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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva syntézou polymernich submikrocastic a vazbou proteinu pro cileny
transport léciv na sliznici. Popisuje soucasny stav i perspektivu vyzkumu a vyvoje v oblasti
polymernich systému pro fizené uvoliovani a cileny transport 1é¢ivych latek formou slizni¢ni
vakcinace. Podava struény piehled o materialech a piidavnych latkach, které se jiz v klinické
praxi vyuzivaji. Experimentalni ¢ast prace je vénovana piedev§im zékladnimu vyzkumu,
a to pripravé a charakterizaci Casticovych systému s vyuzitim chitosanu a dalSich polymert,
fluorescenénimu znaéeni chitosanu a fyzikalni vazbé modelového proteinu ovalbuminu

na Castice se sledovanim miry jeho uvolnéni v ¢ase do riiznych médii.
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ANNOTATION

The thesis is focused on synthesis of polymeric submicroparticles and protein binding
for targeted drug delivery system on the mucosa. It describes the current state and perspective
of research and development in the field of polymer systems for controlled release and targeted
transport of drugs in the form of mucosal vaccination. It provides a brief overview of materials
and additives that are already used in clinical practice. The experimental part contains basic
research, which includes the preparation and characterization of particle systems using chitosan
and other polymers, fluorescent labeling of chitosan and physical binding of model protein

ovalbumin to particles with monitoring of its release over time into various media.
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UvoD

Aplikace nanotechnologii v medicin€ (tj. nanomedicin¢) ma potencial vyrazné zlepsit
I€katské postupy jak pii 1é€be, tak pfi diagnostice nemoci. Potencidlni pouziti polymernich
nanocastic jako nosici 1é¢iv vedlo k vyvoji mnoha riznych koloidnich nosi¢ti. Hlavni vyhody
téchto systémut spocivaji v jejich schopnosti prostupovat biologickymi bariérami, ochrané
makromolekul (tj. peptida, proteint, oligonukleotidi a gent) pied degradaci v biologickych
médiich a dorucovat 1éky nebo makromolekuly na cilové misto s naslednou kontrolou
jejich uvolnéni. Nanocastice (NP) se daji vyuzit jako transportni systémy a jejich pouziti
se stalo dobie zavedenou strategii k prekondni nc¢kolika omezeni terapeutik. Velmi casto
vsak korelace mezi chovanim NP in vitro a in vivo omezuje klinické aplikace. Polymerni
nanocastice vyrobené z ptirodnich a syntetickych polymertu ziskaly velkou pozornost diky
své stabilit¢ a snadné modifikaci povrchu. Maji vyznamnou roli v cileném transportu 1é¢iv.
ProtoZe se nanomaterialy pouzivaji v kontaktu s lidskym télem a jsou Casto exponovany
do krve, musi spliovat kritéria biologické/hemokompatibility. Tato kritéria jsou vSak
komplikovana povrchovou dynamikou nanomateriali. Z divodu nutné biokompatibility
lze k ptipravé biologicky rozlozitelnych materiali pouzit velmi omezeny pocet polymert.
Nanomaterialy mohou ovlivnit specificitu, bezpecnost a tcinnost aktivniho 1é¢iva. Unikatni
jsou nejen diky subcelularni velikosti, ale také protoze jsou biodegradabilni a biokompatibilni.
Vyhodou je moznost pfipravy selektivnich nanocastic, které jsou schopny kontrolované,
dlouhodobé a lokaln¢ uvolnovat 1é¢ivo, tedy moznost cilené distribuce 1éCiv a jejich fizené
uvolnovani. Dochazi také ke zmirnéni nezadoucich G¢inkt a tim padem i zvySeni terapeutické
ucinnosti 1éciv. K 1é¢bé je navic za potrebi niz§i mnozstvi acinné latky.

Tato diplomova prace se zabyva obecnou definici a charakterizaci vakcin, typy vakcin
se zamé&fenim na slizni¢ni vakciny, pfidavnym pomocnym latkam (adjuvans) a ¢asticovym
vakcinam. Velka ¢ast experimentalni prace je vénovana piipravé a charakterizaci ¢asticovych
systémil S vyuZitim chitosanu a dalSich polymert, za ucelem nalezeni vhodného transportniho
systému s vysokou uéinnosti, stabilitou a s pomalym uvoliiovanim proteinu. Dale se prace
vénuje fluorescenénimu znaceni chitosanu a nasledné tvorbé ¢&astic pro sledovani vlivu
znafeného chitosanu na velikost vytvotenych castic a vlivu skladovani na jejich velikost.
Pro zjisténi vlastnosti chitosanové c¢asticové vakciny jsou c¢astice pouzity pro vazbu
modelového proteinu ovalbuminu a sledovani miry uvolnéni ovalbuminu v ¢ase do médii

S riznym pH.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Podani latek na sliznici

Kontakt organismu s vnéjsim prostiedim se odehrava predev§im na povrchu sliznic
a ktze. Zatimco kozni povrch je mechanicky chranén nékolikavrstevnym epitelem, fadoveé
mnohondsobné vétsi povrch sliznic zazivaciho, dychaciho a urogenitidlniho traktu, oc¢ni
spojivky a vyvodu exokrinnich 714z, je vétSinou (s nékolika vyjimkami) kryt jednovrstevnym
epitelem. Sliznice pokryva oblast, ktera je asi 200krat vEétSi nez oblast pokryta kuzi [1].
Kontaktni povrch s vné&jsim prostiedim je zprostfedkovan sliznici v rozsahu piiblizné 400 m?.
Tato prostorové rozmérna oblast neni tak odolnd vic¢i pruniku patogent jako klize, nebot
je Casto omezena tenkou vrstvou epitelu bez keratinizace [2]. Globalné jsou infekce spojené
S prostupem pres sliznici (napt. tuberkuldza, chfipka, prijmova onemocnéni, pneumonie,
zaludec¢ni viedy a pohlavné pfenosna onemocnéni) hlavnimi pficinami nemoci a predstavuji

velké socio-ekonomické zatizeni [3].

1.1.1 Vakcinace

Vakcinace je jednim z nejvétSich tspéchti moderni mediciny [4]. To nejlépe doklada
skute¢nost, Zze od zavedeni vakcinacni strategie a jejiho univerzalniho pouziti u déti, doslo
k 90 az 100% poklesu imrtnosti a nemocnosti u nékolika détskych infekci [5]. Vyvoj, vyroba,
kontrola aklinické hodnoceni vakcin je interdisciplinarnim prolnutim mezi virology,
bakteriology, molekularnimi biology, imunology, biotechnology a farmaceutickymi
technology. Vakciny pro vice nez 30 virovych a bakterialnich patogennich agens v pribéhu let
zachranily miliony lidi. Pfesto byly nékteré patogeny (jako je HIV, malarie a lidsky respira¢ni
syncytidlni virus) rezistentni vuéi intenzivnim pokusum o vyvoj vakciny. Soudobé vakciny
proti celosvétové ohrozujicim chorobam (jako je TBC a chfipka), jsou suboptimalni,
coz vede k potencialni pandemicité téchto onemocnéni [6].

Utelem vakcinace je vyvolat dlouhodobou ochrannou imunitu pied infekci zpiisobenou
patogeny a ptedchazet klinicky vyznamnym infekénim onemocnénim [7]. Vakcinace
uspésné klinické pouzivani klasickych injekéné podavanych vakcin, jsou vyvijeny nové,
uéinngjsi vakcinacni strategie (jako je vyvoj novych nosi¢ vakcin a snaha o aplikaci vakcin
neinvazivnimi metodami). Pouziti nanocastic pro cileny transport 1é¢iv slizni¢ni cestou ma
velky potencial, diky mozné stimulaci silnych a dlouhotrvajicich systémovych i slizni¢nich

imunitnich odpovédi [4].
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1.1.1.1 Imunologicka pamét

Cilem vakcinac¢nich strategii je vyvolat dlouhodobou imunologickou pamét na ochranu
pred reinfekci. Coz je schopnost adaptivniho imunitniho systému si zapamatovat antigeny,
Které jej diive aktivovaly, a Vv piipad¢ dalsiho setkani se stejnym antigenem, zahajit
odpovéd. Po urcit¢ dobé se ockovani opakuje jako tzv. booster (posilovaci) davka,
kterd opét indukuje nejen humoralni ¢i bunéénou aktivni imunitni odpovéd, ale soucasné
1 imunologickou pamét’. Imunologicka pamét’ je definovana perzistenci specifickych lymfocyta
a plazmatickych bun¢k produkujicich vysoce afinitni protilatky specifické pro urcity patogen,
spiSe nez perzistenci antigenu k vyvolani kontinualni aktivace lymfocytt [9].

Imunologicka pamét’ zavisi na klonalni selekci. B lymfocyty mohou antigen rozpoznat
podle membranové protilatky, ktera se specificky vaze na antigen. Mohou byt aktivovany
k rychlé expanzi, pficemz jejich klony se diferencuji na plazmatické buiiky a pamétové B
lymfocyty se stejnou specificitou k antigenu. Plazmatické bunky vylucuji velké mnozstvi
protilatek k neutralizaci antigenti. Kvuli kratké Zivotnosti plazmatické buiiky po clearanci
antigent rychle odumiraji, oproti tomu pamétové buiky maji dlouhou Zivotnost a zistavaji
v téle. V ptipad¢ dalsiho setkani sjiz ,,znamym® antigenem se rychle mobilizuji
a diferencuji v plazmatické bunky, které produkuji nadmérné mnozstvi protilatek a zahaji

silngj$i reakci na obranu proti antigenu za kratsi ¢asovy interval [8].

1.1.1.2 Cesty aplikace vakciny
Kazda cesta podani latek na sliznici ma své vlastni charakteristiky a je tfeba zvazit
rovnovahu mezi klady a zapory kazdé vakciny, s pifihlédnutim k patogenu, proti kterému
je zacilena. Vakciny byly béhem historie aplikovany fadou cest [5]. Nejcastéjsi aplikaci
je injekéni podéni — intramuskularni nebo intradermalni. Ackoliv je injek¢ni vakcinace nejvice
roz§ifend, ma fadu nevyhod (napt. potieba vysSkolené¢ho zdravotnického persondlu, bolestivy
vpich ¢i komplikace pti skladovani) [10]. Vedle toho se vyuZziva i transdermalnich naplasti
a intranazalnich ptipravkl. VétSina patogenl iniciuje své infekéni procesy na slizni¢nich
povrsich (jako jsou gastrointestinalni, genitourinarni a dychaci cesty), existuje snaha o vyvoj
slizni¢nich vakcin, které budou efektivnéj$i a imunologicky dominantngjs$i ve srovnani
s parenteralnim podanim. Kromé toho by mohly slizni¢ni vakciny snizovat naklady, vedlejsi
ucinky a riziko ptenosu infekei prendsSenych krvi prostfednictvim kontaminovanych injekénich
jehel, nemluvé o jejich bezbolestné aplikaci [5].
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1.1.2 Typy vakcin

Existuje nékolik typti vakcinacnich latek. Kazdy typ je navrzen tak, aby piesné zacilil
na imunitni systém. Jednou z nejstarSich vakcin jsou zivé vakciny, tj. oslabené varianty
cilového patogenu. Stale vice se ale uplatiiovaly postupy biotechnologie, molekularni biologie
agenetiky, a ty daly wvzniknout novym druhim, mnohem bezpecnéjSich vakcin,
jako jsou rekombinantni ¢i DNA vakciny [10]. Nezivé vakcinové antigeny, zejména
purifikované nebo rekombinantni subjednotkové vakciny, jsou casto slabé imunogenni
a vyzaduji dal$i slozky, které pomahaji stimulovat ochrannou imunitni odpovéd’ na zakladé
protilatek a funkci efektorovych T lymfocytt. Tyto aditivni pomocné latky (adjuvans) zvysuji
imunogenicitu vakcinaénich antigent [11]. U kazdé vakciny je dilezité zvazit jeji reaktivitu
a imunogenitu. Reaktivita je schopnost vakciny vyvolat inezadouci odezvu organismu

(horecka, obstipace, febrilni kiece, bolest ¢i anafylakticky Sok) [12].

1.1.2.1 Zivé oslabené (atenuované) vakciny

Atenuované vakciny obsahuji kmeny bakterii €1 virti pasdzovanych na kultivanich
médiich, jez ztraci svoji patogenitu pii zachovani své antigenni struktury. K deaktivaci
mikroorganismi se vyuzivaji chemické (formaldehyd, saponiny, hydroxid sodny, fenol)
¢i fyzikalni (UV zafeni, teplota) inaktivace. Tyto mikroorganismy se stavaji méné patogennimi
nez skuteény patogen, ale je u nich zachovana schopnost vyvolat tvorbu protilatek [11].
Technologie vyroby vakciny byla rozvinuta v 50. letech 20. stoleti a dnes jiz neni v mnoha
piipadech z divodu bezpec¢nosti vyuzivana. Cilem atenuované vakciny je vyvolat sekrecni
a systémovou imunitni odpovéd’, ktera je podobna imunitni odpovédi pozorované po prodélani
piirozené infekce [13]. Pouze 1 nebo 2 davky vétSiny zivych vakcin mohou poskytnout
celozivotni ochranu pied patogeny a chorobami jimi zptisobenymi. Zivé vakciny maji fadu
nevyhod, jako rizikovost pro lidi s oslabenym imunitnim systémem, pro dlouhodobé nemocné
¢i pro pacienty, ktefi podstoupili transplantaci organti [14]. Zaroven se také musi skladovat
chlazené, a nejsou tak piili§ vhodné pro transport. To znamena, Ze je nelze pouzit v zemich
s omezenym piistupem Kk chladicim zatizenim. Historicky se ateunuované vakciny vyuzivaly
Kk produkci vakcin nejéastéji z viru spalni¢ek (morbilliviru), rotavird, polioviru, paramyxovirti
a flavivird. V soucasné dobé¢ existuje celkem pét vakcin, které doporucuje Svétova zdravotnicka
organizace (WHO). Jedna se o bakterialni vakcinu proti Mycobacterium tuberculosis (ptivodce
tuberkulozy) a virové vakciny (jako je vakcina proti rubeole, rotaviru, poliomyelitidé a zluté
zimnici) [15].
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1.1.2.2 Inaktivované (usmrcen¢) vakciny

Inaktivované vakciny sestavaji z celych inaktivovanych agens (jako je celobunécna
vakcina proti davivému kasli a inaktivovana vakcina proti détské obrn¢), nebo obsahuji
specifické slozky odvozené z patogenu fyzikalnimi (UV zafeni, teplota, zvySeny tlak),
chemickymi  (kyselina  askorbova,  p-aminofenylketon,  formaldehydu, fenolu)
nebo biologickymi prostiedky [13]. Tyto mikroorganismy ztraceji schopnost reprodukce
v hostiteli, ale jejich povrchové antigeny zlistavaji neposkozeny. Inaktivované vakciny obvykle
neposkytuji imunitni ochranu, kterd je tak UCinnd, jako v pfipad€ pouziti zivé vakciny.
VétSinou jsou tedy nutné opakované, tzv. ,,booster” davky, k ziskani pozadované dlouhodobé
imunity. V humanni mediciné WHO v soucasné dobé doporucuje inaktivovanou vakcinu
proti poliomyelitidé a proti davivému kasli. Ke klinickym G¢elim se vyuzivaji napiiklad

i vakciny proti HIV, chiipce ¢i proti hepatitidé B a C [16].

1.1.2.3 Toxoidové vakciny (anatoxiny)

Toxoidové vakciny jsou cileny proti konkrétnim bakterialnim toxinim. Néktera bakterialni
onemocnéni nejsou piimo zpusobena bakterii samotnou, ale toxinem (vétSinou exotoxinem)
produkovanym touto bakterii. Toxoidy jsou proteinové toxiny chemicky modifikované
za ucelem snizeni patogenity. Toxicita purifikovanych exotoxini mutze byt potlacena
nebo inaktivovana bud’ teplem nebo formaldehydem (pfi zachovani imunogenicity) za vzniku
toxoidt. Mohou byt tekuté, purifikované, vysrazené ¢i adsorbované na ptislusny sorbent [17].
Ockovani toxoidy indukuje anti-toxoidni protilatky, které jsou schopné vazat se na toxin
a neutralizovat jeho S$kodlivé u€inky. Imunitni systém tedy produkuje protilatky,
které opsonizuji bakterialni toxiny. Postupy vyroby toxoidnich vakcin jsou pfisné
kontrolovany, aby se dosdhlo detoxikace/inaktivace bez nadmérné modifikace struktury
antigenniho epitopu. K zajisténi spolehlivé imunizace je Zadouci ve stanovenych intervalech
preockovavat. Mezi onemocnéni zptsobena bakterialnim toxinem patfi tetanus, jehoZ pfiznaky
nejsou zpusobeny bakterii Clostridium tetani, ale neurotoxinem - tetanospasminem.

Dale WHO doporucuje vakcinaci proti zaskrtu ¢i botulismu [18].
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1.1.2.4 Vakciny na bazi nukleovych kyselin

Jedna se o rekombinantni technologii, ve které je za terapeuticky efekt zodpovédna nativni
DNA. Vakciny na bazi nukleovych kyselin (DNA & RNA vakcina) zahrnuji za¢lenéni
genetického materialu  kodujiciho specifické proteiny (antigeny) infekéniho agens
nebo antigeny, vici nimz se hleda imunitni odpovéd’ [19].

RNA vakciny se skladaji z nukleové kyseliny RNA, ktera koduje geny antigenu infek¢niho
agens. V soucasné dobé¢ existuji dva riizné typy syntetickych RNA vakcin: konvenéni mRNA
a samoamplifikujici RNA (saRNA). Zaclenéni chemicky modifikovanych nukleotidd,
optimalizace sekvenci a rizné strategie purifikace zlepsuji ti¢innost translace mRNA a snizuji
vnitini imunogenni vlastnosti. Exprese antigenu je umérnd poctu konvencnich transkriptl
mRNA uspésné dorucenych béhem vakcinace. Dosazeni adekvatni exprese pro ochranu
nebo imunomodulaci tedy mtize vyzadovat velké davky nebo opakovana podani. Toto omezeni
feSi vakciny saRNA, které jsou geneticky wupravenymi replikony odvozenymi
od samoreplikujicich se jednovlaknovych RNA virti. Mohou byt dodavany jako virové
replikonové Castice S saRNA zabalenou do virové ¢astice nebo jako zcela syntetické saRNA
produkované po transkripci in vitro [20].

DNA vakceina funguje na principu transfekce specifické antigenni DNA koédujici sekvenci
v bunikach imunizovaného druhu. Tato vakcina obsahuje nativni plazmidovou DNA, tj. DNA
bez jakéhokoli pfidruzeného lipidu, proteinu nebo sacharidu, s cilem vyvolat imunitni odpovéd.
Tento plazmid je nasledné absorbovan buiikami, jejichz normalni metabolické procesy
syntetizuji proteiny na zakladé genetického kodu v plazmidu, ktery absorbuji. Vlastni bunky
téla pouziji tento geneticky material k produkci antigent [21]. Plasmidy mohou nést i geny
kodujici vylucovani 1jinych latek (jako jsou cytokiny), piipadné 1ijinych molekul
S imunostimula¢nim  efektem. DNA vakcina sestavda z plazmidu obsahujiciho:
1) pocatek replikace napt. Escherichia coli pro amplifikaci plazmidu; 2) silny promotor
(obvykle z cytomegaloviru); 3) vice klonovacich mist, do kterych lze vlozit gen,
ktery ma byt exprimovan a 4) antibiotikum jako selekéni marker. Aby DNA vakcina Gspé$né
indukovala imunitni odpovéd’, musi plazmid vstoupit do buniky, Vv jadie byt transkribovan
s naslednou produkci cytoplazmatického proteinu. Mozné vyhody tohoto pfistupu zahrnuji
stimulaci dlouhodobé imunitni odpovédi, vynikajici stabilitu vakciny, relativni snadnost vyroby
vakciny ve velkém méfitku a nemutagenni charakter [19]. Ve srovnani s konvenénimi
vakcinami zalozenymi na proteinech/peptidech, které maji indukovat antigenové specifické

adaptivni imunitni reakce, jsou DNA vakciny stabilnéjsi, nakladové efektivnéjsi, snadno
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je vsak jejich $patna imunogenicCita pfi intramuskularnim podani [6]. Vakciny DNA mohou
byt uzitecné pifi virovych infekcich, u nichz je pro ochrannou imunitu nezbytna indukce
imunitnich odpovédi zprostiedkovanych cytotoxickymi T lymfocyty [19]. Mechanismus DNA
vakcin je nadé€ji pro vyvoj vakcin proti onemocnénim, proti kterym zatim Gspeésné €i trvale
ockovat nelze. Nékteré viry (jako jsou ortomyxoviry nebo HIV) snadno mutuji,
coz je ztézujicim faktorem uspéSného vyvoje vakcin. Pouziti technologie DNA miize byt
uzite¢né Vv piipadé kontraindikace Zivé vakciny (napf. u imunologicky ohrozenych jedincti) [6].
Stejné jako u zivé ¢i rekombinantni vakciny, tak i u DNA vakcin, bylo prokézéno, ze vedou
k prezentaci antigennich determinant ve spojeni s molekulami MHC I. tfidy. Tento vakcinaéni
ptistup se jevi jako bezpecny, vakcina muze byt pfipravena rychle a stabilita DNA
neni ovlivnéna vysokymi teplotami prostiedi [21]. Mnoho takovych vakcin
je jiz ve vyzkumném programu, ackoli Zadna z nich neni v souc¢asné dob¢ licencovana pro lidské
pouziti. DNA vakciny jsou testovany pro rizné aplikace véetné léCby rakoviny, alergii,
autoimunitnich a infek¢énich onemocnéni. K dispozici je i nékolik DNA vakcin pro veterinarni
pouziti. Ve vyvoji je fada vakcin proti HIV, chiipce, malarii, tuberkuldze a leishmanidze [19].
Ukazalo se vSak, ze DNA vakciny jsou mén¢ imunogenni u primatt a lidi, 1 kdyz se prokézalo,
7e jsou bezpecné a dobfie tolerované. Pro zvyseni u€innosti téchto vakcin byly navrzeny nékteré
pristupy, které piedstavuji druhou generaci DNA vakcin: zmény plazmidu, které zvysSuji
genovou expresi, stejné¢ jako systémy koexprimujici cytokiny nebo jiné molekuly schopné

zesilit imunitni odpovédi [21].

1.1.2.5 Subjednotkové vakciny

Subjednotkové vakciny jsou zalozené na vysoce purifikovanych a dobie
charakterizovanych antigenech, odvozenych od piislusnych patogent. Jde 0 inaktivované
subjednotkové vakciny, které obsahuji pouze komponenty patogent, které jsou zodpoveédné
za imunogenitu [22]. Mohou byt slozeny z antigennich proteinti a polysacharidi nebo slozek
rekombinantnich proteini. Usmrceny patogen je rozlozen, jeho komponenty separovany a dale
vyrobitelnymi, ¢asto vyZaduje zaclenéni adjuvans, nebot’ samotné antigeny nestaci k vyvolani
silné a dlouhodobé ochranné imunitni odpovédi [23]. Subjednotkové vakciny jsou tedy obecné

vewr

stimulaéni faktory [12]. Subjednotkové vakciny a proteinové vakciny nejsou u¢inné pii indukei
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odpovédi slizni¢nich cytotoxickych T lymfocyta (CTL) v dusledku bariér, které brani
Gspésnému  dodavani bundk MHC 1. tiidy do cytoplazmy [23]. Usp&$né vakcinace
lze dosahnout izolaci specifického proteinu z patogenu a jeho prezentaci jako samotného
antigenu. Subjednotkové vakciny se déli podle obsahu komponent na proteinové,
konjugované a polysacharidové. V soucasné dob¢ se pouzivaji jak proti bakteriim, tak proti
virim [12].

Konjugované vakciny kombinuji slaby antigen se silnym antigenem jako nosicem,
takze si imunitni systém vytvoii siln€jsi odpoveéd’ na slaby antigen [24]. Konjugované vakciny
jsou zacileny proti polysacharidovym pouzdrim infekénich agens, které puisobi
jako determinanty virulence. Polysacharidové obaly jsou dlouhé polymery skladajici
se z mnoha opakujicich se sacharidovych jednotek, jejichz chemicka povaha definuje
kapsularni typ organismu [22]. Pro mnoho bakterii slouzi tyto kapsularni polysacharidy
jako ochranna vnéjsi vrstva. Bakterie mohou syntetizovat stovky chemicky a imunologicky
odliSnych polysacharidi. Naptiklad existuje 91 riznych polysacharidl (sérotypli) spojenych
s pneumokoky a 13 polysacharidii spojenych s meningokoky (ackoli pouze 5 séroskupin
meningokokovych polysacharidi — A, B, C, Y a W135 — obvykle zptisobuje onemocnéni) [25].
Tyto vakciny vétSinou obsahuji T-independentni polysacharidovy antigen konjugovany
S imunogennim proteinem [26]. Bakterie s polysacharidovymi pouzdry, jako je Streptococcus
pneumoniae (pneumokok), Haemophilus influenzae typu B a Neisseria meningitidis
(meningokok) ¢i Shigella, jsou hlavnimi pti¢inami zavaznych bakterialnich infekci u malych
déti [27].

Polysacharidové vakciny jsou slozené z dlouhych fetézcti molekul sacharidd,
které tvofi povrchové obaly bakterii. Imunitni odpovéd na polysacharidovou vakcinu
je nezavisla na T lymfocytech, avSak stimuluje B lymfocyty (tedy bez asistence Th lymfocyti).
To vede k typové specifické produkci protilatek, ktera zvySuje vychytavéani a likvidovani
patogeni fagocyty. Tyto vakciny jsou cilené na hemofilové, meningokokové a pneumokokové
infekce. Antigeny nezavislé na T lymfocytech, véetné polysacharidovych vakcin, nejsou trvale
imunogenni u déti mladSich 2 let. Imunitni systém malych déti dusledné nereaguje
na polysacharidové antigeny (pravdépodobné kvili jeho nezralosti). Protilatky indukované
polysacharidovymi vakcinami maji niz$i funkéni aktivitu, nez je aktivita indukovana
proteinovymi antigeny, nebot’ pievladajicimi protilatkami produkovanymi v reakci na vétSinu
polysacharidovych vakcin, jsou IgM. Protilatky typu IgG jsou produkovany V mensi

koncentraci [28].
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1.1.2.6 Rekombinantni (vektorové) vakciny

Rekombinantni (vektorové) vakciny vyuzivaji metody genového inZenyrstvi.
Rekombinantni proteinové vakciny vznikaji na principu vlozeni segmentu DNA kodujiciho
antigenni determinanty (napi. bakterialni povrchovy protein) do jiného ,,neskodného*
viru/kvasinky/bakterie Kk vyvolani produkce antigenniho patogenu [29]. Pfi pomnozeni
,nosicového™ viru nebo pii metabolizaci produkéni buiiky, dojde soucasné i K exprimovani
rekombinantniho proteinu, ktery je nasledné purifikovan [12]. Imunitni systém rozpozna
exprimovany protein a poskytne tak budouci ochranu pied cilovym patogenem.
| ptesto, Ze vakciny zaloZené na rekombinantnich proteinech nabizeji ve srovnani s tradi¢nimi
vakcinami n¢kolik vyhod (bezpecnost a nizsi vyrobni naklady), vétSina z nich vykazuje slabou
nebo $patnou imunogenicitu, jsou-li podavany samostatné. Vyzaduji proto pouziti adjuvans
k vyvolani dlouhodobé imunitni ochrany. Rekombinantni vakciny se pouzivaji naptiklad proti
papilomavirovym nakazam ¢i hepatitidé B [30]. Je také mozné vytvofit zivé rekombinantni
vektorové vakciny schopné dodavat heterologni antigeny zavedenim gent kddujicich antigen.
Myslenkou tohoto pfistupu je vyuziti imunologickych vlastnosti zivého vektoru k vyvolani
imunitni odpovédi proti jeho vlastnim proteinim 1 vici prezentovanému heterolognimu
proteinu. Obecné plati, Ze tyto ptistupy maji vyhody, Které jsou vlastni samotnému patogenu,
jako je napodobovani piirozené infekce, jejich schopnost stimulovat podskupiny T lymfocyti
CD 4+ a CD 8+ a v nékterych ptipadech moznost oralniho aplikace [29]. Pied vybérem systému
pro expresi antigenu je tieba vzit v tvahu n¢kolik faktord, které mohou interferovat s uc¢innosti
rekombinantnich vakcin. Jednim z faktort je troven exprese ziskana pouzitim konkrétniho
expresniho vektoru a promotoru, vybér selek¢niho markeru ¢i ptitomnost nebo neptitomnost
posttransla¢nich modifikaci rekombinantniho vektoru. Z komerénich vakcin se dnes vyuziva

rekombinantni vakcina proti hepatitidé B ¢i proti humannimu papilomaviru [12].

1.1.2.7 Autologni vakciny (autovakciny)

Autovakciny Se pfipravuji izolaci mikroorganismui pfimo od infikovanych jedinci (napft.
Z abscesu, sputa, moci, hnisu...). PouZivaji se na jejich naslednou 1é¢bu k vytvofeni imunity
proti konkrétnimu infekénimu patogenu. Konkrétni infekéni agens je nejprve identifikovano,
kultivovano a nasledné inaktivovano (bud’ chemickymi latkami nebo teplem). Jako zakladni
koncept v mikrobiologické terapii se tyto autovakciny pouzivaji zejména k 1é¢bé chronickych
zanétlivych poruch spojenych s naru§enymi imunitnimi reakcemi rezistentnimi vici standardni

terapeutické 1é¢bé. Prikladem muze byt napt. izolace E. coli ze stolice postizené osoby podle
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vysoce standardizovaného postupu. V podstaté se nejednd o o¢kovani v pravém slova smyslu,
ale o imunostimulaci. Mezi nejcastéji izolované patogeny se fadi E. coli, Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus, Candida sp., atd. [31]. Autovakciny se pfipravuji nejCastéji
v piipad¢ opakujicich se infekci mocovych cest (zpusobenych E. coli nebo jinymi Gram

negativnimi ty¢inkami), akné (Propionibacterium spp.) a vaginalni kandidozy [32].

1.1.3 Slizni¢ni povrchy

Slizni¢ni povrchy jsou chranény pied vnéjsimi vlivy fyzikalné-chemickymi obrannymi
mechanismy a vrozenym (nespecifickym) a specifickym specializovanym slizni¢nim
je vrozeny imunitni systém [2]. VétSina vnéjSich slizni¢nich povrchti je sloZena
z organizovanych folikuli a rozptylenych antigen-reaktivnich nebo senzibilizovanych
lymfoidnich bunék, véetné B lymfocytt, T lymfocyt, podmnozin T lymfocytt, plazmatickych
bun€k a mnozstvi dalSich bunécnych slozek zapojenych do indukce a udrzovdni imunitni
odpovédi. Sliznice a pfidruzend lymfoidni tkan jsou atraktivnim cilem pro vakcinacni strategie,
nebot’ zde zacCinaji pocatecni faze infekce [6]. Sliznice ptredstavuji hlavni vstup pro vétSinu
infek¢nich agens, ale také pro neskodné antigeny pochézejici z pozitych potravin, vzdusnych
latek ¢i z komenzalnich bakterii [33].

