UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2024 Tereza Holubova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Nanoterapie chronickych zanétlivych onemocnéni

Bakalatska prace

2024 Tereza Holubova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a plijmeni: Tereza Holubova

Osobni cislo: C2139%4

Studijni program: B3912 Specidlni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Zdravotni laborant

Téma prace: Nanoterapie chronickych zanétlivich onemocnéni

Téma prace anglicky:  Nanotherapy for Chronic linflammatory Diseases
Zadavajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani
Vypracujte literami reersi obsahujici:

1. Zanét - vanik, projevy a rozvoj chronického zanétivého procesu. Role chronického zanétu v pa-
togenezi zanétlivych stievnich onemocnéni, kardiovaskularnich onemocnéni, revmatoidni artritidy
atd.)

2. Moinosti ovlivnéni vyse uvedenych onemocnéni pomoci nanocastic. Prehled nanocastic wyuzZitel-
nych v léché téchto onemocnéni.

3. Zhodnoceni terapeutického potencidlu nanocastic v |écbé chronickych zanétlivych onemocnéni.



Rozsah pracovni zpravy: 25s.
Rozsah grafickych praci: dle potreby
Forma zpracovani bakalarské prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:
Podle pokynii vedouciho bakalarské prace.

Vedouci bakalafské prace: RNDr. Karel Kralovec, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalarské prace: 22. prosince 2023
Termin odevzdani bakalarské prace: 1. ¢ervence 2024

BS
prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 29. Gnora 2024



Prohlasuji:

Praci s ndzvem Nanoterapie chronickych zanétlivych onemocnéni jsem vypracovala
samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny

v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona €. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym
a 0 zmén¢ nékterych zakonu (autorsky zékon), ve znéni pozd¢jSich predpisl, zejména se
skutecnosti, ze Univerzita Pardubice mé pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace
jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat ptiméieny prispévek na uhradu naklada, které na vytvoreni dila
vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, Zze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach
aozméné adoplnéni dalSich zdkonld (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich
predpist, a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiiovani
a formalni Gpravu zavérenych praci, ve znéni pozdé¢jSich dodatki, bude prace zvefejnéna

prostiednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 1.11.2024

Tereza Holubova



PODEKOVANI

Touto cestou bych chtéla pod€kovat vedoucimu bakalatské prace, panu RNDr. Karlovi
Kralovcovi, Ph.D., za trpélivost, cenné rady a poznamky, které mi béhem psani bakalaiské
préace piedal. Chtéla bych také pod€kovat své roding a pratelim za podporu a trpélivost, kterou

mi béhem psani této prace a celého studia vénovali a byli mi oporou.



ANOTACE

Tato bakalarska prace zpracovava téma nanocastic a jejich vliv na chronickd zanétliva
onemocnéni. V uvodni Casti se prace zabyva zanétem, konkrétné¢ jeho vznikem, projevem
arozvojem chronického zanétlivého procesu. Nasledné je popsdna role chronického zanétu
v patogenezi zanétlivych stievnich onemocnéni, kardiovaskularnich onemocnéni a revmatoidni
artritidy. TéZ se bude prace vénovat ovlivnéni vyse uvedenych onemocnéni pomoci nanocastic,
jejich piehledem a jak jsou vyuzitelné piilécbe. Zavérem je zhodnoceni terapeutického
potencialu nanocastic v 1€cbé chronickych zéanétlivych onemocnéni. PredevSim jednou
z hlavnich vyhod nanoterapeutik je jejich schopnost pfekonavat nedostatky tradi¢nich terapii.

Inovativni pfistup nanotechnologie zvysuje u¢innost 1é¢by a snizuje riziko vedlejsich ucinki.
KLICOVA SLOVA

zan€t, ulcerdzni kolitida, Chronova choroba, aterosklerdza, revmatoidni artritida, nanocastice
TITLE

Nanotherapy of chronic inflammatory diseases

ANNOTATION

This bachelor’s thesis addresses the topic of nanoparticles and their impact in chronic
inflammatory diseases. The introductory section discusses inflammation, specifically its origin,
manifestations, and the progression of the chronic inflammatory process. Following this, the
role of chronic inflammation is described in the pathogenesis of inflammatory bowel disease,
cardiovascular diseases, and rheumatoid arthritis. The thesis also examines how nanoparticles
influence these diseases, providing an overview of them and exploring their applicability in
treatment. Finally, the therapeutic potential of nanoparticles in treating chronic inflammatory
diseases is assessed. Notably, one of the main advantages of nanotherapeutics is their ability to
overcome the limitations of traditional therapies. The innovative approach of nanotechnology

enhances treatment effectiveness and reduces the risk of side effects.
KEYWORDS

inflammation, ulcerative colitis, Crohn's disease, atherosclerosis, rheumatoid arthritis,

nanoparticles
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UvVOD

Proces zanétu je d¢j probihajici na riznych mistech organismu. Vznikad jako obranna
funkce, ktera se projevuje specificky a mize piechazet do chronického procesu. Tento soubor
odpovédi vedouci k chronicité hraje dilezitou roli pfi vyvoji zanétlivych stfevnich onemocnéni,
jako jsou ulcerdzni kolitida a Crohnova choroba. Vedou také ke kardiovaskularnimu

onemocnéni aterosklerdze a dale k revmatoidni artritide.

Na terapii vySe zminénych nemoci se bude zaméfovat obor vyuzivajici nanocastice.
Nanocastice jsou tvofeny zraznorodych materiall,, ty jsou kategoricky rozdélovany
do specifickych skupin, a to na zakladech pivodu materidlu, na zpisobu podani a na typu

pusobeni. Pficemz jednotlivé nanocastice charakteristicky piisobi na jednotlivd onemocnéni.

Cilem této prace je popsat terapeuticky potencidl nanocastic pro lécbu chronickych
zanétlivych onemocnéni. Konkrétné na inovaci zpusobu podavani 1€k, diagnostiku a 1é¢ebné

postupy.
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1. ZANET

Zanét je komplexni odpovéd organismu v piipadé poskozeni tkdni. Mozné formy pro
vyvolani zanétu jsou infekéni, traumatické, ischemické, fyzikalni, chemické, popf. jiné vyzvy.
I pfes to, Ze je obrannou reakci, rozvrat regulace zanétu muze byt pro organismus také

nebezpecny [1].

1.1.  Vznik

Zanét vznika v disledku podnéti signalizujicich poskozeni nebo infekci. Zanétliva reakce
imunitniho systému muize byt prospésnd nebo Skodliva v zavislosti na typu a délce trvani
podnétl. Zdroj, struktura a mnozstvi téchto podnétl jsou odlisné [1]. Na podnéty jako jsou
patogeny, poSkozené buriky, toxické slou¢eniny nebo ozateni plisobi tak, Ze odstraiiuje Skodlivé
podnéty a spousti proces hojeni. Zanét je tedy obranny mechanismus, ktery je pro zdravi
zivotné dulezity. Obvykle béhem akutnich zanétlivych reakeci minimalizuji bunécné,
molekularni udalosti a interakce hrozici poranéni nebo infekci. Tento zmirnujici proces prispiva
k obnoveni tkaiiové homeostazy a odstup akutniho zanétu [2]. Zanét Ize rozdélit do tii typa
podle doby procesu, ktery reaguje na skodici pfi¢inu. Tedy akutni, ktery se objevi bezprostfedné
po urazu a trva nékolik dni. Nekontrolovany akutni zanét se v§ak mize stat chronickym, coz
prispiva k fad¢ chronickych zanétlivych onemocnéni. Stfedni formou je subakutni, coz je

pfechodné obdobi z akutniho na chronické, které trva 2 az 6 tydnti [2].

1.2.  Projevy

Vzhled tkané¢ je charakterizovan zarudnutim (rubor), otokem, teplem (calor), bolesti (dolor)
a ztratou funkce tkané (functio laesa), které jsou dusledkem lokalni imunitni, vaskularni
a zanétlivé bunééné reakce na infekci nebo poranéni. Casté jsou i frekventované infekce.
Chronické forma muze trvat mésice nebo i roky. [1] Dalsimi nespecifickymi projevy muze byt
hubnuti nebo naopak piibirdni na vaze, deprese, izkost, vykyvy nalad, celkové oslabeni, télesna

bolest svalil, insomnie, prijmy, stfevni problémy ¢i nadmuti [3].

