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UvVoD

Soucasny farmaceuticky vyzkum se stale vice zaméfuje na vyvoj systéml umoznujicich
cilené a kontrolované podavani bioaktivnich latek, v€etné proteint. Proteiny maji diky své
vysoké specifité a biologické ti€innosti znacny terapeuticky potencial, avsak jejich vyuziti je
Casto limitovdno nizkou stabilitou, kratkym biologickym poloCasem a problematickym
transportem v organismu. K piekonani téchto prekazek se vyvijeji rizné nosi¢ové systémy, jako
jsou nano- a mikrocdastice, nanovlakna, hydrogely a jejich kombinace napft. na bazi syntetickych
a ptirodnich polymerd.

Jednim z nejpouzivangjSich ptfirodnich polymeri k tvorb& nosict je chitosan (CS), ktery
je biokompatibilni, antimikrobialni, neimunogenni a mé protirakovinné a regeneracni uc€inky.
Tyto systémy jsou schopny zachytit a ochranit Siroké spektrum proteint, od modelovych pres
rustové faktory (GF) pouzivané v oblasti hojeni ran a regenerace, antigent pfi ptipravé vakcin,
az po terapeutické protilatky a 1é¢iva pro cilenou onkologickou terapii. Napt. ristové faktory,
jako je epidermalni ristovy faktor (EGF), hraji kli¢ovou roli v procesu hojeni ran, kde podporuji
proliferaci a migraci bunék. I jen v ramci této prace byly citovany desitky odbornych publikaci
studujici nosi¢ové systémy s rastovymi faktory, které¢ dokladaji znacny pfinos této strategie.

Cilem této diplomové prace je ptiprava a charakterizace chitosanovych submikroc¢éstic s
navazanymi proteiny. Nejprve byl pro optimalizaci metodiky vyuzit modelovy protein
ovalbumin. Poté byly studovéany castice s EGF s cilem zajiSténi jeho ochrany, stability a
efektivniho uvoliiovani, které je kli¢ové pro mozné vyuziti v terapii chronickych ran. Vzhledem
k tomu, Ze se pro dlouhodobé uchovavani ¢astic ¢asto vyuziva lyofilizace, bylo testovano i
jejich uvolilovani po tomto procesu.

V dalsi casti prace je testovdna mozZnost cileného transportu pomoci receptoroveé
zprostiedkovaného vstupu do bunék. Konkrétné ptes EGF receptor (EGFR), ktery je nadmérné
exprimovan v fadé nadorovych bunék. Takovy pifistup mize umoznit selektivni dodani 1é¢iva
do nadorové tkdné€, ¢imz se minimalizuji toxické ucinky na zdravé bunky. Tato strategie je
pfedmétem intenzivniho vyzkumu pro dodavani inhibitort a toxickych protirakovinnych latek

prostiednictvim EGFR, ale mohla by pomoci i Iépe charakterizovat nosi¢e s EGF k hojeni ran.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Spojeni ristovych faktord s nanomaterialy k hojeni ran

Dodavani volnych rstovych faktorti pro hojeni ran je v dneSni I€katské praxi dobie
znadme. Jiz v roce 1997 schvalil Americky tGfad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) prvni
ptipravek obsahujici GF k hojeni diabetickych viedi. Konkrétné se jednalo o piipravek
obsahujici ristovy faktor odvozeny od desticek (PDGF) s obchodnim nazvem Regranex®, po
kterém nasledovaly i dalsi ptipravky s GF [1-3].

V soucasnosti se vyvijeji také nanomateridly, které diky své malé velikosti, vysokému
poméru povrchu k objemu, povrchové funkcionalizaci a schopnosti cilen¢ dodavat bioaktivni
molekuly, jako jsou GF, pfimo do mista poranéni nabizeji inovativni ptistup k urychleni hojeni
a zlepSeni regenerace ve srovnani s tradicnimi metodami 1é€by [4, 5]. Nanomaterialy jsou latky,
které maji velikost mezi 1 a 100 nm, alespoii v jednom ze tfi rozmérl, diky ¢emuz maji
jedine¢né chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti ve srovnani s pfislusSnymi materialy ve
vétsim mefitku. Nanomateridly se rovnéz lisi od pevného, kapalného, plynného a
plazmatického skupenstvi, jelikoZ materidly v rdmci nano maji vyrazné optické, magnetické a
elektrické vlastnosti [6]. Praktické vyuZiti nanomateridli s GF bylo prokazano v nékolika

experimentalnich studiich [7-13].

0D 1D 2D 3D
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nanocastice, nanovldkna, povlaky, strukturované a
kvantové tecky, nanotrubice, nanodesky, porézni materialy,
fullereny nanofilmy vrstvené materidly polykrystaly

Obrazek 1: Klasifikace nanomateriala podle poctu rozmérti, upraveno dle [6]

Nanomaterialy lze klasifikovat podle poctu rozméra, které spadaji do nanometrového
rozsahu. 0D nanomaterialy maji vSechny tfi rozméry v nanometrech, zatimco 1D nanomaterialy
disponuji jednou makroskopickou a dvéma nanometrovymi dimenzemi. 2D nanomaterialy maji

dvé dimenze mimo nanometrovy rozsah a pouze jednu v nanometrech. Naopak 3D
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nanomateridly nejsou v zZadném rozméru omezeny na nanoméfitko, ale jsou tvofeny strukturami
s nanorozmérovymi prvky. Toto rozdéleni, vcetné ptikladi jednotlivych kategorii, je

znazornéno na obrazku 1 [6].

1.1.1. Proces hojeni ran

Kuze se sklada ze tii vrstev, epidermis, dermis a podkozniho tuku, pokryva cely vnéjsi
povrch téla a tvofi asi 8 % celkové télesné hmotnosti [14]. Kize tak plsobi jako ochranna
bariéra proti vnéjSim vliviim a ma vlastnosti, které ji pomahaji chrénit se pied mechanickym,
chemickym, osmotickym, tepelnym a fotopoSkozenim. Pti jejim poskozeni je podkozni tkan a
organy vystaveny riziku infekce patogeny a nadmérné ztraté vody, proto je klicové jeji co
nejrychlejsi zahojeni [8, 14].

Hojeni ran je vysoce koordinovany proces obnovy poskozené tkan¢, ktery zahrnuje Ctyti
po sobé¢ jdouci, ale ptekryvajici se biologicka stadia: hemostazu, zanét, proliferaci a remodelaci
(znazornéno na obrazku 2) [15]. Tento slozity proces vyzaduje spolupraci extracelularni matrix
(ECM) a rhznych typi bunck, vcetné keratinocytl, fibroblastii, endotelidlnich bunék,
makrofagl a krevnich desticek. Tyto buiiky jsou v jednotlivych fazich hojeni fizeny slozitou
signalni siti, zahrnujici ristové faktory, cytokiny a chemokiny [8, 15, 16]. Hemostaza je prvni
fazi hojeni ran a zahrnuje procesy, jako je vazokonstrikce, agregace krevnich desticek a adheze
kolagenu. Tyto procesy jsou nezbytné pro zastaveni krvaceni a zah4jeni regeneracniho procesu.
Zanétliva faze zahrnuje odstranéni poSkozenych bunék a patogenti, pficemz buiky jako
neutrofily a monocyty uvoliuji enzymy a rdstové faktory [15]. Proliferativni faze je
charakterizovana tvorbou granula¢ni tkané, neovaskularizaci, reepitelizaci, ukladanim
kolagenu a kontrakci rany. Béhem proliferativni faze se postupné zvySuje mnozstvi fibroblastt,

zanétlivych buné€k a endotelidlnich bunck a také dochazi k obnové koznich adnex [16, 17].
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1) Hemostaza 2) Zanét 3) Proliferace 4) Remodelace

Zanét Bakterie Cervend krvinka Bild krvinka Krevnidestitka TNF-a TGF-B IL-6
‘, ® ®g e
...' o= O ) o ®e © .®
bl p—
. —
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Fibroblast Myofibroblast Makrofag Fibrinova matrix GAG matrix

Obrazek 2: Faze hojeni ran, upraveno dle [18]

Béhem hojeni ran dochdzi k postupné obnové poskozené tkané, pticemz vysledkem
tohoto procesu miiZze byt vznik jizvy. Jizva je tvofena vlaknitou tkani bohatou na kolagen, ktera
vznika zejména béhem remodelacni faze, kdy dochézi k reorganizaci a zpevnéni kolagenovych
vlaken. Tento proces zajistuje pevnost a stabilitu tkan€, avSak ¢asto na ukor jeji ptivodni
funkcnosti a elasticity [15, 16, 19].

BéZné doba hojeni ran je piiblizn€ 2—-3 dny [20]. B€hem rannych fazi hojeni koZnich ran
se imunitni bunky shromazd’uji v misté rany za G¢elem odstranéni poSkozené tkan¢ a vné¢jSich
patogend. Soucasn¢ se v misté poranéni uvolnuji ristovy faktor odvozeny od desti¢ek (PDGF)
a vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF), ktery pfitahuje endotelidlni buiikky do spodiny
rany a stimuluje tvorbu novych krevnich cév. Nové krevni cévy dodavaji kyslik a ziviny a hraji
dalezitou roli pti odstranovani metabolického odpadu [21].

Ovsem jakékoli naruSeni vnéj$imi nebo vnitinimi faktory v kterékoli z vySe uvedenych
fazi hojeni ran muize prodlouzit hojeni a vést ke vzniku chronické rany [22]. Mezi nejCastejsi
vlivy patii zejména infekce, jelikoZ rany jsou velmi snadno kontaminovany bakteriemi [15].
Lécba akutnich traumat se zaméfuje predevSim na zastaveni krvaceni, prevenci poSkozeni cév
a infekci [23].

Na rozdil od akutnich ran, hojeni chronickych ran je obtizné a doba potiebna k jejich
opravé se prodluzuje [16]. Chronicka rana je definovéana jako koZni rana, u které dlouhodobé
(déle nez 3 mésice) nedochazi k obnové normalni struktury a funkce tkané. Je spojena s
pokracujicim zanétem, silnym oxida¢nim stresem a opozdénou reepitelizaci, coz ma za

nasledek chronické zhorSovani procesu hojeni a v kone¢ném diisledku nelécitelné rany. Casto

17



se projevuje u pacientl s diabetem, arteridlnimi, zilnimi a tlakovymi viedy [22]. Nevhodna
l1é¢ba chronickych ran vede ke snizeni fyzické aktivity pacienta a mlize vést az k amputaci

postizenych koncetin [24].

1.1.2. Riistové faktory v hojeni ran

Jak bylo zjisténo, zhorsené hojeni chronickych ran je spojeno se snizenou sekreci
endogennich rustovych faktorti. Proto by poskytovani exogennich rastovych faktori v presné
nacasovanych intervalech poskytlo stimulaci k rychlejsi reepitelizaci, snizilo riziko infekce a
ptispélo k odstranéni abnormalit v procesu hojeni [7, 8]. Z téchto diivodl se zaCalo zkoumat
mnoho rastovych faktort, jako je ristovy faktor odvozeny od desti¢ek (PDGF), epiderméalni
rustovy faktor, transformujici ristovy faktor f (TGF-P), fibroblastovy rustovy faktor (FGF),
inzulinu podobny ristovy faktor 1 (IGF-1) a vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF)
[7, 20, 25].

Rustové faktory jsou ve vodé rozpustné proteiny majici schopnost regulovat mnoho
bunécénych procest a jsou klicové pro koordinaci interakci butika-buiika i1 bunika-mezibunécéna
hmota béhem fyziologického hojeni poranéni [26]. Napt. TGF-B hraje kli¢ovou roli pfi hojeni
ran tim, ze reguluje ukladani ECM, moduluje imunitni reakce a podporuje proliferaci bunék,
ovsem jeho nadmérna exprese mize podporovat jizveni [27]. VEGF je hlavni proangiogenni
faktor, stimuluje proliferaci endotelidlnich bunék a zvySuje permeabilitu cév [25]. FGF,
zejména FGF-2, podporuje proliferaci bunék spojenych s procesem hojeni, angiogenezi a je
zndm svymi protijizvicimi vlastnostmi [25,28]. PDGF usnadiiuje rGzné biologické
mechanismy, jako je buné¢na migrace, proliferace, prezivani, syntéza slozek ECM a chemotaxe
[29, 30]. IGF-1 podporuje proliferaci a migraci keratinocytl a fibroblastii, syntézu kolagenu,
epitelizaci a remodelaci tkani. Kromé toho podporuje angiogenezi, reguluje vaskularni reakce
a moduluje zanétlivé reakce, ¢imz udrzuje bunécnou homeostazu [31, 32].

Aktuélné schvalené GF (alespon v jedné zemi svéta, v roce 2025) k hojeni chronickych
ran, zejména diabetickych viedl, jsou PDGF (konkrétné PDGF-BB) ve formé topického gelu
nebo masti, EGF ve formé injekce, spreje nebo masti, a bazicky FGF (bFGF) ve formé injekce
do léze [2, 3,28, 33-35]. Mimo hojeni ran se uzivaji také ptipravky s keratinocytovym
rustovym faktorem (KGF) k 1é¢be zanéth stni sliznice u pacientil s malignim hematologickym
onemocnénim [36]. A v hematoonkologii se vyuziva faktor stimulujici rst kolonii granulocytii
a makrofagti (GM-CSF) [38].

Daleko vice pouzivané je vSak dodavani endogennich ristovych faktorti ve formé

autologni plazmy bohaté¢ na krevni desticky (PRP) a to jak u chirurgickych ran, tak pii hojeni
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téch chronickych. Aktivované krevni desticky v PRP mohou uvoliiovat fadu riistovych faktora
a cytokint, véetné PDGF, bFGF, VEGF, IGF-1, TGF-J a dalsich, které se podileji na podpoie
obnovy a regenerace tkani [38, 39]. V Ceské republice se PRP vyuZiva na mnoha pracovistich

s riznym zaméfenim terapie jiz po vice nez desetileti [40].

1.1.3. Epidermalni rustovy faktor

Aktivni EGF je maly jednofetézcovy polypeptid o velikosti ptiblizné 6 kDa, slozeny z 53
aminokyselin. Vznika proteolytickym stépenim svého prekurzoru, pro-EGF, ktery je ukotven v
bunécné membrané [9, 41, 42]. Ve své struktuie ma 6 cysteinovych intramolekularnich zbytkd,
které vytvareji 3 disulfidové vazby, stabilizujici smycky A, B a C, které jsou nezbytné pro jeho
biologickou aktivitu [43]. EGF je hydrofilni a tepelné stabilni polypeptid, avSak nachylny k
proteolytické degradaci. Jeho polocas rozpadu v téle se pohybuje kolem 2 az 3 hodiny [44, 45,
46]. EGF ma izoelektricky bod piiblizné€ 4,6, coz znamena, zZe za fyziologickych podminek (pH
~ 7) nese zaporny naboj [47].

Existuji dalsi pfibuzné ristové faktory, které dohromady s EGF tvofi rodinu rastovych
faktorit EGF. Kazdy z nich sdili alespoii jednu doménu podobnou EGF a spole¢né se vaZzou na
EGF receptor, znamy také jako HER1/ErB1. Jedna se o heparin-vazajici EGF, transformujici
rustovy faktor a, amfiregulin, epiregulin, betacelulin, epigen a neureguliny [48, 49, 50].

EGF je vylucovan predevs§im krevnimi destiCkami, makrofadgy a fibroblasty a plsobi
parakrinné na keratinocyty [13]. Detekovatelné hladiny EGF miiZeme nalézt v riznych
tkanovych extraktech a télesnych tekutinach, v€etné plodové vody, mléka, slin, obsahu Zaludku
a dvanactniku, pankreatické st'avy, zlu¢i a moci [51, 52].

Hlavnim medidtorem biologickych uc¢inkii EGF je jeho receptor EGFR, coz je
transmembranovy glykoprotein patfici do rodiny tyrosinkindz [53, 54]. Krom&é EGFR tato
skupina zahrnuje dalsi receptory: HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) a HER4 (ErbB4) [54, 55].
EGFR ma hmotnost ~170 kDa a sklada se z extracelularni, transmembranové a intracelularni
cytoplazmatické domény, ktera se dale déli na tyrozinkindzovou doménu a C-terminalni ocasek
[54, 56]. Ligandy se vazi na extracelularni oblast receptoru, ktera se sklada ze ¢tyt poddomén
(I-IV). Tato vazba spousti dimerizaci receptoru, aktivuje jeho tyrosinkindzovou aktivitu a
zahajuje signalni transduk¢ni kaskady, které ovliviuji Siroké spektrum biologickych procest
[45, 53, 56].

EGF prostiednictvim EGFR hraje klicovou roli v regulaci riistu, diferenciace a piezivani
bunck [10, 13]. Tato funkce je zasadni nejen pii hojeni a regeneraci poSkozenych tkani, ale i

pii vyvoji organi béhem embryogeneze a udrzovani homeostazy v dospélych tkanich [10, 13,
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44]. V procesu hojeni ran podporuje proliferaci keratinocytd a fibroblasti, které jsou klicové
pro obnovu epidermis a tvorbu ECM [10]. Zarovei stimuluje migraci buné€k do mista poranéni,
coz urychluje uzavieni rany a reguluje produkci ristovych faktort a cytokind, jez koordinuji
zanétlivou a regeneracni fazi hojeni [10, 13, 57]. EGF také snizuje apoptoézu v poskozenych
tkanich, podporuje tvorbu granulacni tkan¢ a neovaskularizaci, coz jsou dalsi kli¢ové procesy
pro efektivni hojeni ran [44, 57, 58].

Na druhou stranu dysregulace drahy EGF/EGFR vyznamné piispiva k rozvoji mnoha
typt rakoviny [53]. Konkrétné hyperaktivace drahy podporuje nadorovou proliferaci, inhibuje
apoptdzu a usnadnuje invazivni rast a metastazovani [59]. Proto je EGFR klicovym cilem v

onkologické 1é¢bé [53].

Rekombinantni epidermalni riistovy faktor

Lidsky EGF (hEGF) oznacuje pfirozené se vyskytujici ristovy faktor v lidském
organismu. Kvili netspéSnym pokustim o izolaci dostate¢ného mnozstvi hEGF z moci se zacal
vyuzivat rekombinantni lidsky EGF (thEGF) ziskavany pomoci rekombinantni DNA
technologie [45, 60]. Pokroky v technologiich genové rekombinace umoziuji velkou produkei
rhEGF s vhodnou ¢istotou a bezpecnosti pro experimentalni 1 klinické pouziti [44].

Nejpouzivanéj$Sim a nejuniverzalnéjsim systémem pro vyrobu rhEGF ziistava bakterie
Escherichia coli, protoze umoziiuje snadnou genetickou modifikaci, rychlou expresi proteinti a
vysokou rychlost ristu. thEGF je navic biologicky aktivni i bez posttranslacnich modifikaci a
usporadani EGF vSak muze rekombinantni produkce v prokaryotickych systémech vést
k problémim, jako je nespravné sbalovani proteinu, tvorba inkluznich télisek, neshoda
disulfidovych vazeb a dal$im omezenim. E. coli se vSak geneticky modifikuje a podminky

produkce se zdokonaluji, aby se témto problémiim predeslo [63].

1.1.4. Nanomaterialy s ristovymi faktory
Terapeutické vyuziti volnych rastovych faktorti je zna¢né omezené, protoze mohou byt
snadno degradovany proteindzami pfitomnymi v prostfedi rany nebo odstranény exsudatem
diive, nez se dostanou do liizka rany [8]. Kromé& toho maji nizkou stabilitu a kratky biologicky
polocas [16]. Aby zistaly ristové faktory v terapeutickém okné (rozmezi mezi G¢innou a
toxickou davkou l1éciva), byly by potfebné vysoké a opakované davky, coz vSak vede
k problémim s toxicitou [16, 23]. Vysoké plazmatické hladiny nékterych GF navic byvaji

spojovany s rizikem rozvoje nékterych druht rakoviny nebo metastazovanim jiz pfitomnych
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malignit [64, 65]. K ochrané rastovych faktorti ptfed enzymatickou ¢i tepelnou degradaci a k
udrzeni jejich G¢inné koncentrace v misté¢ pusobeni se inkorporuji do systému cileného
dodavani IéCiv [9, 66].

Systémy cileného dodavani 1éCiv zajist'uji nejen kontrolované davkovani a ochranu téchto
molekul, ale také zlepSeni prenosu 1éCiva pres kiizi a membrany, jehoz by n¢kterd 1é¢iva nebyla
schopna, kvuli faktoriim jako jsou velka molekulova hmotnost, Spatna propustnost membran a
hydrofilni charakter latky [23, 44].
hojeni ran [67]. Idealni systém dodéavani rastovych faktor k hojeni ran by mél zajistovat
Casoprostorové dodavani vice ristovych faktorti v ptirozenych davkach a reagovat na urcité
stimuly (napt. zménu pH) a 1épe tak simulovat jednotlivé faze procesu hojeni ran [26, 67].

Bé&zné pouzivané materialy k tvorbé nosicii GF k hojeni jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Piehled béznych materiald k tvorbé nosict rustovych faktord

Kategorie materialu Priklad Zdroj

Ptirodni polymery Chitosan, hyaluronan, alginat, kolagen, [7], [25], [30], [46],

zelatina, dextrin, fibrin [68], [69], [70], [71]
Syntetické polymery poly(mlécno-glykolova kyselina) [68], [69], [72]
(PLGA), polyethylenglykol (PEG),
polykaprolakton (PCL)
Anorganické Oxid kiemicity, hydroxyapatit, kovy [73], [74], [75]
materialy (zlato, stiibro)
Lipidy Liposomy, transferosomy, pevné lipidové [44], [76]
Castice

1.2. NosicCové systémy z chitosanu
Chitosan se diky svym vlastnostem hojné vyuZziva v nanotechnologiich, zejména jako
nosi¢ pro dodani riznych terapeutickych latek [77]. Tento biopolymer Ize snadno formovat do

ruznych matric, jako jsou nano/mikrocastice, filmy, hydrogely, vlakna ¢i tzv. skafoldy [12, 77—

79].
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1.2.1. Chitosan

Chitosan je pfirodni linearni polysacharid ziskdvany ¢astecnou alkalickou N-deacetylaci
chitinu, ktery se bézné ziskava zejména z exoskeletu rtiznych clenovct [77, 80]. Strukturné se
CS sklada =z opakujicich se jednotek N-acetyl-2-amino-2-deoxy-D-glukosy (N-
acetylglukosamin) a 2-amino-2-deoxy-D-glukosy (glukosamin), které jsou propojeny B-(1—4)
glykosidovymi vazbami [13, 77]. Jeho struktura je znazornéna na obrazku 3. Dulezitd je
pritomnost jedné volné reaktivni aminoskupiny (-NH») a dvou hydroxylovych skupin (-OH) v
kazdé monomerni jednotce, coz zprostiedkovava fadu chemickych reakci a usnadituje jeho
modifikace [81, 82].

Proces deacetylace zahrnuje odstranéni acetylové skupiny z N-acetylglukosaminovych
jednotek v molekuldrnim fetézci chitinu, ¢imZ vznika glukosamin obsahujici aminoskupinu
(-NH>). Stupen deacetylace (DD) je kliCovym parametrem CS, ktery udava molarni procento
glukosaminovych monomernich jednotek a pohybuje se od 0 % (chitin) do 100 % (pIné
deacetylovany chitosan) [80, 82].

HOH,C NHCOCH;|
o)
\“O o) HO ho/
L1
)
NH, HOH,C
- n- -m
Glukosamin N-acetylglukosamin

Obrazek 3: Chemicka struktura chitosanu, upraveno dle [80]

CS je charakterizovan jako polymer s DD >50 % [82]. Komer¢né dostupné chitosany
vykazuji DD obvykle okolo 70-90 % [83] a rozsah molekulovych hmotnosti mezi 10 a 500
kDa [84]. Pro specifické aplikace lze pfipravit i CS s hodnotami DD >95 % [85]. Pravé
molekulova hmotnost (odvijejici se od stupné polymerace) a DD znaéné ovliviuji fyzikalné-
chemické a biologické vlastnosti CS [84, 86].

