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5) Biologicka aktivita funkcionalizovaného materialu a jeho zhodnoceni.
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1 Uvod

Vyuziti fytohormond, jako jsou cytokininy (CK), je v poslednich letech predmétem zajmu
v péci o lidskou kuzi. Cytokininy jsou sice rostlinné hormony, ale bylo u nich prokazano, ze
maji velmi dobré Ucinky i na buriky lidské pokozky — na fibroblasty a keratinocyty, a to
hlavné v oddalovani starnuti pokozky zpusobené zejména UV zafenim. Nicméné ma se
za to, ze by mohly byt také pfinosné v procesu hojeni ran (Rattan a Clark, 1994; Berge,
Kristensen a Rattan, 2006; Ji ef al., 2010). V souvislosti s vétSim planovanym pouzitim CK
na oSetieni kize by mohla, i pfi jejich nizké aktivni koncentraci, zplisobovat problém jejich
Spatnd rozpustnost ve vode€. V souCasnosti se musi nejprve rozpustit v rozpoustédlech,
napiiklad dimethylsulfoxidu (DMSO) nebo alkoholu, a pak teprve fedit do vody
na potiebnou koncentraci. Zarovei DMSO muize ve vysSich koncentracich buiky
poskozovat, a proto se jevi jako zadouci tento mezikrok potlacit zvySenim rozpustnosti nebo
dostupnosti vnesenych CK. Ke zlepSeni rozpustnosti ve vodé slouzi jejich cilena
protonizace, ktera mnohonasobné zvysuje jejich rozpustnost (Singh, Mckenzie a Ma, 2017;
Klos et al., 2022). Aby se zvysila CK ucinnost, stabilita a biodostupnost, byly navrzeny
nanonosice na bazi grafen oxidu (GO), které diky svym vlastnostem, jako je mala velikost
a zarovetl velky povrch, umoziuji dopravit vy§si mnozstvi konkrétni latky do svého cile bez
nezadoucich ucCinkd a degradace (Ventola, 2017). Ke zvySeni biokompatibility GO
nanocastic lze jejich povrch dale upravovat biopolymery (Jokerst et al., 2011). V této
diplomové praci byly resyntetizovany dosud pfipravené vhodné protonizované CK, nékteré
jiz ptipravené také v bakalarské praci. Tyto tfi protonizované CK byly navazany
na modifikovany nanomateriall GO a vposledni fadé otestovany na burikach

a zhodnocen jejich vliv na migraci fibroblastu.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Cytokininy

Vyzkum CK zacal jiz v poloviné 20. stoleti, kdy byl z autoklavované DNA izolovan
6-furfurylaminopurin (kinetin; K), ktery byl popsan jako faktor ovliviyjici déleni
rostlinnych bunék (Miller er al., 1955). Pti dal§im hledani piirozené se vyskytujicich CK
v rostlinach byl objeven napftiklad 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin (zeatin; Z)
z nezralych kukufi¢nych zrn (Letham, 1963). Tyto objevy daly podnét k tomu, aby CK byly
definovany jako skupina malych molekul se signalni funkci, které jsou nepostradatelnou
soucasti rostlinného vyvoje a rastu. Od té doby jsou struktury, metabolismus, funkce
a biosyntéza skupiny intenzivné studovany (Fathy et al., 2022).

Jejich zéakladni funkci je fizeni diferenciace a bunécného déleni, organogeneze,
ovlivilovani biotickych a abiotickych stresu, fizeni a regulace senescence a mnoha dalSich
vyvojovych a fyziologickych dé&ju v rostlin€. Hraji také roli pfi regulaci rovnovahy mezi
vegetativnim ristem a reprodukénim vyvojem a pii navozeni systémové ziskané rezistence,
pfirozeného obranného mechanismu rostliny proti patogenum (Kieber a Schaller, 2014;
Akhtar et al., 2020). Zkouma se ptinos CK pro udrzitelné fizené zeméd¢lstvi, ale rovnéz
jsou v soucasnosti pouzivany v celé fade aplikacnich rostlinnych biotechnologii, naptiklad
v rostlinnych tkanovych kulturach (Plihalova et al., 2015). Mohou byt vyuzity
ke zlepseni rustu rostlin, zvySeni vynost plodin a odolnosti vici stresu a chorobam (Fathy
et al., 2022). Jejich derivaty byly zkoumany jako zdroje bioaktivnich sloucenin pro aplikaci
v lékarstvi a farmacii. Konkrétn€ se pozoruje pouziti jako latek proti starnuti
a pro podporu hojeni ran, protoze aktivuji proliferaci bunek (Ji ez al., 2010).

Strukturné se jedna o derivaty adeninu majici bud’ isoprenoidni nebo aromaticky
postranni fetézec pripojeny k atomu N6. Existuji hlavni dva strukturni typy CK: purinového
typu, jako je 6-furfurylaminopurin (kinetin, K), 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-
enylamino)purin (zeatin, Z) a 6-benzylaminopurin (BAP), a fenylmocovinového typu,
napiiklad difenylurea (DPU) a thidiazuron (TDZ), pyridylmocovina (CPPU) (Obr. 1).
Mohou existovat jako volné baze, ribosidy, ribotidy nebo konjugované s cukry. Rostlinné
CK jsou syntetizovany v celé rostlin€, kde interaguji s jinymi rostlinnymi hormony,
kuprikladu auxiny, za GCelem koordinace ristu a vyvoje (Mok a Mok, 2001; Kieber

a Schaller, 2014).
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Obr. 1: Rozdéleni CK a jejich strukturni vzorce
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2.1.1 Problematicka rozpustnost cytokinind

Utinnost aromatickych CK je omezena jejich pomé&mé $patnou rozpustnosti ve vodg,
a to predev§im ve smési s anorganickymi solemi. Ackoliv rostliny vyuzivaji tyto latky jako
signalni molekuly a mala rozpustnost jim necini velké potize, problémy nastavaji pfi pfenosu
téchto latek do biotechnologii nebo pro aplikaci v dermatologii. V soucasné dob¢ se tento
problém fesi tak, ze se CK nejprve rozpousteji v jinych rozpoustédlech, nejcastéji v DMSO,
dale ethanolu, methanolu, hydroxidu sodném, a poté se fedi vodou na pozadovanou
koncentraci (Klos et al., 2022). Postup ale neni moc vhodny pro pozdé€jsi in vivo a in vitro
testovani. Dimethylsulfoxid je univerzalni rozpoustédlo §iroce pouzivané pii priprave
vzorku diky své schopnosti rozpoustét mnoho sloucenin. Bylo vSak zjisténo, Ze koncentrace
DMSO vyssi nez 1 % jsou toxické pro vétSinu typa savéich bunék, které se pouZzivaji
pro kultivacéni testy in vitro. Toxicka koncentrace zavisi na typu buriky, naptiklad lymfocyty
toleryji az 10% koncentraci DMSO, zatimco nékteré typy bun€k jsou ovlivnény jiz 0,5%
koncentracemi. Bylo prokazano, ze koncentrace DMSO vy$si nez 0,1 % snizuji bunécnou
proliferaci koznich fibroblasti a mohou byt spojeny se zastavenim bunécného cyklu,
bunécnou diferenciaci a bunéénou smrti (Singh, Mckenzie a Ma, 2017). Vzhledem k tomu,
ze se CK nejprve rozpousti a poté fedi ve vodé, jejich ucinna koncentrace se snizuje.
Na atomech dusiku v CK jsou pfitomny volné elektronové pary, které poskytuji vhodné
misto pro vznik vazeb, coz by vyfeSilo problém s rozpustnosti. Diky témto volnym
elektronovym param bylo mozné stavajici elektroneutralni volné baze protonizovat a byly
vytvofeny mesylatové soli pomoci kyseliny methansulfonové, které vykazovaly
mnohonasobné¢  vys§i  rozpustnost ve vodé nez jejich  vychozi latky.
Latka 6-furfurylaminopurinium methansulfonat (kinetin mesylat; Km) byla témér 700x
rozpustnéj§i, 6-benzylaminopurinium methansulfonat (BAP mesylat; BAPm) 1000x
rozpustnéj§i a 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium methansulfonat (p-topolin mesylat;

pTm) az 60 000x rozpustnéjsi nez jejich pavodni latky (Klos et al., 2022).
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2.1.2 Pozitivni u¢inky cytokinini na zivocisné bunky

Vzhledem k jejich vyznamné uloze pii regulaci rustu a diferenciaci rostlinnych bun¢k by
tyto slou€eniny mohly mit G€inky na biochemické procesy zivo€isnych i lidskych bunek.
V poslednich letech byly prozkoumany jejich protinadorové (Voller et al., 2010), antivirové
(Tararov et al., 2014) a neurodegenerativni u€inky (Gonzalez et al., 2021). Cytokininy maji
kromé& toho pfiznivy vliv na lidské kozni burky kultivované in vitro, zejména
na keratinocyty (Berge, Kristensen a Rattan, 2006) a fibroblasty (Rattan a Clark, 1994).

Bylo objeveno, ze CK a jejich ribosidy maji cytotoxicky efekt vaci lidskym
rakovinovym burikam zpuasobujicim leukémii (Dolezal et al., 2007). Zatimco latka
6-(2-hydroxybenzyl)aminopurin ribosid (ortho-topolinovy ribosid; oTR) méla vysokou
aktivitu proti nekterym lidskym nadorovym bunécnym liniim, jeji odpovidajici volné baze
byly neaktivni. To se li§i od pasobeni CK v rostlinnych bunkach, kde toxicita CK bazi
a jejich odpovidajicich ribosidi je srovnatelna. Jelikoz na rozdil od lidskych bunék, rostlinné
bunky dokazou ob¢ formy CK ucinné preménit na ribosid-50-monofosfaty. To naznacuje,
ze mohou existovat rizné mechanismy pusobeni sloucenin podobnych CK na rostlinné
a zivoc¢isné (lidské) burnky (Voller et al., 2010).