Imunitni reakce, které se uCastni na akutni formé, 1ze rozd¢lit na vaskularni a bunééné. Odezvy
vyskytujici se v mikrocirkulaci se za béZznych okolnosti objevuji béhem nékolika minut po

poranéni tkan¢, nebo mikrobidlni infekci v pfitomnosti jinych zanétlivych stimulG nazyvané
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jako vaskularni ptihody. Vyskyt téchto procest je rapidni a vede k vazodilataci (expanze
krevnich cév). Nasledkem se cévy stanou propustnéjSimi. Takova imunitni reakce vede ke
vstupu mediatorti zanétu a vyvolani intersticialniho edému, ktery je typem plicniho edému
vznikajici po nahromadéni tekutiny mezi bunikami tvoficimi plicni tkan, jehoz disledkem je

zhorSena vymeéna kysliku a oxidu uhlicitého v krvi [4].

Typy chronického zadnétu mohou byt dva: nespecificky proliferativni a granulomato6zni.
Proliferativni  nespecificky ma charakter granularni tkané¢ zplsobené infiltraci
mononukledrnimi butikami — konkrétné¢ lymfocyty, makrofagy a plazmatickymi builkami.
Ucastni se také proliferace fibroblasti, epitelialnich bunék, cév a pojivové tkané.
Granulomatozni typ je charakteristicky specifickymi noduldrnimi lozisky a granulomy
viditelnymi na povrchu ktize. Agregaci makrofagy ¢i epiteloidnimi bunkami, cCasto
obklopenych lymfocyty, vznikd granulom. Pokud se makrofagy a epitelidlni bunky spoji,
vytvoii se Langhansovy buiiky, nebo vétsi masy bun€k nddorovych — Reed-Stenbergovy

a Aschoffovy [3].

1.3.  Rozvoj chronického zanétlivého procesu

Akutni zanét zacina po specifickém poranéni, které zplisobi, Ze rozpustné mediatory, jako
jsou cytokiny, proteiny akutni faze a chemokiny, podporuji migraci neutrofild a makrofagt do
oblasti zanétu. Makrofagy maji pfedevsim funkci antigen prezentujici, fagocytoézy a produkci
cytokinl s ristovymi faktory. Iniciace, priabéh a konec procesu zanétu jsou jedny z hlavnich
roli makrofagt [5]. Tyto bunky jsou soucasti pfirozené vrozené imunity, kterd muze hrat aktivni

roli pii akutnim zanétu [6].
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neutrofil ‘::l:"::""‘f makrofag  fibroblast  bakterie

Obrazek 1: Pisobeni zanctu jako obranna reakce Uspésnd a prechazejici do chronicity, prevzato
a upraveno dle [4].

Vrozend imunita ptisobi formou fyzickou a chemickou. Chemickou formou miiZe byt epitel
s antimikrobidlnimi latkami produkovanymi na povrchu fagocytarni builky, konkrétné
neutrofild a makrofagu, dale dendritickych bunék, bunék ptirozenych zabijeci (NK), lymfocyta
a krevnich proteinti s komplementy [6]. Nezbytnou ¢asti zanétlivych reakci je imunitni reakce
s infiltraci bilych krvinek do krevniho ob¢hu. Mezi leukocyty patii neutrofily, coz jsou prvni
rekrutované buiiky imunitniho systému v misté akutniho zanétu. Infiltrace imunitnich bunék je,
ve spolupraci s endotelem, spousténd mechanismem v postkapilarnich venulach. Bunééné déje
zahrnuji postupné zachyceni a adhezi k endotelu. Tyto déje v mobiliza¢ni draze jsou usporadany
bunéénymi adhezivnimi molekulami (CAM). CAM zahrnuji intracelularni adhezivni molekuly
ICAM-1, ICAM-2, integriny a selektin. Selektivni skupina CAM obsahuje tfi druhy. Pod n¢
spadaji P-selektin a E-selektin produkovany endotelidlnimi buiikami a L-selektin produkovany
bilymi krvinkami. Adheze v endotelu vysoké afinity na bilych krvinkach je zprostiedkovana
interakci mezi integriny se znakem CDII/CDI8 a adheznimi molekulami CAM-1 a CAM-2
exprimované leukocyty aendotelovymi builkami. Po obdobi staciondrni adheze mohou
leukocyty opustit postkapilarni venuly, rozsitujici pseudoponium, neboli panozku, ktera slouzi

k pohybu mezi endotelidlnimi bunkami a mifi do subendotelidlniho prostoru [4].

Pokud tento z&nét po Sesti tydnech neustoupi, zplisobi to progresi akutniho typu
v subakutni a dale pak do chronické formy zanétu s migraci T lymfocyti a plazmatickych bunék

do mista zadnétu. Takto dlouhodobé piisobeni bez znamek zotaveni zplisobi poskozeni tkané

16



a fibrozu Jiné druhy bunék, jako jsou makrofagy a monocyty, hraji roli v akutnim i chronickém
zanétu [2]. V momenté¢, kdy se zanét stava chronickym, vétSina ryst akutniho zanétu pokracuje,
ato v¢. vazodilatace, zvySeni prutoku krve, kapilarni permeability a migrace neutrofili do
infikované tkané pres kapilarni sténu (diapedéza). Slozeni bilych krvinek se vSak brzy
zméni — makrofagy a lymfocyty zacnou nahrazovat kratkodobé neutrofily. Charakteristickymi
znaky chronického zanétu jsou tedy infiltrace primdrnich zanétlivych bunék, jako jsou
makrofagy, lymfocyty a plazmatické buniky v misté tkané. Ty produkuji zanétlivé cytokiny,
rustové faktory a enzymy pfispivajici k progresi poskozeni tkdn¢ a soucasné k sekundarni

reparaci véetné fibrézy a tvorbé granulomu [3].

Reakei na cizi ¢i vlastni antigeny uvoliuji tkanové imunitni buiiky cytokiny, jako
je interleukin jedna (IL-1) a tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a). Tyto cytokiny navozuji
endotelidlni buiiky v misté poranéni k uvolnéni selektinl a integrinli iniciujicich chemotaxi
(pohyb k postizenému) a diapedézu (prostup cévni sténou) cirkulujicich leukocytt. Spole¢né
s vy$$i koncentraci leukocyti hraji tkanové makrofagy a dendritické bunky také roli pii
odstrafiovani antigenu fagocytézou, uvoliiovanim cytokinli prezentuji antigen lymfocytim.
Cirkulujici leukocyty jsou aktivovany riznymi cytokiny a chemokiny v momenté vstupu do

mista lokalniho poranéni [3].

Neutrofily aktivované pii akutnim stadiu obsahuji granule na lysozym bohaté matrixové
metaloproteindzy a myeloperoxidazu, které se uvoliluji na antigen. Ten mize byt vlastni i cizi,
coz vede k jeho destrukci. Antigen je také mozné likvidovat fagocyt6zou nebo uvoliiovanim
reaktivnich forem kysliku a cytokind, jako je IL-1, IL-6 a TNF-o. Lymfocyty vcetné
T-lymfocyti a B-lymfocytii jsou dal$i obrannou linii a hraji kli¢ovou roli ve zprosttedkovani
zanétu nékolika komplexnimi mechanismy, v¢. sekrece cytokind, stimulace lymfocyti,
produkci protilatek a imunitnich komplext. Za pfispivajici mechanismus pii zanétlivém
procesu lze také povazovat agregaci krevnich desti¢ek tvorbou trombu a uvolnéni chemokinti

diky degranulaci [3].

1.3.1. Povrchové receptory rozpoznavajici Skodlivé podnéty

Mikrobidlni struktury zndmé jako molekuldrni vzory asociované s patogeny (PAMP)
vyvolavaji zanétlivou reakci pomoci receptorii pro rozpoznani vzorti (PRR) exprimované
imunitni 1 neimunitni formou. Né&které PRR, znamé jako molekuldrni vzory asociované

s poskozenim (DAMP), rozpoznavaji riznorodé endogenni signaly aktivované béhem naruseni
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tkan¢ ¢i bunék. DAMP znacené jako biomolekuly hostitelské mohou iniciovat a udrzovat
neinfekéni zanétlivou odpovéd. PoSkozené buiikky mohou iniciovat plsobeni vrozenych

zanétlivych bunék v neptfitomnosti patogent uvoliiovanim DAMP [7].