Slizni¢ni povrchy poskytuji nékolik ,,vrstev" bariéry, kterou musi potencialni patogeny
proniknout pfed zahdjenim vzniku infekce. Za prvé, jsou vylucovany télesné tekutiny a hlen,
které obsahuji lymfocyty (napf. makrofagy). Intraepitelialni lymfocyty (IEL) se nachazeji t€sné
pod epitelidlnim povrchem. Dale hloubé&ji pod bazalni membranou se vyskytuje vrstva
mononuklearnich bunék nazyvana ,, lamina propria” [34]. Tyto imunokompetentni buniky tvorii
primarni fadu bunécné imunity a jsou piipraveny bojovat proti potencialnim patogentim,
které se pribliZily k povrchu sliznice nebo pronikly do mukdzni bariéry. Cizi antigeny mohou
byt na slizni¢nich povr$ich vychytavany specializovanymi membranovymi epitelovymi
bunkami (M-buikami) a aktivné pienaseny do sousednich organizovanych lymfatickych
folikuld [35]. Soucasti sliznice je velké mnozZstvi imunitnich bunék. Funkce sliznice zavisi
na interakci a komunikaci epitelialnich a stromélnich bun¢k s tkanové-rezidentnimi bunikami
jako jsou makrofagy a prirozené lymfoidni bunky (ILC). Tkanové-rezidentni buiky
jsou zodpovédné za bariérové funkce, remodelaci tkani a homeostazu. ILC pochazeji

z lymfoidniho progenitoru a tvofi funk¢ni a fenotypovou paralelu k T lymfocytim. ILC se hojné
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vyskytuji na slizni¢nich povrsich plic ¢i stiev. Piestoze je jejich funkce celkové prospésna,
je znamo, ze jejich dysregulace piispiva k patologii zanétti a chorob [36].

Lamina propria a IEL se skladaji prevazné z klidovych pamétovych T lymfocyti,
ale zahrnuji i B lymfocyty, ptirozené zabijecské bunky (NK buriky), makrofagy a dendritické
bunky. Znaéna ¢ast T lymfocytd ptitomnych na sliznici exprimuje receptor yo T lymfocyta
a podili se na poskytovani imunitni tolerance [1]. Na rozdil od podskupiny oaf bunék T
lymfocytii, yd receptor neni zavisly na thymu. Lymfocyty jsou vedeny na sliznici
chemotaktickymi slozkami (chemokiny) a interakci selektini/integrini na lymfocytech
a adresinech na lokalnich endotelidlnich bunkach. Produkce a exprese aktivnich
,homingovych® faktorti (selektiny a adresiny) jsou lymfocyty a tkanémi omezeny.
Také adhezni molekuly v lokalni tkani a lymfocytech jsou dulezité pii urovani lokalizace
a distribuce lymfocyta ve sliznici [37].

Antigenn¢ specifické protilatky produkované plazmatickymi bunikami jsou na zakladé
signdlli sekretovdny na slizniéni povrchy jako sekrecni IgA (sIgA), které mohou vazat,
neutralizovat a eliminovat patogeny z téla. Vzhledem k tomu, Ze sIgA je prvni obrannou linii
proti cizorodym patogentim, je indukce vyvolani silné IgA odpovédi nezbytnym piedpokladem
pro aspésnost slizni¢ni vakciny [38]. Pfi absenci sérovych protilatek se predpoklada, ze IgA

hraji dilezitou roli pii urovani rezistence proti infekci [39].

1.1.4 Slizni¢ni imunitni systém
Slizni¢ni imunitni systém (z angl. MALT = Mucosa-associated lymphoid tissue) je vysoce
specializovany komplex nachazejici se na povrchu sliznic s charakteristickymi vlastnostmi,

které ho odlisuji od celkového imunitniho systému (Obrazek 1) [1].

BALT

epitelialni buiiky

T lymfocyt) o \

Blymfocyt} C \)\\
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{ M.buiky \ il" GALT
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| dendritické bunky ‘———“
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o

Obrazek 1: Slizni¢ni imunitni systém a jeho organizace. Pfevzato a upraveno z: [41].
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MALT zahrnuje mista, kde jsou naivni lymfocyty aktivovany builkami prezentujicimi
antigen (APC) a efektorova mista, kde efektorové bunky (aktivované lymfocyty a vrozené
imunitni bunky) lokaln¢ kontroluji cizi agens [33]. Napiiklad lymfaticka tkan spojena
s gastrointestinalnim traktem (GALT) zahrnuje Peyerovy platy (n€kdy téz Peyerovy plaky, PP),
mezenterické  lymfatické  uzliny, mandle, organizované¢ lymfatické  organy,
které jsou primarnimi misty indukce odpovédi stfevniho imunitniho systému [35]. MALT
se lisi velikostné, organizacné a funkené v zavislosti na lokalizaci a na cilové tkani, které slouzi
[33]. MALT se proto Casto odliSuje podskupinami, jako je lymfoidni tkan spojena s nosni
sliznici (NALT), lymfoidni tkan spojena s priduskami (BALT) a jiz zminény GALT. Obecné
je MALT organizovan stejnym zptsobem jako lymfaticka uzlina [39].

Slizni¢ni imunitni systém obsahuje asi 80 % imunitnich bunék téla (tzn., Ze obsahuje
asi 3/4 vsech lymfocytt v té€le) a dochazi v nich k nejvétsi produkci imunoglobulind, hlavné
v tkanich gastrointestinalniho traktu (GIT), kde je na nejrozsahlej$im epitelovém povrchu
organismu (tj. na stfevni sliznici), pfitomno nejvEétsi mnozstvi imunogennich podnétd
pochazejicich z potravy (n€kolik tun potravy za zivot) a z komensalni stfevni mikroflory [1].
Za urcitych podminek je mozné podanim urcitych muko6znich imunogenti indukovat systémovy
fenomén imunosuprese, nazyvany oralni tolerance [39].

Slizni¢ni imunitni systém muze byt rozdélen na efektorové a induktivni mechanismy.
Induktivni mechanismy se nachazeji v oblastech, kde oznaceni antigenu vede k pocatecni
aktivaci imunitnich bunék, zatimco v efektorovych mistech mohou protilatky a bunky

imunitniho systému plnit svou specifickou funkci az po jejich aktivaci [40].

1.1.4.1 Efektorové mechanismy

Slizni¢ni membrany maji ti1 urovné obrany proti cizim agens, které jsou aktivovany
podle nebezpeci, a to epitelidlni buiiky produkujici hlenové a antimikrobidlni nebo defenzinové
faktory [1]; pfirozené imunitni buniky (neutrofily, makrofagy, NK bunky, zirné buiky,
dendritické bunky — DC), které jsou navazany na slizni¢ni membrany, a mohou vyvolat
okamzitou nespecifickou imunitni odpovéd proti patogenim; a DC, které propojuji
mechanismy vrozené a specifické imunity a podili se na zahajeni specifickych protiinfekénich

a regula¢nich imunitnich odpovédi [39].
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1.1.4.2 Induktivni mechanismy

Antigeny na povrchu sliznice mohou byt zachyceny epitelidlnimi buinikami
nebo M-bunkami pfitomnymi v uréitych mukdznich tkanich specializovanymi na vychytavani
antigenti. M-bunky jsou specializované epitelové buiky, specificky umisténé v epitelu
asociovaném s folikuly (FAE) v slizni¢nich tkanich. Zachycuji a transportuji cizi ¢astice
pies epitelovou bariéru do diferencovanych lymfoidnich bunék [42]. Transcytované castice
jsou nasledné vychytavany B lymfocyty, aby se aktivovala sekrece sIgA (slizniéni odpoveéd),
nebo DC, které prezentuji antigeny T lymfocytim, aby se zah4jila produkce IgG (humoralni
odpovéd). DC které patii mezi antigeny prezentujici bunky (APC), pfimo vychytavaji antigeny
v lumenu sliznice rozsitenim jejich dendriti mezi epitelidlni buiiky. Tyto APC poté migruji
do induk¢énich mist pro aktivaci naivnich T lymfocyti CD 4+ a CD 8+ [37]. Vzhledem
ke klicové tloze M-bunck pii dodavani antigenu pies epitelidlni bariéru, jsou M-buiky
nejpiistupnéj$im cilem pro transport antigenu na slizni¢énim povrchu k vyvolani slizni¢ni
imunity [42].

Neékteré antigeny mohou byt prezentovany piimo IEL bunkami — intraepitelialni
T lymfocyty, které jsou pritomny v savéim GIT a reprodukénim traktu. DéEli se podle toho,
zda exprimuji o T bunécny receptor (TCR) nebo yo T bunéény receptor. Indukované IEL T
lymfocyty (TCR af+ CDS8 af+) jsou generovany z naivnich T lymfocyti béhem imunitni
odpovédi. Vétsina IEL T lymfocytl jsou CD 3+. Kolem 75 % vSech IEL T lymfocytl exprimuje
CD 8 koreceptor. Maji schopnost specificky ni¢it patogeny. Vykazuji aktivitu podobnou NK T
lymfocytim a produkuji fadu cytokind, které jsou typicky produkovany T pomocnymi
lymfocyty typu 1 (Thl) a Th2 [37].

Mezi parametry ovliviiujici vyvolanou imunitni odpovéd’ se fadi povaha antigend,
jejich koncentrace, biologicka dostupnost, typ pouzit¢tho APC a mikroprostiedi. Antigenni
prezentace vé€tSiny nepatogennich cizich molekul na sliznicni DC vede k imunosupresi.
Tento typ imunitni odpovédi je vysvétlen generovanim Th2 a regulaénich T lymfocytd (Treg)
produkujicich IL-10 nebo TGF-B. Naproti tomu antigeny a imunostimula¢ni molekuly vétSiny
patogeni nesou specifické molekularni znaky nebo nebezpecné signaly PAMPS (molekularni
struktury/vzory typické pro povrch bunék patogennich mikroorganismi). PAMPS
jsou rozpoznavany PRRS (receptory rozeznavajici molekulové vzory) na povrchu APC.
Receptory PRR jsou napt. Toll-like receptory (TLR), C-lektinové receptory ¢i NOD like
receptory (NLR). Aktivace téchto odlisnych detektori nebezpeéi spousti kaskadu signalt
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vedoucich k zahajeni antiinfekénich humordlnich a bunéénych imunitnich odpovédi
a ke kontrole oralni tolerance [1].

Aktivované B a T lymfocyty migruji do krevniho fecist¢ pomoci eferentni lymfy
a selektivné se disperguji do efektorovych mukoznich tkani, aby se diferencovaly na efektorové
bunky (plazmatické bunky vylucujici protilatky, cytotoxické bunky, regula¢ni buiky) [37].
Kontingent aktivovanych lymfocyti na induktorovych mistech se pfevadi na pamétové bunky,
které cirkuluji mezi riznymi indukénimi misty. Migrace efektorovych buné€k do sliznice zavisi
na chemotaktickych (chemokinech) a/nebo zanétlivych faktorech produkovanych slizni¢nim
mikroprostiedim. Jejich lokalizace na sliznici je ftizena mechanismy molekularniho
rozpoznavani sliznic omezenymi na specifické integriny a adresiny [39].

Anjuére a Czerkinsky [1] dosli k nazoru, ze DC v mistech indukovanych na sliznici hraji
dulezitou roli pii selektivni migraci Slizni¢nich lymfocytt. V této studii ukazali, ze mysi DC
izolované¢ z mezenterickych ganglii a Peyerovych plaki zvySuji expresi a4B7 integrinu
a chemokinového receptoru CCR9 na povrchu aktivovanych T lymfocytd. V tomto G¢inku
byla zapojena kyselina retinova (metabolit vitaminu A) produkovana nékterymi populacemi
intestindlnich DC. Kyselina retinova je dulezitym determinantem intestinalni imunity.
Hraje dtlezitou roli v bunécném rastu, diferenciaci, organogenezi a reprodukci. Podnécuje
dendritické buiiky k exprimovani CD 103 a k samoprodukci kyseliny retinové, coz indukuje
T lymfocytarni receptory a4p7 a CCR9 a zvySuje diferenciaci Foxp3 + indukovatelnych
Treg lymfocyta zprostiedkovanych transformaci rastového faktoru (TGF)-B [43].
Také bylo prokazano, ze intestinalni DCs exprimujici integriny aEB7 (CD 103) jsou odpovédné
za diferenciaci CD 4 a CD 8 T lymfocyti do efektorovych bunék, aby se diferenciovaly
Vv slizniéni bunky. VSechny tyto poznatky ¢aste¢né vysvétluji koncepci rozdéleni MALT.
Pti vakcina¢nim postupu je cesta imunizace zvolena podle mista, kde ma byt exprimovana
efektorova odezva [1].

Zatimco oralni imunizace mize indukovat vyznamnou protiladtkovou odpovéd’ v tenkém
stievé, ve vzestupném traéniku a v slinnych a mléénych zldzach, neni tato cesta ucinna
pro produkci protilatek IgA v distalnim segmentu tlustého stfeva, v mandlich a v délozni
sliznici. Nazalni imunizace prednostné indukuje tvorbu protilatek ve sliznici dychaciho tstroji
a v regionalnich (nosnich a slinnych) sekretech. Zajimavym zjisténim pro vyvoj vakcin proti
pohlavné pienosnym chorobam bylo, Ze miize nasalni imunizace indukovat odpovéd’ protilatek

v cervikovaginalni sliznici [1].
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1.1.4.3 Ochranna imunitni odpovéd’

Prevladajicim izotypem imunoglobulind, ktery je konstitutivné lokalizovan v slizni¢nim
hlenu a dalsich télnich sekretech (jako jsou sliny a slzy), je IgA. Jak v lamina propria,
tak v exokrinnich zlazach produkuje asi 80 % vsech ptitomnych B lymfocytt a plazmatickych
bun¢k polymerni IgA (Obrazek 2). Tyto polymerni IgA se diferencuji na sekreéni IgA,
nebot” se uvoliuji do hlenu a télnich sekretii prostfednictvim poly-lg receptoru. Sekrecni IgA
se sklada ze dvou molekul IgA (dimerni IgA), spojovaciho proteinu (fetézec J) a sekre¢ni
komponenty (SC). Komplex dimerniho fetézce IgA-J je produkovan B lymfocyty
v submukoéznich tkanich. SC je konstitutivné exprimovana bazolateralné na sekrecnich
epitelialnich bunkach a ptsobi jako receptor pro dimerni IgA [44]. Poté, co se IgA vaze
na SC, prochazi cely komplex transcytézou a je transportovan na apikalni povrch buiiky,

kde je sIgA komplex uvoliovan do prostiedi sliznice [6].

dimerni IgA sekrecni IgA

Obrazek 2: Schematické znazornéni dimerniho a sekreéniho IgA. Variabilni domény tézkych (VH) a lehkych (VL) fetézct
a konstantni domény tézkych (Cal, Ca2, Ca3) a lehkych (CL) fetézct. Prevzato a upraveno z: [6].

SC chrani sekre¢ni komplex IgA pied protedzami piitomnymi v prostiedi sliznice.
Jsou tedy vysoce rezistentni na Sirokou $kalu hostitelskych a mikrobialnich protedz. Dimerni
IgA jsou schopny soucasné vazat dva antigeny, a tak mohou byt vytvoreny velké komplexy
antigen-protilatka [6]. Nezavisle na antigenni specifité sIgA, podporuji bariérovou ochranu
proti patogeniim vazbou na povrchové molekuly exprimované patogeny. Timto zpiisobem [gA
neutralizuji mikroby a usnadnuji jejich odstranéni mukociliarnim odbouravanim, inhibuji
mikrobialni vazbu na epitelialni buiiky, absorpci potencialnich alergent a zvysuji aktivitu
laktoferinu a laktoperoxidazy [44]. SIgA nejsou ucinnym aktivatorem komplementu,
tudiz je mensi pravdépodobnost spusténi kaskady a zahdjeni vzniku zanétu. Denné se vylucuje
piiblizné 40 — 66 mg sIgA na kg télesné hmotnosti, zejména z GIT. Celkové mnozZstvi

syntetizované¢ho IgA je téméf dvojnasobné oproti mnozstvi IgG produkovaného denné u lidi.
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Zajimavym faktem je, ze hlavnimi efektorovymi latkami na slizni¢nich povrsich nejsou IgA
B lymfocytt, ale T lymfocyty (fenotypt CD 41 a CD 81) [6].

Specificka humoralni imunita slizni¢nich povrcht je tedy kontrolovana sIgA. Produkce
specifického IgA namifeného proti slizniénim patogenim nebo rozpustnym proteinovym
antigenim je T-dependentni. Cytokiny, véetné TGF-B a IL-10, produkované rtiznymi buitkami
slizni¢ni tkané (epitelidlni buiiky, ale také fibroblasty a vrozené imunitni buiiky), se podileji
na vzniku Th lymfocytt pti izotypovém piepinani slizni¢nich B lymfocyti a jejich diferenciaci
na plazmatické bunky produkujici IgA. To naznacuje vyznam slizni€niho mikroprostiedi.
Slizni¢ni ¢i sérové imunoglobuliny IgM ¢i IgG také prispivaji k imunitni obrané urogenitalni
sliznice a dychaciho traktu [41]. Slizni¢ni cytotoxické T lymfocyty (CTL) jsou hlavnimi
efektorovymi bunkami v imunitni obrané proti infekcim nékterymi patogeny (viry
a intracelularnimi parazity) [42]. Stimulace indukce CTL miZe byt také zprostfedkovana
piirodnimi bakterialnimi toxiny nebo jejich detoxikovanymi derivaty. Pro imunitni obranu
je také nezbytné generovani CD 4+ Th lymfocytt, které mohou aktivovat fagocyty béhem

virové ¢i bakterialni infekce [33].

1.1.4.4 Regulace imunitni odpovédi

MALT disponuje imunologickymi toleran¢nimi vlastnostmi pro kontrolu zanétlivych
odpovédi proti piebytku nepatogennich antigenii pfitomnych v Zzivotnim prostiedi [42].
Slizni¢ni tolerance mtize byt indukovédna riznymi regulacnimi mechanismy, vcetné¢ delece
nebo anergie aktivovanych lymfocyti nebo indukce Treg lymfocytu [39]. Na regulaci slizni¢ni
odpovédi se mohou podilet ruzné typy regula¢nich lymfocytt, jako jsou antigen-specifické
T lymfocyty [6] ¢i ptirozené CD 4+ CD 25+ T lymfocyty, které tidi proliferaci buné¢ného
kontaktu [1].

Intraepitelialni Tyd lymfocyty a intrahepatické lymfocyty se také mohou podilet
na regulaci imunitni odpovédi indukované inhalaci nebo pozitim antigend. Né&které stfevni
makrofagy mohou fidit zanét souvisejici s pfitomnosti patogenti prostfednictvim vrozené¢ho
expanze a pieziti riznych efektorovych lymfocyti (ochrannych a/nebo regulujicich) je fizena
APC. Mezi témito latkami maji rozhodujici vliv DC, které se nachazeji v mukozni tkani.
Stupen diferenciace a lokalizace DC v slizni¢ni tkani, stejné jako povaha antigenu (ktery je jimi
zachycovan), ma vyznamny ucéinek na zpusob indukované imunitni odpovédi (produktivni

reakce ¢i tolerance) [1].
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Vrozeny imunitni systém pfirozené interaguje s invazivnimi patogeny prostiednictvim
interakce ligand-receptor mezi jiz zminénymi PAMP a PRR, které jsou pfitomné na povrchu
leukocytl — manoézovy receptor, galaktdézovy receptor, receptor CD14, TLR, scavenger
receptory, ale také tfeba cytosolické NLR. Ruzné bunky, véetné neutrofilli, makrofagti a DC,
exprimuji na svych bunéénych povrsich PRR, které rozpoznévaji patogen jako extracelularni
Casticovy antigen. Po detekci PAMP na patogenech vyvolavaji PRR zanétlivé reakce,

které nejen ni¢i napadajici patogeny, ale také aktivuji adaptivni imunitni systém [45].

1.2 Slizni¢ni vakciny

Transport komplexnich molekul na sliznici (jako jsou peptidy, proteiny, oligonukleotidy
a plazmidy), je jednim z intenzivné studovanych témat v souvislosti s vakcinaci. PouZiti
koloidnich nosi¢t vyrobenych z hydrofilnich polysacharidi (napt. z chitosanu) je slibna
alternativa pro zlepSeni transportu makromolekul pies biologické povrchy [46]. Slizni¢ni
vakcinaci lze dodat antigenni latky nazalni, oralni, o¢ni, plicni, sublingvalni, rektalni
a vaginalni cestou (Tabulka 1) [47]. Nejcastéji studované cesty podani latek na sliznicich
jsou oralni a intranasalni. Oralni a intranazalni vakciny jsou v organismu snadngji distribuovany
nez injekéné aplikované vakciny, a navic umoznuji podani Siroké Skaly antigenu

a mohou tak G¢inn¢ indukovat systémovou i slizni¢ni imunitu [2].

Tabulka 1: Srovnani slizni¢nich vstupnich cest. Pfevzato a upraveno z: [47].

Cesta Vyhody Nevyhody Specifické funkce
Oralni Nejjednodussi, dobra Degradace antigenu v GIT GALT je zodpovédny
poddajnost pacienta za imunitni odpovéd’
Nasélni Rychlejsi a silngj$i imunita Antigen se miiZze piesmérovat Stimulace Th 1, Th 2
do CNS aCTL
Utinna indukce specifické

Nutné vyvarovani se
Rektalni exponovani antigenu nizkému
pH a proteolytickym enzymim

Vyloudeni vakciny a imunitni odpovédi v
neochotna spoluprace pacienta distalnich mistech
slizni¢niho imunitni systému

Plicni Cilena dodavka vakciny do K vakcinaci je nutny BALT je zodpovédny
alveol aerosolovy systém za imunitni odpovéd’
Sublingvélni Nejucinnéjsi pii 1é¢bé alergii | Mistni citlivost, jako je ordlni | Indukce Treg a aktivace Thl
I. typu svédéni lymfocytd
. Ucinna lokalni imunita proti Spatna oéni biologicka CALT je zodpovédny
Ocni oénim patogentim dostupnost, vliv slz a fedéni za imunitni odpovéd’

U¢inné navozeni lokalni
Vaginalni imunity, nizka enzymaticka
aktivita a relativné velky povrch

Neochotna spoluprace pacienta Imunitni odpovéd’ pod
hormonalni kontrolou
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1.2.1 Mechanismy pusobeni slizni¢ni vakciny
Slizni¢ni vakcina poskytuje ochranu pied infekcemi nasledujicimi mechanismy:
I. Indukuje produkci IgA protilatek, které brani neinvazivnimu patogenu
(napf. nebakterialniho ptivodu) pfed navazanim a kolonizaci povrchu sliznice [3].
II. Zabranuje invazivnimu patogenu proniknout a replikovat se v bunkach sliznice [48].
II1. Zabranuje vstupu bakterialniho toxinu na povrchu sliznice [48].
IV. Zabranuje produkci IgG v adhezi a pronikani patogenu pies sliznice, ktery ziskava piistup
prostiednictvim systémového ob&éhu do riznych tkani [47].
V. Aktivuje imunitni odpovéd’ zprostiedkovanou burnikami, ktera pomaha pii eliminaci

intracelularniho patogenu [2].

Mezi vyhody slizni¢nich vakcin (oproti parenteralni imunizaci) se fadi napiiklad snadnost
podavani ¢i neinvazivita. | pres tato pozitiva bylo pro lidské uziti dosud vyvinuto
jen velmi malo slizni¢nich vakcin s pouzitim celych mikroorganismu [5].

Utinnost peroralnich vakcin je stale komplikovana, nebot’ dochéazi k degradaci antigenu
v GIT a k nizkému vychytavani Peyerovymi plaky, které jsou umistény v dolnim ileu.
PP jsou hlavnim cilem oralné podavanych vakcin. Zaclenénim vakciny do mikrocasticovych
systému pro cileny transport 1€Civa, je vakcina chranéna pfed degradaci na své cesté do slizni¢ni
tkan¢ a je G¢inn¢ zacilena a absorbovana M-bunikami [49]. Kromé toho je obtizné endocytovat
Casticové vakciny ve stfevni sliznici. Aby se zvySila ucinnost absorpce ¢astic epitelovymi
bunikami, jsou vyzadovany razné piistupy a strategie, vCetné¢ modifikace jejich fyzikalné-
chemickych vlastnosti (aby se maximalizovala interakce Castic s endocytézovymi bunkami
pusobicimi ve stievech) [41].

U aerosolové pienasenych nemoci je Zadoucim zpusobem aplikace vakciny intranazalné
nebo inhala¢né, nebot plicni tkan poskytuje 75 — 140 m? plochy povrchu pro absorpci vakciny
nebo léCiva. Stény alveol jsou tenké jako S$itka jedné bunka, coz vytvari vzdalenost
mezi alveolarnim lumenem a systémovou cirkulaci pouze 400 nm. Tato cesta dodani
je konfrontovana riznymi faktory (vcetné slizni¢ni bariéry a systému clearance). Dusledkem
setrva¢nosti  v&tSich ¢astic v orofaryngu, konduktivnosti dychacich cest a gravita¢ni
sedimentace, je zabranéno Casticim vétsim nez 5 um k dosazeni ,hlubokych plic*,

zatimco Brownova difuze zptisobi, Ze vétsina ¢astic mensich nez 500 nm bude vydechnuta [50].
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1.2.2 Soucasné licencované slizni¢ni vakciny

Od 21. stoleti se slizni¢ni vakciny vyznamné dostaly do védeckého centra pozornosti.
Pii vyvoji slizni¢nich vakcin zpocatku dominovaly ordlni vakciny (napt. vyvoj vakciny
proti poliomyelitidé v roce 1960 ¢i proti adenoviru v roce 1980), avS§ak mnoho peroralnich
vakcin, které se v piedklinickych studiich ukézaly jako uc¢inné, v klinickych studiich selhalo.
V letech 1998 — 1999 byly zivé oslabené vakciny proti rotaviru a S. Typhi aspésné uvedeny
na trh. Nasledoval vyvoj intranazalnich vakcin a dnes se zkouma mnoho rdznych variant
pro dodavani slizni¢nich vakcin, véetné aerosolovych inhalaci a intravaginalnich, rektalnich
a sublingvalnich cest. Tyto cesty pro vakcinacni aplikace funguji prozatim dobie
na experimentalnich zvifecich modelech, ale pouze oralni a intranazalni aplikace byly dosud
pouzivany pro licencované lidské vakciny [51]. Kromé Zivych oslabenych vakcin se pouZzivaji
titi WHO ptedkvalifikované inaktivované peroralni vakciny proti cholefe (Dukoral®, Shanchol
™ a Euvichol®), u nichz bylo prokazano, ze poskytuji vysoké hladiny (60 —95%) dlouhodobou
(> 2 roky) ochranu [52].

Vétsina v souCasné dobé licencovanych humannich slizni¢nich vakcin zahrnuje atenuované
kmeny patogennich mikroorganismi, které si zachovavaji svou imunogenitu béhem prichodu
hornim GIT a mohou zacilit na induktivni imunitni mista v tenkém a tlustém stfevé
nebo v hornich cestach dychacich. Budouci slizni¢ni vakciny by mély byt vyrabény
s vice purifikovanymi slozkami antigenu, které budou relativné méné imunogenni [53].

Subjednotkové vakciny doposud neposkytly lidem dlouhodobou ochrannou slizniéni
imunitu. Slaba imunogenicita inertnich molekul a proteinovych subjednotkovych antigent
pro slizni¢ni podani, je z velké Casti zplisobena jejich neefektivni absorpci epitelem sliznice
a transportem do MALT. To odrazi vyznamné fyzické, biochemické a mikrobialni piekazky,
které musi oradlné¢ a nazadlné¢ podavané vakciny piekonat v GIT a respiratnim traktu,

aby bylo mozné ziskat a aktivovat imunitni buiiky sliznice [54].

1.2.3 Optimalizace podani o¢kovacich latek na sliznici

Preventivni nebo terapeutické slizni¢ni vakciny by mély byt navrzeny tak,
aby se zaméfily na lokalni imunitni systém [1]. Idealni vakcina by méla chranit vakcina¢ni
antigeny pred enzymatickymi nebo chemickymi degradacemi a omezit jejich eliminaci
nebo nadmérné ziedéni. Mélo by byt docileno uc¢inného vychytdvani a prezentace antigent
M-bunkami (M-buiky nosni lymfoidni tkané¢ funguji podobné jako buiky nalezené

v Peyerovych placich ve stievé, vice v kapitole 1.3.2) a v neposedni fadé byl méla vakcina
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stimulovat aktivaci vrozeného imunitniho systému a vyvolani dlouhodobé imunologické paméti
[55].

Expresni forma vakcinacnich antigend ma vyznamny vliv na typ a ucinnost imunitni
odpovédi. Rozpustné antigeny obecné vykazuji nizs$i imunogenitu v mukdznich vakcinach.
Slibnou strategii, jak prekonat tuto prekazku, je enkapsulace vakcinacnich antigenti
do vhodného transportniho systému. Biodegradovatelny polymerni nanocasticovy systém,
obvykle chranici antigeny pfed travicimi enzymy a pfirozenou imunitou, je obecné pfijiman
jako t¢inny nosi¢ pro slizni¢ni antigeny [56]. Dodani vakcina¢niho antigenu pies povrch
sliznice aktivuje slizni¢ni B a T lymfocyty a stimuluje IgA odpoveéd’, ktera pomaha pii vytvaieni
vzdalené slizni¢ni imunitni odpovédi. IgA pomahaji pii inhibici kolonizace slizni¢nich povrchti
patogeny a zvysuji cytotoxicitu zprostiedkovanou buikami v lumenu [5].

Protoze je slizni¢ni membrana rizné c¢lenéna, specifické misto kontaktu s antigenem
vyvola silnou imunitni odpovéd’ praveé v této oblasti, ale nemusi byt tak u¢inna ve vzdalenych
kompartmentech sliznice. Naptiklad imunitni odpoveéd’ vyvolana ordln¢ aplikovanou vakcinou
nemusi byt tak silna v sliznici dychaciho traktu, ve srovnani s jeji reakci vyvolanou v GIT [57].

Patogeny napadajici organismus parenterdlni cestou jsou ovliviiovany IgG pfitomnymi
v systémové cirkulaci. Od té chvile uz IgG nemaji zddnou roli v slizni¢ni imunité, patogeny
mohou touto cestou vniknout do téla. Naopak, slizni¢ni aplikace vede k produkci jak sekre¢nich
IgA, tak také k produkci IgG. VétSina patogentt prostupuje do lidského téla jednou
¢i vice slizni¢nimi cestami, je tedy stimulace produkce povrchovych protilatek IgA nejlepSim

zpusobem, jak patogen zachytit na vstupni urovni [47].

1.2.4 SloZeni slizni¢nich vakcin

Z4dné vakcina neni G¢inna, pokud neni formovana vhodnym zptisobem podporujicim
jeji imunogenicitu. Vakcina by méla obsahovat slozky, které umoziuji u¢inné vychytavani
antigena pres slizni¢éni membranu. Antigeny dodavané v ¢ésticich jsou lépe rozpoznavany
vrozenym imunitnim systémem, a jsou tedy silnéjS$imi induktory slizni¢ni imunitni odpovédi
nez rozpustné antigeny. Je pravdépodobné, ze vakciny zalozené na nanotechnologiich
budou nejucinnéjSimi transportnimi prostiedky pro nezivé subjednotkové slizni¢ni vakciny,
nebot’ je mozné modifikovat jejich velikost, obsah a vlastnosti cileni na buiiky imunitniho
systému. Optimalni skladba slizni¢ni vakciny, véetné vhodné kombinace antigent a nosic¢u

lé¢iv, by méla byt schopna vyvolat komplexni sérii ochrannych imunitnich odpovédi.
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Avsak optimalni chemické slozeni nanocastic pro ucinnou stimulaci slizni¢nich imunitnich
odpovédi je stale predmétem mnoha studii [53].

