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Abstrakt

Bakalarska praca sa zaobera optimalizaciou pripravy nanocastic a nanovlakien na baze
polyméru PHA aich naslednym posobenim na ziva l'udska koznt bunku. Teoreticka cast’
zahffia moznosti pripravy a charakterizacie nanomaterialov, predovsetkym nanocastic na baze
polyhydroxyalkanoatov spolu s ich fyzikalnymi, biologickymi a chemickymi vlastnostami.
Nasledne si popisané metdody charakterizacie lipozomov, ich rozdelenie, priprava
avlastnosti . Dalej sa praca zameriava na testy cytotoxicity, kultivaciu Pudskych buniek
a vSeobecné Kk vybranym bunkovym liniam.

Prakticka cast’ sa uz zaobera samotnou optimalizaciou pripravy lipozomovych cCastic a vlakien
obohatenych o PHA. Nasledovala ich charakterizacia a sledovanie dlhodobej stability a
interakcie tychto nanomaterialov s zivymi HaCaT bunkami. Boli prevedené a vyhodnotené
cytotoxické a genotoxické testy spolu so stanovenim zvyskovych fosfolipidov.

Abstract

This bachelor thesis deals with the preparation and characterization of PHA based
nanoparticles and nanofibers and their subsequent influence on the living human skin cell.
Theoretical part is aimed at polyhydroxyalkanoates, preparation of PHA based nanoparticles
and nanofibers and methods of their physical, biological and chemical characterization.
Further, the theory of liposomes, their clasification, preparation and physical and chemical
properties are discussed too. Next, the theoretical part focuses on the cultivation of human
cells and general information on selected cell lines.

The experimental part is focused on the optimalization of the preparation of liposomes and
fibers enriched by PHA. Further, characterization of stability and interactions of these
nanomaterials with human HaCaT cells was proved. Cytotoxic and genotoxic tests were
performed and determination of concentration of phospholipids in prepared particles was
realized too.
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1. Uvod

V dnesnej dobe sa s nanoCasticami mozeme stretnit’ skoro vsade vo svete. Ci uz su
sucastou vzduchu, ktory dychame, alebo st obsiahnuté V strave, ¢i nachadzaju vyuzitie
v kozmetike alebo medicine. Napriek tomu, Ze vyuzivanie tychto Castic stale stupa, 0 ich
toxicite toho stale nevieme vela. Pred tym, ako je schvalené pouzivanie roznych produktov na
anasledne ich vyuzivanie napriklad V kozmetike, musia prebehnit’ cytotoxické aj
genotoxické testy, aby sa mohli vylucit' akékol'vek pochybnosti o potencialnom zdraviu
Skodlivom ucinku tychto materidlov.

Z organickych Castic su v sti€asnosti najcastejSie pouzivanymi lipozémy. Pripravuju sa vSak
Castice na baze rdznych polymérov. Jednym z materidlov pouzivanych na pripravu nanocastic
je polyhydroxybutyrat. Tento polyester patri do skupiny polyhydroxyalkanoatov, ktoré su vo
vSeobecnosti  biokompatibilné  aj  biodegradabilne. = AvSak  vplyv  samotného
polyhydroxybutyratu na I'udské bunky este nebol poriadne preskimany. Preto sa tato praca
zameriava na optimalizaciu vyroby stabilnych nanocastic a nasledne testovanie ich G¢inkov na
Pudské kozné bunky za ucelom potvrdit’ alebo vylucit, ¢i su tieto Castice rizikové alebo
vhodné pre bezné pouzivanie.



2. Teoreticka ¢ast’

2.1 Nanovliakna a nanocastice a metody ich pripra

Nanomaterial musi podl'a klauzuly Eurdpskej tnie spiiat’ aspon jednu z tychto podmienok:
1) sklada sa z Castic vel'kosti 1 az 100 nm s jednou alebo viacerymi dimenziami; 2) obsahuje
vnutorné alebo povrchové Struktury jednej alebo viacerych dimenzii v rozmedzi velkosti 1—
100 nm so Specifickym povrchom > 60 m? cm™ s vynimkou materialov pozostavajucich
z Castic 0 vel’kosti 1 nm [1].

Pod pojmom castica rozumieme c¢ast hmoty s definovanymi fyzickymi hranicami.
Nanocastice boli teda definované ako cCastice najmenej jednej dimenzie s velkostou 1—
100 nm. Z hladiska ekotoxikoldgie hovorime o nanomateridloch aj v pripade agregétov,
ktorych velkost' sa pohybuje radovo v stovkach nanometrov. Pristupov ku klasifikacii
nanocastic je viacero. Vzhl'adom na ich povod moézu byt zaradené do troch zékladnych
skupin: 1) nanocastice prirodné; 2) umelo syntetizované a 3) ndhodne vytvorené l'udskou
aktivitou. Nanocastice ndhodne vytvorené l'udskou c¢innostou su napr. vyfukové plyny,
vypary uvolfiované pri zvarani alebo nanocastice pritomné v priemyselnych odpadovych
vodach. Prave nanocastice vytvorené cielenou l'udskou Cinnostou dali zdklad jednému z
najmodernejSich odvetvi vedy a technologie. Lin a Xing delia skupinu umelo syntetizovanych
nanocastic do $tyroch podskupin [1],[2]:

a) Materidly zalozené na uhliku zahfiajuce fulerény — zluCeniny zlozené vacSinou z
desiatok atomov uhlika, vSeobecne oznacované ako Cgp. Maju Siroké vyuzitie v optike a
biomedicine. Do tejto skupiny patria aj uhlikové nanorarky SWCNT tvorené jednou vrstvou
grafénu stocenou do cylindrickej $truktury s priemerom 1nm a dizkou niekolko pm a
nanorarky MWCNT, ktoré predstavuju niekol’ko koncentrickych vrstiev roznej dizky a
priemeru. Ich vyuZitie v technoldgiach rézneho druhu je vel'mi bohaté hlavne kvoli ich
mechanickym, termickym, fotochemickym a elektrickym vlastnostiam [2].

b) Materialy obsahujuce kov, napr. nanozlato, nanozinok (nano-Zn), nanohlinik (nano-Al) a
oxidy kovov ako TiO,, ZnO a Al,0;. Charakterizuje ich tepelnd a elektrickd vodivost.
Vyuzivaja sa v potravinarskom priemysle, v réznych materidloch, v katalyze, pri transporte
latok v zivych systémoch, kozmetike ako zlozky opalovacich krémov (nano-TiO,, ZnO,
Fe30.4), v primesiach pohonnych hmot (CeO,) a v poslednych rokoch sa vyskum zameral aj
na ich aplikécie v diagnostike vaznych ochoreni ako biosenzory. Do tejto skupiny nanocastic
patria aj takzvané ,,quantum dots“ (kvantové bodky) zname ako polovodi¢ové nanocastice,
ku ktorym zarad’'ujeme napriklad ¢astice CdS, CdSe, CdTe, PbS, ZnS, HgS, GaP, GaAs, InP.
Ide o castice s velkostou od 2-10nm s vynimo¢nymi elektronickymi, optickymi,
magnetickymi a katalytickymi vlastnostami, ktoré sa vyuZzivaju napr. v optike ako optické
zosilnovace, operacné lasery, pri magnetickej rezonancii (MRI) a v mnohych inych
odvetviach [2].

C) Dendriméry predstavuji nanopolyméry zlozené z mnozstva rozvetvenych polymérnych
jednotiek. Pouzivaju sa predovsetkym vo farmacii ako nosice ucinnej latky v lieCivach [2].



d) Materialy kombinujuce viacero typov nanocastic alebo nanocastice v kombindcii s
vel'koobjemovymi (,,bulk®) materialmi. Stadium toxicity tychto typov kompozitov je velmi
komplikované, lebo v nich dochédza ku kombinacii efektov jednotlivych skupin nanocastic,
ktorych ucinky Casto nie st dostatocne objasnené ani na individualnej Grovni [nizsie2].

Ako surovinu je zatial' mozné vyuzit’ priblizne 50 syntetickych a prirodnych polymérov.
Nanovldkna maji velku Skadlu vyuzitia amaji priniest revoliciu v medicine alebo
elektronike, d’alej v nanokompozitoch atd., preto sa oznacujii aj ako materidly treticho
tisicro¢ia. Prvé vyrobky z nanomaterialu prisli na trh v 80-tych rokoch minulého storocia, ale
vyvoj technoldgie je napriek tomu stale iba v po¢iato¢nom stadiu [2].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty (PHA)

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) su polyestery, ktor¢ produkuju mikroorganizmy pri
nevyvazenych podmienkach pre rast. PHA su zaujimavé ztoho dovodu, ze vdaka ich
biodegradabilite, biokompatibilite spolo¢ne s inymi mechanickymi vlastnostami zalozenymi
na Struktire a obsahu monomérov, moézu byt vyuzité v tkanivovom inzinierstve. Aplikacie
PHA v medicine sa rozrastaji z toho dovodu, Ze sa daju vyuzit' pri oSetrovani ran, regeneracie
kosti a v dodavani lie¢iv do organizmu. Niektoré $tidie priradili biokompatibilitu PHA k ich
fyzikdlnym vlastnostiam (napr. porozita, povrchovd hydrofilnost, povrchova energia
a degradacia produktov polyméru). Napriklad 3-hydroxybutyrat (3HB), ktory je najbeznejsim
degrada¢nym produktom PHA, hrd ddlezita rolu pri biokompatibilite. Existuju Studie, ktoré
preukazali, ze 3HB moéze prekonat’ poruchy pri produkcii bunkovej energie a poskytnat
terapeutickii  ochranu proti mnohym ochoreniam. AvSak okrem 3HB, ich pripravy
a bunkovych reakcii na oligo-hydroxyalkanoaty (OHA), ¢o st vSetko degradaéné produkty
PHA, neboli preskimané [2].

2.3 Biokompatibilné nanovlakna na baze polyméru PHA

Biopolyméry sa nemusia nevyhnutne pripravovat’ chemickou syntézou, naopak existuju aj
d’alSie moznosti. Jednou z najefektivnejSich metdd je vyuzitie mikrobialnych biotechnologii.
Niektoré druhy baktérii su schopné premenit’ prirodzene potravu na zasobné biopolyméry.
Medzi zasobné latky baktérii patria aj polyhydroxyalkanoaty (PHA), ktoré st mechanickymi
vlastnostami podobné polypropylénu, avSak na rozdiel od neho st polyhydroxyalkanoaty
taktiez biokompatibilné (nevyvolavajii Ziadne neziaduce ucinky v organizme) a zaroven
biodegradabilné (rozlozitelI'né v prirode). Néasledne sa da PHA spracovat’ do ploSnych utvarov
ale hlavne do nanocastic a nanovlékien, ktoré sa daji vyuzit bud’ na vyrobu flia§ alebo
jednorazovych plastovych poharov. Na druhu stranu sa daju vyuzit’ na cieleny transport lieciv,
kozné kryty, cievne nahrady a pod [3].