Ttidy PRR zahrnuji receptory podobné genu Toll (TLR), lektinové receptory typu C atd.
TLR tfida omezenych savCich PRR se tcastni aktivace zanétlivé odpovedi. Prenos PAMP
a DAMP je zprostfedkovan faktorem myeloidni diferenciace 88 spolu s TLR. Signalizace
prostiednictvim TLR aktivuje intracelularni signalni kaskadu, ktera vede k jaderné translokaci
transkripénich faktort, napf. aktivaniho proteinu 1, jaderného faktoru kappa-aktivujiciho
enhanceru lehkého fetézce B bunék (NF-kB) a regulacniho faktoru interferonu. DAMP a PAMP
sdileji receptory TLR4, coz naznacuje podobnost procesti zptiisobené infek¢nim i1 neinfek¢nim

podmétem [7].

1.3.2. Aktivace zanétlivého procesu

Zanétlivé podnéty aktivuji intracelularni signaly, ty poté aktivuji produkci mediatord.
Primarni zanétlivé podnéty, véetné mikrobialnich produkti a cytokint, jako je interleukin-1
(IL-1pB), interleukin-6 (IL-6) a TNF-a, podniti zanét prostfednictvim interakci s TLR [7].
Aktivace receptoru navodi dileZzité signalni intracelularni drahy, jako jsou kinazy aktivované
mitogenem (MAPK), NF-kB a Janusovu kindzu / pfenaseCe signalu a aktivatory transkripce
(JAK/STAT). Draha JAK/STAT pak prendsi informace z extracelularniho prostiedi

do bunécného nuklea, kde aktivuje transkripcni faktory a biologické procesy [8].

1.3.3. NF-kB proces regulace

NF-kB je proces regulace prozanétlivych cytokinii, chemokini, adheze molekul, regulace
bunécné proliferace a ziskavani zanétlivych bunék pfispivajicich k zanétu [9]. NF-xB
transkripéni faktor se uplatiiuje pii imunitni odpovédi. Téz se iniciuje aktivace fady faktor
za pomoci stimulac¢nich latek uvolnénych z patogenti enzymu a zanétlivych intracelularnich
cytokinil. Inhibici NF-«B za fyziologickych stavii zpiisobuji proteinové nhibitory kappa B (IxB)

uchovavané v cytoplazmé bun¢k [7].

PRR aktivuji IkB kindzu, slozenou ze dvou kindzovych podjednotek alfa, beta

a z regulacni podjednotky gama. Ty ovliviuji aktivaci NF-kB signalni molekuly fosforylaci
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inhibitoru IxB [10]. Fosforylace IxB ma za nasledek jeho degradaci proteazomem, pii¢emz

nasleduje uvolnéni NF-«xB s dasledkem jaderné translokace a aktivace genové transkripce [7].
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2. STREVNI ONEMOCNENI

Zanétliva  sttevni  onemocnéni jsou vysledkem interakce mezi genetickymi
a enviromentalnimi faktory ovliviiujici imunitni odpovéd’ [11]. Jsou to onemocnéni chronické
a z vetsi Casti neznamé etiologie s narUstajicimi piipady incidence. Trvalé remise onemocnéni
nelze dosahnout, a proto se hledaji alternativni cesty terapie. Spatné regulovana imunitni
odpoveéd’ piisobi na stievni mikrofloru u geneticky citlivych hostitelil, coz se projevuje relaps-
remitentni formou, zndmé predevsim jako ulcer6zni kolitida (UC) a Crohnova choroba. Ackoli
je etiologie spiSe nezndma, roli hraji genetické faktory stfevni mikroflory a imunitni regulace

pfi spousténi a udrzovani chronické zanétlivé reakce u téchto onemocnéni [12].

2.1. Ulcerdzni kolitida a Crohnova choroba

Jak Ulcerézni kolitida, tak i Crohnova choroba, zpisobuji poruchy traveni a zanéty
gastrointestindlniho traktu projevujici se prijmem, bolesti bficha, hubnutim a rektdlnim
krvacenim, pfi¢emz hlavni charakteristikou je ale zanét. Ackoliv jsou si tyto dv€é nemoci velmi

podobné, odlisuji se od sebe v né¢kolika ptiznacich [11].

Crohnova choroba se nejcastéji objevuje ve veékovém rozmezi 15-35 let, kdy kromé
vaznych U¢inkl na spodni Cast tenkého stfeva nemoc ptlisobi na dutinu Ustni, anus a stfevni
sliznici. Ulcerozni kolitida naopak postihuje sliznicni membranu tlustého stieva a léze
se projevuji na konecniku a stfevu. Projevy se pohybuji od mirnych az po t€zké a zivot
ohrozujici. Podvyziva je u Crohnovy choroby velmi Castd, jelikoz tenké stievo je zodpoveédné
za vstiebavani Zivin a v tomto piipad¢ jej vazné poskozuje. Ulcerdzni kolitida je spojena s krvi
ve stolici, silnou bolesti a prijmem, zatimco u Crohnovy choroby existuje také riziko krvaceni
v tézkych ptipadech, je méné Casté rektalni krvaceni. Kolem 50 % pacientii s Crohnovou
chorobou trpi deficitem vitaminu B9 a vitaminu D, zatimco vice nez 50 % pacient s UC trpi
nedostatkem Zeleza. Postizené oblasti traviciho traktu se také budou odliSovat podle druhu
choroby. Subjektivni projevy Crohnovy nemoci jsou predevsim bolesti biicha a problémy jako
rektalni 1éze a pistéle, coz je patologicky vytvofeny kandlek mezi dutinou a povrchem
umoziujici transport riznym substancim. Naproti tomu pacienti s ulcerézni kolitidou obvykle

trpi prerusovanou bolesti v souladu se stievnimi pohyby [11].

Strevni imunitni systém je klicovy k patogenezi zanétlivého onemocnéni stiev. Stievni

epitel zabraniuje bakteridlnimu nebo antigennimu vstupu do ob€hu stésnénymi mezerovymi
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spoji. Defektivni jsou tyto spoje bud’ v disledku selhani primarni bariérové funkce, nebo
v disledku téZkého zanétu. Dal§Sim ochrannym mechanismem je produkce hlenu poharkovymi
buitkami a sekrece a-defensinu z Panethovy bunky. Nadmérné zanétlivé reakce vedou
k pokracujicimu niceni epitelu a dalSimu vystaveni stfevnim mikrobim, ¢imz se zanct dale
zhorSuje. Mikroskopické hodnoceni s aktivnim zanétlivym onemocnénim stfev vyvodi
vyraznou infiltraci lamina propria smési neutrofili, makrofagt, dendritickych bunéck
a ptirozenych zabiject T bunck. ZvysSeny pocet a aktivace téchto bunék zvysuje hladinu tumor

nekrotizujiciho faktoru-a (TNF-a), interleukinu-18, interferonu-gama a cytokint [13].

2.2. Terapie zanéctlivych sttevnich onemocnéni

Definitivni 1¢k na zanétlivd onemocnéni stfev prozatim neni. Pacienti jsou nadale 1éceni
latkami zaméfenymi na blokovani nebo inhibici imunitni-zanétlivé kaskddy na rtznych
urovnich. U aktivni ulcerozni kolitidy je kyselina 5-aminosalicylova (5-ASA) neboli mesalazin
ucinny u mirnych az stfedné tézkych forem, zatimco u tézkych ptipada jsou zapotiebi steroidy,
cyklosporin a biologicka 1é¢iva. Cyklosporin je u aktivni Crohnovy choroby neucinny a 5-ASA
ma omezenou roli. Pro udrZeni remise se biologicka 1é¢iva, imunosupresiva a 5-ASA mohou
stat ucinnymi. Biologickd 1éCiva jsou provéfovana a existuji urCité obavy ohledné skutec¢né
zaté¢ze dlouhodobych nepfiznivych U€inkli veetné oportunnich infekci a malignit.
Imunosupresiva jsou ucinnd, predevSim u pacientll zavislych na steroidech, to vSak
s doporu¢enim medikace méné nez 5 let. 5-ASA jde na druhou stranu uzivat vice nez 70 let,
s mirnymi dlouhodobymi vedlejsimi G¢inky, avSak s omezenym ucinkem. Udrzeni poZzadované
koncentrace 1éku v prevenci recidivy Crohnovy choroby je hlavnim problémem v zanicené
sliznici. Ideélni 1ék k 1é¢be zanétlivych stievnich onemocnéni by se tedy mél zaméftit konkrétné
na zanicené tkdné s nejmenSim systémovym postizenim, zjednoduseni aplikace a zajisténi

maximalni adherence k 1é¢bé [14].
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3. ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je multifokdlni, imunozanétlivé onemocnéni stfedné velkych a velkych
tepen zptsobené lipidy. Endotelidlni buiiky, leukocyty a bunky hladkého svalstva jsou hlavnimi
faktory ve vyvoji tohoto onemocnéni. Nasledky aterosklerozy, jako je srdec¢ni infarkt
a mozkova mrtvice, jsou zpusobeny trombozou. Prasklé platy jsou charakterizovany velkym
jadrem bohatym na lipidy, tenkou fibrinovou cepickou, které obsahuji malo bunék hladkého
svalstva ale mnoho makrofagi. Mezi mnoha kardiovaskularnimi rizikovymi faktory je zvySena
hladina cholesterolu v plazmé¢, ktera ma nejvétsi efekt. DalsSimi faktory jsou hypertenze,
cukrovka, koufeni, pohlavi muzské, které ma vyssi incidenci nez zenské a zanétlivé markery,
ty urychluji onemocnéni zplisobené aterogennimi lipoproteiny, pfedev§im lipoproteinem

s nizkou hustotou (LDL) [15].