Neuroprotektivni ucinky CK a jejich ribosidi byly sice testovany zatim jen
na potkanech, ale v budoucnu by potencionalné mohly byt vyuzity pii 1écbé onemocnéni
centralntho nervového systému, vcéetné Alzheimerovy choroby. Bylo zjisténo,
Ze trans-zeatin inhibuje acetylcholinesterazu potkani a pomaha udrzovat zivotaschopnost
bunék snizenim produkce reaktivnich druhi kysliku (ROS). Na druhé strané kinetin chrani
astrocyty a mozek potkanu pred glykoxida¢nim poskozenim a podporuje antioxidacni
mechanismus obranného systému. Ma také terapeutickou aktivitu proti Parkinsonové
chorobé spolu s nukleotidem aktivujicim kinazy v mozkovych butikach (Voller et al., 2017,
Gonzalez et al., 2021).

Bylo zisténo, ze CK poskytuji vyhody, jako napfiklad ochranu
pred poskozenim zptusobenym UV zafenim (Obr. 2), podporu hojeni ran (Obr. 3) a indukci
aquaporini (AQP) (Ji et al., 2010; Honig et al., 2018). Nekteré CK maji antioxidacni
vlastnosti a diky tomu stimuluji aktivitu antioxidacnich mechanismt. Oxidacni poskozeni je
totiz hlavnim aktérem pfispivajicim ke starnuti pokozky (Voller et al., 2017). Kaze, ktera
je vystavena vlivim prostfedi, hlavné UV zafeni, ma vysoce uCinny antioxidacni systém,
ktery ptisobi proti oxidativnimu stresu. Ultrafialové paprsky zptisobuji starnuti pokozky tim,

ze ji dehydratuji, a to ma za nasledek ztratu AQP, ktery funguje jako membranovy
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transportér vody. Predpoklada se, ze snizeni plisobnosti tohoto systému pfispiva ke starnuti
pokozky (Bolund, Jensen a Bjerring, 1991; Jabtonska-Trypu¢, Matejczyk a Czerpak, 2016).
Studie in vitro ukazaly, ze jak trans-zeatin, tak kinetin maji podobny efekt na starnuti
fibroblasta (Rattan a Clark, 1994; Rattan a Sodagam, 2005), ¢imz oddaluji nastup nékolika
bunéénych a biochemickych znakt spojenych s bunéénym starnutim, napiiklad bunéc¢na
expanze, akumulace lipofuscinu a hyperpolymerizace aktinovych filament (Oshchepkov et
al., 2020). Kinetin funguje jako antioxidant prostfednictvim riznych mechanismi. Muze
vychytavat ROS pfimo tvorbou komplext s ionty meédi, které vykazuji aktivitu podobnou
aktivité superoxiddismutazy. Alternativné mohou radikaly abstrahovat vodik z a-uhliku
aminové vazby nebo z furanového kruhu, ktery je znamy svymi vlastnostmi vychytavani
ROS. Kromeé své pifimé schopnosti vychytavani ROS muze kinetin rovné€z chranit bunky
indukci produkce antioxidaCnich enzymu, jako je superoxiddismutaza, katalaza
a glutathionperoxidaza (Jabtonska-Trypuc, Matejczyk a Czerpak, 2016; Kadlecova et al.,
2019). Studie vyuzivajici lidské keratinocyty v kulture potvrdila ochranny ucinek kinetinu
proti oxidativnimu stresu, ale pouze pii nizkych koncentracich hormond. Vysoké
koncentrace hormonii mohou vést k opacnému ucinku, tedy ke zvyseni oxidacniho stresu
a zpusobit bunécnou apoptozu (Obr. 4). Rizné bunécné linie tak vykazuji riznou citlivost
na CK, jak dokazuji rozdily v aktivnich koncentracich uvadénych riznymi vyzkumnymi

skupinami (Vostalova et al., 2023).

16



UV zareni UV zareni

N\ N\

Aplikace CK

»

Sucha, ochabla, vrascita Zlepseni struktury kuze
kaze
Obr. 2: Vliv dlouhodobého ucinkit UV zdreni — pitsobenim UV paprskii se inhibuji AQP
v keratinocytech a vyvolavaji zmény na kizi (suchd, ochabla a vrdscita kiize), po aplikaci
CK je piisobnost paprskii UV zdreni eliminovdna, zvysi se exprese AQP, ¢imz se zlepsi

struktura a hydratace pokozky (Ji et al., 2010)

Aplikace CK

L

Podpora hojeni

Hojeni rany Zahojena kize

Obr. 3: Vliv CK na hojeni kiize — po aplikaci CK na poskozenou kiiZi nedochazi ke ztraté

AQP a vznikla rdna je rychleji zahojena (Ji et al., 2010)

17



£ i | Zdrava bunka
_fl ﬁ fll l,l
{_ﬁ\ —_ I:I
S

Bunka pod vlivem ROS

Obr. 4: Buiika pod viivem oxidativniho stresu a ndsledné oSetrena CK — optimdlni
netoxickou davkou, kterd redukovala negativni viiv ROS a tim podporovala produkci
antioxidacnich mechanismii, toxickou ddvkou podporujici oxidativni stres az bunécnou

apoptozu (Vostalova et al., 2023)
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2.2 Vyuziti nanotechnologii v cileném podavani lé¢iv

Konvenc¢ni systémy podavani 1éCivych pripravka predstavuji fadu kritickych problému
spojenych s citlivosti, toxicitou, Spatnou specificitou a lékovou rezistenci, které snizuji
terapeuticky efekt. Nanomateridlové c¢astice umoznuji lepsi transport lécivych latek
do cilové tkan€ s minimalnimi vedlejSimi ucinky (Ventola, 2017).

Nanotechnologie je obor vyuzivajici materialy v méfitku fadové nanometra (nejCastéji
1 — 100 nm). Nanomaterialy maji vyborné opticke, elektrické i magnetické vlastnosti, a prave
tim zpUsobily revoluci v novych materialech, které by se daly pouzit v mediciné. Konkrétné
nanomedicina vykazuje vyznamny potencial v oblasti diagnostiky, zobrazovacich technik,
tkanovych konstruktd a farmaceutické 1écbé nekolika onemocnéni, véetné rakoviny ¢i
neurologickych onemocnéni (Boulaiz et al., 2011). Latky navdzané na nanocastice mohou
zvysit akumulaci medikamentu v nemocné tkani a umoznit snizeni davek 1éciva, coz mize
vést k eliminaci vedlej§ich G&inkd. Prvni nanolégivo schvalené Ufadem pro kontrolu
potravin a lé¢iv (Food and Drug Administration; FDA) s niz§i toxicitou ve srovnani
s konvencnimi formulacemi, byl pfipravek Doxil (doxorubicin hydrochlorid navazany
na liposom), ktery byl schvélen jiz v roce 1995 pro 1é¢bu Kaposiho sarkomu a dodnes se
pouziva pro ruzné indikace (Ventola, 2017).

Velikost je jednou z prednosti nanocastic, jelikoz ovliviiyje jejich toxicitu, distribuci
a schopnost cileni. Tim, ze maji malé rozméry a diky tomu i zvySenou mobilitu, jsou
pristupnéj§i buiikam. Kromé malé velikosti ovliviiuje pfijem a toxicitu pro burky jejich
povrchovy naboj, vyskyt funk¢nich skupin a navazani polymeru. Nanocastice jsou schopny
prekrocit hematoencefalickou bariéru, ¢imz zajistuji dodavani 1€kt pro obtizné léCitelna
onemocnéni. Malé cCastice maji vét§i povrchovou plochu, kterd umoziuje rychlejsi
uvolfiovani 1éCiva. Alternativn€ vétsi ¢astice umoziuji, aby pridané 1é¢ivo bylo zapouzdreno
do castice diky velkym jadram, coz vede k pomalému uvolfiovani 1é¢iva. Mensi Castice se
snadno agreguji béhem pfipravy, skladovani a prepravy, ale vétsi ¢astice vedou k rychlejsi
degradaci. Nejen velikost, ale také tvar, pozitivné nebo negativné ovliviiuje toxicitu,
biodistribuci, rychlost a penetraci do buriky, a tim muZze zpusobit poruSeni bunécné
membrany (McNeil, 2005; Singh a Lillard, 2009; Kladko et al., 2021).

Moderni nanocastice rozdélujeme na organické (micely, lipozomy, dendrimery,
polymery) a anorganické (zlaté, kiemicité, uhlikaté), pfiCemz je muzeme dale délit
na zaklad¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti dle rozméra (malé nebo velké velikosti),

tvart (koule, tyCinkové, rozvétvené, multilamelarni nebo vicevrstvé struktury) c¢i
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povrchovych vlastnosti (funkcni skupiny, povrchovy naboj, polymerace) (Obr. 5) (Sanita,
Carrese a Lamberti, 2020).

100 nm
. 1 nm
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- _ POLYMERACE
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Obr. 5: Rozdéleni nanocdstic dle jejich fyzikdlné chemickych viastnosti

2.2.1 Povrch nanocastic
2.2.1.1 Funkeni skupiny

Povrchova uprava nanocastic zahrnuje proces, jehoz cilem je zlepsit a/nebo pfidat vlastnosti
uzite¢né pro pouziti té€chto Castic v 1ékarstvi. Rizné typy nanomaterial maji charakteristické
funkéni skupiny vystavené na svém povrchu. Modifikace povrchové chemie je zasadnim
krokem, ktery napomaha snizovat toxicitu, zvySovat stabilitu a kontrolovat bunécnou
internalizaci, a v kone¢ném dusledku ovliviiuje jejich biologické chovani. Funkcionalizace
povrchu casto zahrnuje zavedeni funkénich  skupin, jako jsou —COOH,
—OH a —NH». ZvySeni po¢tu —NH> skupin vede k vy§§imu kladnému povrchovému naboji,
¢imz se zvySuje piijem nanocastic do bunék. Podobné je tomu tak v ptipadé -COOH
skupiny, ktera zvySuje negativni naboj a také navySuje absorpci. Obecné je prvni faze
povrchové modifikace zaloZena na vyuziti tzv. crosslinkert, s cilem pfidat organickou
funkéni skupinu (R-NH2, R—-COOH atd.) uzite¢nou pro vazbu biologickych molekul.
Druhou fazi je poté samotné pripojeni 1écivé latky (Foroozandeh a Aziz, 2018; Sanita,

Carrese a Lamberti, 2020).
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Prostrednictvim oxidace je mozné generovat —-COOH, —OH a —C=0 na jejich povrchu,
a popiipadé pomoci cykloadice generovat/vytvaret rtizné typy funkcnich skupin.
Pro kiemicité nanocastice jsou nejpouzivané€jsimi crosslinkery aminosilany, které zavadéji
aminoskupinu na povrch nanocastic. Uslechtilé kovy, jako je zlato, mohou byt upravovany
pouzitim sit'ovacich ¢inidel se skupinami —SH nebo —NH> schopnymi reagovat s kovem a
vytvoftit kovalentni vazbu. Tyto bifunk¢ni linkery, naptiklad thiokarboxylové kyseliny, maji
na druhém konci funkéni skupiny k pouziti pro vazbu ligandu (Sanita, Carrese a Lamberti,

2020).