2.4 Lipozomy

Lipozoémy su syntetické prenasace gulovitého tvaru, ktoré sa vyrabaju z cholesterolu a
prirodzenych netoxickych fosfolipidov. Kvoli ich velkosti, biokompatibilite, hydrofobnym a
hydrofilnym vlastnostiam st lipozomy vyhodné systémy na prenos latok. Navzajom sa liSia
napriklad zlozenim lipidov, povrchovym nabojom, velkostou alebo metédami pripravy.
Okrem toho vyber komponentov dvojvrstvy determinuje rigidita, respektive fluidita alebo
naboj samotnej dvojvrstvy. Napriklad nesaturovany fosfatidylcholin z prirodného zdroja
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(vajeCny alebo sojovy fosfatidylcholin) poskytuje viac priepustni a menej stabilna
dvojvrstvu, zatial Co saturované fosfolipidy s dlhym acylovym retazcom (naptiklad
dipalmitoylfosfatidylcholin) tvori rigidnu a nepriepustnt dvojvrstva strukturu. Ukézalo sa, Ze
fosfolipidy spontanne vytvaraji uzatvorené Struktury, ked st hydratované vo vodnom
roztoku. Takéto utvary, ktoré maju jednu alebo viac fosfolipidovych membran, mozu
transportovat’ rozne latky, napriklad lieCiva. Z dovodu amfipatickych (hydrofébnych aj
hydrofilnych) vlastnosti lipidov vo vodnom médiu, st ich termodynamicke vlastnosti a
samozostavovacie  charakteristiky ovplyvnené entropickym transformovanim ich
hydrofobnych ¢asti do sférickych dvojvrstiev [4].

Vo vseobecnosti st lipozomy definovné ako sférické prenasace o velkosti Castic od 30 nm
po nieckol'’ko mikrometrov. Su zlozené z jednej alebo viacerych lipidovych dvojvrstiev, ktoré
obkl'ucuju vodné jednotky, kde polarne hlavicky smeruju von do vodného prostredia
a lipofilné zvysky mastnych kyselin st orientované k sebe vo vnitornej ¢asti membrany. Na
druhej strane, samoagregacia polarnych lipidov nie je limitovana obvyklou dvojvrstvovou
Struktirou, ktora zavisi na tvare molekil, teplote, prostredia a podmienkach pripravy ale
mozu sa zoskupit’ do réznych typov koloidnych ¢astic [4].

Lipozémy su zna¢ne vyuzivané ako nosi¢e pre mnozstvo molekal v kozmetickom a
farmaceutickom priemysle. NavySe, v potravinarstve sa Coraz viac skuma enkapsulacia
lipozémov na vytvorenie systému, ktory dokdze zachytit' nestabilné zluceniny a zachovat’ ich
funkcie. Lipozémy moézu zachytit' aj hydrofébne aj hydrofilné zluceniny, spomalit’ rozklad
tychto zachytenych kombinacii a nasledne ich vypustit’ na cielovom mieste [4].

Vd’aka ich biokompatibilite, biodegradabilite, nizkej toxicite a schopnosti zachytavat’ oboje
hydrofilné aj lipofilné lie¢ivd a zjednodusit’ ich prenos napriklad do nadorového tkaniva,
zvysili lipozémy svoju hodnotu v ramci vyskumu a komercéne ako transportny systém lieciv

[3].

Technoldgia lipozomalnej enkapsulacie (LET — liposomal encapsulation technology) je
najnovsia prendsacova technika vyuzivana v medicinskom vyskume na transport lieciv, ktoré
vystupuju ako ndpravné promotory v konkrétnych organoch l'udského tela. LET je metoda,
ktorou sa tvoria sub-mikroskopicke Castice nazyvané lipozomy, ktoré enkapsuluji rozli¢ne
materidly. Lipozémy vytvéaraju bariéru okolo ich obsahu, ktord je odolna voci enzymom
Vv ustach a Zaludku, d’alej badzam, traviacim Stavam, vnutrotelovej flore a aj voci volnym
radikdlom. Obsah lipozomov je teda chraneny aj voci oxidacii a redukcii. Tato ochranna
fosfolipidovéa bariéra zostdva neposkodend, az kym obsah lipozomov nie je doruceny do
presného ciel'ového miesta, organu alebo systému, kde je tento obsah vyuzity [4],[5].

2.4.1 Klasifikacia lipozomov

Velkost' lipozémov je rdzna, od vel'mi malych (0,025 um) po velké (2,5 um). Navyse,
lipozoémy mdzu mat’ jednu alebo viac membran. Na zéaklade velkosti a mnozstva dvojvrstiev,
su lipozémy klasifikované do jednej z dvoch kategorii:

1) Multilamelarne (MLV — multilamellar vesicles)
2) Unilamelarne, ktoré sa tiez delia na dve kategorie:
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e Velke unilamelarne (LUV)
e Malé unilamelarne (SUV)

V unilamelarnych lipozomoch ma castica jednu sféricku fosfolipidovi dvojvrstvu, ktora
uzatvara vodny roztok. Pri tvorbe multilamelarnych lipozoémov dochadza k vrstveniu
jednotlivych dvojvrstiev fosfolipidov za vytvorenia sustrednej (koncentrickej) Struktary

[41,[5].

2.4.2 Priprava lipozémov

Existuji viaceré metddy pripravy lipozémov, ako napriklad sonifikdcia, zmrazenie
a nasledne rozmrazenie lipozémov, franctizska tlakova cela (,,French press®) alebo etanolova
injekcia.

Sonifikacia je pravdepodobne najrozsirenejSie pouzivand metéda na pripravu SUV
lipozomov. V tejto metode si MLV lipozémy sonifikované vo vainovom sonifikatore alebo
pomocou sondového ultrazvuku. Hlavnou nevyhodou tejto metddy je vel'mi nizka efektivita,
mozné narusenie fosfolipidu a latok, ktoré sa maju enkapsulovat’, eliminacia vac¢sich molekul,
kontaminacia kovovou sondou a nasledne pritomnost’ oboch typov lipozomov — MLV spolu
s SUV [6],[7].

Existuju 2 typy sonifika¢nych technik:

a) Sonifikacia sondou je typ sonifikatoru, ktory je priamo ponoreny do lipozoémového
roztoku. V tejto metode je energia vlozena do tohto roztoku vel'mi vel’ka. To sposobuje vel'ké
zvysenie teploty, a z tohto dovodu je nutné mat’ nadobu s roztokom ponorenu vo vode alebo
lade. Ak tato sonifikécia trva dlhSie ako 1 hodinu, je vel'mi pravdepodobné, ze viac ako 5%
lipidov sa deesterifikuje. Tak isto moze titanova sonda sposobit’ znecistenie roztoku. Této
metoda je vSak pre aplikdcie nanocastic ovela efektivnejSia v porovnani so sonifikaciou vo
vode. Sonifikacia vo vode vyzaduje hodiny na to, ¢o sonda zvladne za niekol'’ko minut. Touto
metoda sa vyrabaju stabilne disperzné roztoky, ktoré vydrzia niekol’ko mesiacov [7].

b) Sonifikacia vo vode — roztok lipozomov je vloZzeny do sonikatoru vo ,,vani“. Této
metoda je vyhodnejSia kvoli tomu, ze je mozné jednoduchsie kontrolovat’ teplotu roztoku.
Material, ktory sa sonifikuje moze byt’ na rozdiel od sonifikacie sondou chraneny sterilnym
prenasacom, alebo inertnou atmosférou [7].

2.5 Metédy pripravy nanovlakien

Existuji metdody na pripravu nanovldkien ako fazova separicia, tahanie polymérov
z kvapiek, Sablénova syntéza, samoorganizovanie, rozfukovanie z taveniny, predlZovanie
apod. NajcastejSie pouzivanym spdsobom je elektrostatické zvlaknovanie spolu s rotacnym
zvlaknovanim a zaujimava je aj metoda tzv. ,,Islands in the sea“ [8].
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2.5.1 Elektrostatické zvlaknovanie

Je to najbeznejSia metdda na pripravu vSetkych submikronovych vlakien. Podstatou celého
postupu je ucinok a jeho vyuzitie elektrostatického pol'a na elektricky nabité viskoelastické
kvapaliny, kedy dojde k vytvoreniu velmi tenkych vldkien. Tvorba tychto vlikien sa
uskutoénuje medzi dvoma elektrodami, ktoré su opacne nabité, priCom jedna je v kontakte
s kvapalinou, ktorej nasledne odovzdava Cast’ ndboja. Tato kvapalina je nasledne vystavena
elektrostatickym pritazlivym silam druhej opa¢ne nabitej elektrody — je K nej pritahovana za
vzniku velmi tenkych vlakien. Samotny mechanizmus vzniku nanovldkna je zlozitejsi ako
prosté predlzenie viskoelastického utvaru v silovom poli. Je potrebné zdoraznit', ze jedna aj
druhé elektroda moéze nadobudnut’ vel'a foriem podob a zarovei s vlastnost'ami zvldknovanej
kvapaliny (napr. elektrickd vodivost, tenzia par rozpustadla, povrchové napitie, viskozita
atd.) predstavuje tvar tychto elektrod zdkladny parameter, ktory ovplyviiuje vznik
nanovlakien [9].

Pri vyuziti tejto metddy maji tiet vldkna priemer vacSinou par desiatok nanometrov az
niekol’ko mikrometrov, ale najcastejSie to je prave v intervale medzi 100 az 750 nm. Vldkna
sa v zavislosti od konstrukcie zariadenia mézu vytvarat’ kontinualne (nekonec¢né vlakno) a ich
dizka moze byt aj niekolko 10-tok centimetrov — jedna sa o plosné utvary alebo objemové
utvary [9].

Momentalne sa tato metdda vyuziva na spracovanie polymérov, ktoré sa nedaju spracovat’
z taveniny, ale iba za pouzitia rozpustadiel, ako napriklad polysacharidy alebo polypeptidy

[9].