Jedna se o chronické zanétlivé onemocnéni, u kterého imunitni systém hraje vyznamnou
roli v jeho rozvoji a progresi. Endotelialni patologicka funkce vyvolana zanétem mé za nasledek
zvySenou permeabilitu pro lipoproteiny a jejich subendotelialni akumulaci, zvySeni poctu
leukocytl a aktivaci krevnich desticek. ZvySeny pocet monocytl se diferenciuje na makrofagy,
Makrofagy a bunky hladkého cévniho svalstva vylucuji zanétlivé cytokiny véetné interleukinti
IL-IB, IL-12 a IL-6. V arteridlni stén¢ podléha lipoproteinovy cholesterol s nizkou hustotou
oxidaci. Lipoproteiny bohaté na triglyceridy a zbytkové lipoproteiny vykazuji prozanétlivé
ucinky. Makrofagy poté katabolizuji oxidované lipoproteiny a spojuji se v nekrotické jadro.
Tvorba fibroateromu je zplisobena obalenim jadra kolagenovou vléknitou ¢epickou a hojnou
pritomnosti lipidi. Na fibrézni Cepicku maji téz katabolicky ucinek makrofagy, coz vede
k fibroateromu tenké Cepicky, ktery ¢ini plat oslabenym. Jejich morfologie a pisobeni se miize
v prubéhu casu zménit a piejit od vysoce rizikovych 1ézi ke stabilngj$im kalcifikovanym
platim. Kromé konvenénich kardiovaskuldrnich rizikovych faktor miZze expozice akutniho
a chronického psychického stresu zvysit pravdépodobnost tvorby onemocnéni. A to diky zanétu
zprostitedkovaného zvySenym ucinkem sympatiku, vedoucimu k uvoliiovani zanétlivych
cytokinii. Zanét je téZ propojen se starnutim a kardiovaskularnimi onemocnénimi

prostiednictvim zvySenych klont leukocytl v periferni krvi [16].

22



3.1.  Tvorba aterosklerotickych plati

Tvorba aterosklerotickych plata je zprostiedkovana pfedevsim komplexnimi imunitnimi
a zanétlivymi reakcemi. Mikroprostfedi zranitelnych platd je komplikované prostiedi
zahrnujici mnoho bunék a molekul, jako jsou endotelidlni builky, monocytové nebo
makrofagové buiiky, bunky hladkého svalstva cév, oxidovany lipoprotein s nizkou hustotou
(ox-LDL), zanétlivé faktory a chemokiny. Kromé toho je mikroprostfedi zranitelnych plati

slab¢ kyselé (pH 6,0—6,8) a bohaté na reaktivni formy kysliku (ROS), lipidy a enzymy [17].

Ateroskleroza je pomalu progredujici, komplexni a multifaktoridlni onemocnéni arteridlni
stény, Na vyskytu a rozvoji se podili vice rizikovych faktord, vcetné koufeni, dyslipidémie,
hypertenze a cukrovky. Patologickd progrese miize byt kategorizovdna do Ctyf fazi: Casné
tukové pruhy, fibrozni plat, ateroskleroticky plat a komplikované 1éze nebo sekundarni zmény
ve formé intraplakového krvaceni, ruptury platu a trombozy. Fyziologicky stav stény tepny
obsahuje tfi vrstvy, tunica intima, media a adventicia. Tunica intima se skladd hlavné
z endotelialnich. V disledku poruchy endotelu a hyperpermeability dochazi ke zvySeni LDL
v krevnim obé&hu infiltraci a usazuje se v subendotelidlni matrix. Nasledné bude LDL oxidovéan
volnymi radikaly a upraven na ox-LDL. Kontinualni akumulace ox-LDL spousti vrozenou
zanétlivou reakci v intim¢, stimuluje aktivované endotelidlni bunky k expresi adheznich
molekul, jako je adhezni molekula vaskularnich bun¢k-1 (VCAM-1) a intracelularni adhezni
molekula-1, coz indukuje uvolnovani chemotaktickych molekul, jako je monocytovy
chemotakticky protein-1 (MCP-1) uvniti bun€k hladkého cévniho svalstva, které spole¢né
rekrutuji monocyty a lymfocyty do subendotelidlniho prostoru. Poté se monocyty diferencuji
na makrofagy pod regulaci faktoru stimulujiciho kolonie makrofagli. Makrofagy, stejn¢ jako
bunky hladkého svalstva, které migruji ze stfedni vrstvy cévni stény do vnitini, fagocytuji
ox-LDL prostfednictvim scavengerovych receptord, vytvarejici pénové buiiky, coz znamena
iniciaci ¢asného lipoidniho stadia aterosklerdzy. Ve stadiu fibrozniho platu ptispiva proliferace
buniek hladkého svalstva s nadmérnou produkci proteinii extracelularniho matrix, elastinu
a kolagenu k tvorbé fibrozniho uzavéru a vaskularni zméné struktury, ktera hraje diileZitou roli

ve stabilité platu [17].

S rostouci akumulaci extracelularnich lipidt, zvétSovani lipidového jadra postupné
kulminuje ve vyvoji aterosklerotickych plati, z nichz nékteré se vyvijeji do forem nachylnym
k ruptute, kterd vede k trombdze nebo stendze. Patologické studie naznacuji, Ze zranitelnost
platl je ovlivnéna rtiznymi pficinami, jako je zanét, apoptdza a angiogeneze, a riziko jejich

ruptury zavisi vice na molekularnim a bunééném obsahu nez na stupni sten6zy. Zranitelny plat,
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také znamy jako rizikovy je nebezpenym z divodu potencialni rychlé¢ progrese stenodzy
atendenci k tvorbé trombl. Charakteristickym znakem rizikového platu je ohromujici
akumulace pénovych bunék. I pfes schopnosti clearance makrofagi, nadmérné mnoZzstvi
ox-LDL podporuje nekréozu pénovych bunék a tvorbu nekrotického jadra. Aktivované
makrofagy uvoliuji zanétlivé faktory a vylucuji matrixové metaloproteindzy. Degradace
fibrozni tkané plsobenim metaloproteindzy, spolecné s lokdlnim zanétem pfispivaji
ke ztenCovani fibrinové Cepicky, coz je dalsi diillezita charakteristika zranitelnych plata. Tenka
fibrinova Cepicka praskne, ¢cimz se obnazi lipidové jadro, které je vysoce koagula¢ni, a nakonec

iniciuje trombdzu [17].
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4. REVMATOIDNI ARTRITIDA

Revmatoidni artritida (RA) spadd mezi nejcastéj$i autoimunitni chronickd zanétliva
onemocnéni. Primarné postihuje klouby, je tfeba ji vSak chépat jako syndrom, ktery zahrnuje
také mimokloubni projevy, jako jsou revmatoidni uzly, postiZeni plic, vaskulitidu a systémové
komorbidity. V poslednim desetileti doslo k terapeutické revoluci v 1é¢bé RA, zejména diky
zavedeni novych lécebnych metod, Casné terapii, vyvoji novych klasifika¢nich kritérii
a aplikaci ucinnych lé¢ebnych strategii, coz zdsadn¢ zlepSilo kloubni 1 systémové vysledky
1éCby. Stale vSak existuje zna¢nd neuspokojena potieba pro zlepSovani terapie RA. Vétsi nebo
uplna remise neni béznd, ani dlouhodobé udrzitelna bez pokracujici 1é€by, a proto by méla byt

prioritou dalsiho vyzkumu [18].

