al. (2023) pozorovali pokles zeta potenciálu téměř o polovinu po přidání 

EGF do struktury částic [13]. Ovšem v některých případech mohou být zaznamenány i opačné 

efekty [128].  

1.4.2. Stanovení množství proteinu 

Metody stanovení množství proteinu jsou důležité z hlediska stanovení účinnosti 

zachycení proteinu v částicích a vazebné kapacity nosiče [145]. Pro tento účel lze využít různé 

analytické metody, které umožňují přesné měření množství proteinu v nanomateriálech. Mezi 

tyto metody patří spektrofotometrické testy, jako je Bradfordův test [132] a Bicinchoninový 

(BCA) test [145]. Kromě toho se využívá např. vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

(HPLC) [9], enzymově spřažený imunosorbentní test (ELISA) [10], fluorescenční [145] nebo 

radioaktivní značky [12]. 
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Jednou z nejpoužívanějších metod pro kvantifikaci obsahu proteinu v částicích je BCA 

test [149]. Jedná se o nepřímý test, kdy stanovujeme volný nenavázaný protein v supernatantu 

[149, 150]. Princip testu vychází z biuretové reakce, při níž proteiny v alkalickém prostředí 

reagují s ionty mědi (Cu²⁺), což vede k redukci Cu2+ na Cu1+. V následujícím kroku ionty Cu1+ 

reagují s bicinchoninovou kyselinou za vzniku fialového komplexu [149]. Tento ve vodě 

rozpustný komplex vzniká konkrétně chelatací dvou molekul BCA s jedním měďnatým iontem 

(Cu+1) (viz rovnice 1) a vykazuje silnou absorbanci při vlnové délce 562 nm, která je lineární 

se zvyšující se koncentrací proteinu [151]. 

Tento test může být prováděn jak zkumavkou metodou, tak i v mikrotitrační destičce, což 

snižuje množství použitého vzorku a pracovních roztoků [149]. 

[𝐶𝑢1+ − 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑜𝑥]≠ + 2𝐵𝐶𝐴 → [𝐶𝑢1+ − (𝐵𝐶𝐴)2]≠ + 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑜𝑥 

Rovnice 1: Reakce bicinchoninového testu, upraveno dle [149] 

1.4.3. Kinetika uvolňování proteinů z částic a jiných forem 

Kinetika uvolňování léčiv z částic je klíčovým parametrem, který ovlivňuje 

farmakologickou účinnost nosičového systému. Studium tohoto procesu umožňuje optimalizaci 

formulací, predikci chování léčiv in vivo a vývoj systémů s řízeným uvolňováním. Uvolňování 

léčiva z částic je ovlivněno bobtnáním polymeru, difuzí adsorbovaných materiálů, difuzí léčiva 

polymerní matricí, erozí nebo degradací polymeru a nebo jejich kombinací. Tyto mechanismy 

jsou znázorněny na obrázku 7 [117]. 

 

Obrázek 7: Mechanismy uvolňování látek z částic, upraveno dle [117] 
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Experimentální metody sledování uvolňování proteinů se typicky skládají z inkubace 

částic v modelovém prostředí (odpovídající podmínkám zamýšleného způsobu podání), odběru 

média v různých časových bodech a následné kvantifikace uvolněného proteinu [9, 13]. K 

oddělení částic od uvolněného proteinu se nejčastěji využívají dialyzační střívka [13] nebo 

centrifugace [145]. 

Chitosanové částice s proteiny mohou zahrnovat třífázový profil uvolňování, který se 

skládá z: 

1) počátečního rychlého uvolňování (burst release) – způsobeného desorpcí léčiva z 

povrchu částic, 

2) stabilního uvolňování – které je výsledkem difúze proteinu dispergovaného v 

polymerní matrici, 

3) konstantního prodlouženého uvolňování – způsobeného difuzí proteinu skrz 

polymerní matrici a zároveň erozí polymeru [7, 152]. 

Ovšem většina chitosanových částic vykazuje dvoufázový profil uvolňování, který zahrnuje jen 

body 1) a 3) [9, 10, 133, 145]. Tento profil však může být upraven prostřednictvím celé řady 

způsobů, jako je změna podmínek přípravy a tím i fyzikálně-chemických parametrů (tvar, 

velikost, náboj morfologie a hustota částic), modifikacemi chitosanové struktury či kombinací 

s jinými polymery a pomocnými látkami [117]. Mezi běžně používané polymery pro úpravu 

uvolňovacího profilu patří například PCL, alginát a PLGA [107, 153, 154]. 

Roztok simulované rány 

Povrch kůže má normálně kyselé pH mezi 4 a 6,5 v závislosti na věku a anatomické 

oblasti. Tyto hodnoty regulují bakteriální flóru a chrání před infekcemi. Po poranění kůže se 

však pH zvyšuje na neutrální hodnoty, kvůli obnažení podkožních struktur s vnitřním pH 

prostředí těla 7,4. U chronických ran se pH posouvá do alkalického prostředí někdy až nad 

hodnotu 8, což podporuje růst patogenních bakterií [155, 156]. Ovšem některé chronické rány 

mohou mít i kyselé pH, což je spojeno s poruchami mikrocirkulace a anaerobním 

metabolismem [155, 157].  

Roztoky používané k napodobení prostředí rány ve studiích uvolňování proteinu (GF) 

jsou typicky navrženy tak, aby replikovaly složité biochemické a fyziologické stavy čerstvých 

(akutních) a chronických ran. Tyto tekutiny často obsahují složky, které simulují specifické 

prostředí pro ránu, jako je pH, viskozita, enzymatická aktivita a iontová síla [7, 10, 57, 158]. 

V následující tabulce 2 je uveden přehled různých typů nosičů (převážně z chitosanu) 

s EGF, včetně použitých roztoků a podmínek k sledování kinetiky uvolňování tohoto GF. 
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Příkladem snahy zohlednit enzymatickou degradaci je studie Picheth et al. (2014), která 

modeluje neinfikovanou ránu a následně ránu infikovanou bakteriemi, kdy je k roztoku přidán 

navíc enzym lysozym [159]. Modelaci enzymatického prostředí popisuje také Tallapaneni et 

al. (2023) s použitím enzymu savinázy [10].  

Většina studií však podmínky pro sledování kinetiky uvolňování proteinů zjednodušují a 

mezi nejčastěji užívané roztoky patří fosfátový pufr nebo fosfátem pufrovaný fyziologický 

roztok (PBS) s pH upraveným na hodnoty nejčastěji 5,5–7,4, přičemž fyziologická hodnota 7,4 

je nejvíce využívanou. Tyto pufry umožňují kontrolované pozorování profilů uvolňování GF, 

postrádají však složitost skutečného prostředí rány. 

Tabulka 2: Přehled studií kinetiky uvolňování EGF do různých roztoků simulující rány 

Typ nosiče Roztok a podmínky Zdroj 

Bakteriální celulóza s 

chitosan-alginátovým 

filmem 

0,1 mol/l PBS (pH 5,5), azid sodný (200 ppm), 37 °C 

[159] 
0,1 mol/l PBS (pH 5,5), azid sodný (200 ppm)  

+ lysozym (10 000 U/ml), 37 °C 

Chitosanové NP v 

hydrogelu 
Fosfátový pufr (pH 7,4), savináza (50 µg/ml), 37 °C [10] 

NP sodného 

karboxymethylchitosanu v 

hydrogelu 

Fosfátový pufr (pH 7,4), 32 °C [11] 

Chitosanové NP Fosfátový pufr (pH 7,4),  32 ± 0,5 °C [9] 

Chitosan-želatinové filmy 10 mM fosfátový pufr (pH 7,5), 37 °C, 5 % CO2 [160] 

Chitosanové NP PBS (pH 7,4), 37 °C [13] 

Karboxymethylchitosanové 

NP 
Acetátový pufr (pH 6,0) [7] 

PCL nanovlákenný 

„skafold“ 
PBS, 37 °C [69] 

1.5. Hodnocení toxicity nosičových systémů  

Příprava netoxických částic a dalších nanomateriálů hraje zásadní roli ve vývoji systémů 

podávání léků [161]. Ačkoliv je chitosan obecně považován za netoxický a biokompatibilní, je 

nutné posoudit cytotoxicitu konkrétních chitosanových částic, jelikož cytotoxicita závisí nejen 

na použitých materiálech, ale také na faktorech, jako je velikost, tvar, náboj a koncentrace částic 

a může se lišit mezi jednotlivými typy buněk [162, 163, 165]. 
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1.5.1. Internalizace částic do buněk  

Účinnost nanoterapie úzce souvisí s účinností buněčné internalizace. Buněčné membrány 

nesou negativní náboj, který je dán fosfolipidy v jejich struktuře. Díky pozitivnímu náboji 

chitosanu může docházet k elektrostatickým interakcím mezi částicemi a buněčným povrchem, 

což usnadňuje jejich vychytávání buňkami [162]. Navíc bylo prokázáno, že částice CS/TPP 

překonávají buněčnou membránu efektivněji než samotný chitosan [103].  

Proces internalizace chitosanových částic ovlivňuje celá řada faktorů, včetně velikosti, 

tvaru, povrchového náboje, typu buněk, koncentrace částic, doby inkubace a teploty [163, 165]. 

Do buněk jsou CS částice transportovány především prostřednictvím aktivního transportního 

mechanismu endocytózy. Částice větší než 0,5 μm konkrétně dráhou fagocytózy, zatímco 

částice menší než 0,2 μm bývají internalizovány cestou pinocytózy. Pinocytózu lze rozdělit na 

endocytózu zprostředkovanou klatrinem, endocytózu zprostředkovanou kaveolinem, 

endocytózu nezávislou na klatrinu a kaveolinu a makropinocytózu, což je znázorněno na 

obrázku 8 [163, 166, 167]. Po endocytóze jsou částice typicky uzavřeny uvnitř intracelulárních 

vezikul, jako jsou endozomy, fagozomy nebo makropinozomy, a proto nemají přímý a 

okamžitý přístup k cytoplazmě nebo buněčným organelám [166]. 

Uvádí se, že samotný chitosan bývá internalizován prostřednictvím mannózového 

receptoru v makrofázích i dalších typech buněk [168]. Pro zvýšení selektivity lze však částice 

modifikovat navázáním specifických ligandů, které umožňují cílený vstup do buněk 

prostřednictvím konkrétních receptorů, čímž se usnadňuje zaměření na specifické buněčné 

populace či tkáně. Této strategie se využívá zejména v onkoterapii. Mezi běžně používané 

ligandy patří např. již zmíněná kyselina hyaluronová cílící na receptory CD44, alginát, různé 

proteiny a protilátky, transferrin umožňující navázání na transferrinový receptor a jiné 

bioaktivní látky [74, 168, 169, 170]. Dalším příkladem jsou v onkoterapii často skloňované 

částice konjugované s kyselinou listovou, které cílí na folátové receptory, nebo částice s EGF, 

které se vážou na EGFR, hojně exprimovaný nádorovými buňkami [171, 172]. 

 

Obrázek 8: Mechanismy buněčné internalizace částic, upraveno dle [173] 
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Mechanismy buněčné internalizace a nitrobuněčné lokalizace se sledují převážně pomocí 

mikroskopických metod, jako je fluorescenční mikroskopie, elektronová mikroskopie či 

konfokální mikroskopie [174]. Kromě mikroskopie se dále hojně využívá také průtoková 

cytometrie [163]. 

Fluorescenční značení částic 

Fluorescenční značení částic se běžně využívá ve fluorescenční mikroskopii mimo jiné k 

hodnocení buněčného příjmu nano- a submikročástic a jejich intracelulární lokalizace [175, 

176]. Značené částice umožňují rychlé, jednoduché a citlivé kvantifikování částic asociovaných 

s buňkami [175]. 

Fluorescein-5-isothiokyanát (FITC) je široce používán ve fluorescenčním značení, díky 

svým stabilním optickým a dobrým biologickým vlastnostem [177]. FITC absorbuje světlo v 

oblasti přibližně 495 nm a emituje fluorescenci při vlnové délce kolem 520 nm [178]. Částice 

připravené z chitosanu značeného FITC vykazují podobné spektrální vlastnosti [179]. 

Fluorescenční vlastnosti FITC však mohou být ovlivněny změnami pH prostředí, přičemž 

maximální intenzita signálu je dosažena při alkalických hodnotách pH [179, 180]. FITC je navíc 

náchylný k fotodegradaci fluorescence (photobleaching), což může vést k postupnému poklesu 

fluorescenční intenzity při dlouhodobé expozici světlu. Z tohoto důvodu je doporučeno chránit 

ho před světelným zářením [181]. 

Fluorescenční markery mohou snadno disociovat, pokud jsou fyzicky adsorbovány na 

povrchu předem připravených částic, proto je vhodné je začlenit přímo do struktury CS před 

tvorbou částic [175]. Značení chitosanu FITC probíhá prostřednictvím kovalentní vazby mezi 

izothiokyanátovou skupinou FITC a primární aminoskupinou D-glukosaminu. Reakcí vzniká 

žlutý polymer se stabilním fluorescenčním signálem, přičemž nedochází k žádné disociaci 

FITC, která by jej mohla ovlivnit [182]. Takto značený CS si zachovává svou schopnost tvořit 

částice, například s TPP, přičemž si tyto částice zároveň uchovávají svou biokompatibilitu a 

netoxické vlastnosti [183]. 

1.5.2. Toxicita in vitro 

K posouzení cytotoxicity CS částic se využívá mnoho testovacích metod, jejichž přehled 

na základě dostupné literatury je uveden v tabulce 2. Nejvíce zastoupenou metodou byl 

identifikován MTT test, který hodnotí buněčnou životaschopnost na základě redukce 

tetrazoliového barviva MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazoliumbromid) na 

nerozpustný formazan. Tato reakce probíhá pouze v metabolicky aktivních buňkách, přičemž 
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množství vzniklého formazanu odpovídá úrovni buněčného metabolismu a lze jej kvantifikovat 

spektrofotometricky [13, 10, 44, 172, 184].  

Tabulka 3: Přehled využívaných testů pro hodnocení cytotoxicity CS částic 

Studie popisují využití primárních buněk i buněčných linií včetně nádorových při 

testování cytotoxicity nanomateriálů z CS. Cytotoxicita částic byla popsána nejčastěji na 

běžných nádorových buněčných liniích jako jsou např. lidské plicní adenokarcinomové buňky 

A549 [172], lidské kolorektální adenokarcinomové buňky Caco-2 [193], lidské 

hepatokarcinomové buňky HepG2 [188], Hep3B [195] a SMMC-7721 [184], myší makrofágy 

RAW 264.7 [196], lidské cervikální karcinomové buňky HeLa [191] či buněčné linie odvozené 

od karcinomu prsu  jako je MCF-7 a mnoho dalších [191]. 

Typ testu Specifický test/metoda Zdroj 

Životaschopnost 

a proliferace 

buněk 

MTT, XTT, MTS, WST-8 

 

Test se sulforhodaminem B (SRB test) 

Redukční test s resazurinem 

Příjem neutrálního červeného barviva (NRU 

test) 

Calcein AM/EthD-1 (Live/Dead Assay) 

Barvení trypanovou modří 

Test uvolnění laktátdehydrogenázy (LDH) 

[13], [10], [9], [185], 

[186], [187], [188] 

[189] 

[190] 

[191] 

[192] 

[193] 

[185], [186], [191] 

[194] 

Apoptóza a 

buněčná smrt 

DNA fragmentace (gelová elektroforéza) 

JC-1  

Annexin V–FITC/Propidium jodid test 

Rhodamin 123  

Barvení akridinovou oranží/ethidium 

bromidem (AO/EB test) 

[188] 

[184] 

 

[184] 

[195] 

[191] 

Oxidační stres 

Dichlorofluorescein diacetát (DCFH-DA test) 

Test s 2',7'-dichlorodihydrofluorescein 

diacetátem (H₂DCFDA) 

Sondy hydroethidin (HE), dihydroethidin 

(DHE) 

[184], [196] 

[195] 

 

[192] 

Analýza genové 

exprese 

Western blot 

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

(qPCR) 

Reverzně transkripční polymerázová řetězová 

reakce (RT-PCR) – apoptotické geny  

[184] 

[195] 

 

[188] 
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Naopak pro testování cytotoxicity nanomateriálů s GF se používají nejčastěji buňky 

relevantní i pro následné studie související s hojením ran. Nejpoužívanější jsou dermální 

fibroblasty a to jak primární lidské fibroblasty (HDF, NHDF), které nejlépe modelují procesy 

v organismu, tak i buněčné linie (HFF-1) či myší fibroblasty (L929, NIH-3T3) [13, 14, 44, 22, 

69, 16, 197]. Fibroblasty jsou ideální volbou jelikož hrají zásadní roli při produkci růstových 

faktorů, tvorbě ECM, produkci kolagenu a stimulaci keratinocytů. Všechny tyto složky 

přispívají k tvorbě strukturálního rámce kožní tkáně, který je nezbytný pro hojení ran [10]. 