CS ma amfolyticky charakter, diky ¢emuz je jeho chovani zavislé na pH prostiedi [79].
V kyselych vodnych roztocich s pH niz§im nez 6,5 (pod jeho disocia¢ni konstantou pKa) se
volné aminoskupiny protonuji a zptsobuji, ze CS ziskava vysoky kladny ndboj a rozpousti se.
Pfi neutralnim nebo alkalickém pH vSak CS pfechéazi do neutralni az zdporné nabité formy, coz
vede k jeho nerozpustnosti. Kladny naboj mu umoziuje interakci s negativné nabitymi
polyaniontovymi molekulami (jako jsou DNA, RNA, proteiny nebo fosfolipidy), bunécnymi

membranami a zprostiedkovava antibakterialni ucinek [10, 79, 84, 87, 96]. Prave jeho citlivost
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na zmény pH je jednou z vlastnosti, ktera jej ¢ini vhodny zéklad pro inteligentni stimula¢né
reagujici nosi¢ové materialy [88].

CS se vyuziva v celé fad¢ oblasti, véetné farmacie [77], biomediciny [84], potravinaistvi
[84], zeméd¢lstvi [89], kosmetiky a dalSich [80]. Je biokompatibilni, biodegradabilni,
netoxicky, neimunogenni a vykazuje antibakteridlni, mukoadhezivni a hemostatické vlastnosti.
Tyto schopnosti jej ¢ini vynikajici volbou pro systémy dodavani 1éCiv [13, 80, 89].
terapeutickych systémii zaméienych na 1écbu infekci nebo nadort [10, 13, 87]. CS také
podporuje regeneraci tkéani, urychluje hojeni ran a zlepSuje granula¢ni proces [16, 90].
Vzhledem k témto vlastnostem se stale Castéji vyuziva v bioaplikacich, véetné tkanového
inZenyrstvi, biozobrazovani, hojeni ran a vyvoji nanokompozitl pro rtizné dalsi terapeutické

gely [12, 77, 84].

1.2.2. Tripolyfosfat sodny
Tripolyfosfat sodny (TPP) s chemickym vzorcem NasPs;Oio je anorganicka sloucenina
patfici mezi polyfosfore¢nany. Skladd se ze tfi fosfdtovych skupin propojenych do
polyaniontové struktury (viz obrazek 4), kterd vykazuje vyjimecné chelatacni vlastnosti. Diky

riznych primyslovych a védeckych aplikacich [91, 92].
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Obrazek 4: Vzorec tripolyfosfatu sodného [93]

Ve vodném roztoku se TPP disociuje na sodné ionty (Na*) a tripolyfosfore¢nanové
anionty (P3010)>. Tato vlastnost umoZiluje vytvafeni vodikovych vazeb a elektrostatickych
interakci, coZz jej ptredurcuje k pouziti jako sitovaciho Cinidla, naptiklad v kombinaci s
biopolymery, jako je pravé chitosan [88, 94]. Vodny roztok TPP je navic dlouhodobé¢ stabilni,
netékavy pii zvySenych teplotach, levny a dostupny [95].

TPP je dale Siroce pouzivan jako aditivum s aplikacemi sahajicimi od potravinarskych
konzervacnich latek az po maziva pouzivana v keramickém primyslu. V masném priimyslu se

hojné vyuziva jako Cinidlo vézajici vlhkost [91]. TPP se také pouziva v rtuznych Ccisticich
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prostfedcich, dale jako zpomalova¢ a disperzni ¢inidlo v cementovych formulacich, ¢i jako
inhibitor koroze zeleza [93, 95, 97].
TPP je netoxickd a dobfe rozpustnd sloucenina, kterd diky svym antimikrobidlnim

ucinkiim mize slouzit jako antimikrobidlni ¢inidlo [91, 95].

1.2.3. Cstice
Chitosanové Castice je mozné piipravit v Sirokém rozsahu velikosti, od nanometr po
mikrometry. Castice s velikosti vramci mikrometri nazyvame mikro¢astice [98].
Submikroc¢astice obvykle oznacuji ¢astice s velikosti 100 nm az 1 um [99]. Mensi Castice v
rozsahu 1-100 nm se jiz oznacuji jako nanocastice (NP) [100]. V biomedicinskych aplikacich
se vSak Casto vSechny castice men$i nez 1 pm neptfesné oznacuji jako nanocastice [30,

77,81, 87,101, 102].

Jednoduché castice

Chitosanové ¢astice s jednoduchou strukturou tvorené pouze z chitosanu nebo jeho
derivatl, poptipad¢ jejich kombinaci se sitovacim Cinidlem se tvofi riiznymi metodami. Jednd
se napt. o metody, jako je emulzni zesitovani, koacervace a precipitace, suseni rozprasovanim
ionotropni gelace a dalsi [13, 77].

Nejrozsifenéjsi metodou piipravy je ionotropni gelace, protoze jeji proces je jednoduchy,
mirny, snadno ovladatelny, bez pouziti organickych rozpoustédel a vysokych teplot [87]. Tato
metoda vyuZiva zdporn€ nabité slouceniny jako sitovaci €inidla [77]. Typicky se jedna o malé
vicenasobng nabité aniontové molekuly, jako jsou sulfaty, citraty a fosfaty [102]. Nejcastéji
pouzivanym c¢inidlem je vSak TPP diky své bezpecnosti a multivalentnim vlastnostem [77].
Samotny proces spociva ve spontanni reakci chitosanu se sitovacim ¢inidlem TPP za vzniku
polyelektrolytového komplexu CS/TPP [103]. Tento komplex je stabilizovan elektrostatickou
interakci mezi kladn€ nabitymi aminoskupinami CS a zaporné nabitymi skupinami TPP, coz
vede k trojrozmérnému propleteni, které se z vodného roztoku vysrazi ve formé gelovitych

¢astic [77, 103]. Schéma piipravy téchto ¢astic je zndzornéno na obrazku 5.
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Obrazek 5: Piiprava ¢astic CS/TPP, upraveno dle [104]

Castice CS/TPP jsou stabilni, majici velikost obvykle v ¥adu desitek aZ stovek nanometri,
umoznuji Sirokou $kdlu modifikaci, zachytavani riznych bioaktivnich latek a nasledné pokryti
jednou ¢i vice vrstvami jinych materiald, coz rozsifuje jejich funkéni vlastnosti [87, 101, 105].

Vrstvené Castice
Tyto Castice se nejcastéji syntetizuji pomoci techniky vrstva na vrstvu (layer-by-layer), pfi niz
se chitosanoveé vrstvy stfidaji s aniontovymi polyelektrolyty, jako je napt. alginat, heparin,
chondroitin sulfat nebo kyselina hyaluronova (HA) [105-107]. Takto mohou byt pokryvany
vrstvami jednoduché chitosanové Céstice, ale tato technika muze byt také vyuZita k pokryti
vrstev pevného jadra, napiiklad tvofené¢ho oxidem kiemicitym, liposomy nebo polystyrenem.
Toto jadro miize byt poté odstranéno napiiklad pasobenim zmény pH nebo vhodného
rozpoustédla, ¢imz vznikaji duté kapsle [106—108].

Tvorba stabilnich, funkénich vicevrstvych castic je zalozena primarné na
elektrostatickych interakcich, které jsou ¢asto doplnény vodikovymi vazbami a hydrofobnimi
interakcemi [105, 108]. Pro zvySeni stability mezivrstvy se vyuzivaji strategie zesitovani,
naptiklad s pouzitim glutaraldehydu nebo genipinu. Jednotlivé vrstvy lze pfipravit procesem
nastiiku nebo naméceni, coz umoziuje kontrolu nad tloustkou a uniformitou vrstev [107, 109,
110].

Aplikace Vrstvenych CS castic se silné zaméf'uji na dodavani 1éCiv, pﬁéemi studie ukazuji

vvvvvv
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struktura poskytuje vyssi kontrolu nad jejich funkci, coz je ¢ini vhodnymi pro pokrocilé

terapeutické strategie (napft. pfi onkologické 1écb¢) [105, 106].

Obalované castice

Chitosanové castice mohou byt pokryty ochrannym obalem, ktery je chrani pted
degradaci a imunitnim systémem, modifikuje jejich povrchové vlastnosti nebo umoznuje cilené
dodavani 1é¢iv na konkrétni buiiky [111, 112]. NejéastéjSimi materialy pro tvorbu obalil jsou
alginat, PEG, kyselina hyaluronova a lipidy [112—115]. Tvorba obalt probiha vétSinou po
samotné piipravé Castic nejcastéji metodami zalozenymi na iontovych a elektrostatickych
interakcich [115].

Napt. chitosanové Castice potazené alginatem ochranuji ¢astice a zachycena 1éciva pred
kyselym pH v Zaludku pfi peroralnim podani [111]. Obaly z kyseliny hyaluronové se vyuZzivaji
pro cileni na bunikky nadmérné exprimujici CD44 (Casto prostiedi rakoviny), coz prokazuje
zlep$enou akumulaci a dodavani 16¢iv [116]. Castice s obalem tvotenym PEG mohou zvysit
dobu cirkulace v organismu tim, Ze omezuji adsorpci sérovych proteinti na jejich povrchu [117].

Naopak chitosan je sam také hojné vyuZivan jako material k obaleni ¢éstic z jinych
materidli a tim mulZe zlepsit jejich biokompatibilitu, povrchové vlastnosti ¢i umoZznit oralni

podani [118, 119].

1.2.4. Nanovlakna

Nanovlakna nebo mikroskopické formy vldken CS jsou fibrilarni vldkna o priméru od
nckolika desitek az nékolik stovek nanometri. Metoda elektrostatického zvldknovani
(elektrospinning) je béznou metodou pro jejich ptipravu, zejména diky vyhodam, jako je
laditelny pramér a velikost porit nebo zajisténi morfologické podobnosti vldken s ECM [78].
Béhem elektrostatického zvldknovani je roztok polymeru posouvan injekéni stiikackou s jehlou
na konci, kde se vytvaii Taylortv kuzel (kuzelovité tvarovany objem tekutiny). Mezi jehlou a
kolektorem vznika ubytek napéti, ktery vytahuje polymerni roztok do jemnych vlaken, které se
poté zpeviuji [120, 121].

Chitosanova nanovldkna maji relativné vysoky pomér specifického povrchu k objemu,
poérovitost a unikatni chemické a fyzikdlni vlastnosti, které vyplyvaji z jejich jedine¢né
struktury [78, 120]. Protoze se vSak chitosan rozpousti pouze v kyselém vodném roztoku a jeho
roztok je kationtovy polyelektrolyt, dochazi pii elektrospinningu k velkym odpudivym silam
mezi kladn€¢ nabitymi skupinami, coz brani tvorbé vldken [78]. Pro zlepSeni
elektrospinovatelnosti chitosanu se vyuzivaji piistupy, jako je pouziti kyseliny trifluoroctove,

smichani s aniontovym polyelektrolytem (napt. kyselinou hyaluronovou) nebo smichéni s
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hostitelskymi polymery, jako je polyvinylalkohol, poly(ethylenoxid) a Zelatina, které jsou
atraktivni zejména pro biomedicinské aplikace. Nanovlakna maji Siroké vyuziti napft. pro fizené
uvoliiovani 1éCiv, hojeni ran ¢i potravinaistvi a filtraci latek [78, 120]. Navic diky zminéné
podobnosti s ECM rovnéz slouzi jako tzv. skafoldy, které usnadnuji adhezi a proliferaci bun¢k

a nachdzeji uplatnéni zejména v tkaniovém inzenyrstvi [29].

1.2.5. Hydrogely

Hydrogel je trojrozmérna makromolekularni sit’ hydrofilnich polymernich fetézct tvotici
koloidni gel, ktery je schopny zadrzovat velké mnozstvi vody, pficemz zlistdva nerozpustny.
Cast této vody je pevné vazana na polymer a zbytek je piitomen jako volna voda, jejiz mnoZstvi
se pohybuje od 10 % do tisicindsobku jejich vlastniho objemu [10, 122]. Chitosanové
hydrogely, vytvofené fyzikalnim nebo chemickym zesiténim, vykazuji fadu vyhodnych
vlastnosti, véetn¢ biokompatibility, antimikrobidlni aktivity, nizké degradability a schopnosti
reagovat na podnéty prostiedi (napt. pH, teplota) [122—124].

CS ma schopnost vytvatet gel bud’ samostatné, nebo v kombinaci s jinymi slou¢eninami
[125]. Tyto hydrogely nachazeji vyznamné uplatnéni jako obvazové materialy podporujici
hojeni ran a popélenin, protoZe vytvaieji vlhké prostiedi, mohou absorbovat exsudaty
s vysokym pfisunem kysliku, poskytnout tepelnou izolaci a umoznit migraci a proliferaci bunck
[10, 126]. Struktura hydrogelti s inkorporovanymi bioaktivnimi latkami, zejména GF, navic
umoznuji jejich fizené uvoliiovani a ochranu pted degradaci [122].

Do téchto hydrogell je také moZno zaclenit pfipravené Castice a ziskat tak kompozitni
gely, které kombinuji vlastnosti hydrogelu a ptidanych ¢astic a mohou zlepsit jeho mechanické
vlastnosti [127]. Byly také vyvinuty in situ gelujici injekéni hydrogely, které nejen usnadiiuji

zachyceni terapeutickych lé¢iv, ale také umozZiiuji iplné vyplnéni oblasti rany [10].

1.3. Vazba latek s nosici

Chitosanové nosice se vyuzivaji jako systémy pro fizené uvoliovani 1é¢iv, jelikoz maji
schopnost véazat rtizné hydrofilni i hydrofobni latky, véetné NK, proteinti a peptidi (jako jsou 1
GF), fosfolipidii a dalSich molekul [77, 128]. Tyto nosi¢e umoziuji inkorporovat u¢inné latky
do své vnitini struktury nebo je adsorbovat na jejich povrch. Napft. v ptipad€ chitosanovych

c¢astic lze na zaklad¢ distribuce ucinné latky rozliSovat kapsle nebo sférické castice [129].
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Obrazek 6: Moznosti vazby latek s ¢asticemi, pfevzato z [130] a upraveno dle [117]

1.3.1. Zachyceni

Zachyceni (entrapment) je proces pii kterém je bioaktivni latka fyzicky uzaviena uvnitf
polymerni matrice nosice pii jeho formaci. Tento princip se uplatiiuje u riznych typid nosicu.
U nanovlaken je zachyceni zprostiedkovano jednoduchym smésnym elektrospinningem, které
je zalozeno na smichani molekul latek s polymernim roztokem pted procesem elektrospinningu
a tim vytvofeni hybridniho nanovlédkna. Tento typ vazby vykazuje ve srovnani s fyzikalni
adsorpci stabilnéjsi profily uvoliiovani latek, avSak nevyhodou je, Ze roztok s lé¢ivem musi
zachovat schopnost zvlaknovani [120, 128].

U hydrogeli je samotny proces obdobné¢ jednoduchy — bioaktivni latka se rozpusti
v roztoku polymeru, ktery pozdéji vytvori gel. Nicméné Spatnd rozpustnost nékterych latek ve
vodném prostfedi mlize vést k nizké mifte zatiZzeni hydrogelu 1é¢ivem (obvykle pod 10 %), coZ
omezuje jejich praktické vyuziti [131].

Dalsim typem nosi¢e schopnym zachytit do své struktury mnohé bioaktivni latky jsou CS
Castice pripravené napf. ionotropni gelaci, které diky jiz zminénym Setrnym podminkdm
pfipravy zamezuji moznosti denaturace a zachovavaji stabilitu latek i po uvolnéni [128, 132].
Lécivo je pii ptiprave rozpusténo nebo dispergovano v roztoku polymeru a nasledné fyzikalné
zachyceno v polymerni siti po ptfidavani TPP [132]. Takto vzniklé Castice jsou znazornény na
levé stran¢ obrazku 6A.

Tato metoda poskytuje vysokou u€innost vazby. Napt. Hashemi et al. (2023) ve své praci
uvadi, ze Ucinnost zachyceni EGF ve struktute ¢astic CS/TPP byla ptiblizn€¢ 70 % [13]. Yadav
P.a Yadav A. B. (2021) prokazali ucinnost navazani bovinniho sérového albuminu (BSA) jako
modelového proteinu dokonce >90 % [128]. Uginnost zachyceni je zavisld na mnoha faktorech

jako je napf. koncentrace chitosanu, koncentrace proteinu, hmotnostni pomér CS a TPP a pH
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roztoku chitosanu [132]. Tento druh vazby sice miize vykazovat mirné pocatecni explozivni
uvolnovani, ale nasledné mize poskytnout pomalé uvoliiovani bilkovin po delsi dobu, coz je
vyhodné napi. pro podavani vakcin a bilkovinnych 1éCiv pouzivanych pii chronickych

onemocnénich [133].

1.3.2. Enkapsulace

Enkapsulace spociva vizolaci a ochran¢ aktivnich latek (pevnych, kapalnych nebo
plynnych) pied okolnim prostiedim uvniti obalii o velikosti nano- ¢i mikrometrii tvofenych
napf. z polymernich materiald. Vznikaji tak nosice s vnitinim jadrem, ve kterém je tato latka
obsazena. Vzhledem k ochrannym t¢inktim materidlti obalu a zvétSenym povrchovym plocham
se enkapsulace hojn¢ vyuziva pro potencidlni dorucovaci systémy ke zvySeni rozpustnosti,
stability a absorpce bioaktivnich latek pro fizené a cilené uvoliiovani [134, 135].

V ptipad¢ nanovlaken se enkapsulace latek provadi pfi tzv. koaxialnim elektrospinningu,
kdy nanovlakna se strukturou jadro-plast’ vznikaji koaxialnim a souc¢asnym elektrospinningem
dvou roztokl (tj. roztoku polymeru a roztoku 1é¢iva) v jedné jehle. Profil uvolnovani latek
ztéchto vlaken zahrnuje pocéateéni narazové uvoltiovani a fazi trvalého uvolhovani.
V porovnani se smé€snym elektrospininngem je vSak uvoliiovani stabilnéjsi a nizs§i. Vzhledem
ke slozitosti tohoto procesu se vSak v oblasti podavani 1é€iv pouziva velmi ziidka [120].

Enkapsulace v hydrogelech se uplatiiuje spiSe formou hydrogelovych mikro/nanocastic,
formou kompozitnich gelt s kapslemi nebo ¢asticemi v hydrogelové matrici, pfipadné tvorbou
vicevrstevnych hydrogelovych struktur [131]. U samotnych kapsli se latky zachycuji metodami
vlastnostmi se mize vyuzit i technika vrstva na vrstvu [105, 107, 134]. Zachyceni latek v jadru
kapsle je zndzornéno na praveé stran€ obrazku 6B.

Takovéto kapsle mohou vykazovat vysokou ucinnost enkapsulace. B. Koppolu a D.
Zaharoff (2014), kteti pouzivali jako modelovy antigen ovalbumin a BSA a dosahli u¢innosti
enkapsulace >90 % [136]. Uvolnovani materidlu jadra byva ovlivnéno piedev§im degradaci
struktury ¢astic, proto tento druh vazby nevykazuje vysoké pocatecni explozivni uvoliiovani,
coz muze byt zddouci pro aplikace vyzadujici kontrolované a prodlouzené uvoliovani ucinné

latky a minimalizaci toxicity [117, 134].

1.3.3. Adsorpce

Adsorpce je povrchovy exotermicky proces, pii kterém se molekuly slouceniny v

plynném nebo kapalném stavu hromadi na povrchu adsorbentu. Adsorpce molekul na povrch

29



muze probihat dvéma zplisoby, kterymi jsou fyzikalni adsorpce a chemicka sorpce, v zavislosti
na interakcich mezi molekulami a povrchem. Pti fyzikalni adsorpci se uplatiiuji slabé sily, jako
jsou elektrostatické interakce a Van der Waalsovy sily. Pfi chemické adsorpci vznikaji mezi
povrchem a adsorbovanymi molekulami silné chemické vazby, jako jsou kovalentni vazby
[137].

Chitosanové castice maji diky svému pozitivnimu povrchovému néaboji schopnost
interagovat se zaporné¢ nabitymi molekulami, kam patfi napt. vétSina proteinli, pomoci
elektrostatickych interakci. To je nezddouci v ptipad€ adsorpce sérovych proteint a tim tvorby
proteinového obalu ¢astic v organismu, ovsem v rdmci tvorby nosi¢li se tohoto jevu vyuziva
[117]. V tomto ptipadé se protein ¢i jind molekula vaze na povrch ¢astic az po jejich ptiprave
pti spole¢né inkubaci latek s ¢asticemi. Adsorpce je obvykle reverzibilni a k desorpci latky
dochazi hned po kontaktu s médiem a proto se ji vyuziva, kdyz je potieba rychlého uvoliovani
latky nebo kdyZ neni zadouci zésah do struktury ¢astic [117, 133].

U elektrospinovanych vlaken piedstavuje fyzikalni adsorpce nejjednodussi a nejcastéji
vyuzivany zpusob vazby ruznych latek. Tento pfistup lze vyuzit také pro vazani latek na
ptipravené hydrogely. Tato strategie spociva v ponofeni vldken ¢i geli do vodné faze obsahujici
danou latku (jako ¢isty roztok nebo nebo emulze). Latka se na povrch vaze prostfednictvim
elektrostatickych interakci, pficemz ale tento pfistup byva spojen s nekontrolovanym profilem
uvoliiovani. Mimo to je mozné vyuzit i chemickych vazeb a latky k nosicim kovalentné

imobilizovat [120, 138].

1.4. Charakterizace ¢astic s proteiny

Vlastnosti ¢astic jsou klicové pro jejich vyuziti v biomedicinskych aplikacich, jako je
cilené podavani proteinovych ¢i peptidovych 1éciv. Faktory jako velikost, ndboj, distribuce
velikosti, stabilita a povrch ¢astic urcuji jejich biodistribuci v téle, interakce s bunkami a
vytvateni proteinovych obalt, coz ovliviluje jejich funkei a toxicitu. Charakterizace Castic je

proto nezbytna nejen pro zajisténi optimalni ucinnosti, ale i bezpe€nosti [81, 139].

1.4.1. Hydrodynamicka velikost a polydisperzni index
Hodnoty hydrodynamické velikosti a indexu polydisperzity (PDI) se b&ézné analyzuji
pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) [44]. DLS je Siroce pouzivanou a preferovanou
technikou pfi charakterizaci ¢astic v jednoduchém rozpoustédle nebo biologickém prostiedi.

Tato metoda umoziuje neinvazivni a rychlou analyzu vzorkt v pfirozeném koloidnim stavu,
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coz minimalizuje manipulaci a pfispiva k reprodukovatelnosti a statistické vyznamnosti
vysledkut [139].

Pii DLS se suspenze castic osvétluje monochromatickym laserem a intenzita
rozptyleného svétla se zaznamenava pomoci detektoru fotonii pii pevném nebo proménném
uhlu rozptylu (v uhlu 90°, 173° nebo 13°). Intenzita rozptylu je pii pozorovani v
mikrosekundovém méfitku zavisla na Case v disledku Brownova pohybu castic. Browntv
pohyb je ndhodna rotace &astic zptisobena narazenim molekul rozpoustédla v okoli &astic. Cim

vetsi ¢astice, tim mensi pohyb a naopak [140, 141].

Hydrodynamicky pramér ¢astic

Vypocitany hydrodynamicky primér ¢astic ziskany pomoci DLS piedstavuje pramér
hypotetické koule [142]. Tento parametr oznacuje efektivni velikost castic, kterd zahrnuje
hydrata¢ni vrstvy a povrchové obaly ¢astic. V disledku toho byva hydrodynamicky primér
obvykle vyssi nez fyzicka velikost ¢astic méfend metodami, jako je elektronova mikroskopie,
ktera se zamétuje pouze na pevné jadro Castic [143, 144].