Revmatoidni artritida pfedstavuje znacnou zatéz jak pro jednotlivce, tak pro spole¢nost.
Pro jednotlivce z této zatéze vyplyvaji muskuloskeletalni deficity, s naslednym poklesem
fyzické funkce, kvality Zivota a zvySenym rizikem komorbidit. Socioekonomické zatéZz kromé
pfimych zdravotnich nékladl zahrnuje i funkéni postizeni, sniZzenou pracovni schopnost
a omezenou ucast ve spoleCnosti. KliCové je proto vc€as stanovit diagnézu, zahajit 1éCbu
co nejdiive a navrhnout nové strategie, které by kontrolovali zanét a predchazely poskozeni

kloubii [18].

RA incidence je 0,5 % az 1 % populace. U nekterych ptivodnich obyvatel Ameriky
je prevalence velmi vysokd. Pozitivni rodinnd anamnéza zvySuje riziko vzniku RA pfiblizné
tiikrat az petkrat. Vyssi vyskyt RA u dvojcat naznacuje, ze genetické faktory hraji v patogenezi
vyznamnou roli. Dédi¢nost RA je odhadovana na 40—65 % u séropozitivni formy RA, ale niz$i

20 % u séronegativniho onemocnéni [18].

Moderni genetické technologie ve spojeni s rozsdhlymi klinickymi kohortami nam
pomohou Iépe porozumét genetice tohoto onemocnéni. Studie asociaci v celém genomu pomoci
jednonukleotidovych polymorfismt identifikovali vice nez sto lokust spojenych s rizikem RA,
pficemz vétSina z nich naznacuje zapojeni imunitnich mechanismd, nékteré sdilené s jinymi
chronickymi zanétlivymi onemocnénimi. Systém lidskych leukocytarnich antigenli zastava
klicovym faktorem, ktery silné naznacuje, Ze vazba peptidl hraje dileZitou roli v patogenezi

[18].

Podobné jako u mnoha autoimunitnich onemocnéni je i etiologie revmatoidni artritidy
(RA) multifaktorialni. Geneticka predispozice je zifejma diky vyskytu v rodinach a studiim na

jednovajecnych dvojcatech, kde se odhaduje, Ze 50 % rizika vzniku RA je pfi¢itano genetickym
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faktorim. Mezi genetické asociace s RA patii lidské specifické druhy leukocytarnich antigenii
a skupina alel nazyvana "sdileny epitop". Koufeni je hlavnim environmentalnim spoustécem
RA, zejména u lidi s genetickou predispozici. I kdyz infekce mohou odhalit autoimunitni reakei,
zadny konkrétni patogen nebyl prokazan jako pfi¢ina RA. Je vSak charakterizovana zanétlivymi
procesy, které¢ vedou k proliferaci synovialnich bunék v kloubech. Nasledna tvorba pannu, coz
je vaskularizovana granulacni tkan mize zpusobit destrukci chrupavky a erozi kosti. Nadmérna
produkce prozanétlivych cytokinli, v€etné tumor nekrotizujiciho faktoru a interleukinu-6,

podporuje tento destruktivni proces [19].

Rizikovymi faktory mohou byt vyssi vék, rodinnd anamnéza a pohlavi Zzenské, i kdyz
u starSich pacientdl je rozdil mezi pohlavimi méné vyrazny. Soucasné 1 pfedchozi kouteni
zvysuje riziko RA. T¢hotenstvi Casto zplusobuje ustup priznaki RA, pravdépodobné kvli
imunologické toleranci. Porod mize mit dlouhodoby vliv. Zeny, které rodily, maji mensi
pravdépodobnost diagnostiky RA nez zeny, které nerodily. Dale kojeni snizuje riziko RA
u Zen, které kojily alesponl 24 mésicti. Negativni vliv na RA vSak mize mit prvni menstruacni
cyklus v mladém veéku 10 let ¢i diive a Casty nepravidelny cyklus. Uzivani antikoncepce

¢i vitaminu E nema efekt na RA [19].

Onemocnéni mize zacit v jakémkoliv veéku, ale nejcastéji se objevuje mezi 30. az 50.
rokem zivota. Typickymi ptiznaky pacientli jsou bolest a ztuhlost ve vice kloubech, nejcastéji
v zapésti, kloubech mezi ¢lanky prsti a kloubech rukou. RA obvykle nepostihuje konce prstl
ani bederni patet. Ranni ztuhlost trvajici déle, neZ jednu hodinu naznacuje zénétlivou povahu
onemocnéni. Pacienti mohou také mit systémové priznaky, jako jsou tinava, ubytek hmotnosti
a anémie. Miize byt viditelny mékky otok zplisobeny synovitidou, pii vySetfeni kloubil I1ze

nahmatat jemné ztlusténi synovialni membrany [20].

Strategie 1écby revmatoidni artritidy (RA) se v poslednich desetiletich vyrazné¢ zménily.
Dnes se léCba zahajuje co nejdiive, idealné jesté pred tim, nez se objevi typické znaky
pokroc¢ilého onemocnéni, jako je poSkozeni chrupavky kloubti a kosti a deformace kosti. Lécba
je také agresivnéjsi a G€innéjsi nez diive, coZ mize zabranit nebo oddalit vyvoj téchto ptiznaki
[21]. Americkd revmatologickd spolecnost definuje casnou RA jako onemocnéni s délkou
trvani méné nez 6 mésict, a pravé v tomto obdobi by méla byt 1écba zahdjena. Bylo prokazano,
ze vCasna lécba RA mize zabranit nevratnému poSkozeni kloubli a chronickému zhorSeni
funkce, a to 1 pfi zpozdéni 1éby o nékolik tydnh. Vyuziti DMARD je prvnim krokem v 1é¢bé.
Nejcastéji se jako prvni volba pouziva methotrexat diky své uc€innosti pii dosahovani remise

a nizké aktivity onemocnéni u 30 az 40 % pacientti a dale diky nizké cené. Presny mechanismus
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ucinku methotrexatu u RA neni zcela objasnén. Jedna se o strukturalni analog kyseliny listové,

ktery ovliviiuje syntézu DNA a zvySuje uvolinovani adenosinu [22].

Existuji tfi hlavni kategorie 1éka: nesteroidni antirevmatika (NSAID), glukokortikoidy
a nemoc modifikujici antirevmatika (DMARD). Tyto léky pomahaji zpomalit nebo zastavit
postup destrukce kloubli. Methotrexat a glukokortikoidy se ¢asto pouzivaji jako 1écba prvni
volby v ranych stadiich [23]. Methotrexat neni nikoliv vhodny pro pacienty s vy$sim rizikem
hepatotoxicity, naptiklad pro osoby s Castou konzumaci alkoholu nebo s jiz existujicim

onemocnénim jater [20].

Dlouhodobé uzivani téchto farmaceutik, jako jsou glukokortikoidy, NSAID a DMARD,
muze vést k vaznym nezéddoucim ucinkiim. Mezi nejCastéjsi spada rezistence na terapeutika
s vedlejsimi ucinky, jako jsou gastrointestindlni viedy a krvaceni, hepatotoxicita, infekce
a dysfunkce kostni dien€. Protoze dlouhodobé terapie glukokortikoidy zvySuje riziko
osteopordzy indukované glukokortikoidy, tito pacienti by méli pravidelné uzivat vapnik

a vitamin D [23].

V soucasnosti jsou biologické Iéky béznym standardem 1éCby, protoze cilen¢ zasahuji
slozky imunitni odpovédi, vcetné prozanétlivych cytokinli, napt. TNF-a, IL-1, IL-6
a imunitnich bun¢k B a T, které se hromadi ve vétSim mnozstvi v zanicenych oblastech. Na trhu
je dostupnych nékolik protizanétlivych 1€kt a nékteré jsou stale ve fazi preklinického vyvoje,
Klasick¢é DMARD zpisobuji celkovou imunosupresi, zatimco biologické DMARD cili
na specifické mediatory zanétlivého procesu. Sekretované cytokiny, jako TNF-a, IL-6 a IL-1,
ptispivaji k rozvoji a progresi RA, a jejich zasazeni miize zmirnit systémové ptiznaky spojené

s onemocnénim [23].