Dalšími relevantními buňkami jsou lidské keratinocyty (imortalizované lidské 

keratinocyty – HaCaT a FEK4). HaCaT buňky pocházejí ze spontánní transformace lidských 

dospělých keratinocytů a jsou široce používány v dermatopatologických studiích [22, 69]. 

1.6. Skladování nosičových systémů 

Vodné suspenze polymerních částic CS/TPP obvykle vykazují dobrou krátkodobou 

stabilitu [198]. Ovšem při dlouhodobém skladování jsou často nestabilní, jelikož dochází 

k agreagaci a slučování částic, degradaci polymeru či úniku léčiva ze systému a možnému růstu 

mikroorganismů [145]. Pro zlepšení jejich stability při skladování se používají mnohé metody 

k převedení těchto koloidních suspenzí na suché pevné částice [199, 200].  

Kromě hojně využívaných metod jako je lyofilizace a sušení rozprašováním, je možné 

také využít např. mikrovlnné sušení mrazem, které sice vyžaduje drahé vybavení, ale umožňuje  

kratší dobu sušení oproti zmíněným metodám [201]. Naopak nejjednodušší metodou je sušení 

částic na vzduchu. Postupným odpařováním rozpouštědla mají však částice tendenci agregovat 

[203].  

1.6.1. Lyofilizace  

Lyofilizace neboli sušení mrazem je široce využívaná metoda pro zlepšení fyzikální a 

chemické stability nanočásticových systémů dodávání léků [145, 199, 202–⁠⁠⁠⁠⁠⁠205]. Při lyofilizaci 

je ze zmrazené suspenze částic odstraněna voda procesem sublimace při nízké teplotě a tlaku 

[202]. Tento cyklus lze rozdělit do tří kroků: zmrazení (tuhnutí), primární sušení (sublimace 

ledu) a sekundární sušení (desorpce nezmrazené vody) [203].  

V krocích zmrazení a sušení však mohou vznikající ledové krystaly vytvářet mechanický 

tlak a způsobovat agregaci a destabilizaci částic. Z toho důvodu se využívají kryoprotektiva, 

které mají za cíl ochránit částice a prodloužit trvanlivost vysušeného prášku. Kryoprotektiva 

chrání částice tím, že vytvářejí amorfní sklovitou matrici, což je nekrystalický stav látky, který 

zabraňuje agregaci a strukturálním změnám. Nejčastěji využívané jsou sacharidy (glukóza, 
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sacharóza a trehalóza) a cukerné alkoholy (mannitol a sorbitol). Mohou se však používat i další 

cukry, aminokyseliny (histidin) či polymerní látky [145, 168, 199, 204, 205]. Yan et al. [145] 

uvádí ve své studii, že většina NP bez kryoprotektiv agreguje, proto je pro proces lyofilizace 

jejich využití nezbytné.  

Několik studií uvádí trehalózu a sacharózu jako kryoprotektivum poskytující nejlepší 

výsledky pro opětovnou disperzi v rozpouštědle, minimální agregaci a stabilitu částic z CS 

[145, 199, 205].  

Optimální koncentrace kryoprotektiv jsou nezbytné nejen pro stabilizaci částic z CS, ale 

také nepřímo pro zlepšení jejich biologických aplikací a nízkou cytotoxicitu. Zajišťují uchování 

bioaktivních sloučenin (proteinů, NK,…), zlepšení buněčných interakcí či řízené uvolňování 

léčiva. Při nevhodné optimalizaci procesu však můžou být tyto interakce ovlivněny i opačným 

směrem [199, 204].  

1.6.2.   Sušení rozprašováním  

Částice CS/TPP připravené ionotropní gelací se zachyceným léčivem/proteinem mohou 

být pro uskladnění také vysušeny rozprašováním (spray drying), nejčastěji pro podávání 

inhalačních léčiv nebo antimikrobiálních látek [200, 206]. 

Tento proces zahrnuje 3 fáze: atomizaci, sušení a sběr prášku. Suspenze částic je nejprve 

smíchaná s ochrannými látkami, jako je mannitol, laktóza, trehalóza s leucinem, které chrání 

částice před agregací a zlepšují opětovné rozptýlení v rozpouštědle. Následně je suspenze 

přeměněna na suchý prášek rozprašováním kapaliny na jemné kapičky a jejich sušením horkým 

vzduchem o teplotě <130 °C, aby nedošlo k degradaci CS [200, 206–208]. 

Sprejově vysušené částice mají v suché formě velikost běžně okolo 2–10 μm, která je 

však tvořena shluklými jednotlivými částicemi o velikosti stovek nanometrů, které se po 

redisperzi ve vodném médiu vrací na svou původní velikost, popřípadě vykazují jen mírné 

zvětšení oproti původní velikosti [200, 206–208].  
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2. CÍL PRÁCE 

Cílem této práce byla příprava a charakterizace submikročásticového nosiče z chitosanu 

se zachyceným modelovým proteinem ovalbuminem (OVA) a epidermálním růstovým 

faktorem. Následně byly částice modifikovány kyselinou hyaluronovou se 

zachyceným proteinem. Součástí byla charakterizace částic, která zahrnovala stanovení 

hydrodynamické velikosti a polydisperzního indexu metodou DLS, dále stanovení zeta 

potenciálu pomocí ELS a porovnání účinnosti zachycení obou proteinů. Také byla sledována 

kinetika uvolňování obou proteinů z částic po lyofilizaci.  

Dalším cílem bylo studovat pomocí fluorescenční mikroskopie míru interakce 

připravených chitosanových submikročástic s vybranou buněčnou linií citlivou k proteinu EGF 

(A549). 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1. Laboratorní přístroje a pomůcky  

• analytické váhy ABT 220-5DM (Kern, Balingen, Německo)  

• analytické váhy SBC 32 (Scaltec, Heiligenstadt, Německo) 

• analyzátor SZ-100 nanopartica (HORIBA Scientific, Lyon, Francie) 

• centrifuga 5702 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

• centrifuga ROTINA 420R, rotor 6-PLACE 4794 (Hettich®, Tuttlingen, Německo) 

• centrifugační tuba 15 ml a 50 ml (Kartell S.p A., Noviglio, Itálie) 

• dialyzační střívko Biotech CE Tubing, ester celulózy, průměr 10 mm, MWCO 300 kD 

(Spectrum Laboratories, USA) 

• dialyzační střívko MEMBRA-CEL, regenerovaná celulóza, průměr 22 mm, MWCO 

3500 (SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Německo) 

• digitální orbitální třepačka PSU-2T (Biosan, Riga, Lotyšsko)  

• dvoustěnná kyveta PS makro, optická dráha 10 mm, VIS 340–900 nm (Brand, 

Wertheim, Německo) 

• elektrodová kyveta (uhlík, 6 mm), objem 0,1 ml (HORIBA, Kyoto, Japonsko) 

• fluorescenční mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, Tokyo, Japonsko) 

• hydrofilní filtr 25 mm s celulózo-acetátovou membránou 0,45 μm (VWR International, 

USA) 

• injekční jehla Sterican, průměr 0,80 x 40 mm, zelená (B.Braun, Penang, Malajsie) 

• injekční stříkačka 10 ml Injekt Luer Solo (B.Braun, Melsungen, Německo) 

• laboratorní sklo 

• lyofilizační vialky, skleněné 5 ml s víčkem (infochroma ag, Goldau, Švýcarsko) 

• lyofilizátor L4-110 PRO (GREGOR Instruments s.r.o., Sázava, ČR)  

• magnetické míchadlo s ohřevem Stuart UC152 (Cole-Parmer, Staffordshire, UK) 

• magnetické míchadlo TWISTER SET 2 s 9místným nástavcem (IKA-Werke, Staufen, 

Německo) 

• mikroskopické sklíčko s kultivační komůrkou (SPL Life Sciences, Korea) 

• mikrotitrační destička (96 jamková s plochým dnem) s víčkem (Anicrin, Scorzè, Itálie) 

• mikrozkumavky o objemu 1,5 ml, 2 ml, 5 ml (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

• pultový hlubokomrazicí box MDF-C8V, −80 °C, 84 litrů (PHCbi, Praha, ČR) 

• pipety jednokanálové s nastavitelným objemem Research Plus (Eppendorf, Hamburg, 

Německo) 
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• přístroj na přípravu a purifikaci deionizované vody HALIOS, 0,2 μm (NEPTEC, Elbdal, 

Německo) 

• rotátor Bios RS-24 (Biosan, Riga, Lotyšsko) 

• skleněné lékovky s víčkem, čiré, objem 20 ml 

• software Fiji (ImageJ 1.54p, open-source) 

• software GraphPad QuickCalcs (GraphPad Software, USA)  

• software Microsoft Excel 365 (Microsoft, USA)  

• software NIS-Elements AR 5.11.03 (Nikon, Japonsko)  

• spektrofotometr Multiscan RC (Labsystems, Vantaa, Finsko) 

• spektrofotometr PowerWave HT, software Gen5 (BioTek, Vermont, USA) 

• stolní pH metr Lab 855 (SI Analytics, Mainz, Německo) 

• termostat INCU-Line (VWR International, Pennsylvania, USA) 

• topné hnízdo Genius Dry Bath Incubator, MD-02N (major science, New Taipei, 

Taiwan) 

• vortex WX (VELP Scientifica, Miláno, Itálie) 

3.2. Reagencie a chemikálie  

• 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• D-(+)-trehalóza dihydrát, Mr 378.33 (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA) 

• deionizovaná voda (0,055 µS/cm)  

• Dihydrogenfosforečnan sodný dihydrát (NaH2PO4 · 2H2O) p.a., M = 156,01 g/mol, 

kat. č. 30017-AP0 (Lach-ner, Neratovice, ČR) 

• Epidermální růstový faktor (EGF), lidský rekombinantní, zdroj E. coli, lyofilizovaný, 

6,2 kDa, kat. č. CYT-217 (ProSpec, Rechovot, Izrael)   

• Fluorescein-5-isothiokyanát (FITC 'Isomer I'), kat. č. F143 (Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific, Oregon, USA) 

• Formaldehyd 4% (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA) 

• Fosfátem pufrovaný fyziologický roztok (PBS) (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA) 

• Hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát (Na2HPO4 · 12H2O) p.a., 

M = 358,14 g/mol, kat. č. 30061-AP0 (Lach-ner, Neratovice, ČR) 

• Hydroxid sodný pecky p.a., Mr 40,00, kat. č. 15760-31000 (Penta, Praha, ČR) 

• Chitosan, nízká Mr, 75–85% deacetylace, kat. č. 448869 (Sigma-Aldrich s.r.o., St. 

Louis, USA)  

• Kyselina hyaluronová HYSILK, Mw ~150–350 kDa (Contipro, Dolní Dobrouč, ČR) 
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• Kyselina octová 99% p.a., Mr 60,05, kat. č. 20000-11000 (Penta, Praha, ČR) 

• LysoTracker Red DND-99 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Methylalkohol p.a. (Methanol), Mr 32,04, kat. č. (Penta, Praha, ČR) 

• Micro BCATM Protein Assay Reagent Kit, kat. č. 23235 (Thermo Fisher Scientific, 

USA) 

• Minimum essential medium Eagle (MEM Eagle) (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA) 

• Octan sodný bezvodý (CH3COONa) p.a., Mr 82,04, kat. č. 22750-30500 (Penta, Praha, 

ČR) 

• Ovalbumin (albumin z kuřecího vaječného bílku), kat. č. A7641 (Sigma-Aldrich s.r.o., 

St. Louis, USA)  

• ProLong Gold (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Tripolyfosfát sodný, 85 %, kat. č. 238503 (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA) 

 

3.3. Příprava částic z chitosanu a tripolyfosfátu sodného  

Částice z chitosanu a tripolyfosfátu sodného byly připraveny metodou ionotropní gelace 

v objemovém poměru 5:1. Kladně nabité CS aminoskupiny reagují se záporně nabitými 

skupinami TPP, což vede k tvorbě elektrostatických vazeb a trojrozměrnému propletení, které 

se z vodného roztoku vysráží ve formě gelovitých částic. Upraveno podle [102] a [209]. 

Příprava 1% roztoku chitosanu v kyselině octové (o koncentraci 2,5 mg/ml) 

Pro přípravu 0,05% roztoku kyseliny octové bylo do skleněné uzavíratelné lahve 

odměřeno 100 ml deionizované vody a poté byla přidána 99% kyselina octová. Do tohoto 

roztoku byla za neustálého míchání přidána navážka 250 mg chitosanu. Na pH metru bylo 

změřeno a upraveno pH pod 4,8 (4,70–4,75). Pokud bylo moc vysoké, bylo upraveno přidáním 

99% kyseliny octové. Roztok byl následně míchán na magnetickém míchadle Stuart UC152 

(stupeň 1) přibližně 24 hodin při laboratorní teplotě. pH bylo přeměřeno po 5, 7 a 24 hodinách 

a vždy upraveno na hodnotu pH < 4,8. Připravený roztok byl skladován při 4 °C a používán po 

dobu 1–2 měsíců od přípravy. 

Použité roztoky  

• 1% roztok chitosanu v kyselině octové (2,5 mg/ml) 

• roztok tripolyfosfátu sodného v deionizované vodě (0,25 mg/ml) 
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Pracovní postup  

Částice byly připraveny v triplikátu v objemovém poměru CS:TPP (5:1). Roztok 

chitosanu o koncentraci 2,5 mg/ml byl naředěn deionizovanou vodou na koncentraci 

0,25 mg/ml o objemu 15 ml. Poté byl připraven roztok TPP v deionizované vodě o koncentraci 

0,25 mg/ml. Zředěný roztok CS a roztok TPP byly přefiltrovány injekční stříkačkou s filtrem s 

0,45 μm celulózovo-acetátovou membránou. Do lékovky s víčkem bylo napipetováno 5 ml 

roztoku chitosanu. Byl brán zřetel na výběr lékovek s plochým dnem, ve kterých se malé 

magnetické míchadlo točí pravidelně a uniformně, také v rámci tripletu. Do lékovky byl za 

stálého míchání na magnetickém míchadle IKA TWISTER na stupeň 4 (400 RPM) pomalu 

po kapkách pipetou přikapáván 1 ml roztoku TPP. Suspenze částic byla poté za stejných 

podmínek míchána při laboratorní teplotě ještě 30 minut. Takto připravená suspenze částic 

odpovídá hmotnosti 1,5 mg částic v objemu 6 ml. Schéma přípravy je na obrázku 9. 

 

Obrázek 9: Schéma přípravy částic v této práci 

 

3.4. Fluorescenční značení částic z chitosanu a tripolyfosfátu sodného 

3.4.1. Příprava fluorescenčně značeného chitosanu 

Fluorescenční značení chitosanu pomocí FITC probíhá prostřednictvím kovalentní vazby 

mezi izothiokyanátovou skupinou FITC a primární aminoskupinou D-glukosaminu chitosanu. 

Postup upraven podle [210] a [227]. 
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Použité roztoky  

• 0,1 M kyselina octová 

• 0,2 M NaOH 

• 1% chitosan v 0,1 M kyselině octové 

• roztok 25 mg FITC v 35 ml methanolu 

• methanol/deionizovaná voda (70/30, v/v) 

Pracovní postup 

Nejprve byla připravena 0,1 M kyselina octová zředěním 99% kyseliny octové 

deionizovanou vodou. Následně byl v této kyselině rozpuštěn chitosan, čímž vznikl 1% roztok 

chitosanu v 0,1 M kyselině octové. Do 50 ml centrifugační tuby bylo odebráno 8,75 ml roztoku 

FITC v methanolu a přidáno 6,25 ml 1% chitosanu v kyselině octové. Roztok byl inkubován 

3 hodiny při laboratorní teplotě, mírném míchání (v rotátoru) v zatemnění. Dále byl roztok 

značeného chitosanu precipitován 0,2 M NaOH až do pH 10. Poté byl roztok centrifugován na 

centrifuze ROTINA 420R při RCF 4500 a teplotě 20 °C po dobu 30 minut. Peleta byla 3x 

promyta směsí methanol/deionizovaná voda (70/30, v/v) s centrifugací při RCF 4500, a teplotě 

20 °C po dobu 30 minut. Poté byla peleta značeného chitosanu rozpuštěna v 15 ml 0,1 M 

kyseliny octové a míchána na magnetickém míchadle přes noc (16 hodin). Následující den byla 

provedena dialýza roztoku k odstranění methanolu. Bylo použito dialyzační střívko MEMBRA-

CEL, regenerovaná celulóza s MWCO 3500 a dialýza probíhala v zatemnění v 2,5 l 

deionizované vody 3 dny s jednou výměnou vody po 24 hodinách. Fluorescenčně značený 

chitosan byl poté přepipetován do lyofilizačních vialek po 2,5 ml, zamražen na −80 °C a poté 

lyofilizován podle programu v tabulce 6. Lyofilizát byl skladován v temnu při 4 °C. 