Hydrodynamicka velikost chitosanovych c¢astic se po zaclenéni proteinu vétSinou
zvysuje, coz souvisi s jejich fyzikalni inkorporaci do polymerni sit€ nebo adsorpci na povrch
castic. Vysledna velikost pak zavisi na vlastnostech konkrétniho proteinu, zejména na jeho
koncentraci, velikosti, izoelektrickém bod¢ a zplisobu zapouzdieni [13, 128, 133]. Tento trend
potvrzuji 1 vysledky Yadav P. a Yadav A. B. (2021), kdy velikost ¢astic bez proteinu Cinila
193,53 £44,9 nm a postupné zvySovani koncentrace BSA (0,5-1,5 mg) vedlo ke zvétSeni
velikosti ¢astic na 234,2 £ 50,27 nm az 333,36 + 94,63 nm. Dal$i navySeni koncentrace BSA na
2 mg jiz nevykazovalo dal$i nartst velikosti [128].

V nékterych studiich v8ak byl pozorovan i opacny trend, tedy sniZeni velikosti ¢astic po
inkorporaci proteinu. Tento jev byva vysvétlovan zvySenim elektrostatickych interakci mezi
negativné nabitym proteinem a kladn¢ nabitym chitosanem, coZ vede ke vzniku kompaktnéjSich

a mensSich ¢astic [13, 132, 145].

Polydisperzni index

PDI je bezrozmé&rné ¢islo, které charakterizuje rozloZeni velikosti ¢astic ve vzorku. Dava
nam informaci o tom, zda je systém mono- ¢i polydisperzni [141]. PDI se ziskava analyzou
kumulantli a je definovano jako smérodatna odchylka rozd€leni priiméru castic délena
pramérnym primeérem castic [146]. Idealni hodnota PDI by se méla co nejvice blizit nule (0

znamena monodisperzni ¢astice) [10].
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Chitosanové Castice se v zavislosti na podminkach ptipravy daji pfipravit s relativné
uzkou distribucni Sitkou velikosti. Typické hodnoty PDI se pohybuji v rozmezi 0,2-0,4 [87,
128, 145]. Pii zaclenéni proteinu mtize dojit k narustu i poklesu hodnoty PDI, jelikoz toto ¢islo

souvisi 1 se zminénymi dé&ji ovliviiujicimi velikost ¢astic [128, 145].

1.4.1. Zeta potencial

Povrchovy ndboj castic vyjadieny jako zeta ({) potencial rozhodujicim zplsobem
ovliviiuje interakci ¢astic s okolim a mize byt pouzit k predpoveédi dlouhodobé stability jejich
disperzi a ke studiu jejich povrchovych vlastnosti a souvisejicich adsorpénich jevi [147].

Oblibend metoda méfeni zeta potencidlu je zalozena na principu laserové dopplerovské
elektroforézy a je znama také jako elektroforeticky rozptyl svétla (ELS). Jednd se o
jednoduchou, snadnou a reprodukovatelnou techniku [147]. Pti ELS se zeta potencial odvozuje
z elektroforetické pohyblivosti, kterda se méfi rozptylem svétla pohybujicich se castic v
elektrickém poli [148].

Chitosanové castice obvykle vykazuji kladné hodnoty zeta potencidlu, které jsou
zpisobeny protonovanymi aminoskupinami CS [132, 145]. Vysoky zeta potencidl je ptiznivy
pro fizeni rychlosti uvoliiovéani 1é¢iva, ovSem pro buniky mlize byt toxicky a je tak vhodny pro
Castice s jinak nizkou toxicitou, kterymi CS ¢astice obvykle byvaji [132]. Inkorporace proteinu
do téchto Castic mize ovlivnit jejich zeta potencidl v zavislosti na povaze a naboji piidaného
proteinu. VétSina proteinll je negativné nabitd, coz obvykle vede k poklesu zeta potencialu
¢astic, pficemz pfi nizkych koncentracich miize byt tento efekt minimalni [13, 136, 145].
Naptiklad Hashemi et al. (2023) pozorovali pokles zeta potencidlu témét o polovinu po piidani
EGF do struktury ¢astic [13]. OvSem v nékterych ptipadech mohou byt zaznamenany i1 opacné

efekty [128].

1.4.2. Stanoveni mnoZstvi proteinu

Metody stanoveni mnozstvi proteinu jsou dilezité z hlediska stanoveni ucinnosti
zachyceni proteinu v ¢asticich a vazebné kapacity nosice [145]. Pro tento Gcel 1ze vyuzit rizné
analytické metody, které umoziuji presné méfeni mnozstvi proteinu v nanomaterialech. Mezi
tyto metody patii spektrofotometrické testy, jako je Bradfordav test [132] a Bicinchoninovy
(BCA) test [145]. Kromé toho se vyuziva napf. vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
(HPLC) [9], enzymové€ sptazeny imunosorbentni test (ELISA) [10], fluorescen¢ni [145] nebo
radioaktivni znacky [12].
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Jednou z nejpouzivangjSich metod pro kvantifikaci obsahu proteinu v ¢asticich je BCA
test [149]. Jedna se o neptimy test, kdy stanovujeme volny nenavazany protein v supernatantu
[149, 150]. Princip testu vychazi z biuretové reakce, pii niz proteiny v alkalickém prostredi
reaguji s ionty médi (Cu?*), coz vede k redukci Cu?" na Cu'*. V nasledujicim kroku ionty Cu'*
reaguji s bicinchoninovou kyselinou za vzniku fialového komplexu [149]. Tento ve vodé
rozpustny komplex vznika konkrétné chelataci dvou molekul BCA s jednim méd’natym iontem
(Cu'") (viz rovnice 1) a vykazuje silnou absorbanci pii vinové délce 562 nm, ktera je linearni
se zvysujici se koncentraci proteinu [151].

Tento test mize byt provadén jak zkumavkou metodou, tak i v mikrotitra¢ni desticce, coz

snizuje mnozstvi pouzitého vzorku a pracovnich roztoki [149].

[Cult — Protein,,|* + 2BCA - [Cult — (BCA),]|* + Protein,,

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

1.4.3. Kinetika uvoliiovani proteini z ¢astic a jinych forem
Kinetika uvoliiovani 1é¢iv z castic je kliCovym parametrem, ktery ovliviiuje
farmakologickou ti¢innost nosi¢ového systému. Studium tohoto procesu umoziuje optimalizaci
formulaci, predikci chovani 1é¢iv in vivo a vyvoj systému s fizenym uvolnovanim. Uvoliiovani
1é¢iva z Castic je ovlivnéno bobtnanim polymeru, difuzi adsorbovanych materiali, difuzi 1é¢iva
polymerni matrici, erozi nebo degradaci polymeru a nebo jejich kombinaci. Tyto mechanismy

jsou znazornény na obrazku 7 [117].

o ~ o =
° Bobtnani Kombinace

Eroze

Obrazek 7: Mechanismy uvoliovani latek z Castic, upraveno dle [117]
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Experimentalni metody sledovani uvoliiovani proteint se typicky skladaji z inkubace
¢astic v modelovém prostiedi (odpovidajici podminkam zamysleného zptisobu podani), odbéru
média v raznych casovych bodech a nésledné kvantifikace uvolnéného proteinu [9, 13]. K
oddé€leni ¢astic od uvolnéného proteinu se nejcastéji vyuzivaji dialyzacni stiivka [13] nebo
centrifugace [145].

Chitosanové castice s proteiny mohou zahrnovat tfifdzovy profil uvoliovani, ktery se
sklada z:

1) pocatecniho rychlého uvolnovani (burst release) — zptisobeného desorpci 1éCiva z
povrchu ¢astic,
2) stabilniho uvolnovani — které je vysledkem difize proteinu dispergovaného v
polymerni matrici,
3) konstantniho prodlouzeného uvolnovani — zplsobeného difuzi proteinu skrz
polymerni matrici a zaroven erozi polymeru [7, 152].
Ovsem vétsina chitosanovych ¢astic vykazuje dvoufazovy profil uvoliiovani, ktery zahrnuje jen
body 1) a 3) [9, 10, 133, 145]. Tento profil vSak miiZze byt upraven prostfednictvim celé fady
zpisobi, jako je zména podminek pfipravy a tim 1 fyzikalné-chemickych parametrt (tvar,
velikost, naboj morfologie a hustota ¢astic), modifikacemi chitosanové struktury ¢i kombinaci
s jinymi polymery a pomocnymi latkami [117]. Mezi béZzné€ pouZivané polymery pro Upravu

uvolnovaciho profilu patii naptiklad PCL, alginat a PLGA [107, 153, 154].

Roztok simulované rany

Povrch kiize mé normalné kyselé pH mezi 4 a 6,5 v zavislosti na véku a anatomické
oblasti. Tyto hodnoty reguluji bakterialni floru a chrani pfed infekcemi. Po poranéni klize se
vSak pH zvySuje na neutrdlni hodnoty, kvili obnaZeni podkoZnich struktur s vnitinim pH
prostiedi téla 7,4. U chronickych ran se pH posouva do alkalického prostfedi nékdy az nad
hodnotu 8, coz podporuje rlist patogennich bakterii [ 155, 156]. OvSem nékteré chronické rany
mohou mit i1 kyselé pH, coz je spojeno s poruchami mikrocirkulace a anaerobnim
metabolismem [155, 157].

Roztoky pouzivané k napodobeni prostiedi rany ve studiich uvoliiovani proteinu (GF)
jsou typicky navrzeny tak, aby replikovaly slozité biochemické a fyziologické stavy Cerstvych
(akutnich) a chronickych ran. Tyto tekutiny ¢asto obsahuji slozky, které simuluji specifické
prostiedi pro ranu, jako je pH, viskozita, enzymaticka aktivita a iontova sila [7, 10, 57, 158].

V nasledujici tabulce 2 je uveden piehled riznych typt nosici (prevazné z chitosanu)

s EGF, vcetn¢ pouzitych roztoki a podminek k sledovani kinetiky uvolfiovani tohoto GF.
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Ptikladem snahy zohlednit enzymatickou degradaci je studie Picheth et al. (2014), ktera
modeluje neinfikovanou ranu a nasledn€ ranu infikovanou bakteriemi, kdy je k roztoku pfidan
navic enzym lysozym [159]. Modelaci enzymatického prostiedi popisuje také Tallapaneni et
al. (2023) s pouzitim enzymu savinazy [10].

VétSina studii vSak podminky pro sledovani kinetiky uvolfiovani proteinti zjednodusuji a
mezi nejcastéji uzivané roztoky patii fosfatovy pufr nebo fosfdtem pufrovany fyziologicky
roztok (PBS) s pH upravenym na hodnoty nejcastéji 5,5-7,4, pticemz fyziologicka hodnota 7,4
je nejvice vyuzivanou. Tyto pufry umoziuji kontrolované pozorovani profili uvoliiovani GF,

postradaji vSak slozitost skute¢ného prostiedi rany.

Tabulka 2: Piehled studii kinetiky uvoliovani EGF do rGznych roztoka simulujici rany

Typ nosice Roztok a podminky Zdroj

Bakterialni celuldza s 0,1 mol/l PBS (pH 5,5), azid sodny (200 ppm), 37 °C

chitosan-alginatovym

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

filmem + lysozym (10 000 U/ml), 37 °C

Chitosanové NP v o, . g o
hydrogelu Fosfatovy pufr (pH 7,4), savinaza (50 pg/ml), 37 °C [10]
NP sodného

karboxymethylchitosanu v | Fosfatovy pufr (pH 7,4), 32 °C [11]
hydrogelu

Chitosanové NP Fosfatovy pufr (pH 7,4), 32+ 0,5 °C [9]
Chitosan-zelatinové filmy | 10 mM fosfatovy pufr (pH 7,5), 37 °C, 5 % CO» [160]
Chitosanoveé NP PBS (pH 7,4), 37 °C [13]
g;rboxymethylchltosanove Acetétovy pufr (pH 6,0) (7]
PCL nanovladkenny o

skafold* PBS, 37°C [69]

1.5. Hodnoceni toxicity nosicovych systému

Ptiprava netoxickych ¢astic a dal§ich nanomateriali hraje zasadni roli ve vyvoji systémul

rrrrr

nutné posoudit cytotoxicitu konkrétnich chitosanovych castic, jelikoz cytotoxicita zavisi nejen
na pouzitych materialech, ale také na faktorech, jako je velikost, tvar, ndboj a koncentrace ¢éstic

a muize se liSit mezi jednotlivymi typy bunék [162, 163, 165].
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1.5.1. Internalizace ¢astic do bunék

Uginnost nanoterapie Gizce souvisi s ué¢innosti bundéné internalizace. Buné¢né membrany
nesou negativni naboj, ktery je dan fosfolipidy v jejich struktufe. Diky pozitivnimu naboji
chitosanu mize dochézet k elektrostatickym interakcim mezi ¢asticemi a bunéénym povrchem,
coz usnadnuje jejich vychytavani buitkami [162]. Navic bylo prokazéano, ze castice CS/TPP
piekonavaji bunéénou membranu efektivnéji nez samotny chitosan [103].

Proces internalizace chitosanovych castic ovliviiuje celd fada faktortii, v€etné velikosti,
tvaru, povrchového naboje, typu bunek, koncentrace ¢astic, doby inkubace a teploty [163, 165].
Do bunék jsou CS ¢astice transportovany piedevsim prostfednictvim aktivniho transportniho
mechanismu endocytozy. Céstice vétsi nez 0,5 um konkrétné drahou fagocytozy, zatimco
¢astice men$i nez 0,2 um byvaji internalizovany cestou pinocytodzy. Pinocytozu lze rozdélit na
endocytozu zprostiedkovanou klatrinem, endocytézu zprostiedkovanou kaveolinem,
endocytdzu nezéavislou na klatrinu a kaveolinu a makropinocytézu, coz je zndzornéno na
obrazku 8 [163, 166, 167]. Po endocytdze jsou Castice typicky uzavieny uvnitf intracelularnich
vezikul, jako jsou endozomy, fagozomy nebo makropinozomy, a proto nemaji piimy a
okamzity pfistup k cytoplazmé nebo bunénym organelam [166].

Uvadi se, Ze samotny chitosan byva internalizovan prostfednictvim mann6zového
receptoru v makrofazich 1 dalSich typech bunék [168]. Pro zvySeni selektivity 1ze vSak Castice
modifikovat navazanim specifickych ligandd, které umoziuji cileny vstup do bunék
prostfednictvim konkrétnich receptorti, ¢imZ se usnadiiuje zaméteni na specifické bunécné
populace ¢i tkané. Této strategie se vyuZziva zejména v onkoterapii. Mezi bézné pouzivané
ligandy patii napt. jiZ zminé€nd kyselina hyaluronova cilici na receptory CD44, alginat, rizné
proteiny a protilatky, transferrin umoznujici navazani na transferrinovy receptor a jiné
bioaktivni latky [74, 168, 169, 170]. Dalsim ptikladem jsou v onkoterapii Casto skloniované
¢astice konjugované s kyselinou listovou, které cili na folatové receptory, nebo Castice s EGF,

které se vazou na EGFR, hojné exprimovany nddorovymi buitkami [171, 172].

Pinocytoza
Fagocytoza Makropinocytoza
@ 0 Ps Endocytdza Endocytoza End‘OC.Y‘[‘éZa
6] zprostfedkovand zprostfedkovana nezdvisld na
klatrinem kaveolinem klatrinu a kaveolinu

.O.),o

- BORNe)

Obrazek 8: Mechanismy bunécné internalizace ¢astic, upraveno dle [173]
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Mechanismy bunécné internalizace a nitrobunécné lokalizace se sleduji pfevazné pomoci
mikroskopickych metod, jako je fluorescencni mikroskopie, elektronova mikroskopie ci
konfokalni mikroskopie [174]. Krom¢ mikroskopie se déale hojn¢ vyuziva také prutokova

cytometrie [163].

Fluorescen¢ni znaceni ¢astic

Fluorescencni znaceni Castic se bézné vyuziva ve fluorescencni mikroskopii mimo jiné k
hodnoceni bunééného piijmu nano- a submikroc¢astic a jejich intracelularni lokalizace [175,
176]. Znacené ¢astice umoznuji rychlé, jednoduché a citlivé kvantifikovani Castic asociovanych
s bunkami [175].

Fluorescein-5-isothiokyanat (FITC) je Siroce pouzivan ve fluorescenénim znaceni, diky
svym stabilnim optickym a dobrym biologickym vlastnostem [177]. FITC absorbuje svétlo v
oblasti pfiblizné 495 nm a emituje fluorescenci pii vinové délce kolem 520 nm [178]. Castice
pripravené z chitosanu znaceného FITC vykazuji podobné spektralni vlastnosti [179].
Fluorescencni vlastnosti FITC vSak mohou byt ovlivnény zménami pH prostfedi, pficemz
maximalni intenzita signalu je dosazZena pfi alkalickych hodnotach pH [179, 180]. FITC je navic
nachylny k fotodegradaci fluorescence (photobleaching), coz mlize vést k postupnému poklesu
fluorescenéni intenzity pii dlouhodobé expozici svétlu. Z tohoto divodu je doporuceno chranit
ho pted svételnym zafenim [181].

Fluorescen¢ni markery mohou snadno disociovat, pokud jsou fyzicky adsorbovany na
povrchu pfedem pfipravenych ¢astic, proto je vhodné je zaclenit pfimo do struktury CS pred
tvorbou castic [175]. Znaceni chitosanu FITC probihd prosttednictvim kovalentni vazby mezi
1zothiokyanatovou skupinou FITC a primarni aminoskupinou D-glukosaminu. Reakci vznika
Zluty polymer se stabilnim fluorescen¢nim signdlem, pficemz nedochazi k Za4dné disociaci
FITC, ktera by jej mohla ovlivnit [182]. Takto znaceny CS si zachovava svou schopnost tvofit
Castice, naptiklad s TPP, pficemz si tyto Castice zaroven uchovavaji svou biokompatibilitu a

netoxické vlastnosti [183].

1.5.2. Toxicita in vitro
K posouzeni cytotoxicity CS €astic se vyuzivd mnoho testovacich metod, jejichz piehled
na zakladé¢ dostupné literatury je uveden v tabulce 2. Nejvice zastoupenou metodou byl
identifikovan MTT test, ktery hodnoti bunéfnou zivotaschopnost na zdklad€ redukce
tetrazoliového barviva MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazoliumbromid) na

nerozpustny formazan. Tato reakce probihd pouze v metabolicky aktivnich buiikéach, pficemz
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mnozstvi vzniklého formazanu odpovida tirovni bunééného metabolismu a lze jej kvantifikovat

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

Tabulka 3: Ptehled vyuzivanych test pro hodnoceni cytotoxicity CS ¢astic

Typ testu Specificky test/metoda Zdroj
MTT, XTT, MTS, WST-8 [13],[10], [9], [185],
[186], [187], [188]
Test se sulforhodaminem B (SRB test) [189]
Zivotaschopnost Redukéni test s resazurinem [190]
a proliferace Ptijem neutralniho ¢erveného barviva (NRU [191]
bunék test) [192]
Calcein AM/EthD-1 (Live/Dead Assay) [193]
Barveni trypanovou modii [185], [186], [191]
Test uvolnéni laktatdehydrogenazy (LDH) [194]
DNA fragmentace (gelova elektroforéza) [188]
JC-1 [184]
Apoptoza a Annexin V-FITC/Propidium jodid test
bunééna smrt Rhodamin 123 [184]
Barveni akridinovou oranzi/ethidium [195]
bromidem (AO/EB test) [191]
Dichlorofluorescein diacetat (DCFH-DA test)  [184], [196]
Test s 2',7'-dichlorodihydrofluorescein [195]
Oxida&ni stres diacetatem (H.DCFDA)
Sondy hydroethidin (HE), dihydroethidin [192]
(DHE)
Western blot [184]
Analyza genové Kvantitativni polymerazova fetézova reakce [195]
(qPCR)

exprese y o R
P Reverzné transkripéni polymerdzova fetézova  [188]

reakce (RT-PCR) — apoptotické geny

Studie popisuji vyuziti primarnich bunék i bunéénych linii vcetné¢ nédorovych pfi
testovani cytotoxicity nanomateridll z CS. Cytotoxicita Castic byla popsana nejcastéji na
béZznych nadorovych bunéénych liniich jako jsou napft. lidské plicni adenokarcinomové bunky
A549 [172], lidské kolorektdlni adenokarcinomové builkky Caco-2 [193], lidské
hepatokarcinomové buniky HepG2 [188], Hep3B [195] a SMMC-7721 [184], mys$i makrofagy
RAW 264.7 [196], lidské cervikalni karcinomové bunky HeLa [191] ¢i bunééné linie odvozené
od karcinomu prsu jako je MCF-7 a mnoho dalSich [191].
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Naopak pro testovani cytotoxicity nanomaterialit s GF se pouzivaji nejcastéji bunky
relevantni i pro nésledné studie souvisejici s hojenim ran. Nejpouzivangj$i jsou dermalni
fibroblasty a to jak primarni lidské fibroblasty (HDF, NHDF), které nejlépe modeluji procesy
v organismu, tak i bunécné linie (HFF-1) ¢i mysi fibroblasty (L929, NIH-3T3) [13, 14, 44, 22,
69, 16, 197]. Fibroblasty jsou idealni volbou jelikoz hraji zasadni roli pti produkei ristovych
faktorti, tvorbé ECM, produkci kolagenu a stimulaci keratinocytii. VSechny tyto slozky
prispivaji k tvorbé strukturalniho ramce kozni tkané, ktery je nezbytny pro hojeni ran [10].
Dal§imi relevantnimi  builkami jsou lidské keratinocyty (imortalizované lidské

keratinocyty — HaCaT a FEK4). HaCaT buiky pochdzeji ze spontanni transformace lidskych

dospélych keratinocytl a jsou Siroce pouzivany v dermatopatologickych studiich [22, 69].

1.6. Skladovani nosicovych systémi

Vodné suspenze polymernich castic CS/TPP obvykle vykazuji dobrou kratkodobou
stabilitu [198]. OvSem pii dlouhodobém skladovani jsou Casto nestabilni, jelikoz dochazi
k agreagaci a slucovani Castic, degradaci polymeru ¢i Uiniku 1é¢iva ze systému a moznému ristu
mikroorganismu [145]. Pro zlepSeni jejich stability pti skladovani se pouzivaji mnohé metody
k ptevedeni téchto koloidnich suspenzi na suché pevné Castice [199, 200].

Kromé hojné¢ vyuzivanych metod jako je lyofilizace a suSeni rozprasovanim, je mozné
také vyuzit napf. mikrovinné suseni mrazem, které sice vyZaduje drahé vybaveni, ale umoziuje
krat$i dobu suSeni oproti zminénym metodam [201]. Naopak nejjednodussi metodou je suSeni
¢astic na vzduchu. Postupnym odpatfovanim rozpoustédla maji vSak Castice tendenci agregovat

[203].

1.6.1. Lyofilizace

Lyofilizace neboli suSeni mrazem je Siroce vyuZzivana metoda pro zlepSeni fyzikalni a
chemickeé stability nanocasticovych systémit dodavani 1€ka [145, 199, 202-205]. Pti lyofilizaci
je ze zmrazené suspenze ¢astic odstranéna voda procesem sublimace pfi nizké teploté a tlaku
[202]. Tento cyklus lze rozdélit do tii krokli: zmrazeni (tuhnuti), primarni suSeni (sublimace
ledu) a sekundarni suseni (desorpce nezmrazené vody) [203].