2.5.2 Rotacné zvlakinovanie

Rota¢né zvldknovanie je metdda, ktord vytvara z roztoku polyméru pomocou odstredivej
sily nanovlakna. Pocas rotéacie trysky o vysokej rychlosti sa na fiu pomaly kvapkéd roztok
polyméru, aked rotacna rychlost dosiahne kriticki hodnotu, odstrediva sila prekona
povrchové napitie roztoku polyméru a rozptyli ho. Roztok prechadza procesom rozt'ahovania
zéaroven prebieha rychle vyparovanie kvapalnej Casti a nasledne sa zachytdva na kolektor ako
nanovldkna. KedZze v procese rotatné¢ho zvldkiiovania sa nevyuziva vysokonapédtové
elektrické pole, je jeho bezpecnost' ovela vysSia ako pri elektrostatickom zvldknovani.
NavySe vysoka rotacna rychlost’ umoziiuje ovela rychlejsiu a efektivnejSiu vyrobu vldken, ¢o
zvySuje ich celkovi produkciu o dva az tri rady a zaroven znizuje celkové naklady na vyrobu
v porovnani napriklad s elektrostatickym zvldknovanim. Taktiez tito metéda umoziuje
tvorbu nanovlakien z ovela koncentrovanejSich roztokov nez elektrostaticka metdda. To
znizuje naklady pouzivanim mensieho mnozstva rozptstadla [10].

2.5.3 Islands in the sea (,,Ostrovy v mori)

Tato technologia sa zakladda na principe tvorby dvojzlozkovych vlakien z taveniny.
Konstrukcia zvlakiovacej trysky je postavena tak, ze jeden polymér (napr. polyester alebo
PHA) sa pretlaCuje cez stovky otvorov (ostrovov), okolo ktorych preteka cez trysku
polystyrén ako d’al$i komponent a tvori ,,more® [11].
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2.5.4 Rozfukovanie z taveniny

Dalsou vyznamnou metédou s velkou moZnostou pripravy aj naslednej vyroby
nanovlakien je metoda zvana rozfukovanie z taveniny (,,melt blowing®), ktora slazi takmer
vyhradne na vyrobu Standardnych polymérnych mikrovlakien s priemerom medzi 2-7 um.
V tejto metode je tavenina polyméru privadzand do trysky s vel'kym mnozstvom otvorov, ku
ktorym je sucasne privadzany ohriaty a stlaeny vzduch. Po vytlaceni z otvoru zachytava a
predlzuje vzduch taveninu. Vlastnosti vzniknutych vldkien nie su zéavislé len na
konstrukénych parametroch, ale aj od vlastnosti polymérnej taveniny (napr. teplota topenia)
a parametroch prudiaceho vzduchu (napr. teplotny gradient). Najva¢sou vyhodou tejto metody
je prilezitost efektivne naradbat’ a spracovat’ polyméry z taveniny. Tato metdda poskytuje
plosné aj objemové vlaknové utvary [12],[13].

2.5.5 PredlZovanie

Pri tejto metode oznaCovanej aj ako ,,drawing™, je K povrchu kvapky taveniny polyméru
alebo roztoku prilozend na pevnej podlozke kapilara. T4 sa nasledne odt’ahuje konstantnou
rychlostou 10 s™. Medzi ustim kapilary a kvapkou vznika vlakno, ktoré moze dosiahnut’ pri
vhodnych parametroch submikronova hrubku. V tejto metéde nie je mozné kontrolovat
hrubku pripravovanych vlaken a preto ani nie je mozné, aby tato metoda bola zakladom pre
vyrobu nanovlakien vo vécSej miere. Tato metdoda teda poskytuje prednostne jednotlivé
nanovlakna [12],[13].

2.5.6 Pouzitie Sablon

Téato metoda vyuZiva presne vzorované membrany (,,Template Synthesis®). VyuZivaji sa
membrany s velmi malymi otvormi, cez ktoré je tlateny kvapalny prekurzor do zrazacej
lazne. Tato metdoda vynikd skvelou opakovatelnostou vlastnosti vyrabanych produktov.
Tymto sposobom sa daji ziskat' vldkna aj o priemere niekolkych nanometrov. Avsak
V stcasnosti sa tento postup vyuziva iba v ramci laboratorii[12],[13].

2.5.7 Fazova separacia

Znova sa jedna o laboratornu metddu. Ta funguje na zaklade oddel'ovania dvoch fyzikéalne
odliSnych faz. Prvym krokom postupu je priprava homogénnej faze, ktora sa nasledne ochladi
na teplotu, pri ktorej sa tvori gél. Nasleduje postupne odstranenie pévodného rozpustadla zo
Struktary gélu nahradenim Gplne novym rozpustadlom s kompletne inymi vlastnostami (napr.
tetrahydrofuran a voda). V tomto stupni dochadza k tvorbe vlaknitej nanoporoznej Struktiry
V prvotnom géle. Material sa nasledne schladi na teplotu tuhnutia druhého rozpustadla, ktoré
sa potom odstrani pri znizenom tlaku sublimaciou. Vysledkom je ttvar obsahujuci vnutorni
nanovldkennt Strukturu, tzv. nanovlakenna pena. Vldkna v tejto pene maju priemer 50—
500 nm a dizka sa pohybuje v rade mikrometrov[12],[13].

2.6 Metody charakterizacie nanocastic

Na stanovenie potencidlnej toxicity pre biologické systémy nanocastic je nevyhnutné
presne definovat’ velkost’ tychto Castic. Je potrebné vediet’, aké maji mechanické a fyzikalno-
chemické vlastnosti, vratane biokompatibility, priepustnosti alebo chemickej stability. Aby
sme mohli tieto vlastnosti (velkost' a zlozenie) zistit, musime vyuzit metédy na ich
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stanovenie, ako napriklad svetelna, fluorescencna alebo elektronova mikroskopia. Na urcenie
koncentracie tychto ¢astic sa da vyuzit’ spektrofotometria [14].

2.6.1 Dynamicky rozptyl svetla

Tato metdoda sa vyuziva na stanOvenie velkosti Castic v roztoku a funguje na principe
merania Brownowho pohybu, ktory sa nésledne dava do vztahu s velkostou castic. Metdda
funguje tak, Zze sa laserom presvetli roztok s Casticami a analyzuje sa fluktudcia intenzity
rozptyleného svetla. Systém merani na zaklade DLS je zlozeny zo Siestich hlavnych
komponentov. Je to laser, ktori sluzi ako zdroj svetla na presvetlenie Castic vo vzorke. Velka
vacsina tychto laserovych lucov prejde roztokom bez zmeny, avSak niektoré st pohltené
a rozptylené ¢asticami. Na meranie tohto rozptylu svetla slazi detektor [14],[15].

Pri vzorkach, ktoré maji vel'mi slaby rozptyl svetla, teda obsahuju vel'mi malé Castice alebo
maju nizku koncentraciu, musime zvysit mnozstvo rozptyleného svetla, a to tak, ze do vzorky
vpustime viac svetla s laseru. Naopak pri vzorkach, ktoré rozptyluju svetlo viac, pretoze
Castice vnej su velmi velké alebo silno koncentrované, sa musi zmen$it mnozstvo
rozptylovaného svetla. To docielime za pouZitia zoslabovaca na zniZenie mnozstva laseru,
prechadzajuceho cez vzorku. Signal intenzity rozptylu prejde na korelator, ¢o je doska
digitalneho spracovania signalu. Korelator ndsledné porovna tato intenzitu v Casovych
intervaloch, z ktorych nasledné odvodi rychlost’, ktorou sa meni intenzita. Tato informacia
nasledne prejde do pocitaca, kde sa data analyzuji, odvodia a vypocitaju zo Stokes-
Einsteinovej rovnice informaciou i distribucii velkosti Castic. Nasledny graf distribtcie
vel'kosti Castic ukazuje na ose x distribucie velkosti Castic a osa y zobrazuje relativnu
intenzitu rozptyleného svetla [14],[15].

2.6.2 Stanovenie zeta-potencialu a stability

Z dovodu sietového naboja sa tesne pri povrchu Castice zhromazd’uju 16ny opacne nabité
ako i6ny Castice apreto existuje elektricka dvojvrstva okolo kazdej Castice. V ramci
kvapaliny, ktord obklopuje Casticu, st dve oblasti: 1) Sternova vrstva - vnutorna oblast’, kde
i6ny su silno viazané 2) diftizna oblast — vonkajsia oblast, kde su i6ny viazané slabo. Vo
vnutri vonkaj$ej oblasti sa nachadza teoreticka hranica, kde Castice aj 10ny vytvaraju stabilni
jednotku. V pripade, ked’ sa Castica pohybuje (napr. kvoli gravitacii), tak sa iony vo vnutri
hranice pohybuju s iou. Tento prechod alebo hranica sa nazyva rovina sklzu alebo povrch
hydrodynamického Smyku a potencidl, ktory sa nachadza na tejto hranici je vola zeta
potencidl. Jeho velkost’ taktieZ naznacuje potencidlnu stabilitu systému. Tento koloidny
systém vznika v pripade, ak jedno zo skupenstiev (pevné, kvapalné a plynné) je dispergované
v ramci jedného skupenstva [14].

Stroje ur¢ené na meranie zeta potencialu najskor urcia elektroforeticku pohyblivost’ Castic
anasledne za pouzitia Henryho rovnice sa vypocita zeta potencidl. Ak maji uplne vsSetky
Castice v ramci suspenzie velmi velky kladny alebo zaporny zeta potencial, potom budi
prevladat’ odpudivé sily a suspenzia bude v tomto pripade stabilnd. Na druhej strane ak su
hodnoty zeta potencialu Castice nizke, nepdsobi medzi nimi dostato¢ne silnd odpudiva sila,
ktora by zabranila Casticiam zhlukovat’ sa a flokulovat’. Hranica, ktord je medzi stabilnymi
a nestabilnymi suspenziami je interval 30 mV do —-30 mV [14].
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Jeden z najdolezitejsich faktorov, ktoré¢ ovplyviiuju zeta potencial, je hodnota pH. Bez
uvedenia pH je hodnota zeta potencialu len obyc¢ajné cislo, ktoré nedava absolutne ziaden
zmysel. AK su v suspenzii ¢astice so zapornym zeta potencialom a pridame viac zasady, buda
mat’ Castice sklon k tomu, aby nadobudli zaporny naboj. Néasledne tejto suspenzii dodame
kyselinu, dosiahneme to, Ze sa zaporny naboj zneutralizuje. V pripade, Ze by sme pridali viac
kyseliny, vytvori sa kladny naboj. Z tohto dovodu bude krivka v grafe zeta potencidlu na pH
kladnad pri malom pH a zaporna pri vysokom pH. V bode, kde vynesenie prechadza zeta
potencidlom rovnajucemu sa nule, sa nachadza izoelektricky bod. V tomto bode je za
normalnych podmienok koloidny systém najnestabilnejsi [14].

M—a Elektricka dwajvrstva

Rowvina skiuzu

Castice se zapormym
povrchowym nabojem

Difdzni wrstva

-

-100 |

Povrchowy potencial
Sternfy potencial
my

Fotencial zeta

wrdalenost od povrchu Eastice

Obrazok 1: Zndzornenie castice so zdapornym povrchovym nabojom. Prevzaté a upravené z [15].