Pro inaktivované slizni¢ni vakciny existuji rizné rozpustné formulace. Pfistup
vakcinovych antigenti k tkdnim, které aktivuji imunitni buniky, je branén neustale se obnovujici
slizovou vrstvou, ktera pokryva slizni¢ni tkané. Aby se zvysila Sance na uc¢innou absorpci
antigenu, byly vyvinuty slizni¢ni vakciny, které obsahuji slozky, jako jsou mukoadhezivni
chitosan a skrob, které zlepsuji adhezi na slizni¢ni membrany. Cilem je vytvofit tésny kontakt
mezi rozpustnymi vakcina¢nimi antigeny a mukézni membranou. Pouziti téchto rozpustnych
formulaci je zatim Céastecné UspéSné, ackoli volba adjuvans spiSe nez mukoadheziva,
se v mnoha ptipadech jevi jako klicova pro uc¢innost vakciny. Bylo vSak prokazano, Ze chitosan
ma jak mukoadhezivni, tak adjuvantni vlastnosti, a muze tak plnit dvé funkce, které zvysSuji
ucinnost vakciny. Mukoadhezivni formulace u¢inné zvySuji intranasilni a intravaginalni
imunizaci, pravdépodobné kvuli dlouhodobé retenci antigenu [58].

Pro zlepSeni ucinnosti slizni¢nich vakcin mohou byt pouzity transportni systémy
zprostiedkované ¢asticemi. Idedlni systém pro dodavani c¢astic pro slizniéni vakcinaci
by mél byt schopen zacilit na nezbytnou slizni¢ni oblast, umoznit interakci s builkami,
které jsou pfedmétem zajmu, a poskytnout ochranu vakcina¢niho antigenu béhem dodani [23].

Vakciny na bazi ¢astic jsou obecné G¢inngjsi neZ rozpustné antigeny pii stimulaci
ochranné imunitni reakce. Piikladem jsou napft. virové Castice, bakteridlni ¢astice, biologicky
rozlozitelné mikro¢astice, nanodastice a imunostimulaéni komplexy. Casticové vakciny
mohou navazat tésny kontakt se slizni¢nim epitelem prostiednictvim zaclenéni ,kotvicich®
zafizeni (jako jsou lektiny a specifické imunoglobuliny), ktera maji adhezivni vlastnosti
nebo prostfednictvim zaclenéni imunomodulac¢nich molekul (jako jsou TLR ligandy),

které se vazou na odlisné receptory [53].
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Cileni vakcin na slizni¢ni povrchy muize byt provedeno vhodnymi zplsoby aplikace
a zaClenénim slozek zamétujicich se na sliznice nebo M-buiiky na nosi¢ovy systém Castic [23].
Cileni ¢astic na slizni¢ni membranu také usnadiiuje absorpci antigenu pies epitelidlni bariéru
(Obrazek 3) prostfednictvim specializovaného epitelu asociovaného s folikuly (FAE),
ktery ptekryva MALT. To umoziuje zacileni ¢astic piimo na APC a cilenou modulaci
uvolinovani chemokinl a cytokinti pro zvySeni aktivace T lymfocyti zvySenou ko-stimulaci
[59].

intestinalni lumen o %5 O nanocastice

epitelialni bunky

bazalni membrana

cytokiny chemokiny
lamina propria

Peyerovy plaky

aferentni lymfa

lymfaticka

uzlina :
eferentni lymfa efektorové buiiky
—

-S-IgA, S-
Obrazek 3: Imunitni reakce pfi expozici nanoCasticemi. Pfevzato a upraveno z: [40].

Casticové vakciny jsou snadno absorbovany APC, nebot’ velikost ¢asticovych vakein
je srovnatelna s velikosti b&znych patogend. Castice vétsi nez 0,5 pum jsou internalizovany
vV APC prostfednictvim fagocytézy, zatimco rozpustné antigeny nebo mensi castice
jsou vyznamné internalizovany endocytozou [60]. Internalizace ¢asticovych vakcin
prostiednictvim fagocytozy do fagozomi ma klicové diasledky, nebot fagozomy
jsou povazovany za kompetentni organely pro , cross® (kfiZovou) prezentaci antigent.
Na rozdil od rozpustnych antigenti, které jsou pfednostné prezentovany cestou MHC Il. tfidy,
mohou ¢asticové antigeny internalizované ve fagozomech vstoupit jak do komplexu s MHC I.
tiidy, tak s MHC II. tfidy. Timto je umoznéna indukce odpovédi CTL, coz je vlastnost,
ktera neni dosazitelna endocytozou rozpustnych antigenti. Tyto bunééné imunitni reakce hraji
dulezitou roli pti prevenci infekcich zptisobenych intracelularnimi viry a bakteriemi [53].

Konkrétni typ FAE, skladajici se z M-buné€k a nachazejici se nad NALT a Peyerovymi
plaky, ma specidlni vlastnosti, které umoznuji pohlceni a transcelularni transport antigenti

do subepitelidlniho povrchu. Na tomto povrchu mohou antigeny stimulovat specifické
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CD 4+ T lymfocyty v mezifolikularnich oblastech [61]. Cileni slizni¢nich vakcin na M-buiiky
bylo uspésné prozkoumano s vyuzitim agonistd TLR, specifickych lektint (jako je aglutinin
Ulex europaeus) a protilatek specifickych pro markery povrchovych M-bunék
(jako je glykoprotein) [62].

Tvar a velikost ¢astic je mozné modifikovat, aby se maximalizovaly interakce
na bunééné urovni. Fagocytarni builky jsou schopné pftijimat Castice o velikosti 1 a 5 pm,
a proto zacileni na tyto buiiky ve stfevnim nebo respira¢nim traktu umoznuje pouziti vétSich
¢astic. Naproti tomu epitelidlni buitky mohou endocytovat pouze Castice, které jsou v rozsahu
nano velikosti, coz poskytuje vétsi potencial pro absorpci ¢astic. Uspéina fagocytoza &astic
zavisi na jejich tvaru a velikosti. Naptiklad sférické a protdhlé¢ Castice jsou obecné snaze
fagocytovany ve srovnani s diskovitymi ¢asticemi Se stejnym objemu [63]. Regulace velikosti
a tvaru ¢astic je tedy nezbytnd pro fizeni a zlepSeni interakci ¢astic se zamysSlenymi cilovymi
bunkami. Dulezitd je také ochrana vakcina¢niho antigenu béhem transportu, kterd muze
byt zprosttedkovana pouzitim Casticovych transportnich systémt, které jsou kompatibilni
se specifickou cestou podani a typem antigenu. Kromé zvazeni typu vakciny a transportnich

strategii, slizni¢ni vakciny Casto vyZzaduji pomocné latky (adjuvans) [53].

1.2.5 Intranasalni vakcinace

Nazaln¢ podavané vakciny musi byt na rozdil od perordlniho podani transportovany
na velmi kratkou vzdalenost a ptisobit v nosni dutin€¢ pouze asi 15 minut. Nejsou vystaveny
nizkym hodnotam pH a degradujicim enzymiim. Proto v pfipad¢ nazalniho podani nemusi
byt vakcina nutné zaClenéna do mikrocastic, ale mize byt podavana spole¢né jako roztok
chitosanu nebo praskové substance. Vyhody nasalni vakcinace oproti perordlni vakcinaci

jsou uvedeny v Tabulce 2 [49].

Tabulka 2: Vyhody nasalni vakcinace oproti peroralni vakcinaci.

Vyssi propustnost slizni¢ni membrany ve srovnani s Gl slizni¢ni membranou. [65]
Ochrana antigenu pred vystavenim nizkému pH. [47]
Nizka enzymaticka aktivita ve srovnani s GIT. [66]
NALT se sklada z DC, jeZ jsou nejiéinnéjsi buiiky prezentujici antigen. [65]
Nasalni vakcinace vede ke stimulaci antigen specifickych Thl a Th2 lymfocytt. [3]
Nasalni sliznice produkuje rychlejsi a siln€jsi imunitni odpoved’ 2]
ve srovnani s oralni cestou vakcinace.

NALT si uchovava dlouhodobou pamét, [34]

proto nésledna expozice antigenu vede k rychlé imunitni reakci.
Intranazélni vakcinace mize také stimulovat odpovéd’ zprostfedkovanou CTL, [34]

které hraje dtlezitou roli pii eliminovani intracelularnich patogent a virt.
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Nosni sliznice predstavuje vhodny alternativni zptisob ockovani. Nosni lymfoidni tkan
je zodpovédnd za stimulaci imunitni odpovédi. NALT je anatomicky podobny GALT,
ale ma rozvinutéjsi lymfoidni folikuly nez GALT, a také se sklada z ¢etnych M-bunék, DC
a nékolika poharkovych bunc¢k. M-buniky NALT funguji podobné jako buiiky nalezené
Vv Peyerovych placich ve stfevé [47]. Na nosni sliznici je mozné aplikovat bud’ samotné
mikroorganismy formou témét vSech jiz zminénych vakcin nebo také ve smési s urychlovaci
penetrace, piipadn¢ ve form¢ mikroc¢astic obalenych membranou, imunostimulac¢nich
komplexi ¢i liposomi [64].

Pfi nazalni vakcinaci vytvari antigen bud’ imunitni odpovéd’ nebo rozviji toleranci [67].
Partidos et al ve studii uvedl, Ze se toto rozhodnuti tidi fyzikalni povahou antigenu
a jeho interakci s NALT [68]. Ackoli je tolerance v pfipadé ockovani nezadouci,
muze to byt velmi ucinny nastroj proti autoimunnim onemocnénim [69]. Zjistilo se, ze Casticové
antigeny vykazuji slizni¢ni imunitni odpovéd, zatimco rozpustné antigeny navozuji
systémovou imunitni odpovéd’. Tento rozdil je zplisoben usnadnénou difuzi rozpustného
antigenu pres nosni epitel, ktery je prezentovan povrchovym cervikalnim lymfatickym uzlinam
a stimuluje produkci IgG. Zatimco M-bunky v NALT selektivné pfijimaji ¢asticovy antigen

a stimuluji tvorbu IgA protilatek [49].

Na celém svéte jsou licencovany nejméné tfi nosni vakciny [64]. Vakcina ve spreji uréena
pro nasalni uziti proti chiipce zvana FluMist, slozend z zivého atenuovaného a na chlad
adaptovaného viru chiipky, byla prvni pokroc¢ilou intranazalni vakcinou pouzitou v roce 2003
ve Spojenych statech [70]. Druhou vakcinou je Fluenz, coz je kvadrivalentni vakcina
proti chiipce. Tteti vakcin€ nazyvané NasoVac (proti pandemii chiipky A/Kalifornie/7/2009
HINT) udélil licenci Indicky sérovy institut [64].

1.3 Adjuvans

Adjuvans jsou pomocné latky pouzivané pro zlepSeni efektivnosti vakcinace. Slizni¢ni
vakciny se samotnym antigenem casto nevyvolavaji silnou imunitni odpovéd’ dostatecnou
k zajisténi dlouhodobé ochrany pted infekci [72]. Pomocné latky zlepSuji imunogenicitu méné
imunogennich vakcinovych proteinii nebo peptidi [35]. Hraji dalezitou roli v modernich
vakcinach tak, ze pusobi jako ,,spojka” mezi vrozenou a adaptivni imunitou. Adjuvans
jsou molekuly nebo makromolekularni struktury, které v misté podani zajist'uji aktivaci

eozinofilti a produkci IgE rozvojem lokalniho zanétu [72]. Adjuvans zlepsuji vakcinacni
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ucinky, a to zvySenim produkce cytokinl, indukci protilatek, pfepinanim tfid a cilenim
na luminalni povrch s naslednou absorpci M-bunkami. Piidavek adjuvans k vakcindm zvysuje
imunogenitu antigenniho proteinu, ¢imz snizuje pozadované davky antigenu [73]. Pii vyvoji
vakcin je volba adjuvans Casto stejné dulezita, jako vybér vhodného antigenu [74]. Vybérem
vhodného adjuvans lze ovlivnit kvalitu imunitni odpovédi — zejména vyvoj klonti B lymfocytt
s vysokou afinitou, pamétovych B-bunék a plazmatickych bun¢k [75]. Adjuvans slouzi zaroven
jako sorbenty, pricemz vznikld gelova struktura muze pozitivné ovlivnit i délku imunitni

odpovedi [10].

1.3.1 Typy adjuvans

Slizni¢ni adjuvans lze rozdélit na imunostimulatory a transportni systémy
nebo kombinace obou, a to imunostimula¢ni komplexy (ISCOMS). Slizni¢ni adjuvantni
aktivita ISCOMS souvisi se slozkou téchto systému, odvozenou od saponint.
Mezi imunostimulac¢ni adjuvans se fadi tepelné labilni enterotoxin E. coli (LT), enterotoxin
bakterie Vibrio cholerae (CT), Toll-like receptorové (TLR) ligandy ¢i cytokiny.
Imunostimula¢ni adjuvans jsou schopna aktivovat vrozenou imunitu ptimo, zatimco transportni
systémy (napf. virim podobné castice, lipozomy a archeozomy), chrani antigeny pied
nepiiznivymi podminkami a cilenymi M-bunikami na mukoéznich povrSich. Aplikaéni
transportni systémy zprostfedkované ¢asticemi mohou byt zacileny na M-butiky povrchovymi
modifikacemi — mukoadhezivy a lektiny, které se pfirozené vazou na povrchy M-bunék [72].
M-buriky jsou idealnim cilem slizni¢nich vakcinacnich strategii. Nejen, Ze jsou lokalizovany
na FAE slizni¢nich imunitnich indukénich mistech, ale mnoho APC se vyskytuje pobliz
M-bun¢k. Membranové epitelové bunky specificky exprimuji protein GP, ktery do téchto bunék
fidi transcytozu bakterialniho adhesinu FimH+. Proto mohou byt pouzity markery specifické
pro M-bunky pro dodavani antigenu do slizni¢nich imunitnich induk¢énich mist [76].

Dalsi typ receptorem zprostfedkovaného slizni¢niho adjuvans zahrnuje molekuly,
které se vazou na receptory rozpoznavajici vzory (napi. TLR a mannosové receptory),
které se nachazeji na makrofazich a DC [72]. Piikladem PAMP vazajiciho se na tyto receptory
jsou lipopolysacharidy z Gram negativnich bakterii. Tyto molekuly se sdruzuji s TLR4
bunkami prezentujicimi antigen, coz vede k uvolnéni riznych prozanétlivych cytokint, které
mohou ovlivnit adaptivni imunitni odpovéd’ a k aktivaci B lymfocyti [76].

Schopnost adjuvans plnit svij cil zavisi na jeji struktufe a fyzikalné-chemickych

vlastnostech ve vztahu k bunéénym receptorim a typim antigenu. Mezi genové slizni¢ni
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pomocné latky patfi mimo jiné proteinové toxiny, rekombinantni proteinové podjednotky
a nukleové kyseliny, z nichz kazda ma potencial zvysit G¢innost slizni¢nich vakein [72].

Adjuvans mohou byt zivé vektory (napi. Salmonella a Adenovirus), které se pomoci
genovych rekombinaénich technik modifikuji tak, aby exprimovaly relevantni proteiny [3].
Adjuvans zivého vektoru mize fungovat jako systém pro dodavani antigenu
i jako imunomodulancium. Zivé vektory byvaji ¢asto nestabilni a méalo vakcin zaloZzenych
na této technologii dosahlo klinické praxe. NeZivé pomocné latky mohou byt slozeny z lipidu
nebo gelu, pro vytvoteni depotniho tginku po aplikovani vakciny. Radi se sem také liposomy
a polylaktidové/polyglykolidové mikrosféry; nebo modulatory (jako je muramyl dipeptid
a monofosforyl lipid A) [34].

Idealni slizni¢ni adjuvans by mélo podporovat absorpci antigenu riznymi slizni¢nimi
cestami; chranit pfed enzymatickym S$tépenim; posilit imunologickou pamét’
byt nekarcinogenni a nepyrogenni; byt stabilni v Sirokém rozmezi pH a stimulovat silné
humoralni a bunééné imunitni reakce [3]. Nejslibnéjsi mukézni adjuvans jsou odvozena
od bakteridlnich toxini, cytokinii ¢i1 TLR. Hlinikova stl je jednou z nejpouzivanéjSich
parenteralnich pomocnych latek, ptesto je vSak slabym induktorem slizni¢ni imunitni odpovédi,
nebot’ vyvoldva tvorbu IgE protilatek. DalSimi pouzivanymi adjuvans jsou cytokiny
(IL-1, IL-2, IL-12), chitosan, QS21: purifikovana frakce Quil A, MF59: olej (skvalen)
jako emulze ve vodé, MPL: netoxicky derivat LPS ¢i muramyl dipeptid [5, 10].

1.3.1.1 Cholerovy toxin a tepeln¢ labilni enterotoxin

Nejvice studované a nejacinnéjsi sliznicni pomocné latky, v experimentalnich
systémech, jsou toxin cholery (CT) a tepelné labilni enterotoxin (LT) E. coli [46].
Jejich toxicita v8ak omezuje jejich pouziti pro vakcinaci lidi [94]. CT nebo LT E. coli
jsou nejsiln€jsi sliznicni dosud znamé adjuvans. Tyto toxiny jsou si velmi podobné
a enzymaticky ribosyluzuji Gs protein adenylylcyklazy usnadnujici tvorbu cAMP. Slizni¢ni
imunitni odpovéd’ u holotoxinovych (sestaveny z nékolika podjednotek) adjuvans
je pravdépodobné zavisla na DC [72]. Studie vSak naznacuji, ze neaktivuji vrozeny imunitni
systém prostfednictvim TLR nebo NLR [77]. V poslednich letech bylo vynalozeno velké usili
na generovani toxikologicky pfijatelnych derivati téchto toxint Se zachovanou adjuvantni
aktivitou pro lidské pouziti [46]. Nasalni podavani derivati LT a CT mize byt nepiedvidatelné,
vzhledem k jejich potencialnim vazebnym vlastnostem Kk neuronim. Zatimco pouziti oralni

cestou bylo prokazano jako bezpec¢né [78]. CT a LT mohou ovlivnit nékolik krokut pti indukci
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slizni¢ni imunitni odpovédi. Tyto ucinky (samotné nebo v kombinaci) zahrnuji zvysenou
propustnost intestinalniho epitelu vedouciho k zvySenému vychytdvani soucasn¢ podavaného
antigenu; zvysenou prezentaci antigenu rdznymi APC; podporou izotypové diferenciace
v B lymfocyty vedouci ke zvySeni tvorby IgA. V neposledni fadé tyto ucinky zahrnuji
komplexy stimulac¢nich i inhibi¢nich u¢inki na proliferaci T lymfocytt a produkci cytokind
[33].

Novou generaci pomocnych latek by moly ptedstavovat PAMP. Mezi témito PAMPs
je TLR-9 specificka nemethylovana bakterialni DNA (CpG), ktera stimuluje vrozenou imunitu
a specifickou imunitu po nasélni, oralni a genitalni imunizaci. Adjuvantni aktivita molekul

podobnych CpG miiZe byt zna¢né zvySena jejich vazbou na CTB [33].

1.3.1.2 Cytokiny a chemokiny

Cytokiny a chemokiny jsou malé proteiny uvolfiované riznymi typy bunék
ajsou také zkoumany v souvislosti s aktivaci slizni¢niho imunitniho systému za uc¢elem zvyseni
lokalni aktivity CTL a/nebo ke zvySeni titri IgG a IgA. Cytokiny IL-1, IL-2, INF-y
a granulocytarni a makrofagy stimulujici faktor (GM-CSF) byly pouzity jako adjuvans
s ohlaSenym tuspéchem v riznych preklinickych studiich vakcin. Zejména cytokiny IL-1,
IL-1a, IL-1B, IL-18 a IL-33 pouzité jako adjuvans v rekombinantni vakcing proti hemaglutininu
viru chiipky byly schopny vyznamné stimulovat produkci nazalnich IgA a anti-rHA 1gG

po intranazalni vakcinaci u mysi [79].

1.3.1.3 Aktivatory zirnych bun¢k

Predpoklada se, ze aktivatory zirnych bunék pomahaji pfi aktivaci a uvolnovani
zanétlivych mediatort a migraci imunitnich bunék do drendznich lymfatickych uzlin,
¢imz aktivuji DC, které hraji dulezitou roli v imunitni odpovédi [80]. Sloucenina 48/80
(C48/80) je aktivujici polymer zirnych bunék. Slouc¢enina 48/80 je smésny polymer p-methoxy-
N-methylfenylethylaminu zesitény formaldehydem a Siroce pouzivany pro stimulaci Zirnych
bunék nezavislou na IgE. Je to G¢inné potencialni slizni¢ni adjuvans. Subkutanni nebo nazalni
podéani u zvifat s vakcina¢nimi antigeny a aktivatory zirnych bunck jako adjuvans, indukuji

vysoké mnozstvi antigen-specifického IgG v séru [81].
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1.3.1.4 Soli hliniku

Klinicky schvalené adjuvans sestavajici ze srazenin fosforecnanu hlinité¢ho a hydroxidu
hlinitého, obsahuje na povrchu adsorbované antigeny [10]. Ackoliv se tradi¢né predpoklada,
7ze primarn¢ pusobi vytvorenim dlouhodobého depotu pro antigen a podporou
jejich vychytavani APC, je nyni ziejmé, Ze vrozena imunitni stimulace hraje primarni tlohu
v adjuvantni aktivité hlinitych soli. Toto adjuvans se pouziva primarné pro zvySeni produkce
protilatek. Hlinité soli nevyuzivaji TLR pro svou funkci in vivo [7]. Soli hliniku
vSak nedokazou poskytnout adekvatni zvySeni protilatkové odezvy na malé peptidy,
jakoz i1 nékteré vakciny (proti tyfu a chiipce). Obecné je znamo, Ze hlinik je Spatnym
adjuvantnim prosttedkem pro indukci cytotoxické T bunééné imunity a Th1, které jsou potiebné

k boji proti nékolika Zivot ohrozujicim infekcim [82].

1.3.1.5 Freundovo adjuvans

Kompletni Freundovo adjuvans (CFA) je smés parafinového oleje a povrchové
aktivniho Cinidla s tepelné usmrcenymi Mycobacterium tuberculosis nebo M. butryicum,
ve kterych jsou emulgovany vodné roztoky antigenti. ACkoliv je CFA nepfijatelné pro humanni
pouziti, studie tykajici se zptisobu ucinku tohoto silného adjuvans mohou poskytnout uzitecné
informace pro navrh vakciny. Imunizace proteinovymi antigeny v CFA vede k silnym Thl

a Th17 bunéénym reakcim, které jsou zavislé na mykobakterialni slozce [10].

1.3.1.6 Chitosan
Chitosan je jednou z nejvyhledavanéjsich komponent pro syntézu nanocastic pro cileny
transport 1é¢iv. Chitosan (Obrazek 4) ma silny adjuvantni ucinek srovnatelny s Freundovym

adjuvans, coz bylo prokazano u zinek-chitosanovych ¢astic a emulze obsahujici chitosan [4].

CH,OH CH,0H CH,0H
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- —an
CHj;
Chitosan

Obrizek 4: Chemicka struktura chitosanu. Modré ipka oznaguje jednotku D-glukosaminu. Cervena Sipka oznaduje

N-acetyl-D-glukosaminovou jednotku a zeleny kruh oznac¢uje funkéni aminoskupinu. Pfevzato a upraveno z: [83].

Pozitivni aminovéa skupina chitosanu muZe elektrostatickou interakci vazat stabilni

nanocastice s aniontovym materidlem, jako je gen, lék, protein ¢i mald molekula [84].
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Jako adjuvantni systém chitosan stimuluje silnou humoralni i buné¢nou imunitni odpovéd'.
Jako transportni systém pisobi jako (i) inhibitor mukociliarni clearance volné vakciny
a poté ucinné absorpce bunck, (ii) inhibitor enzymatické (protedzy/nukledzy) degradace
vakcinacnich antigent, (iii) prodluzuje expozici vakciny a (iv) cilen¢ transportuje vakciny
k APC [85]. Kromé toho, v zavislosti na typu a fyzikalné-chemickych vlastnosti ¢astic, mohou
nanocastice stimulovat imunitni odpovéd’ spusténim silné adaptivni zanétlivé odpovédi cestou
NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3) a sekreci prozanétlivych cytokinu, IL-1P
a IL-18. Studie ukéazaly, ze pozitivné nabité c¢astice, jako je chitosan nebo polymerni
chitosanové Céstice, mohou aktivovat zanétlivé bunky, sekreci prozanétlivych cytokini
a naslednou aktivaci Thl, Th2 a Thl17 [86]. Vlastnosti, struktura a vyuziti chitosanu
a chitosanovych nanocastic jsou uvedeny v kapitole 1.4.2.1.

V piipadé peroralniho podani vakciny na bazi chitosanu Jain a kol. [87] uvadi, ze zptsob
uvolinovani antigenu neni kontinualni, a je také méné spolehlivy (kvili vysoké rozpustnosti
CS v kyselém prostiedi). K pieckonani tohoto problému zapouzdiili CS-NP do lipidového
vezikularniho systému (napf. liposomy ¢&i niosomy). U albinotickych krys uvadeli detekci
vysokych titri IgA a IgG s pouzitim CS-NP sbovinnim sérovym albuminem (BSA)
enkapsulovanych v liposomech a niosomech. V roce 2006, Borges et al. [88] zvefejnili studii,
ve které pouzili alginatem potazené CS-NP s ovalbuminem jako vakcinu aplikovanou u krys.

Zjistili zvySenou produkci a vysoké titry protilatek IgA.

1.4 Nanocasticové transportni systémy pro transmukaézni podani latek
Pouziti nanocastic pro terapeutické a diagnostické ucely, stejn¢ jako pokrok
v transportovani 1ékt je dilezité a velmi potiebné. Tradicni 1éCiva, kterd jsou k dispozici
pro oralni nebo injek¢éni podéni, nejsou vzdy vyrdbéna s optimalnim slozenim. Produkty
obsahujici bilkoviny nebo nukleové kyseliny vyzaduji inovativnéjsi typ transportniho systému,
ktery zvysuje jejich G€innost a chrani je pfed nezadouci degradaci [89]. Je zfejmé, ze G€innost
vétsiny transportnich systému pro 1é¢iva je pfimo spojena s velikosti ¢astic. Vzhledem k malé
velikosti ¢astic a velké ploSe povrchu vykazuji zvySenou rozpustnost, a tim i zvySenou
biologickou dostupnost, dodatecnou schopnost pfekonat hematoencefalickou bariéru, vstup
do plicniho systému a vsticbavani pres tésné spojeni endotelialnich bunék kuze [37].
Nanocasticim vyrobenym z pfirodnich a syntetickych polymert (biologicky odbouratelné
a biologicky neodbouratelné) bude vénovana vétsi pozornost, nebot’ mohou byt modifikovany

pro cileny transport 1¢kt. ZlepSuji biologickou dostupnost a zajist'uji fizené uvoliiovani 1ékt
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z jedné davky [90]. Nanostruktury maji obecné schopnost chranit 1é¢iva, ktera jsou v nich
zapouzdiend proti hydrolytické a enzymatické degradaci. Zprostiedkovavaji dodavku Siroké
Skaly 1ékt do riznych oblasti t€la a mohou za jejich trvalé uvoliiovani. Jsou schopny dodéavat
1éky, proteiny i geny nejen cestou peroralni aplikace [91].

Nanocastice transportuji 1éky, které jsou vysoce nerozpustné ve vodé; mohou tak ,,obejit*
jatra, ¢imz se zabrani prvotnimu metabolizovani zaclenéného 1éCiva. ZvysSuji peroralni
biologickou dostupnost 1¢kti na zadkladé jejich specializovanych mechanismii absorpce,
jako je absorpéni endocytdza [89]. Jsou schopny zlstat v krevnim ob&hu po delsi dobu,
a tak uvolnovat inkorporované 1é¢ivo trvalym a kontinualnim zpisobem, coz vede k méné
plazmatickym vykyvim a tim minimalizuji vedlejsi Gc¢inky zptisobené 1éCivy. Vzhledem
k velikosti nanostruktur jsou schopny penetrovat do tkani a jsou vclenény do bunék,

coz umoznuje efektivni transport 1ékti na mista ptisobeni [92].

1.4.1 Nanocasticové vakciny

Nanocasticové vakciny obsahuji vakcinaéni antigen, ktery je bud’ zapouzdfen uvnitf
Castic nebo fixovan na jejich povrch. Zapouzdieni antigenniho materialu do NP poskytuje
variantu podavani antigend, které mohou byt v organismu rychle degradovany nebo indukovat
kratkodobou lokalizovanou imunitni odpovéd’ [37]. Konjugace antigenti do NP umoziuje
prezentaci imunogend imunitnimu systému témet stejnym zpiisobem jako u ptirozené interakce
S cizorodym agens, a tak vyvolat analogickou imunitni odpovéd’. Kromée toho NP syntetizované
z nékterych kompozith umoznuji nejen cileny transport antigenti, ale také prodlouzené
uvolnovani antigenti pro maximalizaci expozice imunitnimu systému. Studie se zaméfuji
na potencial vyuziti NP vakcin netradi¢nimi metodami, jako je inhalacni podani (napt. formou
aerosolu) ¢i kombinovani n¢kolika antigenti inkorporovanych do jedné ¢astice, aby poskytovala
ochranu pifed vice nez jednim onemocnénim [93]. Porozuméni mechanismi interakce
nanoc¢astic s imunitnim systémem je stejn¢ dilezité jako analyza potencidlnich toxickych
ucinkl. NP musi odolévat nejen fyziologickému pH, ale také interakcim vyvolanym ve vysoce

komplexnim médiu (napf. krev) bohatém na proteiny a soli [37].

44



1.4.2 Zpusoby cileného transportu nanocastic s 1éky
Nanocastice mohou byt do lidského téla podavany tfemi hlavnimi zptisoby, a to pFimo
— injek¢né; inhalaci ¢i perordalnim podanim. Nanocastice vstupujici do systémové cirkulace
nejprve interaguji s bilkovinami, coz je prvni fenomén, ktery zaujima misto pied distribuci
do rlznych organt. Absorpce z krevnich kapilar umoznuje lymfatickému systému
dale distribuovat ¢i eliminovat ¢astice [92]. Vzhledem k tomu, Ze systém obnovuje pfebyte¢nou
tekutinu, ziskava z tkani také cizi bunky a chemické latky. Jakmile jsou tekutiny filtrovany
zpét do krevniho obéhu, lymfatické uzliny detekuji jakoukoliv prochéazejici cizi agens.
Pokud je latka identifikovana jako télu cizi, makrofagy ji fagocytuji a vylouc¢i z téla.
Toto se stava problémem pro cileny transport 1éCiv nanoc¢asticemi; nicméné clearance muze
byt ovlivnéna velikosti a charakterem povrchu ¢astic [91].
Existujyi tfi hlavni zplsoby dopravy castic obohacenych 0 Iéky do cilovych mist,
a to pasivné, aktivné ¢i fyzicky cileny transport. Pasivné cileny transport funguje
diky zvySenému ucinku permeability a retence, coz ¢ini buiiky prednostné absorbujici télesa
o velikosti nanocastic. Pfi neaktivné cileném transportu jsou NP funkcionalizovany pomoci
ligandii, které interaguji s receptory nadmérné exprimovanymi v cilové oblasti. Pti fyzicky
cileném transportu se vyuzivaji externi zdroje pro vedeni NP do cilového mista a pro fizeni
procesu uvoliovani (napf. pii fototermalni ¢i magnetické hypertermické terapii). U vSech typu
cileného transportu mtize byt uvoliiovani 1éku spusténo zmeénou pH ¢i teploty nebo kombinaci
aplikaci v biologickych systémech. Jejich obecnou tendenci je totiz agregace jak pti skladovani

jako suspenze, tak také po vystaveni biologickym médiim [95].