3.4.2. Příprava fluorescenčně značených chitosanových částic  

Byly připraveny FITC značené částice z CS a TPP (5:1) podobně jako v kapitole 3.3. jen 

s menšími modifikacemi. Místo zásobního roztoku chitosanu byl použit lyofilizovaný chitosan 

značený FITC připravený v předchozí kapitole. 

Použité roztoky 

• lyofilizovaný chitosan značený FITC 

• 0,05% kyselina octová 

• roztok tripolyfosfátu sodného v deionizované vodě (0,25 mg/ml) 
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Pracovní postup  

Lyofilizovaný fluorescenčně značený chitosan ve vialkách byl rozpuštěn v odpovídajícím 

množství 0,05% kyseliny octové, aby byl získán fluorescenčně značený chitosan o koncentraci 

2,5 mg/ml. Bylo přeměřeno pH roztoku, který měl hodnotu < 4,8. Tento roztok byl následně 

míchán v zatemnění přes noc (16 hodin). 

Následně byl připraven triplikát částic v objemovém poměru značený CS:TPP (5:1) 

stejně jako v kapitole 3.3., jen s tím rozdílem, že 30 minutové míchání na magnetickém 

míchadle probíhalo v zatemnění a připravené částice byly uchovávány ve tmě. 

3.5. Zachycení proteinu ve struktuře částic 

Zachycení modelového proteinu ovalbuminu a epidermálního růstového faktoru do 

struktury CS/TPP částic bylo provedeno v průběhu ionotropní gelace, při níž CS reagoval s TPP 

za vzniku polymerní sítě zachycující protein uvnitř částic. Metoda byla upravena podle [211]. 

Použité roztoky 

• roztok ovalbuminu v deionizované vodě (2 mg/ml) 

• roztok epidermálního růstového faktoru v deionizované vodě (1 mg/ml) 

• 1% roztok chitosanu v kyselině octové (2,5 mg/ml) 

• roztok tripolyfosfátu sodného v deionizované vodě (0,25 mg/ml) 

Pracovní postup 

Nejprve byl naředěn zásobní roztok OVA nebo EGF deionizovanou vodou na 

koncentraci 0,150 mg/ml a roztok chitosanu o koncentraci 2,5 mg/ml (připravený podle 

kapitoly 3.4.) na koncentraci 0,25 mg/ml. Následně byl zředěný roztok CS a roztok TPP o 

koncentraci 0,25 mg/ml přefiltrován přes filtr s 0,45 μm acetát-celulózovou membránou.  

Byl připraven triplet částic. Do skleněné lékovky bylo napipetováno 6,666 ml 

přefiltrovaného roztoku CS a k tomu byl přidán 1 ml zředěného roztoku OVA nebo EGF. 

Lékovka byla umístěna na magnetické míchadlo IKA TWISTER a při magnetickém míchání 

na stupeň 4 (400 RPM) byl po kapkách přidán 1,333 ml TPP. Následně byla lékovka míchána 

ještě 30 min. Takto bylo získáno 9 ml suspenze částic CS/TPP se zachyceným proteinem 

odpovídající hmotnosti částic 2 mg (bez proteinu) a 2,15 mg s proteinem. 
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3.5.1. Hodnocení účinnosti zachycení proteinu a vazebné kapacity částic 

Účinnost zachycení proteinu byla vyhodnocena nepřímou metodou pomocí BCA testu 

v mikrotitrační destičce podle metody v 3.11.1. Byla stanovena účinnost zachycení proteinu a 

vazebná kapacita nosiče [154]. Procentuální účinnost zachycení byla vypočítána podle 

rovnice 2, která porovnává množství navázaného proteinu k vloženému celkovému množství 

proteinu. Procentuální vazebná kapacita nosiče byla vypočítána podle rovnice 3, která 

porovnává množství navázaného proteinu ku hmotnosti částic (nosiče) v suchém stavu. 

Rovnice 2: Výpočet účinnosti zachycení proteinu 

Účinnost zachycení [%] =  
celkový protein [μg/ml] − volný nenavázaný protein [μg/ml]

celkový protein [μg/ml]
∙ 100 

 

Rovnice 3: Výpočet vazebné kapacity nosiče 

Vazebná kapacita nosiče [%] =  
celkový protein [μg/ml] − volný nenavázaný protein [μg/ml]

hmotnost částic v suchém stavu [μg/ml]
∙ 100 

3.6. Obalení částic do kyseliny hyaluronové 

Tento proces probíhá na základě elektrostatických interakcí mezi kladně nabitými 

chitosanovými částicemi a záporně nabitou kyselinou hyaluronovou. Po přidání HA k suspenzi 

částic dochází k vazbě mezi aminoskupinami chitosanu a karboxylovými skupinami HA, což 

vede k tvorbě vnějšího obalu. Výsledná vrstva HA stabilizuje částice, snižuje jejich zeta 

potenciál do záporných hodnot a zlepšuje biokompatibilitu. Upraveno podle [168] a [227]. 

Příprava 0,1 M acetátového pufru (pH 5) 

Pro přípravu 1 l acetátového pufru o pH 5 byly nejprve připraveny 2 roztoky. Pro přípravu 

400 ml 0,2 M kyseliny octové bylo odměřeno 4,62 ml 99% kyseliny octové a doplněno 

deionizovanou vodou na celkový objem. Pro přípravu 400 ml 0,2 M octanu sodného bylo 

naváženo 6,56 g bezvodého octanu sodného a rozpuštěno v 400 ml deionizované vody. 

Následně bylo do 2 l kádinky odměřeno 148 ml roztoku kyseliny octové a 352 ml roztoku 

octanu sodného a doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l. Po promíchání bylo přeměřeno 

pH a v případě potřeby upraveno přidáním jednoho či druhého roztoku. Pufr byl použit ihned 

k dialýze nebo uchováván při 4 °C po dobu 1 týdnu. 
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Použité roztoky 

• 1% roztok chitosanu v kyselině octové (2,5 mg/ml) 

• roztok tripolyfosfátu sodného v deionizované vodě (0,25 mg/ml) 

• 0,1 M acetátový pufr (pH 5) 

• roztok kyseliny hyaluronové v acetátovém pufru (1,5 mg/ml) 

Pracovní postup  

Částice CS/TPP (5:1) o celkovém objemu 6 ml byly připraveny podle kapitoly 3.3. a 

následně byl odebrán vzorek na měření velikosti a zeta potenciálu podle kapitoly 3.7. Poté byly 

částice přeneseny do dialyzačního střívka Biotech CE Tubing a dialyzovány v minimálně 

stonásobném objemu acetátového pufru 16 hodin. Po dialýze byl vzorek doplněn na původní 

objem acetátovým pufrem. Roztok kyseliny hyaluronové v acetátovém pufru o koncentraci 

1,5 mg/ml byl přefiltrován injekční stříkačkou s filtrem s 0,45 μm celulózovo-acetátovou 

membránou. Suspenze částic byla po kapkách přidávána do lékovky s přefiltrovaným roztokem 

kyseliny hyaluronové v objemovém poměru 1:1 za magnetického míchání na míchadle IKA 

TWISTER na stupeň 4 (400 RPM) při laboratorní teplotě. Poté byla suspenze míchána ještě 30 

minut za stejných podmínek.  

3.6.1. Chitosanové částice obalené kyselinou hyaluronovou s proteinem 

Použité roztoky a reagencie 

• 1% roztok chitosanu v kyselině octové (2,5 mg/ml) 

• roztok tripolyfosfátu sodného v deionizované vodě (0,25 mg/ml) 

• 0,1 M acetátový pufr (pH 5) 

• roztok kyseliny hyaluronové v acetátovém pufru (1,5 mg/ml) 

• roztok ovalbuminu v acetátovém pufru (2 mg/ml) 

Pracovní postup  

Částice CS/TPP (5:1) o celkovém objemu 6 ml byly připraveny podle kapitoly 3.3. a 

následně byl odebrán vzorek na měření velikosti a zeta potenciálu podle kapitoly 3.7. Poté byly 

částice přeneseny do dialyzačního střívka Biotech CE Tubing a dialyzovány v minimálně 

stonásobném objemu acetátového pufru 16 hodin. Po dialýze byl vzorek doplněn na původní 

objem acetátovým pufrem. Roztok kyseliny hyaluronové v acetátovém pufru o koncentraci 

1,5 mg/ml byl přefiltrován injekční stříkačkou s filtrem s 0,45 μm celulózovo-acetátovou 

membránou. Do 5 ml přefiltrovaného roztoku HA bylo přidáno 0,150 mg ovalbuminu, což 

odpovídá objemu 75 μl roztoku v acetátovém pufru. K tomu byla následně po kapkách 
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přidávána suspenze částic v objemovém poměru 1:1 za magnetického míchání na míchadle 

IKA TWISTER na stupeň 4 (400 RPM) při laboratorní teplotě. Poté byla suspenze míchána 

ještě 30 minut za stejných podmínek. 

Vyhodnocení 

Hodnocení účinnosti zachycení proteinu a vazebné kapacity částic bylo provedeno podle 

kapitoly 3.5.1. 

3.7. Fyzikálně-chemická charakterizace částic 

Fyzikálně-chemická charakterizace částic byla provedena pomocí přístroje SZ-100 

nanopartica. Hydrodynamická velikost částic a polydisperzní index částic byly stanoveny 

metodou měření dynamického rozptylu světla. Zeta potenciál částic byl stanoven pomocí 

elektroforetického rozptylu světla. 

3.7.1. Stanovení hydrodynamické velikosti a polydisperzního indexu 

Pracovní postup 

Na měření DLS byla připravena koncentrace 250 μg částic v objemu 1,5 ml. Tomuto 

množství odpovídá 1 ml připravené suspenze částic CS/TPP z celkového objemu 6 ml nebo 

0,286 ml suspenze částic CS/TPP obalených HA. Do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky byl 

odpipetován odpovídající objem připravené suspenze částic a doplněn deionizovanou vodou na 

objem 1,5 ml. Poté byl obsah krátce promíchán na vortexu, přenesen do dvoustěnné kyvety a 

byla změřena hydrodynamická velikost a PDI. Měření bylo prováděno v monodisperzním 

režimu pod úhlem 173° s hodnotou indexu lomu pro chitosan 1,540 při teplotě 25 °C. Každé 

měření proběhlo minimálně v 12 opakováních. Z nich byl vypočítán průměr a směrodatná 

odchylka. Pro hydrodynamickou velikost částic byla zvolena hodnota z-average size (nm) a pro 

PDI hodnota PDI. 

Hodnocení polydisperzity 

Získané monodisperzní výsledky hydrodynamické velikosti a PDI částic v suspenzi byly 

následně rekalkulovány v softwaru přístroje na polydisperzní standardní formu distribuce. 

Polydisperzní výsledky ukazují, zda a popřípadě kolik měření vykazuje polydisperzitu 

(přítomnost 2 a více velikostí částic – píků).  

Byly tak navíc získány hodnoty mean a modus dalších velikostí částic. Pro hodnocení 

velikosti částic 2. populace byla použita hodnota mean. Vzorky, které měly všechna měření 

v rámci pouze jedné velikosti nebo maximálně tři z měření odhalily více velikostí byly 
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hodnoceny jako monodisperzní. Naopak vzorky, u kterých více než tři měření prokázala 

přítomnost dvou či více velikostních populací, byly hodnoceny jako polydisperzní. 

3.7.2. Stanovení zeta potenciálu 

Pracovní postup 

Kyveta s uhlíkovou elektrodou byla propláchnuta deionizovanou vodou. Na toto měření 

je opět potřeba 250 μg/1,5 ml suspenze částic. Po měření DLS byla suspenze částic přenesena 

pomocí injekční stříkačky do elektrodové kyvety bez vzduchových bublin a byl změřen zeta 

potenciál pod úhlem rozptylu světla 173° a teplotě 25 °C. Bylo získáno opět minimálně 12 

opakování pro každý vzorek. Byla použita průměrná hodnota zeta potential (mean) v mV a její 

směrodatná odchylka.  

3.8. Sledování charakteristik částic v čase 

Krátkodobá stabilita částic CS/TPP a fluorescenčně značených částic CS/TPP byla 

hodnocena sledováním změn jejich charakteristik. Konkrétně byla analyzována 

hydrodynamická velikost, PDI a zeta potenciál v průběhu 2 týdnů skladování.  

Pracovní postup 

Částice CS/TPP byly připraveny podle kapitoly 3.3. a fluorescenčně značené částice 

CS/TPP byly připraveny podle kapitoly 3.4.2. Po přípravě byla stanovena hydrodynamická 

velikost a PDI pomocí DLS a zeta potenciál pomocí ELS. Charakterizace částic proběhla podle 

kapitoly 3.7. Suspenze částic o původní koncentraci 0,25 mg/ml byla následně uchovávána po 

celou dobu experimentu v uzavřené skleněné lékovce při 4 °C v zatemnění. Uvedené parametry 

byly následně stanoveny znovu po 3, 7 a 14 dnech od přípravy. Před samotným měřením byly 

vzorky krátce promíchány na vortexu. Po každém měření ubyl z lékovky vždy 1 ml suspenze, 

přičemž koncentrace byla zachována.  

Vyhodnocení 

Získané hodnoty hydrodynamické velikosti, PDI a zeta potenciálu z jednotlivých dnů 

byly graficky znázorněny a byl stanoven procentuální přírůstek velikosti částic podle 

následujícího rovnice: 

Rovnice 4: Výpočet procentuálního nárůstu velikosti částic, upraveno dle [198] 

Nárůst velikosti [%] =  
konečná velikost − počáteční velikost

počáteční velikost
∙ 100 
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3.9. Hodnocení interakce částic s buněčnou linií A549  

Hodnocení internalizace fluorescenčně značených částic CS/TPP byla sledována na 

buněčné linii A549, což je buněčná linie lidského adenokarcinomu plic.  Tato buněčná linie 

pochází z Evropské sbírky buněčných kultur (ECACC) a byla použita do 20. pasáže. Po 

inkubaci buněk s částicemi byla míra jejich internalizace sledována pomocí fluorescenční 

mikroskopie. Postup vychází z doporučení výrobce LysoTracker DND99. 

Použité roztoky a reagencie 

• kultivační médium Minimum essential medium Eagle (MEM Eagle) 

• LysoTracker Red DND-99  

• 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) 

• PBS 

• 4% formaldehyd 

• ProLong Gold 

Příprava vzorků 

Podle kapitoly 3.4.2. byl připraven jeden vzorek fluorescenčně značených částic CS/TPP 

a podle kapitoly 3.3. byl připraven jeden vzorek neznačených částic CS/TPP sloužící jako 

negativní kontrola. Dále byl připraven vzorek částic se zachyceným EGF, který měl navíc jeden 

krok v postupu: před samotnou tvorbou částic byl do přefiltrovaných 5 ml roztoku FITC 

značeného chitosanu přidán roztok EGF o objemu 150 μl a koncentraci 1 mg/ml (odpovídající 

150 mg EGF). 

Ze všech vzorků byl odebrán 1 ml ke charakterizaci částic (stanovení hydrodynamické 

velikosti, PDI a zeta potenciálu) provedené podle kapitoly 3.7. Následně byly vzorky přeneseny 

do 5 ml Eppendorfových zkumavek a zakoncentrovány na koncentraci 4 mg/ml. To bylo 

provedeno centrifugací na centrifuze 5702 Eppendorf při 1700 RCF po dobu 5 minut a 

následným odebráním 4,6875 ml supernatantu.  

Příprava preparátu a mikroskopie 

Do kultivační komůrky (SPL) bylo nasazeno 100 000 buněk A549 na jamku. Kultivační 

médium bylo vyměněno za čerstvé a buňky byly ovlivněny koncentrací fluorescenčně 

značených částic s a bez EGF (50, 100, 150 a 200 μg/ml) po dobu 3 hodin při teplotě 37 °C 

v inkubátoru. Buňky byly následně promyty PBS, jednou krátce a poté 3x po dobu 5 minut při 

pokojové teplotě. Kultivační médium bylo vyměněno za čerstvé obsahující fluorescenční 

barvivo LysoTracker Red DND-99 o koncentraci 100 nM, následně byly kultivační komůrky  
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umístěny do inkubátoru a inkubovány při teplotě 37 °C po dobu 2 hodin. Po inkubaci byly 

buňky promyty PBS vytemperovaným na 37 °C jednou krátce a poté 3x po dobu 5 minut při 

pokojové teplotě. Po promytí byly přidány 2 ml 4% formaldehydu na komůrku na 10 minut při 

teplotě 22–25 °C. Po této době byla sklíčka opláchnuta od formaldehydu prvním krátkým 

oplachem PBS a poté oplachem 3x po dobu 5 minut. Jádra buněk byla dobarvena 

fluorescenčním barvivem DAPI o koncentraci 1 µg/ml a byla ponechána inkubovat ve tmě 

přibližně 10 minut. Po inkubaci proběhlo další promytí PBS: 1x krátce a poté 3x po dobu 5 

minut při pokojové teplotě. Následně byly preparáty zamontovány do montovacího média 

ProLong Gold a skladovány ve tmě do provedení mikroskopie. Takto vytvořené preparáty byly 

pozorovány pomocí badatelského fluorescenčního mikroskopu Nikon Eclipse 80i vybaveného 

kamerou Nikon DS-Qi1. Fotografie byly pořízeny pomocí programu NIS-Elements AR 

5.11.03. 