2.2.1.2 Polymerace

Latky se Spatnou rozpustnosti ve vodé jsou ve vétsiné€ piipada vylouCeny z krve dfive, nez
se dostanou do cilové tkan€. Monocyty a makrofagy snadnéji vyhodnoti, Ze se jedna o cizi
materialy. Fagocytujici buiiky rozpoznavaji hydrofobni materialy jako cizorodé a vylucuji
je z krve, pficemz jsou vychytavany v jatrech nebo sleziné. Ukézalo se, ze potazenim
nanocastic hydrofilnim polyethylenglykolem (PEG) se zvySuje rozpustnost a stabilita
nanocastic (Obr. 6). S ohledem na to, ze je PEG nenabity, nenaruSuje funkci nabitych
molekul. Opsonizace hydrofobnich molekul mtize snizit jejich schopnost dostat se do cilové
tkan€ a spustit zanétlivou reakci po sekreci cytokind z fagocytarnich bunék. PEGylované
nanocastice maskuji svou hydrofobnost, a proto mohou prodlouzit cirkulaci nanoc¢astic

v krvi (Jokerst et al., 2011; Albanese, Tang a Chan, 2012).

0 H
H o~

n
Obr. 6: Struktura polyethylen glykolu

2.2.1.3 Povrchovy naboj

Kromé velikosti, tvaru a hustoty ligandu je osud nanocastice fizen také povrchovym
nabojem. Mirou povrchového naboje nanocastic v iontovém roztoku je zeta potencial. Jedna
se o potencialni rozdil mezi mobilnim médiem a stacionarni vrstvou meédia piipojenou
k Castici. Zeta potencial je ovlivnén riznymi faktory, véetné pH média, iontové sily a teploty.

Nanocastice se zeta potencialem mezi -10 a +10 mV jsou povazovany za neutralni, zatimco
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ty s vy8§im nez +30 mV nebo mensim nez -30 mV jsou brany za siln¢ kationické nebo
aniontové. Povrchovy naboj nanocastic ovliviiuje jejich schopnost byt pfijiman burikami
a rovnéz ovliviyje cestu, kterou do bunek vstupuji. Povrchy s kladnym nabojem na ¢asticich
jsou cCasto vice cytotoxické nez aniontové a neutralni. Proto jsou snadné&ji a rychleji
pfijimany bunéfnou membranou a nefagocytujicimi burikami. Rozdilné preference
fagocytujicich a nefagocytujicich bunek pro kationtové a aniontové nanocastice jsou dilezité
pro ucinnost a selektivitu nanocastic. Tim, ze je bunénd membrana mirné zdporna, kladny
povrchovy naboj sice napomaha k lepsi adhezi k povrchu buriky, ale taktéz muze zpusobit
naruSeni integrity plazmatické membrany, poskozeni mitochondrii a lysosomu. Tento efekt
kladn€ nabitych povrchi miize byt prospésny pro pienos 1éciv. Pro neutralni nanocastice
obecné plati, ze maji nizsi interakci s bunénou membranou nez zaporné ¢i kladné nabité
nanocastice stejné velikosti v dusledku nizsich elektrostatickych interakci. Polymery,
naptiklad PEG, ovliviiuji povrchovy naboj a tim snizuji Glohu fagocytd odstranit cizorodé
nano&astice. Uginnost PEGylovanych nanogastic je spojena s hustotou PEGu na jejich

povrchu (Clogston a Patri, 2011; Frohlich, 2012; Oh a Park, 2014).

2.2.2 Pouziti nanocastic pro dermatologicka oSetteni

Kuze, ktera je primarnim rozhranim mezi lidskym télem a vnéj§im prostiedim, je nejvétsim
organem chranicim lidské télo pred riznymi vlivy. Vrchni vrstva kiize znama jako stratum
corneum predstavuje konecny produkt diferencia¢niho procesu, ktery byl pivodné zahajen
v bazalni vrstvé epidermis tvorbou keratinocytt mitotickym délenim. Sklada se z mrtvych
bunék rozptylenych v matrici bohaté na lipidy. Pfed systémovym oSetfenim se uptednostiiuje
topicka a transdermalni aplikace, jelikoz ucinné latky jsou v pfimém kontaktu s koznimi
bunkami. Po aplikaci latka difunduje do hlubsich vrstev kiize, jako je epidermis a dermis,
a jakmile dosdhne dermalni vrstvy, je absorbovana do systémové cirkulace prostrednictvim
dermalni mikrocirkulace (Brown et al, 2008; Alkilani, McCrudden a Donnelly, 2015).
Ve srovnani s jinymi zpusoby podavani 1ékti ma transdermalni aplikace nekolik vyhod.
Naptiklad maze byt podavan na velkou plochu pokozky a je snadno pfistupny. Navic to vede
k jednotné&jsim farmakokinetickym profilam 1é¢iv, coz snizuje riziko toxickych vedlejsich
ucinkd. Byly vyvinuty nanocasticové nosiCe, napiiklad polymerni, anorganické, lipidové
a uhlikové, které nabizeji cilené dodavani l1€¢iv, prodlouzené uvoliiovani a nizkou toxicitu
v zavislosti na jejich velikosti, naboji a povrchové chemii (Gupta et al., 2013; Zeb et al.,

2019). Neékteré materialy, naptiklad nanomaterialy na bazi uhliku, silné absorbuji svétlo pii
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zachovani své stability, které z nich ¢ini vhodnou skupinou pro fototerapii (Silva et al.,
2021). Piikladem muze byt GO (s prumérnou velikosti 197,6 £ 11,8 nm), ktery pronikal kazi
bez cytotoxickych ucinkd a zaroveri absorboval infraCervené zafeni. Proto je mozné jej
pouzit k aplikaci lokalni fototermalni terapie nebo k cilenému podavani medikamentu

k 1é¢bé€ koznich onemocnéni (Oliveira et al., 2022).

2.2.3 Grafen oxid

Grafen, dvojrozmérny material, byl objeven roku 2004 (Novoselov et al, 2004).
V poslednich letech byl vyuzivan hlavné v 1ékarské oblasti (ale také naptiklad v elektronice,
chemii ¢i optice). Pouziti bylo limitovano jeho hydrofobnimi vlastnostmi, které muze
prekonat oxidace a nasledné zavedeni funkcnich skupin obsahujicich kyslik (karboxylové,
hydroxylové a epoxidové skupiny) za vzniku jednovrstevného GO (Dideikin a Vul’, 2019).
Na rozdil od oxidu grafitu existuje GO v monovrstvach (1 — 1,4 nm) nebo nekolika vrstvach
s nahodné rozprostfenymi defekty. Pfitomnost polarnich a reaktivnich kyslikatych skupin
zna¢né& modifikuje vlastnosti a umoziiuje na jeho povrch navazat jiné molekuly a vyuzit jej
jako nosi¢. Latky se tak mohou pfipojovat hydrofobnimi nebo elektrostatickymi
interakcemi, van der  Waalsovymi silami a  vodikovymi vazbami
na okraje nebo na bazalni ¢asti GO. Grafen oxid ma vysokou kapacitu pro navazani 1éCiv,
uvadi se az 235 % hmotnostniho procenta. To je mnohem vy$si, nez naptiklad polymerni
micely alipozomy, které maji obvykle kapacitu naplnéni kolem 10 %. Tyto nanocastice maji
velky povrch ve srovnani s vétSimi ¢asticemi, diky cemuz je mozné modifikovat zakladni
vlastnosti, jako rozpustnost, toxicitu, polocas rozpadu a uvoliiovani 1é¢iva (Pan et al., 2012;
Kiew et al., 2016).

Plazmaticka membrana je obal buriky chranici ji pred vn&j§im prostfedim a podilejici
se na endocytoze. Endocytéza je typ aktivniho transportu pouzivaného burikami
k internalizaci biomolekul, které nemohou projit hydrofobni plazmatickou membranou.
Béhem tohoto procesu burika obklopuje material uvnitf extracelularni tekutiny a tvori
endozom, coz je membranou vazana vezikula. Endocytézu mulzeme rozdélit do dvou
kategorii: fagocytdza a pinocytoza. Fagocytoza, kterd je znama jako ,,pozirani bunek®, je
proces, pii kterém specializované buiky fagocyty pfijimaji velké Castice. Opsonizace
je integralni proces fagocytozy, ve kterém opsoniny pokryvaji cilovy material, aby spustily
fagocyty a zahajily fagocytotickou aktivitu. Fagocyt soucasné spousti tvorbu fagozomu, kde

jsou pozité materialy rozdéleny do oddili. Pinocytéza je proces, ktery se vyskytuje u vSech
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typt bun€k a zahrnuje internalizaci malych Castic v rozsahu nanometri plazmatickou
membranou. Pohlcené materialy jsou uzavieny v malych vezikuldch zvanych pinozomy,
které se spojuji s lysozomy za ti€elem rozkladu. Fagocytozu a pinocytdzu lze rozlisit podle
velikosti jejich endocytotickych vacka (Foroozandeh a Aziz, 2018). Je znamo, ze velikost
castic muze urcovat biologicky mechanismus internalizace do bunék. Fagocytarni bunky
(makrofagy) obvykle internalizuji vétsi ¢astice a kdezto nefagocytarni bunky (fibroblasty)
podporuji internalizact mensi (Oh a Park, 2014). V jedné studii byla porovnavana velikost
nanocastic (350 nm) a mikrocastic GO (2 um) v bunécné odpovédi. Bylo objeveno, ze
makrofagy maji vys$si absorpéni schopnost a obé velikosti GO vedly k podobnému
bunécnému vychytavani, avSak vétsi velikost aktivovala siln€j$i zanétlivou reakci.
Pro snizeni zanétlivé reakce by méla byt velikost ¢astic udrzovana kolem 150 nm a povrch
by mél byt hydrofilni, aby se oslabila interakce s opsoninovymi proteiny. Grafen oxid
v mikro 1 nano velikosti se po intravendznim podani hromadi v plicich, jatrech a slezing,
nicméné vyjmenované organy jsou kompatibiln€jsi pro nano velikosti. Také vylu¢ovani
a rychlost clearance jsou urceny velikosti, nikoli povrchovymi vlastnostmi. Nanocastice GO
jsou rychleji eliminovany ledvinovym systémem, zatimco mikrocastice GO jsou vylouceny
jaterni sekreci do zlu€ovych cest (Yue et al., 2012; Kiew et al., 2016). Grafen oxid je proto
vhodnym kandidatem pro TUpravu velikosti, kterou lze meénit ultrazvukem
a vysokou teplotou v zavislosti na ¢ase. Cim déle je GO pod vlivem ultrazvukovych vin
a teplote, tim vice se nanocastice zmensuji (Pan a Aksay, 2011). Bylo vypozorovano, ze GO
nanocastice jsou podstatné méné toxické nez mikrocastice GO, a to z diivodu rychle;jsi
sedimentace mikrocastic a tvorbé agregata (Kiew et al., 2016).