1.4.3 Vstup nanocastic do krevniho recisté

Pfi vstupu nanocastic do krve dochazi k okamzitému setkani s prostfedim plazmatickych
proteint (opsonintl) a imunitnich bunék. Interakce nanocastic s opsoniny a krevnimi slozkami
(prostfednictvim hemolyzy, trombogenicity a aktivace komplementu) mulze ovlivnit
vychytavani a odbouravani, a tedy potencialné ovlivnit distribuci a doruc¢eni do cilovych mist
[90]. K absorpci ¢astic imunitnimi buiikami mtze dochazet jak v krevnim ob&hu (monocyty,
krevnimi destickami, leukocyty a DC), tak ve tkanich rezidentnimi fagocyty (Kupfferovy buniky
v jatrech, DC v lymfatickych uzlinich, makrofagy a B lymfocyty v slezing) [37].
Kontakt nanoc¢astic s imunitnimi buiikami je ovlivnén mnoha faktory. Ukazalo se, Ze rizné

nanocastice piisobi na rlizné drahy imunitnich reakci, stejné tak jako rlizné vlastnosti ¢astic
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ovliviuji, ktera cesta se aktivuje pro internalizaci ¢astic [90]. Fyzikalné-chemické vlastnosti
nanocastic (velikost, povrchovy naboj, rozpustnost a funkéni skupiny na povrchu) ovliviuji
absorpci a odbouravani castic makrofagy. Vychytavani fagocyty je také zavislé na lokalnim
zakiiveni povrchu &astic v misté navazani makrofigu. Castice s mensim zakiivenim povrchu
se obtizng&ji fagocytuji nez ¢astice s vétsim zaktivenim povrchu [96]. Castice nesouci kationtové
nebo aniontové povrchové naboje jsou pro fagocyty atraktivnéjs$i nez neutrdlni ¢astice stejné
velikosti [90].

Adsorpce plazmatickych proteinti na povrch NP (opsonizace) mize nastat prakticky
okamzit€ po vstupu castic do krevniho fecisté [37]. Nékteré opsoniny maji vysokou vazebnou
afinitu, a tedy dlouhou dobu setrvani na urCitych povrSich castic [90]. Opsonizace
muze zpusobit, ze budou ¢astice eliminovany, a tak se vyrazné snizi pocet ¢astic dostupnych
pro dosazeni cilového mista, za souCasného snizeni ucinnosti 1é¢iva. Pii kontaktu
s biologickymi tekutinami tedy dochézi k adsorpci proteinti na povrchu NP, coz vede k tvorbé
proteinové korony, ktera se stava jejich primarnim povrchem pro interakci.
To mize predstavovat nezndmé zmeény fyzikalné-chemickych vlastnosti NP. Transportni
systém nemusi byt vzdy ovlivnén, ale mohou nastat jiné negativni diisledky, zejména agregace
Castic, ztrata schopnosti aktivniho cileni nebo rozpoznani mononukledrnim fagocytarnim
systémem vedoucim kK urychlenému odbouravani. Vzhledem k situaci, kdy je u NP pozadovano,
aby si udrzely svoji integritu a schopnost cileni v pritbé¢hu transportniho procesu, je dilezité
piedvidat odpovéd’ organismu na nanocastice po jejich podani [97]. Fyzikalni vlastnosti
vysledného komplexu nanocastice-protein se mohou vyrazné liSit od vlastnosti nativni
nanocastice. Vazba proteinu mize zvysit u¢innou velikost nanoc¢astice a zmeénit jeji povrchovy
naboj, ktery pak ovlivni absorpci makrofaghi. Mechanismus, kterym dochéazi k adsorpci

proteint, neni zcela objasnén [98].

1.4.4  Vliv slizni¢niho prostiedi na vlastnosti ¢astic

Vakciny podavané slizni¢ni cestou Celi fyzikalnim, chemickym a mikrobidlnim omezenim,
coz zvySuje riziko degradace antigenu. Zachytavani vakciny v ¢asticich mlze chrénit antigeny
pred degradaci nebo denaturaci, zvysit jejich trvalé uvoliiovani a umoznit spole¢né dodavani
antigenii a adjuvans. Kromé toho nepatogenni vehikula vyvolavaji méné vyraznou anti-
vektorovou imunitu, ktera umoziuje opakovanou imunizaci [99].

Ne&které z problémi vétSiny systémil pro transport 1€kt zahrnuji Spatnou biologickou

dostupnost, stabilitu in vivo, rozpustnost, intestinalni absorpci, trvaly a cileny transport na misto
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pusobeni, terapeutickou ucinnost, vedlejsi Géinky a fluktuace 1ékd v plazmé (bud’ klesnou
pod minimalni u¢inné koncentrace nebo piekracuji bezpeéné terapeutické koncentrace).
Nicméné¢, nanotechnologie pouzivané pro dopravu 1é¢iv jsou postupem navrzenym k prekonani
téchto vyzev v dasledku vyvoje a vyroby nanostruktur v submikronovém méfitku

a v nanom¢éfitku, které jsou pfevazné polymerni a maji mnoho vyhod [92].

1.5 Polymerni nanocasticové transportéry

Polymerni nanocastice jiz prokazaly pozadované vlastnosti jako nosi¢e dodavajici
vakcinacni antigeny, proteiny a lé¢iva na pozadovana mista pasobeni [91, 100]. Vyrab¢ji
se z ptirodnich a syntetickych polymera. Ziskaly velkou pozornost diky své stabilité a snadné
modifikaci povrchu. Polymerni nanocastice s nizkou cytotoxicitou mohou chranit dodané
antigeny nebo léciva pfed degradaci za nepfiznivych podminek. Absorpce nanocastic
APC muze zvysit a vyvolat G¢innou imunitni odpovéd’. V piipadé polymernich nanocastic
jako transportniho systému je stale nedostatek korelaci mezi chovanim NP in vitro a in vivo,

coz ohrozuje aplikace v klinické praxi [42].

1.4.1 Syntetické polymery

K pfipravé nanocastic se pouzivaji rizné syntetické polymery, jako je poly-glykolova
kyselina (PGA) a polystyren (velikost ¢astic v rozpéti 200 — 500 nm). Tyto polymerni
nanocastice zachycuji antigeny, dodavaji je do specifickych bun¢k nebo udrzuji jejich
uvolnovani prostfednictvim pomalé rychlosti biodegradace [76]. Kopolymer kyseliny
glykolové a D,L-mlé¢né oznaCovany zkratkou PLGA, se pripravuje kopolymeraci kyseliny
poly-mlécné a kyseliny poly-glykolové. Kopolymeraci se minimalizuji nevyhody jednotlivych
polymera kyseliny poly-mlééné a PGA. Tyto polymery jsou biologicky rozlozitelné
a maji schopnost trvalého uvoliiovani 1é¢iva. PLGA ma mnoho vyznamnych vlastnosti,
jako je biokompatibilita, mechanicka pevnost a snadna manipulace v pozadovanych velikostech
a tvarech [101]. Spatna stabilita v biologické tekutiné ma za nasledek nestabilitu
také v zapouzdifenych vakcinach. Toto omezeni Ize prekonat modifikaci nebo smichanim téchto
hydrofobnich ¢astic s hydrofilnimi skupinami nebo polymery, jako je PEG (polyethylenglykol),
poloxamery a polyvinylalkohol [102]. Zapouzdieni antigenu do struktury polymeru vede
ke zmén¢ integrity a imunogenity antigenu v disledku expozice organického rozpoustédla
a prostfedi s nizkym pH zptisobujicim degradaci polymert. To 1ze eliminovat adsorpci antigenu
na povrch polymerni struktury spise nez metodou zapouzdieni. Vysledkem stabilizace

byl systém polymernich lamelarnich substratovych castic [100].
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Poly-g-kaprolakton (PCL) je synteticky semikrystalicky biologicky rozlozitelny
a vysoce hydrofobni polymer. PCL vykazuje dobrou stabilitu in vitro a vyjime¢nou schopnost
vytvafet kompatibilni smési s jinymi polymery [103]. Tento polymer (Obrazek 5)
se ve fyziologickém prostfedi (napt. v lidském téle) pomalu rozkldda (degraduje hydrolyzou
esterovych vazeb) a nezptisobuje hromadéni toxickych metabolitl. V pribéhu let vzrostl zajem
o celou fadu rGznych aplikaci vcetné tkanového inzenyrstvi, regenerativni mediciny
¢i dlouhodobého tizeného transportu a uvoliovani 1é¢iv [104], nebot’ trva vice nez rok

neZ se polykaprolakton znateln¢ degraduje, a celkova doba rozkladu je az 4 roky.

0
{O\AA)L}
H OH
Obrazek 5: Schéma struktury polykaprolaktonu [104].

Degradace je zavisla na molekulové hmotnosti a krystalové struktufe polymeru
nebo kompozitu [105]. Pomala degradace tohoto syntetického polymeru vykazuje benefity
Vv souvislosti s regeneraci nervovych bunék (nebot nervy se regeneruji pomalu). Do PCL
Ize pridat ptirodni biomaterialy, aby se zlepSily mechanické vlastnosti a stabilita a soucasné
se zabranilo nutnosti zesitovat a zavést biologicky nevhodné zesit'ujici latky [106].

Naptiklad zahrnutim hydrofilniho polymeru chitosanu do PCL ¢astic se docili zvySeni
imunomodula¢nich a mukoadhezivnich vlastnosti ¢astic. Toto je zvlasté dulezité pro transportni
systémy antigenu na sliznici. Chitosan poskytne PCL ¢asticim urcity stupeni hydrofilnosti,
coz zvysi jejich stabilitu ve vodném prostiedi [105]. Pt¥itomnost chitosanu vede ke snizeni
cytotoxicity PCL ¢astic a zméné jejich zeta potencialu ¢astic na pozitivni, ¢imz se zlepsi jejich

schopnost sorbovat na negativni povrch sliznice [107].

1.4.2 Pfirodni polymery

Ptirodni polymery na bazi polysacharidi, jako je pullulan, alginat, inulin a chitosan,
se velmi Casto pouzivaji k ptipravé pomocnych latek pro nanocéstice. Mezi ptirodnimi
polymery maji polysacharidy v in vivo podminkach tendenci internalizace a rychlé degradace,
coz umoznuje pomalé intracelularni uvoliiovani 1é¢iva. Ve srovnani se syntetickymi polymery
poskytuji ptirodni polymery kromé jednoduché kontroly velikosti a povrchovych vlastnosti
pfipravenych nanocastic také zadouci vlastnosti, jako je biokompatibilita a velmi dobra

utilizace [42].
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1.4.2.1 Aplikace derivata chitosanu

Chitosan (CS) je jedine¢ny biopolymer, velmi hojny kation s nizkou toxicitou,
bez zapachu, s dlouhym fetézcem, s dobrymi imunostimulaénimi a mukoadhezivnimi
vlastnostmi [4]. Tento netoxicky biopolymer vznikly deacetylaci chitinu (Obrazek 6) sestava
z 1 — 4 spojenych zbytkt 2-amino-2-deoxy-glukopyranézy (GIcN) a 2-acetamido-2-deoxy-D-

glukopyrandzy (GlcNAc) [108].

11

Obrazek 6: Schematické znazornéni piipravy chitosanu z chitinu deacetylaci. Pfevzato a upraveno z: [109].
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CS syntetizovany z pfirozené se vyskytujiciho zdroje je biologicky kompatibilni a snadno
biologicky odbouratelny [110]. CS nema drazdivé nebo alergické ucinky a je biokompatibilni
jak se zdravou, tak s infikovanou lidskou tkani [91].

Stupen deacetylace a molekulova hmotnost chitosanu maji nejvétsi vliv na jeho fyzikalni
a chemické vlastnosti, vcetné emulgacni kapacity, agregacni aktivity, reologickych,
roztokovych a fyzikaln¢-chemickych vlastnosti [111].

V kyselém prostiedi je chitosan (—NH;" skupina) protonovan jako polykationtovy —NHs",
ktery muze reagovat elektrostatickymi vazbami s negativné nabitymi chemickymi latkami (jako
je citrat, sukcinat a tripolyfosfat), za vzniku sité ¢i se vazat s negativné nabitymi plazmatickymi
proteiny, coz vede k adhezi a aktivaci trombocyti, nasledované tvorbou trombti a srazenim krve
(koagulaci). Tato postupna reakce je Casteéné zodpovédna za usp&$né pouziti chitosanu
pfi zrychleni procesu hojeni ran [111].

Protoze je chitosan slaby polyelektrolyt s pKa kolem 6,5, mtize tak iontova sila i pH roztoku
ovliviiovat vlastnosti chitosanovych c¢astic. Pfi pH nad 6 se aminoskupiny chitosanu
deprotonuji; polymer ztraci svlij ndboj a rozpustnost. Naopak, pfi niz§im pH se aminoskupiny
protonuji a stanou se pozitivné€ nabitymi, ¢imz se chitosan stava kationtovym polyelektrolytem
rozpustnym ve vodé [112]. K tomuto piechodu mezi rozpustnosti a nerozpustnosti dochazi
pii hodnoté pKa mezi pH 6 a 6,5. Chitosan je tedy snadno rozpustny v mirné kyselém prostiedi

(napt. v octové ¢i chlorovodikové Kyseling€), a naopak je nerozpustny pii neutralnim
49



a alkalickém pH. Nejen na pH zavisi rozpustnost chitosanu, ale také na jeho deacetylaci,
Mw a iontové sile roztoku. Za fyziologickych podminek mtize byt chitosan snadno degradovan
bud’ lysozymem nebo chitindzami, které mohou byt produkovany normalni flérou v lidském
stfevé nebo se mohou nachazet ptimo v krvi. Semikrystalicka povaha chitosanu poskytuje inter
a intramolekularni vodikové vazby. Stupen krystalinity je pfimo umérny stupni deacetylace.
Chemicka modifikace chitosanu zvySuje antimikrobialni vlastnosti [113].

Chitosanové nanocastice s navazanym insulinem mohou zvysit intestindlni hodnotu
absorpce inzulinu a zvySeni jeho relativni farmakologické t¢innosti v biologické dostupnosti.
Chitosanové nanocastice jsou také pouzivany jako nosi¢e gent pro zlepSeni ucinnosti pfenosu
gend (genotransferu) v bunkach [84]. CS-NP jsou velmi vhodné nanonosice pro transmukozni

vakcinaci diky jejich mukoadhezivnim vlastnostem (Obrazek 7).

negativné nabity povrch sliznice

1ééivo

epitelialni buiiky

Obrazek 7: Schematické znazornéni struktury nanocastic chitosanu a interakce s vrstvou hlenu.

Pfevzato a upraveno z: [114].

V roce 2002, Vila et al. [115], popsali Gplné prvni aplikaci CS nanocastic
pro transmukozalni vakcinaci. Zjistili, ze vakcina na bazi chitosanovych castic obsahujici
tetanovy toxoid, pokud je podavana intranazalné, vykazovala vysokou uroven systémoveé
1 slizni¢ni imunitni odpovédi ve srovnani s konven¢ni vakcinou na bazi tetanového toxoidu.
Mukoadhezivni vlastnosti jsou piisuzovany polykationtové povaze polymeru, ktera vede
k iontové interakci s negativné nabitym povrchem sliznice a hlenu. Adheze CS khlenu
je zprosttedkovana muciny, které pii fyziologickém pH obsahuji vyznamné podily negativné
nabité kyseliny sialové. Cim delsi je proces mukoadheze CS-NP s hlenem, tim delsi je setrvani
Castic na sliznicich. Timto je docileno delsi interakce c&astic s M-bunikami, proniknuti
do epitelovych bunék nebo uvolnéni antigenu [4].

Do nanocCastic zchitosanu je mozné enkapsulovat proteiny a ochranit
je tak pred denaturaci a zachovat jejich biologickou aktivitu [116]. Castice z chitosanu mohou
50



byt transportovany pies respirani epitelovou vrstvu na submukoézu pies paracelularni
a transcelularni drahy, kde jsou absorbovany APC. Chitosan je schopen oteviit t€sna spojeni

a umoznit tak paracelularni transport vakciny pies mukozni transportni systém (Obrazek 8) [4].

chitosanové nanocastice s navazanym antigenem

otevieni tésnych spojenich
ec

) <

O aktivované T lymfocyty

T

aktivované B lymfocyty

Obrazek 8: Interakce chitosanovych nanocastic s navazanym antigenem s imunitnim systémem.

Pfevzato a upraveno z: [116].

Krom¢ paracelularnich drah prochazeji chitosanové nanocastice transceluldrné,
a to dychacim traktem. Zde M-buniky mechanicky absorbuji a transportuji nanocastice
z respira¢niho lumenu do submukoézy prostiednictvim endocytozy, zprosttedkované kaveolami.
V submukoznich mistech jsou piitomny APC, které mohou zpracovavat a prezentovat antigeny
naivnim T lymfocytim v sousednich slizni¢nich lymfatickych wuzlinach. Stimulované
T lymfocyty indukuji aktivaci B lymfocytt, které se 1isi od plazmatickych bun¢k vylucujicich
protilatky [116].

Vlastnosti chitosanu jsou znamé jiz mnoho let a tento polymer se pouziva v oblasti
zemé&d¢lstvi, primyslu a mediciny [108]. V zemédélstvi je chitosan pouzivan jako rostlinny
antivirovy pripravek ¢i aditivum v kapalnych viceslozkovych hnojivech. Chitosan je také znam
pro svou aplikaci jako filmotvorné ¢inidlo v kosmetice (na pokoZce, vlasech ¢i nehtech vytvari
spojity film), barvivo na textilie ¢i posilujici pfisada do papiru [117]. Vyznamné pouziti
je v oblasti biomaterialt, vzhledem k jeho imunostimulaénim a antikoagula¢nim vlastnostem,
antibakteridlnimu a antifungélnimu G¢inku a pro jeho piisobeni jako promotor hojeni ran
v oboru chirurgie [110]. Antibakterialni aktivita CS je ovlivnéna fadou faktoru (typ chitosanu,

stupeni polymerace, a nekteré dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti) [117]. Zavisi
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také na molekulové hmotnosti a rozpoustédle, a je neptfimo ovlivnéna hodnotou pH, pficemz
vyssi aktivita je pii nizs$i hodnoté pH [91]. CS vykazuje vyssi antibakterialni aktivitu viici Gram
pozitivnim bakteriim nez proti Gram negativnim [110]. Limitujicim faktorem pfi aplikaci
CS je jeho nizkd rozpustnost ve vodném prostfedi za neutralnich a alkalickych podminek

a ve vetsin€ organickych rozpoustédlech [111].

1.4.2.2 Aplikace kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova (HA) je glykosaminoglykan vSudyptitomny ve tkanich lidského
téla. HA je linearni polysacharid sloZzeny z opakujicich se disacharidovych jednotek
(Obrazek 9) kyseliny D-glukuronové a N-acetylglukosaminu vazanych B(1,4) a p(1,3)
glykosidickymi vazbami [118]. Je jednou z hlavnich slozek extracelularni matrice
a podili se na proliferaci a migraci buné€k a na vaskularizaci tkani. Tyto biologické vlastnosti
HA jsou zpusobeny schopnosti polymeru interagovat S receptorem CD 44 na bunécném

povrchu, coz je jednim z hlavnich dtivodu ¢astého pouziti v tkafiovém inzenyrstvi [95].

Glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 9: Struktura kyseliny hyaluronové. Pfevzato a upraveno z: [118].

Kyselina hyaluronova se vyuziva k potazeni CS-NP pro jeji vlastnosti, které zlepsuji
cileni bun¢k. Pokud je CS hlavni slozkou ¢éstic, maji tyto systémy kationtovy povrch, ktery
vyznamné snizuje dobu jejich cirkulace a biologickou dostupnost pii expozici biologickému
prostiedi. Pokud jsou vsak tyto ¢astice obaleny aniontovym polysacharidem, jako je HA, snizi
se jak rychlost adsorpce proteinu, tak rychlost absorpce makrofagy [119]. Kromé biologické
rozlozitelnosti, biokompatibility a mukoadhezivnich vlastnosti je HA spojena s mnoha dalSimi
benefity, jako je zlepSeni regenerace epitelialnich buné€k rohovky a spojivky ¢i je zapojena
do receptorem zprostfedkované internalizace a biodegradace hyaluronanu. Vrstva HA na CS-

NP urychluje jejich bunéény piijem pomoci receptorem zprostiedkované endocytozy [120].
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1.4.3 Aplikace lipida v slizni¢nich vakcinach

Polymerni micely, liposomy, virosomy a pevné lipidové Ccastice se osveédcily
pii parenteralni (intramuskularnim nebo subkutannim) vakcinaci. Tyto formy vakcin
byly navrzeny tak, aby napodobovaly biofyzikalni a biochemické vlastnosti patogend,
a tak zajistovaly uc¢inné dodavani Ag na sliznici a indukci lokalnich a systémovych imunitnich
odpovédi [121]. Céstice na bazi lipidt splituji pozadavky na vyssi Géinnost, bezpeénost, nizkou

davku antigenu a snadnou logistickou manipulaci [122].

1.4.3.1 Polymerni micely

Micely ptedstavuji asociovany nebo amfifilni koloidni systém, jenz patii do velké skupiny
disperznich systémi. Sestavaji z dispergované faze, ktera je distribuovana v kontinualni fazi
nebo z disperzniho médiua, majici velikost ¢astic v rozmezi 5 az 100 nm [123]. Koloidni
disperze zaujimaji misto mezi molekularnimi disperzemi s velikosti ¢astic pod 1 nm a hrubymi
disperzemi s velikosti castic vétsi nez 0,5 pum. Polymerni micely jsou termodynamicky
stabiln¢j$i nez micely a maji schopnost nést vice nez jeden antigen. Toho je dosazeno
funkcionalizaci polymernich micel, které poskytuji velké mnozstvi mist pro vazbu antigenu.
Funkcionalizované polymerni micely tedy nachdzeji velké mnozstvi aplikaci pii dodavani
vakciny [124]. Polymerni micely ziskaly pozornost efektivnich nanonosict kviili jejich snadné
piipraveé, funkEnosti, bohaté chemické rozmanitosti a upravitelnym fyzikélnim vlastnostem.
Kromé toho maji tadu ptiznivych vlastnosti, jako je solubilizace hydrofobnich IéCiv,

biokompatibilita a prodlouzena systémova cirkulace [125].

1.4.3.2 Pevné lipidové nanocastice (SLN)
Vyuziti lipidovych nanocastic (Obrazek 10) v poslednich desetiletich vzrostlo,

a to naptiklad pii diagnostickych ¢i zobrazovacich metodach, dodavani 1ékt a gent [126].
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Obrazek 10: Obecna struktura béznych nanometrickych systémt pouzivanych pfi transportu 1é¢iv (micely, liposomy

a pevné lipidové nanodastice). Pfevzato a upraveno z: [105].

Jedna se o hydrofobni nano-nosice, které jsou vyrobeny z pevného lipidového jadra

potazeného monovrstvou fosfolipidi a dispergovaného ve vodném systém. Pevné lipidové
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nanocastice maji podobnou strukturu jako nanoemulze, které se sestavaji z tekutého lipidového
jadra. Vyhodu oproti nanoemulzim je jejich velmi pomala degradace v téle, ktera muze byt jeste
snizena pouzitim stericky stabilizujicich povrchové aktivnich latek [127]. V roce 2007
zvefejnili Rao a Koteswara studii o polymernich SLN pro slizni¢ni dodavku antigenu [126].
SLN vykazuji vysokou fyzikalni stabilitu, mohou slouzit jako ochrana labilnich 1é¢iv
proti degradaci a vynikajici snasenlivost in vivo diky jejich biokompatibilité. Tyto systémy
vSak obecné vykazuji nizkou uzitkovou kapacitu 1é¢iva a vysoké vypuzovani léciva béhem
skladovani v duasledku vyskytu polymorfnich ptfechodi lipidovych molekul smérem

ke stabilnéjsim konfiguracim béhem skladovani [127].

1.4.3.3 Liposomy

Liposom se tvoti v riznych velikostech s unilamelarni nebo multilamelarni konstrukei.
Jsou to globularni lipidové dvojvrstvy o praméru 50 — 1000 nm, ktera slouzi jako vhodna
transportni vehikula pro biologicky aktivni slougeniny [128]. Siroce se vyuzivaji k enkapsulaci
proteini a DNA. Liposomy jsou definovany jako fosfolipidové vezikuly sestdvajici z jednoho
nebo vice koncentrickych lipidovych dvojvrstev obklopujicich jednotlivé vodné prostory [129].
Liposomy jsou slozeny z pfirozené se vyskytujicich a/nebo syntetickych fosfolipidd,
jako je fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin a fosfatidylglycerol [130].
Liposomy jsou prospésné pro stabilizaci terapeutickych sloucenin, piekonavani piekazek
absorpce bunék a tkani a zlepSovani biodistribuce sloucenin na cilova mista in vivo [129].
Jedine¢na schopnost liposomdlnich systéma vazat jak lipofilni, tak hydrofilni slouceniny,
umoziiuje enkapsulovat rtznorodou S$kalu 1é¢iv. Hydrofobni molekuly jsou vlozeny
do dvouvrstvé membrany a hydrofilni molekuly mohou byt zachyceny ve vodném centru [129].

Naboj liposomu muze hrat dulezitou roli v jeho osudu. Liposomy
mohou byt bud’ negativné, neutralné€ nebo pozitivné nabité, v zavislosti na aditivech a sloZeni.
Mukoadheze je podporovana kladn€ nabitymi ¢asticemi, které interaguji se zaporné nabitym
hlenem. Napftiklad elektrostatické interakce mezi kationtovymi lipidy a nosni sliznici podporuji
prodlouzenou dobu kontaktu s tkani, vyssi lokélni koncentraci, a tim zlepSenou penetraci
liposomu [128]. Kationtové ¢astice 1épe interaguji se zaporné nabitymi bunéénymi
membranami (jako jsou membrany M-bunék a enterocytl), ¢imz omezuji clearance vakciny,
zlepsuji vychytavani vzorkd (prostiednictvim endocytozy nebo fuze), a zlepsuji absorpci DC

[121]. Kationtové Castice vSak mohou mit na cilovych bunkach cytotoxicitu zavislou na naboji;
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proto je tieba peclivé definovat hustotu kationtovych lipidd uvniti ¢astic a dosdhnout tésné
rovnovahy mezi silnou adhezi a bezpecnosti [129].

Teploty fazovych piechodi (TM; transition temperatures) fosfolipidi jsou zvlasté
dulezité. Lipidy existuji v kapalném stavu (T > TM) nebo v gelovém stavu (T < TM),
v zévislosti na jejich teploté. Kapalny stav lipidd je propustnéjsi pro vodu a mize byt vyuzit
k zapouzdieni 1é¢iv jiz béhem produkce liposomu. Pii télesné teploté (T = 37 °C) kapalny stav
zpusobi, ze liposomy se stavaji netésné a zapouzdiené 1éky tak s velkou pravdépodobnosti
uniknou jesté pied dosazenim mista ucinku. Pfi fyziologickych podminkach je ke stabilizaci
liposomt zadouci vybér fosfolipidi v gelovém stavu [130]. Liposomy mohou byt pouzity
k cileni pfesnych bunék pfipojenim fragmentii aminokyselin, jako jsou protilatky, proteiny
¢i navazanim vhodnych fragmentd, které cili na specifické receptory. Liposomy jsou zvlasté
ucinné pii lé€eni nemoci, které maji vliv na fagocyty imunitniho systému, nebot’ maji sklony
se v nich akumulovat [128]. Imuniza¢ni studie s vakcinou na bazi liposomalniho tetanického
toxoidu ukazala, Ze nasalni cesta je nejvhodnéjsi pro mukozni vakcinaci [131]. Pramyslové
aplikace zahrnuji pouziti liposomil jako vehikuld pro transport 1é¢iv v medicin€, adjuvans
ve vakcinaci, zesilovate signalu/nosi¢e v lékaiské diagnostice a analytické biochemii,
solubilizatory pro rizné slozky, jakoz i podplirné matrice pro rizné latky a zesilovace penetrace
v kosmetice [128]. Vyhody a nevyhody pouziti liposomt v podavani latek jsou shrnuty

v Tabulce 3.
Tabulka 3: Vyhody a nevyhody liposomii. Pfevzato a upraveno z: [128].

Vyhody Nevyhody
Liposomy mohou tvofit komplex jak
s negativné, tak S pozitivné nabitymi molekulami.
Liposomy ochranuji DNA pred degrada¢nimi

Vyrobni naklady jsou vysoké.

Mozny unik a faze zapouzdreného l1é¢iva/molekul.

procesy.
Liposomy mohou nést velké useky DNA (mozZna Nekteré fosfolipidy podléhaji oxidaénim
stejné velké jako chromozom). a hydrolytickym reakcim.

Kratky biologicky polocas.

Liposomy mohou byt cileny na specifické bunky

nebo tkang. Nizka rozpustnost.

Meén¢ stabilni (chemicka nestabilita fosfolipid).

1.4.3.1 Virosomy

Virosomy jsou specialni kategorii liposom, kde ¢ast obsahu lipid pochézi z virovych
slozek, které se samy sestavuji do organizované 3D struktury, ktera napodobuje antigenni
strukturu pivodniho viru. Virosom je inovativni hybridni systém pro cileny transport 1é¢iv

s vyhodami virovych i nevirovych vektor. Pfedstavuje novou formu prezentace vakciny,
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ktera velmi napodobuje nativni virus. Virosomy jsou virové c¢astice, které sestavaji
z rekonstituovanych virovych oballl (povrchovy glykoprotein). Postradaji geneticky material
nativniho viru, tudiz jsou obecné bezpecné a imunogenni bez dalSiho pridavani adjuvans
(ackoli ptidani imunopotenciacnich ¢inidel zlepSuje jejich Géinnost) [132]. Virosom se sklada
z fosfolipidové dvojvrstvy s vy¢nivajicimi virovymi povrchovymi glykoproteiny. Podle studie
[133] virosomy produkované z obaleného chiipkového viru solubilizaci detergentem vyvolaly
silngj$i reakce Thl ve srovnani se subjednotkovou vakcinou. Uvniti virosomu je dutina,
kterou Ize vyuZit k pfenosu organickych latek (nukleovych kyselin, peptidt, proteinti) na cilova
mista. Na trhu je v soucasné dob¢ k dispozici fada profylaktickych a terapeutickych produkti
na bazi virosomd s vysokym profilem bezpecnosti [132]. V soucasné dobé jsou vakciny
proti chiipce zaloZené na virozomech a ISCOM ve vyvoji pro nazalni aplikace. Pro lidské
pouziti jsou vakciny na bazi virozomu proti hepatitidé A (Epaxal) a chiipce (Inflexal V).
Dalsi vakciny zaloZené na této technologii byly testovany v 1. fazi klinické studie na malarii

a chiipku [122].

1.4.4 DalSi polymerni ¢asticové systémy
1.4.4.1 Niosomy

Niosomy jsou vicevrstevné vezikularni struktury neiontovych povrchové aktivnich latek
amfifilni povahy. Jsou podobné liposomum (lisi se fosfolipidovou slozkou) [134]. Niosomy
piekonavaji vSechny nevyhody liposomu [135]. Niosomy pisobi jako vakcina¢ni adjuvans
a podporuji imunitni odpovédi Th1 pfi intraperitonealnim podani mysim [136].

Rentel a kol. [132] vytvofili rtizné lyofilizované niosomové piipravky sestavajici
z esteru sachardzy, cholesterolu a diacetylfosfatu. Do dvou niosomu S rtiznym slozenim
zapouzdrili ovalbumin pro peroralni podani u mysi. Nasledné porovnavali imunitni odpovéd
a dospé€li k zavéru, ze samotné podavani ovalbuminu a prazdnych niosomi nestimulovalo

podobnou imunitni odpovéd’ jako ovalbumin zapouzdieny v niosomu.