2.6.3 Analyticka centrifugacia

Tato metdoda je nastroj na kontrolu kvality a charakterizaciu disperzii. V oblasti
nanomaterialov ma zasadny vyznam charakterizacia rozptyleného stavu emulzie alebo
suspenzie. Pri¢inou nestability koloidu emulzie je separacia faz podla ich hmotnosti,
respektive usadzovanie alebo sedimentacia. Ide o dej, v ktorom posobenim hmotnostnej sily
vyvolanej gravitaciou, dochadza k rozdeleniu dispergovanych Castic a disperzného prostredia.
Smer, ktorym sa budu Castice pohybovat’, zavisi od hustoty danych €astic. Ak je ich hustota
vécsia ako hustota disperzného prostredia, tak pdsobenim gravitacie klesaju ku dnu. Ak je ich
hustota naopak menSia, tak idi prave opaénym smerom. Stokesov vzt'ah vyjadruje rychlost
pohybu castic pri pomalom usadzovani malych castic. Vzhl'adom k tomu, Ze tdto metoda
prebieha v gravitatnom poli dost pomaly, je potrebné nahradit’ gravitaénu silu silou
odstredivou. Nasledne sa da extrapolaciou zavislosti usadzovania na odstredivom zrychleni
priblizne urcit’ rychlost’ separacie faz v normalnom gravitatnom poli. Ak predpokladdme
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linedrnu zavislost, tak k tomuto odhadu sta¢i pridat’ len hodnotu rychlosti sedimentacie pri
posobeni nami zvolenej odstredive;j sily.

Z tohto dévodu sa na meranie sedimentacnej stability vyuzivaju centrifugy, ktoré umoziuju
fotometrické sledovanie zmien koncentracie dispergovanych latok vo vzorke vplyvom
posobenia odstredivej sily. Vzorky umiestiiujeme do kyviet, v ktorych je pomocou NIR
ziarenia sledovany profil transmitancie. ZvySenie a znizenie transmitancie sa prejavuje bud’
vyc¢irenim vzorky alebo tvorbou sedimentu.

Z nameranych sedimenta¢nych dat sa d& nasledne odhadnat velkost' a tvar Ccastic,
distribiicia samostatnych typov castic a taktiez rovnovaznost' systému spolu s urenim
rovnovaznych konstant [14].

2.7 Toxicita nanocastic

Mnozstvo otazok na tému 0 nebezpecenstve a toxicite nanomateridlov narasta s ¢oraz
vacsim poctom vyuzitia a aplikécii tychto technologii. Pri posudzovani tychto vlastnosti je
nevyhnutné vziat’ do uvahy charakter daného materidlu ako je velkost, povrch, tvar, naboj,
disperziu castic, moznost’ aglomeracie, agregacie a samozrejme koncentraciu. Taktiez je
dolezité vediet, aky ma dany nanomaterial charakter a taktiez mnozstvo primesi a necistot,
ktoré su vom obsiahnuté. V neposlednej rade je potrebné vziat do tvahy aj abiotické
faktory medzi ktoré patria napriklad naboj i6nov, hodnota pH, tvrdost’ vody a charakter
organickych zlicenin, ktoré posobia na stupen agregacie. Od beznych castic sa nanocastice
lisia svojim velkym Specifickym povrchom a vysokou reaktivitou, ¢o moze prispiet aj
k zvySeniu ich toxicity a biologickej dostupnosti. Doélezité vlastnosti st agregacia
a aglomeracia, ktoré prispievaju k zviac¢Sovaniu Castic v systéme atym aj ku zmenam
toxicity [16].

2.7.1 Cytotoxicita nanocastic

Pritomnost’ nanocastic v komeréne dostupnych produktoch sa stidva Coraz beznejSou
praxou. Clovek mdZe byt vystaveny nano¢asticiam dvoma spdsobmi, a to bud’ v potravinach
alebo pri aplikécii nanoCastic ako nosice lie€iv, biosenzory atd’. V biomedicine, hlavne pri in
vivo aplikéciach, je toxicita kritickym faktorom pri ich obrovskom potencidli. Vzhl'adom
k tomu, ze nanocastice su cielene navrhnuté na interakciu s bunkami, je dolezité, aby tieto
vylepSenia nesposobovali akékol'vek vedlajSie Uc€inky. DolezitejSie vSak je, Ci tieto
nanocCastice ¢i uz Cisté alebo enkapsulované v dalSej latke podliehaji biodegradacii
vV bunkovom prostredi a aka je bunkova reakcia na degradované nanocastice [16].

Zatial' ¢o na vyskum aplikdcii nanocastic in vitro st potrebné menej prisne toxikologické
pravidla, testovanie in vivo vyZaduje ovel'a hlbsie a presnejSie vedomosti o Kinetike a toxicite
nanocastic. Existuje vel’a $tadii o cytotoxicite nanocastic, za pouZitia roznych bune¢nych linii,
inkuba¢nych dob atd’.. Problém je vtom, Ze sa pouzivali rozne koncentracie
nanocastic, bunky boli kultivované v réznych podmienkach a boli vystavene nanocasticiam
rozne dlhy cas, a kvoli tomu je tazké urcit’, ¢i su tieto vysledky fyziologicky relevantné,
a taktiez sa nedaju porovnavat’ dva odlisné vyskumy [16].
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Prvym krokom k pochopeniu ako bude latka alebo material reagovat’ v tele, casto zahriiuje
Stadiu bunkovych kultar. V porovnani s pokusmi na zvieratdch je testovanie na bunkach
menej eticky problematické, jednoduchsie kontrolovatené a opakovatelné a samozrejme
lacnejsie. V pripade cytotoxicity je dolezité uvedomit’ si, ze bunkové kultary su citlivé na
zmeny prostredia, v ktorom sa nachadzaja, ako napriklad zmeny teploty, pH, koncentracia
zivin a odpadov a taktiez aj na koncentracie potencialne toxickych latok, ktoré sa testuju.
Prave preto je kontrolovanie experimentdlnych podmienok nevyhnutelné, aby namerané
mnozstvo mftvych buniek koreSpondovalo s toxicitou pridanych nanocastic a nie
s nestabilnymi kultivaénymi podmienkami [16].

Jeden z jednoduchsich cytotoxickych testov zahffia vizualnu kontrolu buniek v mikroskope,
¢1 nastavaji zmeny v bunkovej alebo nuklearnej morfologii. Kazdopadne hlavné cytotoxické
testy vyuzivané vroznych vyskumoch skimaji mnozstvo miftvych buniek pomocou
kolorimetrickej metody. Tie sa moézu dalej kategorizovat do dalSich testov, ktoré sa
zameriavaju na integritu cytoplazmatickej membrany alebo na aktivitu mitochondrii.
Vystavenie buniek uréitym cytotoxickym latkam moze naruSit bunkovii membranu, ¢o
zapri¢ini Gnik bunkového obsahu. Testy Zivotaschopnosti zahfiaja testy s toluénovou ¢ervitou
a traptanovou modrou. Toluénova Cerven je slabé kationové farbivo, ktoré¢ difuziou prechadza
membranou a akumuluje sa Vv lyzozémoch vo vnutri bunky. Ak je poSkodena bunkova
membrana, tak je prijem farbiva znizeny a mdze unikat’ von, ¢o umoziiuje urcit’ rozdiel medzi
zivymi a mftvymi bunkami. Cytotoxicita moze byt kvantifikovand spektrofotometrickym
stanovenim farbiva pri réznych podmienkach vystavenia. Na podobnom principe funguje
farbivo trypanova modra. Toto farbivo dokaze preniknit’ do bunky len v pripade, Ze je mitva
a jej membrana je tazko poskodena. Takze vSetky mrtve bunky st zafarbené na modro, zatial’
¢o zivé  zostavaji  bezfarebné.  Mnozstvo mftvych  buniek sa  stanovuje
mikroskopicky [16],[17].

2.7.2 MTT test

Okrem rozliSenia medzi Zivymi a mftvymi bunkami detekciou poskodenych plazmatickych
membran, iné kolorimetrické cytotoxické testy sa pokuSaju urcit mechanizmus za
indukovanej smrti buniek. Mitochondrialna aktivita modze byt testovana za pouZitia
tetrazoliovych soli, pretoze mitochondridlne dehydrogenazy (napr. sukcinatdehydrogendza)
Stiepia tetrazoliovy kruh. Tieto enzymy sa nachadzajt iba v aktivnych mitochondriach a prave
preto prebieha reakcia iba v zivych bunkach [16],[17].

Na toto stanovenie sa najviac vyuziva metdéda MTT test Zivotaschopnosti, kde sa vyuziva
slabo zIty PBS roztok 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromidu, ktory
produkuje tmavo modry formazan vo vnutri zivych buniek. Daju sa taktiez vyuzit’ aj iné latky,
ako napriklad 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium alebo fenazin ethosulfat. MnoZstvo Zivych buniek sa nésledne urc¢uje podobne za

pouzitia spektrofotometrického stanovenia formazanu meranim absorbancie pri vinovej dizke
okolo 490 nm [16],[17].
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Obrazok 2: Struktira Zltého MTT a fialového produktu formdzanu. Dostupné z[18]

2.7.3. LDH test

LDH test je zalozeny na merani aktivity laktatovej dehydrogendzy v extracelularnom
médiu. Spolahlivost, rychlost’ a jednoduché vyhodnotenie je par charakteristik tohto testu.
Strata intracelularnej LDH a jej uvol'nenie do kultivatného média je indikator ireverzibilnej
smrti bunky kvoli poskodenej cytoplazmatickej membrane [17].

2.8 Fytotoxicita nanomaterialov

Momentalne nie je presne objasnené, aky je mechanizmus toxicity nanocastic, avSak
predpoklada sa, ze suvisi s ich chemickou §trukturou, zlozenim, povrchom a velkost'ou Castic.
Toxicita moze byt vyvoland uvolnovanim toxickych iénov (chemicka cesta) ako aj stresom,
ktory je sposobeny ucinkami samotnych nanocastic. Nanocastice nereaguju nevyhnutne len
s abiotickym prostredim, ale interagujt aj s biotickym prostredim. Vzhl'adom na to, Ze
rastliny st zdkladom kazdého ekosystému, je dolezité pozriet’ sa aj na interakciu nanocastic
s vegetaciou. Tieto interakcie si schopné vyrazne ovplyvnit’ transport ako aj nasledny ,,osud*
tychto nanocastic v prostredi. Rastliny reaguju velmi prudko na pritomnost’ akychkol'vek
kontaminantov ateda samozrejme aj nanocCastic. Jednym z najvéacsich faktorov, ¢&i sa
nanocastica dostane cez bunkovu stenu a cytoplazmatickii membranu rastliny alebo nie, je jej
velkost. Bunkova stena obsahuje vac¢Sinou makropory o velkosti 3,5 az 5 nm a mikropory
s velkost'ou pod 0,5 nm. Z toho vyplyva Ze vicSie Castice sa do bunky nedostant. Vplyv
samotnych Castic zavisi od toho, ako efektivne sa transportujii a akumuluji v rastlinnych
pletivach a organelach buniek [1].