Chemie povrchu nanocastic je dal§im zakladnim parametrem biologické interakce
s tkanémi, normalnimi i nadorovymi burikami. Okysli¢ené funkéni skupiny propdjcuji GO
vysokou hustotu zaporného naboje, proto velmi snadno mize interagovat s kladné nabitymi
skupinami. Jak je jiz znamo, bunécné membrany jsou tvofeny zaporné nabitymi
a neutralnimi lipidy, proto je velmi nepravdépodobné, ze by zaporné lipidy membrany
elektrostaticky pritahovaly GO. Zaporny GO ale muze interagovat s ostatnimi slozkami
a tim poskodit membranu, aniz by prostoupil do buiiky. Povrchovy néboj nanocastic ma
vyznamny piispévek k bunénému piijmu (rychlost a mnozstvi) a distribuci, ale také
nevyhodu pfi pouziti v biologickych aplikacich, jelikoz v kontaktu s elektrolyty vznikaji
nevratné agregaty (Oh a Park, 2014; Sack et al., 2022). Funk¢ni skupiny GO slouzi nejen

k funkcionalizaci, ale pomohou i pfi solubilizaci. Byly wvyvinuty dvé strategie
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ke zvySeni stability, které umoziuji, aby GO zustat rozptyleny v bunécnych kultiva¢nich
médiich a v séru. Prvnim piistupem je elektrostaticka stabilizace, ktera vyuziva dalsi oxidaci
GO na nizky pomér C/O (Li et al., 2008). Druhym typem ke zlepSeni je pouziti amfifilnich
biopolymert a molekul, je napfiklad PEG, poly(vinyl alkohol) (PVA), polyethylenimin
(PEI), poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM), polysebacic anhydrid (PSA), chitosan (CS),
amfifilni kopolymery, skupiny sulfonové kyseliny a aminoskupiny, které se k povrchu GO
pfipoji kovalentnimi vazbami, minimalizuji agregaci a zvySuji stabilitu a rozpustnost
ve fyziologickych roztocich (Liu et al., 2008; Pan, Sahoo a Li, 2012).

Kdyz se GO dostane do kontaktu s télesnymi tekutinami a tkanémi, dojde na jeho
povrchu ke koagulaci proteind, ¢imz se umozni rozpoznani imunitnim systémem. Spusténi
imunologickych procest vede ke zkraceni cirkulacniho poloCasu nanocastic v krevnim
reCisti, k nizké biodistribuci a nemoznosti dosazeni konkrétniho cile. Nanocastice mohou
byt navrzeny tak, aby se vyhnuly imunitnimu systému nebo specificky inhibovaly imunitni
reakce (Jokerst er al., 2011). Povrchova modifikace nanocastic pomoci PEGu je metoda
vedouci k zabranéni kontaktu s nabitymi molekulami, opsonizaci ¢astic, zvySeni polocasu
rozpadu a zlepSeni jejich transportu. V roce 2008 tym védci poprvé kovalentné
funkcionalizoval GO pro podavani 1€kt (Obr. 7) (Liu et al., 2008). Skupina vytvorila
PEGylovany GO (GO-PEG) v nanomeéfitku, ktery byl pouzit jako nanonosi¢ pro rizné
protirakovinné léky. Lateralni velikost GO-PEG byla béhem syntézy snizena na 5 — 50 nm.
To ve srovnani s vét§imi nemodifikovanymi GO listy usnadnilo pfekonani bunéénych bariér.
Tato prace vedla k vytvoreni fady polymerem obalenych GO nanonosici pro dodavani
ve vodé nerozpustnych 1€kt se zlepSenou rozpustnosti a stabilitou ve fyziologickych
roztocich. Polyethylen glykol pusobi jako hydrofilni obal tvofeny dlouhymi pruznymi
fetézci a ma tu vyhodu, Ze je netoxicky a neimunogenni. Jedna se dosud o nejroz§irené;si

polymer schvaleny FDA (Liu et al., 2008; Pan, Sahoo a Li, 2012).
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Obr. 7: Funkcionalizace grafen oxidu 8-ramennym PEG aminem
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Pro ptipravu latek byly pouzity nasledujici chemikalie: 6-benzylaminopurin zakoupen
od firmy OlChemlIm s.r.o., 99,5% kyselina methansulfonova od firmy HoneyWell Fluka,
methanol a aceton od firmy Lach-ner s.r.o. Latky 6-furfurylaminopurinium methansulfonat
(kinetin mesylat) a 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium methansulfonat
(p-topolin mesylat) byly ptipraveny v bakalarské praci dle diplomové prace Mgr. Dardana
Klose a protokolti doposud nepublikovanych dat (Klos D., 2020; nepublikovana data D. Klos
et al., 2023). K ptripravé nanocastic byla pouzita disperze grafen oxidu (4 mg/ml),
8-ramenny polyethylenglykol-amin (8-PEG amin, 10 kDa), N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-
ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC) od firmy Sigma-Aldrich s.r.o. Fosfatovy pufr (PBS)
s pH 7,4 byl pfipraven v Regionalnim centru pokrocilych technologii (RCPTM).

3.2 Metody a pristrojova technika

Chemikalie pro syntézu byly navazovany analytickymi vahami AS 220.R2 a k vytvoreni
zasobnich roztokt pro funkcionalizaci vahami KERN ABT 220-5DM.

Chemické reakce probihaly s vyuzitim magnetického michadla s ohfevem Heidolph
MR Hei-Standard. Poté byla pouzita rotacni vakuova odparka (RVO) Biichi Rotavapor
R-200 pro odpateni zbytku rozpoustédla.

K upravé velikosti GO a k modifikaci povrchu byla vyuzita ultrazvukova lazen
Bandelin  Sonorex  Digitec DT 103 H, centrifuga  Benchtop 4-16K
a tfepacka Heidolph Unimax 1010, ktera byla také pouzita k PEGylaci a funkcionalizaci.

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) se systémem Waters
Alliance 2695 Separations Module na koloné¢ C18 Symmetry o priméru 2,1 mm a délky
150 mm s porovitosti 5 um a UV-VIS detektorem Waters 2996 PDA v oblasti 210 — 400 nm
byla pouzita ke stanoveni Cistoty, navazané koncentrace CK na GO-PEG a k vyhodnocenti
testu stability. Eluat byl vyuzit v metodé LC-MS k identifikaci produktu a urceni
molekulové hmotnosti. Vzorek byl rozpustén v mobilni fazi (mraven¢an amonny : methanol
v poméru 9:1) a poté promyvan gradientem (10 — 90 % 24 minut) pii pH 4 a pratoku
0,3 ml/min. Iontovy zdroj (ESI) byl zahtivan na 120 °C a desolvatac¢ni teplota ¢inila 300 °C.
Mefeni bylo provedeno v pozitivnim (ESI+) 1 negativnim (ESI-) modu v rozsahu m/z

60-1000. Kromé zjistovani koncentrace u testu stability analyzy provedla Mgr. Hana
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Omamikova z Katedry chemické biologie. Analyzu koncentrace u testu stability uskutecnil
Mgr. Radim Simersky, Ph.D. z Katedry chemickeé biologie.

Spektra produkt k ovéfeni chemické individuality byly méfeny metodou nuklearni
magnetické rezonance (NMR), kdy byl pouzit NMR spektrometr typu JEOL 500 ECA. Byla
provedena kalibrace posunu na zbytkovy pik rozpoustédla v 1H DMSO-d6 2,50 ppm.
Protonové interakce byly vzdy uvadény jako singlet (s), multiplet (m), dublet (d) a triplet (t).
Meéfeni a vyhodnoceni spekter bylo provedeno Mgr. Dardanem Klosem z Katedry chemickeé
biologie.

Metodou rentgenové praskové difrakce (XPRD) byla ovéfena odlisnost
nasyntetizovan¢ho derivatu od vychozi latky. Byl pouzit difraktometr typu Bruker D8
Advance ECO s rentgenovym zafenim CuKalpha a detektorem SSD 160. Meéfeni
a vyhodnoceni spekter bylo provedeno Mgr. Dardanem Klosem.

K zobrazovani a zjistovani velikosti nanocastic GO, velikostné upraveného GO,
PEGylovaného GO a funkcionalizovaného GO-PEG slouzil mikroskop atomarnich sil
(AFM) s modulem SPM  mikroskopu Ntegra Spectra SOLAR firmy
NT-MDT. Byl vyuzit semikontaktni mod s kfemicitym hrotem ACTA-SS-20 od spolecnosti
APPNANO. Na piislusnou slidu bylo napipetovano 5 ul vzorku, ktery byl volné ponechan
zaschnout na vzduchu pfi pokojové teploté a poté byl vzorek zobrazovan. Byly skenovany
plochy o rozmérech 45 x 45 pum, 10 x 10 um a 5 x5 um s rozliSenim 500 x 500 dpi
a rychlosti 0,3 Hz. Pro zpracovani dat byl pouzit program Gwyddion verze 2.62 a Image]
verze 1.8.0_172. Méfeni a vyhodnocovani bylo provadéno v pfitomnosti Mgr. Ludmily
Zarské, Ph.D. v Regionalnim centru pokroéilych technologii.