Blokovani signalnich drah spojenych s RA je dalsi strategii v boji proti nemoci. Naptiklad
rekombinantni fizni protein neboli abatacept blokuje kostimulaci CD80 a CD86
membranovych proteini. To ndsledné snizuje aktivaci T bunék, coz je G€inné v boji proti
onemocnéni. Uvniti bunék miize inhibice mediator nékterych signalnich drah pfispivat
k riznym imunitnim funkcim a potlacit zanétlivé reakce. Tofacitinib, ktery inhibuje ¢tyfi ¢leny
rodiny kinaz JAK, je slibnym lékem a jeho podavani vede k rychlému a vyznamnému snizeni

priznak RA [23].

Kombinace NSAID nebo DMARD s biologickymi latkami, jako jsou protilatky proti
TNF-a, se predepisuje pacientim s pietrvavajici aktivni RA, ktefi nedostatecné reaguji na

monoterapii. Specifické kombinace mohou byt velmi prospésné, jelikoz inhibuji vice cest
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soucasng, zlepsuji snasenlivost 1é¢by aplikaci méné 1é¢iva a tim se také snizuje vyvoj rezistence

[23].
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5. NANOMEDICINA

Je oborem v rozvoji, ktery se zabyva fyziologickymi procesy na tirovni nanomeéfitek.
K#izeni nanotechnologii a mediciny do interdisciplindrni oblasti nanomediciny. K vyvoji
pfispéli genetika, molekuldrni a bunééné biologie, materidlova véda a bioinZenyrstvi. Mnoho
vnitinich funkci bunky se pfirozené vyskytuji na irovni nanoméfitek, protoze rozméry z mnoha
biologicky vyznamnych molekul, jako je voda, glukdza, protilatky, proteiny, enzymy, receptory

a hemoglobin jsou jiz v rozsahu nanométitek [24].

voda glukéza protilatka virus  bakterie rakovinna burika tenisovy micek
» Y@ e

01 1 10 100 1,000 10,000 100,000 1,000,000 10,000,000 100,000,000

velikost v nanometrech (nm)

Obrazek 2: Ilustrace $kaly velikosti molekul a objektd v nanometrech, pievzato a upraveno dle [24].

Mnoho védcl v soucasné dobé pracuje na lécebnych postupech, zatizenich a nastrojich,
které vyuzivaji nanotechnologie, vyuZzivajici nanocastice o primérnych velikostech mensich
nez 100nm, ke zvySeni ucinnosti, bezpecnosti, citlivosti a personalizace. Potencialné prospésné
vlastnosti nanoterapeutik zahrnuji zlepSeni biologické dostupnosti, sniZzené toxicity, veétsi

odezvu na davku a zlepSeni rozpustnosti ve srovnani s konven¢nimi léky [25].

5.1. Historie

Nanomedicina je mladéa véda. Lékatska technologie a farmakologie je zkoumana od 90. let
20. stoleti. Samotna nanotechnologie existovala pouze né¢kolik desitek let. Po vynalezu
mikroskopickych metod s vysokym rozliSenim se souc¢asné kombinoval vyvoj v biologii, fyzice
a chemii v pribéhu 20. stoleti. Zplodily se tak nové discipliny, jako je mikroelektronika,
biochemie a molekularni biologie. Pro nanomedicinu a nanobiotechnologii, které zkoumaji
strukturu a funkci bunék, intraceluldrni tak i intercelularni procesy s prvorfadym vyznamem

bunécné komunikace jsou velmi dulezité [26].
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Petros a kolega ohléasili studii o praci na nanotechnologii v poloving 19. stoleti. Uvedli, ze
polymery a léky byly konjugovany v roce 1955. Prvni polymerni zafizeni s fizenym
uvolnovanim se objevilo v roce 1964, lipozom byl objeven Banghamem v roce 1965,
nanocastice na bazi albuminu byly hlaSeny v roce 1972. V roce 1973 se objevila formulace 1éka
na bazi lipozomt a prvni micela byla zpracovana a schvalena v roce 1983. Ufad pro kontrolu
potravin aléciv (FDA) schvalil prvni kontrolovanou formulaci v roce 1989 a prvni
polyethylenglykol (PEG) konjugovany s proteinem vstoupil na trh v roce 1990. Dalsi studie

pfinesly neuvéfitelné povzbudivé vysledky pro lé¢bu riznych nemoci [27].

5.2. Nanocastice

Nanocastice jsou malé ¢astice o velikosti v priméru mensi nez 100nm, obvykle obsahuji
tf1 vrstvy, sklddajici se z jadra, obalu a povrchu. VétSina nanocastic je biologicky odbouratelna
a nejsou toxické pro lidské télo, ¢imz se dokazeme vyhnout vedlej§im ucinktim. Uvnitf jadra
mohou byt nanoc¢éstice naplnény pozadovanymi léky, které budou lokaln€ uvolnény do cilové
buiiky, coz umozni podavani nizsich davek léku po danou periodu ¢asu. Timto zpisobem
si lécba nanocasticemi zachovava stejnou ucinnost jako konvencni forma 1éCby, ale bude
sniZzovat vedlejsi ucinky podavani volného 1é¢iva. Nanocastice mohou byt ptirodni fosfolipidy,
lipidy, kyselina mlé¢nd, chitosan nebo mit chemické slouceniny polymeru, uhliku, oxidu
kfemicitého a kovi. Spravné syntetizované nanocastice by mély zlstat pfitomny v krevnim
obéhu amit sniZenou interakci s retikuloendotelidlnim  systémem. S pomoci
retikuloendotelidlniho systému muze sekvestrace ovlivnit nanocéstice zavislé na krevnim
ob¢hu, a tim omezit jejich schopnost dosdhnout cilovych tkani. Kromé toho se musi makrofagy
vyhybat fagocytdze a sekvestraci zprostfedkovanou filtrujicimi organy jako jsou jatra, slezina
a ledviny. Pro vyvoj nejucinngjSich nanoc¢astic védci navrhli tpravy velikosti, sloZeni, tvaru

nebo povrchu [28].
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6. ROLE NANOCASTIC V TERAPII ZANETLIVYCH
STREVNICH ONEMOCNENI

V posledni dobé¢ se nanomedicina zalozend na nanocasticich hojné vyuziva v 1&€bé
zanétlivych stfevnich onemocnéni (IBD). Nanocastice nalozené 1éCivy poskytuji podobnou
nebo dokonce lepsi terapeutickou uc¢innost pii nizSich koncentracich 1é¢iva ve srovnani
s béznou formou 1ékti. V praktické 1écbé existuji dvé hlavni strategie poddvani NP,
a to nitrozilni injekci nebo ordlnim podanim. Déle je moznéd aplikace rektilni. Obecné
se nitrozilni injekce pouziva k 1€cbé pacientii s mirnou az tézkou formou IBD, zatimco orélni
podavani je ur¢eno pro mirnéjsi az stiedné tézké pripady IBD. Snahou je oralni nanosystémy

a nanomaterialy zdokonalit pro potencialni uziti [29].

6.1. Oralni podani

Oralni podani je nejpouzivangjsi, nejpohodIngjsi a také nejpreferovanéjsi cestou pro 1écbu
zanétlivych onemocnéni sttev. M4 vyhody, jako je biologicka bezpecnost, pfimé doruceni 1éku
do oblasti tlustého stieva, flexibilita v upraveé davky a vysoka spoluprace pacienta pii 1€cbe. Pro
vyvoj uéinnych systémi oralniho podévani 1€kt pro 1€cbu IBD je vSak tfeba vénovat zvlastni
pozornost patologickym podminkam traviciho traktu, jako je propustnost stfevni tkané,
nadmérna exprese zanétlivych molekul nebo receptorti, druhy bakterii a jejich sekrety. Kromé
je zapotiebi enterdlniho potahu nebo systému odolnému vici degradaci. Tim se zabrani
pfedcasnému uvolnéni léku ptfed dosazenim mista zanétu diky kyselinové erozi nebo

enzymatické degradaci [30].

Ve srovnani s tradicnimi ordlnimi léky byly pokroc€ilé nanoterapeutika rozsahle zkoumany
jako slibné systémy podavani 1€kt s lepsi schopnosti pronikani skrze stievni sliznici, lepsi
selektivitou pfi cileni 1€kt specifikaci na stfevni zanéty, biologickou dostupnosti 1€kt v tlustém
sttevé a schopnosti reagovat na rizné podnéty pti oralnim podani. To vSe vede k lepSim
vysledkim pti 1€€bé IBD. Nicméné ordlni podani vystavuje terapeutické latky zalude¢ni
kyselin€, bakterialni zaté€zi a velkému mnozstvi stfevnich enzymi. CoZ mize ovlivnit jejich

ucinnost, pied absorpci v tkénich tlustého streva [30].