V krocich zmrazeni a suSeni vSak mohou vznikajici ledové krystaly vytvaret mechanicky
tlak a zptsobovat agregaci a destabilizaci ¢astic. Z toho divodu se vyuzivaji kryoprotektiva,
které maji za cil ochranit Castice a prodlouzit trvanlivost vysuSeného prasku. Kryoprotektiva
chrani ¢astice tim, ze vytvareji amorfni sklovitou matrici, coz je nekrystalicky stav latky, ktery

zabrainuje agregaci a strukturdlnim zménam. Nejcastéji vyuzivané jsou sacharidy (glukodza,
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sachardza a trehal6za) a cukerné alkoholy (mannitol a sorbitol). Mohou se vSak pouzivat i dalsi
cukry, aminokyseliny (histidin) ¢i polymerni latky [145, 168, 199, 204, 205]. Yan et al. [145]
uvadi ve své studii, ze vétSina NP bez kryoprotektiv agreguje, proto je pro proces lyofilizace
jejich vyuziti nezbytné.

Nékolik studii uvadi trehalézu a sachar6zu jako kryoprotektivum poskytujici nejlepsi
vysledky pro opétovnou disperzi v rozpoustédle, minimélni agregaci a stabilitu ¢astic z CS
[145, 199, 205].

Optimalni koncentrace kryoprotektiv jsou nezbytné nejen pro stabilizaci ¢astic z CS, ale
také nepfimo pro zlepSeni jejich biologickych aplikaci a nizkou cytotoxicitu. Zajist'uji uchovani
bioaktivnich sloucenin (proteint, NK,...), zlepSeni bunéénych interakci ¢i fizené uvolnovani
1é¢iva. Pii nevhodné optimalizaci procesu vSak mizou byt tyto interakce ovlivnény 1 opacnym

smérem [199, 204].

1.6.2. SuSeni rozpraSovanim

Castice CS/TPP ptipravené ionotropni gelaci se zachycenym lé¢ivem/proteinem mohou
byt pro uskladnéni také vysuSeny rozpraSovanim (spray drying), nejcastéji pro podavani
inhala¢nich 1é¢iv nebo antimikrobialnich latek [200, 206].

Tento proces zahrnuje 3 faze: atomizaci, suSeni a sbér prasSku. Suspenze ¢astic je nejprve
smichand s ochrannymi latkami, jako je mannitol, laktoza, trehal6za s leucinem, které chrani
Castice pred agregaci a zlepSuji op&tovné rozptyleni v rozpoustédle. Nasledné je suspenze
pfeménéna na suchy prasek rozprasovanim kapaliny na jemné kapicky a jejich susenim horkym
vzduchem o teploté <130 °C, aby nedoslo k degradaci CS [200, 206-208].

Sprejové vysuSené Castice maji v suché formé velikost bézné okolo 2—10 um, ktera je
vSak tvofena shluklymi jednotlivymi céasticemi o velikosti stovek nanometrli, které se po
redisperzi ve vodném médiu vraci na svou puvodni velikost, poptipadé vykazuji jen mirné

zvétSeni oproti piivodni velikosti [200, 206-208].
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2. CIL PRACE

Cilem této prace byla pfiprava a charakterizace submikrocasticového nosice z chitosanu
se zachycenym modelovym proteinem ovalbuminem (OVA) a epidermalnim ristovym
faktorem. Nasledn¢ byly ¢astice modifikovany  kyselinou  hyaluronovou  se
zachycenym proteinem. Soucasti byla charakterizace Castic, ktera zahrnovala stanoveni
hydrodynamické velikosti a polydisperzniho indexu metodou DLS, déale stanoveni zeta
potencidlu pomoci ELS a porovnani u¢innosti zachyceni obou proteint. Také byla sledovéana
kinetika uvolfiovani obou proteint z ¢astic po lyofilizaci.

Dalsim cilem bylo studovat pomoci fluorescencni mikroskopie miru interakce
ptipravenych chitosanovych submikrocastic s vybranou bunécnou linii citlivou k proteinu EGF

(A549).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.

Laboratorni pristroje a pomiicky

analytické vahy ABT 220-5DM (Kern, Balingen, Némecko)

analytické vahy SBC 32 (Scaltec, Heiligenstadt, Némecko)

analyzator SZ-100 nanopartica (HORIBA Scientific, Lyon, Francie)

centrifuga 5702 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

centrifuga ROTINA 420R, rotor 6-PLACE 4794 (Hettich®, Tuttlingen, Némecko)
centrifugacni tuba 15 ml a 50 ml (Kartell S.p A., Noviglio, Italie)

dialyza¢ni stiivko Biotech CE Tubing, ester celuldzy, praimér 10 mm, MWCO 300 kD
(Spectrum Laboratories, USA)

dialyza¢ni sttivko MEMBRA-CEL, regenerovana celuldza, primér 22 mm, MWCO
3500 (SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Némecko)

digitalni orbitalni ttepacka PSU-2T (Biosan, Riga, Lotyssko)

dvousténna kyveta PS makro, optickd drédha 10 mm, VIS 340-900 nm (Brand,
Wertheim, Némecko)

elektrodova kyveta (uhlik, 6 mm), objem 0,1 ml (HORIBA, Kyoto, Japonsko)
fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse 801 (Nikon, Tokyo, Japonsko)

hydrofilni filtr 25 mm s celul6zo-acetatovou membranou 0,45 um (VWR International,
USA)

injek¢ni jehla Sterican, primér 0,80 x 40 mm, zelena (B.Braun, Penang, Malajsie)
injekent stifkacka 10 ml Injekt Luer Solo (B.Braun, Melsungen, Némecko)

laboratorni sklo

lyofilizaéni vialky, sklenéné 5 ml s vickem (infochroma ag, Goldau, Svycarsko)
lyofilizator L4-110 PRO (GREGOR Instruments s.r.o., Sazava, CR)

magnetické michadlo s ohfevem Stuart UC152 (Cole-Parmer, Staffordshire, UK)
magnetické michadlo TWISTER SET 2 s 9mistnym nastavcem (IKA-Werke, Staufen,
Némecko)

mikroskopické sklicko s kultivacni komtrkou (SPL Life Sciences, Korea)
mikrotitra¢ni desticka (96 jamkova s plochym dnem) s vickem (Anicrin, Scorze, Italie)
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml, 2 ml, 5 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
pultovy hlubokomrazici box MDF-C8V, —80 °C, 84 litrs (PHCDbi, Praha, CR)

pipety jednokanalové s nastavitelnym objemem Research Plus (Eppendorf, Hamburg,
Némecko)
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3.2

pristroj na ptipravu a purifikaci deionizované vody HALIOS, 0,2 um (NEPTEC, Elbdal,
Némecko)

rotator Bios RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

sklenéné Iékovky s vickem, Ciré, objem 20 ml

software Fiji (ImagelJ 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)

stolni pH metr Lab 855 (SI Analytics, Mainz, Némecko)

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

topné hnizdo Genius Dry Bath Incubator, MD-02N (major science, New Taipei,
Taiwan)

vortex WX (VELP Scientifica, Milano, Itélie)

Reagencie a chemikalie

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

D-(+)-trehaldza dihydrat, Mr 378.33 (Sigma-Aldrich s.r.0., St. Louis, USA)
deionizovand voda (0,055 puS/cm)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH2POjs - 2H>O) p.a., M =156,01 g/mol,
kat. ¢&. 30017-APO (Lach-ner, Neratovice, CR)

Epidermalni ristovy faktor (EGF), lidsky rekombinantni, zdroj E. coli, lyofilizovany,
6,2 kDa, kat. ¢. CYT-217 (ProSpec, Rechovot, Izrael)

Fluorescein-5-isothiokyanat (FITC 'Isomer I'), kat. ¢. F143 (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific, Oregon, USA)

Formaldehyd 4% (Sigma-Aldrich s.r.0., St. Louis, USA)

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Na;HPO4 - 12H20) p.a.,
M = 358,14 g/mol, kat. &. 30061-APO (Lach-ner, Neratovice, CR)

Hydroxid sodny pecky p.a., Mr 40,00, kat. &. 15760-31000 (Penta, Praha, CR)
Chitosan, nizka Mr, 75-85% deacetylace, kat. ¢. 448869 (Sigma-Aldrich s.r.o., St.
Louis, USA)

Kyselina hyaluronova HYSILK, Mw ~150-350 kDa (Contipro, Dolni Dobrou¢, CR)
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* Kyselina octova 99% p.a., Mr 60,05, kat. ¢. 20000-11000 (Penta, Praha, CR)

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

+  Methylalkohol p.a. (Methanol), Mr 32,04, kat. &. (Penta, Praha, CR)

«  Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit, kat. ¢. 23235 (Thermo Fisher Scientific,
USA)

*  Minimum essential medium Eagle (MEM Eagle) (Sigma-Aldrich s.r.0., St. Louis, USA)

*  Octan sodny bezvody (CH3COONa) p.a., Mr 82,04, kat. ¢. 22750-30500 (Penta, Praha,
CR)

* Ovalbumin (albumin z kufeciho vaje¢ného bilku), kat. ¢. A7641 (Sigma-Aldrich s.r.o.,
St. Louis, USA)

* ProLong Gold (Thermo Fisher Scientific, USA)

* Tripolyfosfat sodny, 85 %, kat. ¢. 238503 (Sigma-Aldrich s.r.0., St. Louis, USA)

3.3. Priprava ¢astic z chitosanu a tripolyfosfatu sodného

Castice z chitosanu a tripolyfosfatu sodného byly pfipraveny metodou ionotropni gelace
v objemovém poméru 5:1. Kladn€ nabit¢ CS aminoskupiny reaguji se zaporné nabitymi
skupinami TPP, coz vede k tvorbé elektrostatickych vazeb a trojrozmérnému propleteni, které

se z vodného roztoku vysrazi ve form¢ gelovitych ¢éstic. Upraveno podle [102] a [209].

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

Pro ptipravu 0,05% roztoku kyseliny octové bylo do sklenéné uzaviratelné lahve
odméfeno 100 ml deionizované vody a poté byla pfidana 99% kyselina octova. Do tohoto
roztoku byla za neustalého michani pfidana navdzka 250 mg chitosanu. Na pH metru bylo
zmeéteno a upraveno pH pod 4,8 (4,70—4,75). Pokud bylo moc vysoké, bylo upraveno pfidanim
99% kyseliny octové. Roztok byl nasledné michan na magnetickém michadle Stuart UC152
(stupeii 1) ptiblizné 24 hodin pii laboratorni teploté. pH bylo pfeméieno po 5, 7 a 24 hodinach
a vzdy upraveno na hodnotu pH < 4,8. Pfipraveny roztok byl skladovan pfi 4 °C a pouzivan po

dobu 1-2 mésicii od ptipravy.

Pouzité roztoky
* 1% roztok chitosanu v kyselin€ octové (2,5 mg/ml)

* roztok tripolyfostatu sodného v deionizované vodé (0,25 mg/ml)
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Pracovni postup

Castice byly ptipraveny v triplikitu v objemovém poméru CS:TPP (5:1). Roztok
chitosanu o koncentraci 2,5 mg/ml byl nafedén deionizovanou vodou na koncentraci
0,25 mg/ml o objemu 15 ml. Poté byl ptipraven roztok TPP v deionizované vodé¢ o koncentraci
0,25 mg/ml. Ztedény roztok CS a roztok TPP byly pfefiltrovany injekéni stiikackou s filtrem s
0,45 um celul6zovo-acetatovou membranou. Do 1ékovky s vickem bylo napipetovano 5 ml
roztoku chitosanu. Byl bran zietel na vybér Iékovek s plochym dnem, ve kterych se malé
magnetické michadlo toCi pravidelné a uniformné, také v ramci tripletu. Do 1ékovky byl za
stalého michani na magnetickém michadle IKA TWISTER na stupen 4 (400 RPM) pomalu
po kapkach pipetou ptikapavan 1 ml roztoku TPP. Suspenze ¢astic byla poté za stejnych
podminek michédna pfi laboratorni teploté jest¢ 30 minut. Takto pfipravend suspenze Castic

odpovida hmotnosti 1,5 mg ¢astic v objemu 6 ml. Schéma pfipravy je na obrazku 9.

Prefiltrované
roztoky

N llwn
CSv TPP v v. .oy .y s
. Prikapavani TPP Michani Pfipravené
0,05% kys.  dH,0 . . .
octovs za mag{netrlc!<eho 30 minut Castice
michani

Obrazek 9: Schéma ptipravy Castic v této praci

3.4. Fluorescencni znaceni ¢astic z chitosanu a tripolyfosfatu sodného

3.4.1.  Priprava fluorescencné znaceného chitosanu

Fluorescencni znaceni chitosanu pomoci FITC probihé prostfednictvim kovalentni vazby
mezi izothiokyanatovou skupinou FITC a primarni aminoskupinou D-glukosaminu chitosanu.

Postup upraven podle [210] a [227].
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Pouzité roztoky
* 0,1 M kyselina octova
* 0,2M NaOH
* 1% chitosan v 0,1 M kyselin€ octové
* roztok 25 mg FITC v 35 ml methanolu

* methanol/deionizovana voda (70/30, v/v)

Pracovni postup

Nejprve byla ptipravena 0,1 M kyselina octova ziedénim 99% kyseliny octové
deionizovanou vodou. Nasledné byl v této kyseliné rozpustén chitosan, ¢imz vznikl 1% roztok
chitosanu v 0,1 M kyseling octové. Do 50 ml centrifugaéni tuby bylo odebrano 8,75 ml roztoku
FITC v methanolu a ptidano 6,25 ml 1% chitosanu v kyseliné octové. Roztok byl inkubovan
3 hodiny pfi laboratorni teploté, mirném michéani (v rotitoru) v zatemnéni. Déle byl roztok
znaceného chitosanu precipitovan 0,2 M NaOH az do pH 10. Pot¢é byl roztok centrifugovan na
centrifuze ROTINA 420R pti RCF 4500 a teploté 20 °C po dobu 30 minut. Peleta byla 3x
promyta smési methanol/deionizovana voda (70/30, v/v) s centrifugaci pti RCF 4500, a teploté
20 °C po dobu 30 minut. Poté byla peleta znaceného chitosanu rozpusténa v 15 ml 0,1 M
kyseliny octové a michdna na magnetickém michadle ptes noc (16 hodin). Nasledujici den byla
provedena dialyza roztoku k odstranéni methanolu. Bylo pouZito dialyzacni sttivko MEMBRA -
CEL, regenerovana celuloza s MWCO 3500 a dialyza probihala v zatemnéni v 2,51
deionizované vody 3 dny s jednou vyménou vody po 24 hodinach. Fluorescencné znaceny
chitosan byl poté piepipetovan do lyofilizacnich vialek po 2,5 ml, zamraZen na —80 °C a poté

lyofilizovéan podle programu v tabulce 6. Lyofilizat byl skladovéan v temnu pii 4 °C.

3.4.2.  Priprava fluorescencné znacenych chitosanovych ¢astic

Byly pfipraveny FITC znacené ¢astice z CS a TPP (5:1) podobné¢ jako v kapitole 3.3. jen
s mensimi modifikacemi. Misto zasobniho roztoku chitosanu byl pouzit lyofilizovany chitosan

znaceny FITC ptipraveny v predchozi kapitole.

Pouzité roztoky
* lyofilizovany chitosan znaceny FITC
* 0,05% kyselina octova

* roztok tripolyfostatu sodného v deionizované vodé (0,25 mg/ml)
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Pracovni postup

Lyofilizovany fluorescen¢né znaceny chitosan ve vialkach byl rozpustén v odpovidajicim
mnozstvi 0,05% kyseliny octové, aby byl ziskan fluorescenéné znaceny chitosan o koncentraci
2,5 mg/ml. Bylo pfeméieno pH roztoku, ktery mél hodnotu < 4,8. Tento roztok byl nasledné
michan v zatemnéni pies noc (16 hodin).

Nasledné byl pfipraven triplikat ¢astic v objemovém poméru znaceny CS:TPP (5:1)
stejné¢ jako v kapitole 3.3., jen stim rozdilem, ze 30 minutové michani na magnetickém

michadle probihalo v zatemnéni a piipravené Castice byly uchovavany ve tmé.

3.5. Zachyceni proteinu ve strukture ¢astic

Zachyceni modelového proteinu ovalbuminu a epidermalniho ristového faktoru do
struktury CS/TPP ¢astic bylo provedeno v priibéhu ionotropni gelace, piiniz CS reagoval s TPP

za vzniku polymerni sit¢ zachycujici protein uvnitt ¢astic. Metoda byla upravena podle [211].

Pouzité roztoky
* roztok ovalbuminu v deionizované vod¢ (2 mg/ml)
* roztok epidermalniho riistového faktoru v deionizované vode¢ (1 mg/ml)
* 1% roztok chitosanu v kyselin€ octové (2,5 mg/ml)

* roztok tripolyfosfatu sodného v deionizované vode (0,25 mg/ml)

Pracovni postup

Nejprve byl nafedén zdsobni roztok OVA nebo EGF deionizovanou vodou na
koncentraci 0,150 mg/ml a roztok chitosanu o koncentraci 2,5 mg/ml (pfipraveny podle
kapitoly 3.4.) na koncentraci 0,25 mg/ml. Nasledné byl zfedény roztok CS a roztok TPP o
koncentraci 0,25 mg/ml prefiltrovan ptes filtr s 0,45 um acetat-celul6zovou membranou.

Byl pfipraven triplet Castic. Do sklenéné lékovky bylo napipetovano 6,666 ml
ptefiltrovaného roztoku CS a k tomu byl pfidan 1 ml zfedéného roztoku OVA nebo EGF.
Lékovka byla umisténa na magnetické michadlo IKA TWISTER a pfi magnetickém michani
na stupen 4 (400 RPM) byl po kapkach piidan 1,333 ml TPP. Nasledn¢ byla 1ékovka michana
jesté 30 min. Takto bylo ziskdno 9 ml suspenze castic CS/TPP se zachycenym proteinem

odpovidajici hmotnosti ¢astic 2 mg (bez proteinu) a 2,15 mg s proteinem.
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3.5.1. Hodnoceni acinnosti zachyceni proteinu a vazebné kapacity Castic

Uginnost zachyceni proteinu byla vyhodnocena nepiimou metodou pomoci BCA testu
v mikrotitracni desti¢ce podle metody v 3.11.1. Byla stanovena ucinnost zachyceni proteinu a
vazebna kapacita nosi¢e [154]. Procentudlni ucinnost zachyceni byla vypocitdna podle
rovnice 2, kterd porovnava mnozstvi navazaného proteinu k vlozenému celkovému mnozstvi
proteinu. Procentualni vazebna kapacita nosi¢e byla vypocitina podle rovnice 3, ktera

porovnava mnozstvi navazaného proteinu ku hmotnosti ¢astic (nosice) v suchém stavu.

Rovnice 2: Vypocet G€innosti zachyceni proteinu

celkovy protein [pug/ml] — volny nenavazany protein [ug/ml]

-1
celkovy protein [pg/ml] 00

Uéinnost zachyceni [%] =

Rovnice 3: Vypocet vazebné kapacity nosice

Vazebna k it ite [%] = celkovy protein [ug/ml] — volny nenavazany protein [pug/ml] 100
azebna kapactia nosice [/ = hmotnost ¢astic v suchém stavu [pg/ml]

r wvr

3.6. Obaleni ¢astic do kyseliny hyaluronové

Tento proces probihd na zéklad¢ elektrostatickych interakci mezi kladné nabitymi
chitosanovymi ¢asticemi a zaporné nabitou kyselinou hyaluronovou. Po pfidani HA k suspenzi
¢astic dochazi k vazb&é mezi aminoskupinami chitosanu a karboxylovymi skupinami HA, coZ
vede k tvorbé vnéjSiho obalu. Vysledna vrstva HA stabilizuje Castice, sniZuje jejich zeta

potencial do zapornych hodnot a zlepSuje biokompatibilitu. Upraveno podle [168] a [227].

Priprava 0,1 M acetatového pufru (pH 5)

Pro ptipravu 11 acetatového pufru o pH 5 byly nejprve pfipraveny 2 roztoky. Pro ptipravu
400 ml 0,2 M kyseliny octové bylo odméfeno 4,62 ml 99% kyseliny octové a doplnéno
deionizovanou vodou na celkovy objem. Pro ptipravu 400 ml 0,2 M octanu sodného bylo
navazeno 6,56 g bezvodého octanu sodného a rozpusténo v 400 ml deionizované vody.
Nésledné bylo do 21 kaddinky odméfeno 148 ml roztoku kyseliny octové a 352 ml roztoku
octanu sodného a doplnéno deionizovanou vodou na objem 1 1. Po promichani bylo pfeméteno
pH a v ptipad¢ potieby upraveno piidanim jednoho ¢i druhého roztoku. Pufr byl pouzit ihned

k dialyze nebo uchovavan pti 4 °C po dobu 1 tydnu.
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Pouzité roztoky
* 1% roztok chitosanu v kyselin€ octové (2,5 mg/ml)
* roztok tripolyfosfatu sodného v deionizované vodé (0,25 mg/ml)
* 0,1 M acetatovy pufr (pH 5)

* roztok kyseliny hyaluronové v acetatovém pufru (1,5 mg/ml)

Pracovni postup

Castice CS/TPP (5:1) o celkovém objemu 6 ml byly piipraveny podle kapitoly 3.3. a
nasledné byl odebran vzorek na méteni velikosti a zeta potencialu podle kapitoly 3.7. Poté byly
Castice preneseny do dialyzacniho stifivka Biotech CE Tubing a dialyzovany v minimélné
stondsobném objemu acetatového pufru 16 hodin. Po dialyze byl vzorek doplnén na pivodni
objem acetatovym pufrem. Roztok kyseliny hyaluronové v acetitovém pufru o koncentraci
1,5 mg/ml byl ptefiltrovan injekéni stiikackou s filtrem s 0,45 pm celul6zovo-acetatovou
membranou. Suspenze ¢astic byla po kapkach pfidavana do 1ékovky s piefiltrovanym roztokem
kyseliny hyaluronové v objemovém pomeéru 1:1 za magnetického michani na michadle IKA
TWISTER na stupeni 4 (400 RPM) pii laboratorni teploté. Poté byla suspenze michana jesté 30

minut za stejnych podminek.

3.6.1.  Chitosanové ¢astice obalené kyselinou hyaluronovou s proteinem

Pouzité roztoky a reagencie
* 1% roztok chitosanu v kyselin€ octové (2,5 mg/ml)
* roztok tripolyfosfatu sodného v deionizované vodé (0,25 mg/ml)
* 0,1 M acetatovy pufr (pH 5)
* roztok kyseliny hyaluronové v acetatovém pufru (1,5 mg/ml)

* roztok ovalbuminu v acetdtovém pufru (2 mg/ml)

Pracovni postup

Castice CS/TPP (5:1) o celkovém objemu 6 ml byly piipraveny podle kapitoly 3.3. a
nasledné byl odebran vzorek na méteni velikosti a zeta potencialu podle kapitoly 3.7. Poté byly
Castice pfeneseny do dialyza¢niho stfivka Biotech CE Tubing a dialyzovany v minimalné
stondsobném objemu acetatového pufru 16 hodin. Po dialyze byl vzorek doplnén na pivodni
objem acetatovym pufrem. Roztok kyseliny hyaluronové v acetatovém pufru o koncentraci
1,5 mg/ml byl pfefiltrovan injekéni stfikackou s filtrem s 0,45 um celul6zovo-acetatovou
membranou. Do 5 ml prefiltrovaného roztoku HA bylo pfidano 0,150 mg ovalbuminu, coz
odpovida objemu 75 pl roztoku v acetitovém pufru. K tomu byla néasledné po kapkach
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pfidavana suspenze Castic v objemovém poméru 1:1 za magnetického michéni na michadle
IKA TWISTER na stupen 4 (400 RPM) pfti laboratorni teploté. Poté byla suspenze michana

jeste 30 minut za stejnych podminek.

Vyhodnoceni
Hodnoceni uc¢innosti zachyceni proteinu a vazebné kapacity ¢astic bylo provedeno podle

kapitoly 3.5.1.