Povrch GO a PEGylovaného GO byl zobrazovan pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM) typu Jeol-7900F na urychlovacim napéti 5 kV. Vzorek GO byl fedén
v ethanolu, sonikovan po dobu 2 minut a nakapan na uhlikovou pasku sunstrate. Zobrazovani
provedla Eirini Ioannou, Ph.D. z Regionalniho centra pokrocilych technologii.

Infracervena spektra GO, PEGu, GO-PEG, CK (pTm, Km, BAPm)
a funkcionalizovanych nanocastic GO-PEG cytokininovymi derivaty — kinetin mesylat
navazany na GO-PEG (Km GO-PEG), p-topolin mesylat navazany na GO-PEG
(pTm GO-PEG) a BAP mesylat navazany na GO-PEG (BAPm GO-PEG) byla naméfena
pomoci pfistroje infracervené spektroskopie (FTIR) Nicolet iS5 FT-IR Spectrometer
s krystalem ZnSe 1492 a detektorem DTGS KBr od firmy Thermo Fisher Scientific.

Naméfené transmitance byly zjisfovany v infradervené oblasti 4000 — 650 cm™.
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Pred kazdym meéfenim bylo jako referencni sken zmeétfeno pozadi krystalu. U kazdého
vzorku bylo vysledné spektrum zpriimérovano z 32 skenti se spektralnim rozlisenim 4 cm™.

Povrchovy naboj byl méfen na pfistroji Zetasizer NanoZS s technikou Malvern
M3-PALS pracujici na dynamickém rozptylu svétla. Do pfislusné kyvety typu DTS 1070
bylo napipetovano 100 pl vzorku, doplnéno 900 pl PBS a zmeéteno v triplikatu pfi
podminkach 25 °C a 151 V.

Pro charakterizaci a zobrazovani nanocastic GO-PEG a funkcionalizovanych
nanocastic CK derivaty byl pouzit Ramaniv mikroskop Witec Alpha 300 R+ (WiTec)
s excitacnim laserem v zelené Casti spektra (532 nm, s vykonem ~5mW dopadajicim
na vzorek). Cas expozice laseru na vzorek &inil 2 s. Vysledky byly zprimérovany z osmi
meéfeni. Méfeni provedl doc. RNDr. Viaclav Ranc, Ph.D. z Ustavu molekularni
a translacni mediciny Lékarské fakulty Univerzity Palackého.

Pro zobrazeni a vyhodnoceni biologického testovani byl pouzit mikroskop Olympus
IX51 pti zvétSeni 40x, toto testovani bylo provedeno Mgr. Lucii Rarovou, Ph.D. z Katedry

experimentalni biologie a je shrnuto v kapitole 3.9 — Biologické testovani.

3.3 Protonizace cytokininovych derivata

V diplomové praci byly vyuzity tfi latky, znichz dvé - 6-furfurylaminopurinium
methansulfonat (kinetin mesylat) a 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium methansulfonat
(p-topolin mesylat) byly pfipraveny jiz v ramci bakalarské prace a to na zdklad€ diplomové
prace Mgr. Dardana Klose a protokoli doposud nepublikovanych dat (Klos D., 2020;
nepublikovana data D. Klos er al., 2023). Proto zde jejich syntézy nejsou uvedeny.

3.3.1 Pfiprava 6-benzylaminopurinia methansulfonatu (BAP mesylat)

Do 50 ml methanolu bylo pfidano 370 mg 6-benzylaminopurinum a za stalého michani pfi
teploté 60 °C a 250 RPM byla reakce ponechana pftiblizné 30 minut. Poté bylo do reakce
postupné piidavano 107 pl methansulfonové kyseliny. Po uplynuti 1 hodiny byla reakce
zastavena a produkt byl dan na RVO na odparek. Odpateny produkt byl rozpustén v 50 ml
acetonu a prefiltrovan pres fritu. Vysledny produkt byl susen pfi teploté 60 °C v susarné
po dobu 24 hodin. Reakce probéhla dle schématu na Obr. 8. Jeho celkova hmotnost
byla 457 mg.

Vytézek BAP mesylatu: 74,39 %, HPLC: >99 %, Mr = 321,11; MS [M+H+] = 226,16
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'H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) § 9.64 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 8.56 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.41
(t, J=7.0 Hz, 2H), 7.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 4.84 (d, J = 5.8 Hz,
2H), 2.45 —2.37 (m, 3H).

_ 1+
H
?H3 (|:H3
NH + O0=S=0 > NH 0=—=S=0
H | H |
N X N> OH N \ N> 0
I Y, I 4
I\N/ N I\N/ N
BAP k. methansulfonova BAP mesylat

Obr. 8: Schéma reakce BAP mesyldtu

3.4 Optimalizace velikosti nanocastic GO a urceni poctu nanocastic

Grafen oxid s koncentraci 4 mg/ml byl fedén 10x fosfatovym pufrem (PBS). Vytvorena
disperze byla promichana a pfemisténa na 6 hodin do ultrazvukové lazné pii 70 °C,
po kterych nasledovalo pfeneseni na tfepacku na dalSich 18 hodin v podminkach 65 °C
a 500 RPM. Po uplynuti doby byla disperze umisténa opét do ultrazvukové lazné na 6 hodin
pfi stejnych podminkach uvedenych vysSe. Vytvoiena disperze byla 5 minut centrifugovana
pii 10 000 RPM z divodu oddéleni velkych Castic. Supernatant GO byl odebran a uskladnén.
Ke stanoveni poctu nanocastic bylo 5 ul napipetovano na slidu urCenou pro AFM.
Byl stanoven pocet nanocCastic pomoci programu Imagel, dopoCitin na 1 ml,

ktery Cinil 1,5 10° NPs/ml.

3.5 PEGylace grafen oxidu

Do 988 ul GO bylo napipetovano 8 pl zasobniho roztoku PEGu o koncentraci 50 mg/ml.
Na dobu 10 minut byl vzorek umistén do ultrazvukové lazné. Dale bylo ke vzorku pfidano
4 ul roztoku EDC s koncentraci 50 mg/ml (z divodu aktivace karboxylovych skupin
ptfitomnych v GO) a byl ponechan 24 hodin michat na tfepacce pii 500 RPM a teploté

65 °C. Vzorek byl nasledovné pfemistén na 6 hodin do ultrazvuku pii teploté¢ 70 °C, poté
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opét 18 hodin michan a na =zavér pii stejnych podminkach ultrazvukovan

6 hodin (Giusto et al., 2022).

3.6 Funkcionalizace nanocastic cytokininovymi derivaty

Zasobni roztoky jednotlivych CK derivati o koncentraci 30 mM byly pouzity
k vytvofeni koncentracnich fad vrozmezi 3,0 — 0,5 mM. Tyto koncentrace vznikly
smichanim CK mesylati a GO-PEG. Vzorky byly ponechany 24 hodin na tfepacce pfi
pokojové teploté (25 °C) a 500 RPM.

3.7 Zjisténi navazané koncentrace cytokininovymi derivaty

Pro vybér vhodné koncentrace pro testovani byly vzorky 5 minut centrifugovany pfi
pokojové teplot¢ a 7000 RPM a nasledné¢ zanalyzovany pomoci HPLC/UV-VIS.
Pro HPLC/UV-VIS analyzu byl pouzit supernatant a méfen v triplikatu kazdé koncentrace
pii vinové délce 210 — 400 nm. K zjisténi navazaného mnozstvi byla sestavena kalibracni
kiivka a rovnice spojnice trendu. Vysledné pelety GO-PEG s CK byly resuspendovany
v 1 ml PBS. Analyza HPLC/UV-VIS byla zprosttedkovana Mgr. Hanou Omamikovou
z Katedry chemické biologie.

3.8 Test stability funkcionalizovaného GO-PEG cytokininovymi derivaty

Vzorky 1 ml GO-PEG s navazanymi CK byly inkubovany v dialyzaéni membrané (100 kD
od spolecnosti Spectrum laboratories, Inc.) v baiice s 300 ml PBS pii pokojové teploté a pH
7,4 po dobu 2, 4, 6, 8, 24, 48 hod a 7, 14, 21 a 28 dni. Koncentrace uvolnénych CK
z nanoplatformy GO-PEG do PBS byla méfena pomoci HPLC/UV-VIS v triplikatu pfi
vinové délce 210 — 400 nm. Analyzu uskutecnil Mgr. Radim Simersky, Ph.D. z Katedry

chemické biologie. Tento experiment byl provadén dle publikace (Giusto et al., 2022).

3.9 Biologické testovani

Primarni bunky lidskych fibroblastt (BJ) byly nasazeny do dvou kultivac¢nich 24 jamkovych
desek a ponechany rist po dobu 48 hodin v médiu. Po uplynuti ¢asu byl Spickou pipety
udélan vryp doprostfed kazdé jamky. Nasledovalo oSetfeni bunck latkami: PEG, Km,
Km GO-PEG, pTm a pTm GO-PEG o koncentracich 10 uM a 100 uM. U vzorkih GO

a GO-PEG byla nastavena koncentrace tak, aby odpovidala stejnému poctu nanocastic
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ve vzorku Km GO-PEG a pTm GO-PEG. Dale byly jako kontroly vyuzity latky: vaskularni
endotelovy rustovy faktor (VEGF) (10 ng/ml) urychlujici migraci, alaptid jako pozitivni
kontrola urychlujici migraci fibroblastd (10 a 100 uM) a methoxyestradiol (MeO) jako
inhibitor migrace (5 a 10 pM). Jedna deska byla inkubovéana 8 hodin a druha 16 hodin.
Pro zobrazeni a vyhodnoceni experimentu byl pouzit mikroskop Olympus IX51 pfi zvétSeni
40x. Ve snimcich byla poté zméfena plocha ryhy a porovnéana s neoSetfenymi fibroblasty.
Toto testovani bylo provedeno Mgr. Lucii Rarovou, Ph.D. z Katedry experimentalni

biologie.
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4 Vysledky

4.1 Charakterizace pripraveného cytokininu
4.1.1 Praskova rentgenova difrakce

Pfipravena latka BAP mesylat byla charakterizovana metodami HPLC/UV-VIS, LC-MS
a NMR, pro niz jsou vysledky uvedeny v experimentalni Casti v kapitole 3.3.1 Pfiprava
6-benzylaminopurinia methansulfonatu (BAP mesylat). K odliseni protonizované latky
od jeji vychozi byla pouzita metoda praskové rentgenové difrakce, jejiz vysledkem je odlisné
spektrum vychozi latky (Cerné oznaCena) od protonizované latky (Cervené oznaCena)
(Obr. 9).
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Obr. 9: Difraktogram BAP (cerné oznacen) a BAP mesyldtu (Cervené oznacen)
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4.2 Charakterizace grafen oxidu a funkcionalizovaného materialu
4.2.1 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopem  atomarnich  sil  byly  charakterizovany = nanocastice GO,
GO po uprave velikosti, PEGylovaného GO a funkcionalizovaného GO-PEG
cytokininovymi derivaty. Snimky nanocastic GO byly méfeny o velikosti 45 x 45 pm,
nanocastice po zmené velikosti a PEGylované nanocastice 10 x 10 um a funkcionalizovana
platforma 5 x5 pm. Z oznacenych nanocastic na snimcich byly vzdy vytvoreny grafy
znazornujici lateralni velikosti (osa x) a vyskové profily (osa y).