Experimenty nam ukazuj, Ze samotna toxicita, ktori vyvolavaji nanocastice, nie je len
vysledkom ich reakcie s rastlinami, ale aj vplyvom iénov, ktoré sa z nanocastic uvolnuja [1].

2.9 Kultivacia Zivych buniek

Bunkové kultiry v stGCasnosti predstavuji jedny z najpouzivanejSich biologickych
modelov, ktoré sa vyuzivaju vo vyskume ale aj v praktickych aplikaciach. Ide o kultivaciu
buniek (Zivoc¢isnych aj rastlinnych) in vitro v laboratoriu. Bunkové kultury sa zacali vyuZivat
zaCiatkom 20. storocia pracami Gottleiba Haberlandta (rastliny) a Alexisa Carrela (zivocichy)
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a nasledne sa v roznych formach stali dolezitou sucastou biologickych, biochemickych a
biomedicinskych experimentov [19].

Bunkové kultiry maji v porovnani s inymi experimentdlnymi objektmi mnozstvo vyhod
ako napriklad: st ve'mi dobre definované, jednoduchs$ie ovplyviiovanie funkcie cielovych
buniek, mozna praca len s jednym typom buniek a taktiez sa dd jednoduchSie kontrolovat
reakcia a odpoved’ bunky na vonkajsie vplyvy ako napriklad toxiny, lie¢iva a pod. Produktom
bunkovych kultar s klony, ktoré maji vSetky rovnaky genotyp. Vyuzitie bunkovych kultur je
pri niektorych aplikaciach vyhodnejsie ako testovanie in vivo metédami, v ramci ktorych je
obtiaznejSie dosiahnut’ a ziskat' podrobné informécie (napr. jednotlivé Stddia bunkovych
procesov). Dalou vyhodou je moznost’ uskladnit’ nakultivované Zivé bunky v tekutom dusiku
na dlhsi ¢as. Aby sa pocas zmrazovania neposkodili bunky, tak sa pridavaji kryokonzervacné
latky a zmrazovanie sa uskutoc¢tiuje vhodnym postupom a samozrejme vhodnou rychlostou.
Dalsou vyhodou je pri Zivoéisnych bunkovych kultirach oproti in vivo pokusom s celym
zivocichom to, Ze nemusime brat’ do uvahy etiku experimentu (bolest’ a usmrtenie) [19].

Pouzitie bunkovych kultGr ma vSak aj svoje obmedzenia, nedd sa napriklad pri nich
sledovat’ procesy v organizme. V ramci tejto metody st bunky kultivované bez vplyvu okolia,
ktoré je typické pre dant bunku a taktiez pri nefyziologickych podmienkach. Z tohto dovodu
pocas kultivacie bunky ob¢as zmenia fenotyp alebo dediferencujii. Dalsim problémom je fakt,
ze pri interpretacii vysledkov si nemozeme byt na absolutne isti, ¢i je tkanivo, ktoré bolo
kultivované¢ v inych podmienkach, zhodné ako v organizme. Konkrétne kultivaciou
zivoc¢isneho tkaniva v médiu sa dostane bunkam ovel'a viac vyzivy a iny bude aj samotny
metabolizmus v porovnani so situaciou in vivo pri klasickom krvnom zasobeni. A preto
vyuzitie bunkovych kultur ma svoje vyhody aj nevyhody. Ci tuto metodu vyuZijeme alebo nie
zalezi na tom, ¢i je vhodna na ziskanie optimalneho vysledku [19].

Pre uspesnu kultivaciu buniek potrebujeme dodavat’ presne definované mnoZstvo energie
a zdrojov pre metabolizmus. Nevyhnutna je aj absolutna sterilita prostredia, aby sa zabranilo
kontaminacii, a taktieZ vytvorenie podmienok podobnych stavu in vivo. Zakladom procesu je
izolacia konkrétneho typu zivociSnych alebo I'udskych buniek, €o je tzv. primarna kultara.
Existujii viaceré techniky na izolaciu, ktoré su zaloZzené bud’ na enzymatickom alebo
mechanickom rozruseni tkaniva. Dalsim sposobom je odber buniek ztelovych tekutin.
Samotna kultivacia sa uskutoénuje v kultivaénom médiu pri Specifickej vlhkosti a teplote.
Kultivacné podmienky by sa ¢o najviac mali podobat’ fyziologickym podmienkam in vivo,
ktoré zabezpecuje technické vybavenie laboratoria a kultivaéné média. Tie st zlozené z
vyvazenych zmesi viacerych latok ako napriklad vitaminy, soli, cukry, aminokyseliny, lipidy,
stopové prvky, stabilizatory pH, kofaktory atd’.. Dalsiu dolezitu funkciu maju rastové faktory
[19],[20].

Mnozstvo buniek sa pocas procesu exponencidlne zvySuje aZz do momentu, ked’ sa za¢nu
tesne dotykat. Pomocou svetelného mikroskopu je v ur€itom ¢ase mozne posudit’ stav
bunkovej kultary. Vysledkom je bud’ pocet buniek na 1 ml média alebo v cm? povrchu. Kvoli
kontaktnej inhibicii sa delenie a rast buniek pomaly zastavuje. Nakoniec vacSina kultar tvori
na povrchu nadoby vrstvu s hrabkou jednej bunky — nazyvand monovrstva alebo
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,monolayer* [19],[20]. Nakultivované bunky maju obvykle vel'mi obmedzenu Zivotnost’ — po
niekol’kych pasazovaniach starnu a d’alSie delenie sa Gplne zastavi [20].

Nesmrtelné tzv. imortalizované bunky neumieraji ani po viacerych pasdzovaniach. Takato
linia m6ze byt napriklad HaCat [20].

2.9.1 HaCat bunec¢na linia

HaCat bunky su imortalizované l'udské keratinocyty a st vyuzivané na skimanie
epidermalnej homeostazy a jej patofyziologie. Bunky sa vyuzivaju pre ich vysoku kapacitu na
diferenciaciu a proliferaciu in vitro [21].
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3. Ciele prace

Tato praca je zamerana na optimalizaciu pripravy nanocastic a nanovakien na baze PHA a ich
naslednt analyzu. U pripravenych nanomateridlov bola sledovana ich interakcia s koZznymi
bunkami a ich pripadna toxicita.

V ramci prace budu rieSené nasledujuce Ciastkové ulohy:
1. literarna resers - priprava nanomateridlov na baze PHA, bunkové kultury
2. optimalizacia metod priprav nanocastic a nanovlakien s obsahom PHA
3. analyza Struktary a charakterizacia pripravenych materialov
4. optimalizécia kultivacie kultary 'udskych keratinocytov

5. Studium interakcie Castic a vldkien na baze PHA s humannymi bunkami
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4. Experimentalna cast’

4.1 Pouzité chemikalie
Antibiotic-Antomycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)

Dodecylsiran sodny — Serva (SRN)

Ethanol pro UV-spektroskopiu — LachNer (CR)

FBS fetalne bovinné sérum — HyClone (USA)

Cholesterol — zmes hydroxy-5-cholestenu a cholesten-3p-olu — Serva (SRN)
L-a-Phosphatidylcholine — Sigma - Aldrich (SRN)

Médium DME/High Glucose (1X) — Utah, (USA)

MTT (methyl-thiazolyl-tetrazolium) — Duchefa Biochemie (NL)
PHB Lot 720 — Biomer (SRN)

PHB Hydal 7-12/4, FCH VUT v Bmé (CR)

Trypsin - Versene EDTA — P-Lab (CR)

Tetraethylamonium bromid — Aldrich (SRN)

Komerény kit SOS-CHROMOTEST™, EBPI (CAN)
Dihydrogénfosforeénan draselny p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Chlorid sodny p.a., Vitrum—LachNer (CR)

4.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy (AND HR-120)

CellCulture CO2 Inkubator, ESCO (SRN)
Centrifuga — U-32-R, Boeco (SRN)
ELISA Reader Bio Tek ELx808 (USA)
IMPLEN Nanophotometer UV-VIS (SRN)
Inverzny biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (CR)
Laminarny box Aura mini, Bioair
Magneticka miesacka: Lavat (CR)
Mikrocentrifuga — Mikro 200, Hettich Zentrifugen (SRN)
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Mikroskop — Intraco Micro (CR)

Opticky mikroskop a software DinoCapture — Intraco Micro (CR)

Zostava pre elektrospining

- NE-1000 Single Syringe Pump, Labicom (CR)

- Regulovatel'ny zdroj napitia

Spektrofotometr — Helios y, Unicam (VB)

Ultrazvuk — PS 02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L, PowerSonic (SR)
Ultrazvukovy homogenizator/dispergator — Sonopuls, Bandelin (SRN)
Vakuova odparka — HB4 Basic, HBA Labortechnik (SRN)

Vortex — Genius 3, IKA Vortex (SRN)

ZetaSizer Nano ZS — Malvern (GB)

4.3 Pouzité organizmy
HaCaT (CLS order no. 300493);, Human keratinocytes cell line, permanent cell line;, adult;,
firma CLS Cell Lines Service GmbH

4.4 Optimalizacia pripravy PHB nanocastic

Ako prva sa uskutocnila optimalizacia pripravy PHB nanocastic pri roznych koncentraciach
a odlisnych teplotach. Pracovalo sa s 3% a 4% roztokom PHA, konkrétne s PHB spolo¢nosti
Biomér a PHB Hydal (Nafigate, a.s.). Tieto roztoky sa vytvorili rozpustenim 3 g alebo 4 g
PHA v 100 ml chloroformu za intenzivnheho mieSania na magnetickej mieSacke po dobu
priblizne 30 min, a to bud’ pri 60 °C alebo 75 °C. Nasledne sa pridala destilovana voda a takto
pripraveny roztok sa vloZzil do ultrazvuku, kde sa pomocou sonifikdcie vytvorili nanocastice.
Roztok bol nésledne opat’ mieSany na magnetickej mieSacke s ohrevom az do momentu, kedy
sa z neho vyparil vsetok chloroform. Tymto sposobom sme teda pripravili sériu analytov: 3%
alebo 4% PHB a to bud’ Biomér alebo Hydal, z kazdého 2 krat po 3 vzorky. Velkost a zeta
potencial sa nasledne merali na Zetasizer Nano ZS — Malvern pre vzorky bez upravy a po
prefiltrovani cez filter s velkost'ou pérov 400 nm.