Vyhodnocení 

Procentuální internalizace značených částic buňkami byla pro jednotlivé koncentrace,  a 

to jak s přítomností EGF, tak bez něj, vypočítána na základě počtu buněk s internalizovanými 

částicemi vztažených na celkový počet minimálně 100 buněk. K vlastnímu výpočtu byly 

použity jak snímky zahrnující jednotlivé fluorescenční kanály (FITC, DAPI, TRITC), tak 

snímky doplněné o fázový kontrast. Takto bylo možno identifikovat veškeré internalizované 

částice v buňkách. Z procentuální internalizace částic z jednotlivých snímků byl získán průměr, 

včetně směrodatných odchylek. 

Kvantifikace částic byla provedena vyhodnocením FITC signálu ze získaných 

fluorescenčních snímků pomocí open-source softwaru Fiji (ImageJ 1.54p, Java 1.8.0_322, 

64bit). Postup hodnocení vycházel z návodů uvedených na stránkách ImageJ [214]. Pro analýzu 

byl využit 8bitový obraz zeleného kanálu odpovídajícího signálu FITC. Pozadí bylo odstraněno 

pomocí funkce „Subtract Background“ s nastaveným rolling ball radius 50 pixelů. Prahování 

(threshold) bylo manuálně nastaveno na hodnotu 100–255 na základě negativní kontroly, 

přičemž stejné nastavení bylo aplikováno na všechny snímky pro zajištění srovnatelnosti. 

Pomocí funkce „Analyze Particles“ byly hodnoceny všechny částice bez omezení velikosti či 

tvaru. Pro každý snímek byla získána hodnota Integrated density, která byla přepočítána na 100 

buněk podle skutečného počtu buněk ve snímku. Výsledné hodnoty byly zprůměrovány. 

Rozdíly mezi skupinami (částice s EGF a bez EGF) byly statisticky vyhodnoceny pomocí 

softwaru GraphPad QuickCalcs. Experimenty, které byly statisticky hodnocené, byly použity v 
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n = 6. Pro porovnání jednotlivých skupin byl použit nepárový t-test, na hladině významnosti 

5 %. Samotné výsledky jsou pak vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka.   

3.10. Stanovení množství proteinu bicinchoninovou metodou 

Bicinchoninová (BCA) kolorimetrická metoda slouží ke stanovení koncentrace proteinu 

v roztoku a byla použita pro nepřímé hodnocení stanovení proteinu zachyceného v částicích ze 

supernatantu. Samotná reakce je založena na redukci Cu²⁺ na Cu⁺ v alkalickém prostředí a 

následné reakci s kyselinou bicinchoninovou za vzniku fialového komplexu mědi. Intenzita 

zbarvení je přímo úměrná koncentraci proteinu a je měřena spektrofotometricky při 570 nm. 

Byl použit Micro BCA™ Protein Assay Kit a test byl proveden podle návodu výrobce dvěma 

metodami podle rozsahu koncentrace [151].  

3.10.1. Metoda v mikrotitrační destičce 

Tato metoda má rozsah koncentrací proteinu 2–200 μg/ml a provádí se v 96 jamkové 

mikrotitrační destičce s plochým dnem. 

Použité roztoky 

• roztok ovalbuminu v deionizované vodě/acetátovém pufru o pH 5 (2 mg/ml) 

• reagencie soupravy Micro BCA™ Protein Assay Kit 

− MA: uhličitan sodný, hydrogenuhličitan sodný, vinan sodný v 0,2 M NaOH 

− MB: 4% 2,2´-bichinolin-4,4´-dikarboxylová kyselina (BCA) v destilované vodě 

− MC: 4% pentahydrát síranu měďnatého v destilované vodě 

Pracovní postup  

Ze zásobního roztoku ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml byly připraveny kalibrační 

standardy v rozmezí koncentrací 0–200 μg/ml postupným ředěním deionizovanou vodou (pro 

částice CS/TPP) a acetátovým pufrem o pH 5 (pro částice CS/TPP obalené HA) podle tabulky 4. 

Pracovní roztok byl připraven smícháním 25 dílů reagencie MA, 24 dílů reagencie MB a 1 dílu 

reagencie MC (25:24:1, reagencie MA:MB:MC). 

Do každé jamky mikrotitrační destičky bylo pipetováno 150 μl standardu, slepého vzorku 

nebo neznámého vzorku (supernatantu) a k tomu bylo následně přidáno 150 μl připraveného 

pracovního roztoku. Takto připravená destička byla přibližně 30 s míchána na orbitální 

třepačce. Destička byla zakryta víčkem a inkubována v termostatu při 37 °C po dobu 2 hodin. 

Po inkubaci byla destička vytemperována na laboratorní teplotu a do 10 minut od vyjmutí 

z termostatu byla ve spektrofotometru změřena absorbance při vlnové délce 570 nm. 
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Tabulka 4: Příprava kalibračních standardů pro MicroBCATM test v mikrotitrační destičce 

Koncentrace 

standardu [μg/ml] 
Objem a zdroj ovalbuminu Objem ředícího roztoku    

 

200 150 μl ze zásobního roztoku 1350 μl  

150 975 μl z předchozího ředění 325 μl  

100 800 μl z předchozího ředění 400 μl  

40 500 μl z předchozího ředění 500 μl  

20 500 μl z předchozího ředění 500 μl  

10 500 μl z předchozího ředění 500 μl  

5 500 μl z předchozího ředění 500 μl  

2,5 500 μl z předchozího ředění 500 μl  

0 (slepý vzorek) 0 μl z předchozího ředění 500 μl  

Vyhodnocení 

Ze získaných absorbancí kalibračních standardů byla odečtena hodnota absorbance 

slepého vzorku a z těchto hodnot byla poté sestrojena kalibrační závislost absorbance na 

koncentraci standardů. Pomocí získané regresní rovnice byla vypočítána koncentrace proteinu 

ve vzorcích.  

3.10.2. Metoda v mikrozkumavkách 

Test byl proveden v mikrozkumavkách Eppendorf a následně přenesen do 96 jamkové 

mikratitrační destičky pro změření absorbance. Tato metoda je lineární pro rozsah koncentrací 

proteinu 0,5–40 μg/ml. 

Použité roztoky  

• roztok ovalbuminu ve fosfátovém pufru, pH 7,3 (2 mg/ml)  

• reagencie soupravy Micro BCA™ Protein Assay Kit 

− MA: uhličitan sodný, hydrogenuhličitan sodný, vinan sodný v 0,2 M NaOH 

− MB: 4% 2,2´-bichinolin-4,4´-dikarboxylová kyselina (BCA) v destilované vodě 

− MC: 4% pentahydrát síranu měďnatého v destilované vodě 

Pracovní postup  

Nejprve byl připraven zásobní roztok ovalbuminu ve fosfátovém pufru s pH 7,3 o 

koncentraci 2 mg/ml. Z tohoto roztoku byly dle tabulky 5 připraveny kalibrační standardy 

v rozmezí koncentrací 0–200 μg/ml postupným ředěním fosfátovým pufrem. Pracovní roztok 
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byl připraven smícháním 25 dílů reagencie MA, 24 dílů reagencie MB a 1 dílu reagencie MC 

(25:24:1, reagencie MA:MB:MC). Do mikrozkumavek Eppendorf byl napipetován 1 ml 

standardu, vzorku či slepého vzorku a byl přidán l ml pracovního roztoku. Směs byla 

inkubována 1 hodinu v topném hnízdě při teplotě 60 °C. Po inkubaci bylo napipetováno 300 μl 

standardu, vzorku či slepého vzorku do mikrotitrační destičky a proměřeno na spektrofotometru 

při vlnové délce 570 nm. 

Tabulka 5: Příprava kalibračních standardů pro MicroBCATM test v mikrozkumavkách 

Koncentrace 

standardu [μg/ml] 
Objem a zdroj ovalbuminu 

Objem ředícího roztoku 

(fosfátový pufr, pH 7,3)  
 

200 0,5 ml ze zásobního roztoku 4,5 ml  

40 2 ml z předchozího ředění 8 ml  

20 4 ml z předchozího ředění 4 ml  

10 4 ml z předchozího ředění 4 ml  

5 4 ml z předchozího ředění 4 ml  

2,5 4 ml z předchozího ředění 4 ml  

1 3,2 ml z předchozího ředění 4,8 ml  

0,5 4 ml z předchozího ředění 4 ml  

0 (slepý vzorek) 0 ml z předchozího ředění 8 ml  

Vyhodnocení 

Ze získaných absorbancí kalibračních standardů byla odečtena hodnota absorbance 

slepého vzorku a z těchto hodnot byla poté sestrojena kalibrační závislost absorbance na 

koncentraci standardů. Pomocí získané regresní rovnice byla vypočítána koncentrace proteinu 

ve vzorcích.  

3.11. Lyofilizace částic s proteiny 

Lyofilizace, neboli sušení mrazem, je metoda k odstranění vody z materiálů procesem 

sublimace při nízké teplotě a tlaku k zajištění lepší stability vzorků pro dlouhodobé skladování. 

Tento proces lze rozdělit do tří kroků: zmrazení (tuhnutí), primární sušení (sublimace ledu) a 

sekundární sušení (desorpce nezmrazené vody). Optimalizované podmínky pro lyofilizaci 

částic CS/TPP 5:1 se zachyceným proteinem byly převzaty z [209]. 

Použité roztoky 

• 55% roztok trehalózy v deionizované vodě 
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Pracovní postup 

Částice CS/TPP se zachyceným OVA nebo EGF byly připraveny podle kapitoly 3.5. 

Částice CS/TPP obalené HA se zachyceným OVA v obalu byly připraveny podle kapitoly 

3.6.1. Po přípravě byla suspenze částic převedena do 15 ml centrifugační tuby a byly 

zakoncentrovány centrifugací na centrifuce 5702 Eppendorf po dobu 5 min při 1700 RCF. Byl 

odebrán celý supernatant, který byl ponechám pro stanovení koncentrace proteinu v částicích 

pomocí BCA testu podle kapitoly 3.11.1. Peleta částic byla poté rozmíchána v 1,909 ml 

deionizované vody a přenesena do 5 ml lyofilizační vialky. K suspenzi částic bylo přidáno 91 μl 

55% roztoku trehalózy. Zavřené vialky bez gumové zátky byly zamrazeny na −80 °C na 24 

hodin. Následně byly lyofilizovány bez víčka podle podmínek v tabulce 6 po dobu 24 hodin. 

Po lyofilizaci byly uzavřeny i s gumovou zátkou a byly uchovávány při 4 °C. 

Tabulka 6: Lyofilizační program 

Čas [min] Tlak [hPa] Teplota police [°C] 

30 2,5 −25 

120 3 −15 

120 2 −10 

120 1,5 −5 

120 1 0 

120 0,5 5 

780 ~ 0 20 

3.12. Kinetika uvolňování proteinu z lyofilizovaných částic 

Kinetika uvolňování proteinu z lyofilizovaných částic popisuje rychlost a mechanismus, 

jakým je protein uvolňován do okolního prostředí. Tento proces je ovlivněn faktory, jako je 

složení částic, interakce proteinu s nosičem a podmínky prostředí, například pH nebo iontová 

síla. Metoda byla upravena podle [209] a [212]. 

Příprava 0,1 M fosfátového pufru (pH 7,3) 

Pro přípravu 50 ml fosfátového pufru byl nejprve připraven roztok A navážením 1,79 g 

1 M Na2HPO4 · 12H2O a za zahřívání rozpuštěno v 5 ml deionizované vody. Roztok B byl 

připraven navážením 0,78 g 1 M NaH2PO4 · 2H2O a za zahřívání rozpuštěno v 5 ml 

deionizované vody.  
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Do 50 ml uzavíratelné nádoby bylo odpipetováno 4,225 ml roztoku A a 0,775 ml roztoku 

B. Objem byl doplněn deionizovanou vodou a pH bylo ověřeno pomocí pH metru a případně 

upraveno přidáním jednoho či druhého roztoku (roztok A ke zvýšení pH pufru, roztok B ke 

snížení pH pufru). Takto připravený pufr byl skladován při 4 °C a používán po dobu 1 týdnu. 

Pracovní postup  

Bylo vytemperováno 30 ml připraveného fosfátového pufru na teplotu 37 °C. 2 mg 

lyofilizovaných částic CS/TPP ze zachyceným OVA nebo EGF a v lyofilizační vialce byly 

resuspendovány v 5 ml vytemperovaného pufru a za otáčení v rotátoru byly ponechány 

v termostatu při 37 °C, kde byla suspenze po celou dobu experimentu. 

Po 25 minutách byla celá suspenze převedena do mikrozkumavky Eppendorf a byla 

centrifugována na centrifuze 5702 Eppendorf 5 minut při 1700 RCF a ihned po centrifugaci 

byly odebrány alikvoty 1 ml  tak, aby byl alikvot odebrán po 30 minutách. Objem byl následně 

doplněn stejným množstvím vytemperovaného pufru. Tento proces byl znovu opakován i pro 

časy 60, 90, 120 minut, 24 hodin, 48 hodin a 1 týden. 

Alikvoty byly postupně shromažďovány a skladovány při 4 °C a následně byla stanovena 

koncentrace proteinu pomocí soupravy MicroBCATM Protein Assay Reagent Kit 

mikrozkumavkovou metodou podle kapitoly 3.10.2. 

Vyhodnocení 

Kinetika uvolňování proteinu byla vyhodnocena kumulativní metodou, jejímž principem 

je postupné přičítání uvolněného proteinu. Dále bylo dle rovnice 5 vypočítáno množství 

uvolněného proteinu [195]. 

Rovnice 5: Výpočet uvolněného proteinu v procentech 

Uvolněný protein [%] =
uvolněný protein [μg] 

zachycený protein [μg]
∙ 100 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 

Tato diplomová práce se zaměřuje na vývoj a charakterizaci chitosanových 

submikročástic s potenciálem pro cílenou aplikaci v oblasti hojení ran. Částice umožňují 

efektivní začlenění lidského rekombinantního epidermálního růstového faktoru (dále jen EGF), 

modelového proteinu ovalbuminu a případně i dalších růstových faktorů a molekul 

s podobnými vlastnostmi.  

V rámci experimentální části bylo připraveno celkem sedm variant částic, které vznikly 

na bázi CS a síťovacího činidla TPP. Jednotlivé částice se lišily ne/přítomností zachycených 

proteinů, fluorescenčním značením CS pomocí FITC a/nebo obalem z kyseliny hyaluronové. 

Tyto úpravy umožnily studium jak fyzikálně-chemických vlastností částic, včetně stanovení 

profilu uvolňování proteinu po lyofilizaci, tak jejich interakce s buňkami, zejména z hlediska 

internalizace, která byla sledována pomocí fluorescenční mikroskopie.  

Všechny připravené částice jsou znázorněny na schématu (obrázek 10), doplněné o 

vysvětlivky a vlastnosti jednotlivých komponent. Návrh schématu vychází z literárních zdrojů 

a byl dále upraven na základě vlastního pojetí [104, 117, 217].  

 

Obrázek 10: Schématické znázornění všech připravených CS částic v této práci 
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4.1. Příprava a charakterizace částic z chitosanu a tripolyfosfátu sodného 

Částice z chitosanu a TPP byly zvoleny z celé řady důvodů, které byly podrobněji 

popsány v teoretické části práce. Pro shrnutí se jedná o jedny z nejčastěji využívaných CS částic 

pro nosičové systémy dodávání látek, protože je možné je připravit s požadovanými parametry 

a umožňují zachytit široké spektrum bioaktivních látek jak do své struktury, tak na svůj povrch. 

Jejich příprava navíc probíhá bez použití toxických chemikálií a za mírných podmínek bez 

nutnosti vysokých teplot. 

Částice byly připraveny z chitosanu o nízké molekulové hmotnosti se stupněm 

deacetylace 75–85 % metodou ionotropní gelace podle kapitoly 3.3. Jako síťovací činidlo byl 

použit tripolyfosfát sodný, přičemž objemový poměr CS:TPP byl 5:1. Při této reakci došlo 

k iontovému zesíťování mezi kladně nabitým protonovaným aminem CS a záporně nabitými 

fosfátovými skupinami TPP, čímž se získaly gelovité částice [13].  