V GO pred upravou byly pfitomny nanocastice velké velikosti, lateralni velikost
oznacené nanocastice byla 5720 nm a jeji vyska Cinila 181,1 nm, to odpovida vice nez 120
vrstvam (jedna vrstva odpovida 1 — 1,4 nm) (Kiew et al., 2016) (Obr. 10). Nanocastice byly
poté upraveny pusobenim vysoké teploty a ultrazvukovych vin. Lateralni velikosti
nanocastic byly mnohonasobné€ zmenSeny, oznacena nanocastice dosahovala velikostné
119,9 nm a vyska byla zmensena az na 1,1 nm (Obr. 11), coz odpovida zhruba jedné vrstve.
Modifikace povrchu GO nanocastic pomoci PEGu vedla jak ke zméné velikosti a vysky
(ptiblizn€ na 8,4 nm, odpovidd méné nez 10 vrstvam), tak ke zméné€ tvaru nanocastic
z ostrého na zakulaceny (Obr. 12). Po navazani CK derivati na povrch PEGylovaného GO
opét vzrostla vyska (Obr. 13-15).

Rovnéz byla provedena statisticka analyza obrazovych dat, ktera vyobrazuje lateralni
velikosti GO nanocastic (n = 1530) upravené vlivem ultrazvukovych vin a vysoké teploty
(Graf 1). Histogram byl vytvofen zvysledki ziskanych zdeseti nahodnych snimkt
o rozmérech 50 x 50 um. Snimky byly analyzovany v programu Image]J. Statisticka analyza
ziskanych obrazovych dat z AFM potvrdila uspéSnou zmeénu velikosti GO nanocastic se
stfedni lateralni velikosti do 130 nm pro vice nez 95 % identifikovanych nanocéstic
z celkového pocCtu 1530 analyzovanych nanocastic. Z tohoto poctu byl stanoven pocet

nanocastic na 1 ml, ktery &inil 1,5 - 10° NPs/ml.
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Obr. 10: Nanocastice GO zobrazeny AFM (vlevo); velikost a vySka oznacené nanocdstice
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Obr. 11: Nanocastice upraveného GO zobrazeny AFM (vlevo); velikost a vySka oznacené

nanocdastice (vpravo)
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Graf 1: Velikosmi distribuce GO nanocdastic po zméné velikosti ultrazvukem a piisobenim
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Obr. 12: Nanocastice GO po PEGylaci zobrazeny AFM (vlevo); velikost a vySka oznacené

nanocdastice (vpravo)
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Obr. 13: Funkcionalizované nanocdstice K mesyldtem zobrazeny AFM (vlevo); velikost

a vyska oznacené nanocdstice (vpravo)
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Obr. 14: Funkcionalizované nanocdstice pT mesylatem zobrazeny AFM (vlevo); velikost

a vyska oznacené nanocdstice (vpravo)
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Obr. 15: Funkcionalizované nanocdstice BAP mesylatem zobrazeny AFM (vlevo); velikost

a vyska oznacené nanocdstice (vpravo)
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4.2.2 Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronova mikroskopie poskytuje informace o morfologii a strukture
nanomaterialti. Timto mikroskopem byl zobrazovan povrch GO pied jeho samotnou Gpravou
teplotou a ultrazvukem a poté po PEGylaci. Z obrazku mizeme vypozorovat, ze GO ma
ultratenkou strukturu a vytvari homogenni filmy, které jsou nékdy slozené nebo souvislé.
Je také mozné rozlisit okraje jednotlivych nanocastic, véetné zalomenych a zvrasnénych
oblasti (Obr. 16). Po aplikaci 8-ramenného PEGu Ize vidét, ze byl navazan na povrch GO,

coz se jevilo jako obaleni a zakulaceni nanoc¢astic (Obr. 17).

5.0kV LED

Obr. 16: Povrch GO zobrazeny pomoci SEM (2000x zvétSeno)

GO_PEG 5.0kV 6.6mm x150k "' 300nm

Obr. 17: Povrch PEGylovaného GO zobrazeny pomoci SEM (150000x zvétSeno)
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4.2.3 Infracervena spektroskopie

Infracervenou spektroskopii byl charakterizovan GO, PEG, PEGylovany GO, Km GO-PEG,
pTm GO-PEG a BAPm GO-PEG (Obr. 18 — 21). InfraCervena spektra je mozné rozlisit
na blizké (13000 — 4000 cm™), stfedni (4000 — 400 cm™) a vzdalené (400 — 100 cm™). V této
praci byly vzorky méfeny v rozmezi 4000 — 650 cm™!, které patii do stfedni infracervené
casti. Toto pole jde dale rozdélit do ¢ty ¢asti poskytujicich informace o povaze molekul.
Témito pasmy je oblast vodikovych vazeb zpusobena roztahovanim O-H, C—H a N-H
(4000 — 2500 cm™), oblast trojité vazby (2500 — 2000 cm™), oblast dvojité vazby
(2000 — 1500 cm™) a oblast otiskd prstli (1500 — 600 cm!), ktera je pro kazdou slouceninu
jedineéna (Stuart, 2004). V prvnim grafu jsou zobrazeny tfi piky PEG (2878 cm™;
1465 cm™; 1240 cm™), které byly po navazani na GO piitomny ve spektru GO-PEG
(2871 cm’l; 1471 cm™; 1243 cm!) (Obr. 18). Druhy graf vyobrazuje tfi piky Km
(1397 cm’!; 1195 cm™!; 1040 cm!), které se rovnéz vyskytovaly ve spektru Km GO-PEG
(1403 cm™; 1196 cm™; 1040 cm™) (Obr. 19). Ve tfetim spektru jsou tii piky Ptm
(1211 cm™; 1038 cm!; 778 cm™) a poté i ve spektru Ptm GO-PEG (1201 cm™'; 1042 cm™;
781 cm™) (Obr. 20). V poslednim spektru byl zobrazen BAPm, pro ktery byly vybrany taktéz
tfi piky (1294 cm™; 936 cm™; 699 cm™), ve spektru BAPm GO-PEG byly tyto piky pfitomny
(1300 cm™; 934 cm™'; 700 cm™) (Obr. 21). Toto zjisténi naznaduje, ze doslo k navazani CK

derivata na GO-PEG.
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Obr. 18: Infracervend spektra GO, PEGu a PEGylovaného GO
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Obr. 19: Infracervena spektra Km, GO-PEG a Km GO-PEG
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Obr. 20: Infracervena spektra pTm, GO-PEG a pTm GO-PEG

42



Transmitance [%]

1294 cm’!
936 cm’!

B BAPm

ﬂ

| 699 cm!

® GO-PEG
\fm“

1300 cm™!
B BAPm GO-PEG
f‘\f"’;y\
700 cm™
/
934 cm’!

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Vinocet [cm™]

Obr. 21: Infracervend spektra BAPm, GO-PEG a BAPm GO-PEG
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4.2.4 Ramanova mikroskopie

Ramanova mikroskopie je bézné pouzivana metoda pro analyzu uhlikovych materialt diky
své schopnosti detekovat dvojné a konjugované uhlikové vazby. Ramanovym mikroskopem
analyzované nanocastice maji charakteristické rysy ve svych spektrech, jako je pfitomnost
D a G pasu. Pas D predstavuje strukturalni defekty v grafenovém listu mimo rovinu
a vyskytuje se pfiblizné v 1350 cm™! (u GO-PEG v 1370 cm™, Km GO-PEG v 1362 cm™,
pTm GO-PEG v 1365 cm! a BAPm GO-PEG v 1358 cm™). Zatimco pas G odpovida
vibracim grafenu v roving mezi vazbami uhlik-uhlik a nachazi se piiblizn& v 1580 cm’!
(u GO-PEG pii 1560 c¢cm’!, Km GO-PEG 1570 cm’!, pTm GO-PEG 1567 cm'!
a BAPm GO-PEG 1576 cm™). Pomér mezi intenzitami D a G pasti (In/Ig) se ¢asto pouziva
k urCeni mnozstvi pritomnych uhlikovych defekti. Kdyz se pomér Ip/lg zvysi, znamena to,
ze v materialu je vice defektt v dusledku naruseni vazeb C=C zpuasobenych strukturalnimi
defekty nebo funk¢nimi skupinami. Snizeni poméru Ip/Ig muze byt zapficinéno rozpadem
vice naskladanych wvrstev grafenu, ktery vede k odhaleni nedotenych vrstev
pod nejvzdalengjsi vrstvou (Obr. 22-25) (Lalwani, Xing a Sitharaman, 2014; Talukdar et al.,
2014). Ramanovym mikroskopem byla zobrazena mapa pTm navazaného na GO-PEG,

na kterém lze pozorovat nanocastice (Obr. 26).
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Obr. 22: Ramanovo spektrum GO-PEG
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Obr. 23: Ramanovo spektrum funkcionalizovaného nanomaterialu Km GO-PEG
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Obr. 24: Ramanovo spektrum funkcionalizovaného nanomateridalu pTm GO-PEG
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Obr. 25: Ramanovo spektrum funkcionalizovaného nanomaterialu BAPm GO-PEG
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Obr. 26: Ramanova mapa funkcionalizovaného materidalu pTm GO-PEG
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4.2.5 Zeta potencial

U zasobniho GO, PEGylovaného GO a funkcionalizovaného nanomateridlu CK byl
v triplikdtu méfen zeta potencial (Tab. 1). Z uvedené tabulky je zjevné, ze zeta potencial
zasobniho roztoku GO byl negativni -33,13+0,47 mV a po piipojeni osmi ramenného
PEG-aminu byl zménén na -17,53 + 0,70 mV. Tato zména zeta potencialu je pfisuzovana
napojeni kladnych aminovych skupin PEGu na zaporné nabité kyslikové skupiny GO.
Po navazéni Km na  GO-PEG byl opét zeta potencidl zvySen
na -806 + 0,79 mV, pifipojenim pTm na -7,32 + 041 mV a BAPm
na 6,29 £ 0,27 mV. Vytvorené komplexy maji zeta potencial mensi nez -10 mV, a proto jsou

brany jako neutralni (Clogston a Patri, 2011).