3.7. Fyzikalné-chemicka charakterizace ¢astic

Fyzikalné-chemickéd charakterizace Castic byla provedena pomoci pfistroje SZ-100
nanopartica. Hydrodynamicka velikost Castic a polydisperzni index Castic byly stanoveny
metodou méfeni dynamického rozptylu svétla. Zeta potenciadl ¢astic byl stanoven pomoci

elektroforetického rozptylu svétla.

3.7.1.  Stanoveni hydrodynamické velikosti a polydisperzniho indexu

Pracovni postup

Na méfeni DLS byla pfipravena koncentrace 250 pg ¢astic v objemu 1,5 ml. Tomuto
mnozstvi odpovida 1 ml ptipravené suspenze ¢astic CS/TPP z celkového objemu 6 ml nebo
0,286 ml suspenze castic CS/TPP obalenych HA. Do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky byl
odpipetovan odpovidajici objem piipravené suspenze c¢astic a doplnén deionizovanou vodou na
objem 1,5 ml. Poté byl obsah kratce promichan na vortexu, pfenesen do dvousténné kyvety a
byla zmétena hydrodynamickéd velikost a PDI. Méteni bylo provadéno v monodisperznim
rezimu pod thlem 173° s hodnotou indexu lomu pro chitosan 1,540 pfi teploté 25 °C. Kazdé
méteni prob&éhlo minimalné v 12 opakovanich. Z nich byl vypocitdn primér a smérodatna
odchylka. Pro hydrodynamickou velikost ¢astic byla zvolena hodnota z-average size (nm) a pro

PDI hodnota PDI.

Hodnoceni polydisperzity

Ziskané monodisperzni vysledky hydrodynamické velikosti a PDI ¢astic v suspenzi byly
nasledné rekalkulovany v softwaru pfistroje na polydisperzni standardni formu distribuce.
Polydisperzni vysledky ukazuji, zda a poptipad€é kolik méfeni vykazuje polydisperzitu
(pfitomnost 2 a vice velikosti ¢astic — piki).

Byly tak navic ziskany hodnoty mean a modus dalSich velikosti ¢astic. Pro hodnoceni
velikosti ¢astic 2. populace byla pouzita hodnota mean. Vzorky, které mély vSechna méteni

v ramci pouze jedné velikosti nebo maximalné tii z méfeni odhalily vice velikosti byly
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hodnoceny jako monodisperzni. Naopak vzorky, u kterych vice nez tfi méfeni prokézala

ptitomnost dvou ¢i vice velikostnich populaci, byly hodnoceny jako polydisperzni.

3.7.2.  Stanoveni zeta potencialu

Pracovni postup

Kyveta s uhlikovou elektrodou byla proplachnuta deionizovanou vodou. Na toto méteni
je opét potieba 250 ug/1,5 ml suspenze Castic. Po méteni DLS byla suspenze Castic pfenesena
pomoci injek¢ni stiikacky do elektrodové kyvety bez vzduchovych bublin a byl zmétfen zeta
potencial pod thlem rozptylu svétla 173° a teploté 25 °C. Bylo ziskdno opét minimalné 12
opakovani pro kazdy vzorek. Byla pouzita praimérna hodnota zeta potential (mean) v mV a jeji

smérodatnd odchylka.

3.8. Sledovani charakteristik ¢astic v ¢ase
Kratkodoba stabilita ¢astic CS/TPP a fluorescenéné znacenych castic CS/TPP byla
hodnocena sledovanim zmén jejich charakteristik. Konkrétné byla analyzovana

hydrodynamicka velikost, PDI a zeta potencidl v prabchu 2 tydni skladovani.

Pracovni postup

Castice CS/TPP byly ptipraveny podle kapitoly 3.3. a fluorescenéné znatené &astice
CS/TPP byly ptipraveny podle kapitoly 3.4.2. Po piipravé byla stanovena hydrodynamicka
velikost a PDI pomoci DLS a zeta potencidl pomoci ELS. Charakterizace ¢astic probéhla podle
kapitoly 3.7. Suspenze ¢astic o ptivodni koncentraci 0,25 mg/ml byla nasledné¢ uchovavana po
celou dobu experimentu v uzaviené sklenéné lékovce pii 4 °C v zatemnéni. Uvedené parametry
byly nasledné stanoveny znovu po 3, 7 a 14 dnech od pfipravy. Pfed samotnym méfenim byly
vzorky kratce promichény na vortexu. Po kazdém méteni ubyl z 1€kovky vzdy 1 ml suspenze,

pfi¢emz koncentrace byla zachovéna.

Vyhodnoceni
Ziskané hodnoty hydrodynamické velikosti, PDI a zeta potencidlu z jednotlivych dnt
byly graficky znazornény a byl stanoven procentudlni pfirGstek velikosti Castic podle

nasledujiciho rovnice:

Rovnice 4: Vypocet procentualniho naristu velikosti ¢astic, upraveno dle [198]

. ) ) konecna velikost — pocatecni velikost
Nartst velikosti [%] = TR VKT =100
pocatecni velikost
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3.9. Hodnoceni interakce ¢astic s bunéénou linii A549

Hodnoceni internalizace fluorescencné znacenych castic CS/TPP byla sledovdna na
bunécné linii A549, coz je bunécna linie lidského adenokarcinomu plic. Tato bunécna linie
pochazi z Evropské sbirky bunéénych kultur (ECACC) a byla pouzita do 20. pasaze. Po
inkubaci bunék s ¢asticemi byla mira jejich internalizace sledovana pomoci fluorescen¢ni

mikroskopie. Postup vychazi z doporuceni vyrobce LysoTracker DND99.

Pouzité roztoky a reagencie
* kultivaéni médium Minimum essential medium Eagle (MEM Eagle)
* LysoTracker Red DND-99
* 4'6-diamidin-2-fenylindol (DAPI)
« PBS
* 4% formaldehyd
* ProLong Gold

Piiprava vzorki

Podle kapitoly 3.4.2. byl ptipraven jeden vzorek fluorescencné znacenych ¢astic CS/TPP
a podle kapitoly 3.3. byl pfipraven jeden vzorek neznacenych castic CS/TPP slouzici jako
negativni kontrola. Dale byl pfipraven vzorek ¢astic se zachycenym EGF, ktery mél navic jeden
krok v postupu: pfed samotnou tvorbou c¢astic byl do prefiltrovanych 5 ml roztoku FITC
znacené¢ho chitosanu ptidan roztok EGF o objemu 150 pul a koncentraci 1 mg/ml (odpovidajici
150 mg EGF).

Ze vSech vzorkl byl odebran 1 ml ke charakterizaci ¢astic (stanoveni hydrodynamické
velikosti, PDI a zeta potencialu) provedené podle kapitoly 3.7. Nésledné byly vzorky pfeneseny
do 5 ml Eppendorfovych zkumavek a zakoncentrovany na koncentraci 4 mg/ml. To bylo
provedeno centrifugaci na centrifuze 5702 Eppendorf pifi 1700 RCF po dobu 5 minut a

naslednym odebranim 4,6875 ml supernatantu.

Piiprava preparatu a mikroskopie

Do kultiva¢ni komiirky (SPL) bylo nasazeno 100 000 bun¢k A549 na jamku. Kultivaéni
médium bylo vyménéno za Cerstvé a bunky byly ovlivnény koncentraci fluorescencné
znacenych ¢astic s a bez EGF (50, 100, 150 a 200 pg/ml) po dobu 3 hodin pii teploté 37 °C
v inkubatoru. Buiiky byly nasledné promyty PBS, jednou krétce a poté 3x po dobu 5 minut pti
pokojové teploté. Kultivaéni médium bylo vyménéno za Cerstvé obsahujici fluorescencni

barvivo LysoTracker Red DND-99 o koncentraci 100 nM, nasledné byly kultiva¢ni komirky
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umistény do inkubatoru a inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 2 hodin. Po inkubaci byly
buiikky promyty PBS vytemperovanym na 37 °C jednou kratce a poté¢ 3x po dobu 5 minut pfi
pokojové teploté. Po promyti byly ptidany 2 ml 4% formaldehydu na komitirku na 10 minut pfi
teploté 22-25 °C. Po této dob¢ byla sklicka opldchnuta od formaldehydu prvnim kratkym
oplachem PBS a poté oplachem 3x po dobu 5 minut. Jadra bunc¢k byla dobarvena
fluorescenénim barvivem DAPI o koncentraci 1 pg/ml a byla ponechdna inkubovat ve tmé
piiblizn¢ 10 minut. Po inkubaci probehlo dalsi promyti PBS: 1x kratce a poté 3x po dobu 5
minut pii pokojové teploté. Nasledn¢ byly preparaty zamontovany do montovaciho média
ProLong Gold a skladovany ve tm¢ do provedeni mikroskopie. Takto vytvoiené preparaty byly
pozorovany pomoci badatelského fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse 80i vybaveného
kamerou Nikon DS-Qil. Fotografie byly pofizeny pomoci programu NIS-Elements AR
5.11.03.

Vyhodnoceni

Procentualni internalizace znacenych castic buitkami byla pro jednotlivé koncentrace, a
to jak s ptitomnosti EGF, tak bez néj, vypocitdna na zdklad€ poctu bunék s internalizovanymi
¢asticemi vztaZzenych na celkovy pocet minimalné 100 bunék. K vlastnimu vypoctu byly
pouzity jak snimky zahrnujici jednotlivé fluorescen¢ni kanaly (FITC, DAPI, TRITC), tak
snimky doplnéné o fazovy kontrast. Takto bylo mozno identifikovat veskeré internalizované
¢astice v bunikach. Z procentudlni internalizace ¢astic z jednotlivych snimkt byl ziskdn pramér,
véetné smerodatnych odchylek.

Kvantifikace c¢astic byla provedena vyhodnocenim FITC signalu ze ziskanych
fluorescen¢nich snimkii pomoci open-source softwaru Fiji (ImageJ 1.54p, Java 1.8.0 322,
64bit). Postup hodnoceni vychézel z navodii uvedenych na strankéch ImageJ [214]. Pro analyzu
byl vyuZit 8bitovy obraz zeleného kanalu odpovidajiciho signalu FITC. Pozadi bylo odstranéno
pomoci funkce ,,Subtract Background* s nastavenym rolling ball radius 50 pixeld. Prahovani
(threshold) bylo manuélné nastaveno na hodnotu 100-255 na zéklad¢ negativni kontroly,
pfiCemz stejné nastaveni bylo aplikovano na vSechny snimky pro zajisténi srovnatelnosti.
Pomoci funkce ,,Analyze Particles” byly hodnoceny vSechny ¢éstice bez omezeni velikosti ¢i
tvaru. Pro kazdy snimek byla ziskdna hodnota Integrated density, ktera byla pfepocitana na 100
bun¢k podle skute¢ného poctu bun€k ve snimku. Vysledné hodnoty byly zprimérovany.

Rozdily mezi skupinami (¢astice s EGF a bez EGF) byly statisticky vyhodnoceny pomoci
softwaru GraphPad QuickCalcs. Experimenty, které byly statisticky hodnocené, byly pouzity v
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n = 6. Pro porovnani jednotlivych skupin byl pouZzit neparovy t-test, na hladiné vyznamnosti

5 %. Samotné vysledky jsou pak vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka.

3.10. Stanoveni mnoZstvi proteinu bicinchoninovou metodou

Bicinchoninova (BCA) kolorimetrickd metoda slouzi ke stanoveni koncentrace proteinu
v roztoku a byla pouzita pro nepiimé hodnoceni stanoveni proteinu zachyceného v Casticich ze
supernatantu. Samotna reakce je zalozena na redukci Cu?" na Cu® v alkalickém prostfedi a
nasledné reakci s kyselinou bicinchoninovou za vzniku fialového komplexu médi. Intenzita
zbarveni je pfimo imérnd koncentraci proteinu a je méfena spektrofotometricky pii 570 nm.
Byl pouzit Micro BCA™ Protein Assay Kit a test byl proveden podle navodu vyrobce dvéma

metodami podle rozsahu koncentrace [151].

3.10.1. Metoda v mikrotitraéni destic¢ce

Tato metoda ma rozsah koncentraci proteinu 2—200 pg/ml a provadi se v 96 jamkové

mikrotitraéni desticce s plochym dnem.

Pouzité roztoky
* roztok ovalbuminu v deionizované vodé¢/acetdtovém pufru o pH 5 (2 mg/ml)
* reagencie soupravy Micro BCA™ Protein Assay Kit
— MA: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, vinan sodny v 0,2 M NaOH
— MB: 4% 2,2"-bichinolin-4,4’-dikarboxylova kyselina (BCA) v destilované vod¢

-  MC: 4% pentahydrat siranu méd’natého v destilované vodé

Pracovni postup

Ze zésobniho roztoku ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml byly pfipraveny kalibracni
standardy v rozmezi koncentraci 0-200 pg/ml postupnym fedénim deionizovanou vodou (pro
¢astice CS/TPP) a acetatovym pufrem o pH 5 (pro ¢astice CS/TPP obalené HA) podle tabulky 4.
Pracovni roztok byl pfipraven smichanim 25 dil reagencie MA, 24 dila reagencie MB a 1 dilu
reagencie MC (25:24:1, reagencie MA:MB:MC).

Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 150 pl standardu, slepého vzorku
nebo nezndmého vzorku (supernatantu) a k tomu bylo nasledné pfidano 150 pl pfipraveného
pracovniho roztoku. Takto pfipravena desticka byla pfiblizné¢ 30 s michdana na orbitalni
ttepacce. Desticka byla zakryta vickem a inkubovéna v termostatu pii 37 °C po dobu 2 hodin.

Po inkubaci byla desticka vytemperovéana na laboratorni teplotu a do 10 minut od vyjmuti

z termostatu byla ve spektrofotometru zméfena absorbance pti vinové délce 570 nm.
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Tabulka 4: Piiprava kalibra¢nich standardii pro MicroBCA™ test v mikrotitraéni desti¢ce

s talrfg::(;:t{;?gcfml] Objem a zdroj ovalbuminu Objem Fediciho roztoku

200 150 pl ze zasobniho roztoku 1350 wl

150 975 ul z ptedchoziho fedéni 325 ul

100 800 pl z ptedchoziho fedéni 400 pl

40 500 pl z ptedchoziho fedéni 500 pl

20 500 pl z predchoziho fedéni 500 pl

10 500 pl z piedchoziho fedéni 500 pl

5 500 pl z pedchoziho fedéni 500 pl

2,5 500 pl z ptedchoziho fedéni 500 pl

0 (slepy vzorek) 0 pl z ptedchoziho fedéni 500 wl

Vyhodnoceni

Ze ziskanych absorbanci kalibracnich standardii byla odectena hodnota absorbance
slepého vzorku a z téchto hodnot byla poté sestrojena kalibracni zavislost absorbance na
koncentraci standardii. Pomoci ziskané regresni rovnice byla vypocitana koncentrace proteinu

ve vzorcich.

3.10.2. Metoda v mikrozkumavkach

Test byl proveden v mikrozkumavkach Eppendorf a nasledn¢ ptenesen do 96 jamkové
mikratitracni desti€ky pro zméteni absorbance. Tato metoda je linearni pro rozsah koncentraci

proteinu 0,540 pg/ml.

Pouzité roztoky
* roztok ovalbuminu ve fosfatovém pufru, pH 7,3 (2 mg/ml)
* reagencie soupravy Micro BCA™ Protein Assay Kit
— MA: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, vinan sodny v 0,2 M NaOH
— MB: 4% 2,2"-bichinolin-4,4"-dikarboxylova kyselina (BCA) v destilované vode

-  MC: 4% pentahydrat siranu méd’natého v destilované vodé

Pracovni postup
Nejprve byl pfipraven zdsobni roztok ovalbuminu ve fosfatovém pufru s pH 7,3 o
koncentraci 2 mg/ml. Z tohoto roztoku byly dle tabulky 5 pfipraveny kalibra¢ni standardy

v rozmezi koncentraci 0-200 pg/ml postupnym fedénim fosfatovym pufrem. Pracovni roztok
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byl pfipraven smichanim 25 dili reagencie MA, 24 dila reagencie MB a 1 dilu reagencie MC
(25:24:1, reagencie MA:MB:MC). Do mikrozkumavek Eppendorf byl napipetovan 1 ml
standardu, vzorku i slepého vzorku a byl pfidan 1 ml pracovniho roztoku. Smés byla
inkubovéna 1 hodinu v topném hnizdé pfti teploté 60 °C. Po inkubaci bylo napipetovano 300 ul
standardu, vzorku ¢i slepého vzorku do mikrotitracni desticky a proméfeno na spektrofotometru

pfi vinové délce 570 nm.

Tabulka 5: Piprava kalibra¢nich standardii pro MicroBCA™ test v mikrozkumavkach

Koncentrace Objem a zdroj ovalbuminu Objefn f'e,diciho roztoku
standardu [pg/ml] (fostatovy pufr, pH 7,3)
200 0,5 ml ze zasobniho roztoku 4,5 ml
40 2 ml z ptedchoziho fedéni 8 ml
20 4 ml z predchoziho fedéni 4 ml
10 4 ml z predchoziho fedéni 4 ml
5 4 ml z ptedchoziho fedéni 4 ml
2,5 4 ml z ptedchoziho fedéni 4 ml
1 3,2 ml z ptedchoziho fedéni 4,8 ml
0,5 4 ml z ptedchoziho fedéni 4 ml
0 (slepy vzorek) 0 ml z pfedchoziho fedéni 8 ml
Vyhodnoceni

Ze ziskanych absorbanci kalibracnich standardii byla odectena hodnota absorbance
slepého vzorku a ztéchto hodnot byla poté sestrojena kalibrani zavislost absorbance na
koncentraci standardd. Pomoci ziskané regresni rovnice byla vypocitana koncentrace proteinu

ve vzorcich.

3.11. Lyofilizace Castic s proteiny

Lyofilizace, neboli suseni mrazem, je metoda k odstranéni vody z materialti procesem
sublimace pfi nizké teploté a tlaku k zajiSténi lepsi stability vzorkt pro dlouhodobé skladovani.
Tento proces lze rozdélit do tii krokli: zmrazeni (tuhnuti), primérni suseni (sublimace ledu) a
sekundarni suSeni (desorpce nezmrazené vody). Optimalizované podminky pro lyofilizaci

castic CS/TPP 5:1 se zachycenym proteinem byly ptevzaty z [209].

Pouzité roztoky

*  55% roztok trehal6zy v deionizované vode
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Pracovni postup

Castice CS/TPP se zachycenym OVA nebo EGF byly pfipraveny podle kapitoly 3.5.
Castice CS/TPP obalené HA se zachycenym OVA v obalu byly piipraveny podle kapitoly
3.6.1. Po ptipravé byla suspenze castic prevedena do 15 ml centrifugacni tuby a byly
zakoncentrovany centrifugaci na centrifuce 5702 Eppendorf po dobu 5 min pti 1700 RCF. Byl
odebran cely supernatant, ktery byl ponechdm pro stanoveni koncentrace proteinu v ¢asticich
pomoci BCA testu podle kapitoly 3.11.1. Peleta Castic byla poté rozmichana v 1,909 ml
deionizované vody a pienesena do 5 ml lyofilizacni vialky. K suspenzi ¢astic bylo ptidano 91 pl
55% roztoku trehaldzy. Zaviené vialky bez gumové zatky byly zamrazeny na —80 °C na 24
hodin. Nasledné byly lyofilizovany bez vicka podle podminek v tabulce 6 po dobu 24 hodin.

Po lyofilizaci byly uzavieny 1 s gumovou zatkou a byly uchovavany pii 4 °C.

Tabulka 6: Lyofilizacni program

Cas [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 uvoliiovani proteinu z lyofilizovanych ¢astic

Kinetika uvoliiovani proteinu z lyofilizovanych Castic popisuje rychlost a mechanismus,
jakym je protein uvolilovan do okolniho prostiedi. Tento proces je ovlivnén faktory, jako je
sloZeni Castic, interakce proteinu s nosi¢em a podminky prostiedi, naptiklad pH nebo iontova

sila. Metoda byla upravena podle [209] a [212].

Priprava 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,3)

Pro ptipravu 50 ml fosfatového pufru byl nejprve pfipraven roztok A navazenim 1,79 g
1 M Na;HPO4 - 12H20 a za zahiivani rozpusSténo v 5 ml deionizované vody. Roztok B byl
pfipraven navazenim 0,78 g 1M NaH:PO4-2H>O a za zahfivani rozpusténo v 5 ml

deionizované vody.

57



Do 50 ml uzaviratelné nadoby bylo odpipetovano 4,225 ml roztoku A a 0,775 ml roztoku
B. Objem byl doplnén deionizovanou vodou a pH bylo ovéieno pomoci pH metru a ptipadné
upraveno piidanim jednoho ¢i druhého roztoku (roztok A ke zvySeni pH pufru, roztok B ke

snizeni pH pufru). Takto pfipraveny pufr byl skladovan pii 4 °C a pouzivan po dobu 1 tydnu.

Pracovni postup

Bylo vytemperovano 30 ml pfipravené¢ho fosfatového pufru na teplotu 37 °C. 2 mg
lyofilizovanych ¢astic CS/TPP ze zachycenym OVA nebo EGF a v lyofiliza¢ni vialce byly
resuspendovany v 5 ml vytemperovaného pufru a za otaCeni v rotitoru byly ponechény
v termostatu pti 37 °C, kde byla suspenze po celou dobu experimentu.

Po 25 minutiach byla celd suspenze pievedena do mikrozkumavky Eppendorf a byla
centrifugovédna na centrifuze 5702 Eppendorf 5 minut pfi 1700 RCF a ihned po centrifugaci
byly odebrany alikvoty 1 ml tak, aby byl alikvot odebran po 30 minutach. Objem byl nasledné
doplnén stejnym mnozstvim vytemperovaného pufru. Tento proces byl znovu opakovan i pro
¢asy 60, 90, 120 minut, 24 hodin, 48 hodin a 1 tyden.

Alikvoty byly postupné shromazd’ovany a skladovany pti 4 °C a nasledné byla stanovena
koncentrace proteinu pomoci soupravy MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit

mikrozkumavkovou metodou podle kapitoly 3.10.2.

Vyhodnoceni
Kinetika uvoliiovani proteinu byla vyhodnocena kumulativni metodou, jejimZ principem
je postupné pficitani uvolnéného proteinu. Dale bylo dle rovnice 5 vypocitdno mnoZstvi

uvolnéného proteinu [195].

Rovnice 5: Vypocet uvolnéného proteinu v procentech

uvolnény protein
Uvolnény protein [%] = y/p , lhgl 100
zachyceny protein [pg]
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova priace se zaméfuje na vyvoj a charakterizaci chitosanovych
submikroastic s potencialem pro cilenou aplikaci v oblasti hojeni ran. Céstice umoziuji
efektivni zaclenéni lidského rekombinantniho epidermalniho rtistového faktoru (dale jen EGF),
modelového proteinu ovalbuminu a piipadné 1 dalSich rtastovych faktori a molekul
s podobnymi vlastnostmi.

V ramci experimentalni ¢asti bylo pfipraveno celkem sedm variant ¢astic, které vznikly
na bazi CS a sitovaciho ¢inidla TPP. Jednotlivé Castice se liSily ne/ptfitomnosti zachycenych
proteintl, fluorescen¢nim zna¢enim CS pomoci FITC a/nebo obalem z kyseliny hyaluronové.
Tyto Gpravy umoznily studium jak fyzikalné-chemickych vlastnosti ¢astic, véetné stanoveni
profilu uvoliiovani proteinu po lyofilizaci, tak jejich interakce s bunkami, zejména z hlediska
internalizace, ktera byla sledovana pomoci fluorescencni mikroskopie.