Fyzikálně-chemická charakterizace částic, zahrnující měření hydrodynamické velikosti, 

polydisperzního indexu a zeta potenciálu, byla provedena na přístroji SZ-100 nanopartica 

v prostředí deionizované vody podle kapitoly 3.7. Suspenze částic mohou vykazovat úzký 

rozsah velikostí a tvořit jednu velikostní populaci, pak je označujeme jako monodisperzní. 

Naopak polydisperzní suspenze vykazují širší distribuci velikostí a mohou obsahovat dvě či 

více odlišných velikostních populací částic. Toto se dá při měření ověřit pomocí měření 

v polydisperzním módu. 

Cílem bylo připravit monodisperzní suspenze částic, přesto některá z opakování 

vykazovala více než jednu velikostní populaci. Rozdíl v monodisperzní a polydisperzní formě 

měření je znázorněn na obrázcích 11 a 12. Na obrázcích je znázorněn histogram distribuce 

velikosti částic, který zobrazuje závislost mezi hydrodynamickým průměrem částic a jejich 

relativní četností. Tato data byla získána analýzou autokorelační funkce intenzity rozptýleného 

světla v čase pomocí softwaru přístroje. Na obrázku 11 můžeme vidět 10 z měření velikosti 

kopírující jeden pík a pak 2 měření s píky mírně posunutými vlevo značící částice o menší 

velikosti. 
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Obrázek 11: Distribuce velikosti částic (12 měření) – monodisperzní forma 

Naopak na obrázku 12 je znázorněno 5 měření s 2 velikostními populacemi a i ostatní 

píky nejsou tak uniformní jako v monodisperzním módu.  

 

Obrázek 12: Distribuce velikosti částic (12 měření) – polydisperzní forma 

Toto bylo zohledněno i při zpracování výsledků. Průměrné hodnoty hydrodynamické 

velikosti, PDI a zeta potenciálu částic ze tří opakování (n = 3) jsou uvedeny v tabulce 7, včetně 

směrodatných odchylek. 

Tabulka 7: Fyzikálně-chemická charakterizace částic CS/TPP (n = 3) 

Průměrná 

hodnota 

Hydrodynamická 

velikost [nm] 

Polydisperzní 

index 

Zeta potenciál 

[mV] 

CS/TPP 178,6 ± 4,9 0,384 ± 0,045 65,0 ± 0,6 

Připravené částice měly vhodnou velikost, PDI a zeta potenciál pro provedení dalších 

experimentů, ale v případě potřeby by se tyto parametry daly upravit, jelikož jsou ovlivněny 
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řadou faktorů, jako je iontová síla, postup míchání, koncentrace a poměr CS a TPP, stupeň 

deacetylace a molekulová hmotnost chitosanu, teplota a pH [101]. 

Velikost částic získaná pomocí DLS se obvykle vyjadřuje pomocí parametru „z-průměrná 

velikost“, což je intenzitně vážený průměr hydrodynamické velikosti částic (nm) a zároveň 

hlavní a nejspolehlivější parametr používaný při analýze velikosti částic [140, 141]. Velikost 

připravených částic činila 178,6 ± 4,9 nm a částice lze tedy přesněji označit za malé 

submikročástice [99]. Polydisperzní měření velikosti částic odhalilo u části výsledků jednoho 

ze vzorků dvě velikostní populace. První populace částic měla hydrodynamickou velikost 

48,8 ± 7,9 nm a druhá 291,5 ± 12,7 nm. Studie zdůrazňují, že pro dosažení úzké distribuce 

velikosti částic je mimo jiné zásadní postupné a rovnoměrné přidávání TPP do roztoku CS [81]. 

Pro zajištění opakovatelných a monodisperzních výsledků by proto bylo vhodné využít např. 

automatické dávkovací zařízení, nebo aby se alespoň magnetická míchadla v lékovkách, ve 

kterých příprava probíhala otáčela totožným způsobem, což se ne vždy povedlo zajistit. 

Průměrná velikost připravených částic však odpovídá typickým rozměrům chitosanových částic 

získaných metodou ionotropní gelace. Ty se obvykle pohybují v širokém rozmezí desítek až 

stovek nanometrů v závislosti na podmínkách přípravy [101].  

Polydisperzní index je bezrozměrné číslo, které slouží k hodnocení míry disperzity 

velikostí částic v suspenzi. Čím nižší je hodnota PDI, tím homogennější je suspenze. Za 

monodisperzní je považován vzorek, jehož  hodnota PDI nepřesahuje 0,1 [146]. Obecně se jako 

optimální uznává PDI < 0,3, avšak hodnoty do 0,5 jsou stále přijatelné [218]. Naopak PDI > 0,7 

signalizuje širokou distribuci velikostí a výraznou polydisperzitu systému, která pro následné 

experimenty a použití není obvykle vhodná [141]. V tomto případě byla naměřena hodnota PDI 

0,384 ± 0,045, což značí relativně homogenní systém s přijatelnou úrovní disperzity. 

Zeta potenciál měřený metodou ELS udává povrchový náboj částic. Tento náboj je 

zásadní pro elektrostatické interakce mezi částicemi, jejich stabilitu v suspenzi a také pro jejich 

schopnost se vzájemně přitahovat nebo odpuzovat. Stabilní suspenze částic musí mít zeta 

potenciál vyšší než ± 30 mV. Tyto hodnoty zajišťují dobrou koloidní stabilitu díky vysoké 

energetické bariéře mezi částicemi, které pak nemají tendenci se shlukovat [10, 218]. 

Chitosanové částice s TPP mají obvykle vysoký pozitivní náboj, což je dáno přítomností 

protonovaných aminových skupin chitosanu v kyselém pH [103]. Tomu odpovídá i náš 

výsledek zeta potenciálu, který byl 65,0 ± 0,6 mV. Připravené částice lze tedy považovat za 

stabilní a lze odhadovat, že mohou vhodně interagovat s negativně nabitou membránou buněk. 

Tyto vlastnosti byly také následně experimentálně ověřeny.  
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Ve srovnání s přípravou chitosanových částic s původním zdrojem [102] byla DLS 

velikost částic z nízkomolekulárního chitosanu (při objemovém poměru CS a TPP 5:1) 200 ± 

24 nm, s hodnotou PDI 0,227 a zeta potenciálem 25 ± 3 mV. Naše částice jsou přibližně o 

20 nm menší, avšak současně vykazují vyšší hodnotu PDI, která je v našem případě více než o 

0,150 vyšší, což značí širší distribuci velikosti částic. I v jejich případě však měření pomocí 

polydisperzního módu odhalilo dvě velikostní populace: menší o velikosti přibližně 40 nm a 

větší okolo 250 nm, což víceméně odpovídá i našim výsledkům polydisperzního vzorku. 

Naopak zeta potenciál našich částic byl výrazně vyšší, což naznačuje vysokou stabilitu částic.  

4.1.1. Vyhodnocení krátkodobé stability částic 

 Krátkodobá stabilita připravených částic CS/TPP, která vypovídala o další charakteristice 

částic, byla sledována po dobu 14 dnů na základě změn jejich fyzikálně-chemických 

charakteristik v čase, jak je popsáno v kapitole 3.8. Měřena byla hydrodynamická velikost, PDI 

a zeta potenciál ihned po přípravě a následně po 3, 7 a 14 dnech. Výsledky velikosti a PDI jsou 

graficky znázorněny v grafu 1, zeta potenciál je znázorněn v grafu 2.  
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Graf 1: Stabilita částic CS/TPP – DLS a PDI (n = 3) 
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Graf 2: Stabilita částic CS/TPP – zeta potenciál (n = 3) 

Díky naměřené vysoké hodnotě zeta potenciálu, který slouží jako prediktivní faktor 

stability se potvrdilo, že připravené koloidní suspenze částic jsou stabilní. U částic nebyl 

pozorován ani po 14 dnech nárůst velikosti, který by byl způsoben jejich agregací a 

shlukováním či kontrakcí nebo bobtnáním jednotlivých částic. Výsledky ukazují dokonce 

zmenšení částic po 14 dnech o 1,54 %, což je stále reprodukovatelné a je to v rámci běžné 

odchylky mezi jednotlivými měřeními. Nebyl tedy pozorován nárůst velikosti částic více než 

10 % a částice lze charakterizovat jako stabilní [213, 210]. Můžeme vidět, že ani zeta potenciál 

se v rámci 14 dní nijak zásadně nezměnil. Dá se odhadovat, že tyto suspenze částic by 

vykazovaly ještě nějakou dobu stabilitu, avšak dlouhodobé skladování by nebylo vhodné, 

protože kromě rizika agregace či případného uvolňování naloženého léčiva hrozí také např. 

bakteriální kontaminace suspenze [145].  

4.2. Příprava částic se zachyceným proteinem  

Submikročástice z CS se zachyceným nejprve modelovým proteinem a poté EGF byly 

sestrojeny se zamýšleným použitím jakožto nosičový systém poskytující kontrolované 

uvolňování GF k hojení převážně chronických ran, jelikož je dokázáno, že dodávání 

exogenních GF hojení podporuje a urychluje [7, 8]. Vlastnosti CS, uvedené v teoretické části 

práce, z něj činí skvělý materiál k tomuto použití.  

Metoda zachycení (entrapment) byla zvolena pro vazbu proteinů s částicemi, jelikož 

vykazuje stabilnější profil uvolňování proteinu bez výrazných počátečních explozivních 

uvolňování (tzv. burst release) v porovnání s adsorpčními metodami. Zároveň poskytuje 

ochranu GF před enzymatickou degradací, která představuje jednu z největších limitací léčby 

volnými GF. A v neposlední řadě se jedná o velice jednoduchý proces, kdy se pouze přidá 

vodný roztok proteinu do roztoku CS před přidáváním TPP [8, 16, 133]. 
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Částice z chitosanu a tripolyfosfátu sodného v objemovém poměru 5:1 byly připraveny 

podle kapitoly 3.5., v jejichž struktuře byl při procesu ionotropní gelace zachycen ovalbumin 

nebo EGF. Během přípravy bylo přidáno vždy 150 μg příslušného proteinu v objemu 1 ml. 

V návaznosti na další experimenty byl celkový objem suspenze navýšen na 9 ml z důvodu 

získání 2 mg částic pro experiment sledování kinetiky uvolňování proteinu.  

Po přípravě byla provedena fyzikálně-chemická charakterizace částic s cílem zjistit jak 

se vybrané parametry (velikost, PDI a zeta potenciál) částic se zachyceným proteinem změní 

oproti částicím bez proteinu. Případné změny bývají ovlivněny fyzikálně-chemickými 

vlastnostmi jednotlivých proteinů, zejména jejich molekulovými hmotnosti a isoelektrickým 

bodem [117]. Epidermální růstový faktor je peptid o molekulové hmotnosti přibližně 6 kDa s 

isoelektrickým bodem 4,6. V hodnotách pH ve kterých se experiment pohyboval má tedy 

negativní náboj [9, 47]. Oproti tomu modelový protein ovalbumin z vaječného bílku, který se 

často využívá díky nízké pořizovací ceně, stabilitě a dobré charakterizaci pro různé studie 

zachycení a uvolňování léčiv z nosičových systémů, je větší protein o molekulové hmotnosti 

přibližně 45 kDa. Jeho isoelektrický bod okolo 4,6 mu opět v tomto případě propůjčuje 

negativní náboj [215, 216]. 

Průměrné hodnoty parametrů fyzikálně-chemické charakterizace jsou pro částice s OVA 

i EGF uvedeny v tabulce 8.  

Tabulka 8: Fyzikálně-chemická charakterizace částic se zachyceným proteinem v polymerní 

matrici (n = 3) 

Průměrná 

hodnota 

Hydrodynamická 

velikost [nm] 

Polydisperzní 

index 

Zeta potenciál 

[mV] 

CS/TPP (OVA) 195,1 ± 6,5 0,352 ± 0,013 56,8 ± 1,1 

CS/TPP (EGF) 204,1 ± 6,0 0,465 ± 0,053 44,1 ± 3,2 

Polydisperzní měření velikosti částic odhalilo u dvou vzorků obou proteinů dvě velikostní 

populace. U částic s OVA byla hodnota průměrné hydrodynamické velikosti první populace 

66,8 ± 3,3 nm a druhé 313,8 ± 13,4 nm. U částic s EGF měla první populace velikost  

61 ± 12,5 nm a druhá 328,5 ± 15,0 nm. V obou případech můžeme pozorovat mírný nárůst 

velikosti částic s proteinem oproti částicím bez proteinu. Trend nárůstu velikosti po začlenění 

proteinu do struktury částic dokládají např. i výsledky studií [13, 128], přičemž studie [9, 128] 

zmiňují vliv koncentrace proteinu na velikost částic. Také bylo ovšem pozorováno, že 

s nárůstem objemu suspenze částic vzrůstá i jejich průměrná velikost. To dokládá například 
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vzorek připravený s EGF pro fluorescenční mikroskopii podle kapitoly 3.9., kdy byl protein 

přidán v menším objemu a zároveň objem CS a TPP nebyl navýšen. Pozorovaná velikost částic 

s proteinem pak nebyla větší oproti částicím bez proteinu.  

Hodnoty PDI naopak ukazují pro oba proteiny rozdílné výsledky. Částice se zachyceným 

OVA měly hodnotu PDI 0,352 ± 0,013, což značí pokles míry polydisperzity suspenze oproti 

částicím bez proteinu. Naproti tomu částice se zachyceným EGF vykazovaly hodnoty PDI 

0,465 ± 0,053, což představuje už znatelný nárůst polydisperzity suspenze oproti částicím bez 

proteinu, ale i tak je to stále přijatelná hodnota polydisperzity, jelikož je < 0,5 [218]. 

Zeta potenciál částic se po zachycení proteinů do částic v obou případech snížil. 

Zachycení ovalbuminu vedlo ke snížení zeta potenciálu o necelých 10 mV oproti částicím bez 

protienu. Po zachycení EGF byla hodnota zeta potenciálu dokonce o přibližně 20 mV nižší 

v porovnání s částicemi bez proteinu. Ve studii [13] lze pozorovat ještě výraznější snížení zeta 

potenciálu, přibližně o polovinu po zachycení EGF nebo pouze mírné snížení zeta potenciálu 

po zachycení BSA ve struktuře částic ve studii [145]. Tento jev lze vysvětlit negativním 

nábojem proteinů, který částečně neutralizuje kladně nabité aminoskupiny CS, přičemž část 

proteinů bývá zachycena i na povrchu částic [13].  

4.2.1. Účinnost vazby proteinu do struktury částic  

U připravených částic se zachycenými proteiny byla pro stanovení skutečného množství 

proteinu, které se zachytilo ve struktuře částic, provedena nepřímá metoda stanovení proteinu 

v supernatantu pomocí BCA testu v mikrotitrační destičce (podle kapitoly 3.5.1.). Dvě hodnoty 

absorbance pro každé ze tří opakování byly vyhodnoceny pomocí lineární rovnice y = 0,0098x 

+ 0,0566 (R² = 0,9923), získané z kalibrační křivky sestavené z roztoků OVA v koncentracích 

0–200 μg/ml v deionizované vodě, měřených na spektrofotometru Multiscan RC (viz graf 3). 
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Graf 3: Kalibrační závislost stanovení proteinu CS/TPP – metoda v mikrotitrační destičce 

Ze získaných hodnot koncentrací byla vypočítána pro oba proteiny účinnost zachycení 

proteinu podle rovnice 2 a vazebná kapacita nosiče podle rovnice 3. Výsledky jsou uvedeny 

v tabulce 9. 

Tabulka 9: Účinnost zachycení proteinu v polymerní matrici částic (n = 3) 

Průměrná hodnota 
Účinnost zachycení 

proteinu [%] 

Vazebná kapacita 

nosiče [μg/2mg] 

CS/TPP (OVA) 86,1 ± 0,52 64,46 ± 0,40 

CS/TPP (EGF) 87,8 ± 0,39 65,87 ± 0,29 

V obou případech bylo dosaženo vysoké účinnosti zachycení proteinu a podobné hodnoty 

vazebné kapacity nosiče. Z celkového množství vloženého ovalbuminu, které bylo 150 μg bylo 

v částicích zachyceno 86,1 ± 0,52 %, což odpovídá 129,16 ± 0,78 μg. V případě EGF byla 

účinnost zachycení proteinu 87,8 ± 0,39 %, což odpovídá 131,74 ± 0,58 μg z celkových 

vložených 150 μg EGF.  