Tab. 1: Analyza zeta potencidlu jednotlivych vzorkii

Vzorek Zeta potencial =+ SD [mV]
GO -33,13 £ 0,47
GO-PEG -17,53 £ 0,70
GO-PEG Km -8,06 £ 0,79
GO-PEG pTm -7,32+0,41
GO-PEG BAPm -6,29 +£ 0,27
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4.3 Funkcionalizovana koncentrace CK na GO-PEG a jejich dlouhodoba stabilita

Pomoci HPLC/UV-VIS analyzy byla urCovana funkcionalizovana koncentrace CK
na nanocasticich GO-PEG. Vyuzitim kalibra¢ni kiivky byla stanovena nenavazana
koncentrace v supernatantu a nasledné navazana. Tabulky pfedstavuji ivodni koncentrace
CK a navazané koncentrace, které byly poté piepocitany na procentudlni zastoupeni

(LE % - loading efficiency) dle rovnice uvedené nize (Schéma 1) (Tab. 2-4).

navazana koncentrace CK
LE% = ———— 100
pocatecni koncentrace CK

Schéma 1: Rovnice vypoctu efektivnosti navazdni cytokininit na grafen oxid

Vysledky uvedené pro Km (Tab. 2), pTm (Tab. 3)
a BAPm (Tab. 4) zobrazuji, ze na nanocastice GO-PEG bylo navazano vice nez 90 %
mnohonasobné ve vodé rozpustnéjSich CK derivatt. Jelikoz vyssi koncentrace nad 1 mM

vytvarely agregaty, pro nasledné testovani na buikach byly vybrany koncentrace 0,5 mM.

Tab. 2: Funkcionalizovana koncentrace Km GO-PEG

Pocatecni koncentrace Navazana koncentrace LE %
[mM] [mM]
0,5 0,463 92,654 + 0,857
1 0,964 96,448 + 0,295
1,5 1,450 96,673 + 1,114
2 1,946 97,296 + 0,033
2,5 2,466 98,635 + 0,083
3 2,960 98,678 £ 0,243
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Tab. 3: Funkcionalizovand koncentrace pTm GO-PEG

Pocateéni koncentrace

Navazana koncentrace

[mM] [mM] LE %
0,5 0,492 98,420 + 0,589
| 0,989 08,944 0,299
1.5 1,492 99,491 + 0,016
2 1,992 99,603 £ 0,133
2.5 2,492 99,689 + 0,043
3 2,991 99,713 £ 0,068

Tab. 4: Funkcionalizovana koncentrace BAPm GO-PEG

Pocatecni koncentrace

Navazana koncentrace

[mM] [mM] LE %
0,5 0,471 92,917 + 1,919
| 0,941 94,115 + 0,130
1,5 1,468 97,829 + 0,214
2 1,980 99,023 £ 0,078
2.5 2,478 99,122 + 0,051
3 2,960 08,505 + 0,462
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Tabulky 5 a 6 porovnavaji navazané koncentrace na samotnou platformu GO
ptipravené v ramci bakalatské prace a na PEGylovany GO ziskané nyni. Pro nanoplatformu
GO bylo stanoveno procentualni navazani (LE%) do 50 %, zatimco GO-PEG pies 90 %.
Diky tomuto porovnani je ziejmé, ze PEGylovany GO ma daleko vysS§i kapacitu

pro navazani latek a je tudiz i lepsi pro budouci experimenty.

Tab. 5: Porovndni funkcionalizované koncentrace Km na GO a na GO-PEG

Kinetin mesylat

GO GO-PEG
7,714 uM 48,128 % (+ 1,193) 0,463 mM 92,654 % (& 0,857)
13,179 uM 40,301 % (+ 1,437) 0,964 mM 96,448 % (+ 0,295)
21,214 uM 43,377 % (+ 0,975) 1,450 mM 96,673 % (£ 1,114)
26,679 uM 42,345 % ( 0,874) 1,946 mM 97,296 % (+ 0,033)
2,466 mM 98,635 % (+ 0,083)
2,960 mM 98,678 % (+ 0,243)

Tab. 6: Porovndni funkcionalizované koncentrace pTm na GO a na GO-PEG

p-topolin mesylat

GO GO-PEG
0,296 uM 1,272 % (& 2,906) 0,492 mM 98,420 % (& 0,589)
2,074 uM 7,410 % (= 1,431) 0,989 mM 98,944 % (+ 0,299)
9,481 uM 21,206 % (+ 1,236) 1,492 mM 99,491 % (+ 0,016)
21,036 pM 35,664 % (+ 1,664) 1,992 mM 99,603 % (+ 0,133)
2,492 mM 99,689 % (+ 0,043)
2,991 mM 99,713 % (+ 0,068)




U funkcionalizovanych nanocastic GO-PEG cytokininovymi derivaty byla
zjistovana stabilita po dobu 2, 4, 6, 8, 24, 48 hod a 7, 14, 21 a 28 dni, pfi pokojové teploté
a pH 7,4. Byly sledovany koncentrace pouzité k testovani na buiikach, tzn. Km 0,463 mM,
pTm 0,492 mM a BAPm 0,471 mM. Zjisténé vysledky ukazaly, ze v uvedenych ¢asech
nebyla ani jedna latka uvolnéna z nanoplatformy. To naznacuje, ze vSechny tfi CK derivaty
navazané na GO-PEG jsou kratkodobé i dlouhodobé stabilni a je mozné je v uvedenych

podminkach uchovavat.
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4.4 Biologické testovani

Test migrace je metoda, ktera zkouma pohyb bunék do vytvorené rany a vyhodnocuje vliv
jejiho zaceleni. I pres to, Ze tato in vitro metoda dokonale nereplikuje migraci bunék in vivo,
CasteCné ale napodobuje pohyb bunék béhem hojeni ran. Chovani bun¢k béhem migrace
muize byt, v zavislosti na typu bun€k, reprezentovano volné€ spojenymi populacemi
(napf. fibroblasty) nebo bunécnymi vrstvami (napf. epitelialni a endotelialni buriky). Postup
spociva ve vytvoreni rany a pofizeni snimku. Po uplynuti pfislusné doby byly pofizeny dalsi
snimky, ze kterych byla vyhodnocena G€innost bunééné migrace a zmeétena plocha zacelené
rany (Rodriguez, Wu a Guan, 2005).

Timto testem bylo zjiStovano, zda volné (nenavazané) CK derivaty a navazané
na nanonosi¢ GO-PEG mély efekt na migraci BJ linie fibroblasta a zacelily vytvorené rany.
Test byl proveden Mgr. Lucii Rarovou, Ph.D. z Katedry experimentalni biologie. V testovani
byly pouzity pouze Km a pTm, jelikoz BAPm bude v budoucich experimentech otestovan
na rostlinnych bunkach. Dale byly jako kontroly testovany latky: rastovy faktor VEGF
(pozitivni kontrola), alaptid (pozitivni kontrola) a methoxyestradiol (MeO) (negativni
kontrola). Byly zvoleny dva Casy oSetfeni fibroblasti — 8 hodin (Obr. 27 a 28) a 16 hodin
(Obr. 29 a 30), po jejichz uplynuti byly pofizeny snimky rany a zhodnocen efekt migrace
fibroblasti. U vzorkii GO a GO-PEG neni uvedena molarni koncentrace (byl pouze urcen
pocet nanocastic na ml), proto tyto dva vzorky byly fedény stejné¢ jako Km GO-PEG
a pTm GO-PEG, aby byl zachovan pocet nanocastic (vzorek oznacen * byl fedén stejné, jako
vzorky 10 pM Km a pTm navazanych na GO-PEG; vzorek oznaCen ** byl fedén stejné
jako vzorky 100 uM Km a pTm navazanych na GO-PEG).

Vyhodnoceni testu spo¢iva v tom, ze ¢im je plocha ryhy mensi, tim vice buriky
migrovaly do rany a dochazelo k jejimu zmenSeni. Ziskané vysledky byly vztazeny vici
neoSetiené kontrole. Z nize uvedenych vysledki mél po 8hodinové inkubaci vliv
na fibroblastovou migraci GO (plocha ryhy €inila 62 % a 63 %), PEG (73 % a 65 %)
a GO-PEG (75 % a 47 %) (Obr. 27 nebo Obr. 28). Z testovanych CK derivatd mél nejvetsi
ucinek pTm v koncentraci 100 uM (72 %) a pTm GO-PEG 100 uM (77 %) (Obr. 28).
Po 16hodinové inkubaci mél opét vliv PEG vobou koncentracich (71 %
a 60 %) (Obr. 29 nebo Obr. 30), dale z cytokinind Km 10 uM (89 %) a Km GO-PEG v obou
koncentracich (87 % a 78 %) (Obr. 29). Cytokinin pTm m¢l v tomto Case nejvyssi ucinek
nejen v koncentracich 10 pM (45 %) a 100 uM (49 %), ale také po navazani
pTm na GO-PEG (v obou koncentracich) byla ryha oproti neoSetfené kontrole 68 % a 72 %
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(Obr. 30). Z téchto vysledkt bylo vyvozeno, ze po 8 i po 16hodinové inkubaci mél z CK
nejvetsi viiv pTm a pTm GO-PEG. Odhad byl, ze vyrazngjsi ucinky budou mit CK navazané
na GO-PEG, ovSem testovani tento ptedpoklad potvrdilo pouze u Km po 16hodinové
inkubaci.