1.4.4.2 Bilosomy

Bilosomy jsou uzaviené dvouvrstvé struktury neiontovych povrchové aktivnich latek,
které navic obsahuji zlucové soli. Bilosomy ptedstavuji klicovy pokrok v peroralnim podani
vakciny, nebot’ jsou odolngjsi vici naruSeni zaludeéni kyselinou i enzymy [138]. Bilosomy
se 1lisi od liposomi a niosoml Ve slozeni, chemické stabilit¢ a podminkami skladovani.
Bilosomy byly vyvinuty, aby se piedeslo problémim b&hem transportu v GIT, nebot’ Ze nejen

brani degradaci antigent, ale také zlepSuji penetraci sliznici. Vakcina na bazi bilosomu vyvolaly
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jak systémovou, tak slizni¢ni imunitni odpovéd, ktera byla ekvivalentni imunitni reakci
produkované subkutannim zptisobem aplikace [139]. V roce 2006 Mann et al, vytvotili novou
formulaci vakciny na bazi bilosomu, ktera obsahovala tetanicky toxoid, za pouziti vezikul
pro oralni aplikace, které obsahuji zlu¢ové soli [140]. Hlavni vyhodou bilosomt pro oralni
imunizaci je jejich snadna aplikace, a také to, Ze jsou antigeny i v men$im mnozstvi ucinné.
Dalsi vyhodou je, ze muze byt vyvolana bunénd a humoralni imunita,
Mohou byt transportovany i mensi a slab$i antigeny a také se projevila lepsi poddajnost
pacienta. Velikost bilosomt je mozné modifikovat a ovlivnit tim kontrolu nad imunitni
odpovedi [138].

1.4.4.3 Nanoemulze

Emulze je heterogenni, dvoufdzovy, termodynamicky nestabilni kapalny systém,
ve kterém jsou dvé nemisitelné kapaliny misitelné pomoci tfetiho ¢inidla zvaného emulgator.
Pokud je globularni velikost rozptylené faze v rozsahu nanometrli, nazyva se nanoemulze.
Vakciny na bdzi nanoemulzi se skladaji z emulze (vodna faze, olejova faze a emulgator)
a imunogenu (protein/peptid, polysacharid/DNA) [141]. Nanoemulzni systém je velmi uzite¢ny
jako depotni formulace vakciny pro trvalé uvoliiovani antigenu. Antigeny jsou zabudovany
do vnitini vodné faze. Freundovo adjuvans zaloZzené na emulzi se stale pouziva jako ,,zlaty
standard® pfi vyvoji novych vakcinovych adjuvans [66]. Nanoemulze byly pouzity v souvislosti
s RNA vakcinami. Ve studii Brito et al [142] byl vyvinut kationtovy nanoemulzni transportni
systétm k dodani mRNA vakciny o velikosti 9 kb. Podani tohoto transportniho systému
bylo schopné indukovat velkou imunitni odpovéd’ u mysi, potkanu, kraliki a nehumannich

primatt.

1.4.4.4 Dendrimery

Dendrimery jsou syntetické, vysoce rozvétvené makromolekularni slouceniny,
skladajici se z wvnitiniho jadra svybézky [143]. Termin ,dendrimer je odvozen
z teCtiny ,dendra“ = strom a ,meros“ = ¢asti; graficky popisuje strukturu této tiidy
makromolekul, jenz maji vysoce rozvétvené 3D vybézky, které ptipominaji architekturu
stromu. Dendrimer se sklada ze tii hlavnich strukturnich komponent: multifunkéniho
centralniho jadra, vyb&zkl a povrchovych skupin [144]. Maji dobte definované nanostruktury
s globularnimi tvary, vysokou hustotou povrchové funkénosti @ omezenou imunogenicitou.
V zavislosti na polymeru jsou dendrimery hydrofilni nebo hydrofobni povahy. Antigeny mohou

byt zaclenény do jadra, nebo jsou piipojeny na periferii. Dendrimery se syntetizuji pomoci
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polymerd, jako je poly-(N-isopropylakrylamid), polyamidoamin, poly-(L-glutamova kyselina),
polyethylenimin, polypropylenimin a polyetylenglykol [143]. Ve srovnani s tradi¢nimi
linedrnimi a rozvétvenymi polymery maji dendrimery pro biomedicinské aplikace nékolik
vyhod. Jednou zvyhod je vynikajici monodisperzita umoziujici reprodukovatelné
farmakodynamické a farmakokinetické chovani, zatimco polydisperzita tradi¢nich polymert
zpuisobuje v téchto aspektech pfi klinickych pokusech vazna omezeni [145]. Dalsi vyhodou
je presné definovand, struktura a molekulovd hmotnost dendrimer, jez vyhovuje riznym
aplikacim a vé&dci si tak mohou vybrat potiebnou konkrétni generaci dendrimer [146]. Vysoka
hustota povrchovych funkénich skupin na dendrimerech zajistuje synergickou/multivalentni
vazbu pii rozpoznavani ligandu/receptoru [147]. Vyhodou je také globularni struktura
dendrimerit. s moznou kontrolou velikosti, ktera umoznuje napodobovat proteiny
bez imunogenicity [148]. Dendrimery maji také vynikajici rozpustnost a vysokou reaktivitu,
a tak mohou byt modifikovany riznymi ligandy (napi. zobrazovaci sondy a biokompatibilni
ligandy pro specifické terapie) [149]. Mohou byt Siroce pouzivany ke zvyseni absorpce bunék,
biologické dostupnosti, terapeutické ucinnosti, intracelularniho uvoliiovani a ke snizeni

systémové toxicity, clearance a degradace nekovalentné nebo kovalentné vazanych 1é¢iv [145].

1.5.1 Modifikace vlastnosti polymeru

Prostiednictvim modifikace vlastnosti mize byt uvoliovani 1é¢iva z Castic Fizeno tak,
aby bylo dosazeno pozadované terapeutické koncentrace po pozadovanou dobu. Pro cileny
transport mohou byt nanostruktury konjugovany s cilovymi skupinami latek. Vazba
mezi polymerem a u¢innou latkou mtize byt zménéna za ucelem kontroly mista a doby trvani,
po kterou je léCivo uvolnovano. Vazba vznika zaclenénim aminokyselin, lipidi, peptida
nebo malych fetézcli jako distan¢nich molekul. Cileni 1ékti je rozhodujici obzvlasté
vV chemoterapii, kde miiZe byt systém cileného transportu 1€kt zamétfen pouze na maligni nador,
zatimco by mél chranit zdravé buiiky pfed rovnomérnou distribuci chemoterapeutik v tcle
a jejich skodlivymi ucinky. Pouziti nanostruktur, jako jsou polymerni nanocastice,
je neinvazivni metoda k prostupu hematoencefalické bariéry pro 1é€bu neurodegenerativnich
poruch, cerebrovaskularnich a zanétlivych onemocnéni [91].

Nanotechnologie mitize byt pouzita k preformulovani stavajicich  1éCiv,
¢imz by se prodluzila Zivotnost produktl, zvysila by se jejich vykonnost, doslo by ke zlepSeni
piijatelnosti zvySenim ucinnosti a také ke zvySeni bezpecnosti a adherenci u pacientii, a nakonec

by doslo ke sniZeni nékladl na zdravotni péci. Nanotechnologie mohou také zvysit vykonnost
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1€k, které nejsou schopny absolvovat faze klinického testovani [92]. Zapouzdienim
vakcinovych antigeni do mukoadhezivnich nanocastic jsou antigeny chranény pred

enzymatickou degradaci, a také se zvysi jejich doba ptisobeni zvySujici absorpci antigenu [4].

1.6 Vlastnosti ¢astic pro in vivo studie

Fyzikalni a chemické vlastnosti ¢astic maji velky dopad na jejich molekularni biologii
a systémové aktivity. Proto je nutné charakterizovat fyzikalné-chemické vlastnosti (tj. velikost
Castic, tvar, struktura, chemie, krystalografie atd.), aby byly castice vhodné pro pouziti
ve farmaceutickych aplikacich [76]. Charakterizace ¢astic mize byt provadéna pokroc¢ilymi
mikroskopickymi metodami, jako je skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM), transmisni
elektronova mikroskopie (TEM) ¢&i mikroskopie atomarnich sil (AFM). Elektronové
mikroskopické techniky jsou velmi uZziteCné pii zjiStovani celkového tvaru polymernich
nanocastic, ktery muze urCovat jejich toxicitu. Dal$i moznost charakterizace nanocastic
poskytuje infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci, pii které se zjistuji
infracervena spektra jednotlivych vzorkii ¢€astic s pouzitim Fourierovy transformace.
Dalsi technikou, kterou Ize charakterizovat nanocastice, je diferencialni skenovaci kalorimetrie,
jez studuje tepelné projevy fyzikalnich déju probihajicich v materialu [150].

T¢lesné tekutiny vcetné krve jsou slozitou smési rizného mnozstvi latek a faktort,
jako jsou rustové faktory, proteiny, vitaminy, hormony, stopové prvky a dalsi dilezité
i neesencialni slozky, tudiz je tfeba posoudit Koloidni stabilitu nanocastic. Pripravky
s vysSi viskozitou zastavaji delsi cas v kontaktu se sliznici, coz zvySuje absorpci.
Zaroven vysoka viskozita usnadiiuje prostupnost 1é¢ivé latky. Je tedy dulezité optimalizovat
nejen velikost, tvar a povrchové vlastnosti nanoc¢astic. Optimalizace je mozna napiiklad
zménou koncentrace sitovacich ¢inidel, teploty, rychlosti michani ¢1 naptfiklad zménou metody
suSeni. Tyto praktické problémy musi byt pifekonany, nez mohou byt nanocastice klinicky

¢i komeréné dostupné [76].

1.6.1 Hydrodynamicka velikost ¢astic

Hydrodynamicka velikost polymernich a koloidnich ¢&astic (vCetné distribuce
jejich velikosti) je rozhodujicim faktorem urcujicim jejich vlastnosti a bezpecnost
Vv biologickych systémech, zejména pokud se navrhuje pouziti parenteralni cestou. Velikost
¢astic ovliviiuje ob&h a orientaci ¢astic v krevnim fec€isti, prostupovani 1é¢iv fyziologickymi

bariérami, specifickou lokalizaci pro konkrétni misto ¢i buiiku, a dokonce indukci bunéénych
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odpovédi. Nanocastice se chovaji odlisné s dramaticky se snizujici velikosti ¢astic v zavislosti

na objemu. Udaje o distribuci velikosti astic se uvadi na zékladé frekvence intenzity [76].

1.6.1.1 Metody stanoveni velikosti ¢astic

V soucasné dob¢ je nejrychlejsi a nejoblibenéjsi metodou stanoveni velikosti Castic
fotonova korela¢ni spektroskopie (PCS) nebo dynamicky rozptyl svétla (DLS) [151].

Dynamicky rozptyl svétla (také znamy jako kvazi elasticky rozptyl svétla) zkouma
distribuci velikosti malych ¢astic, molekul nebo polymerd v métitku mensim nez submikrony
az do jednoho nanometru v roztoku nebo suspenzi pomoci monochromatického zdroje svétla,
napft. laseru. Principem DLS je sledovani ¢asové fluktuace elastické rozptylové intenzity svétla,
tj. Rayleightiv rozptyl, indukovany Brownovym pohybem ¢astic/molekul o velikosti mnohem
mensi, nez je dopadajici svételna vinova délka, pii pevném uhlu rozptylu [167]. Fotonovy
detektor méfi intenzitu Dopplerova posunu dopadajiciho zéfeni, které je Casove zavislé
na fluktuacich. Stopa fluktuace intenzity zahrnuje smés konstruktivnich a destruktivnich
interferenci rozptyleného svétla, diky nimz Ize velikost ¢astic odvodit z analyzy autokorelacni
funkce zavislé na pohybu pomoci Stokesovy-Einsteinovy rovnice. Stokesova-Einsteinova
rovnice stanovuje ¢asovy horizont difize Castic s ekvivalentnim sférickym hydrodynamickym
prumérem c¢astic. Tento vztah zavisi jak na viskozité roztoku, tak na teploté,
pii které se rozptylené svétlo shromazd'uje [179].

Pro fyzikalné-chemickou charakterizaci nanomateriala patii mezi hlavni pfednosti DLS
jeho neinvazivni zpuasob, kratké trvani experimentu (v minutach), pfesnost pii urcovani
hydrodynamické velikosti monodisperznich vzorkli, moznost méfeni ziedénych vzorkd,
analyzovani vzorkil v Sirokém rozmezi koncentraci a detekce malych mnozstvi vzorki s vyssi
molekulovou hmotnosti, spolu s niz§imi naklady na zafizeni a reprodukovatelnéj§im mefenim
nez jiné metody [180]. Nevyhodami DLS jsou obtiznost korelace velikostnich frakci
s konkrétnim slozenim, pokud jsou pfitomna urcitd mnozstvi agregatl, prachové cCastice
zasahujici do intenzity rozptylu a relativné maly rozsah velikosti ¢astic nebo molekul
( nm — 3 um), ackoli omezeni métitka neni ve skuteCnosti tskalim pro charakterizaci
nanomateridlli. Jednou z vyzev vétSiny nanomateridlll v pfirozeném prostfredi je dualita
fyzikalnich a chemickych charakteristik v pfipad¢, ze prechazeji z hydrofobni formy na polarni
(po expozici vode€). Dalsim zptisobem méfeni velikosti ¢astic mize byt napiiklad vyuziti

centrifugaéni fotosedimentace na centrifugacnim automatickém ¢ésticovém analyzatoru.
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Nejjednodussi zptisob pro zjistovani velikosti, tvaru a povrchovych charakteristik je vsak

vyuziti skenovaciho elektronového mikroskopu [181].

1.6.1.2 Vliv velikosti ¢astic na jejich biologicky osud

Velikost je dilezitym faktorem pifi navrhovani slizni¢nich vakcin a cileni absorpce
na indukéni imunitni mista za Gcelem generovani odpovédi T a B lymfocytl. Velikost Castic
ovliviiuje lokalizaci tkané a difuzi pres hlen. Vaskularni a lymfatické systémy jsou zodpovédné
za filtraci a odstrafiovani cizorodych latek a chemikalii. Aby se ziskal pfistup k epitelu,
muize mit na penetraci slozek vakciny vliv jak viskozita, tak velikost pora hlenu. Primérna
velikost portt v hlenu je mezi 200 a 500 nm (napf. v cervikovaginalnim a tenkém stfevnim
hlenu). To naznacuje, ze Castice mensi, nez tato mezni hodnota volné difunduji ptes hlen,
zatimco u vétsich trva dosazeni epitelu vice ¢asu, nebo ho nikdy nedosahnou [121].

Osud c¢astic dodavanych intranasalni cestou je ovliviiovan jejich velikosti, pficemz
Castice mensi neZ 5 pm jsou transportovany pies nosni sliznici do dalSich ¢asti dychaciho
systému pro dodavku k BALT. Naproti tomu vétsi ¢astice presahujici 10 pm jsou piijimany
alveolarnimi makrofagy a dendritickymi bunikami [182].

Pfi oralnim podani enterocyty prostfednictvim endocyt6zy snadno vychytavaji rozpustné
Castice 0 velikostech kolem 20 — 40 nm. Malé ¢astice (do 200 nm) jsou snimany jako viry
a jsou piijimany receptorem zprostiedkovanou endocytdézou, coz vede k pievladajici reakci
T lymfocyti. Zatimco vétsi Castice (vice nez 500 nm) jsou piijimadny mikropinocytézou
nebo fagocytézou, aby prednostné indukovaly reakce protilatek [92]. Zatimco nanocastice
vedou prevazné k odpovédim zprostitedkovanym T lymfocyty, vétsi mikrocastice jsou uc¢inné;si
pii vyvolavani humoralni odpovédi. Castice vétsi nez 100 nm jsou vychytavany M-buiikami.
Castice o velikosti 200 nm nebo vétsi maji tendenci aktivovat lymfaticky systém a jsou rychleji
eliminovany z ob¢hu [121].

Optimalni velikost nanocastic je tedy piiblizné 100 nm. Pii této velikosti
muze nanocastice prochazet HEB s dostatecnym mnozstvim 1éku. Déje se tak v dasledku
vysokého poméru povrchu k objemu a mize se tak vyhybat okamzité clearanci lymfatickym
systémem, zejména retikuloendotelidlnim systémem, coz zplsobuje, Ze 1ék nedokdze udrzet
terapeutickou koncentraci v krvi nebo byt transportovan do cilovych tkani nebo bunék, které
nejsou soucasti retikuloendotelialniho systému [92]. Velka plocha nanocastic exponencialné
zvysuje podet atomii nebo molekul na povrchu pro ziskani vysoké reaktivity éastic. Cetné studie

0 velikosti a tvarové zavislé toxicité Castic prokazaly biokinetické a biologické dopady
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nanocastic. Vykazovaly zmény ve vychytavani bunck, adsorpci proteint, akumulaci
v organelach a distribuci v celém téle [76]. Jednim z divodu téchto G¢inkt je korelace mezi
velikosti ¢astic a povrchovou plochou. Pokud se velikost ¢astic zmensi, jejich pomér povrchu
k objemu se zvétsi. To znamena, ze vEtSi mnozstvi 1éku je blize k povrchu ¢astice ve srovnani
s vétsi molekulou. Lécivo ptitomné na povrchu ¢i v blizkosti povrchu ¢éstice pravdépodobné
vede k rychlejsimu uvolnéni 1éku. Naopak, 1é¢ivo se pomaleji uvolituje uvniti vétsich castic.
Je tedy prospésné vytvorit systémy nanocastic s velkym pomérem povrchu k objemu;
vzdy v8ak musi byt kontrolovana jejich toxicita [92]. Mala velikost a velka povrchova plocha
Castic muze vést k jejich agregaci, coz znesnadnuje citlivé zachazeni s nanocasticemi
v kapalnych a pevnych fazich a ma také za nasledek omezené vkladani gent/1éCiv
a jejich nasledné uvoliovani. Pozitivné nabité a stabilni submikrocastice s velikosti v rozmezi
200 — 400 nm a indexem polydisperzity < 0,1 vykazuji podle studie [76] dobré dodani a posileni

imunitni odpovédi.

1.6.2 Zeta potencial ¢astic

Diftize ptes hlen neni ovlivnéna pouze velikosti ¢astic ¢i antigenu nebo p6rt hlenu,
ale také chemickymi vlastnostmi, jako je povrchovy naboj castic. Charakterizuje tendenci
ke shlukovani ¢astic a odrazi jejich dlouhodobou stabilitu (napf. pti skladovani koloidnich
suspenzi) [2]. JelikoZ ptimé méfeni povrchového naboje je velmi obtizné, vyuziva se jako mira
povrchového naboje definovanych ¢astic veli¢ina zvana zeta potencial. Zeta potencial je tedy
meéfitkem povrchového ndboje Castic. Povrchovy naboj Céstic ovliviiuje fyzikalni stabilitu
a redispergovatelnost disperze polymeru, jakoz i jejich ucinek in vivo [153]. Proto je dalSim
parametrem méfenym technikami rozptylu svétla, jako je elektroforeticky rozptyl svétla,
ktery se také oznacuje jako laserovd Dopplerova mikroelektroforéza, a to i pies vyskyt
elektroosmotickych ucinki, které snizuji presnost a reprodukovatelnost. Obvykle se vyjadiuje
jako elektroforeticka mobilita [(um/S)/(V/em)] nebo se prevadi na potencial zeta (mV).
Podobné jako jednoduché ionty, také definované castice v disperzi, jez maji povrchovy ndboj,
vytvaii v okolnim prostiedi elektrické pole. Vlivem tohoto elektrického pole dochazi k navazani
volnych iontii opacné polarity z disperze k povrchu castice. Okolo nabité ¢astice vznika tenka
vrstva nazyvanad elektrickd dvojvrstva. Zeta potencial je elektrostaticky potencial v mezifdzové
dvojvrstvé dispergované ¢astice nebo kapicky versus bod v kontinuélni fazi od rozhrani. Jinymi
slovy, potencidl zeta je potencialni rozdil mezi mobilnim disperznim médiem a staciondrni

vrstvou disperzniho média pfipojeného k dispergované ¢astici. V elektrické dvojvrstve existuje
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oblast iontové atmosféry, jez se s ¢astici pohybuje a vrstva, kterd se nepohybuje. Zeta potencil
se tedy vztahuje piimo k pohyblivosti nabité ¢astice v elektrickém poli. Nulova hodnota zeta
potencialu je vyjadiena hodnotou izoelektrického bodu (pl), a proto musi byt posuzovana také
hodnota pl vybraného ligandu pied vazbou s ¢asticovym nosi¢em [178]. Zeta potencial zavisi
na iontové sile, pH a typu iontového média, ve kterém jsou ¢astice suspendovany a na teploté
[151]. Zeta potencial lze méfit dynamickym rozptylem svétla. Méfeni zeta potencialu
se provadi pomoci elektrického naboje prochazejiciho vzorkem ve slozené kapilarni prautokové
komote. Castice, které udrzuji vysoky zeta potencial jsou ptitahovany k elektrodé opaéného
naboje. Pro fyzicky stabilni suspenzi stabilizovanou pouze -elektrostatickym odporem
je nutny zeta potencial £ 30 mV. Emulze s vysokym potencidlem zeta (at’ uZ negativnim
nebo pozitivnim) jsou elektricky stabilizovany, zatimco emulze s nizkym potencidlem zeta
maji tendenci agregovat, koagulovat ¢i flokulovat, coz mize vést ke Spatné fyzické stabilité
gastic. Castice s potencidlem zeta kladn&j§im nez +30 mV nebo zaporn&j$im nez -30 mV
jsou povazovany za stabilni [152]. V piipadé, Ze je zeta potencial emulze vysoky, odpudivé
sily prevySuji atraktivni sily, coZ vede k relativn€ stabilnimu systému. Zeta potencial
mize také predpoveédet rozsah povrchové hydrofobicity ¢i poskytnout informace o povaze

materialu zapouzdieného v ¢asticich ¢i adsorbovaného na povrchu [153].

1.6.3 Povrchova hydrofobicita

Povrchova hydrofobicita je stézejni vlastnosti povrchui ¢astic, ktera muze ovlivnit
chovani NP ve vodnim prostfedi a potencialné rozhodnout o osudu a transportu castic.
Hydrofobicita je dualezitym parametrem, ktery pfispiva ke stanoveni biologického
a environmentalniho osudu ¢astic i jejich potencialni toxicity [154]. Hraje vyznamnou roli
biologickych procesech, jako je adsorpce bilkovin, interakce s biologickymi membranami,
bunécné vychytavani a imunitni reakce. V soucasné dob¢ je k dispozici pouze nékolik metod
pro charakterizaci hydrofobicity nanomateridlli a zddnd z nich neumoziiuje u vSech typ
nanomaterialii uplnou charakterizaci a kvantifikaci tohoto klicového parametru.
Vétsina z téchto technik je navic zalozena na ndkladnych a €asové narocnych analytickych
technikach. Povrchova hydrofobicita muize byt stanovena hydrofobni interakéni
chromatografii, bifazickym délenim, sledovanim kinetiky adsorpce (méfeni pocétu Castic
vazajicich se na rizné kolektory jako funkce ¢asu pomoci mikroskopie tmavého pole), métenim
kontaktniho uhlu atd. V posledni dobé je v literatufe uUvedeno né€kolik sofistikovanych

analytickych technik pro povrchovou analyzu nanocéstic. Rentgenova fotonova korelacni
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spektroskopie umoznuje identifikaci specifickych chemickych skupin na povrchu ¢astic [153].
Hydrofobni a elektrostatické interakce zprostiedkované casticemi agreguji mikrostrukturu
hlenu a brani difuzi vakcin, zatimco hydrofilni a neutrdlni formulace vakciny podporuji

penetraci hlenu [121].

1.7 Znaceni ¢astic pro in vivo zobrazovaci studie

Biomedicinské zobrazovaci techniky (,,bioimaging*) zahrnuji Sirokou $kalu
neinvazivnich zobrazovacich metod, kterymi Ize ziskat anatomické a fyziologické informace.
Tyto zobrazovaci techniky umoznuji vizualizaci biologickych procesii na mikroskopické
a makroskopické urovni. Biomedicinské zobrazovani naléza vyuZiti od bunééného sledovani
az po skenovani celého téla, nejéastéji pro diagnostické ucely. Rtizné zobrazovaci techniky
vyuZzivaji rizné typy zafeni elektromagnetického spektra. V soucasné dobé je spiSe zajem
0 zobrazovaci techniky na principu neionizujiciho zafeni, které mohou nabidnout vylepsenou

detekci ¢i rozsahlejsi informace o biologickych procesech [155].

1.7.1 Fluorescené¢ni zobrazovaci techniky

Fluorescencni zobrazovaci techniky maji vysokou citlivost, nizké naklady a ¢asovym
rozliSenim se staly nepostradatelnymi pro aplikace biomedicinského zobrazovani.
Fluorescen¢ni sondy emituji ve spektralnich oblastech (650 — 1000 nm) Cervené a blizké
infracervené zafeni (NIR) [156]. Fluorescen¢né znacené Castice mohou poskytnout rychlé,
jednoduché a citlivé prosttedky pro fluorimetrickou kvantifikaci ¢astic asociovanych
s buiitkami (Obrazek 11).

Obrazek 11: Makrofagy linie J774.2 a chitosanové ¢astice znacené FITC.
Barveni Phalloidin a Hoechst — bunééna jadra (Hoechst — modie), filamenta (Phalloidin — ¢erveng)
Autor: Mgr. Radek Sleha, Ph.D., Univerzita obrany Hradec Kralové.
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Kvantifikace ¢astic je mozna pouze v piipadé pouziti kalibra¢ni kivky ptipravené stejnym
zpusobem jako vzorky [157]. Fluorescen¢éné znacené polymery poskytuji informace (o mistech
pusobeni a dynamice), které je nemozné nebo velmi obtizné ziskat pomoci neznaenych
materiald. Dilezitym prvkem je, aby fluorescencni marker nebyl z ¢éstic zfetelné disociovan,
aby se béhem naslednych experiment se zpracovanim, uskladnénim a absorpci udrzovala
stechiometrie. Je znamo, ze markery snadno disociuji, pokud jsou adsorbovany na povrch
pfedem vytvofenych castic [155]. Polymery Kkonjugované s fluorescenéni molekulou
jsou univerzalnimi materidly pro biologické zobrazovani, diky jejich pfizptisobenym
absorp¢nim a emisnim spektriim a aplikacim pfi fluorescencnim i fotoakustickém zobrazovani.
Znaceni biomolekul fluorescenéné je tedy dilezitou metodou pro detekci cilovych analytd
nejen v oblasti biologie a mediciny [158]. Znacené ¢astice slouzi naptiklad ke studiu absorpce
a asociace castic s bunikami imunitniho systému.

Chitosan muze byt znacen napi. fluorescein-5-isothiokyanatem (FITC). Principem
je reakce (Rovnice 1) mezi isothiokynatovou skupinou FITC a primarni aminovou skupinou

chitosanu. Tento druh reakce je pouzivan také ke znaceni proteind.

S
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Rovnice 1: Reak&ni mechanismus mezi FITC a chitosanem. Pfevzato a upraveno z: [159].

FITC je jednou z nejpopularnéjSich fluorescenc¢nich sond. Isothiokyandtovy derivat
fluoresceinu se syntetizuje modifikaci jeho spodniho kruhu v poloze 5 nebo 6-uhliku.
Dva vysledné isomery jsou téméf identické ve své reaktivit¢ a spektrdlnich vlastnostech,
véetné excita¢nich a emisnich vinovych délek a intenzit. Jejich chemické rozdily v§ak mohou
ovlivnit separaci modifikovanych proteini od nadmérného ¢inidla nebo analyzu znacenych
molekul elektroforézou. Z tohoto duvodu vétSina vyrobct purifikuje derivat uhliku-5
jako vybrané ¢inidlo FITC [160].

Ve studii z roku 2019 [157] byly pro sledovani miry interakce a pohlceni chitosanovych
¢astic mysi makrofagovou bunécnou linii RAW 264.7 pouzity ¢astice znacené pomoci FITC.
Pro detekci nanocéstic intracelularné byly buniky znaceny Lysotracker Red. Prace tak potvrdila,

ze se Castice hromadily v kyselych endolysozomech.
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Chitosanové nanocastice znacené FITC mohou emitovat fluorescenci s vysokou
intenzitou a stabilitou. Kvili dobré biokompatibilit¢ a netoxickym vlastnostem mohou
fluorescen¢ni chitosanové nanocastice najit uplatnéni v biologickém barveni, enzymové vazané
imunoanalyze (ELISA) a bio¢ipech in vivo i in vitro [160]. Organicka fluorescen¢ni barviva
Siroce pouzivéana v lékaiské diagnostice a molekuldrnim zobrazovani maji vyznamna omezeni
véetné efektu fotobéleni (photobleaching), nizkych intenzit signalu a Sirokého fluorescen¢niho
spektra, coz mize byt snadno naruseno fluorescencnim signalem pozadi emitovanym matrici
vzorku [157]. Posledni pokroky v nanomaterialech, jako jsou luminiscen¢ni kvantové tecky,
fluorescenéni latexové Ccastice, oteviely slibné pole smérem k vyvoji luminiscencnich
bioznac¢ek. Luminiscencni kvantové tecky byly konjugovany s biomolekulami a ukdzalo se,
7e jsou lepSimi znaCicimi Cinidly neZ béZné dostupna organickd barviva. Luminiscenéni
kvantové tecky vSak maji nékteré nedostatky, jako je Spatnd rozpustnost ve vodé (pokud
nejsou modifikovany), aglutinace, stfedni kvantové vytézky a vysokd toxicita slozek kadmia.

Pouziti kvantovych te¢ek v biomedicinskych polich je tedy omezené [160].
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2 CIL PRACE

Cilem této prace byla piiprava a optimalizace bioaktivniho nosi¢ového systému
S charakteristikami jako je vysoka ucinnost, stabilita a pomalé uvoliiovani latek pro vyvoj
vakciny s modelovym proteinem pro slizniéni podani s vyhodami nanomaterialt.
Jako mnosiCovy systém byly zvoleny a pripraveny ¢astice zchitosanu, z chitosanu
a kyseliny hyaluronové, a chitosanu s polykaprolaktonem. Na piipravené nosice byl fyzikalni
sorpci anebo kovalentné navazan modelovy protein ovalbumin. Hodnoceni vlastnosti
nosi¢ového systému zahrnovalo distribuci hydrodynamické velikosti ¢astic (DLS), ovéfeni
jejich stability mé&fenim povrchového naboje (zeta potencialu) a mira vazby a uvolnéni proteinu

v ¢ase do ruznych médii jako simulace in vivo prostiedi.