V poslednich letech byly pro 1écbu vyvinuty oralni nanoterapeutika kombinovana

s riznymi mechanismy citlivymi na podnéty, jako jsou systémy zavislé na pH, aktivované
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mikrobiomem, Casové fizené a systémy kontrolované tlakem. Po oralnim podani tyto chytré
nanoformulace uvolnuji aktivni latky pfimo do lumen tlustého stieva, kde jsou nasledné

absorbovany stfevni sliznici [30].

6.2. Injek¢ni podani

Injekéni podani, vcetné¢ intravendzniho, intramuskularniho a subkutdnniho podani,
je u pacientii mén¢ oblibené ve srovnani s oralnim podanim. Injekce vyzaduji odborny personal
a zafizeni a Casto jsou spojeny s bolesti. Injekéni podani vSak nabizi okamZitou a vysokou
systétmovou biologickou dostupnost a vyrazné snizeni metabolismu 1¢kii v jatrech oproti

oralnimu podani. Systémova biologicka dostupnost ale zvySuje riziko vedlejSich G¢inkt [31].

V soucasné dobé se vétSina biologickych latek a nékteré kortikosteroidy podavaji
prostfednictvim intravendznim nebo podkoznim. Injekéni NP mohou umoznit témto latkam
dosahnout mista zanétu anebo je smeéfovat prostiednictvim efektu zvySené permeability
a retence. Pomoci ¢ehoz jsou nasledné schopné zajistit lokalni uvolnéni nédkladu, mechanismy
zavislymi na velikosti a interakci ligand-receptor. Dal$i mechanismy uvoliiovani jsou zavislé
na mikroprostfedi, jako jsou druhy degradace NP fizené enzymaticky, pomoci pH nebo
reaktivni kyslikovou formou. Stejné jako u oralniho podéni je stile popularnéjsi navrhovat

multi-reaktivni systémy u injekénich NP [31].

6.3. Rektalni podani

Vzhledem k tomu, Ze tlusté stfevo a kone¢nik jsou obvykle postizené oblasti pii IBD,
je rektalni podani povazovano za ucinnou strategii pro pacienty s mirnou az stfedné tézkou
kolitidou. Tato metoda se Siroce vyuziva jak pfi indukéni terapii, tak pii terapii zadrZujici
progresi IBD. Ve srovnani s ordlnim a injekénim podanim ma rektalni forma leps$i miru
odpovédi, vyssi i¢innost dodani 1€ku do postizenych tkani, lepsi prinik k postizené tkani a nizsi
systémové vedlejsi €inky. Navic rektalni podani vyuziva vyhodu zaméfeni se na tlusté stievo
a konecnik, coz jsou hlavni oblasti 1éCby, kde mtize byt zanét v distalnim stfeve piimo na miste

1é¢en vysokymi koncentracemi 1é¢iv [30].

Ptes tyto vyhody je rektalni podani pfi 1écbeé IBD nedostate¢né vyuzivano. I kdyz lokélni

1é¢ba snizuje riziko systémovych vedlejsich t¢inkd, problémy s omezenou retenci 1€kt a jejich
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Spatnou piilnavosti stale predstavuji velkou vyzvu, coz vede k problémiim se stabilitou. Bylo
zjisténo, ze adherence lokalni terapie byla vyrazné niz$i nez pii oralni terapii za stejného
davkovaciho rezimu. Dal§im nevyhnutelnym problémem rektalniho podani je ochota pacientli
tuto metodu pfijmout. Rektalni podani je méné oblibené nez oralni nebo injekéni. Z téchto
divodi je klicové vyvinout inovativni strategie pro zlepSeni retence a ptilnavosti 1¢ki, coz
je dulezitym cilem farmaceutického vyzkumu pro podporu aplikace pokroc¢ilé nanomediciny

pii 16b& IBD [30].

6.4. Lipidovy nanomaterial

V soucasnosti jsou nanomaterialy rozdéleny do tii hlavnich tfid podle jejich strukturdlnich
rozdild, a to na polymerni NP, anorganické NP a zaloZzené na lipidech [32]. Lipidové NP jsou
piipravovany jak zpfirodnich, tak syntetickych lipidi. Mohou byt tvofeny riznymi
formulacemi, jako jsou nanocastice na bazi pevnych lipidii (SLN), nanoc¢astice na bazi tekutych
lipidii a nanostrukturované lipidové nanocastice. Systémy SLN, pfedstavuji bezpecnou
a ucinnou alternativu pro lokélni podavani 1€civ pii 1écbé IBD. Kromé toho maji dvouvrstvou
membranovou strukturu, kterd umoznuje dorucovat jak hydrofilni, tak lipofilni 1é¢iva. Stabilita
také hraje roli, umozniuje nanoc¢asticim odolat ndroénym podminkdm v travicim traktu. SLN
navic maji vyznamné vlastnosti, jako je velkéd povrchova plocha a vysoka kapacita pro naloZeni
1é¢iva. Diky tomu byly rozsahle zkoumany jako peroralni systémy transportu 1éciv, za cilem
zlepsit vstiebavani a biologickou dostupnost nerozpustnych terapeutik. Napiiklad SLN
potazené anti-TNF-a oligonukleotidy mohou tc¢inné snizovat expresi TNF-a, snizovat aktivitu
nemoci a zmirnit stfevni zdnét v laboratornim mySim modelu indukované kolitidy. Déle pfi
experimentalni 1é¢bé mysi kolitidy SLN pojimajici dexamethason se vyznamné snizuji hladiny
zanétlivych faktort, jako jsou IL-1B a TNF-0, a zmirfiuji stfevni zanét ve srovnani s volnym
lékem nebo jednotlivé podavanym Iékem. Lipidové NP odvozené ze zazvoru zapouzdiuji
specifickou malou interferujici RNA navrZenou tak, aby cilila na protein CD98. Ta mize cilen¢
dorucovat 1é¢ivo na poZadovand mista a i€inné sniZovat expresi proteinu CD98, stanoveného

jako biomarker kolitidy a rakoviny spojené s kolitidou v mys$im modelu [33].
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6.5. Polymerni nanomaterial

Jednotlivé tfidy materiali maji své vlastni vyhody a nevyhody. Napiiklad anorganické NP
jsou vhodné pro terapeuticko-diagnostické aplikace diky svym unikatnim elektrickym,
magnetickym a optickym vlastnostem. Nicméné toxicita a omezena rozpustnost predstavuji
piekazky pro jejich klinické pouziti. Lipidové NP maji jednoduchou strukturu, vysokou
biologickou dostupnost a flexibilitu pro pfenos 1éCiv, avSak jejich ucinnost zapouzdieni
je nizka. Ve srovnani s vySe uvedenymi lipidovymi NP maji polymerni nanomaterialy vice
vyhod, jako je vysoké kapacita pro hydrofilni i hydrofobni 1é¢iva, pfesna kontrola vlastnosti
Castic a snadna modifikace povrchu, stejné jako velky potencidl zapouzdieni. Navic jsou
stabilni pfi skladovani, zejména u biodegradovatelnych polymeri s nizkou agregaci a toxicitou.
Z téchto divodu se biodegradovatelné polymerni NP stale vice dostavaji do poptedi vyzkumu

v oblasti nanomediciny [32].

Nejtypictéjsi formulace obsahuji nanokapsle a nanosféry. Struktura nanokapsle je dutina
obklopena polymernim obalem nebo membranou. Naopak nanosféra je tvofena pevnym
matricovym systémem. V ramci téchto dvou hlavnich tfid jsou biodegradovatelné polymerni

NP déle rozdéleny do konfiguraci, jako jsou polymersomy, micely a dendrimery [32].
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Obrazek 3: Struktura polymerni nanokapsle a nanosféry, ptevzato a upraveno dle [34].