I ptes to, ze GO v této studii mél slouzit pouze jako prenase¢ ucinnych latek, mél vliv
na bunécnou migraci. Stejné tak PEG, ktery slouzil k modifikaci povrchu GO ke zvySeni
stability ve fyziologickych roztocich, mél rovné€z pozitivni efekt. Nejvétsi vliv na zmenSeni
plochy ryhy mél GO-PEG (v koncentraci **), kdy plocha dosahovala pouhych 47 %.
Vysledek mohl byt zptusoben tim, ze se PEG a jeho dalsi derivaty standartné pouZzivaji
v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu v riznych dermatologickych pripravcich.
V kosmetice slouzi jako povrchové aktivni latky, emulgatory, pletové kondicionéry
a zvlhCovadla. Lze jej také nalézt ve veterinarnich léCivech jako soucast parenteralnich,

topickych, oftalmickych, oralnich a rektalnich pfipravka (Jang, Shin a Kim, 2015).
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Obr. 27: Vliv volného Km a navdazaného Km na nanonosic GO-PEG oviiviwjici migraci

fibroblastu po 8hodinovém oSetieni
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5 Diskuse

Diplomova prace CasteCné navazovala na bakalarskou, béhem které byly nasyntetizovany
dvé protonizované latky (kinetin mesylat a pT mesylat), které byly mnohonasobné rozpustné
ve vodé. V diplomové praci byla piipravena dalsi latka, a to BAP mesylat, ktera byla
charakterizovana nékolika metodami. Prvni metodou byla hmotnostni spektrometrie, ktera
nepotvrdila protonizaci pavodni latky, naopak vyloucila zménu struktury nové
protonizované. Cistota latky byla zjisténa metodou HPLC-UV/VIS, vykazujici hodnotu
vyssi nez 99 %. Metoda XRPD byla pouzita k odliSeni protonizované latky od ptvodni.
Ve vysledném difraktogramu méla puvodni latka BAP odlisné spektrum, nez latka
nove piipravend — BAP mesylat. Analyza 1H NMR v posledni fadé doplnila potvrzeni
struktury této latky (Klos et al., 2022).

Vétsi Castice GO maji vyraznéjsi toxické ucinky nez nanoCastice GO a zaroven
rychleji agreguji (Kiew et al., 2016). Protoze nanocastice byly vyuzity v pozd¢€jsim testovani
na burikach, musely byt upraveny velikostn€, a to del§im pusobenim vysoké teploty
a ultrazvukovych vin. K zobrazeni nanocastic byl pouzit mikroskop AFM, kde cCastice
GO byly velmi  velké (oznaCena  Castice  odpovidala  vyskou  vice
nez 120 vrstvam), kdezto po upravé mély nanocastice daleko mensi lateralni velikost,
ale i vySku (oznacena nanocastice odpovidala monovrstve). U zmenSenych nanoc¢astic byla
provedena statistickd analyza lateralni velikosti. Ze ziskanych dat mélo az 95 %
identifikovanych nanocastic z celkového poctu 1530 stfedni lateralni velikost do 130 nm.
Ze ziskaného poctu nanocastic byla stanovena koncentrace v 1 ml, ktera Ccinila
1,5 + 10° NPs/ml. Zvolenou metodou bylo potvrzeno, ze doslo k razantni zméné velikosti
nanocastic.

Jelikoz GO v pfitomnosti soli v PBS agreguje, byl jeho povrch upraven PEGem.
Nejen, ze se touto Upravou zvySuje stabilita a rozpustnost, ale zaroven se také snizuje toxicita
a ovliviiuje povrchovy naboj GO, ktery je bez této modifikace zaporny (Oh a Park, 2014;
Sack et al., 2022). Usp&snost PEGylace byla potvrzovana AFM, kdy doslo ke zméné
lateralni velikosti, vySky a tvaru z ostrého na kulaty. Dalsi metodou SEM, kterou se bézné
zobrazuji nanomateridly a informuji o struktufe a morfologii, byl zobrazen povrch
nanocastic GO a po PEGylaci. Vysledné obrazky vykazovaly pozorovatelné zmény
ve strukture, které potvrdily navazani PEGu na povrch GO. Posledni metoda, ktera potvrdila
modifikaci povrchu GO, byla metoda FTIR. Ve spektru GO-PEG byly pfitomny piky, které
se ve spektrech samotného GO a PEG nevyskytovaly.
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Funkcionalizovany material GO-PEG cytokininovymi derivaty byl charakterizovan
hned nékolika metodami. Prvni metoda AFM zobrazovala zménu velikosti, ktera opét
po navazani CK wvzrostla. Metodou FTIR byly zisfovany zmény ve spektru
po funkcionalizaci. Piky pfitomné ve spektrech samotnych CK v oblasti od 1500 cm™
do 600 cm! byly poté viditelné i ve spektrech po jejich navazani na GO-PEG. Tyto metody
potvrdily vznik vazeb mezi CK derivaty a GO-PEG. Pro doplnéni charakterizace nanocastic
byl pouzit RamantGv mikroskop, ktery se pouziva k analyze uhlikovych nanomateriali.
Ty ve svych spektrech maji pfitomné charakteristické pasy D a G, které urcuji strukturalni
defekty a vazby mezi uhliky. Pomér mezi intenzitami téchto pasi se vyuziva k urCeni
mnozstvi uhlikovych defektt, které vznikaji naruSenim vazeb po funkcionalizaci (Lalwani,
Xing a Sitharaman, 2014; Talukdar et al., 2014). Zminénym mikroskopem byla taktéz
vytvofena Ramanova mapa, kde byly zobrazeny nanocastice. U vSech vzorkt byl méfen zeta
potencial, ktery poskytoval informace o naboji nanoc¢astic v roztoku, jelikoz naboj ovliviiuje
pfijem nanocastic do bun€k (Frohlich, 2012). Zasobni GO mél negativni naboj zptuisobeny
ptitomnosti kyslikovych skupin, po PEGylaci byl vlivem kladnych aminovych skupin naboj
zvySen, a po navazani mesylati zménén na naboj neutralni.

Analyzou HPLC-UV/VIS byla stanovena navazana koncentrace na GO-PEG.
V bakalatské praci na GO bylo navazano 26,679 uM kinetin mesylatu (42 %) a 21,036 uM
p-topolin mesylatu (35 %). Oproti tomu byl v diplomové praci pouzit PEGylovany GO, diky
cemuz se podarila navazat daleko vyssi koncentrace, a to 0,463 mM kinetin mesylatu, 0,492
mM p-topolin mesylatu a BAP mesylatu 0,471 mM. U kazdé ze tii koncentraci to ¢inilo pies
90 %. Vyssi kapacita je pfisuzovana 8-ramennému PEGu, ktery byl vyuzit k modifikaci
povrchu GO. Z toho plyne, ze pro dalsi experimenty je vhodné&jsi pouzit PEGylovany, jak
z divodu vyssi kapacity, tak 1 vzhledem k nizsi toxicité, zvySené rozpustnosti i stabilité.
Touto metodou byla u funkcionalizovanych nanocastic zji§tovana dlouhodoba stabilita.
Vysledky naznacily, ze vytvorené vzorky byly 1 po 28 dnech stabilni, proto je mozné je
ve zvolenych podminkach uchovavat.

Cilem biologického testovani bylo zjistit, zda maji CK derivaty (Km a pTm) lep§i
vliv na migraci fibroblastd a na zaceleni vytvorené rany samotné ¢i navazané na prenasec
GO-PEG. V predlozené diplomové praci byl otestovan pouze Km a pTm. Latka BAPm bude
predmétem dalSich studii na rostlinnych burikach. Ze ziskanych vysledkii mél po 8hodinové
inkubaci nejlepsi vysledky, v porovnani ze dvou testovanych cytokinind, pTm (100 uM)
a pTm GO-PEG (100 uM). Ztéchto dvou vysledki mél jen o 5 % lepsi ucinky
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nenavazany pTm. Po 16 hodinach vykazoval pfiznivé vysledky Km (10 uM) a Km GO-PEG
(v obou koncentracich), pTm (v obou koncentracich) a po navazani pTm na GO-PEG
(v obou koncentracich). V porovnani mezi navazanym a nenavazanym Km m¢l lepsi efekt
Km GO-PEG v koncentraci 100 uM, diky kterému meéla plocha ryhy 78 %. U pTm
a pTm GO-PEG me¢ly ucinky oba, ale v porovnani s nenavdzanym pTm, fibroblasty
migrovaly vice. Kromé vlivu CK zajimavych vysledka dosahoval i GO, PEG a GO-PEG,
a to i pres fakt, ze v této studii meél GO slouzit pouze jen jako prenasec latek a PEG
k modifikaci povrchu GO. Vysledek mohl byt zptasoben tim, ze PEG se bézné pouziva
v kosmetice jako emulgator, plefovy kondicionér a u¢inkuje jako zvlhéovadlo (Jang, Shin

a Kim, 2015).
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6 Zavér

V uvedené diplomové praci byl pripraven dalsi protonizovany CK za pouziti
methansulfonové kyseliny — BAP mesylat. Latka byla zcharakterizovana pomoci
fyzikalné-chemickych metod k odliSeni od vychozi latky. Spolu s dal§imi dvéma CK
derivaty, které byly jiz pfipraveny v bakalarské praci, byly navazany na GO nanomaterial,
ktery slouzil jako ptenaSec latek. Nanomaterial byl v prvni fadé upraven na vhodnou velikost
a modifikovan  polymerem PEG, ktery snizuje  toxicitu a  degradaci
a zaroven vylepSuje rozpustnost ve fyziologickych podminkéach. Na rozdil od bakalarské
prace, diky pouziti polymeru, byla zvétSena kapacita nanoc¢astic, na které bylo navazano
mnohonasobné vice CK nez na nemodifikovany. Po tupravé a funkcionalizaci GO
nasledovalo bunécné testovani zamérené na migraci fibroblastl a zaceleni vytvorené rany.
Predpokladanym vysledkem prace bylo, ze funkcionalizovany nanomaterial CK derivaty
bude poskytovat daleko vyraznéjsi biodostupnost pro buiky a tim i1 lepsi vysledky v testu
migrace fibroblastd. Zavérem lze fici, ze vyraznéjsi ucinky byly viditelné po 16hodinové
inkubaci, kde volny p-topolin mesylat mél lepsi vysledky nez pifi navazani na prenasec,

kdezto u kinetin mesylatu tomu bylo naopak.
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