Chitosanové částice mají obecně poměrně vysokou vazebnou kapacitu proteinů, která je 

opět zprostředkována zejména elektrostatickými interakcemi, ale u jiných částic i možností 

chemické modifikace CS [7,9,13]. V diplomové práci [209] byly připraveny a charakterizovány 

stejné částice se zachyceným OVA a EGF a bylo dosaženo srovnatelných výsledků účinnosti 

zachycení – konkrétně 86,47 % pro OVA a 86,19 % pro EGF. Naše mírně vyšší hodnota u EGF 

může být způsobena např. větší velikostí připravených částic se zachyceným EGF, které tak 
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mohly pojmout nepatrně více proteinu do struktury. Ve studii [13] byla hodnota účinnosti 

zachycení EGF ve struktuře částic CS/TPP 70 % z původní vložené koncentrace EGF 1 mg/ml. 

4.2.2. Kinetika uvolňování proteinů z lyofilizovaných částic 

Uvolňování léčiva je důležitým faktorem pro zajištění vysoké reprodukovatelnosti, 

stability, kontroly kvality a vědeckého základu pro vývoj CS částic. Uvolňování léčiva 

ovlivňuje několik faktorů, včetně složení, poměru složení, interakcí složek a metod přípravy 

[117]. 

Lyofilizace je jednou z nejúčinnějších strategií pro dlouhodobé skladování částic 

v suchém stavu. Tato technika je obzvláště účinná u částic naložených proteiny a dalšími 

molekulami citlivými na vysoké teploty, jelikož na rozdíl od dalších využívaných metod, jako 

je např. sprejové vysušování, pracuje s nízkou teplotou. Při správně optimalizovaném procesu 

s využitím kryoprotektiv dochází k minimalizaci degradačních změn a k zachování biologické 

aktivity inkorporovaných složek [201, 204].  

Sledování kinetiky uvolňování proteinů z částic CS/TPP bylo provedeno po jejich 

lyofilizaci, jelikož profily uvolňování proteinů z částic po přípravě bylo již zkoumáno 

v předchozí diplomové práci [209]. Připravené částice se zachyceným OVA nebo EGF byly 

lyofilizovány podle metody v kapitole 3.11. s přídavkem trehalózy, jakožto kryoprotektiva, aby 

se zabránilo agregaci částic, denaturaci či poškození proteinu a zároveň se zlepšila jejich 

následné redisperze v rozpouštědle. Opětovná dispergovatelnost je definována jako schopnost 

vysušených částic vrátit se do původního stavu ve vodném systému, hodnocená z hlediska 

velikosti částic, PDI a morfologie [145]. Trehalóza se několika autory uvádí jako jeden 

z nejlepších kryoprotektiv pro CS částice [145,199]. 

Cílem bylo stanovit profil uvolňování proteinů z částic po lyofilizaci a zjistit, zda je nějak 

ovlivněn lyofilizačním procesem. Uvolňování obou proteinů bylo sledováno v prostředí 

fosfátového pufru o pH 7,3, který modeluje vnitřní prostředí lidského těla s pH přibližně 7,4 

[155]. Jak již bylo nastíněno, nejlepších výsledků modelování složitého prostředí rány, ať už 

akutní či chronické, by bylo dosaženo v případě sestrojení komplexního roztoku nejen 

s obdobnými hodnotami pH, ale také s obdobnou viskozitou, iontovou sílou a přítomností 

enzymů, kterých se v tekutině rány vyskytuje celá řada. V průběhu procesu hojení se zároveň 

hodnota pH mění a v případě kolonizace bakteriemi je celé složení exsudátu ovlivněno [7, 10, 

57]. Ovšem pro zjednodušení a dobrou porovnatelnost jak s výsledky řady studií, tak výsledků 

profilů uvolňování proteinů bez procesu lyofilizace byl zvolen právě fosfátový pufr o pH 7,3 a 

teplota 37 °C, což je přibližně teplota lidského těla. Uvolňování probíhalo za mírného otáčení 
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během 7 dní, kdy byla stanovena hodnota koncentrace uvolněného proteinu v supernatantu po 

30, 60, 90, 120 minutách, 24, 48 hodinách a 1 týdnu odebíráním alikvotů o objemu 1 ml a 

následným doplněním objemu čerstvým médiem.  

Vzhledem k očekávaným nižším koncentracím uvolněného proteinu v supernatantu byla 

zvolena citlivější metoda BCA testu v mikrozkumavkách s nižším detekční limitem. Kalibrační 

křivka sestrojená pomocí kalibračních roztoků OVA ve fosfátovém pufru o pH 7,3 byla 

změřena na spektrofotometru PowerWave HT při 570 nm (viz graf 4). Pomocí získané lineární 

rovnice: y = 0,026x + 0,0181 (R² = 0,9986) byly vypočteny koncentrace proteinů v alikvotech.  

 

Graf 4: Kalibrační závislost stanovení uvolněného proteinu – metoda v mikrozkumavkách 

 

Kinetika uvolňování zachyceného ovalbuminu ze struktury částic 

Průměrné koncentrace modelového proteinu OVA v alikvotech včetně směrodatných 

odchylek jsou uvedeny v tabulce 10 v jednotkách μg/ml a v procentech z celkového 

zachyceného množství proteinu vypočítaných podle rovnice 5. 
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Tabulka 10: Naměřené koncentrace uvolněného OVA ze struktury částic po lyofilizaci 

(n = 3) 

Doba 

uvolňování 

Naměřené koncentrace 

OVA [μg/ml] 

Naměřené koncentrace 

OVA [%] 

30 minut 3,61 ± 0,52 2,83 ± 0,41 

60 minut 2,46 ± 0,27 1,92 ± 0,21 

90 minut 1,64 ± 0,13 1,28 ± 0,10 

120 minut 1,37 ± 0,04 1,07 ± 0,03 

24 hodin 0,92 ± 0,21 0,72 ± 0,17 

48 hodin 0,61 ± 0,05 0,48 ± 0,04 

1 týden 1,013 ± 0,47 0,79 ± 0,37 

Ze získaných hodnot koncentrací OVA byl následně kumulativní metodou, tedy 

postupným přičítáním uvolněného proteinu graficky znázorněn profil uvolňování proteinu, což 

je uvedeno v grafu 5.  

 

Graf 5: Kinetika uvolňování zachyceného OVA z lyofilizovaných částic – kumulativní 

metoda (n = 3) 

Získaný profil uvolňování zachyceného OVA ze struktury částic vykazuje 

charakteristické rysy, které jsou často popisovány u částic z CS – tzv. burst release, následovaný 

pomalejším stabilním uvolňováním [9, 10, 133, 145].  

Tzv. burst release, kdy se hned v prvních 30 minutách uvolnilo nejvíce proteinu za celou 

dobu experimentu, konkrétně 3,61 ± 0,52 μg/ml, lze přičítat především uvolnění molekul 
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proteinu navázaných pouze slabými interakcemi na povrchu částic. Tento jev, ale s menšími 

přírůstky koncentrací uvolněného OVA dále pokračoval přibližně do doby 120 minut, kdy se 

uvolnilo poměrně velké množství proteinu. Konkrétně se v tomto časovém období uvolnilo 

přibližně 9,08 μg/ml (7,10 %) z 129,16 ± 0,78 μg zachycených v částicích [7, 152]. 

 Po této fázi dochází k výraznému zpomalení uvolňování proteinu i když se jednotlivé 

časové období mezi odběry výrazně prodlužuje a naměřená koncentrace OVA v těchto 

alikvotech se pohybuje okolo 1 μg/ml. Stabilní konstantní uvolňování proteinu bývá způsobeno 

difúzí proteinu skrz polymerní matrici a v pozdějších stádiích i postupným rozpadem samotné 

struktury částic a kombinací těchto dvou mechanismů [7, 152]. 

Celkové množství uvolněného OVA za celou dobu experimentu činilo 11,62 μg/ml, což 

představuje 9,09 % z celkového zachyceného množství proteinu a většina proteinu tak zůstala 

stále zachycena ve struktuře částic. V porovnání s dostupnou literaturou se jedná o poměrně 

nízkou míru uvolnění, což může být důsledkem silnějších interakcí mezi proteinem a matricí, 

vyšší mírou zesíťování nebo vysokou stabilitou částic [117]. Nasvědčuje tomu i fakt, že byly 

částice připraveny z CS s vysokým stupněm deacetylace (75–85 %), který bývá zodpovědný za 

formaci částic s hustější strukturou díky většímu množství dostupných kationtů a aniontů a 

zároveň s nízkou molekulovou hmotností, jež omezuje tvorbu výrazně porézních částic [145, 

168].  

Konkrétně studie s modelovým proteinem BSA vykazují mnohem vyšší míru uvolňování 

proteinu. Ve studii [128] se např. uvolnilo z CS částic v prvních 24 hodinách 6,10 ± 0,55 % 

zachyceného BSA. Poté se v průběhu 2 týdnů pozvolným uvolňováním uvolnilo kumulativní 

metodou dokonce 72,56 ± 6,67 % BSA. U lyofilizovaných CS/TPP částic připravených ve 

studii [145] bylo pozorováno počáteční explozivní uvolňování v průběhu prvních 12 hodin a 

poté se uvolnilo pozvolným uvolňováním celkových 44,3 % BSA za 6 dní, přičemž tato studie 

také uvádí, že podmínky přípravy a lyofilizace nezpůsobily žádnou nevratnou agregaci nebo 

štěpení proteinů. 

Kinetika uvolňování zachyceného epidermálního růstového faktoru ze struktury 

částic  

Totožný experiment sledování kinetiky uvolňování proteinu byl proveden i pro částice 

CS/TPP se zachyceným EGF. Jednotlivé naměřené koncentrace uvolněného EGF z částic jsou 

pro všechny časové body uvedeny v tabulce 11 v μg/ml i v procentech z celkového 

zachyceného množství proteinu. 
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Tabulka 11: Naměřené koncentrace EGF v alikvotech po uvolnění ze struktury částic po 

lyofilizaci (n = 3) 

Doba 

uvolňování 

Naměřené koncentrace 

EGF [μg/ml] 

Naměřené koncentrace 

EGF [%] 

30 minut 2,50 ± 0,04 1,89 ± 0,03 

60 minut 1,61 ± 0,07 1,22 ± 0,05 

90 minut 1,27 ± 0,04 0,96 ± 0,03 

120 minut 0,86 ± 0,18 0,65 ± 0,14 

24 hodin 0,69 ± 0,26 0,52 ± 0,19 

48 hodin 0,59 ± 0,20 0,44 ± 0,15 

1 týden 0,79 ± 0,07 0,60 ± 0,06 

Kumulativní metoda – přičítání koncentrací uvolněného EGF z částic je znázorněna 

v grafu 6. 

 

Graf 6: Kinetika uvolňování zachyceného EGF z lyofilizovaných částic – kumulativní 

metoda (n = 3) 

I v tomto případě lze pozorovat typický profil uvolňování proteinu z CS částic 

s počátečními vyššími koncentracemi uvolněného proteinu. Vzhledem k nízké míře uvolňování 

obou proteinů z těchto částic však tento jev není tak výrazný jako v jiných případech [7]. Tyto 

vyšší hodnoty by se daly charakterizovat do časového období 90–120 minut, kdy se uvolnilo 

dohromady 6,23 μg/ml, což představuje 4,73 % z celkových zachycených 131,74 ± 0,58 μg 

EGF.  
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Stabilní konstantní uvolňování představovalo mírné přírůstky koncentrace EGF a celkové 

množství uvolněného EGF z částic za celý experiment činilo 8,29 μg/ml, představující 6,3 % 

z celkového zachyceného množství. V porovnání např. s výsledky v práci [10], kdy se z CS 

částic se zachyceným EGF do roztoku simulující ránu o pH 7,4 při 37 °C uvolnilo rychlým 

uvolňováním 22,03 ± 0,28 % EGF za prvních 24 hodin, a po 72 hodinách to bylo dokonce 67,57 

± 0,38 %, v tekutině byl však také protein savináza, který napodobil prostředí rány. Studie [7] 

ukazuje dokonce uvolnění 68,84 ± 1,53 % EGF z modifikovaných CS částic za 2 h a poté 85,50 

± 3,08 % po 24 h, což představuje více než 16x větší množství uvolněného EGF než v našem 

případě po 24 hodinách. 

Získaný výsledek však může být relevantní pro aplikace, kde je žádoucí dlouhodobé 

uvolňování s minimální počáteční ztrátou proteinu, kterou je právě hojení ran anebo tam kde je 

EGF klíčem k receptorem zprostředkovanému zachycení částic na vnímavé buňky [44]. EGF 

je efektivní již v malých dávkách. V případě vysokého nárazového počátečního uvolnění EGF, 

by mohlo docházet k toxicitě a jak je známo, vysoké dávky EGF mohou dokonce podporovat 

existující malignity [64, 65]. 

4.3. Příprava částic z chitosanu a kyseliny hyaluronové s proteiny  

Kyselina hyaluronová je přírodní lineární mukopolysacharid složený ze střídavě se 

opakujícího N-acetylglukosaminu a glukuronového disacharidu a tvoří hlavní složku ECM. Je 

biologicky odbouratelná, biokompatibilní, netoxická a vysoce hydrofilní. Kromě schopnosti 

specificky cílit na receptory CD44 a zprostředkovávat endocytózu prostřednictvím nich, se HA 

často využívá pro modifikace lékových nosičů např. ke zvýšení biokompatibility, stability, 

ovlivnění povrchového náboje, zlepšení kontrolovaného uvolňování či pro její hydratační a 

regenerační vlastnosti. Její negativní náboj jí umožňuje jednoduchou elektrostatickou adsorpci 

na CS částice. Tato interakce CS a HA je znázorněna na obrázku 13 [116, 168, 221, 219]. HA 

se přirozeně vyskytuje v širokém rozmezí molekulových hmotností. V tomto případě byla 

použita hyaluronová kyselina HYSILK s molekulovou hmotností přibližně 150–350 kDa. 
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Obrázek 13: Elektrostatické interakce mezi CS a HA [221] 

Nejprve byly připraveny jednoduché částice z CS a TPP v objemovém poměru 5:1 stejně 

jako v kapitole 3.3. Následovala fyzikálně-chemická charakterizace částic před provedením 

dialýzy v acetátovém pufru o pH 5.  

Dialýza částic probíhala v dialyzačním střívku Biotech CE Tubing s MWCO 300 kD v 

acetátovém pufru o pH 5 k odstranění zbytkových nízkomolekulárních látek, především 

volného TPP a nezreagovaného chitosanu, a zároveň k úpravě pH prostředí před následným 

obalením kyselinou hyaluronovou rozpuštěnou ve stejném pufru. 

Nejprve byl postup otestován připravením jednoduchých částic obalených HA bez 

proteinu a poté bylo cílem upravit postup pro začlenění proteinu do částic obalených HA. 

Většina studií využívající částice na bázi CS/TPP s proteinem/peptidem nebo léčivem obalené 

kyselinou hyaluronovou pracuje s částicemi, ve kterých je látka zachycena ve struktuře částic 

při jejich formaci [116, 217, 220]. V takových případech by však mohlo docházet k uvolňování 

proteinu z částic v průběhu následující dialýzy, tím snížení účinnosti zachycení proteinu a ke 

ztížení přesného stanovení zbylého proteinu v částicích. Dialýza totiž probíhá v minimálně 

stonásobku objemu částic a byla by tak potřeba velmi citlivá metoda stanovení. MicroBCA test 

by již pravděpodobně neposkytl dostatečně citlivé výsledky.  

Z uvedených důvodu bylo 150 μg proteinu rozpuštěného v acetátovém pufru o celkovém 

objemu 75 μl přidáno do přefiltrovaného roztoku HA, do kterého byly následně za míchání 

přikapávány dialyzované částice CS/TPP v objemovém poměru 1:1 a tím byl protein zachycen 

v obalu částic. Formace částic se projevila opalescencí suspenze, která byla vizuálně patrná na 

rozdíl od čiré suspenze částic neobalených. Podle dostupné literatury se zdá, že tato strategie 

přípravy nebyla dosud popsána. Z důvodu ztráty proteinu nebyla provedena dialýza po obalení 

částic k odstranění nenavázané HA a v suspenzi se tak mohlo vyskytovat určité množství volné 
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HA. Tento nežádoucí zbytek by bylo možné do určité míry odstranit také pomocí centrifugace 

částic a jejich následné redispergace v čerstvém rozpouštědle, k čemuž došlo i při přípravě 

vzorku na lyofilizaci a následném experimentu uvolňování proteinu. 