4.5 Enkapsulacia PHB nanocastic s cholesterolom

Najlepsiu velkost' a stabilitu mali vzorky 3%-ny a 4%-ny PHB Hydal, ktoré sa pre eSte
presnejsi vysledok enkapsulovali s ¢istym cholesterolom, ktory stabilizoval polydisperzitu
rovnako ako aj zeta potencial. Postup prace je identicky ako pri optimalizacii pripravy (kap.
4.4). Vysledky ukazali velky rozdiel vo velkosti aj v stabilite oproti vzorkam, ktoré sa
priprvili pri optimalizacii. Castice mali velkost okolo 250 nm a ked’ze nedoslo k agregécii,
stabilita bola tiez vel'mi uspokojiva. NajstabilnejSia vzorka s optimalnou vel'kostou Castic aj
polydisperzitou bola vzorka so 4% PHB Hydal, ktora sa v tejto praci uz nad’alej vyuzivala.
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4.6 Priprava koncentra¢nej rady — kombinované lipozomové ¢astice

Koncentra¢na rada sa pripravovala z 4% PHB Hydal, pricom pripravované koncentracie
boli 0; 10; 20; 30; 50; 70 a 100% . Tieto roztoky sa pripravovali podl'a Tabulky 1, pri¢om
1 ml roztoku lecitinu pozostaval z 90 mg lecitinu a 1 ml chloroformu. Roztok cholesterolu
a chloroformu bol pripraveny podl'a mierky 10 mg cholesterolu na 100 ul chloroformu.

Tabulka 1: Priprava koncentracnej rady PHB Hydal nanocastic s lecitinom, cholesterolom a vodou

MnozZstvo MnoZstvo Mnozstvo MnozZstvo
Koncentracia [%] roztoku PHB roztoku lecitinu roztoku destilovanej
Hydal [ml] [mi] cholesterolu [ml] vody [ml]
0 0 1 100 pl 10
10 0,225 0,9 100 pl 10
20 0,450 0,8 100 pl 10
30 0,675 0,7 100 pl 10
50 1,125 0,5 100 pl 10
70 1,575 0,3 100 pl 10
100 2,25 0 100 pl 10

Vzorky boli pripravené sonifikaciou pomocou tycového ultrazvuku po dobu 6-10 sektind
a sucasne boli chladené vodou. Nésledne boli kadicky so vzorkou prenesené na magnetickll
mieSacku, kde sa mieSali a zahrievali priblizne na 40°C az do odparenia zvySkového
chloroformu.

4.7 Stanovenie velkosti ¢astic pomocou DLS a stability pomocou zeta-potencialu

Vzorky z koncentra¢nej rady pripravenej pomocou ultrazvuku sa 100 krat zriedili
destilovanou vodou a nasledne sa zmerala ich velkost a koloidna stabilita pomocou pristroja
ZetaSizer Nano ZS. Nasledne prebehol cely tento experiment eSte raz, priCom sa pripravila
nova koncentra¢na rada a meranie velkosti a stability prebehlo v den pripravy vzoriek, po
jednom a po styroch mesiacoch uchovavania.

4.8 Stanovenie koncetracie fosfolipidov v lipozomoch

V prvom rade sa pripravilo ¢inidlo rozpustenim 2,7 g hexyhydratu chloridu Zelezitého
spolu s3,05¢g tiokyanatanu amoénneho v 100 ml destilovanej vody. Nasledne sa do
centrifugaénych skumaviek napipetovali 3 ml chloroformu, 2 ml ¢inidla, 450 ul a 50 ul
vzorky. Nasledovalo premieSanie na vortexe (priblizne 20 s kazda vzorka), potom boli vzorky
centrifugované 5 min na 1000 ot/min. Na koniec sa merala absorbancia vzoriek na
spektrofotometri pri A =450 nm, priCom ako blank sa pouzil chloroform. Néasledne sa
vypocital obsah fosfolipidov v kazdej vzorke podl'a kalibra¢nej krivky pre sojovy lecitin.

4.9 MTT test pre stanovenie cytotoxicity

Na meranie cytotoxicity, ktoré prebiehalo na l'udskych keratinocytoch (linia HaCaT) sa
vyuzili vSetky pripravene vzorky z koncentracnej rady 0; 10; 20; 30; 50; 70; 100% PHB
v koncentraénom rozmedzi 2-14 % pridavku roztoku castic a pri niektorych vzorkach 0,1;
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0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 4% . Bunky sa najskor kultivovali na 96 jamkovych dostickach,
v ktorych hustota buniek sa pohybovala okolo 3—4- 105 na ml, priCom do kazdej jamky bolo
napipetovanych 100 pl bunkovej kultary, ktora bola nasledne 24 hod v kultivaénom médiu
kvoli rastu. Testované vzorky sa najprv zriedili, nasledne centrifugovali 5 min na 6000
ot/min, nasledne bola vzniknuty sediment rozsuspendovany v sterilnej destilovanej vode,
nasledovala d’alsia centrifugacia 11 000 ot/min na 1 hodinu. Takto centrifugované vzorky sa
uz bud’ pouzivali na testovanie, alebo sa d’alej nariedili na nizsie koncentracie kultivaénym
médiom.

Do kazdej jamky sa potom pridavalo 100 pl pripravenej vzorky, pricom ako kontrola
slizilo pouzivané kultivaéné médium (,,CC — cell control®), a ako pozitivna kontrola sa
vyuzival etanol. Po 24 hodinach sa uskuto¢nil samotny cytotoxicky test. MTT sa rozpustilo na
koncentraciu 2,5 mg-ml ' v PBS, bolo sterilizované filtraciou a nasledne sa do kazdej jamky
napipetovalo 20 ul. MTT bolo inkubované sbunkami po dobu 3 hodin. Rozpustnost’
formazanovych krystalikov sa urychlila pridavkom 10% SDS v PBS. Po 24 hodinach sa test
vyhodnotil spektrofotometricky pri A =543 nm oproti blanku, ktorym bolo kultivacné
médium. Pri poklese absorbancie pod 60 % kontroly je dana vzorka vyhodnotena ako
cytotoxicka.

4.10 Test pre stanovenie genotoxicity
Stanovenie genotoxicity vybranych vzorick PHB kombinovanych s lipozémami
postupovalo komerénym kitom SOS—chromotest podl'a prilozeného postupu [22].
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5. Vysledky a diskusia

5.1 Charakterizacia pripravenych nanocastic — optimalizacia pripravy

Pre optimalizaciu pripravy cCastic boli vyuzité dva zdroje PHB, ato PHB Biomer a PHB
Hydal. Pri vSetkych Studovanych podmienkach bola pri nameranych casticiach pomocou
dynamického rozptylu svetla zmerana distribticia velkosti Castic a bola stanovena priemerna
velkost” Castic. Nasledne bol pomocou metddy elektroforetického rozptylu svetla zmerany
zeta potencial. Jednotlivé merania prebiehali v prostredi destilovanej vody.

Tabulka 2: velkost, polydisperzita a stabilita nanocastic

bioméra rygal | 0 |z
PHB 60°C A 676,9 +229,2 0,736 + 0,19 -
PHB 60°C B 1 4131,3 + 1868,9 1+£0 -
PHB 60°C * 1 2009 +268,6 0,995 + 0,01 -13,6 £1,42
PHB 60°C A Prefilt 280,2+97,3 0,615+0,28 0,22 £4,14
PHB 60°C B Prefilt 141,7+43 0,373 +£ 0,03 -17,4+1,04
PHB 75°C A 10743 + 114,6 0,708 0,11 -19,9+1,23
PHB 75°C B 348 £43 0,144 +0,1
PHB Hyd A 525,5+32,7 0,435 +0,03 -29,3+1,79
PHB Hyd B 309 + 6,92 0,180 + 0,04 —18,1 +£2,66
PHB 60°C vychl. na
1072,2 + 625,2 0,666 + 0,24 -19,2+0,87
laboratornu teplotu
PHB 75°C vychl. na
500,6 = 44,7 0,462 + 0,04 —24,9+1,24
laboratérnu teplotu
PHB Hydal vychl. 1752 £923,4 0,846 £ 0,11 -12,1+£1,51

Z dat v tabul'ke 2 vidime, ze velkost’ vacSiny Cistych PHB cCastic nezodpoveda velkosti,
ktort sme chceli dosiahnut’ a to okolo (250 nm). Sposobené to bolo polydisperzitou a nizkou
stabilitou pripravenych roztokov, ¢o nasledne spdsobilo agregiciu tychto Castic do vicsich
zhlukov a stali sa teda nepouzitelné pre d’alSie meranie. Najlepsia vzorka boli ¢astice PHB
pripravené pri 60°C a nésledne prefiltrované cez nanofilter, avSak opét’ kvoli malej hodnote
zeta potencidlu vel'mi rychlo agregovali.
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Na obrazkoch 3 a4 vidime distribuciu vel'kosti pripravenych ¢astic, ktoré sa pohybuju od
130 do 255 nm. Na obrazku 2, na ktorom je zobrazenad distriblicia Castic pre vzorky
pripravené z PHB Hydal pri teplote zahrievania roztoku 60 °C a 75 °C apo vychladnuti.
Z kriviek distriblcie Castic je jasne vidiet, ze vzorka PHB 75 °C ma najmensiu distribuciu
Castic a je preto z porovnavanych vzoriek pre d’al$iu pracu najvyhodnejsia.