67



3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Laboratorni pristroje a pomucky

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttingen, Némecko)
analyzator velikosti ¢astic a Z-potencialu HORIBA Scientific SZ-100-Z (HORIBA Ltd,
Horiba France SAS, Francie)

centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Dialysis tubing cellulose (dialyzaéni stiivka) — MWCO 3500 Da, SERVA
Electrophoresis (Heidelberg, Germany)

Dialysis tubing cellulose (dialyzac¢ni sttivka) — Typical MWCO 12 400 Da, average flat
width, 43 mm, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

filtr pro injekéni stiikacku (25 mm Syringe Filter) — 0,45 um celulézovo-acetatova
membrana (VWR international, North America, USA)

kifemenné kyvety — Semimikrokyveta SM/QS5, optickd délka 5 mm (Exacta + Optech,
Mnichov, Némecko)

magnetické michadlo Big Squid (IKA-WERKE, Némecko)

magnetické michadlo LAVAT MM4 (LAVAT a.s., Chotutice, Ceské republika)
mini-rotator Biosan Bi0-RS-24 (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojené staty
americké)

pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

piredvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
spektrofotometr Labsystems Multiscan RC (Labsystems Diagnostics Oy, Helsinki
Vantaa, Finsko)

stanice pro pfipravu deionizované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, Spojené staty americké)

termostat INCU-Line (VWR International Ltd, Lutterworth, Leicestershire, Velka
Britanie)

tiepacka Mini-Rocker MR-1 Biosan (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojené staty
americké)

vortex (Grant-bio, Cambridge, Velka Britanie)

laboratorni pomiicky — laboratorni sklo (kadinky, odmérné nadoby, odmérné valce),
Iékovky s vickem, mikrozkumavky Eppendorf, mikropipety Eppendorf a Biohit,

mikrotitracni desti¢ky, Petriho misky, plastové nadoby (rtizné velikosti)
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3.2 Reagencie a chemikalie

Albumin from chicken egg white (ovalbumin), A7641, > 98%, Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO USA)

Deionizovana voda

Dodecylsulfat sodny (SDS) — Mr = 288,37 g/mol, NaCi2H25SO04, Lachema a.s.
(Neratovice, Ceska republika)

Fluorescein isothiocyanate (fluorescein isothiokyanat, FITC) — Mr = 389,382 g/mol
C21H11NOsS, 46424, Fisher Scientific, spol. s. r. 0. (Pardubice, Ceska republika)
Hydrogenfosforetnan sodny dodekahydrat p. a. — Mr = 358,14 g/mol,
Na2HPO4 - 12 H,0, Penta s.r.o0. (Chrudim, Ceska republika)

Chitosan (deacetylated chitin, Poly(D-glucosamine), Mw ~ 50 — 190 kDa, 448869,
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

Chitosan (deacetylated chitin, Poly(D-glucosamine), Primex > 95% deacetylate,
Mw ~ 110 — 360 kDa, high quality 10, 43000, ChitoClear (Siglufjordur, Island)
Chlorid vapenaty bezvody — Mr = 110,99 g/mol, CaCly, Penta s.r.o. (Chrudim, Cesk4
republika)

Kyselina hyaluronova, HYSILK, 200318-E1, Mw ~ 150 — 350 kDa, Contipro
(Dolni Dobroug, Ceska republika)

Kyselina octova 99% p.a. — Mr = 60,05 g/mol, p = 1,055 g/cm® CH3COOH,
Pentas. r. o. (Chrudim, Ceska republika)

Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit, 23235, Pierce Biotechnology (Waltham,
MA, USA)

N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC), E6383-1G,
CgH17N3z - HCI, Mr =191,70 g/mol, EC 247-361-2, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Spojené staty americké)

N-hydroxysulfosuccinimide sodium salt (sulfo-NHS), 56485-1G, CsHsNNaOsS,
Mr = 217,13 g/mol, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)
Polycaprolactone (Poly-¢-kaprolakton, PCL), Mw ~ 14 000 Da, 440752, Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, Spojené staty americké)

Propan-1,2,3-triol (glycerol) — Mr = 92,09 g/mol, C3HgOs, Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, Spojené staty americké)
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e Sodium dihydrogenphosphate dihydrate (Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat) — Mr
= 156,01 g/mol; 1 M NaH2POs - 2 H2O, Lach-Ner, s. r. o. (Neratovice, Ceska republika)

e Sodium chloride (chlorid sodny) — Mr = 58,44 g/mol, NaCl, Lach-Ner, s. r. o.
(Neratovice, Ceska republika)

e Sodium tripolyphosphate (tripolyfosfat sodny, TPP) — Mr = 367,86 g/mol, NasO1oPs3,
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

e Tween 80 (C32He0010), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké)

3.3 Priprava chitosanovych ¢astic
Principem pfipravy chitosanovych ¢astic (CS-TPP) je ionotropni gelovaténi chitosanu,
jako polykationtu, s anionty tripolyfosfatu (TPP). Metoda je zalozena na smiseni dvou vodnych

roztoki pii laboratorni teploté [161].

PouZité roztoky:
e | M roztok kyseliny octové (CH3COOH)
e 0,2% roztok chitosanu v 0,025 M acetatovém pufru pH 5,2 (0,07 g chitosanu rozpusténo
v 35 ml 0,025 M acetatového pufru pH 5,2)

e 0,84 mg/ml roztok TPP v deionizované vodé

Pracovni postup:

Nejprve byl piipraven 0,2% roztok nizkomolekularniho chitosanu (Sigma-Aldrich,
St. Louis) s molekulovou hmotnosti 50 — 190 kDa. Chitosan byl pfedem hydratovan a rozpustén
v 0,025 M acetatovém pufru pH 5,2 na magnetickém michadle LAVAT MM4 (LAVAT a.s.,
Chotutice, Ceskd republika) po dobu 16 hodin pii laboratorni teploté, pH roztoku
bylo upraveno. Navazka tripolyfosfatu (TPP) byla rozpusténa v deionizované vodé a roztok
TPP byl nasledné po kapkéach pipetou piikapdvan k roztoku chitosanu na magnetickém
michadle pii laboratorni teploté. Tvorba ¢astic probihala po dobu 30 minut. Pomér objemovych
dilt roztoka chitosanu k TPP byl 2 : 1. Po uplynuti této doby byla provedena dialyza
ptipravenych ¢astic podle metody 3.7. U pfipravenych a homogenizovanych vzorka ¢astic
byla méfena hydrodynamicka velikost (DLS) a zeta potencial v prostiedi 0,025 M acetatového
pufru pH 5,2.
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3.4 Priprava ¢astic z chitosanu a kyseliny hyaluronové
Principem pfipravy chitosanovych castic s kyselinou hyaluronovou (HA/CS-TPP)
je vznik kovalentni vazby karboxylovych skupin kyseliny hyaluronové S volnymi

aminoskupinami CS pfitomnymi na povrchu jeho molekul. Metoda byla upravena podle [95].

Pouité roztoky:
e 0,05% roztok kyseliny octové (CH3COOH)
e 1 M roztok kyseliny octové (CH3COOH)
e 2,5 mg/ml roztok chitosanu v 0,05% CH3COOH
e 0,25 mg/ml roztok chitosanu v deionizované vod¢
e 0,25 mg/ml roztok TPP v deionizované vodé
e 0,1 M acetatovy pufr pH 5

e 1,5 mg/ml roztok kyseliny hyaluronové v 0,1 M acetatovém pufru pH 5

3.4.1 Priprava chitosanovych ¢astic (5 : 1)
Pracovni postup:

Roztok CS o koncentraci 2,5 mg/ml v 0,05% CHsCOOH byl rozpoustén po dobu
24 hodin na magnetickém michadle LAVAT MM4 (LAVAT a.s., Chotutice, Ceska republika)
pii laboratorni teploté. Z tohoto zasobniho roztoku byl vytvofen roztok CS o koncentraci
0,25 mg/ml v deionizované vod¢ a nasledné byl prefiltrovan pies 0,45 pum celulézovo-
acetatovou membranu filtru pro injek¢ni stiikacku 25 mm, Syringe Filter (VWR international,
North America, USA). Roztok TPP o koncentraci 0,25 mg/ml byl také pefiltrovan a nasledné
po kapkach pipetou piikapavan k roztoku CS na magnetickém michadle pti laboratorni teplot¢.
Tvorba ¢astic probihala po dobu 30 minut. Pomér objemovych dili roztokd chitosanu
kK TPP byl 5 : 1. Castice byly dialyzovany do roztoku 0,1 M acetatového pufru pH 5
podle kapitoly 3.7. Dialyza probihala 16 hodin pfi laboratorni teploté na laboratorni tiepacce

Mini-Rocker MR-1 Biosan (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojené staty americké).
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3.4.2 Obaleni chitosanovych ¢astic kyselinou hyaluronovou
Pracovni postup:

Dialyzované c¢astice byly nasledné obaleny kyselinou hyaluronovou HYSILK,
Mw ~ 150 — 350 kDa, Contipro (Dolni Dobrou¢, Ceska republika), a to piikapavanim CS-TPP
castic k roztoku HA na magnetickém michadle pti laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut.
Pomér objemovych dili roztoku chitosanovych c¢astic k HA byl 1 : 1. U pfipravenych
a homogenizovanych vzorki ¢astic byla métena DLS a zeta potencial v prostiedi deionizované

vody podle kapitoly 3.8.

3.5 Priprava ¢astic z chitosanu a polykaprolaktonu

Principem ptipravy chitosanovych ¢astic s polykaprolaktonem (PCL/CS) je smiSeni dvou
polymer na zakladé rizného stupné hydrofobicity. Metodou povrchové polymerni dispozice
vytvoii hydrofilni CS vazbu s hydrofobnim polykaprolaktonem. Postup piipravy PCL/CS
Castic byl ptevzat a upraven podle [106] a [164].

PouZité roztoky:
e 0,2 % roztok poly-e-kaprolaktonu (PCL) v acetonu
e 0,1 % roztok chitosanu v 1 % kyselin€ octové
e 5% Tween 80
e glycerol

e deionizovana voda

Pracovni postup:

Pro ptipravu 0,2 % roztoku poly-e-kaprolaktonu (PCL) o Mw ~ 14 000 Da
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Spojené staty americké) Vv acetonu byl navazeny PCL
rozpustén v acetonu o analytické Cistoté a zahiivan na teplotu 50 °C po dobu 30 minut. V dal$im
kroku byl ptipraven 0,1% roztok nizkomolekularniho chitosanu (Primex > 95% deacetylate,
Mw ~ 110 — 360 kDa, ChitoClear; Siglufjordur, Island) v 1% kyseliné octové (Penta s.r.o.,
Chrudim, Ceska republika) s 5% Tweenem 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Spojené staty
americké). RozpouSténi probihalo 2 hodiny na magnetickém michadle v digestofi
pfi laboratorni teploté. Nasledné byl roztok chitosanu s Tweenem 80 v kadince homogenizovan
pomoci ultrazvukového (UZ) homogenizatoru s jehlou 3 mm. Postupné byl pfikapavan roztok
PCL se sou¢asnou UZ homogenizaci po dobu 1 minuty. Pfipraveny roztok byl pfenesen

na magnetické michadlo LAVAT MM4 (LAVAT a.s., Chotutice, Ceska republika) na 45 minut
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se stupném otacek 3. U pripravenych vzorka castic byly méfeny DLS a zeta potencial podle
kapitoly 3.8. Castice byly déle zakoncentrovany pomoci centrifugace pii 16000 x g se 100 pl
glycerolu v plastové tubé po dobu 75 minut pii teploté 4 °C. Pasteurovou pipetou byl opatrné
odebran supernatant (na dné zGstaly Castice ve zbyvajicim roztoku). Poté byla provedena
dialyza vzorku v 1l deionizované vody po dobu 48 hodin na magnetickém michadle
pti laboratorni teploté. Bylo pouzito dialyzacni stfivko Smezni molekulovou hmotnosti
3500 Da (SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Germany) a 2x vyménéno dialyzacni prostredi.
U dialyzovanych a homogenizovanych castic byly meéfeny DLS a =zeta potencial

podle kapitoly 3.8.

3.6 Fluorescenéni znaceni chitosanu

Principem fluorescen¢niho znaceni chitosanu je reakce mezi izothiokyanatovou skupinou

FITC a primarnim aminem chitosanu (CS). Metoda je upravena podle [157].

PouZité roztoky:
e 0,1 M kyselina octova
e 1% chitosan v 0,1 M kyselin€ octové
e 25 mg FITC v 35 ml methanolu
e 0,2 M NaOH

Pracovni postup:

Z roztoku FITC (Fisher Scientific, spol. s r.o0., Pardubice, Ceska republika) v methanolu
bylo odebrano 8,75 ml a pfidano k 6,25 ml 1% CS v kyseliné octové v 50 ml tubé. Inkubace
probihala 3 hodiny Vv zatemnéni pfi laboratorni teploté a za mirného michani. Dale byl roztok
znaCeného chitosanu 0,2 M NaOH precipitovan az do pH 10. Nasledné byl FITC-CS
centrifugovén pii rcf 4500 g a teploté 20 °C po dobu 30 minut. Peleta byla poté 3x promyta
smési methanolu-vody (70/30, v/v) s centrifugaci pii rcf 4500 g, a teplot¢ 20 °C
po dobu 30 minut. Znaceny CS byl rozpustén v 15 ml 0,1 M kyseliné¢ octové a michan
na magnetickém michadle LAVAT MM4 (LAVAT a.s., Chotutice, Ceska republika) pies noc
(16 hodin). Nasledujici den byla provedena dialyza roztoku znaceného chitosanu v zatemnéni
v 2,5 | deionizované vody 3 dny za pouziti dialyza¢niho stéivka s CO s mezni molekulovou
hmotnosti 12 400 Da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Spojené staty americké). Fluorescenéné

znaceny chitosan byl pro uskladnéni lyofilizovan do lyofiliza¢ni vialky na -20 °C.
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3.7 Dialyza pripravenych ¢astic
Pouité roztoky:

e 0,025 MEDTA

e 0,025 M acetatovy pufr pH 5,2

e 0,1 M acetatovy pufr pH 5

3.7.1 Priprava dialyzacnich stfivek
Pracovni postup:

Ze suchého vzorku dialyzacnich stiivek s obsahem glycerolu jako zvlh¢ovadla
(pro zabranéni vysychani a kiehkosti) bylo odebrano 3krat po 1 metru. Pro odstranéni glycerolu
ze stfivek byla stfivka ponotfena do 0,5 1 deionizované vody na 3 hodiny (s vyménou vody
kazdou hodinu). Stiivka také obsahuji mala mnozstvi té€zkych kovi (méné nez 50 ppm)
a slouenin siry (méné nez 0,3%). Tyto kontaminanty byly odstranény vafenim stiivek

v 0,025 M EDTA a vode¢ po dobu 5 minut. Stiivka byla skladovana v destilované vod¢ pii 4 °C.

3.7.2 Dialyza
Pracovni postup:

Piipravené castice (CS-TPP; HA/CS-TPP) byly dialyzovany do prostiedi 25 mM
acetatového pufru pH 5,2 ¢i 0,1 M acetatového pufru pH 5 za pouziti dialyzacnich strivek
(SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Germany) s mezni molekulovou hmotnosti 3500 Da.
Dialyza trvala 16 hodin pfi laboratorni teplot¢ s mirnym michanim. V pribéhu této doby
bylo 3krat vyménéno dialyzacni prostiedi s celkovym objemem odpovidajicim nejméné

100 nasobku objemu vzorku v dialyzacnich stfivkach.
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3.8 Charakterizace ¢astic
Primérna hydrodynamicka velikost (DLS), polydisperzni index (PDI) a zeta potencial
ptipravenych castic v riznych médiich byly determinovany pomoci dynamického rozptylu

svétla (DLS) na pristroji Horiba Scientific (software SZ-100).

3.8.1 Méieni hydrodynamické velikosti ¢astic
Pouité roztoky:
e 0,025 M acetatovy pufr pH 5,2 pro CS-TPP ¢astice (2 : 1)
e deionizovana voda pro CS-TPP ¢astice (5 : 1), HA/CS-TPP a PCL/CS ¢astice

Pracovni postup:

Pro méteni DLS castic bylo odebrano 250 ug ptipravenych ¢astic, které byly doplnény
na celkovy objem 1,5 ml pfisluSnym pufrem ¢i deionizovanou vodou. U takto pfipravenych
a homogenizovanych vzorkt Castic byla zmétena hydrodynamické velikost na ptistroji Horiba
Scientific (software SZ-100). Primérna velikost ¢astic byla méfena pod uhlem 173°
v jednorazovych kyvetach (Brand GMBH, P-LAB, Praha, Ceska republika). Kazdé méfeni
bylo provedeno nejméné¢ ve 12 opakovanich po 30 sekundach pii teploté 25 °C.

Data byla statisticky vyhodnocena a s vystupem hodnot DLS byly uddny smérodatné odchylky.

3.8.2 Méreni zeta potencialu Castic
Pracovni postup:

Pro méfeni zeta potencialu ¢astic bylo odebrano 250 ug piipravenych castic,
které¢ byly doplnény na celkovy objem 1,5 ml pfisluSnym pufrem ¢i deionizovanou vodou.
Vzorek ¢astic byl pomoci plastové stiikaGky pomalu vstiiknut do méfici Kyvety,
jez byla slozena z elektrod a vzorkové komory. Bylo dbano na to, aby Vv komote nebyly
lokalizovany zadné vzduchové bubliny, jez by mohly zasadné ovlivnit vysledky méfeni.
Ptipravena kyveta s homogenizovanym vzorkem ¢astic byla vlozena do analyzatoru Horiba
Scientific (software SZ-100) a byl zméfen zeta potencial. Analyza probihala nejméné
ve 12 opakovanich bez prodleni pti tthlu rozptylu 90° a konstantni teploté 25 °C pro udrZeni
konstantni viskozity média. Vysledné hodnoty zeta potencialu byly urceny jako primér z téchto

12 méteni podobné jako elektroforeticka mobilita.
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3.9 Vazba ovalbuminu na chitosanové ¢astice karbodiimidovou metodou

Principem karbodiimidové metody vazby je aktivace karboxylové skupiny pro piimou
reakci s primarnimi aminy prostiednictvim tvorby amidové vazby. Nazev této metody
je odvozen od pouzitého ¢inidla 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimidu (EDC),
ktery svym puasobenim aktivuje karboxylové skupiny. Karbodiimidy jsou povazovany
za zesit'ujici ¢inidlo (tzv. cross-linking agent). Zadna &ast jejich chemické struktury se nestane
soucasti koneéné vazby mezi konjugovanymi molekulami (karboxyl-amin) [168].

Metoda je upravena podle [162].

PouZité roztoky:
e 0,1 M fosftatovy pufr pH 7,3
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 1 M NaCl
e 0,025 M acetatovy pufr pH 5,2
e roztok 1 M kyseliny octové (CH3COOH)
e roztok sulfo-NHS — 1,25 mg sulfo-NHS v 200 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3
e roztok EDC - 7,5 mg EDC v 200 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3

e roztok ovalbuminu (OVA) o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

Pracovni postup:

CS castice byly pfipraveny metodou ionotropniho gelovaténi chitosanu s anionty TPP
podle Kkapitoly 3.3. Nasledné byly 4 mg castic centrifugovany po dobu 5 minut
pii 5 000 otackach za minutu. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a ¢astice byly promyty
1 x 1 ml deionizované vody a znovu centrifugovany s odstranénim supernatantu. Experiment
byl proveden v tripletu. K ¢asticim bylo v rychlém sledu pfidano 500 ul (0,5 mg) roztoku
ovalbuminu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Spojené staty americké), dale 200 ul roztoku
EDC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Spojené staty americké) a 200 pl roztoku sulfo-NHS
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Spojené staty americké). Reak¢éni smés byla doplnéna
na celkovy objem 1 ml 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,3 a inkubovéna 2 hodiny pii 4 °C
za mirného otaceni (piiblizn¢ 20 ot/min). Po inkubaci byly ¢astice s imobilizovanym OVA
centrifugovany a promyty:

* 1 x 1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3

*1x 1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 s 1 M NaCl

* 1 x 1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3

Stanoveni mnoZstvi imobilizovaného proteinu na ¢asticich bylo provedeno metodou BCA.
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3.10 Adsorpce ovalbuminu na chitosanové ¢astice

Podminky adsorpce byly pievzaty z metody karbodiimidové vazby (kapitola 3.9) bez pouziti
aktivacniho ¢inidla. Principem adsorpce je interakce mezi ovalbuminem a ¢asticovym nosi¢em
z chitosanu, pifi které se uplatiuji nizkoenergetické sily (jako jsou iontové interakce,
Van der Waalsovy sily, vodikové vazby a hydrofobni interakce) a ovalbumin se sorbuje

na vné&jsi strukturu Castic [168].

Pouité roztoky:
e 0,1 M fostatovy pufr pH 7,3

e ovalbumin o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

Pracovni postup:

Vzorky chitosanovych ¢astic CS-TPP (2 : 1), HA/CS-TPP a PCL/CS, v mnozstvi
4 mg Vv roztoku, byly pro odstranéni a separovani ¢astic od roztoku centrifugovany 5 minut
pii 5000 otadckach za minutu. V dal§im kroku byly ¢astice promyty 1x 1 ml deionizované vody
S odstranénim supernatantu. Poté bylo k ¢asticim piidano 500 ul 0,1 M fosfatového pufru
pH 7,3 a 500 pl roztoku ovalbuminu (0,5 mg rozpusténo ve stejném fosfatovém pufru). Reakeni
smés byla inkubovana za mirného otaéeni 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Vse bylo provedeno
v tripletu. Pro stanoveni koncentrace sorbované¢ho proteinu na casticich metodou BCA

(kapitola 3.11) byly uchovany supernatanty pied vazbou a po vazbe.

3.11 Stanoveni koncentrace proteinu bicinchoninovou metodou

Bicinchoninova (BCA) metoda je kolorimetricka metoda vyuzivajici sodné soli
bicinchoninové kyseliny ke spektrofotometrickému stanoveni proteind. Principem stanoveni
koncentrace proteinu na cCasticich bylo spektrofotometrické stanoveni absorbance
fialovomodrého komplexu, ktery vznikl redukci Cu?* iontu na Cu* iont peptidovou vazbou
proteinu a naslednou chelataci Cu® iontu sodnou soli bicinchoninové kyseliny. Nezbytnosti
je pted analyzou jednotlivych vzorki paralelné méfit koncentraci standardu, jehoz koncentraci
zname a po sestrojeni kalibracni kifivky stanovit koncentraci proteinu v analyzovanych
vzorcich. Pouzity postup byl pevzat z Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit. Standardem
pro kalibraci byl zvolen ovalbumin (konc. 2 mg/ml; Sigma-Aldrich), jehoz koncentra¢ni fada

byla pfipravena podle 3.11.1.
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3.11.1 Priprava kalibraéni zavislosti koncentrace ovalbuminu

PouZité roztoky:

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

e zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

Pracovni postup:

Kalibra¢ni tfada o koncentracich 200; 150; 100; 40; 20; 10; 5; 2,5 a 0 ug proteinu
o celkovém objemu 1 ml byla pfipravena z OVA (zdsobni roztok 2 mg/ml) dle Tabulky 4.
K ptipravé roztoku OVA o pfislusnych koncentracich byl navaZzen 1 mg OVA a rozpustén
v 0,5 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3. Piipravené kalibracni roztoky v mikrozkumavkach
byly pipetovany po 150 ul do mikrotitra¢ni desticky a dale k nim bylo piidano 150 ul BCA
roztoku. BCA roztok byl pfipraven z reagencii BCA kitu v poméru 25 dila reagencie
A : 24 dila B : 1 dil reagencie MC. VSe bylo pfipraveno v tripletu a inkubovano 2 hodiny

pifi 37 °C. Nasledné¢ byla na spektrofotometru Multiscan méfena absorbance roztoki

pfi vlnové délce 570 nm.

Tabulka 4: Ptiprava kalibraéni fady pro metodu BCA.

0,1 M fosfatovy pufr | ovalbumin | Vysledna koncentrace
Zkumavky [ml] [nd] ovalbuminu [ug/ml]
A 0,900 100 200
B 0,925 75 150
C 0,950 50 100
D 0,980 20 40
E 0,990 10 20
F 0,995 5 10
G 0,998 2,5 5
H 0,999 1,25 2,5
SLEPY VZOREK 1,000 0 0
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3.11.2 Stanoveni koncentrace ovalbuminu na éasticich metodou BCA
Pouité roztoky:
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

e ovalbumin o koncentraci 1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

Pracovni postup:

Vzorky byly pfipraveny v tripletu. Aliquoty ¢astic (tj. 4 mg) byly centrifugovany
5 minut pfi 5 000 otackach za minutu. Po centrifugaci byl odebran veskery supernatant,
k ¢asticim bylo piidano 150 ul 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,3 a roztok BCA o objemu
150 ul. Takto ptipravené Castice byly inkubovany na rotatoru pii 37 °C po dobu 2 hodin.
Supernatanty po vazb¢ a promyvaci frakce byly pipetovany po 150 pl do mikrotitra¢ni desticky,
dale k nim bylo ptfidano 150 pl roztoku BCA a vzorky byly inkubovény pii 37 °C po dobu
2 hodin. Po inkubaci byly ¢astice centrifugovany (5 minut, 5 000 otacek za minutu), supernatant
byl pfenesen do mikrotitracni desticky a vSechny vzorky byly zmétfeny na spektrofotometru
Multiscan pii vinové délce 570 nm. Jako slepy vzorek slouzil fosfatovy pufr o pH 7,3
anebo samotné chitosanové ¢astice bez ovalbuminu. Od naméfenych absorbanci vzorkl byla
odectena absorbance slepého vzorku a koncentrace proteinu byla vyhodnocena metodou
kalibracni kiivky. Stanoveni koncentrace proteinu na chitosanovych ¢asticich bylo provedeno

ve 3 opakovanich a koncentrace proteinu byla pfepoctena na 4 mg castic.
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3.12 Hodnoceni ucinnosti adsorpce ovalbuminu na ¢astice a vazebna
kapacita nosice

U vsech ptipravenych vzorkli ¢astic s ovalbuminem byla vypocitdna ucinnost adsorpce
a vazebna kapacita nosi¢e podle metody popsané v [164]. Tyto parametry byly kvantifikovany
stanovenim koncentrace proteinu v supernatantu ¢astic metodou BCA. Supernatant bez ¢astic
byl pouzit jako slepy vzorek, aby se zamezilo interferenci. Uginnost adsorpce vyjadiuje
procento hmotnosti proteinu zachycené¢ho v polymernim nosi¢i ve vztahu k pocate¢nimu
mnozstvi vloZzeného proteinu (Rovnice 2). Kapacita nosi¢e udava procento hmotnosti proteinu,

ktery je zachycen na ¢asticich (Rovnice 3).

celkovy vloZeny protein [pg/ml] — nenavazany protein po vazbé [pg/ml]

Uéinnost adsorpce [%] = - 100
p [ /0] celkovy vlozeny protein [pg/ml]
Rovnice 2: Vypocet Gi¢innosti adsorpce v procentech.
, . iw celkovy vloZeny protein ml] — nenavazany protein po vazbé ml
Vazebnd kapacita nosice [%] = - YP (g /mi] P : lke/mll . 100

hmotnost ¢astic v suchém stavu [ug/ml]

Rovnice 3: Vypocet vazebné kapacity nosi¢e v procentech.

3.13 In vitro uvoliiovani proteinu z ¢astic

Studie in vitro uvoliiovani proteinu z ¢astic byla pievzata a upravena podle [88, 164].

PouZité roztoky:
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 5,5
e fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (PBS) pH 7,4

e  zasobni roztok ovalbuminu 0 koncentraci 1 mg/mlv 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3

Pracovni postup:

Z roztoku Castic s adsorbovanym proteinem (0,5 mg OVA) ptipravenych dle kapitoly 3.10,
byl odebran objem sobsahem 4 mg c&astic. Vzorky &astic byly pfipraveny v tripletu
a centrifugovany 5 minut pti 5 000 otackach za minutu. Po centrifugaci byl odstranén
supernatant, ktery byl uschovan pro stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA. Castice

byly nasledné resuspendovany do 1 ml PBS pufru pH 7,4 ¢i 0,1 M acetatového pufru pH 5,5
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a inkubovany za mirného otaceni ¢i tiepani pii 1000 rpm pii 37 °C. Supernatant byl sbiran
v ¢asovych intervalech — 0, 5, 10, 15, 30, 60 minutach, 3, 20 a 24 hodinach, véetné centrifugace
(5 minut, 5000 otacek za minutu). Poté byly ¢astice znovu resuspendovany do 1 ml ptislusného
pufru. Mnozstvi uvolnéného proteinu ve frakcich, vazebném roztoku pied vazbou OVA
do ¢astic a v roztoku po vazbé OV A do ¢astic bylo stanoveno metodou BCA uvedené v kapitole

3.12. Vypocet mnozstvi uvolnéného ovalbuminu byl proveden podle nasledujici Rovnice 4:

pug uvolnéného ovalbuminu

uvolnény ovalbumin [%] = 100

ug sorbovaného ovalbuminu

Rovnice 4: Vypocéet mnozstvi uvolnéného ovalbuminu v procentech.

Pro vyhodnoceni uvolovani ovalbuminu z ¢astic byla pouzita metoda kumulativni
ktivky uvedené v [161], kterd vyjadiuje koncentraci uvolnéného proteinu v promyvacich
frakcich v cCase. Kumulativhi mnoZzstvi uvolnéného ovalbuminu (v %) ze4 mg castic

bylo spocitano z priimérnych hodnot 3 repetitivnich méfeni.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimenty této diplomové prace se zabyvaji pfipravou a studiem mikrocastic
zZ ptirodniho polymeru chitosanu jako nosi¢e modelového proteinu ovalbuminu. Diplomova
prace je soucasti vyzkumu zaméteného na vyvoj slizni¢ni vakciny s pouzitim polymernich
¢astic. V poslednich letech upoutal chitosan velkou pozornost kviili své netoxicité, biologické
rozlozitelnosti a vynikajici biokompatibilité¢, jakoz 1 svym vlastnostem zvySujicim
mukoadhezivitu a propustnost pro dodavani peptidt, proteinti a DNA vakcin [4].

Ptiprava Castic vhodnych wvelikosti je rozvijena smérem k monodisperznim
a homogennim velikostem s rozméry ptiblizné 100 nm.

Vychozi metoda ptipravy castic je ionotropni gelovaténi, zalozené na iontovych
interakcich mezi kladné€ nabitymi primdrnimi aminoskupinami chitosanu a zdporné nabitymi
skupinami polyaniontu, jako je tripolyfostat sodny (TPP). Tento fyzikalni zesitovaci proces
nejenze zabrani pouziti chemickych zesit'ovacich ¢inidel a emulgétord, které jsou Casto toxicke
pro organismy, ale také zabrani moznosti poskozeni 1é¢iv, zejména biologickych ¢inidel.
Tento postup byl upraven podle [162] s pomérem chitosanu a TPP (2 : 1).

CS-TPP submikrocastice mohou vykazovat Sirokou distribuci velikosti ¢astic
(od 100 do 400 nm) a nizsi stabilitu, coz omezuje jejich pouzitelnost v nékterych aplikacich
[106] Doposud je stale vyzvou piipravit nanocastice CS-TPP s vysokym stupném
monodisperzity a stability optimalni a G¢innou metodou. A zaméfit se na reprodukovatelnou
piipravu CS-TPP cCastic s pozadovanymi vlastnostmi, pro transportni systémy pro aplikaci 1é¢iv
a dodavani geni. Parametry, jako je zdrojovy chiton, stupenn deacetylace, pH, koncentrace
a pom¢r slozek, nejvice ovliviiuji tvorbu ¢astic a je nutnd jejich optimalizace. Primérna velikost
castic a stfedni distribuce velikosti jsou zakladnimi vlastnostmi, které ovliviiuji adhezi,
interakci s biologickymi bunikami a distribuci ¢astic v in vivo systému, biologicky osud
a toxicitu ¢astic a schopnost cileni ¢astic s inkorporovanymi terapeutickymi 1é¢ivy.

Dalsimi vhodnymi polymery pro modifikaci chitosanovych castic, byly pouzity kyselina
hyaluronova (HA) a polykaprolakton (PCL). U ¢astic byla sledovana zména distribuce
hydrodynamické velikosti ¢astic a povrchového naboje jako ukazateld jejich stability.