Obalené částice byly nejprve charakterizovány v prostředí, ve kterém byly připraveny, 

tedy v acetátovém pufru o pH 5. Toto prostředí se však ukázalo jako nevhodné pro měření zeta 

potenciálu částic, který vykazoval velmi nízké hodnoty okolo −2,5 ± 0,5 mV a velice nestabilní 

částice [10]. Z tohoto důvodu bylo měření zopakováno s naředěním vzorku deionizovanou 

vodou, ve které byly měřeny i všechny předchozí neobalené částice. Zároveň je také známo, že 

změny pH vedou ke znatelným změnám zeta potenciálu [81]. V tomto případě byl zeta potenciál 

výrazně negativnější a pohyboval se pod −20 mV. Velikost částic a hodnota PDI však zůstaly 

v obou prostředích srovnatelné. Konkrétní hodnoty fyzikálně-chemické charakterizace CS/TPP 

jsou uvedeny po přípravě před dialýzou a následně po obalení HA, jak pro částice bez proteinu, 

tak s modelovým proteinem OVA v tabulce 12. 

Tabulka 12: Fyzikálně-chemická charakterizace částic obalených kyselinou hyaluronovou a 

s OVA (n = 3) 

Průměrná hodnota 
Hydrodynamická 

velikost [nm] 

Polydisperzní 

index 

Zeta potenciál 

[mV] 
 

(CS/TPP)-

HA 

částice před 

obalením 
173,9 ± 10,5 0,405 ± 0,009 62,2 ± 5,0  

částice po obalení 

HA 
233,6 ± 7,1 0,461 ± 0,063 −25,9 ± 4,1  

(CS/TPP)-

OVA-HA 

částice před 

obalením 
182,4 ± 9,5 0,362 ± 0,020 60,1 ± 3,2  

částice po obalení 

HA 
222,2 ± 11,6 0,401 ± 0,020 −22,8 ± 1,0  

V případě částic (CS/TPP)-HA výsledky ukazují, že se DLS velikost zvedla z původních 

173,9 ± 10,5 nm na 233,6 ± 7,1 nm. Můžeme tedy pozorovat zvětšení průměru částic po 

obalení  HA přibližně o 60 nm, což naznačuje, že se částice pokryly vrstvou o velikosti přibližně 

30 nm. Můžeme pozorovat, že obalením částic se zvyšuje i jejich PDI. Polydisperzní měření 

velikosti však ukázalo, že i když měla část měření částic před obalením dvě velikostní populace, 

tak po jejich obalení se sice zvýšila velikostní distribuční šíře (hodnocená pomocí PDI), ale 

částice byly v rámci jen jedné širší populace. Zeta potenciál se z původní vysoké kladné 

hodnoty změnil na −25,9 ± 4,1 mV, což značí, že je obal dostatečně velký, aby zakryl a 

zneutralizoval pozitivní náboj CS. Studie však uvádí možnost přípravy CS částic s menším 
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povlakem HA, které si zachovávají kladný zeta potenciál a tím pádem nedochází ke snižování 

nespecifického transportu skrz buněčnou membránu [116, 220].  

Částice (CS/TPP)-HA se zachycených OVA vykazovaly podobné výsledky. Tím, že byl 

protein přidán v minimálním objemu (75 μl) se nijak zásadně neovlivnil výsledný objem 

suspenze a odpadl tedy případný vliv nárustu velikosti se zvýšením objemu suspenze. Velikost 

částic se po obalení zvýšila z původních 182,4 ± 9,5 nm na 222,2 ± 11,6 nm. HA v tomto 

případě vytvořilo povrchovou vrstvu o průměru přibližně 20 nm. PDI bylo zvýšeno na hodnotu 

0,401 ± 0,020 a zeta potenciál se z původní vysoké kladné hodnoty změnil na −22,8 ± 1,0 mV. 

Ovšem zeta potenciál částic jak s proteinem tak bez, nedosahuje hodnoty větší než ± 30 mV a 

částice je tak nutno hodnotit jako mírně nestabilní, přičemž hrozí riziko jejich agregace [10, 

218]. 

V práci [168] vytvořili částice obalené HA z CS o různých molekulových hmotnostech 

bez vázaného proteinu. Částice připravené z CS o molekulové hmotnosti 325 kDa měly 

průměrnou hydrodynamickou velikost 263 ± 38 nm a PDI 0,25 ± 0,02. Po obalení se velikost 

zvýšila na 303 ± 59 nm, přičemž hodnota PDI se změnila jen nepatrně. Zeta potenciál se 

z původní kladné hodnoty 41 ± 3 mV změnil na −58 ± 2 mV. Obal z HA tak vytvořil vrstvu 

přibližně o průměru 20 nm, což odpovídá našim výsledkům obalených částic s proteinem. 

V jejich případě však částice vykazují daleko větších hodnot negativního zeta potenciálu a jsou 

stabilní.   

4.3.1. Účinnost vazby proteinu do obalu částic  

Účinnost zachycení OVA do obalu částic byla hodnocena obdobně jako u neobalených 

částic, podle kapitoly 3.5.1. Výsledky mají pilotní charakter, přičemž částice byly 

charakterizovány pouze s použitím modelového proteinu OVA. Charakterizace částic se 

zachyceným EGF nebyla provedena z časových důvodů. Byla připravena kalibrační řada 

roztoků OVA v acetátovém pufru o pH 5, které představovalo i prostředí připravených 

obalených částic. Kalibrační řada byla změřena na spektrofotometru Multiscan RC při 570 nm, 

byla sestrojena kalibrační křivka (graf 7) a získána rovnice linearity y = 0,0081x + 0,0552 (R² 

= 0,9921).  
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Graf 7: Kalibrační závislost stanovení proteinu v částicích CS/TPP obalených HA                   

– metoda v mikrotitrační destičce 

S pomocí získané rovnice linearity byly přepočítány hodnoty absorbance na hodnotu 

koncentrace a s využitím rovnice 2 byla stanovena účinnost zachycení proteinu. Vazebná 

kapacita částic vztažená na 2 mg nebyla hodnocena z důvodu neznámého množství 

nezreagované HA, a tedy i nemožnosti přesně stanovit hmotnost částic po jejich obalení. 

Účinnost zachycení OVA v částicích je uvedena v tabulce 13. 

Tabulka 13: Účinnost zachycení ovalbuminu v obalu částic (n = 3) 

Průměrná hodnota Účinnost zachycení proteinu [%] 

(CS/TPP)-OVA-HA 89,3 ± 0,23 

Účinnost zachycení OVA do obalu částic představuje 89,7 ± 0,23 % a z celkového 

množství 150 μg tak bylo zachyceno 133,96 ± 0,35 μg. Tato hodnota představuje vysokou 

účinnost vazby a naznačuje, že strategie zachycení proteinu po formaci částic při jejich 

obalování vrstvou HA poskytuje účinnou metodu bez rizika uvolňování proteinu v předchozích 

krocích nebo při samotném obalování.  
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4.3.2. Kinetika uvolňování proteinu z obalu částic po lyofilizaci  

Obalené částice byly lyofilizovány stejným způsobem jako částice neobalené, podle 

kapitoly 3.11. s přídavkem kryoprotektiva trehalózy. Prostředí pro uvolňování o pH 7,3 mělo 

v tomto případě vyšší hodnotu pH, oproti pH suspenze částic před lyofilizací (pH 5). Jednotlivé 

naměřené koncentrace alikvotů pro všechny časové body měření jsou v μg/ml a v procentech 

z celkového zachyceného množství proteinu v tabulce 14. 

Tabulka 14: Naměřené koncentrace OVA v alikvotech po uvolnění z obalu částic po 

lyofilizaci (n = 2) 

Doba 

uvolňování 

Naměřené koncentrace 

OVA [μg/ml] 

Naměřené koncentrace 

OVA [%] 

30 minut 3,24 ± 0,38 2,42 ± 0,28 

60 minut 2,27 ± 0,47 1,69 ± 0,35 

90 minut 1,77 ± 0,48 1,32 ± 0,36 

120 minut 1,09 ± 0,09 0,82 ± 0,07 

24 hodin 0,98 ± 0,41 0,73 ± 0,30 

48 hodin 1,03 ± 0,63 0,77 ± 0,47 

1 týden 0,93 ± 0,30 0,69 ± 0,22 

Z jednotlivých hodnot byl postupným přičítáním koncentrací uvolněného OVA z částic 

sestaven graf znázorňující profil uvolňování v rámci 1 týdnu (graf 8). 

 

Graf 8: Kinetika uvolňování zachyceného OVA z obalu lyofilizovaných částic – kumulativní 

metoda (n = 2) 
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Lze opět pozorovat dvoufázový profil uvolňování OVA z částic. Explozivnější fáze trvala 

asi do 90 minut, kdy se uvolnilo přibližně 7,28 μg/ml, odpovídající 5,43 % z 133,96 ± 0,35 μg 

celkového zachyceného množství v obalu částic. Poté následovaly přírůstky okolo 1 μg/ml. 

Celkové množství uvolněného proteinu za 1 týden činilo přibližně 11,31 μg/ml, představující 

8,44 % ze zachyceného množství proteinu v obalu částic.  

Obalení částic se zachycenými proteiny/léčivy pomocí HA zpravidla zvyšuje jejich 

strukturální stabilitu, zpomaluje uvolňování účinné látky a snižuje počáteční explozivní 

uvolňování, zejména v kyselém prostředí, kterým může být i prostředí rány [116, 155, 219]. 

Tento typ částic často vykazuje dvoufázový profil uvolňování, přičemž HA omezuje difúzi v 

důsledku zvýšených zesíťovacích interakcí mezi složkami [116, 217, 219].  

Vzhledem k tomu, že v tomto případě byl protein zachycen pouze v obalové vrstvě částic 

a nikoliv v polymerní matrici vytvořené během ionotropní gelace, bylo původně 

předpokládáno, že jeho uvolňování bude rychlejší než u částic, kde je protein zachycen v rámci 

celé matrice. Získané výsledky však naznačují, že se protein zachytil na povrch kladně nabitých 

částic a elektrostatické interakce byly dostatečně silné, aby se protein uvolňoval pozvolna a 

pomalu. K celkovému zpomalení mohlo přispět také to, že po lyofilizaci trvá delší dobu, než se 

HA obal v médiu plně rehydratuje. Navíc potažení HA také zvyšuje velikosti částic a médiu tak 

může trvat déle než pronikne k polymerní matrici [116]. 

4.4. Porovnání účinnosti vazby a uvolňování proteinů z lyofilizovaných 

částic 

Tato kapitola se zaměřuje na porovnání účinnosti vazby a profilů uvolňování proteinu 

z jednotlivých částic, včetně částic před lyofilizací. Cílem je posoudit, jak lyofilizace částic 

CS/TPP se zachyceným proteinem ovlivnila uvolňování v testovaných podmínkách.  

Porovnání účinnost vazby OVA a EGF v částicích CS/TPP a vazby OVA v HA obalu 

částic CS/TPP je znázorněno v grafu 9.  
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Graf 9: Porovnání účinnosti vazby proteinu v částicích (n = 3) 

Účinnost vazby proteinu v připravených částicích byla téměř totožná. Zachycení OVA v 

obalu částic bylo jen nepatrně vyšší, což lze pravděpodobně přičíst zdvojnásobení množství 

materiálu po přidání HA a zvětšení velikosti částic. 

Profily uvolňování proteinů ve všech připravených částicích jsou souhrnně uvedeny 

v grafu 10, směrodatné odchylky jsou uvedeny v grafech v předchozích kapitolách uvolňování 

pro jednotlivé částice zvlášť.  

 

Graf 10: Porovnání uvolňování proteinu z jednotlivých částic – kumulativní metoda (CS/TPP 

se zachyceným OVA a EGF: n = 3; (CS/TPP)-OVA-HA: n = 2) 
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Zachycený EGF v částicích CS/TPP po lyofilizaci se uvolňoval v nejnižší míře, přičemž 

lze pozorovat celý profil posunutý níže oproti uvolňování OVA. Ovalbumin vykazoval vyšší 

míru uvolňování a měl skoro shodný profil uvolňování jak z polymerní matrice částic CS/TPP, 

tak z hyaluronového obalu částic (CS/TPP)-OVA-HA. Největší celkové množství OVA se 

uvolnilo z polymerní matrice CS částic a činilo 11,62 μg/ml, poté následovaly obalené částice 

s uvolněným množstvím 11,31 μg/ml. Oproti tomu EGF se uvolnilo pouze 8,29 μg/ml.  

Oproti studiu uvolňování proteinu z čerstvých částic po přípravě v diplomové práci [209] 

byl vynechán odběr alikvotu v časovém bodě 15 minut z důvodu, aby se lyofilizované částice 

stihly pořádně redispergovat a rehydrovat po přidání média. Výsledky uvolňování 

OVA z polymerní matrice částic po přípravě bez lyofilizace v diplomové práci [209] ukazují 

nejprve nižší přírůstky koncentrací OVA v prvních 120 minutách inkubace, poté okolo 1 μg/ml 

za den a největší přírůstek byl po týdnu inkubace. Celkově se uvolnilo 8,39 μg/ml ovalbuminu 

neboli 5,97 %, což je menší hodnota než po lyofilizaci (11,62 μg/ml). Uvolňování zachyceného 

EGF z částic po přípravě vykazovalo opačný trend. V prvních 30 minutách se uvolnila největší 

koncentrace EGF celkem 6,23 μg/ml, představující 4,33 % z celkového zachyceného množství. 

Poté koncentrace uvolněného EGF kolísaly, přičemž celkové množství uvolněného proteinu 

činilo 16,62 μg/ml neboli 11,54 %. Profil uvolňování proteinu z obalených částic HA před 

lyofilizací není znám, protože částice byly nově připraveny a experiment v tomto stavu se 

neprováděl. 

Vyšší míra uvolňování EGF z částic po přípravě v [209] byla přičítána jeho nižší 

molekulové hmotnosti ve srovnání s OVA, což usnadnilo difuzi proteinu ven skrz polymerní 

matrici. Po lyofilizaci se však tento efekt obrátil a uvolňování EGF výrazně pokleslo. Jedním z 

možných vysvětlení mohou být strukturální změny polymerní matrice. Podle literatury může 

během lyofilizace dojít ke kolapsu vnitřní porézní sítě a ke vzniku souvislých filmovitých 

oblastí tvořících makroporézní struktury. Tato struktura může omezit difuzi menších molekul, 

jako je EGF. Naproti tomu větší molekuly, jako je ovalbumin, mohou být méně silně vázány 

nebo se během procesu dostat blíže k povrchu částic, což může vést k mírnému zvýšení jejich 

uvolňování [228]. 

4.5. Studium interakce částic s buněčnou linií A549 

Aby mohla být léčiva či jiné bioaktivní molekuly terapeuticky účinné, musí nejprve 

překonat buněčnou bariéru. Z tohoto důvodu se studují interakce částic s buňkami, zejména z 

hlediska jejich internalizace, která významně ovlivňuje jak terapeutickou účinnost nanonosičů, 

tak i jejich cytotoxicitu [162]. I když většina studií zaměřených na vývoj CS částic s vázaným 
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EGF k hojení ran studuje migrace buněk, in vivo a in vitro hojení ran, obvykle nezohledňuje, 

zda inkorporovaný EGF zvyšuje buněčnou internalizaci částic [7, 9, 10, 13, 76]. Tento faktor 

by však mohl přinést cenné informace o jejich chování v terapeutickém kontextu. Z výzkumu 

nosičů pro cílenou terapii rakoviny totiž víme, že EGF může významně zvýšit buněčnou 

internalizaci částic prostřednictvím EGFR-zprostředkované endocytózy [74, 222].  

Z tohoto důvodu byla testována míra buněčné internalizace samotných částic CS/TPP a 

částic CS/TPP se zachyceným EGF. Pro sledování míry buněčné internalizace byly částice 

fluorescenčně značeny barvivem FITC. Ke studiu byla použita buněčná linie A549, která je 

odvozena z adenokarcinomu plicního bazálního epitelu a vykazuje charakteristické rysy 

alveolárních buněk typu II. Tato linie byla původně získána odebráním a kultivací rakovinné 

tkáně plic 58letého muže kavkazské rasy [175, 223].   

Tato buněčná linie byla zvolena, jelikož buňky A549 vykazují vysokou expresi EGFR, 

což potvrzuje např. studie Tseng & Lin (2008), kde bylo 92,4 % buněk pozitivních na EGFR, 

oproti tomu např. normálních plicních fibroblastů (HFL1) bylo pozitivních pouze 34,2 %. Tato 

vysoká exprese může vést k výraznému vychytávání EGF-modifikovaných částic, což je činí 

citlivé k EGF a vhodné ke studiu EGFR-zprostředkované endocytózy [222]. Kromě toho má 

také nízký nukleocytoplazmatický poměr a často se tak využívá  pro fluorescenční mikroskopii 

a různé testování cytotoxicity částic [116, 172, 223].  

Interakce částic s buňkami byla studována pouze u neobalených chitosanových částic. 

Fluorescenční značení a interakce s buňkami nebyly testovány u částic po jejich obalení 

kyselinou hyaluronovou, přestože tento povrchový obal by mohl umožnit specifické cílení 

prostřednictvím receptorů CD44, které jsou také ve zvýšené míře exprimovány nádorovými 

buňkami linie A549 [116]. To by mohla být náplň dalších experimentů v této oblasti výzkumu. 