Vsechny piipravené c¢éstice jsou znazornény na schématu (obrazek 10), doplnéné o
vysvétlivky a vlastnosti jednotlivych komponent. Navrh schématu vychazi z literarnich zdroji

a byl dale upraven na zaklad¢ vlastniho pojeti [104, 117, 217].

sOVA

FITC znagené FITC znacené
CS/TPP CS/TPP s EGF

Obrazek 10: Schématické znazornéni vSech ptipravenych CS ¢astic v této praci
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4.1. Priprava a charakterizace ¢astic z chitosanu a tripolyfosfatu sodného

Castice z chitosanu a TPP byly zvoleny z celé fady duvodi, které byly podrobngji
popsany v teoretické Casti prace. Pro shrnuti se jedna o jedny z nejcastéji vyuzivanych CS ¢astic
pro nosicové systémy dodavani latek, protoze je mozné je pfipravit s pozadovanymi parametry
a umoznuji zachytit Siroké spektrum bioaktivnich latek jak do své struktury, tak na sviij povrch.
Jejich ptiprava navic probihd bez pouziti toxickych chemikalii a za mirnych podminek bez
nutnosti vysokych teplot.

Castice byly pfipraveny z chitosanu o nizké molekulové hmotnosti se stupném
deacetylace 7585 % metodou ionotropni gelace podle kapitoly 3.3. Jako sitovaci ¢inidlo byl
pouzit tripolyfosfat sodny, pficemz objemovy pomér CS:TPP byl 5:1. Pfi této reakci doslo
k iontovému zesitovani mezi kladné nabitym protonovanym aminem CS a zdporn€ nabitymi
fosfatovymi skupinami TPP, ¢imz se ziskaly gelovité castice [13].

Fyzikalné-chemicka charakterizace ¢astic, zahrnujici méteni hydrodynamické velikosti,
polydisperzniho indexu a zeta potencialu, byla provedena na pfistroji SZ-100 nanopartica
v prostiedi deionizované vody podle kapitoly 3.7. Suspenze €astic mohou vykazovat uzky
rozsah velikosti a tvofit jednu velikostni populaci, pak je oznacujeme jako monodisperzni.
Naopak polydisperzni suspenze vykazuji Sirsi distribuci velikosti a mohou obsahovat dvé ¢i
vice odliSnych velikostnich populaci ¢astic. Toto se da pii méfeni ovéfit pomoci méteni
v polydisperznim modu.

Cilem bylo pfipravit monodisperzni suspenze Castic, presto nékterd z opakovani
vykazovala vice neZ jednu velikostni populaci. Rozdil v monodisperzni a polydisperzni formé
méfeni je znazornén na obrdzcich 11 a 12. Na obrazcich je zndzornén histogram distribuce
velikosti Castic, ktery zobrazuje zavislost mezi hydrodynamickym primérem castic a jejich
relativni Cetnosti. Tato data byla ziskana analyzou autokorelacni funkce intenzity rozptyleného
svétla v Case pomoci softwaru ptistroje. Na obrazku 11 miizeme vidét 10 z méfeni velikosti
kopirujici jeden pik a pak 2 méfeni s piky mirné posunutymi vlevo znacici Castice o mensi

velikosti.
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Obrazek 11: Distribuce velikosti ¢astic (12 méfeni) — monodisperzni forma

Naopak na obrazku 12 je znazornéno 5 méteni s 2 velikostnimi populacemi a i ostatni

piky nejsou tak uniformni jako v monodisperznim modu.
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Obrazek 12: Distribuce velikosti ¢astic (12 méfeni) — polydisperzni forma

Toto bylo zohlednéno i1 pfi zpracovani vysledka. Primérné hodnoty hydrodynamické
velikosti, PDI a zeta potencialu ¢astic ze tii opakovani (n = 3) jsou uvedeny v tabulce 7, v€etné

smérodatnych odchylek.

Tabulka 7: Fyzikélné-chemickd charakterizace ¢astic CS/TPP (n = 3)

Prumérna Hydrodynamicka Polydisperzni Zeta potencial
hodnota velikost [nm] index [mV]
CS/TPP 178,6 + 4,9 0,384 + 0,045 65,0 £ 0,6

Ptipravené Castice mély vhodnou velikost, PDI a zeta potencial pro provedeni dalSich

experimentl, ale v ptipad¢ potieby by se tyto parametry daly upravit, jelikoz jsou ovlivnény
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fadou faktort, jako je iontova sila, postup michéni, koncentrace a pomér CS a TPP, stupeni
deacetylace a molekulova hmotnost chitosanu, teplota a pH [101].

Velikost Castic ziskana pomoci DLS se obvykle vyjadiuje pomoci parametru ,,z-priimérna
velikost®™, coz je intenzitné vazeny priamer hydrodynamické velikosti Castic (nm) a zaroven
hlavni a nejspolehlivéjsi parametr pouzivany pii analyze velikosti ¢astic [140, 141]. Velikost
pfipravenych castic Cinila 178,6 +£4,9 nm a Céstice lze tedy pifesnéji oznalit za malé
submikrocastice [99]. Polydisperzni méfeni velikosti ¢astic odhalilo u ¢asti vysledkl jednoho
ze vzorklu dvé velikostni populace. Prvni populace Castic méla hydrodynamickou velikost
48,8+ 7,9 nm a druha 291,5 £ 12,7 nm. Studie zdlUraznuji, Ze pro dosazeni tizké distribuce
velikosti ¢astic je mimo jiné zasadni postupné a rovnomérné pridavani TPP do roztoku CS [81].
Pro zajiSténi opakovatelnych a monodisperznich vysledkll by proto bylo vhodné vyuzit napft.
automatické davkovaci zafizeni, nebo aby se alespoil magnetickd michadla v 1ékovkach, ve
kterych ptiprava probihala otacela totoznym zplisobem, coz se ne vzdy povedlo zajistit.
Primérna velikost ptipravenych ¢astic v§ak odpovida typickym rozmérim chitosanovych ¢astic
ziskanych metodou ionotropni gelace. Ty se obvykle pohybuji v Sirokém rozmezi desitek az
stovek nanometril v zavislosti na podminkach ptipravy [101].

Polydisperzni index je bezrozmérné Cislo, které slouzi k hodnoceni miry disperzity
velikosti astic v suspenzi. Cim niz§i je hodnota PDI, tim homogennéjsi je suspenze. Za
monodisperzni je povazovan vzorek, jehoZ hodnota PDI nepiesahuje 0,1 [146]. Obecné se jako
optimalni uznava PDI < 0,3, av§ak hodnoty do 0,5 jsou stale ptijatelné [218]. Naopak PDI> 0,7
signalizuje Sirokou distribuci velikosti a vyraznou polydisperzitu systému, kterd pro nasledné
experimenty a pouziti neni obvykle vhodna [141]. V tomto ptipad€ byla naméfena hodnota PDI
0,384 + 0,045, coz znaci relativné homogenni systém s pfijatelnou trovni disperzity.

Zeta potencial méfeny metodou ELS uddva povrchovy naboj castic. Tento naboj je
zasadni pro elektrostatické interakce mezi ¢asticemi, jejich stabilitu v suspenzi a také pro jejich
schopnost se vzdjemné pfitahovat nebo odpuzovat. Stabilni suspenze ¢astic musi mit zeta
potencial vyssi nez + 30 mV. Tyto hodnoty zajist'uji dobrou koloidni stabilitu diky vysoké
energetické bariéfe mezi Casticemi, které pak nemaji tendenci se shlukovat [10, 218].
Chitosanové castice s TPP maji obvykle vysoky pozitivni naboj, coZz je ddno pfitomnosti
protonovanych aminovych skupin chitosanu v kyselém pH [103]. Tomu odpovida i nas
vysledek zeta potencialu, ktery byl 65,0 = 0,6 mV. Pfipravené ¢astice lze tedy povazovat za
stabilni a Ize odhadovat, Ze mohou vhodn¢ interagovat s negativn¢ nabitou membranou bunck.

Tyto vlastnosti byly také nésledné experimentalné ovéteny.
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Ve srovnani s pripravou chitosanovych castic s pivodnim zdrojem [102] byla DLS
velikost ¢astic z nizkomolekularniho chitosanu (pifi objemovém poméru CS a TPP 5:1) 200 +
24 nm, s hodnotou PDI 0,227 a zeta potencidlem 25 =3 mV. Nase Castice jsou piiblizn¢ o
20 nm mensi, avSak soucasn¢ vykazuji vyssi hodnotu PDI, ktera je v naSem ptipad¢ vice nez o
0,150 vyssi, coz znaci §irsi distribuci velikosti ¢astic. I v jejich piipadé vSak méfeni pomoci
polydisperzniho médu odhalilo dvé velikostni populace: mensi o velikosti pfiblizné¢ 40 nm a
vetsi okolo 250 nm, coz viceméné odpovida i naSim vysledkiim polydisperzniho vzorku.

Naopak zeta potencial nasich Castic byl vyrazné vyssi, coz naznacuje vysokou stabilitu ¢astic.

4.1.1. Vyhodnoceni kratkodobé stability ¢astic
Kratkodoba stabilita ptipravenych ¢astic CS/TPP, kterd vypovidala o dalsi charakteristice
¢astic, byla sledovdana po dobu 14 dni na zdkladé zmén jejich fyzikdlné-chemickych
charakteristik v Case, jak je popsano v kapitole 3.8. Métena byla hydrodynamicka velikost, PDI
a zeta potencial ihned po pfipravé a nasledné po 3, 7 a 14 dnech. Vysledky velikosti a PDI jsou

graficky zndzornény v grafu 1, zeta potencial je znadzornén v grafu 2.
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Graf 1: Stabilita castic CS/TPP — DLS a PDI (n = 3)
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Graf 2: Stabilita ¢astic CS/TPP — zeta potencidl (n = 3)

Diky naméfené vysoké hodnoté zeta potencidlu, ktery slouzi jako prediktivni faktor
stability se potvrdilo, ze ptipravené koloidni suspenze ¢astic jsou stabilni. U ¢astic nebyl
pozorovan ani po 14 dnech nardst velikosti, ktery by byl zplsoben jejich agregaci a
shlukovanim ¢i kontrakei nebo bobtnanim jednotlivych castic. Vysledky ukazuji dokonce
zmenSeni ¢astic po 14 dnech o 1,54 %, coz je stile reprodukovatelné a je to v ramci bézné
odchylky mezi jednotlivymi métenimi. Nebyl tedy pozorovan nartst velikosti ¢astic vice nez
10 % a Castice lze charakterizovat jako stabilni [213, 210]. Mizeme vidét, Ze ani zeta potencial
se vramci 14 dni nijak zdsadné¢ nezménil. D4 se odhadovat, Ze tyto suspenze castic by
vykazovaly je$té¢ néjakou dobu stabilitu, avSak dlouhodobé skladovani by nebylo vhodné,
protoZe kromé rizika agregace ¢i ptipadného uvolhovani nalozeného 1éciva hrozi také napf.

bakterialni kontaminace suspenze [145].

4.2. Priprava ¢astic se zachycenym proteinem

Submikrocastice z CS se zachycenym nejprve modelovym proteinem a pot¢ EGF byly
sestrojeny se zamyslenym pouzitim jakoZto nosiCovy systém poskytujici kontrolované
uvoliovani GF k hojeni pfevazné chronickych ran, jelikoz je dokazano, Ze dodéavani
exogennich GF hojeni podporuje a urychluje [7, 8]. Vlastnosti CS, uvedené v teoretické ¢asti
prace, z n¢j ¢ini skvély materidl k tomuto pouziti.

Metoda zachyceni (entrapment) byla zvolena pro vazbu proteint s ¢asticemi, jelikoz
vykazuje stabilnéj$i profil uvolfiovani proteinu bez vyraznych pocéatecnich explozivnich
uvoliovani (tzv. burst release) v porovnani s adsorpénimi metodami. Zarovenn poskytuje
ochranu GF pted enzymatickou degradaci, ktera pfedstavuje jednu z nejvétSich limitaci 1écby
volnymi GF. A v neposledni fad¢ se jedna o velice jednoduchy proces, kdy se pouze ptida
vodny roztok proteinu do roztoku CS pted ptiddvanim TPP [8, 16, 133].
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Castice z chitosanu a tripolyfosfatu sodného v objemovém poméru 5:1 byly piipraveny
podle kapitoly 3.5., v jejichz struktuie byl pfi procesu ionotropni gelace zachycen ovalbumin
nebo EGF. Béhem piipravy bylo piidano vzdy 150 pg ptislusného proteinu v objemu 1 ml.
V navaznosti na dal$i experimenty byl celkovy objem suspenze navysen na 9 ml z divodu
ziskani 2 mg Castic pro experiment sledovani kinetiky uvoliiovani proteinu.

Po piipravé byla provedena fyzikalné-chemicka charakterizace ¢astic s cilem zjistit jak
se vybrané parametry (velikost, PDI a zeta potencial) ¢astic se zachycenym proteinem zméni
oproti Casticim bez proteinu. Piipadné zmény byvaji ovlivnény fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi jednotlivych proteinti, zejména jejich molekulovymi hmotnosti a isoelektrickym
bodem [117]. Epidermalni rastovy faktor je peptid o molekulové hmotnosti ptiblizné 6 kDa s
isoelektrickym bodem 4,6. V hodnotdch pH ve kterych se experiment pohyboval ma tedy
negativni naboj [9, 47]. Oproti tomu modelovy protein ovalbumin z vaje¢ného bilku, ktery se
Casto vyuziva diky nizké pofizovaci cen¢, stabilité a dobré charakterizaci pro rizné studie
zachyceni a uvolnovani 1é¢iv z nosi¢ovych systémd, je vétsi protein o molekulové hmotnosti
ptiblizné 45 kDa. Jeho isoelektricky bod okolo 4,6 mu opét vtomto ptipadé propljcuje
negativni naboj [215, 216].

Primérné hodnoty parametri fyzikalné-chemické charakterizace jsou pro ¢astice s OVA

1 EGF uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Fyzikalné-chemické charakterizace Castic se zachycenym proteinem v polymerni
matrici (n = 3)

Prumérna Hydrodynamicka Polydisperzni Zeta potencial
hodnota velikost [nm] index [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 +32

Polydisperzni méfeni velikosti ¢astic odhalilo u dvou vzorkii obou proteinti dvé velikostni
populace. U ¢astic s OVA byla hodnota primémé hydrodynamické velikosti prvni populace
66,8 +3,3nm a druhé 313,8+13,4nm. U castic s EGF méla prvni populace velikost
61 £ 12,5 nm a druhd 328,5 £ 15,0 nm. V obou piipadech miizeme pozorovat mirny nartist
velikosti ¢astic s proteinem oproti ¢asticim bez proteinu. Trend nartistu velikosti po zaclenéni
proteinu do struktury ¢astic dokladaji napt. 1 vysledky studii [13, 128], pfi¢emz studie [9, 128]
zminuji vliv koncentrace proteinu na velikost c¢astic. Také bylo ovSem pozorovano, ze

s nartistem objemu suspenze Castic vzrasta 1 jejich praimérna velikost. To doklada napiiklad
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vzorek piipraveny s EGF pro fluorescen¢ni mikroskopii podle kapitoly 3.9., kdy byl protein
pfidan v mens§im objemu a zaroven objem CS a TPP nebyl navySen. Pozorovana velikost ¢astic
s proteinem pak nebyla vétsi oproti ¢asticim bez proteinu.

Hodnoty PDI naopak ukazuji pro oba proteiny rozdilné vysledky. Céstice se zachycenym
OVA mély hodnotu PDI 0,352 + 0,013, coz znaci pokles miry polydisperzity suspenze oproti
¢asticim bez proteinu. Naproti tomu cCastice se zachycenym EGF vykazovaly hodnoty PDI
0,465 + 0,053, coz predstavuje uz znatelny nartst polydisperzity suspenze oproti ¢asticim bez
proteinu, ale i tak je to stale piijatelnd hodnota polydisperzity, jelikoz je < 0,5 [218].

Zeta potencial Castic se po zachyceni proteinii do ¢astic v obou ptipadech snizil.
Zachyceni ovalbuminu vedlo ke snizeni zeta potencialu o necelych 10 mV oproti ¢asticim bez
protienu. Po zachyceni EGF byla hodnota zeta potencidlu dokonce o ptiblizné 20 mV nizsi
v porovnani s ¢asticemi bez proteinu. Ve studii [13] 1ze pozorovat jesté vyrazng€jsi snizeni zeta
potencidlu, ptiblizné o polovinu po zachyceni EGF nebo pouze mirné snizeni zeta potencialu
po zachyceni BSA ve struktufe Castic ve studii [145]. Tento jev lze vysvétlit negativnim
nabojem proteind, ktery ¢astecné neutralizuje kladné nabité aminoskupiny CS, pficemz ¢ast

proteind byva zachycena i na povrchu ¢astic [13].

4.2.1. Utinnost vazby proteinu do struktury &astic
U piipravenych ¢astic se zachycenymi proteiny byla pro stanoveni skutecného mnoZzstvi
proteinu, které se zachytilo ve struktufe ¢astic, provedena nepifima metoda stanoveni proteinu
v supernatantu pomoci BCA testu v mikrotitracni desti¢ce (podle kapitoly 3.5.1.). Dvé hodnoty
absorbance pro kazdé ze tfi opakovani byly vyhodnoceny pomoci linearni rovnice y = 0,0098x
+0,0566 (R*=0,9923), ziskané z kalibra¢ni kiivky sestavené z roztokli OVA v koncentracich

0-200 pg/ml v deionizované vod¢, métenych na spektrofotometru Multiscan RC (viz graf 3).
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Graf 3: Kalibracni zavislost stanoveni proteinu CS/TPP — metoda v mikrotitra¢ni desti¢ce

Ze ziskanych hodnot koncentraci byla vypocitana pro oba proteiny ucinnost zachyceni
proteinu podle rovnice 2 a vazebna kapacita nosi¢e podle rovnice 3. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 9.

Tabulka 9: Uginnost zachyceni proteinu v polymerni matrici ¢astic (n = 3)

Pramérna hodnota

Utinnost zachyceni
proteinu [%]

Vazebna kapacita
nosice [png/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 piipadech bylo dosazeno vysoké u€innosti zachyceni proteinu a podobné hodnoty
vazebné kapacity nosice. Z celkového mnozstvi vloZzeného ovalbuminu, které bylo 150 pg bylo
v Casticich zachyceno 86,1 £ 0,52 %, coz odpovida 129,16 + 0,78 ng. V ptipadé¢ EGF byla
ucinnost zachyceni proteinu 87,8 + 0,39 %, coZ odpovida 131,74 + 0,58 pg z celkovych
vlozenych 150 ug EGF.

Chitosanové ¢astice maji obecné pomérné vysokou vazebnou kapacitu proteind, ktera je
opét zprosttedkovana zejména elektrostatickymi interakcemi, ale u jinych castic 1 moznosti
chemické modifikace CS [7,9,13]. V diplomové praci [209] byly pfipraveny a charakterizovany
stejné Castice se zachycenym OVA a EGF a bylo dosazeno srovnatelnych vysledkl ti¢innosti
zachyceni — konkrétné 86,47 % pro OVA a 86,19 % pro EGF. Nase mirn¢€ vyssi hodnota u EGF

muze byt zpisobena napft. vétsi velikosti pfipravenych castic se zachycenym EGF, které tak
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mohly pojmout nepatrné vice proteinu do struktury. Ve studii [13] byla hodnota ucinnosti

zachyceni EGF ve struktuie ¢astic CS/TPP 70 % z ptivodni vlozené koncentrace EGF 1 mg/ml.

4.2.2. Kinetika uvoliiovani proteinii z lyofilizovanych ¢&astic

Uvolnovani 1éCiva je dilezitym faktorem pro zajisténi vysoké reprodukovatelnosti,
stability, kontroly kvality a védeckého zakladu pro vyvoj CS castic. Uvoliiovani 1éciva
ovlivituje nékolik faktorti, véetné slozeni, poméru slozeni, interakci sloZzek a metod piipravy
[117].

Lyofilizace je jednou z nejucinngjSich strategii pro dlouhodobé skladovéani Castic
v suchém stavu. Tato technika je obzvlasté Gc¢innad u ¢astic nalozenych proteiny a dalSimi
molekulami citlivymi na vysoké teploty, jelikoz na rozdil od dalSich vyuzivanych metod, jako
je napft. sprejové vysusovani, pracuje s nizkou teplotou. Pii spravné optimalizovaném procesu
s vyuzitim kryoprotektiv dochédzi k minimalizaci degrada¢nich zmén a k zachovani biologické
aktivity inkorporovanych slozek [201, 204].

Sledovani kinetiky uvolfiovani proteini z ¢astic CS/TPP bylo provedeno po jejich
lyofilizaci, jelikoz profily uvoliiovani proteinli z Castic po piipravé bylo jiz zkoumano
v pfedchozi diplomové praci [209]. Pfipravené Castice se zachycenym OVA nebo EGF byly
lyofilizovany podle metody v kapitole 3.11. s pfidavkem trehaldzy, jakozZto kryoprotektiva, aby
se zabranilo agregaci Castic, denaturaci ¢i poSkozeni proteinu a zaroven se zlepSila jejich
nasledné redisperze v rozpoustédle. Opétovna dispergovatelnost je definovana jako schopnost
vysusenych ¢astic vratit se do piivodniho stavu ve vodném systému, hodnocend z hlediska
velikosti ¢astic, PDI a morfologie [145]. Trehal6za se né€kolika autory uvadi jako jeden
z nejlepSich kryoprotektiv pro CS cCastice [145,199].

Cilem bylo stanovit profil uvolilovani proteinil z ¢astic po lyofilizaci a zjistit, zda je néjak
ovlivnén lyofilizaénim procesem. Uvolfiovani obou proteinli bylo sledovano v prostiedi
fosfatového pufru o pH 7,3, ktery modeluje vnitini prosttedi lidského téla s pH ptiblizné 7,4
[155]. Jak jiz bylo nastinéno, nejlepSich vysledki modelovani slozitého prostiedi rany, at’ uz
akutni ¢i chronické, by bylo dosaZzeno v pifipadé sestrojeni komplexniho roztoku nejen
s obdobnymi hodnotami pH, ale také s obdobnou viskozitou, iontovou silou a pfitomnosti
enzymt, kterych se v tekutin€ rany vyskytuje cela fada. V pribehu procesu hojeni se zaroven
hodnota pH méni a v ptipad€ kolonizace bakteriemi je celé sloZeni exsudatu ovlivnéno [7, 10,
57]. OvSem pro zjednoduseni a dobrou porovnatelnost jak s vysledky fady studii, tak vysledki
profili uvoliiovani proteinti bez procesu lyofilizace byl zvolen pravé fosfatovy pufr o pH 7,3 a

teplota 37 °C, coz je ptiblizné teplota lidského téla. Uvoliiovani probihalo za mirného otaceni
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béhem 7 dni, kdy byla stanovena hodnota koncentrace uvolnéného proteinu v supernatantu po

30, 60, 90, 120 minutach, 24, 48 hodinach a 1 tydnu odebiranim alikvotl o objemu 1 ml a

naslednym doplnénim objemu Cerstvym médiem.