5.2 Charakterizacia PHB Hydal nanocastic s cholesterolom — pred a po filtracii

Tabul'ka 3: PHB Hydal Castice enkapsulované do cholesterolu

Nézov vzorky d [nm] Pdl ZP [mV]
3% PHB 690 £ 287,7 0,398 £ 0,326 —33,4+0,94
4% PHB 2427 £83 0,212 + 0,029 -22.5+0,57
3% PHB HYD +
399 £82,3 0,408 + 0,244 -21,5+0,28
Cholesterol
4% PHB HYD +
500,5+44.4 0,351 £ 0,089 —22,6 £ 0,98
Cholesterol
3% PHB HYD -
) 4272 £519,1 0,529 + 0,340 —25,4+0,68
filtrovany
4% PHB HYD -
) 155+8.,9 0,259 £ 0,044 —25,8+2
filtrovany
3% PHB HYD +
, 232,6 £15,2 0,363 £ 0,033 -339+1,79
Cholesterol - filtrovany
4% PHB HYD +
. 220,6 + 8,9 0,418 £ 0,033 -30,1 +0,82
Cholesterol - filtrovany

V tabulke €. 3 uz pozorujeme mierne zlepSenie vysledkov, po pridani roztoku cholesterolu
do roztoku PHB c¢astic. Polydisperzny index spolu so zeta potencidlom narastaju do slabo
stabilnych hodndt a velkost' Castic klesd. Vysledky vSak stale nie st idealne a interval
velkosti Castic sa stale pohybuje od 240 do 4272 nm a zeta potencial je eSte len tesne na
hranici stability (-30 mV — +30 mV). Z tejto druhej rady bola vyhodnotena ako najlepSia
vzorka 4% PHB Hydal s cholesterolom po filtracii, s priemernou vel’kostou ¢astic 220,6 nm,
s hodnotou Pdl 0,418 a zeta potencialom —30,1 mV. Tato vzorka bola d’alej pouzivana pre
nasledujtce testy.
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Na obrazku 5 vidime priemerné velkosti castic 3% a 4% PHB Hydal, pri¢om castice z 3%
roztoku maju velkost’ priblizne 256 nm a castice 4% PHB Hydal okolo 100 nm. Druhy pik pri
4% Ccasticiach su pravdepodobne necistoty vo vzorke, ktoré skresluju meranie, alebo
agregované Castice, ktoré vytvorili zrazeninu.

14 -
12 -

10 -

Intenzita signalu (%)

0 T T
10 50 250 1250
Velkost €astic (nm)
e==3% PHB HYD + chol A - filtrovany == 4% PHB HYD + chol A - filtrovany

Obrdzok 6: Velkost castic 3% a 4% PHB Hydal + cholesterol - prefiltrované vzorky
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Na obrazku 6 pozorujeme vel'mi maly rozdiel vel'kosti ¢astic. Vel'kost’ obidvoch vzoriek sa
pohybuje okolo 250 nm.
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Tabulka 4: Koncentracna rada PHB enkapsulovanda do lecitinu a cholesterolu

N3 N3
azov d [nm] Pdl ZP[mV] | Vzorka: d [mn] Pdl ZP [mV] azov d [nm] Pdl ZP [mV]
vzorky: vzorky:
. den 3 mesiace 4. mesiace
Cisté Cisté Cisté

L 1359+1,27 | 0,207 +0,02 -31,3+2,14 L 135+ 1,64 0,198 £0,011 | -31,9+1,15 . 132,7+0,76 | 0,177 +0,01 | —24,2+ 2,67
lipozomy lipozomy lipozomy
10% PHB | 252,8 +3,85 | 0,365+ 0,03 -39,6 3,53 | 10% PHB | 194,8+1,71 | 0,249+0,029 | —41,03+4,2 | 10% PHB | 265,8 +3,15 | 0,376+ 0,06 | —35,9+0,95
20% PHB | 253,2+1,36 | 0,263 £0,01 -36,9+2,25 | 20% PHB | 263 +5,07 0,277+ 0,015 | —4497+1,6 | 20% PHB | 334,8+6,94 | 0,433+0,02 | —36,1 + 0,85
30% PHB | 159,8+1,64 | 0,187 +0,01 —42,6+0,62 | 30% PHB | 235,7+2,26 | 0,243+0,013 | —46,33+0,5 | 30% PHB | 273,4+2,55 | 0,231+0,02 | —35,3+£0,61
50% PHB | 336,3+9,96 | 0,257+0,05 | —45,1+0,83 | 50% PHB | 223,9+0,53 | 0,245+0,011 | —37,17+0,7 | 50% PHB | 415,2+5,11 | 0,437+0,02 | —32,6 + 5,27
70% PHB | 245,1+2,45 | 0,322 +0,03 —441+0,78 | 70% PHB | 192,7+2,67 | 0,159+0,011 —-37+234 | 70% PHB | 357,8£1,13 | 0,441 £0,01 | —28,7+4,57

100% 100%

100% PHB | 324,1+11,4 | 0,397+0,05 | —25,4+1,53 PHB 236,2+ 0,45 0,272+0,02 | —23,7+0,54 PHB 334,1+38,1 | 0,398 +£0,02 | —24,2+ 0,66
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5.2 Charakterizacia koncentrac¢nej rady

Z dovodu zvysenia stability sa PHB castice enkapsulovali do lipozomov. Jednotlivé vzorky
boli pripravené v duplikétoch.

V tabul’ke 4 vidime, Ze po pridani roztoku lecitinu spolu s cholesterolom s castice
0 idealnej velkosti od 135 — 260 nm, pricom dané Castice su monodisperzné a ich stabilita sa
pohybuje v intervale od -31mV do-53 mV. Najlepsou vzorkou boli 50% Ccastice aj
z hladiska velkosti a aj stability. Castice neagregovali a boli stabilné podas celej doby 4
mesiacov. Tabul'ka taktiez ukazuje vysledky charakterizacie koncentracnej rady, ktora bola
zmerana po 3 a4 mesiacoch. Vysledky po 3 mesiacoch sa oproti Cerstvo pripravenym
vzorkam liSia iba minimalne, avSak po 4 mesiacoch uz pozorujeme pokles zeta potencialu,
zvySenu agregaciu a nasledny vznik a taktiez aj zvacSenie vel'kosti samotnych cCastic. T4 sa
pohybuje v rozmedzi 270 — 420 nm.

12 4

10 -

Intenzita signalu (%)

10 100 1000 10000
Velkost €astic (nm)

= |ecitin + cholesterol + H20 = 10% PHB + lecitin + cholesterol + H20

20% PHB + lecitin + cholesterol + H20 ====30% PHB + lecitin + cholesterol + H20

Obrazok 7: Velkost castic koncentracnej rady v lipozomoch

Na obrazku 7 pozorujeme, Ze so zvySujucou sa koncentraciou PHB castic stiipa vel'kost’
nanocastic, avSak ich stabilita sa skoro nemeni. Cisté lipozomy bez PHB castic su teda

najmensie a 100% roztok PHB obsahuje ¢astice, ktoré uz nezodpovedaji pozadovanej
velkosti.
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Intenzita signalu (%)

0 n T 1
40 200 1000

Velkost €astic (nm)
== 50% PHB + lecitin + cholesterol + H20 ===70% PHB + lecitin + cholesterol + H20

Obrdzok 8: Kombinované castice s 50% a 70% pridavkom PHB

Na obrazku 8 pozorujeme trend zvdcSovania velkosti Castic so zvySujucim sa podielom
PHB.

14 -
12 -

10 -

Intenzita signalu (%)

0 T T
10 50 250 1250
Velkost €astic (nm)
e CHOL+LEC+VODA e 1 0% PHB+CHOL+LEC+VODA

e==20% PHB+CHOL+LEC+VODA ====30% PHB+CHOL+LEC+VODA

Obrazok 9: Koncentracna rada pri vzorkach lipozémov a kombinovanych castic s PHB 0 obsahu
10-30 % po 3 mesiacoch uchovania
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Intenzita signalu (%)

0 T 1
10 50 250 1250

Velkost Eastic (nm)
e 50% PHB+CHOL+LEC+VODA  e====70% PHB+CHOL+LEC+VODA ===100% PHB+CHOL+VODA

Obrdzok 10: Koncentracnd rada pri vzorkdch lipozomov a kombinovanych castic s PHB o obsahu
50-100 % po 3 mesiacoch uchovania

Obrazky 9 a 10 ukazuji minimalne zvécSenie Castic oproti meraniu, ktoré sa uskutocnilo
pred 3 mesiacmi.

14 -
12 -

10 +

Intenzita signalu (%)

0 T
10 50 250 1250 6250

Velkost Eastic (nm)
e CHOL+LEC+VODA e 10% PHB+CHOL+LEC+VODA

e=20% PHB+CHOL+LEC+VODA ====30% PHB+CHOL+LEC+VODA

Obrdzok 11: Koncentracnd rada pri vzorkdch lipozomov a kombinovanych castic s PHB 0 obsahu
10-30 % po 4 mesiacoch uchovania
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Intenzita signalu (%)

0 A =T T T
10 50 250 1250 6250
Velkost €astic (nm)

e 50% PHB+CHOL+LEC+VODA e====70% PHB+CHOL+LEC+VODA 100% PHB+CHOL+LEC+VODA

Obrazok 12: Koncetracna rada pri vzorkach lipozémov a kombinovanych castic s PHB 0 obsahu
50-100 % po 4 mesiacoch uchovania

Po 4 mesiacoch, ako mdézeme vidiet' na obrdzkoch 11 a 12, uz pozorujeme agregiciu,
zvacSenie velkosti Castic a teda aj pokles ich stability.

5.4 Meranie cytotoxicity nanocastic

Stanovenie cytotoxicity vybranych vzoriek PHB kombinovanych s lipozomami sa
uskuto¢nilo podl’a pracovného postupu popisané¢ho v kapitole 4.9 MTT test pre stanovenie
cytotoxicity. V tabulke ¢. 6 a7 su ukazané presne zlozenie testovanych lipozomov —
koncentracia fosfolipidov stanovend pomocou Stewardovej metody.

V tabulke 6 vidime, Ze vysoké koncentracie PHB nanocastic si pre bunky toxickeé.
Percento zivych buniek pri niektorych vzorkéach klesa az na 20%. Pre vzorky 10-50 % sa
mnozstvo zivych buniek pohybuje v intervale 60-70%. Na obrazkoch 13 al4 je
dokumentovand zavislost percentudlneho zastipenia zivych buniek na koncentrécii
zvySkovych fosfolipidov v 10% roztoku PHB a v 70% roztoku PHB.