Vzhledem k negativnímu zeta potenciálu připravených částic by mohlo však docházet k 

elektrostatickému odpuzování od negativně nabitých buněčných membrán, což by mohlo 

výrazně snižovat jejich nespecifickou internalizaci. Hlavním faktorem bylo však, že v této práci 

neproběhla optimalizace podmínek přípravy, aby se podařilo dosáhnout dostatečné stability 

těchto částic, jelikož naměřená hodnota zeta potenciálu nebyla větší než −30 mV a mohlo by 

tak dojít k jejich agregaci během centrifugace či po přidání do kultivačního média. To by mohlo 

způsobit falešně nízké výsledky buněčné internalizace částic.  
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4.5.1. Příprava a charakterizace fluorescenčně značených částic  

Chitosan byl značen molekulou FITC ještě před přípravou částic, aby se zabránilo možné 

disociaci barviva (podle kapitoly 3.4.) [175]. Samotná reakce značení chitosanu FITC proběhla 

prostřednictvím kovalentní vazby mezi izothiokyanátovou skupinou FITC a primární 

aminoskupinou D-glukosaminu, jak je znázorněno na obrázku 14 [182]. 

 

Obrázek 14: Reakce značení chitosanu pomocí FITC, upraveno dle [182] 

Tím vznikl žlutý roztok chitosanu, zobrazený na obrázku 15A. Tento roztok byl následně 

lyofilizován za účelem zajištění jeho dlouhodobé stability. Lyofilizovaný vzorek tmavší barvy 

je ukázán na obrázku 15B. Ze značeného roztoku chitosanu byly připraveny nejprve částice bez 

proteinu, aby byla otestována míra jejich pohlcení buňkami bez cílení na konkrétní receptory.  

 

Proces internalizace chitosanových částic je ovlivněn, mimo jiné, velikostí a povrchovým  

nábojem, proto je značný zájem o kontrolu jejich průměrné velikost, polydisperzity a zeta 

potenciálu [101, 163]. Fyzikálně-chemické parametry fluorescenčně značených částic jsou 

uvedeny v tabulce 15. 

A) B) 

Obrázek 15: Chitosan značený FITC po přípravě a po lyofilizaci 
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Tabulka 15: Fyzikálně-chemická charakterizace FITC značených částic CS/TPP (n = 3) 

Průměrná 

hodnota 

Hydrodynamická 

velikost [nm] 

Polydisperzní 

index 

Zeta potenciál 

[mV] 

FITC-CS/TPP 166,0 ± 5,8 0,361 ± 0,001 69,7 ± 0,86 

Hydrodynamická velikost těchto částic byla 166,0 ± 5,8 nm, což je o něco menší než 

velikost částic z chitosanu neznačeného. Polydisperzní měření odhalilo u části výsledků 2 

velikostní populace: první o velikosti 41,4 ± 3,1 nm a druhá o velikosti 270,3 ± 6,2 nm. 

Uvedená hodnota PDI značí, že suspenze značených částic je dokonce více monodisperzní. 

Naopak zeta potenciál byl naměřen větší a to přibližně 69,7 mV, jedná se tedy o velice stabilní 

částice. Uvedené hodnoty naznačují, že označení chitosanu pomocí jeho vazby s FITC 

negativně neovlivňuje uvedené fyzikálně-chemické vlastnosti částic, naopak je dokonce mírně 

zlepšuje. Ovlivnění hodnot může být zapříčiněno tím, že chitosan prošel procesem lyofilizace, 

byl při procesu 2x rozpuštěn v kyselém vodném roztoku nebo samotnou přítomností a 

interakcemi s molekulou FITC. 

4.5.2. Vyhodnocení krátkodobé stability částic  

Vzhledem k případným prodlevám mezi přípravou částic a ovlivněním buněk byla 

stanovena jejich stabilita v čase, aby se ověřilo zda fluorescenční značení CS nemá vliv na jejich 

stabilitu. Postup proběhl podle kapitoly 3.8. stejně jako u neznačených částic. Fyzikálně-

chemické parametry částic (hydrodynamická velikost, PDI a zeta potenciál) byly stanoveny po 

přípravě a následně po 3, 7 a 14 dnech. Mezi tím byly částice skladovány při 4 °C v temnu. 

Výsledky hydrodynamické velikosti a PDI jsou graficky znázorněny v grafu 11. Výsledky zeta 

potenciálu částic jsou pak uvedeny v grafu 12. 
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Graf 12: Stabilita částic FITC-CS/TPP – zeta potenciál (n = 3) 

Po 14 dnech byl pozorován mírný nárůst velikosti o 6,53 %, což je stále méně než 10 % 

a částice lze označit jako stabilní a vhodné pro krátkodobé skladování [213]. Ani ostatní 

sledované parametry nebyly nijak významně ovlivněny.  

4.5.3. Hodnocení interakce částic s EGF s buněčnou linií A549 

Byl proveden pilotní experiment s připravením jednoho vzorku částic CS/TPP bez 

proteinu a jednoho vzorku částic CS/TPP se zachyceným EGF, ty byly následně 

charakterizovány a poté použity k hodnocení interakce s buňkami A549. Jejich fyzikálně-

chemické parametry jsou uvedeny v tabulce 16.  
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Tabulka 16: Fyzikálně-chemická charakterizace FITC značených částic CS/TPP s a bez EGF 

použitých pro hodnocení interakce s buňkami (průměr z 12 měření) 

1 vzorek 
Hydrodynamická 

velikost [nm] 

Polydisperzní 

index 

Zeta potenciál 

[mV] 

FITC-CS/TPP 168,4 ± 7,3 0,369 ± 0,079 54,3 ± 2,3 

FITC-CS/TPP 

(EGF) 
169,0 ± 2,2 0,367 ± 0,031 44,7 ± 2,2 

Velikost částic bez EGF byla menší než 200 nm, což naznačuje, že budou internalizovány 

pomocí mechanismů pinocytózy [163]. Tento připravený vzorek byl jen mírně polydisperzní a 

u části měření byly odhaleny 2 velikostní populace – první o velikosti 52,14 ± 12,43 nm a druhá 

o velikosti 268,7 ± 15,22 nm.  

Vzorek částic se zachyceným EGF byl připraven o podobných hodnotách a byl hodnocen 

jako monodisperzní. Pouze hodnota zeta potenciálu byla nižší, což souvisí se začleněním 

proteinu s negativním nábojem [13]. 

Jejich vysoký pozitivní zeta potenciál by měl usnadňovat jejich vychytávání buňkami, 

díky elektrostatickému přitahování k negativně nabitým buněčným membránám. Samotný 

proces transportu nabitých částic skrz buněčnou membránu bývá zprostředkován 

prostřednictvím mechanismu aktivní endocytózy [162]. Znalost zeta potenciálu je navíc 

nezbytná, protože na povrchovém náboji závisí degradace nanočástic v důsledku jejich 

interakce s lysozymy, která je pro podávání léčiv klíčová [132]. 

Buňky byly ovlivněny v obou případech částicemi ve 4 koncentracích (50, 100, 150, 

200 µg/ml). Zároveň byla připravena fluorescenčně neznačená suspenze částic CS/TPP 

(koncentrace 200 µg/ml) sloužící jako negativní kontrola, aby se vyloučila případná 

fluorescence samotných částic CS/TPP.  Buňky byly inkubovány s částicemi po dobu 3 hodin 

při 37 °C. Z fluorescenční mikroskopie byly získány obrazy ze tří fluorescenčních kanálů: 

modrého (barvení jader DAPI), červeného (barvení kyselých organel) a zeleného (signál FITC 

značených částic), které byly sloučeny do jednoho obrazu. Pro lepší vizualizaci lokalizace částic 

v buňkách byl přidán i obraz fázového kontrastu, na kterém je dobře patrná buněčná membrána. 

Tyto obrazy pro všechny koncentrace částic jsou uvedeny nejprve pro částice bez EGF 

v obrázku 16 a pro částice se zachyceným EGF v obrázku 17 s vloženým měřítkem značícím 

velikost 10 µm. 
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Obrázek 16: Zobrazení buněčné internalizace FITC značených částic CS/TPP 

   FITC + TRITC + DAPI                    + fázový kontrast 
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Obrázek 17: Zobrazení buněčné internalizace FITC značených částic CS/TPP s EGF 

   FITC + TRITC + DAPI                   + fázový kontrast 
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Na obou obrázcích jsou vidět modře obarvená jádra buněk, červeně značené kyselé 

organely a zeleně fluoreskující FITC značené částice. Negativní kontrola nevykazuje žádný 

FITC ani další jiný signál. Z těchto snímků byla vizuálně spočítána procentuální internalizace 

značených částic na 100 buněk, jejíž průměrné hodnoty jsou graficky znázorněny v grafu 13. 

 

Graf 13: Procentuální míra internalizace FITC značených částic CS/TPP s/bez EGF (n = 6) 

Z grafu je patrné, že internalizace CS částic je v obou případech velmi vysoká, dokonce 

převyšuje hodnoty očekávané na základě dostupných zdrojů [154, 224]. U částic bez EGF lze 

přesto pozorovat mírnou koncentrační závislost internalizace. Internalizace částic s EGF je ještě 

o něco vyšší, ale zde již patrný vliv koncentrace částic na míru jejich buněčné internalizace 

není. Možným důvodem může být, že se dosáhlo maximální míry buněčné internalizace částic, 

jelikož se hodnoty pohybují blízko 99 % pro většinu koncentrací a je nutno zohlednit 

biologickou variabilitu buněčného systému.  

Statistická analýza navíc neprokázala statisticky významný rozdíl mezi oběma 

skupinami. Výjimkou byla koncentrace 50 µg/ml, u níž nepárový t-test odhalil statisticky 

významný rozdíl s P-hodnotou 0,0041 (* = P < 0,05).  

Vzhledem k tomu, že jako pozitivní jsou hodnoceny i buňky s minimálním množstvím 

částic stejně jako buňky s jejich vysokou koncentrací, tak se toto hodnocení zdálo jako 

nekompletní. Z obrázků je navíc patrné, že se zvyšující se koncentrací částic narůstá i jejich 

internalizované množství v buňkách. Proto byla dále provedena kvantifikace částic pomocí 

analýzy fluorescečního signálu FITC v softwaru ImageJ. Získaný signál snímků ve formě 

Integrated density byl podle konkrétního počtu buněk přepočítán na signál na 100 buněk, který 
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byl ze snímků zprůměrován a graficky znázorněn v grafu 14, včetně výsledku negativní 

kontroly (NC).  

 

Graf 14: Kvantitativní analýza částic pomocí FITC signálu (n = 6) 

Vzhledem k variabilitě biologického systému a výrazným rozdílům mezi jednotlivými 

snímky vykazují získaná data velký rozptyl, což se projevilo také ve vysokých hodnotách 

směrodatné odchylky. Z tohoto důvodu je rozdíl mezi částicemi se zachyceným EGF a 

částicemi bez EGF statisticky nevýznamný, což bylo také potvrzeno provedením t-testu 

(P > 0,05). Nárůst buněčné internalizace částic po umožnění  transportu pomocí EGFR se tedy 

nepodařilo prokázat. Přesto výsledky poskytují přehled o relativním množství 

internalizovaných částic mezi jednotlivými koncentracemi, přičemž je patrná poměrně silná 

koncentrační závislost u obou typů částic. První dvě koncentrace částic vykazovaly pro obě 

skupiny podobné hodnoty, což lze pozorovat např. i v práci [224]. Následně byly mezi 

koncentracemi pozorovány větší nárůsty množství internalizovaných částic.  

Přesnějších kvantitativních výsledků by se mohlo dosáhnout použitím metod jako je např. 

průtoková cytometrie nebo lýzou buněk a následným měřením pomocí fluorimetrie či 

fluorescenčního módu ELISA testu [128, 175, 222]. 

Vzhledem k tomu, že je internalizace částic buňkami ovlivněna celou řadou faktorů a 

zároveň většina studií používá odlišné metody jejího hodnocení, které často záleží na 

konkrétním nastavení přístroje a nebo své výsledky uvádí v relativních hodnotách, může být 

porovnání získaných výsledků s dostupnout literaturou obtížné.  

Ve studii [224] popsali internalizaci CS/TPP částic o velikosti 221 nm s kladným zeta 

potenciálem (41,69 mV) až u 75 % buněk při koncentraci 250 µg/ml a 3hodinové inkubaci, 
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přičemž bylo potvrzeno, že míra internalizace roste s koncentrací částic. Podobné sledování 

bylo provedeno i v jiné studii [154], kde byly použity částice z CS a PCL o velikosti  ~199,5 nm 

a zeta potenciálu přibližně –10,1 mV. Výsledky ukázaly vysokou míru internalizace u 

koncentrací 1000 a 500 µg/ml: 98,5 a 95,6 %. Naopak při koncentraci 250 µg/ml už 

internalizace výrazně poklesla. V porovnání s těmito studiemi vykazovaly připravené částice 

dakeko větší míru buněčné internalizace i při menších koncentracích.  

V případě částic s EGF se studie zaměřují spíše na povrchové modifikace částic 

navázáním ligandu EGF. Studie [222] ukázala zvýšení buněčné internalizace želatinových 

částic z původních přibližně 55 % na 85 % v případě částic s EGF. I u chitosanových částic 

s EGF byl prokázán podobný efekt [225]. Existují také studie, které zkoumají vliv samotné 

přítomnosti volného EGF přidaného spolu s částicemi k buňkám na jejich buněčnou 

internalizaci prostřednictvím EGFR. To může být relevantní i v našem případě, jelikož se EGF 

z částic uvolňuje. Přičemž bylo prokázáno, že vazba EGF na jeho buněčný receptor vedla ke 

zvýšení příjmu menších částic oxidu křemičitého (59 nm a 130 nm), ale ne větších částic 

(422 nm a 1 µm), což potvrzuje velikostní limit pro EGFR-zprostředkovanou endocytózu [74, 

226].  
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5. ZÁVĚR 

V této práci byly úspěšně připraveny a charakterizovány částice CS/TPP, sloužící jako 

nosiče proteinu ovalbuminu a EGF. Částice vykazovaly vhodné fyzikálně-chemické vlastnosti 

– velikost pod 180 nm bez proteinu a přibližně 200 nm s proteinem, nízkou polydisperzitu, 

vysoký kladný zeta potenciál a výbornou krátkodobou stabilitu. Částice efektivně zachytily oba 

proteiny v polymerní matrici s vysokou účinností (přibližně 86-87 %) a vazebnou kapacitou 

nosiče (přibližně 65 μg/2mg). Obalení kyselinou hyaluronovou zvětšilo hydrodynamickou 

velikost částic a změnilo jejich zeta potenciál do záporných hodnot vykazujících nižší stabilitu 

částic. Hyaluronový obal také zajistil srovnatelně účinné zachycení ovalbuminu v částicích 

(89 %).  

Výsledky uvolňování proteinu z částic po lyofilizaci vykazovaly dvoufázové uvolňování 

typické pro CS částice, ovšem s mnohem nižší mírou uvolněného množství. Zároveň bylo 

pozorováno, že po lyofilizaci probíhalo uvolňování ovalbuminu téměř stejně jak z 

hyaluronového obalu, tak z polymerní matrice částic. Lyofilizace však vykázala efekt na 

uvolňování proteinů, konkrétně uvolňování EGF se po lyofilizaci snížilo (přibližně na poloviční 

množství) a uvolňování ovalbuminu se mírně zvýšilo.  

Fluorescenční značení CS mírně zlepšilo fyzikálně-chemické vlastnosti připravených 

částic, přičemž neovlivnilo jejich stabilitu. Byla pozorována vysoká míra nespecifické 

internalizace CS částic s mírnou závislostí na jejich koncentraci (přibližně 86-98 %). V případě 

umožnění i EGFR-zprostředkované endocytózy u částic ze zachyceným EGF byla pozorována 

mírně vyšší míra internalizace (přibližně 93-99 %), ale vzhledem k vysokým původním 

hodnotám se u většiny koncentrací nepovedla statisticky prokázat. Kvantifikace množství částic 

lépe zobrazuje vliv koncentrace částic na jejich buněčnou internalizaci, ale vzhledem 

k podobným hodnotám a zároveň k vysoké variabilitě dat se rozdíl mezi skupinami opět ukázal 

jako statisticky nevýznamný.  

Získané výsledky tedy naznačují, že částice obalené kyselinou hyaluronovou by 

vyžadovaly optimalizaci hodnot zeta potenciálu k zajištění jejich stability. EGFR-

zprostředkovanou buněčnou internalizaci by bylo vhodnější hodnotit s částicemi s nižší mírou 

nespecifické buněčné internalizace. Ovšem částice CS/TPP se zachyceným EGF vykazují 

potenciál nosičů růstových faktorů pro terapii chronických ran. 
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