Vzhledem k ocekavanym niz§im koncentracim uvolnéného proteinu v supernatantu byla

zvolena citlivéjsi metoda BCA testu v mikrozkumavkach s nizsim detekéni limitem. Kalibra¢ni

kfivka sestrojena pomoci kalibracnich roztoki OVA ve fosfitovém pufru o pH 7,3 byla

zm¢étena na spektrofotometru PowerWave HT pii 570 nm (viz graf 4). Pomoci ziskané linearni

rovnice: y = 0,026x + 0,0181 (R? = 0,9986) byly vypocteny koncentrace proteinti v alikvotech.
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Graf 4: Kalibra¢ni zavislost stanoveni uvolnéného proteinu — metoda v mikrozkumavkach

Kinetika uvoliiovani zachyceného ovalbuminu ze struktury ¢astic

Primérné koncentrace modelového proteinu OVA v alikvotech vcéetné smérodatnych

odchylek jsou uvedeny v tabulce 10 v jednotkach pg/ml a v procentech z celkového

zachyceného mnozstvi proteinu vypocitanych podle rovnice 5.
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Tabulka 10: Naméfené koncentrace uvolnéného OV A ze struktury ¢astic po lyofilizaci

(n=3)

Doba Namérené koncentrace | Namérené koncentrace
uvoliiovani OVA [pg/ml] 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 tyden 1,013 +0,47 0,79 £ 0,37

Ze ziskanych hodnot koncentraci OVA byl nasledné¢ kumulativni metodou, tedy

postupnym pricitanim uvolnéného proteinu graficky znazornén profil uvolnovani proteinu, coz

je uvedeno v

Koncentrace [pg/ml]

grafu 5.
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Graf 5: Kinetika uvoliiovani zachyceného OV A z lyofilizovanych ¢astic — kumulativni

metoda (n = 3)

Ziskany profil uvoliiovani zachyceného OVA =ze struktury Castic vykazuje
charakteristické rysy, které jsou Casto popisovany u ¢astic z CS —tzv. burst release, nasledovany
pomalejs$im stabilnim uvoliiovanim [9, 10, 133, 145].

Tzv. burst release, kdy se hned v prvnich 30 minutach uvolnilo nejvice proteinu za celou

dobu experimentu, konkrétné 3,61 £ 0,52 pg/ml, lze pficitat pfedevSim uvolnéni molekul
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proteinu navazanych pouze slabymi interakcemi na povrchu ¢astic. Tento jev, ale s menSimi
ptirtstky koncentraci uvolnéného OVA dale pokracoval ptiblizn€¢ do doby 120 minut, kdy se
uvolnilo poméme velké mnozstvi proteinu. Konkrétné se v tomto Casovém obdobi uvolnilo
piiblizn¢ 9,08 ng/ml (7,10 %) z 129,16 = 0,78 pg zachycenych v ¢asticich [7, 152].

Po této fazi dochdzi k vyraznému zpomaleni uvoliiovani proteinu i kdyz se jednotlivé
casové obdobi mezi odbéry vyrazné¢ prodluzuje a naméfend koncentrace OVA v téchto
alikvotech se pohybuje okolo 1 pg/ml. Stabilni konstantni uvoliiovani proteinu byva zptisobeno
difazi proteinu skrz polymerni matrici a v pozdéjsich stadiich i postupnym rozpadem samotné
struktury ¢astic a kombinaci téchto dvou mechanismt [7, 152].

Celkové mnozstvi uvolnéného OVA za celou dobu experimentu ¢inilo 11,62 pg/ml, coz
ptedstavuje 9,09 % z celkového zachyceného mnoZstvi proteinu a vétSina proteinu tak ziistala
stadle zachycena ve struktufe ¢astic. V porovnani s dostupnou literaturou se jedna o pomérné
nizkou miru uvolnéni, coz muze byt disledkem silnéjsich interakci mezi proteinem a matrici,
vys$S§i mirou zesitovani nebo vysokou stabilitou ¢astic [117]. Nasvéd¢uje tomu i fakt, ze byly
¢astice piipraveny z CS s vysokym stupném deacetylace (75-85 %), ktery byva zodpovédny za
formaci Castic s hustéjsi strukturou diky vétSimu mnozstvi dostupnych kationtl a aniontl a
zaroven s nizkou molekulovou hmotnosti, jez omezuje tvorbu vyrazn€ poréznich ¢astic [145,
168].

Konkrétné studie s modelovym proteinem BSA vykazuji mnohem vys$s§i miru uvoliiovani
proteinu. Ve studii [128] se napt. uvolnilo z CS ¢astic v prvnich 24 hodinéach 6,10 £+ 0,55 %
zachyceného BSA. Poté se v prubéhu 2 tydnti pozvolnym uvoliiovanim uvolnilo kumulativni
metodou dokonce 72,56 + 6,67 % BSA. U lyofilizovanych CS/TPP ¢astic pfipravenych ve
studii [145] bylo pozorovéano poc¢atecni explozivni uvoliiovani v priibéhu prvnich 12 hodin a
poté se uvolnilo pozvolnym uvoliiovanim celkovych 44,3 % BSA za 6 dni, pficemz tato studie
také uvadi, Ze podminky pfipravy a lyofilizace nezpusobily Zddnou nevratnou agregaci nebo

Stépeni proteintl.

Kinetika uvoliiovani zachyceného epidermalniho rustového faktoru ze struktury
castic

Totozny experiment sledovani kinetiky uvolfiovani proteinu byl proveden i pro Castice
CS/TPP se zachycenym EGF. Jednotlivé namétené koncentrace uvolnéného EGF z ¢astic jsou

pro vsSechny c¢asové body uvedeny v tabulce 11 v pg/ml i v procentech z celkového

zachyceného mnozstvi proteinu.
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Tabulka 11: Naméiené koncentrace EGF v alikvotech po uvolnéni ze struktury ¢astic po

lyofilizaci (n = 3)

Doba Namérené koncentrace | Namérené koncentrace
uvoliiovani EGF [pg/ml] 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 tyden 0,79 £ 0,07 0,60 £+ 0,06

Kumulativni metoda — pficitani koncentraci uvolnéného EGF z ¢astic je zndzornéna

v grafu 6.
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Graf 6: Kinetika uvolilovani zachycené¢ho EGF z lyofilizovanych ¢astic — kumulativni
metoda (n = 3)

I vtomto piipadé lze pozorovat typicky profil uvolfiovani proteinu z CS ¢éstic
s pocatecnimi vysSimi koncentracemi uvolnéného proteinu. Vzhledem k nizké mife uvoliovani
obou proteint z téchto Castic vSak tento jev neni tak vyrazny jako v jinych ptipadech [7]. Tyto
vys$i hodnoty by se daly charakterizovat do ¢asového obdobi 90—120 minut, kdy se uvolnilo
dohromady 6,23 pg/ml, coz predstavuje 4,73 % z celkovych zachycenych 131,74 + 0,58 pg
EGF.

72



Stabilni konstantni uvoliiovani ptedstavovalo mirné ptirtstky koncentrace EGF a celkové
mnozstvi uvolnéného EGF z Castic za cely experiment Cinilo 8,29 pg/ml, predstavujici 6,3 %
z celkového zachycené¢ho mnozstvi. V porovnani napi. s vysledky v praci [10], kdy se z CS
¢astic se zachycenym EGF do roztoku simulujici ranu o pH 7,4 pii 37 °C uvolnilo rychlym
uvolnovanim 22,03 + 0,28 % EGF za prvnich 24 hodin, a po 72 hodinéch to bylo dokonce 67,57
+ 0,38 %, v tekutin¢ byl vSak také protein savinaza, ktery napodobil prostiedi rany. Studie [7]
ukazuje dokonce uvolnéni 68,84 + 1,53 % EGF z modifikovanych CS ¢&astic za 2 h a poté 85,50
+ 3,08 % po 24 h, coz ptredstavuje vice nez 16x vEétsi mnozstvi uvolnéného EGF neZ v nasem
ptipadé po 24 hodinach.

Ziskany vysledek vSak muze byt relevantni pro aplikace, kde je zddouci dlouhodobé
uvolnovani s minimalni poc¢atecni ztratou proteinu, kterou je pravé hojeni ran anebo tam kde je
EGF klicem k receptorem zprosttedkovanému zachyceni ¢astic na vnimavé bunky [44]. EGF
je efektivni jiz v malych davkach. V piipad¢ vysokého narazového pocatecniho uvolnéni EGF,
by mohlo dochazet k toxicit¢ a jak je zndmo, vysoké davky EGF mohou dokonce podporovat

existujici malignity [64, 65].

4.3. Priprava c¢astic z chitosanu a Kyseliny hyaluronové s proteiny

Kyselina hyaluronova je pfirodni linedrni mukopolysacharid sloZzeny ze stfidavé se
opakujiciho N-acetylglukosaminu a glukuronového disacharidu a tvoti hlavni slozku ECM. Je
biologicky odbouratelna, biokompatibilni, netoxicka a vysoce hydrofilni. Krom¢ schopnosti
specificky cilit na receptory CD44 a zprostfedkovavat endocytézu prostfednictvim nich, se HA
casto vyuziva pro modifikace 1ékovych nosi¢u napt. ke zvySeni biokompatibility, stability,
ovlivnéni povrchového naboje, zlepSeni kontrolovaného uvoliiovani ¢i pro jeji hydratacni a
regeneracni vlastnosti. Jeji negativni naboj ji umoZituje jednoduchou elektrostatickou adsorpci
na CS castice. Tato interakce CS a HA je znazorn€na na obrazku 13 [116, 168, 221, 219]. HA
se prirozen¢ vyskytuje v Sirokém rozmezi molekulovych hmotnosti. V tomto ptfipadé byla

pouzita hyaluronové kyselina HYSILK s molekulovou hmotnosti ptiblizné¢ 150-350 kDa.
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Obrazek 13: Elektrostatické interakce mezi CS a HA [221]

Nejprve byly pfipraveny jednoduché ¢astice z CS a TPP v objemovém poméru 5:1 stejné
jako v kapitole 3.3. Nésledovala fyzikéalné-chemickd charakterizace ¢astic pfed provedenim
dialyzy v acetatovém pufru o pH 5.

Dialyza ¢astic probihala v dialyza¢nim stfivku Biotech CE Tubing s MWCO 300 kD v
acetatovém pufru o pH 5 k odstranéni zbytkovych nizkomolekularnich latek, ptredevSim
volného TPP a nezreagovaného chitosanu, a zaroven k Upravé pH prostiedi pied naslednym
obalenim kyselinou hyaluronovou rozpusténou ve stejném pufru.

Nejprve byl postup otestovan piipravenim jednoduchych c¢astic obalenych HA bez
proteinu a poté bylo cilem upravit postup pro zalenéni proteinu do Castic obalenych HA.
VétSina studii vyuZivajici ¢astice na bazi CS/TPP s proteinem/peptidem nebo 1é¢ivem obalené
kyselinou hyaluronovou pracuje s ¢asticemi, ve kterych je latka zachycena ve struktufe ¢éstic
pii jejich formaci [116, 217, 220]. V takovych ptipadech by v§ak mohlo dochéazet k uvoliovani
proteinu z ¢astic v prubéhu nasledujici dialyzy, tim snizeni ucinnosti zachyceni proteinu a ke
ztizeni pfesného stanoveni zbylého proteinu v ¢asticich. Dialyza totiz probihd v minimalné
stonasobku objemu ¢astic a byla by tak potieba velmi citlivda metoda stanoveni. MicroBCA test
by jiz pravdépodobné neposkytl dostatecné citlivé vysledky.

Z uvedenych ditvodu bylo 150 pg proteinu rozpusténého v acetatovém pufru o celkovém
objemu 75 pl pfidéno do prefiltrovaného roztoku HA, do kterého byly nasledné za michéani
ptikapavany dialyzované ¢astice CS/TPP v objemovém poméru 1:1 a tim byl protein zachycen
v obalu ¢astic. Formace Castic se projevila opalescenci suspenze, ktera byla vizualné patrna na
rozdil od ¢iré suspenze Castic neobalenych. Podle dostupné literatury se zda, ze tato strategie
ptipravy nebyla dosud popséna. Z diivodu ztraty proteinu nebyla provedena dialyza po obaleni

¢astic k odstranéni nenavazané HA a v suspenzi se tak mohlo vyskytovat ur¢ité mnoZzstvi volné
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HA. Tento nezadouci zbytek by bylo mozné do urcité miry odstranit také pomoci centrifugace
¢astic a jejich nasledné redispergace v Cerstvém rozpoustédle, k ¢emuz doslo i pii ptiprave
vzorku na lyofilizaci a nasledném experimentu uvoliiovani proteinu.

Obalen¢ c¢astice byly nejprve charakterizovany v prosttedi, ve kterém byly pfipraveny,
tedy v acetatovém pufru o pH 5. Toto prostiedi se vSak ukazalo jako nevhodné pro méteni zeta
potencialu ¢astic, ktery vykazoval velmi nizké hodnoty okolo —2,5 + 0,5 mV a velice nestabilni
¢astice [10]. Z tohoto ditvodu bylo méfeni zopakovano s nafedénim vzorku deionizovanou
vodou, ve které byly méfeny i1 vSechny piedchozi neobalené Castice. Zaroven je také znamo, ze
zmény pH vedou ke znatelnym zménam zeta potencidlu [81]. V tomto piipad¢ byl zeta potencial
vyrazné negativnéjsi a pohyboval se pod —20 mV. Velikost ¢astic a hodnota PDI vSak zstaly
v obou prostiedich srovnatelné. Konkrétni hodnoty fyzikalné-chemické charakterizace CS/TPP
jsou uvedeny po ptiprave pied dialyzou a ndsledné po obaleni HA, jak pro ¢astice bez proteinu,

tak s modelovym proteinem OVA v tabulce 12.

Tabulka 12: Fyzikalné-chemicka charakterizace ¢astic obalenych kyselinou hyaluronovou a

s OVA (n=3)
oy Hydrodynamicka | Polydisperzni | Zeta potencial
Prumérna hodnota velikost [nm] index [mV]
Castice pred
+ + +
(CS/TPP)- obalenim 173,9+ 10,5 0,405 + 0,009 62,2+ 5,0
HA ) ddstice Iﬂ;"balenl 233,6+7,1 | 0,46140,063 | —259+4,1
Castice pred
+ + +
(CS/TPP)- obalenim 182,4+9,5 0,362 + 0,020 60,1 +£3,2
OVA-HA | Sstice Iﬂ‘;‘)balen‘ 2222+11,6 | 0401+0,020 | 228+ 1,0

V ptipadé ¢astic (CS/TPP)-HA vysledky ukazuji, Ze se DLS velikost zvedla z plivodnich
173,9 £10,5nm na 233,6 = 7,1 nm. Miizeme tedy pozorovat zvétSeni prumeéru Castic po
obaleni HA ptibliZzné€ o 60 nm, coZ naznacuje, Ze se ¢astice pokryly vrstvou o velikosti pfiblizné
30 nm. MlZeme pozorovat, Ze obalenim ¢astic se zvysuje 1 jejich PDI. Polydisperzni méfeni
velikosti vSak ukézalo, Ze 1 kdyZ méla ¢ast méteni Castic pied obalenim dvé velikostni populace,
tak po jejich obaleni se sice zvysila velikostni distribu¢ni §ife (hodnocend pomoci PDI), ale
Castice byly vramci jen jedné SirSi populace. Zeta potencial se z pivodni vysoké kladné
hodnoty zménil na —25,9 £4,1 mV, coz znaci, ze je obal dostatecné velky, aby zakryl a

zneutralizoval pozitivni nédboj CS. Studie vSak uvadi moznost pfipravy CS castic s menSim
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povlakem HA, kter¢ si zachovavaji kladny zeta potencial a tim padem nedochézi ke snizovani
nespecifického transportu skrz bunéénou membranu [116, 220].

Castice (CS/TPP)-HA se zachycenych OVA vykazovaly podobné vysledky. Tim, Ze byl
protein pfiddn v minimalnim objemu (75 pl) se nijak zasadné¢ neovlivnil vysledny objem
suspenze a odpadl tedy ptipadny vliv narustu velikosti se zvySenim objemu suspenze. Velikost
¢astic se po obaleni zvysila z piivodnich 182,4 +£9,5 nm na 222,24+ 11,6 nm. HA v tomto
piipadé vytvotilo povrchovou vrstvu o priméru ptiblizn€ 20 nm. PDI bylo zvy$eno na hodnotu
0,401 + 0,020 a zeta potencial se z ptivodni vysoké kladné hodnoty zménil na —22,8 = 1,0 mV.
Ovsem zeta potencidl Castic jak s proteinem tak bez, nedosahuje hodnoty vétsi nez + 30 mV a
castice je tak nutno hodnotit jako mirn€ nestabilni, pficemz hrozi riziko jejich agregace [10,
218].

V praci [168] vytvofili ¢astice obalené HA z CS o rliznych molekulovych hmotnostech
bez vézaného proteinu. Céstice piipravené z CS o molekulové hmotnosti 325 kDa mély
pramérnou hydrodynamickou velikost 263 + 38 nm a PDI 0,25 + 0,02. Po obaleni se velikost
zvysila na 303 £ 59 nm, pficemz hodnota PDI se zménila jen nepatrné. Zeta potencial se
z ptivodni kladné hodnoty 41 + 3 mV zm¢énil na —58 + 2 mV. Obal z HA tak vytvofil vrstvu
priblizné¢ o priméru 20 nm, coz odpovidd nasim vysledkiim obalenych ¢astic s proteinem.
V jejich piipad¢ vSak Castice vykazuji daleko vétSich hodnot negativniho zeta potencidlu a jsou

stabilni.

4.3.1. Utinnost vazby proteinu do obalu &astic

Utinnost zachyceni OVA do obalu &astic byla hodnocena obdobné jako u neobalenych
Castic, podle kapitoly 3.5.1. Vysledky maji pilotni charakter, pficemz castice byly
charakterizovany pouze s pouZzitim modelového proteinu OVA. Charakterizace Castic se
zachycenym EGF nebyla provedena z Casovych divodd. Byla pfipravena kalibracni fada
roztokiit OVA v acetitovém pufru o pH 5, které predstavovalo i1 prostiedi piipravenych
obalenych ¢astic. Kalibra¢ni fada byla zmétena na spektrofotometru Multiscan RC pii 570 nm,
byla sestrojena kalibra¢ni kiivka (graf 7) a ziskéna rovnice linearity y = 0,0081x + 0,0552 (R?
=0,9921).
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Graf 7: Kalibra¢ni zavislost stanoveni proteinu v ¢asticich CS/TPP obalenych HA
— metoda v mikrotitracni desticce

S pomoci ziskané rovnice linearity byly pfepocitany hodnoty absorbance na hodnotu
koncentrace a s vyuZitim rovnice 2 byla stanovena Uc¢innost zachyceni proteinu. Vazebna
kapacita céastic vztazend na 2 mg nebyla hodnocena z divodu nezndamého mnozstvi
nezreagované HA, a tedy 1 nemoZnosti pfesné stanovit hmotnost Castic po jejich obaleni.

Utinnost zachyceni OVA v &asticich je uvedena v tabulce 13.

Tabulka 13: Uinnost zachyceni ovalbuminu v obalu ¢astic (n = 3)

Primérna hodnota Utinnost zachyceni proteinu [%]

(CS/TPP)-OVA-HA 89,3 + 0,23

Utinnost zachyceni OVA do obalu &astic predstavuje 89,7 0,23 % a z celkového
mnozstvi 150 pg tak bylo zachyceno 133,96 + 0,35 pg. Tato hodnota pfedstavuje vysokou
ucinnost vazby a naznacuje, ze strategie zachyceni proteinu po formaci Castic pii jejich
obalovani vrstvou HA poskytuje u¢innou metodu bez rizika uvoliiovani proteinu v ptedchozich

krocich nebo pti samotném obalovani.
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4.3.2. Kinetika uvoliiovani proteinu z obalu ¢astic po lyofilizaci

Obalené castice byly lyofilizovany stejnym zplsobem jako castice neobalené, podle

kapitoly 3.11. s ptfidavkem kryoprotektiva trehaldzy. Prostfedi pro uvoliiovani o pH 7,3 mélo

v tomto ptipadé vyssi hodnotu pH, oproti pH suspenze castic pied lyofilizaci (pH 5). Jednotlivé

naméfené koncentrace alikvotil pro vSechny ¢asové body méteni jsou v pg/ml a v procentech

z celkového zachyceného mnozstvi proteinu v tabulce 14.

Tabulka 14: Namétené koncentrace OV A v alikvotech po uvolnéni z obalu ¢astic po

lyofilizaci (n = 2)

Doba Namérené koncentrace | Namérené koncentrace
uvolnovani OVA [pg/ml] 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 tyden 0,93 £0,30 0,69 + 0,22

Z jednotlivych hodnot byl postupnym pficitanim koncentraci uvolnéného OVA z Castic

sestaven graf znazorfujici profil uvoliiovani v ramei 1 tydnu (graf §).

Koncentrace OVA [ug/ml]
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Graf 8: Kinetika uvoliiovani zachyceného OVA z obalu lyofilizovanych ¢astic — kumulativni

metoda (n =2)
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asi do 90 minut, kdy se uvolnilo pfiblizn¢ 7,28 pg/ml, odpovidajici 5,43 % z 133,96 = 0,35 pg
celkového zachyceného mnozstvi v obalu ¢astic. Poté nésledovaly pfiriistky okolo 1 pg/ml.
Celkové mnozstvi uvolnéného proteinu za 1 tyden Cinilo piiblizné¢ 11,31 pg/ml, predstavujici
8,44 % ze zachyceného mnozstvi proteinu v obalu ¢astic.

Obaleni c¢astic se zachycenymi proteiny/lé€ivy pomoci HA zpravidla zvySuje jejich
strukturdlni stabilitu, zpomaluje uvoliovani G¢inné latky a snizuje pocatecni explozivni
uvolilovani, zejména v kyselém prostiedi, kterym muze byt i prostiedi rany [116, 155, 219].
Tento typ castic Casto vykazuje dvoufazovy profil uvolnovani, pficemz HA omezuje difuzi v
dasledku zvySenych zesitovacich interakci mezi slozkami [116, 217, 219].

Vzhledem k tomu, Ze v tomto ptipadé byl protein zachycen pouze v obalové vrstvé ¢astic
a nikoliv v polymerni matrici vytvofené bchem ionotropni gelace, bylo plvodné
predpokladano, ze jeho uvoliiovani bude rychlejsi nez u ¢astic, kde je protein zachycen v ramci
celé matrice. Ziskané vysledky vSak naznacuji, Ze se protein zachytil na povrch kladné nabitych
castic a elektrostatické interakce byly dostate¢né silné, aby se protein uvoliioval pozvolna a
pomalu. K celkovému zpomaleni mohlo piispét také to, ze po lyofilizaci trvé delsi dobu, nez se
HA obal v médiu plné rehydratuje. Navic potaZzeni HA také zvySuje velikosti ¢astic a médiu tak

muze trvat déle nez pronikne k polymerni matrici [116].

4

4.4. Porovnani ucinnosti vazby a uvoliiovani proteinii z lyofilizovanych
¢astic
Tato kapitola se zaméfuje na porovnani ucinnosti vazby a profilli uvoliovani proteinu
z jednotlivych cCastic, v€etné Castic pred lyofilizaci. Cilem je posoudit, jak lyofilizace ¢astic
CS/TPP se zachycenym proteinem ovlivnila uvoliiovani v testovanych podminkéch.
Porovnani uc¢innost vazby OVA a EGF v ¢asticich CS/TPP a vazby OVA v HA obalu

castic CS/TPP je znézornéno v grafu 9.
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Graf 9: Porovnani G¢innosti vazby proteinu v ¢asticich (n = 3)

Utinnost vazby proteinu v piipravenych &asticich byla téméf totozna. Zachyceni OVA v

obalu ¢astic bylo jen nepatrné vyssi, coz lze pravdépodobné pricist zdvojnasobeni mnozstvi

materidlu po pfidani HA a zvétSeni velikosti ¢astic.

Profily uvolnovani proteinii ve vSech pfipravenych asticich jsou souhrnné uvedeny

v grafu 10, smérodatné odchylky jsou uvedeny v grafech v ptfedchozich kapitolach uvoliiovani

pro jednotlivé Castice zvlast.
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Graf 10: Porovnani uvoliiovani proteinu z jednotlivych ¢astic — kumulativni metoda (CS/TPP
se zachycenym OV A a EGF: n = 3; (CS/TPP)-OVA-HA: n=2)
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1ze pozorovat cely profil posunuty nize oproti uvoliitovani OVA. Ovalbumin vykazoval vyssi
miru uvoliiovani a mél skoro shodny profil uvoliiovani jak z polymerni matrice ¢astic CS/TPP,
tak z hyaluronového obalu castic (CS/TPP)-OVA-HA. Nejvétsi celkové mnozstvi OVA se
uvolnilo z polymerni matrice CS ¢éstic a ¢inilo 11,62 pg/ml, poté nasledovaly obalené Castice
s uvolnénym mnozstvim 11,31 pg/ml. Oproti tomu EGF se uvolnilo pouze 8,29 pg/ml.