V tabulke 7 su vysledky po zopakovani testu cytotoxicity po zniZeni koncentracie
pridavanych vzoriek. To zapri€inilo rapidne zvySenie percentudlne zastiipenia buniek, ktoré
prezili. Toto zastipenie sa pohybovalo na intervale od 70-95%.
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Tabulka 5: Cytotoxicita koncentracnej rady PHB - 2, 4,6, 8, 10, 12 a 14% z pévodnych roztokov

Obsah | Cuene f(ﬁg‘l’fps;gv Viabilita | Obsah | Cuore f(ff‘;‘l’ésézgv Vibilita | Obsah | Cuy | ;\:;;‘I’;f;;gv Viabilita
PHB | [%] [%] | PHB |[%] [%] PHB | [%] [%]
[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml]
2 0,046 £ 0,011 63,35 2 0,028 +£ 0,0010 65,20 2 0,009 + 0,0006 67,59
4 0,092 + 0,022 61,98 4 0,056 = 0,0020 89,13 4 0,018 £0,0012 61,52
X 6 0,138+ 0,034 56,30 c’\o 6 0,084 + 0,0031 65,53 N 6 0,027 +£0,0018 49,59
S 8 0,184 £ 0,045 61,12 8 8 0,112 +0,0041 76,87 ,‘2 8 0,036 +0,0024 47,22
10 0,230+ 0,056 73,66 10 0,140+ 0,0051 55,87 10 0,045 +£0,0031 42,28
12 0,276 + 0,067 53,05 12 0,168 + 00,0061 73,60 12 0,053 +£0,0037 38,07
14 0,322+ 0,079 56,12 14 0,195+ 0,0071 37,67 14 0,062 £+ 0,0043 35,80
2 0,034 +0,011 75,55 2 0,010 £ 0,0004 59,60 2 0,003 £ 0,0002 60,71
4 0,068 + 0,022 69,21 4 0,020 + 0,0009 75,69 4 0,007 £ 0,0004 60,09
X 6 0,102+ 0,034 67,62 ° 6 0,030+ 0,0013 60,51 X 6 0,010 £ 0,0006 63,84
(C\>l 8 0,136 £ 0,045 59,88 8 8 0,041 +£0,0018 56,05 § 8 0,014 £+ 0,0008 43,57
10 0,170 £+ 0,056 50,55 10 0,051 £ 0,0022 56,92 10 0,017 £0,0010 42,68
12 0,204 £ 0,067 37,38 12 0,061 + 0,0027 55,36 12 0,020 +0,0012 39,82
14 0,238+ 0,079 32,07 14 0,071 £0,0031 83,04 14 0,024 £0,0014 40,09
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fosfolipidov v 70% roztoku PHB

0,07

37



Tabulka 6: Cytotoxicita koncentracnej rady PHB 0-70 % pre vzorky — 0,1; 0,25, 0,5; 0,75, 1, 2 a 4% z pévodnych roztokov

Obsah | Cuore fggf;?;sggv Viabilita | Obsah | Coene foﬁﬁ‘fﬁﬁéﬁv Viabilita | Obsah | Coene f;\s/lflz)(lﬁ)sot\(;gv Viabilita

PHB | [%] [%0] PHB | [%] [%0] PHB | [%] [%0]
[mg/mi] [mg/mi] [mg/ml]

2 0,020 +0,0027 59,47 2 0,034 +0,0007 96,73 0,1 0,0005 + 0,00002 86,71
g 4 0,041 +0,0054 51,13 4 0,068 +0,0015 93,46 0,25 0,0013 + 0,00006 66,99
é 6 0,061 +0,0081 47,02 © 6 0,102 +0,0022 87,50 o 0,5 0,0025 + 0,00011 62,24
'f) 8 0,081 +0,0108 44,03 I 8 0,136 + 0,0030 65,96 2 0,75 0,0038 + 0,00017 52,87
Rz 10 0,102 +0,0135 39,78 10 0,170 + 0,0037 70,38 1 0,0051 + 0,00022 60,28
~ 12 0,122 +0,0162 36,11 12 0,204 + 0,0044 65,58 2 0,0102 + 0,00045 84,76
14 | 0,142+ 0,0189 35,08 14 0,238 + 0,0052 45,77 4 0,0203 + 0,00090 73,29
2 0,046 +0,0112 70,22 0,1 | 0,0014 +0,00005 96,92 0,1 0,0004 + 0,00003 86,71
4 0,092 +0,0225 62,96 0,25 | 0,0035 +0,00023 90,91 0,25 0,0011 + 0,00008 66,99
L 6 0,138 +0,0337 58,09 © 0,5 | 0,0070 +0,00026 74,19 S 0,5 0,0022 +0,00015 62,24
= 8 0,184 + 0,0450 53,55 = 0,75 | 0,0105 +0,00038 76,46 Q 0,75 0,0033 + 0,00023 52,87
10 0,230 +0,0562 50,14 1 0,014 +0,00051 85,71 1 0,0045 + 0,00031 60,28
12 0,276 +0,0675 42,66 2 0,0280 + 0,00102 83,44 2 0,0089 + 0,00061 84,76
14 0,322 +0,0787 38,92 4 0,0558 + 0,00204 66,56 4 0,0178 +0,00122 73,29
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Obrazok 15: Zavislost percentudlneho zastupenia Zivych buniek na koncentrdcii zvyskovych

fosfolipidov v 30% roztoku PHB
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Obrazok 16: Zavislost percentudlneho zastupenia Zivych buniek na koncentracii zvyskovych
fosfolipidov v 70% roztoku PHB
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Na obrazku 15 vidime, Ze ani jedna pouzita koncentracia 30% PHB nie je cytotoxicka. To
ist¢ vidime rovnako aj na obrazku ¢&. 16, kde len jedina vzorka klesla pod hranicu
cytotoxicity (0,75%).

5.5 Meranie cytotoxicity nanovlakien

Testovanie nanovldkien fungovalo na podobnom principe ako testovanie nanocastic
popisané v kapitole 4.9 MTT test pre stanovenie cytotoxicity. Vlakna, ktoré sa testovali, boli
pripravene elektrospinnigovou metodou a viabilita buniek po ukonceni testu bola 88,6 %,
takze vlakna neboli cytotoxické.

100 -+
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -

Viabilita buniek (%)

30 -
20 A
10 ~

0

1
M PHB nanovlakna

Obrazok 17: Percentudlne zastupenie Zivych buniek po ukonceni testu cytotoxicity

5.6 Genotoxicita

Okrem sledovania viability l'udskych keratinocytov bola dalej skiimand genotoxicita
pripravenych castic. Stanovenie genotoxicity vybranych vzoriek PHB kombinovanych
S lipozémami boli prevedené pomocou komeréného kitu SOS—Chromotest podl'a prilozeného
postupu [22].
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Obrdzok 18: Test genotoxicity nanocastic — stl})ce: 1-pozitivna kontrola, 2 - 10% PHB, 3 —20% PHB,
4 —30% PHB, 5 —50% PHB, 6 — cisté lipozémy. Riadky A—H klesajiice mnozstvo pridanych baktérii

Test bol prevedeny na upravenom kmeni baktérie E. coli. Vysledky testu genotoxicity
vzoriek Castic (Cisté lipozomy, lipozomy s obsahom 10 — 50% PHB) a pozitivnej kontroly st
uvedené¢ na obrazku 18. Miera genotoxicity odpoveda intenzite sfarbenia chromogénu.
Vizuadlnym porovnanim aj spektrofotometrickym meranim bolo zistené, Ze Ziadna
Z testovanych vzoriek nebola vyhodnotena ako genotoxicka.
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6. Zaver

Cielom tejto bakaldrskej prace bolo optimalizovat metody pripravy nanocastic
a nanovlakien s obsahom PHB a charakterizovat’ ich vlastnosti ako velkost, polydisperzita,
koloidna stabilita, dlhodoba stabilita a nasledne cytotoxicitu a genotoxicitu. Nanocastice boli
pripravované z dvoch réznych typov PHB — PHB Biomer a PHB Hydal, v prostredi
destilovanej vody. Pre charakterizaciu Castic sa v tejto praci vyuzivali metédy dynamického
rozptylu svetla.

Najskor sa uskutocnila optimalizacia pripravy nanocastic za pouzitia dvoch typov PHB —
PHB Biomer a PHB Hydal. V ramci experimentu sa pracovalo s koncentraciami 3 a 4%
a s viacerymi teplotami. Po charakterizacii Castic sa ako optimalny ukazal roztok 4% PHB
Hydal, kvoli jeho vécSej stabilite a menSej velkosti Castic. Z tohto roztoku sa nasledne
vyrobila koncentra¢na rada kombinovanych Castic S lecitinom a cholesterolom. Kombinované
Castice s obsahom PHB 30% vykazovali optimalnu velkost” a vhodny polydisperzny index. U
kombinovanych castic bola d’alej skimana dlhodoba stabilita, kde sa zistilo, Ze pripravené
Castice boli po 3 mesiacoch stabilné aich stabilita sa vyrazne nezmenila. Zmeny boli
pozorované az po 4 mesiacoch, kedy vzorky agregovali, stabilita klesla a vznikli zrazeniny.
Priprava a overenie stabilnej koncentracnej rady Castic boli kI'i¢ové podmienky, aby sa mohlo
prejst’ k testovaniu cytotoxicity a genotoxicity.

Findlnou castou tejto prace bolo meranie vplyvu pripravenych cCastic na Zivé bunky
pomocou testov cytotoxicity voci imortalizovanej bune¢nej linii huméannych keratinocytov
HaCaT a testu genotoxicity na upravenom kmeni baktérie E. coli pomocou komeréného kitu
SOS chromotest™. MTT test cytotoxicity ukézal, pridavok &astic s10% PHB bol
Vv koncentraénom rozmedzi 2—-14% cytotoxicky pri vy$sich koncentraciach (6%, 12% a 14%).
Pri zvySnych vzorkach bola viabilita vicSia ako 60%, Co znamena ze vzorky neboli
cytotoxické. Hodnota viability pri vzorkach s obsahom 50;70 a 100% PHB uz klesli pod 60%
a teda vzorky boli cytotoxické. To mohlo byt spdsobené nielen samotnymi Casticami, ale aj
pritomnost'ou rezidudlneho chloroformu. Z nameranych dat teda vyplyva, Ze s pribudajicim
mnozstvom PHB vV ¢asticiach a s rasticou koncentraciou roztokov PHB nanocastic stipa aj
umrtnost’ buniek a mnoZstvo buniek, ktoré prezili, sa pohybovalo iba okolo 30%. Menej
koncentrované roztoky nejavili Ziadne znamky cytotoxicity, ¢o vidiet aj na vysledkoch
mnozstva buniek, ktoré preZzili. To sa pohybovalo okolo 90%.

Nasledne sa previedol test genotoxicity na vzorkach Cistych lipozomov a kombinovanych
lipozomov s obsahom 10 — 50% PHB v 7 koncentraciach. Na zaklade ziskanych vysledkov
mozno konStatovat’, Ze Ziadna zo vzoriek nebola vyhodnotena ako genotoxicka.

Celkovo mozeme uzavriet, Ze kombinované Castice na baze lipozomov s PHB su stabilné
a pri koncentracii 20-30 % PHB vykazuji optimalnu velkost, polydisperzitu aj stabilitu.
Tieto Castice boli bezpecné pre pouzitie do urcitej limitnej koncentracie. Problematika bude
d’alej Studovand v d’alSich pracach so zameranim na pouZzitie tychto Castic k enkapsulécii
aktivnych latok.
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8. Zoznam pouzitych skratiek
UV Ziarenie — ultra fialové Ziarenie

PHA — polyhydroxyalkanoaty

PHB — poly(3-hydroxybutyrat)

ABTS — 2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonova kyselina)
TEAC — ,, Trolox equivalent antioxidant capacity*

MTT - terazoliovou sual 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid,
methyl-thiazolyl-tetrazolium
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