Dtivodem pouziti kyseliny hyaluronové v ptiprave ¢astic je potencialni zlepSeni transportu
k bunkam, kdy vrstva HA na CS-NP urychluje bunétny piijem NP pomoci receptorem
zprostifedkované endocytozy [120]. Synteticky hydrofobni polymer PCL byl pouZit pro syntézu
Castic s chitosanem, nebot’ svymi vlastnostmi mulze zvySit imunomodulacni

a mukoadhezivni vlastnosti Castic (coz je zvlast¢ dulezité pro transportni systémy antigenu
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na sliznici). Zahrnuti chitosanu do PCL poskytuje ¢asticim ur€ity stupen hydrofilnosti,
coz zvySuje jejich stabilitu ve vodném prostiedi [105]. Pfitomnost chitosanu vede ke snizeni
cytotoxicity PCL castic a zméné jejich zeta potencialu na pozitivni, ¢imz se zlepsi
jejich schopnost sorbovat na negativni povrchy sliznice [107].

V této praci byla sledovana primérna hydrodynamickd velikost Ccastic, index
polydisperzity (PDI) ¢astic, Gcinnost adsorpce a sorpcni kapacita vysokomolekularniho
modelového proteinu ovalbuminu, jakozto velmi dilezité vlastnosti systému Castic. Pro dalsi
charakterizaci Castic jako nosi¢ového systému pro slizni¢ni vakciny byla sledovana mira
uvolnéni ovalbuminu v &ase do rtiznych médii, ktera simuluji in vivo prostiedi. Rizené
uvoliiovani antigeni mize vést k jejich prodlouzené prezentaci APC. Dil¢im cilem prace
bylo pfipravit ¢astice ze znaeného chitosanu fluorescein izothiokyanatem (FITC-CS-TPP).
U castic FITC-CS-TPP byla sledovana zména v hydrodynamické velikosti po piipravé
a po 14 dnech skladovani. Uéelem fluorescenéniho znadeni &astic bylo potencialni testovéni
¢astic a sledovani jejich distribuce v bunikach in vivo systému.

Z navrhnutych a pfipravenych nosicovych systému bylo zadouci vybrat vhodny nosic,

ktery by splioval poZadované vlastnosti.

4.1 Priprava chitosanovych ¢astic

V této diplomové praci byly pro pfipravu castic pouzity dva druhy chitosanu, jeden
od dodavatele Sigma-Aldrich, St. Louis, s molekulovou hmotnosti 50 — 190 kDa pro CS-TPP
castice a druhy nazvany ChitoClear od vyrobce Primex s vysokym stupném deacetylace
(> 95 %) pro PCL/CS castice s molekulovou hmotnosti 110 — 360 kDa. Pro sledovani
zékladnich parametri pfipravenych ¢asticovych systémil byla pouzita metoda dynamického
rozptylu svétla (DLS) s rozptylovym uhlem 173° (HORIBA Scientific SZ-100, Horiba France
SAS, Francie). Sledovali jsme priumérnou hydrodynamickou velikost ¢astic; modus,
tj. hodnotu, ktera se v daném statistickém souboru vyskytovala nejcastéji (hodnota znaku
s nejvetsi relativni Cetnosti) a index polydisperzity (PDI) za Géelem popisu distribuce velikosti
castic. Termin ,polydisperzita® (nebo ,disperzita“) se pouziva k popisu stupné
nerovnomérnosti distribuce velikosti castic. PDI hodnota ptiblizné 0,3 je povaZovana
za nejvys$i moznou mezni hodnotu pro disperzi ¢asticovych populaci na bazi polysacharida

[163].
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4.1.1 Castice z chitosanu a TPP (2: 1) a (5: 1)

Chitosanové  castice byly pfipraveny ionotropnim  gelovaténim  chitosanu
(50 — 190 kDa), jako polykationtu —NHs" s tripolyfosfatem (aniontem —POs%)
nejprve v objemovém poméru 2 : 1 podle kapitoly 3.3 a nasledné pro zlepseni jejich vlastnosti
V objemovém poméru 5 : 1 podle kapitoly 3.4.1. Tato technika je zaloZena na zavedeni
elektrostatickych interakci mezi pozitivné nabitymi aminoskupinami chitosanu (NHs3",
pKa acetylovanych skupin ¢ini 6,5) a negativné nabitym tripolyfosfatem, coz vede k tvorbé
vhodného transportniho media pro zaclenéni hydrofilnich sloucenin [161]. U pfipravenych
Castic byla méfena hydrodynamicka velikost (podle metody v kapitole 3.8.1), ktera hraje
kli¢ovou roli v jejich adhezi a interakci s biologickymi buiikami. Castice byly méfeny
pied a po dialyze do prostiedi 0,025 M acetatového pufru pH 5,2 a do 0,1 M acetatového pufru
pH 5. Dialyza ¢astic méla za cil odstranit ¢astice s mezni molekulovou hmotnosti do 3500 Da.
Vsechna méfeni byla provedena nejméné v tripletu castic a byly vyhodnoceny primérné
hodnoty velikosti véetné¢ smeérodatné odchylky (SD). Data byla statisticky zpracovana
v programu MATLAB. Velikost pfipravovanych castic je dana ptfedevs§im molekulovou
velikosti chitosanu. Cilem ve vyvoji ¢asticovych vakcin je jedna populace Castic a tzka

distribuce velikosti, tzv. monodisperze.

4.1.1.1 CS-TPP castice (2:1)
CS-TPP castice (2 : 1) byly po pfipravé a po dialyze charakterizovany meétfenim

hydrodynamické velikosti, vysledky jsou uvedené v Grafu 1, Tabulce 5).
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Graf 1: Hydrodynamicka velikost piipravenych CS-TPP &astic (2 : 1) pied dialyzou
a po dialyze do prosttedi 0,025 M acetatového pufru pH 5,2.

Grafické zobrazeni DLS castic pted a po dialyze (Graf 1) zndzorfuje polydisperzni
suspenzi Castic, nebot’ naméfend hodnota PDI (0,78) dosahuje hodnoty vétsi, nez je mezni
hodnota 0,3. To indikuje polydisperzni povahu vytvoienych ¢astic a ukazuje na piipadny vznik
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agregatti Castic. Naméfené velikosti téchto dvou populaci castic byly proto hodnoceny

jednotlive.

Tabulka 5: Pramérné hodnoty hydrodynamické velikosti a PDI ptipravenych CS-TPP &astic (2 : 1) po piipravé
a po dialyze do prostiedi 0,025 M acetatového pufru pH 5,2 (pocet opakovani: 6).

CS c¢astice po piipraveé CS ¢astice po dialyze
PDI 0,85+0,10 0,78 £0,12
Pik 1 primér [nm] 221,11 £40,27 236,01 + 34,18
Pik 2 primér [nm] 3 686,1 +412,85 3923,3+ 316,16
Pik 1 modus [nm] 136,78 + 26,47 142,94 + 10,61
Pik 2 modus [nm] 6 094,0 + 895,00 6641,1 £116,19

Z analyzy velikosti Castic bylo zjisténo, Ze prvni populace c¢astic (pik 1 prameér)
vykazovala primérnou hydrodynamickou velikost 221,11 + 40,27 nm po pfipravé
a 236,01 + 34,18 nm po dialyze do prostiedi 0,025 M acetatového pufru pH 5,2. Tato velikost
odpovida oznaceni submikro castice. Hodnoty jsou ve shod¢ s DLS ¢astic 255 + 6,27 nm
uvedenou v [161], které byly piipraveny stejnym postupem. Druhou populaci (pik 2 pramér)
jsou pravdépodobné agregované shluky castic o primérné hydrodynamické velikosti
3686,1 nm po piipraveé a 3923,3 nm po dialyze do prostiedi 0,025 M acetatového pufru pH 5,2.
Nepatrné zvétSeni Castic po dialyze mohlo byt zpiisobeno napiiklad fyzikalni sorpci Castic
¢i agregaci menSich ¢astic. Z naméfenych dat uvedenych v Tabulce 5 hodnoty DLS (pik 1 a 2

prumér) ptislusnych populaci vykazovaly velké odchylky.

Pfestoze systém pro dorucovani 1é¢iv zalozeny na CS-TPP casticich ma své vlastni
vyhody, polydisperzita Castic omezuje ucinnost dodavani 1éCiv zprostiedkovanych témito
Casticemi. V polydisperznim systému maji vétsi ¢astice obvykle vyssi kapacitu naplnéni
1é¢ivem, zatimco u menSich c¢astic se ocekava vyssi ucinnost dodavani 1éciva do tkani
nebo bunék [76].

Pro odstranéni tvorby agregovanych shluku ¢astic z chitosanu (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, Spojené staty americké) byla dale pouzita metoda piipravy ¢astic podle 3.4.1. Cilem
bylo ptipravit ¢astice s homogenni distribuci velikosti. Tyto pozadavky byly zvoleny v souladu
s ucelem dalSiho pouziti ¢astic pro potencidlni transportni systém. Na velikosti ¢astic zavisi
jejich potencidlni pohlceni butikami a jejich moZna cytotoxicita. Tato metoda ptipravy CS-TPP
Castic se od predchozi metody uvedené v kapitole 3.3 1isi v pouziti odlisného média
pro rozpousténi chitosanu (0,05% kyselina octova). Druhou zménou je upraveni objemovych
pomért CS : TPP, 5 : 1, se snahou docilit jednotnych homogennich velikosti a monodisperzni

povahy ¢astic bez vzniku agregati.
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4.1.1.2 CS-TPP castice (5: 1)

CS-TPP castice (5 : 1) byly po ptipravé a po dialyze do prostiedi 0,1 M acetatového
pufru pH 5 podle kapitoly 3.4.1 charakterizovany méfenim hydrodynamické velikosti
popsaném v kapitole 3.8.1. (Tabulka 6, Graf 2).

Tabulka 6: Pramérné hodnoty hydrodynamické velikosti a PDI pfipravenych CS-TPP ¢astic (5 : 1)
po piiprave a po dialyze do prostredi 0,1 M acetatového pufru pH 5 (pocet opakovani: 6).

CS-TPP castice | CS-TPP castice
po piipraveé po dialyze

prumérna velikost [nm] 214,91 + 2,39 186,67 + 18,83
PDI 0,37 £0,02 0,47 £0,08

modus [nm] 205,10 £ 0,27 173,68 + 17,38

ntenzita [%]
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Graf 2: (A) Praimérna velikostni distribuce CS-TPP ¢&astic (5 : 1) po piipravé
a (B) po dialyze do prosttedi 0,1 M acetatového pufru pH 5.

Vysledky DLS v Grafu 2 a Tabulce 6 ukazuji na pomérné homogenni populaci CS-TPP
¢astic (5 : 1). V suspenzi pripravenych ¢astic nebyly pozorovany shluky a Castice vykazovaly
rovhomérné rozptyleny opaleskujici zdkal v celém objemu. Primérné hydrodynamické
velikosti CS-TPP ¢astic (5 : 1) dosahovaly 214,91 + 2,39 nm po piipravé a 186,67 + 18,83 nm
po dialyze. Hodnoty velikosti a PDI ¢astic pred dialyzou (0,37 + 0,02) a po dialyze
(0,47 + 0,08) naznacuji, ze doslo k mirnému zmenseni ¢astic ale zvySeni distribuce velikosti,

vlivem napi. vymyti ¢i rozpadu vétsich ¢astic a k vétsi polydisperzité.
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4.1.1.2.1 Skladovani chitosanovych ¢astic v roztoku
V tomto experimentu byl pozorovan vliv skladovani ¢astic v roztoku na DLS pfipravenych

CS-TPP (5 : 1) castic a ptipadny vznik agregatd. Vlastnosti ¢astic by mély zistat nezmeénény
po procesu pripravy a béhem skladovani. CS ¢astice byly pripraveny, zméfeny a nasledné
skladovany pii 4 °C po dobu 2 tydnu v deionizované vodé s naslednou homogenizaci
na vortexu. Naméfené hodnoty DLS pro CS-TPP (5 : 1) castice jsou uvedeny v Tabulce 7

a znazornény Grafem 3.

Tabulka 7: Praimérné hodnoty hydrodynamické velikosti a PDI ptipravenych CS-TPP &astic (5 : 1)
a po 2 tydnech uskladnéni pii 4 °C (pocet opakovani: 3).

CS-TPP (astice CS-TPP (¢astice
po pripravé po 2 tydnech skladovani
PDI 0,39 £0,07 0,38 £ 0,04
Pik 1 primér [nm] 3,62 £0,31 3,53 £0,47
Pik 1 modus [nm] 3,60 £0,32 3,55+0,46
Pik 2 priamér [nm] 195,23 + 6,67 223,86 + 24,14
Pik 2 modus [nm] 123,99 + 8,65 126,21 £ 0,14
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Graf 3: Hydrodynamicky primér velikosti pripravenych CS-TPP &astic (5 : 1) (Cervend)
a po 2 tydnech uskladnéni pti 4 °C (modra) (pocet opakovani: 3).

Z analyzy hydrodynamické velikosti byly zjistény dvé populace velikosti ¢astic. Prvni
populace ¢astic (pik 1 primér) vykazovala primémé hydrodynamické velikosti 3,62 £ 0,31 nm
po pfipraveé a 3,53 = 0,47 nm po 2 tydnech skladovani a u druhé populace (pik 2 primér)
byly naméfeny hodnoty 195,23 + 6,67 a 223,86 + 24,14. DLS skladovanych ¢astic se mirné
zvétsila ve srovnani s hydrodynamickou velikosti  Cerstvé pfipravenych  Castic.
Nebyly pozorovany zadné znamky agregace ¢i rozpadu castic. Homogenita suspenze

vykazovala i po 2 tydnech skladovéani velmi dobré vysledky.
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4.1.2 Stabilita ¢astic z chitosanua TPP (2:1)a(5: 1)

Vakcina na bazi ¢astic by méla byt stabilni ve vztahu k velikosti béhem celého procesu
pripravy, skladovani a nasledného podavani. Dulezitym parametrem, ktery poukazuje
na stabilitu/agregaci pfipravenych ¢astic a adhezi ¢astic na biologicky povrch, je zeta potencial
castic. Diky tomu, Ze v elektrické dvojvrstveé existuje oblast iontové atmosféry, jez se s Castici
pohybuje, a vrstva, ktera se nepohybuje, vztahuje se zeta potencial pifimo k pohyblivosti nabité
Sastice v elektrickém poli. Castice s potencidlem zeta kladng&j$im nez +30 mV nebo zaporngj$im
nez -30 mV jsou povazovany za stabilni [152]. Zeta potencial jako elektrostaticky potencial
je nejéastéji mefen jako elektroforeticka mobilita definovanych ¢astic v pisobicim elektrickém
poli. Zeta potencial je mimo jiné vysoce zavisly na pH rozpoustédla pouzitého pro méfeni
a na zfedéni suspenze, které také muze vést ke zmeéné absolutni hodnoty. Na druhou stranu
muze fedéni zapfiCinit mensi variabilitu dat, proto byly roztoky méfeny vzdy ve stejné
koncentraci, a tim nebyl faktor fedéni zahrnut do vysledki [151]. Zeta potencial byl méfen
pomoci analyzatoru HORIBA. Pro méfeni byly vSechny vzorky dispergovany do meéticiho
média stejnym postupem jako pii méfeni distribuce velikosti ¢astic. V prubéhu vSech méteni
zeta potenciali pravdépodobné dochéazelo k ovlivilovani vyslednych hodnot vlivem

sedimentace analyzovanych vzork.

4.1.2.1 CS-TPP ¢astice (2: 1)

Vysledné hodnoty zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické mobility pfipravenych
CS-TPP castic po piipravé a po dialyze do prostiedi 0,025 M acetatového pufru pH 5,2
byly urCeny jako prumér z minimaln¢ 12 méfenich pro kazdy experiment (celkem 6X).

Namétena data byla zanesena do Tabulky 8.

Tabulka 8: Pramérné hodnoty zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické mobility ptipravenych CS-TPP &astic (2 : 1)
po ptipravé a po dialyze do prostiedi 0,025 M acetatového pufru pH 5,2 (pocet opakovani: 6).

CS-TPP castice | CS-TPP ¢astice
po pripravé po dialyze
Zeta potencial [mV] 28,31+1,15 27,45+ 1,11
Konduktivita [mS/cm] 1,32 £ 0,008 1,31 + 0,007
Elektroforeticka mobilita [10* cm¥/Vs] | 2,38 £0,13 2,11 +0,10

Ptipravené¢ CS-TPP castice vykazaly pozitivni primérnou hodnotu zeta potencidlu
28 £ 1,1 mV (Tabulka 9). Dialyza ¢astic méla na zménu potencialu jen nepatrny vliv. Vysledna
hodnota zeta potencidlu je srovnatelnd s hodnotami uvedenymi ve studii [161], 31,6 = 1,4 mV.
Pozitivni ndboj (dan zbytkovymi aminoskupinami chitosanu po vytvofeni ¢astic), je typickou

charakteristikou astic z chitosanu ptipravenych metodou ionotropniho gelovaténi.
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4.1.2.2 CS-TPP castice (5: 1)
U ptipravenych CS-TPP (5 : 1) ¢astic méfenych ve vodném prostiedi vykazoval zeta
potencial pozitivni primérnou hodnotu 27, 16 + 4,63 mV. Po dialyze se zménil zeta potencial

na hodnotu 2,31 mV (Tabulka 9).

Tabulka 9: Pramérné hodnoty zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické mobility ptipravenych ¢astic CS-TPP (5 : 1)
po pripravé a po dialyze do prostiedi 0,1 M acetatového pufru pH 5 (pocet opakovani: 6).

CS-TPP castice | CS-TPP castice
po pripravé po dialyze
Zeta potencial [mV] 27,16 £ 4,63 2,31 +1,14
Konduktivita [mS/cm] 0,38+0 3,72+0
Elektroforeticka mobilita [10* cm?/Vs] 1,33 £0,51 0,18 £0,09

Dialyza vtomto ptipadé vedla ke zvySeni nestability cCastic, jelikoZz se naméiené
hodnoty téméf blizi k nule. Jelikoz je zeta potencidl zavisly na povrchu €astic, jenzZ je pfimo
zavisly na velikosti ¢astic, mohlo dojit ke zméné slozeni ¢i morfologie Castic, poptipadé
dochéazelo k pomérné znaéné sedimentaci €astic v méfici kyveté, a tato zména mohla snizit

vysledny zeta potencial.

V porovnani s CS-TPP (2 : 1) ¢asticemi z Kapitoly 2.3, vykazuji CS-TPP castice (5 : 1)
vice homogenni populaci (Graf 4 A, B) suzsi distribuci. Na zaklad¢ téchto vysledku
byly CS-TPP ¢astice (5 : 1) shledany jako vhodnéjsi ¢astice pro dalsi experimenty.

(A)
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Graf 4: (A) Pramémé velikostni distribuce CS-TPP &stic (2 : 1) a (B) CS-TPP &astic (5 : 1).

Studie z roku 2011 [165] uvadi, Ze velikost vytvofenych Castic muze zaviset na pH
vychoziho roztoku chitosanu. V ptipadé, Ze se hodnoty pH roztoku CS lisily od 4,0 do 5,5,
primérna velikost ¢astic se zvysila ze 148,2 £ 8,6 nm na 250,0 = 15,5 nm, pravdépodobné
v disledku agregace vytvofenych castic. Pfedpoklada se, Ze ucinek pH na velikost ¢astic CS
NP je zpiisoben stupném protonace CS aminové skupiny. Pti pH 4,6 dochazi k vétsi protonaci

CS aminu, coz umoziuje vétsi interakci s aniontovymi ionty TPP, a to vede k men$im
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velikostem CS NP. Pii pH 5,5 je CS méné protonovany a v disledku toho musi vice
aniontového TPP interagovat s CS polymerem, aby stabilizoval CS nanocastice, a tak vedl

k vétsim velikostem CS nanocastic [166].

4.1.3 Castice z chitosanu a Kyseliny hyaluronové

V procesu povrchového obalovani ¢astic se zpravidla pouzivaji rizné druhy polyaniona
(napf. kyselina hyaluronova; HA) ke zvySeni podobnosti vnitini struktury a morfologie
vyslednych castic. Pokud je CS hlavni slozkou ¢astic, maji tyto systémy kationtovy povrch
(Jak je uvedeno v kapitole 1.4.2.1), ktery vyznamné snizuje dobu jejich cirkulace a biologickou
dostupnost pii expozici biologickému prostiedi. Pokud jsou vSak tyto Castice obaleny
aniontovym polysacharidem, jako je HA, snizi se rychlost adsorpce jak proteiny,
tak 1 makrofagy. Piitomnost HA na povrchu CS ¢astic umoziuje cileny transport k bunkam
nesoucim receptory CD 44, oproti nespecifickym mechanismim absorpce buiikami u prostych
CS c¢astic [119].

Pro zlepSeni vlastnosti, CS-TPP castice (5 : 1) ptipravené metodou 3.4.1., byly castice
obaleny kyselinou hyaluronovou (HYSILK, Mw ~ 150 — 350 kDa) podle kapitoly 3.4.2. Vrstva
HA na CS-NP urychluje jejich bunécny piijem pomoci receptorem zprostiedkované
endocytézy [120]. Takto ptripravené HA/CS-TPP ¢astice byly resuspendovany v deionizované
vodé a charakterizovany méfenim hydrodynamické velikosti ¢astic popsaném v kapitole 3.8.1
(Tabulka 10, Graf 5).

Tabulka 10: Primérma hodnota hydrodynamické velikosti a PDI CS-TPP ¢&astic (5 : 1) po obaleni do kyseliny hyaluronové
(pocet opakovani: 4).

HA/CS-TPP ¢astice
primérna velikost [nm] 236,84 + 4,83
PDI 0,24 + 0,04
modus [nm] 227,49 £ 9,44

Hydrodynamicka velikost pfipravenych HA/CS-TPP ¢astic byla 236,84 + 4,83 nm
s hodnotou PDI 0,24 + 0,04, ktera vypovidd o monodisperzité¢ castic a jejich velmi tzké

distribuci a homogenité velikosti.
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Graf 5: (A) Praimérna velikostni distribuce CS-TPP ¢&astic (5 : 1) po dialyze do prostiedi 0,1 M acetatového pufru pH 5
a (B) po obaleni HA v poméru 1 : 1.
(C) Srovnani primérné velikostni distribuce Castic po priprave, po dialyza a po obaleni do HA.
Po obaleni castic HA (aniont) se primérnd velikost vyznamné zvysila
(ze 186,67 na 236,84 nm), coz je pravdépodobné zptisobeno mirnou aglomeraci molekul HA
béhem adsorp¢niho procesu. Studie z roku 2017 [167] rovnéz uvadi zvétSeni velikosti ¢astic

po jejich obaleni, ze 170 nm na 270 nm.

Obalenim chitosanovych ¢astic kyselinou hyaluronovou (aniontu) a vzniku HA/CS-TPP

Castic, doslo ke zméné naboje ¢astic z kladného na zaporny (Tabulka 11, Graf 6).

Tabulka 11: Primérna hodnota zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické mobility pfipravenych ¢astic CS-TPP (5 : 1)
po obaleni do kyseliny hyaluronové (pocet opakovani: 4).

HAJ/CS-TPP ¢&astice
Zeta potencial [mV] -36,14 £ 5,60
Konduktivita [mS/cm] 0,930
Elektroforeticka mobilita [10* cm?/Vs] -2,79 £ 0,43

Po obaleni castic HA byl pozitivni povrchovy ndboj chitosanovych castic ,,chranén®.
Hodnota zeta potencialu byla -36,14 + 5,6 mV, coz je podobné hodnoté -39 + 1 mV ze studie
[169], a hodnoté -32 = 5 mV [167]. Ptipravené CS-TPP ¢astice (5 : 1) po obaleni do kyseliny

hyaluronové lze povazovat za stabilni (dosahuje hodnoty + 30 mV).
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Vysledné hodnoty hydrodynamické velikosti a zeta potencialu HA/CS-TPP ¢&astic
se také relativné shoduji se studii z roku 2013 [169], kdy byly tyto Castice pfipravovany
podobnym zpisobem s vyslednymi velikostmi kolem 268 + 43 nm s PDI 0,0 + 0,02.

16 = pred dialyzou
po dialjze
po obaleni do HA

Intenzita [a.u.]

-150  -100 -50 ] 50 100 150
Zeta potencial [mV]

Graf 6: Primérné hodnoty zeta potencialu CS-TPP (5 : 1) po ptipravé, po dialyze do prosttedi 0,1 M acetatového pufru pH 5
a po obaleni do kyseliny hyaluronové.

4.1.4 Fluorescencné znacené Castice z chitosanu

Fluorescen¢ni znaceni ¢astic (chitosanu) umoziuje sledovani jejich distribuce v bunikdch
(pritokovou cytometrii ¢i fluorescencni mikroskopii). VSeobecné je vychytavani castic
bunkami prezentujicimi antigen in vivo dikazem vzniku pfirozené imunitni odpovédi. Z toho
divodu jsou ¢astice v in vivo systému vizualizované napt. fluorescencnimi barvami [157].

V ramci experiment byly provedeny dvé metody znaCeni Castic FITC. Prvni metoda
spocivala ve znaceni Castic az po jejich vytvoieni a byla zalozena na metod¢ zna¢eni molekul
s aminovou skupinou (proteiny) v bazickém pH. Metoda nebyla pro ucel ziskani homogenni
suspenze ¢astic vhodna, nebot’ po resuspendovani v 0,1 M uhli¢itanovém pufru o pH 9 piestaly
byt Castice homogenni a vykazovaly vznik agregatii. Dalsi agregace probéhla po smichani FITC
v DMSO. Oznaceni ¢astic bylo ovéfovano fluorescencnim mikroskopem, ktery znaceni
potvrdil, av§ak byly pozorovany velké agregaty. Potencialni pouZziti suspenze pro vakcinu nelze
povazovat za vhodné. Druhd metoda fluorescenéniho znaceni ¢astic bylo znaceni chitosanu
s naslednou tvorbou ¢astic (podle kapitoly 3.6). Prvni vzorek chitosan-FITC byl lyofilizovan
(a po rozmrazZeni pouzit pro dal$i experimenty). Druhy vzorek chitosanu-FITC byl skladovan
pfi teploté 4 °C (nebyl lyofilizovan).

S ohledem na dosazené vysledky a dalsi pouziti ¢astic pro budouci testovani in vivo,
byly v tomto experimentu ptipraveny CS-TPP ¢astice (5 : 1) znaené FITC (podle kapitoly
3.4.1).
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U FITC/CS-TPP byla zméfena hydrodynamicka velikost a zeta potencial. Zpusob piipravy
vyuzival pifimého zaclenéni fluoresceinu do struktury ¢astic béhem jejich syntézy, formou
fluorescencni znaceni chitosanu. Reakce byla zaloZzena na vzniku kovalentni vazby reakci mezi
isothiokyanatovou skupinou FITC (Ex/Em — 490/525) a primarni aminoskupinou chitosanu
(viz Obrazek 12). Kovalentni vazba ma oproti zapouzdienému fluoroforu jednu vyhodu:

barvivo se v bunéénych experimentech od ¢astice neuvoliluje, coz umoziuje spolehlivé zavéry

[159].

kyselina octova

CHOn CH.OH 0.1 moll CHOH CHOH
(] 0, * 0, 0,

IhRI OH OH

Fluorescein-5-isothiokyanit (FITC) chitosan

FITC maceny chitosan

Obrazek 12: Reakéni mechanismus mezi FITC a chitosanem. Ptevzato a upraveno z: [160].
Vysledné hodnoty primérné hydrodynamické velikosti FITC-CS-TPP c¢astic (5 : 1)
po piipraveé a po dialyze do prostiedi 0,1 M acetatového pufru pH 5 jsou uvedeny v Tabulce 12

a znazornény Grafem 7.

Tabulka 12: Primémé hodnoty hydrodynamické velikosti a PDI FITC-CS-TPP (5 : 1) ¢astic po piipravé
a po dialyze do prostiedi 0,1 M acetatového pufru pH 5 (pocet opakovani: 3).

FITC-CS-TPP FITC-CS-TPP
¢astice po pripraveé ¢astice po dialyze
primérna velikost [nm] 140,25 + 8,90 150,04 + 13,21
PDI 0,33 +£0,01 0,28 £ 0,03
modus [nm] 106,67 £+ 10,69 92,75 + 13,91

Intenzita [%]

10° 10 107 10°
Hydrodynamicky prameér [nm]

Graf 7: Hydrodynamicky primér velikosti FITC-CS-TPP ¢&astic (5 : 1) po ptipravé (Servend)
a po dialyze (modra) do prostedi 0,1 M acetatového pufru pH 5 (pocet opakovani: 3)
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Vytvorené Castice se po dialyze zvétsily, a to z 140,25 + 8,90 nm na 150,04 = 13,21 nm.
Pravdépodobné dosSlo k agregaci mensich ¢astic ¢i k nespecifické sorpci. Hodnoty PDI
FITC-CS-TPP &astic byly pred dialyzou 0,33 + 0,1 a po dialyze 0,28 + 0,03. Castice vykazovaly
monodisperzni velikosti s celkovou homogenni distribuci castic bez vzniklych shluki
i patrnych agregatu. Studie [112], ve které se tvotily Castice podobnym zptisobem, uvadi
velikost FITC-CS-TPP ¢astic 152 nm s hodnotou PDI 0,034.

Vytvorené CS-TPP (5 : 1) ¢astice z kapitoly 2.1.1, tedy ¢astice bez znaceného chitosanu,
mély po dialyze primérnou hydrodynamickou velikost vétsi, a to 186,67 + 18,83 nm.
Pti lyofilizaci mohlo dojit ke zméné struktury chitosanu (napt. ledovymi krystaly béhem faze
mrazeni) ¢i ke zméné stability chitosanovych molekul, a tak lyofilizovany znaceny chitosan
mohl mit odlisné povrchové vlastnosti pii tvorbé castic nez Cerstvé pripraveny.
Oboje, jak znacené, tak i neznacené Castice se podafilo ptipravit s homogenni distribuci a bez
znamek agregati.

Namétené hodnoty zeta potencidlu, konduktivity a elektroforetick¢é mobility
piipravenych FITC-CS-TPP ¢astic (5 : 1) jsou uvedeny v Tabulce 13 a znazornény v Grafu 8.
Snizena hodnota zeta potencidlu Castic ukazuje na sniZzeni koloidalni stability, ke které

pravdépodobné mohlo dojit nespecifickou Sorpci ¢astic a zménou jejich struktury.

Tabulka 13: Primémé hodnoty zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické mobility FITC-CS-TPP ¢astic
(5 : 1) po ptiprave a po dialyze do prostiedi 0,1 M acetatového pufru pH 5 (pocet opakovani: 3).

FITC-CS-TPP FITC-CS-TPP
Castice po pripravé | ¢astice po dialyze

Zeta potencial [mV] 25,35+ 4,20 6,04 + 3,06
Konduktivita [mS/cm] 0,32+0 3,24+0
Elektroforeticka mobilita [10™ CmZ/VS] 1,45+ 0,31 0,46 = 0,23

Zeta potencial [mv]

Graf 8: Primérné hodnoty zeta potencialu FITC-CS-TPP ¢astic (5 : 1) po piipravé (Cervena)
a po dialyze (modra) do prostiedi 0,1 M acetatového pufru pH 5 (pocet opakovani: 3).
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Vliv skladovani na velikost FITC-CS-TPP ¢astic (5 : 1)

Naméfené hodnoty DLS pro FITC-CS-TPP &astice (5 : 1) jsou uvedeny v Tabulce 14
a znazornény Grafem 9. Primérné hodnoty hydrodynamické velikosti skladovanych ¢astic
se snizily ve srovnani svelikosti Cerstvé pfipravenych znacenych  ¢astic,
ato z 150,04 £ 13,21 nm na 159,25 + 18,46 nm. FITC-CS-TPP castice skladované pii 4 °C
vykazovaly i po 2 tydnech stabilni hydrodynamickou velikost, nedochazelo tedy k agregaci
castic.