Oproti studiu uvoliiovani proteinu z Cerstvych ¢astic po ptipravé v diplomoveé praci [209]
byl vynechan odbér alikvotu v ¢asovém bod¢ 15 minut z diivodu, aby se lyofilizované ¢éstice
stihly potfadné redispergovat a rehydrovat po pfidani média. Vysledky uvoliovani
OVA z polymerni matrice ¢astic po ptipravé bez lyofilizace v diplomové praci [209] ukazuji
nejprve nizsi piirtstky koncentraci OVA v prvnich 120 minutach inkubace, poté okolo 1 pg/ml
za den a nejvétsi prirastek byl po tydnu inkubace. Celkové se uvolnilo 8,39 pg/ml ovalbuminu
neboli 5,97 %, coz je mensi hodnota nez po lyofilizaci (11,62 pg/ml). Uvolilovani zachyceného
EGF z ¢astic po ptipravé vykazovalo opacny trend. V prvnich 30 minutach se uvolnila nejvétsi
koncentrace EGF celkem 6,23 pg/ml, predstavujici 4,33 % z celkového zachyceného mnozstvi.
Poté koncentrace uvolnéného EGF kolisaly, pficemz celkové mnozstvi uvolnéného proteinu
¢inilo 16,62 pg/ml neboli 11,54 %. Profil uvoliiovani proteinu z obalenych ¢astic HA pred
lyofilizaci neni znam, protoZze Castice byly nové pfipraveny a experiment v tomto stavu se
neprovadeél.

Vys8i mira uvolnovani EGF z &astic po piipravé v [209] byla pfi¢itdna jeho nizsi
molekulové hmotnosti ve srovnani s OVA, coz usnadnilo difuzi proteinu ven skrz polymerni
matrici. Po lyofilizaci se vSak tento efekt obratil a uvoliovani EGF vyrazné pokleslo. Jednim z
moznych vysvétleni mohou byt strukturdlni zmény polymerni matrice. Podle literatury miize
béhem lyofilizace dojit ke kolapsu vnitini porézni sit¢ a ke vzniku souvislych filmovitych
oblasti tvoficich makroporézni struktury. Tato struktura miize omezit difuzi mensich molekul,
jako je EGF. Naproti tomu vétsi molekuly, jako je ovalbumin, mohou byt méné siln€¢ vazany
nebo se béhem procesu dostat blize k povrchu ¢astic, coZz miiZze vést k mirnému zvyseni jejich

uvolnovani [228].

4.5. Studium interakce ¢astic s bunécnou linii A549

Aby mohla byt 1éCiva ¢i jiné bioaktivni molekuly terapeuticky u¢inné, musi nejprve
ptekonat bunécnou bariéru. Z tohoto diivodu se studuji interakce Castic s buitkami, zejména z
hlediska jejich internalizace, kterd vyznamneé ovlivituje jak terapeutickou u¢innost nanonosicu,

tak 1 jejich cytotoxicitu [162]. I kdyzZ vétSina studii zaméfenych na vyvoj CS ¢astic s vazanym
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EGF k hojeni ran studuje migrace bunék, in vivo a in vitro hojeni ran, obvykle nezohlednuje,
zda inkorporovany EGF zvysSuje bunéénou internalizaci ¢astic [7, 9, 10, 13, 76]. Tento faktor
by vSak mohl pfinést cenné informace o jejich chovani v terapeutickém kontextu. Z vyzkumu
nosicli pro cilenou terapii rakoviny totiz vime, ze EGF muze vyznamné zvysit bunécnou
internalizaci ¢astic prostfednictvim EGFR-zprostiedkované endocytozy [74, 222].

Z tohoto diivodu byla testovana mira bunécné internalizace samotnych ¢astic CS/TPP a
¢astic CS/TPP se zachycenym EGF. Pro sledovani miry bunécné internalizace byly Castice
fluorescencné znaceny barvivem FITC. Ke studiu byla pouzita bunécna linie A549, ktera je
odvozena z adenokarcinomu plicniho bazalniho epitelu a vykazuje charakteristické rysy
alveolarnich bun¢k typu II. Tato linie byla ptivodné ziskdna odebranim a kultivaci rakovinné
tkané plic 58letého muze kavkazské rasy [175, 223].

Tato bunécna linie byla zvolena, jelikoz buniky A549 vykazuji vysokou expresi EGFR,
coz potvrzuje napt. studie Tseng & Lin (2008), kde bylo 92,4 % bunék pozitivnich na EGFR,
oproti tomu napi. normalnich plicnich fibroblast (HFL1) bylo pozitivnich pouze 34,2 %. Tato
vysokd exprese mize vést k vyraznému vychytavani EGF-modifikovanych ¢astic, coZ je €ini
citlivé k EGF a vhodné ke studiu EGFR-zprostfedkované endocytozy [222]. Kromé toho mé
také nizky nukleocytoplazmaticky pomér a Casto se tak vyuziva pro fluorescencni mikroskopii
a riizné testovani cytotoxicity ¢astic [116, 172, 223].

Interakce ¢astic s buitkami byla studovana pouze u neobalenych chitosanovych castic.
Fluorescencni znaCeni a interakce s bunikami nebyly testovany u c¢astic po jejich obaleni
kyselinou hyaluronovou, piestoze tento povrchovy obal by mohl umoznit specifické cileni
prostiednictvim receptorit CD44, které jsou také ve zvySené mife exprimovany nadorovymi
bunkami linie A549 [116]. To by mohla byt napln dalSich experimentil v této oblasti vyzkumu.
Vzhledem k negativnimu zeta potencidlu pfipravenych castic by mohlo vSak dochdzet k
elektrostatickému odpuzovani od negativné nabitych bunécnych membran, coz by mohlo
vyrazn¢ snizovat jejich nespecifickou internalizaci. Hlavnim faktorem bylo vSak, ze v této praci
neprob¢hla optimalizace podminek ptipravy, aby se podafilo dosdhnout dostatecné stability
téchto Castic, jelikoZ namétend hodnota zeta potencidlu nebyla vétsi nez —30 mV a mohlo by
tak dojit k jejich agregaci béhem centrifugace ¢i po pfidani do kultiva¢niho média. To by mohlo

zpisobit faleSné nizké vysledky bunééné internalizace Castic.
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4.5.1. Priprava a charakterizace fluorescen¢né znacenych castic
Chitosan byl zna¢en molekulou FITC jesté pted piipravou Céstic, aby se zabranilo mozné
disociaci barviva (podle kapitoly 3.4.) [175]. Samotna reakce znaceni chitosanu FITC probéhla
prostiednictvim kovalentni vazby mezi izothiokyanatovou skupinou FITC a primarni

aminoskupinou D-glukosaminu, jak je znazornéno na obrazku 14 [182].

"HAOH CH,OH

OH Q A OH

L NH, HN

HN_Q{
FITC Chitosan HC n;{_.’@ |

I |om)

Chitosan znaceny FITC

Obrazek 14: Reakce znaceni chitosanu pomoci FITC, upraveno dle [182]
Tim vznikl Zluty roztok chitosanu, zobrazeny na obrazku 15A. Tento roztok byl nasledné
lyofilizovéan za ucelem zajisténi jeho dlouhodobé stability. Lyofilizovany vzorek tmavsi barvy

je ukadzan na obrazku 15B. Ze znaceného roztoku chitosanu byly pfipraveny nejprve Castice bez

proteinu, aby byla otestovana mira jejich pohlceni buitkami bez cileni na konkrétni receptory.

s

A) B)

Obrazek 15: Chitosan znaceny FITC po ptiprave a po lyofilizaci

Proces internalizace chitosanovych ¢astic je ovlivnén, mimo jiné, velikosti a povrchovym
nabojem, proto je znacny zajem o kontrolu jejich primérné velikost, polydisperzity a zeta
potencidlu [101, 163]. Fyzikalné-chemické parametry fluorescenéné znacenych castic jsou

uvedeny v tabulce 15.
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Tabulka 15: Fyzikalné-chemicka charakterizace FITC znacenych ¢astic CS/TPP (n = 3)

Prumérna Hydrodynamicka Polydisperzni Zeta potencial
hodnota velikost [nm] index [mV]
FITC-CS/TPP 166,0 £5,8 0,361 + 0,001 69,7 +£ 0,86

Hydrodynamicka velikost téchto ¢astic byla 166,0 £ 5,8 nm, coz je o néco mensi nez
velikost Castic z chitosanu neznaceného. Polydisperzni méfeni odhalilo u ¢asti vysledki 2
velikostni populace: prvni o velikosti 41,4 +£3,1 nm a druhd o velikosti 270,3 £ 6,2 nm.
Uvedena hodnota PDI znaci, ze suspenze znacenych c¢astic je dokonce vice monodisperzni.
Naopak zeta potencial byl naméfen vétsi a to pfiblizn€ 69,7 mV, jedna se tedy o velice stabilni
castice. Uvedené hodnoty naznacuji, ze oznaceni chitosanu pomoci jeho vazby s FITC
negativné neovlivituje uvedené fyzikalné-chemické vlastnosti ¢astic, naopak je dokonce mirné
byl pii procesu 2x rozpusStén v kyselém vodném roztoku nebo samotnou pfitomnosti a

interakcemi s molekulou FITC.

4.5.2. Vyhodnoceni kratkodobé stability ¢astic
Vzhledem k pfipadnym prodlevdm mezi pfipravou ¢astic a ovlivnénim bunck byla
stanovena jejich stabilita v ¢ase, aby se ovétilo zda fluorescenéni znaceni CS nema vliv na jejich
stabilitu. Postup probé&hl podle kapitoly 3.8. stejné jako u neznacenych castic. Fyzikalné-
chemické parametry ¢astic (hydrodynamicka velikost, PDI a zeta potencidl) byly stanoveny po
pfipravé a nasledné po 3, 7 a 14 dnech. Mezi tim byly €astice skladovany pti 4 °C v temnu.
Vysledky hydrodynamické velikosti a PDI jsou graficky znazornény v grafu 11. Vysledky zeta

potencialu ¢astic jsou pak uvedeny v grafu 12.

84



200

175

150

125

100

75

50

Hydrodynamicka velikost [nm]

25

Zeta [mV]

IIf

Dny

r 0,45

- 0,40

- 0,35
- 0,30
- 0,25
- 0,20
- 0,15
- 0,10
- 0,05
+ 0,00
0 3 7 14

Polydisperzni index
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Graf 12: Stabilita castic FITC-CS/TPP — zeta potencial (n = 3)

Po 14 dnech byl pozorovan mirny narist velikosti o 6,53 %, coz je stale méné nez 10 %

a Castice lze oznacit jako stabilni a vhodné pro kratkodobé skladovani [213]. Ani ostatni

sledované parametry nebyly nijak vyznamné ovlivnény.

4.5.3. Hodnoceni interakce ¢astic s EGF s bunéénou linii A549

Byl proveden pilotni experiment s pfipravenim jednoho vzorku castic CS/TPP bez

proteinu a jednoho vzorku c&astic CS/TPP se zachycenym EGF, ty byly nasledné

charakterizovany a poté pouzity k hodnoceni interakce s buitkami A549. Jejich fyzikalné-

chemické parametry jsou uvedeny v tabulce 16.
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Tabulka 16: Fyzikalné-chemicka charakterizace FITC znacenych ¢astic CS/TPP s a bez EGF
pouzitych pro hodnoceni interakce s buiitkami (prumér z 12 méteni)

Hydrodynamicka Polydisperzni Zeta potencial
1 vzorek velikost [nm] index [mV]
FITC-CS/TPP 168,4+7,3 0,369 £ 0,079 543+23
FITC-CS/TPP
+ + +
(EGF) 169,0 £ 2,2 0,367 £ 0,031 44,7+£22

Velikost ¢astic bez EGF byla mensi nez 200 nm, coZ naznacuje, ze budou internalizovany
pomoci mechanismu pinocytdzy [163]. Tento pfipraveny vzorek byl jen mirné polydisperzni a
u ¢asti méfeni byly odhaleny 2 velikostni populace — prvni o velikosti 52,14 + 12,43 nm a druhd
o velikosti 268,7 + 15,22 nm.

Vzorek ¢astic se zachycenym EGF byl pfipraven o podobnych hodnotach a byl hodnocen
jako monodisperzni. Pouze hodnota zeta potencidlu byla niz$i, coZ souvisi se zaclenénim
proteinu s negativnim nabojem [13].

Jejich vysoky pozitivni zeta potencial by mél usnadiiovat jejich vychytavani bunikami,
diky elektrostatickému ptitahovani k negativné nabitym bunénym membranam. Samotny
proces transportu nabitych ¢éastic skrz bunéénou membranu byva zprosttedkovéan
prostfednictvim mechanismu aktivni endocytézy [162]. Znalost zeta potencidlu je navic
nezbytna, protoZze na povrchovém naboji zdvisi degradace nanocastic v disledku jejich
interakce s lysozymy, ktera je pro podavani léciv klicova [132].

Bunky byly ovlivnény v obou pfipadech ¢asticemi ve 4 koncentracich (50, 100, 150,
200 pg/ml). Zaroven byla pfipravena fluorescenéné neznacend suspenze Castic CS/TPP
(koncentrace 200 pg/ml) slouzici jako negativni kontrola, aby se vyloucila ptipadna
fluorescence samotnych ¢astic CS/TPP. Bunky byly inkubovany s ¢asticemi po dobu 3 hodin
pii 37 °C. Z fluorescencni mikroskopie byly ziskdny obrazy ze tii fluorescencnich kanali:
modrého (barveni jader DAPI), cerveného (barveni kyselych organel) a zelené¢ho (signal FITC
znacenych ¢astic), které byly slouceny do jednoho obrazu. Pro lepsi vizualizaci lokalizace ¢astic
v buiikach byl pfidan 1 obraz fazového kontrastu, na kterém je dobfe patrnd buné¢nd membrana.
Tyto obrazy pro vSechny koncentrace cCastic jsou uvedeny nejprve pro castice bez EGF
v obrazku 16 a pro ¢astice se zachycenym EGF v obrazku 17 s vlozenym méfitkem znacicim

velikost 10 pm.
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Obrazek 16: Zobrazeni bunécné internalizace FITC znacenych ¢astic CS/TPP
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Obrazek 17: Zobrazeni bunécné internalizace FITC znacenych ¢astic CS/TPP s EGF
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Na obou obrazcich jsou vidét modie obarvend jadra bunék, ¢ervené znacené kyselé
organely a zelen¢ fluoreskujici FITC znacené ¢astice. Negativni kontrola nevykazuje zadny
FITC ani dalsi jiny signal. Z téchto snimkt byla vizudln€ spocitdna procentualni internalizace

znacenych c¢astic na 100 bun¢k, jejiz primeérné hodnoty jsou graficky zndzornény v grafu 13.
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Graf 13: Procentudlni mira internalizace FITC znacenych ¢astic CS/TPP s/bez EGF (n = 6)

Z grafu je patrné, Ze internalizace CS castic je v obou piipadech velmi vysokd, dokonce
prevySuje hodnoty ocekavané na zaklad€ dostupnych zdroji [154, 224]. U &astic bez EGF lze
pfesto pozorovat mirnou koncentracni zavislost internalizace. Internalizace ¢astic s EGF je jesté
o néco vyssi, ale zde jiz patrny vliv koncentrace ¢astic na miru jejich bunécné internalizace
neni. Moznym diivodem muze byt, Ze se dosahlo maximalni miry bunécné internalizace Castic,
jelikoz se hodnoty pohybuji blizko 99 % pro vétSinu koncentraci a je nutno zohlednit
biologickou variabilitu bunééného systému.

Statistickd analyza navic neprokdzala statisticky vyznamny rozdil mezi obé&ma
skupinami. Vyjimkou byla koncentrace 50 pg/ml, u niZ neparovy t-test odhalil statisticky
vyznamny rozdil s P-hodnotou 0,0041 (* =P < 0,05).

Vzhledem k tomu, Ze jako pozitivni jsou hodnoceny i buiiky s minimalnim mnoZstvim
castic stejn¢ jako builky s jejich vysokou koncentraci, tak se toto hodnoceni zdalo jako
nekompletni. Z obrazkl je navic patrné, ze se zvySujici se koncentraci Castic nartsta 1 jejich
internalizované mnozstvi v buitkach. Proto byla dale provedena kvantifikace ¢astic pomoci
analyzy fluoresce¢niho signalu FITC v softwaru Imagel. Ziskany signal snimkt ve formé

Integrated density byl podle konkrétniho poctu bunék piepocitdn na signél na 100 bungk, ktery
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byl ze snimkd zprimérovan a graficky zndzornén v grafu 14, vcetné vysledku negativni

kontroly (NC).
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Graf 14: Kvantitativni analyza ¢astic pomoci FITC signalu (n = 6)

Vzhledem k variabilité biologického systému a vyraznym rozdilim mezi jednotlivymi
snimky vykazuji ziskand data velky rozptyl, coZ se projevilo také ve vysokych hodnotach
smérodatné odchylky. Z tohoto diivodu je rozdil mezi ¢éasticemi se zachycenym EGF a
Casticemi bez EGF statisticky nevyznamny, coz bylo také potvrzeno provedenim t-testu
(P >0,05). Nartst buné¢né internalizace ¢astic po umoznéni transportu pomoci EGFR se tedy
nepodafilo prokazat. Pfesto vysledky poskytuji piehled o relativnim mnoZstvi
internalizovanych ¢astic mezi jednotlivymi koncentracemi, pfic¢emz je patrnd pomérné silna
koncentra¢ni zavislost u obou typu ¢astic. Prvni dvé koncentrace ¢astic vykazovaly pro obé
skupiny podobné hodnoty, coZ lze pozorovat napt. i v praci [224]. Nasledn¢ byly mezi
koncentracemi pozorovany vétsi naristy mnoZzstvi internalizovanych castic.

Ptesnéjsich kvantitativnich vysledkil by se mohlo dosdhnout pouzitim metod jako je napf.
pratokova cytometrie nebo lyzou bunck a ndslednym méfenim pomoci fluorimetrie ¢i
fluorescen¢niho modu ELISA testu [128, 175, 222].

Vzhledem k tomu, Ze je internalizace ¢astic buitkami ovlivnéna celou fadou faktorti a
zaroven vétSina studii pouziva odliSné metody jejiho hodnoceni, které casto zalezi na
konkrétnim nastaveni ptistroje a nebo své vysledky uvadi v relativnich hodnotach, miize byt
porovnani ziskanych vysledki s dostupnout literaturou obtizné.

Ve studii [224] popsali internalizaci CS/TPP castic o velikosti 221 nm s kladnym zeta
potencidlem (41,69 mV) az u 75 % bunék pii koncentraci 250 pg/ml a 3hodinové inkubaci,
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pticemz bylo potvrzeno, Ze mira internalizace roste s koncentraci ¢astic. Podobné sledovani
bylo provedeno i v jiné studii [154], kde byly pouzity ¢astice z CS a PCL o velikosti ~199,5 nm
a zeta potencidlu piiblizn¢ —10,1 mV. Vysledky ukazaly vysokou miru internalizace u
koncentraci 1000 a 500 pg/ml: 98,5 a 95,6 %. Naopak pii koncentraci 250 pg/ml uz
internalizace vyrazné poklesla. V porovnani s témito studiemi vykazovaly pfipravené ¢astice
dakeko vétsi miru bunécné internalizace i1 pfi mensich koncentracich.

V piipadé castic s EGF se studie zaméiuji spiSe na povrchové modifikace cCastic
navazanim ligandu EGF. Studie [222] ukézala zvySeni bunécné internalizace zelatinovych
¢astic z ptivodnich priblizné 55 % na 85 % v pripadée ¢astic s EGF. I u chitosanovych ¢astic
s EGF byl prokézan podobny efekt [225]. Existuji také studie, které zkoumaji vliv samotné
pfitomnosti volného EGF ptidaného spolu s casticemi k builkdm na jejich bunécnou
internalizaci prostfednictvim EGFR. To mtiZe byt relevantni i v naSem piipade¢, jelikoz se EGF
z Castic uvolnuje. Pficemz bylo prokdzano, ze vazba EGF na jeho bunéény receptor vedla ke
zvySeni piijmu menSich castic oxidu kfemicitého (59 nm a 130 nm), ale ne vétSich Castic
(422 nm a 1 pm), coz potvrzuje velikostni limit pro EGFR-zprostfedkovanou endocytozu [74,

226].
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5. ZAVER

V této praci byly uspésSné pfipraveny a charakterizovany castice CS/TPP, slouzici jako
nosic¢e proteinu ovalbuminu a EGF. Castice vykazovaly vhodné fyzikalng-chemické vlastnosti
— velikost pod 180 nm bez proteinu a pfiblizné 200 nm s proteinem, nizkou polydisperzitu,
vysoky kladny zeta potencial a vybornou kratkodobou stabilitu. Castice efektivné zachytily oba
proteiny v polymerni matrici s vysokou tc¢innosti (pfiblizné 86-87 %) a vazebnou kapacitou
nosice (pfiblizn¢ 65 pg/2mg). Obaleni kyselinou hyaluronovou zvétsilo hydrodynamickou
velikost ¢astic a zménilo jejich zeta potencidl do zapornych hodnot vykazujicich nizsi stabilitu
¢astic. Hyaluronovy obal také zajistil srovnatelné uc¢inné zachyceni ovalbuminu v ¢asticich
(89 %).

Vysledky uvoliiovani proteinu z ¢astic po lyofilizaci vykazovaly dvoufdzové uvoliovani
typické pro CS castice, oviem s mnohem niz§i mirou uvolnéného mnozstvi. Zaroven bylo
pozorovano, ze po lyofilizaci probihalo uvoliiovdni ovalbuminu téméf stejné jak z
hyaluronového obalu, tak z polymerni matrice Castic. Lyofilizace vSak vykazala efekt na
uvoliovani proteint, konkrétn€ uvoliovani EGF se po lyofilizaci snizilo (pfiblizné na polovi¢ni
mnozstvi) a uvolnovani ovalbuminu se mirn¢ zvysilo.

Fluorescen¢ni znafeni CS mirné zlepSilo fyzikaln&-chemické vlastnosti pfipravenych
Castic, pri¢emz neovlivnilo jejich stabilitu. Byla pozorovana vysokd mira nespecifické
internalizace CS ¢astic s mirnou zavislosti na jejich koncentraci (piiblizné 86-98 %). V ptipadé
umoznéni i EGFR-zprostfedkované endocytdzy u €astic ze zachycenym EGF byla pozorovéana
mirn¢ vyS$8i mira internalizace (pfiblizné¢ 93-99 %), ale vzhledem k vysokym plvodnim
hodnotam se u vétSiny koncentraci nepovedla statisticky prokazat. Kvantifikace mnozZstvi ¢astic
Iépe zobrazuje vliv koncentrace Castic na jejich bunéCnou internalizaci, ale vzhledem
k podobnym hodnotdm a zaroven k vysoké variabilité dat se rozdil mezi skupinami opét ukazal
jako statisticky nevyznamny.

Ziskané vysledky tedy naznacuji, Ze Castice obalené kyselinou hyaluronovou by
vyZadovaly optimalizaci hodnot zeta potencialu k zajiSténi jejich stability. EGFR-
zprostiedkovanou bunécnou internalizaci by bylo vhodnégjsi hodnotit s ¢asticemi s niz§i mirou
nespecifické bunééné internalizace. OvSem ¢astice CS/TPP se zachycenym EGF vykazuji

potencidl nosicl rastovych faktorh pro terapii chronickych ran.
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