Tabulka 14: Primémé hodnoty hydrodynamické velikosti a PDI FITC-CS-TPP ¢astic (5: 1)
a po 2 tydnech uskladnéni pti 4 °C (pocet opakovani: 2).

FITC-CS-TPP FITC-CS-TPP
po pripravé po 2 tydnech skladovani
prumérna velikost [nm] 150,04 + 13,21 159,25 + 18,46
PDI 0,28 £ 0,03 0,38 £0,03
modus [nm] 92,75+ 13,91 93,28 +£7,35

ntenzita (%]

10' 102 10°
Hydrodynamicky prumér [nm)

Graf 9: Primérna velikostni distribuce FITC-CS-TPP &astic (5 : 1) po ptipravé (modra)
a po 2 tydnech uskladnéni pii 4 °C (Cervend) (pocet opakovani: 2).

Vysledky ukazaly, ze FITC-CS-TPP castice byly za testovanych podminek
(po dobu 2 tydnt) stabilni, bez patrné zmény velikosti.

V piipadé, ze pfipravené castice budou soucasti vakciny (napf. jako adjuvans
pro nazalni vakcinaci), by mohla nestabilita béhem skladovani vakciny vést k fyzikdlné-

chemickym zménam substance a k degradaci antigenu [170].
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4.1.5 Priprava ¢astic z chitosanu a polykaprolaktonu

Céstice z polykaprolaktonu a chitosanu (PCL/CS) byly pFipraveny podle kapitoly 3.5.
Pro pripravu téchto ¢astic byl pouzit chitosan ChitoClear (Primex, Mw ~ 110 — 360 kDa). Takto
pripravené PCL/CS castice byly resuspendovany v deionizované vod¢ a charakterizovany
méfenim DLS popsané v kapitole 3.8.1. Naméfena hydrodynamicka velikost ¢astic dosahovala
hodnot 249,85 + 12,05 nm (Tabulka 15), nasledna dialyza do roztoku deionizované vody DLS
témét nezménila. Studie [164], ve které se tvorily ¢astice podobnym zptiisobem, uvadi velikost
¢astic 199,5 + 62,0 nm a studie [171] 208,1 &+ 28,7 nm. Takeé byla sledovéana distribuce velikosti
téchto Castic, jez byly méteny monodisperzng, avSak PDI byl vyssi nez 0,3, a to 0,59 + 0,07,
coz svédci o polydisperzité ¢astic. Vysledky v Grafu 10 ukazuji na homogenni suspenzi ¢astic
bez znamek agregace.

Tabulka 15: Primémé hodnoty hydrodynamické velikosti a PDI PCL/CS ¢astic po piipravé
a po dialyze do prostiedi deionizované vody (pocet opakovani: 3).

PCL/CS ¢astice PCL/CS &astice
po piipravé po dialyze

priamérna velikost [nm] 264,13 £ 13,90 249,85 + 12,05
PDI 0,82+0,13 0,59+0,07

modus [nm] 242,69 + 14,49 234,88 + 14,23

Intenzita [%]
- .

) |

100 10’ 10? 10°
Hydrodynamicky pramér [nm]

Graf 10: Primérna velikostni distribuce PCL/CS ¢&astic po piipravé (Cervend)
a po dialyze do deionizované vody (modra).
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Primérné hodnoty zeta potencialu PCL/CS ¢astic (Tabulka 16, Graf 11) po dialyze
do deionizované vody dosahovaly hodnot +37 £ 2,4 mV, coz vypovida o dobré stabilité ¢astic.
Studie [173] uvadi zeta potencial ¢astic jen z PCL -1,4 £ 4,6 mV, zatimco chitosanové ¢astice
m¢ély hodnoty +26,0 = 0,4 mV. Zeta potencial PCL/CS ¢&astic tedy naznacuje,

ze je chitosan lokalizovan soucasné s PCL na povrchu ¢astic.

Tabulka 16: Praimérné hodnoty zeta potencialu, konduktivity a elektroforetické mobility
ptipravenych PCL/CS ¢astic (pocet opakovani: 3).

PCL/CS ¢astice
Zeta potencial [mV] 37,84 +£2.36
Konduktivita [mS/cm] 0,20+0
Elektroforeticka mobilita [10* cm®/Vs] 2,92+0,18
80
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Graf 11: Primé&rné hodnoty zeta potencialu PCL/CS ¢&astic (pocet opakovani: 3).
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4.2 Souhrn pripravenych ¢astic na bazi chitosanu

Vlastnosti pfipravenych ¢astic z chitosanu, z chitosanu a kyseliny hyaluronové anebo

s polykaprolaktonem jsou shrnuty v Tabulce 17 a Grafu 12.

Tabulka 17: Souhrnna tabulka pramérnych hydrodynamickych velikosti, polydisperzniho indexu a zeta potencialu
ptipravenych ¢astic CS-TPP (2 : 1), CS-TPP (5 : 1), FITC-CS-TPP, HA/CS-TPP a PCL/CS.

Vysledky jsou prezentovany se smérodatnymi odchylkami a jsou nejméné ze 3 nezavislych méfeni.

Castice Primérna velikost [nm] PDI Zeta potencial [mV]
. 236 + 34,18
CS-TPP (2:1) 3923 +316.16 0,78 £0,12 +27 + 1,1
CS-TPP (5:1) 186 + 18,83 0,47 0,08 +2,3+1,1
FITC-CS-TPP 150 + 13,21 0,28 + 0,03 +6+3,1
HA/CS-TPP 236 + 4,83 0,24 £ 0,04 36+ 5,6
PCL/CS 249 £ 12,05 0,59 £ 0,07 +37+24
250 Primérna velikost ¢astic [nm]

200 - -
150 -
150
100
50
0

CS-TPP (2:1) CS-TPP (5:1) FITC-CS-TPP HA/CS-TPP PCL/CS

Graf 12: Souhrnny graf praimérnych hydrodynamickych velikosti pfipravenych ¢astic CS-TPP (2 : 1), CS-TPP (5: 1), FITC-
CS-TPP, HA/CS-TPP a PCL/CS.
Polydisperzni hodnota u CS-TPP (2 : 1) ¢astic nebyla v tomto grafu pro piehlednost zaznamenana.

CS-TPP castice (2:1) ptipravené metodou popsanou v kapitole 3.3 vykazovaly
podstatné vétsi velikosti a $irsi distribuci velikosti nez CS-TPP (5:1) piipravené metodou
v kapitole 3.4. CS-TPP (5:1) ¢astice navic netvorily agregaty. Po obaleni HA se nepatrné
zvétsily a v porovndni s CS-TPP cCasticemi vytvorily homogennéjsi velikosti. Toto nepatrné
zvétSeni chitosanovych ¢éstic po obaleni HA je pravdépodobné disledkem vyssi porovitosti
¢astic, coz by umoznilo polyaniontim lépe difundovat do jejich objemu, dale je zesitovat
a tim je zmenSit. Pfipravené castice byly purifikovany dialyzou, avSak veskeré volné
polyanionty nemusely byt odstranény.

Vysledné hodnoty velikosti ¢astic jsou ovlivnény také rychlosti michdni zakladnich
latek. Vysledky studie [174] naznauji, Ze rychlost michani béhem reakce ionotropniho

gelovaténi je rozhodujici pro velikost ziskanych ¢astic. Dale tedy vyplyva, Ze rychlost michani
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béhem ionotropniho gelovaténi vyznamné ovlivituje vytézek reakce, a proto manipulaci
tohoto parametru lze ziskat vétsi podil ¢astic daného rozsahu velikosti. Naproti tomu hodnoty
zeta potencialu nevykazovaly zadné vyznamné rozdily pro Zadny ze studovanych faktord
(tj. reakéni doba ionotropniho gelovaténi, rychlost michani béhem reakce a doba uplynula
pro ptidani roztoku tripolyfosfatu). Tato studie poukazala na to, Ze je do jisté miry mozné
kontrolovat velikost vznikajicich ¢astic jednoduse modulaci rychlosti michani béhem reakce.
V téchto experimentech vSak nebyl parametr rychlosti michani vyznamné ¢i cilen¢ sledovan.
Zménou povrchového naboje je mozné usmérnovat distribuci ¢astic v organismu. Pozitivni
naboj povrchu ¢astic je rozhodujici pro interakci se zaporné nabitym povrchem sliznice,
coz zvySuje dobu setrvani transportniho systému v absorpénim misté. Zeta potencidl zavisi
na iontové sile, pH a typu iontl v médiu, ve kterém jsou ¢astice suspendovany. Je znamo,
7ze NP se zeta potencidlem nad +30 mV nebo pod -30 mV jsou stabilni v piipadé,
7ze jsou stabilizovany pouze nabojem a nikoli (dodatecné€) sterickou konfiguraci.
Hodnoty potencidlu zeta = 30 mV tedy naznacuji, ze koloidni systémy jsou stabilni v Case,
a 7e aminové skupiny chitosanu jsou na povrchu. Céstice jsou méné nachylné k aglomeraénim
a destabilizacnim sildm, jako jsou van der Waalsovy sily, Brownlv pohyb nebo interakce
Castice-Castice [164].

Z ptipravenych  ¢astic nejsou ani jedny vhodné pro dalSi experimenty,
nebot’ byla vyzadovdna vysokd stabilita, vysokd ucinnost a vyznamna monodisperzita

nosi¢ového systému, ktera nebyla u ¢astic dostacujici pro potencialni in vivo studie.

4.3 Vazba modelového proteinu na chitosanové ¢astice

V dalSich experimentech byla studovana uCinnost vazby vysokomolekularniho
ovalbuminu (OVA) na ¢astice, jakozto modelového proteinu, K potvrzeni schopnosti adsorpce
proteini na povrch castic. 1zoelektricky bod (pI) OVA je 4,5 — 4,9 a Mw ¢ini 42,881 Da.
Hodnota izoelektrického bodu pI OVA muize pomoci porozumét pozorovanym vysledkiim.
Pro piipravené castice z chitosanu byly zvoleny dva typy vazeb ovalbuminu, adsorpce
a kovalentni karbodiimidova metoda.

Adsorpce proteini na povrchu materidlu je obecné povazovdna za primdrni udélost,
ke které dochéazi pii kontaktu materidlu s biologickym prostiedim. Cilem bylo vybrat
nejvhodnéjsi Castice s nejvyssi mirou adsorpce modelového proteinu.

Ovalbumin byl sorbovan na vné&jsi strukturu materialu, také do povrchovych vrstev

a pora castic. OVA vSak vykazuje vyS8i adsorpéni UC€innost na povrchu ¢astic,
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nebot’ miize byt spojen elektrostatickymi interakcemi mezi pozitivné nabitymi aminoskupinami
chitosanu a negativné nabitymi karboxylovymi skupinami proteinu. Uplatiuji se zde
také hydrofobni interakce. Tento pfistup nejen pomaha zachovat strukturu antigenu,
ale také umoznuje opakované piedkladani antigenu APC in vivo, ktery napodobuje
mechanismus patogend [175]. Na druhou stranu, pii pH 5,7 byvaji Castice kladné nabité,
coz by vysvétlovalo pomérné nizké % LE pozorované u tohoto proteinu. I kdyz je izoelektricky
bod uziteCny pro predikci vazby proteini na povrch ¢astic, adsorpce je slozity proces
v zavislosti na nékolika dalsich faktorech [157].

Imobilizace (0,5 mg) ovalbuminu na 4 mg ¢astic metodou sorpce byla provedena
podle kapitoly 3.10. Adsorpce probihala po dobu 2 hodin za mirného otaceni a laboratorni
teploty. Tato mirnd technika zahrnuje inkubaci ¢éastic s vodnym roztokem proteinu
(simulovaného antigenu) za uplatnéni nizkoenergetickych sil. V tomto experimentu
byly pfipraveny c¢astice CS-TPP (2 : 1), HA/CS-TPP a PCL/CS c¢astice. Poté byl metodou
adsorpce imobilizovan ovalbumin a sledovana mira UCinnosti adsorpce ovalbuminu
na tyto ¢astice. Koncentrace ovalbuminu v pfipravenych ¢asticich byla stanovena metodou
BCA podle kapitoly 3.11.2. Principem je spektrofotometrické stanoveni absorbance
fialovomodrého komplexu, ktery vznikl redukci Cu?* iontu na Cu* iont peptidovou vazbou
ovalbuminu a naslednou chelataci Cu* iontu sodnou soli bicinchoninové kyseliny. Pouzity
postup byl prevzat z Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit. Pro stanoveni pfesné
koncentrace ovalbuminu byla pfipravena kalibracni zévislost absorbance barevného produktu
na koncentraci ovalbuminu (kapitola 3.11.1) (Graf 13).

Rovnice regrese byla y = 0,0103x + 0,0676 s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9962. Slepym
vzorkem pro ¢astice s navazanym proteinem byly ¢astice bez proteinu v 0,1 M fosfatovém pufru

pH 7,3.
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Graf 13: Kalibra¢ni zavislost koncentrace ovalbuminu metodou BCA
pfi vlnové délce 570 nm (pocet opakovani: 3).

100



Mezi mnoha dostupnymi metodami je BCA metoda vhodnou volbou pro experimenty,
nebot’ nedetekuje volné aminoskupiny, ale spoléha se na redukéni kapacitu proteinu vedouci
ke zméné barvy ze zelené na fialovou. Test zavisly na volnych aminoskupiniach miize
poskytnout falesn¢ pozitivni vysledky, protoze chitosan vykazuje volné aminoskupiny,
které by vedly k falesnému ovlivnéni vysledku.

Vazbu proteinu na ¢astice lze popsat napf. stanovenim ucinnosti adsorpce a adsorpéni
kapacitou. U¢innost adsorpce vyjadiuje procento hmotnosti proteinu zachyceného
v polymernim nosi¢i ve vztahu k pocatenimu mnozZstvi vloZzeného proteinu
(Rovnice 2 v Kkapitole 3.12). Kapacita nosi¢e udava procento hmotnosti proteinu,
ktery je zachycen na casticich (Rovnice 3 v kapitole 3.12). Zatimco u¢innost adsorpce spise
poskytuje informace o ucinnosti procesu, sorp¢ni kapacita poskytuje informace o ziskaném
nosicovém produktu. Tyto parametry byly zjistény stanovenim koncentrace proteinu
v supernatantu ¢astic (nepiimé hodnoceni) metodou BCA pfi vinové délce 570 nm.

Vysledné hodnoty koncentrace ovalbuminu v ptfipravenych casticich a sorp¢ni kapacita
nosi¢e jsou uvedeny v Tabulce 18. Z nepiimého hodnoceni absorbance supernatantu
a z nasledného vypocitani ucinnosti adsorpce vyplyva, Ze se na castice metodou adsorpce

navazalo 30,99 — 44,38 % z celkového mnoZstvi adsorbovaného proteinu (tj. ptiblizné 0,5 mg).

Tabulka 18: Stanoveni koncentrace ovalbuminu na CS-TPP (2 : 1), HA/CS-TPP a PCL/CS ¢asticich reprodukovano
ucinnosti sorpce neptimou detekci metodou BCA a vypocet sorpcni kapacity nosice vztazené na 4 mg Castic (pocet
opakovani 3).

Castice 3 g?ﬁ;:)l:teal:lzg:;gg?:% 1 Adsorpc¢ni kapacita nosice [%]

CS-TPP 42,15+ 1,30 51,30 +£2,29
HA/CS-TPP 44,38 + 1,67 50,95+ 1,58

PCL/CS 30,99 +1,16 35,65+ 1,70

Z vysledki adsorpéniho experiment lze usuzovat, ze mira ucinnosti vazby ovalbuminu
na Castice metodou sorpce vykazovala podobné hodnoty u CS-TPP (tj. 42,15 + 1,30 %)
a HA/CS-TPP c¢astic (tj. 44,38 + 1,67 %). V porovnani s nimi, vazaly PCL/CS ¢astice protein
vV mensi mife, a to okolo 31 %. Zahrnuti hydrofilniho a pozitivné nabitého polymeru, chitosanu,
do ¢astic s hydrofobnim PCL, modifikuje povrchové vlastnosti téchto Castic a tim i miru
adsorpce proteinti. Rozdil v sorpci ovalbuminu mtze byt také dan odlisnym pH pouzitych

roztokl €1 ptipadnou interferenci u PCL/CS ¢astic pfi metodé BCA.
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Adsorpci ovalbuminu na CS-TPP castice se z Casti zabyvala i diplomova prace Petry
Behancinové [176], ktera uvedla, Ze nepfimym hodnocenim ucinnosti sorpce se adsorbovalo
priblizné 23,7 % z celkového mnozstvi vlozeného proteinu. Experiment probihal za odlisnych
podminek (velikost ¢astic, teplota) a vysledky obou experimentid se pomérne lisi. Odlisna
ucinnost sorpce miize byt vysvétlena naptiklad, odliSnym pH roztokt, pfesnou koncentraci
ovalbuminu, jinou velikosti ¢i stabilitou ¢astic nebo riznymi vnéj$imi vlivy, kterymi muize
byt metoda sorpce ovlivnéna.

Pro vazbu ovalbuminu na CS-TPP (2 : 1) castice byla zvolena kovalentni vazba
na Castice. Imobilizace ovalbuminu karbodiimidovou metodou na CS-TPP (2 : 1) castice
byla provedena podle kapitoly 3.9. Principem karbodiimidové metody bylo vytvoreni amidové
vazby mezi aminovou skupinou ovalbuminu a hydroxylovou skupinou chitosanu.
Jedna se o silnou ireverzibilni kovalentnich vazbu.

Na 4 mg CS/TPP (2 : 1) ¢astic bylo imobilizovano 0,5 mg ovalbuminu 0 koncentraci
1 mg/ml v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3 po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté za mirného
otaceni. Detekce miry vazby ovalbuminu spocivala v pfimé detekci ovalbuminu navazaného
na Casticich pomoci BCA metody pii 570 nm podle kapitoly 3.11.

V Tabulce 19 jsou uvedeny vypocitané hodnoty koncentrace ovalbuminu na ¢asticich
pomoci metody kalibra¢ni kiivky. Jako slepy vzorek pro Castice s navazanym ovalbuminem

byly zvoleny ¢Céstice bez proteinu.

Tabulka 19: Stanoveni koncentrace ovalbuminu a G¢innosti vazby kovalentné vazaného
na CS-TPP (2 : 1) ¢asticich metodou BCA (pocet opakovani: 3).

Piima detekce [ng/4 mg] Udinnost vazby [%]
68,24 + 4,04 13,65

Karbodiimidovou metodou bylo na 4 mg CS-TPP (2 : 1) &astic navazano 13,65 %
z celkového vloZzeného ovalbuminu. Vysledné nizké hodnoty koncentraci ovalbuminu
na Casticich jsou ovlivnény vazbou a sorpci ovalbuminu a naslednymi promyvacimi kroky.
Faktorem muzZe byt opét vazba proteinu do vnitini struktury €astic, ktera je pro metodu BCA
méng piistupnd. Z ditvodu nizké vazebné ucinnosti této metody ve srovnéni se sorpci uz nebyla
pro dal§i experimenty vazby proteinu na chitosanové Céstice vyuZzita. Metoda adsorpce

je pro nosice na bazi chitosanu vhodné&j$im zptsobem.
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4.4 In vitro uvoliiovani ovalbuminu z ¢astic

U pfipravenych nosi¢ovych systému se sorbovanym ovalbuminem jsme dale provedli
studii uvoliovani in vitro. V praxi se vyuziva pro sledovani rychlosti uvolnovani 1é¢iv
z polymerni matrice CS ¢astic pfi riznych podminkach, teplotach a pH.

Studie in vitro uvoliovani proteinu byla provadéna v PBS pufru pH 7,4 (fyziologické
pH) a v 0,1 M acetatovém pufru pH 5,5 (kyselejsi pH). Na castice CS-TPP, HA/CS-TPP,
PCL/CS bylo sorpci navazano 0,5 mg ovalbuminu podle kapitoly 3.10. Podminky uvolnéni
ovalbuminu pti fyziologické teploté 37 °C za mirného otaceni ¢i tiepani pii 1000 rpm V urcitych
Casovych intervalech jsou uvedené v kapitole 3.13. Teplota je dalezitym uréujicim Cinitelem
pro integritu chitosanovych ¢astic umisténych v riznych pH pufrech.

U alikvotu c¢astic bylo na zacatku experimentu stanoveno mnoZstvi ovalbuminu
sorbovaného na Castice a do nich, a to pomoci nepiimého hodnoceni u¢innosti sorpce na ¢astice,
které slouzilo jako 100 % proteinu. Uvolnény protein ovalbumin v supernatantech
byl kvantifikovan metodou BCA. Experiment byl proveden v tripletu.

Uvolnovani ovalbuminu z ¢astic bylo vyhodnoceno metodou kumulativni kiivky
podle Hou, Y. et al [177], ktera vyjadifuje procentualni koncentraci uvolnéného proteinu
v promyvacich frakcich v zavislosti na ¢ase. Kumulativni kiivka uvoliovani ovalbuminu
z castic CS/TPP (2 : 1), HA/CS-TPPP a PCL/CS je znadzornéna v nasledujicich
Grafech 14 — 15.
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Graf 14: Kumulativni kiivka uvoliiovani ovalbuminu z CS-TPP (2 : 1), HA/CS-TPP a PCL/CS &astic
v promyvacich frakcich v prostiedi (A) PBS pH 7,4 a (B) 0,1 M acetatovém pufru pH 5,5
(vztazeno na 4 mg Castic; pocet opakovani: 3) pii teploté 37 °C.
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Z vyhodnocenych vysledkii zndzornénych kumulativni kiivkou uvoliiovani (ptiblizné
0,5 mg ovalbuminu z ¢astic) Ize usoudit, ze se z ¢astic uvolnilo pouze malé¢ mnozstvi proteinu.
Kuvolnéni doslo v prvnich 15 minutach u CS-TPP (2 : 1) a HAJ/CS-TPP (astic.
K pozvolngjsimu uvolnéni ovalbuminu (kolem 30 %) doslo u PCL/CS castic v 0,1 M
acetatovém pufru pH 5,5, kdy se ovalbumin uvoliioval postupné po dobu piiblizné 30 minut.
Dale k uvoliiovani proteinu nedochazelo, bez ohledu na zvolené pH roztoku a jejich slozeni.
Z tohoto diivodu bylo michéni v dalSich experimentech nahrazeno tiepanim ptfi 1000 rpm.
K vyraznéjsim zménam uvolnéni (Graf 15) vsak ani za téchto podminek u CS-TPP (2 : 1)
a HA/CS-TPP ¢astic nedoslo. Z PCL/CS ¢astic se uvolnilo o néco vice proteinu (pies 35 %)
Vv prostiedi PBS pH 7.,4.

=
=]

£ 55
2
g 30
[=]
5 25
‘E 20 A
:g J—
5 15
o
ey =
@) 210
£
‘-: c
"
E]
g 1 E 20 24
2
£as [hod]
e C5-TPP Edstice s HASCS-TFP Eistice - PCL/CS Edstice
30
=
=5
=
=
‘@ 20
B
515 A .
E ﬂ,é
3 10 /
o
(B) ER '
= 7
B i} 0,25 05 1 3 20 24
=3 " -
E &as [hod]
=3
2
== C3-TPP fdstice  ==@mmHA[CS TP fdstice === PCL/CS Edstice

Graf 15: Kumulativni kiivka uvolfiovani ovalbuminu z CS-TPP (2 : 1), HA/CS-TPP a PCL/CS &astic
Vv promyvacich frakcich v prostiedi (A) PBS pH 7,4 a (B) 0,1 M acetatovém pufru pH 5,5
(vztazeno na 4 mg castic; pocet opakovani: 3) pii teploté 37 °C.

Uvolnovani proteinu z ¢astic je ovlivnéno jak vlastnostmi materialu, tj. strukturalnimi,
fyzikalnimi a chemickymi vlastnosti, tak vlastnostmi vazaného proteinu (zejména jeho pl),
zpiisobem vazby proteinu k ¢asticim, a i reakénimi podminkami jako napt. iontovou silou, pH
¢i teplotou [177]. Testy uvoliiovani in vitro se bézné pouzivaji pro simulaci chovani nanog¢astic

Vv in vivo systémech, a tudiz se obvykle provadé&ji pii fyziologické teploté (tj. 37 °C) [178].
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Ze ziskanych vysledki sledovani uvoliiovani ovalbuminu (na ¢astice sorbovano 0,5 mg)
in vitro 1ze usoudit, ze se z ¢astic uvolnilo malé mnozstvi proteinu pouze V prvnich 15 minutach
a dal k uvolilovani proteinu nedochéazelo, bez ohledu na zvolené pH roztoku a jejich slozeni.
Hustota zesiténi mize ovlivnit asociaci a uvoliiovani proteinli z iontové zesiténych Céstic
chitosanu. S ohledem na velkou molekulovou hmotnost ovalbuminu (42,7 kDa)
lze ptedpokladat nizkou kinetiku uvolnéni za takto nastavenych mirnych podminek. Protein
se pravdépodobné sorboval i do vnitini struktury ¢astic, a tak se uvolnilo pouze malé mnozstvi
ovalbuminu na povrchu ¢astic a zbylé mnozstvi zistalo zapouzdieno ve vnitini struktufe castic.
K jeho uvolnéni by mohlo dojit naptiklad degradaci chitosanovych ¢astic enzymatickymi
procesy [167] ¢i upravenim podminek uvoliovani, jako je vEtsi intenzita tiepani ¢i pouziti
jinych pufrovacich roztok.

Dlouhodobé studie uvolnovani ovalbuminu by mohly piedstavovat vyssi kumulativni
uvolfiovani proteinu. Casovy interval testu byl nicménd naplanovan v souladu
s predvidatelnymi maximalnimi retenénimi Casy pro oralni a nosni podani vakcin. BEéhem této
doby uvolnovani, za situace in vivo, by proteiny naplnéné ¢astice byly internalizovany buiikami,

a proto by se protein uvolnoval prostfednictvim mechanismi bunééné degradace.
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5 ZAVER

V této diplomové praci byly pfipraveny chitosanové submikrocastice metodou
ionotropniho gelovaténi S cilem piipravit bioaktivni bioaktivni nosi¢ s definovanymi
charakteristikami jako je vysoka Gc¢innost, stabilita a pomalé uvolfiovani latky. Hodnoceni
vlastnosti nosi¢ového systému zahrnovalo distribuci hydrodynamické velikosti ¢astic ¢i ovéfeni
stability méfenim zeta potencialu. Nosi¢ovym systémem byly ¢astice z chitosanu, z chitosanu
s obalem z kyseliny hyaluronové a z chitosanu a polykaprolaktonu.

Neprve byly pifipraveny castice CS-TPP (2 : 1), které byly stabilni (s pozitivni hodnotou
zeta potencialu 28 £ 1,1 mV), nicméné u nich byly naméfeny dvé populace velikosti
(236,01 + 34,18 a 3 923,3 + 316,16). Hodnota PDI 0,78 dosahovala hodnoty vypovidajici
0 polydisperzni povaze vytvoienych ¢astic a ukazuje na vznik agregatu Castic.

Pro odstranéni tvorby agregovanych ¢astic z chitosanu a pro zlepSeni vlastnosti s cilem
piipravit ¢astice s homogenni distribuci velikosti, byl zvolen jiny objemovy pomér chitosanu
a TPP a zvolena jind metoda ptipravy ¢astic. Tyto pozadavky byly voleny v souladu s ucelem
dalsiho pouziti ¢astic pro potencialni transportni systém. V porovnani s CS-TPP (2 : 1)
Casticemi byly nové CS-TPP castice (5 : 1) vice homogenni s uzsi distribuci velikosti,
a to 186,67 + 18,83 nm a PDI 0,47 + 0,08. Hodnota zeta potencialu po piipravé ¢astic
byla 2,31 mV. Na zaklad¢ téchto vysledku byly CS-TPP ¢astice (5 : 1) shledany jako vhodné&jsi
Castice pro dalsi experimenty se snahou o vyieSeni nestability ¢astic. Dale byly CS-TPP ¢astice
(5: 1) obaleny kyselinou hyaluronovou, ¢imz se docililo velikosti 236,84 + 4,83 nm s hodnotou
PDI 0,24 + 0,04, ktera vypovida o monodisperzité Castic a jejich velmi tzké distribuci
a homogenité velikosti. Hodnota zeta potencialu byla -36,14 + 5,6 mV a poukazala
tak na stabilitu ¢astic. Jako dalsi druh pomernich ¢atic byly nasledné ptipraveny PCL/CS
Castice. Namétfena hydrodynamicka velikost ¢astic dosahovala hodnot 249,85 + 12,05 nm.
Také byla sledovéana distribuce velikosti téchto Castic, jez byly méfeny monodisperzné,
avSak PDI byla 0,59 + 0,07, coz svéd¢i o polydisperzité ¢astic. Nicméné hodnota zeta potencialu
byla +37 + 2,4 mV, coz vypovida o dobré stabilité ¢astic.

Na ptipravené nosice byl sorpci anebo kovalentné navazdn modelovy protein ovalbumin.
Utinnost vazby ovalbuminu odlisnymi metodami byla vyhodnocena BCA metodou.
U jednotlivych metod nebyly zaznamenany velké rozdily v u¢innosti vazby. Nejvyssi ucinnost
vazby (44,38 + 1,67 a 42,15 £ 1,30 %) metodou sorpce a adsorpéni kapacitu nosice
(50,95 + 1,58 a 51,30 + 2,29 %) vykazovaly HA/CS-TPP a CS-TPP (2 : 1) ¢astice V téméf
totoZné mife.
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Dale byla sledovana mira vazby a uvolnéni sorbovaného ovalbuminu v ¢ase v PBS pufru
pH 7,4 (fyziologické pH) a v 0,1 M acetatovém pufru pH 5,5 (kyselejsi pH), jako simulace in
vivo prostiedi. Uvolnéni ovalbuminu probihalo pii fyziologické teploté 37 °C za mirného
otaceni ¢i tfepani pti 1000 rpm V urcitych ¢asovych intervalech. K mirnému uvolnéni doslo v
prvnich 15 minutach u CS-TPP (2 : 1) (kolem 25 %), HA/CS-TPP castic (kolem 17 %) a u
PCL/CS castic (kolem 15 %) v PBS pufru pH 7,4. V 0,1 M acetatovém pufru pH 5,5 se
ovalbuminu v c¢ase uvolnilo u CS-TPP (2 : 1) a HA/CS-TPP castic kolem 15 %.
K pozvolnéjsimu uvolnéni ovalbuminu (kolem 30 %) doslo u PCL/CS ¢astic, kdy se ovalbumin
uvolioval postupné po dobu ptiblizné¢ 30 minut.

Dale k uvolnovani proteinu nedochézelo, bez ohledu na zvolené pH roztoka a jejich
sloZeni. Z tohoto diivodu bylo michani v dalSich experimentech nahrazeno ttepanim pii 1000
rpm. K vyraznéj§im zménam uvolnéni vSak ani za téchto podminek u CS-TPP (2 : 1)
a HA/CS-TPP ¢astic nedoslo. Z PCL/CS ¢astic se uvolnilo o néco vice proteinu (pies 35 %)

v prosttedi PBS pH 7,4. K dal§imu uvolnéni by mohlo dojit degradaci ¢astic.
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