Naprtiklad polymersom je synteticky vacek, jehoz membrana je tvofena amfifilnimi
blokovymi kopolymery, které jsou typem molekuly skladajici se ze dvou nebo vice blokl
polymernich fetézcti, z nichz jeden je hydrofilni a druhy hydrofobni. V piipadé, kdy se amfifilni

blokové kopolymery dostanou do vodného roztoku, hydrofobni ¢asti se schovaji pted vodou
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a seskupi se uvnitf struktury, zatimco hydrofilni ¢asti smétuji ven, kde jsou v kontaktu s vodou.
Podobné¢ jako liposomy jsou polymersomy lokalné reaktivni, ale jsou stabilnéj$i a u¢inné;si
v zadrzovani léCiva. Tyto struktury mohou obklopit 1é¢ivo a chranit ho pfed vné&jSim
prostiedim, dokud neni doruceno na cilové misto v téle. Diky témto vlastnostem je polymersom
schopny efektivné dorucit 1é¢ivo do cytosolu. Polymerni micely se samy shlukuji do nanosféry
s hydrofilnim jadrem a hydrofobnim obalem, jenz také mohou byt blokovymi kopolymery
reagujicimi na podnéty. Tyto strukturdlni vlastnosti jsou ptiznivé pro ochranu vodovych Ié¢iv
a prodlouZeni doby jejich uchovani. Biodegradovatelné polymerni NP se vytvaieji riznymi
metodami, véetné¢ emulgace neboli vytésnovani ¢i difuze rozpoustédel, nanoprecipitace,
mikrofluidiky a iontové gelace. Typ polymeru a zapouzdieného 1éCiva urcuji preferovanou
formulaci NP a metodu jeji syntézy [32].

K dne$nimu dni bylo identifikovano pfes 5000 flavonoidd, ty jsou ptirodnimi slou¢eninami
1é€be zanéth a jinych symptomu spojenych s IBD. Jak jiz bylo uvedeno, flavonoidy mohou
regulovat IBD prostfednictvim riiznych cest. Nicmén¢ jen malo flavonoidnich 1€ka se dostalo
v klinickém prostiedi k uzitku, a to kvili jejich nizké biologické dostupnosti. S rychlym
vyvojem  technologie  nanotransportu, zejména  velkym  pokrokem v oblasti
biodegradovatelnych polymert, se vice vyzkuml zamétuje na zlepSeni biologické dostupnosti

flavonoidd pomoci polymerni technologie [32].

6.6. Oralni nanoporézni systémy pro lécbu zanétlivych stievnich onemocnéni

Diky pokrokiim v poslednich n¢kolika desetiletich bylo navrZzeno mnoho orélnich
nanosystému dorucovani 1éCiv k tlustému stfevu (NDDS), které ptedstavuji slibny pfistup pro
oralni podani 1éki zamétenych na tlusté sttevo pii 1é¢bé IBD. Cilené NDDS maji vyhody
v podobé vylepSené Gcinnosti, snizené systémové toxicity a zvySené biologické dostupnosti
ve srovnani s konvencnimi strategiemi. Nicmén¢, NDDS by mély dokonale cCelit znamym
patologickym zméndm ve zminovaném zanétlivém gastrointestindlnim traktu a pfimo

terapeutika dorucovat [33].
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6.6.1. Dorucovaci nanosystémy tlustého stieva zavislé na velikosti

NDDS zavislé na velikosti zlistdvaji nejbéZnéjSim mechanismem pro doruCovani léki
v terapii IBD a jsou navrzeny predevsim na zéklad¢ patologickych charakteristik onemocnéni.
Mnoho studii prokazalo, Ze mensi NDDS maji lepsi vykononst doru€ovani nez objemné;si
nanosystémy. Mal¢ NDDS maji mnoho vyhod. Za prvé, mohou prodlouzit Cas setrvani
v tlustém stfeveé a zvysit propustnost na zadnétlivych mistech. Kromé toho mohou preferenéné
usnadnit pfijem tohoto nanosystému imunitnimi buikami a vyrazné zvysit koncentraci 1éku
v postizenych oblastech. TéZ mohou malé NDDS zabranit své eliminaci prijmem v aktivni fazi

IBD [33].

Lamprecht a kolektiv se zaméfili na pfiznivy U€inek velikosti ordlni NP u 1écby IBD.
Vyzkum probéhl v modelu TNBS-indukované kolitidy, tato kolitida je navozend u mysi pomoci
kyseliny 2,4,6-trinitrobenzensulfonové (TNBS). Objevili Ze, polystyrenové NP o velikosti
100nm vykazuji vyssi specifickou akumulaci v postizeném tlustém stievé ve srovnani s NP
o velikosti 10um a Ipum pfi ordlnim podani. Navrzeny systém vykazuje zavislost na jejich
velikosti, zejména v oblastech postizenych zanétem. Mens$i Castice mély vyssi schopnost
akumulace v postizenych tkanich, coz vedlo k lepSimu cileni zanétlivych oblasti. Zaroven bylo
zjiSténo, ze Castice se 1épe prichytavaji na zesilenou vrstvu hlenu v postizenych oblastech, coz

prodluzuje jejich pfitomnost v misté zanétu [35].

Dale A. Watanabe a kolektiv porovnali akumulaci NP ve tkanich mysiho modelu kolitidy
indukované dextranem-sulfaitem-sodnym (DSS). Porovnani probihalo mezi tfemi raznymi
velikostmi NP, nejmensi o velikosti 54nm, stfedn¢ velké o 113nm a velké o 183nm. Pficemz
ukazali, Ze stfedni velikost vykazuje nejvyssi akumulaci na mistech postizeného tlustého stfeva
ve srovnani s malymi nebo velkymi NP po 3 dnech v modelu DSS-indukované kolitidy.
Zatimco akumulace ve zdravém tlustém stfeve je srovnatelna bez ohledu na velikost. Zavérem
studie ukazuje, ze velikost ¢astic hraje kli€ovou roli v akumulaci lipidovych nanocastic
v zanétlivych loziscich u mysiho DSS modelu. Rovnovaha mezi velikosti a retenci v tkani je
zasadni, protoze mensi ¢astice mohou ze zanétlivého loziska unikat, zatimco vétsi ¢astice mayji
snizenou akumulaci. Tento objev by mohl mit vyznamné dopady na navrhovani nanocastic pro

cilenou Ié¢bu zanétlivych onemocnéni stiev [36].
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6.6.2. Systémy reagujici na pH

V riznych castech traviciho traktu se pH bude lisit. Naptiklad pH zaludku je kolem
1,2 zatimco v proximalni ¢asti tenkého stteva se pohybuje mezi 1,2 a 6,8. V zanicené oblasti
ilea a tlustého stieva, kde se Casto nachazeji 1éze spojené se zadnétlivym onemocnénim sttev,
je pH ptiblizn¢ 7,4. Proto se vyvijeji specifické systémy pro podavani 1éki, které vyuzivaji
zmény pH k fizenému uvoliiovani v téchto oblastech. Tyto systémy mohou mit rizné struktury,
jako je jadro-obal, nano-mikro struktury a hierarchické struktury. Stabilni nanostruktura téchto
materidli v kyselém prostiedi je i€innd pro podavani stni cestou, coz zajistuje, ze 1€k zlistane

neporuSeny, dokud nedosahne cilové oblasti s vyssim pH, kde dojde k jeho uvolnéni [37].

Systémy NDDS citlivé na pH se rozpoustéji nebo bobtnaji pfi vyS$§sim pH 6-8, coz
umoznuje uvolnéni 1éku, tim maji potencidl mifit na tlusté stfevo. Jednim z nejjednodussich
zpusobt, jak potahnout nanocastice pH-citlivymi kopolymery je kyselinou metakrylovou
(Eudragit, Evonik, Némecko), ktera byla schvalena americkou FDA pro peroralni pouziti. Mezi
enteralni polymery spadd Eudragit S, Eudragit L a Eudragit FS, které mohou zapouzdiit
ruznorodé¢ struktury 1€ki a zvysit jejich ucinnost. Bylo prokazano, ze systémy NDDS zalozené
na Eudragitu maji vlastnosti uvoliiovani 1€kt v zavislosti na pH. Naptiklad nanoc¢astice na bazi
kopolymeru kyseliny mlééné a glykolové (PLGA) PLGA/Eudragit S100 obsahujici
kortikosteroid budesonid vykazuji silnou a specifickou pfilnavost k postiZzenym oblastem
tlustého stfeva. Jevi téz lepSi ucinnost pifi zmirnovani kolitidy ve srovnani s b&éznymi
enterosolventnimi mikrocasticemi v modelu TNBS-indukované kolitidy. Podobné nanocastice
na bazi Eudragit S100 obsahujici 5-ASA nebo dexamethason specificky uvolnuji 1é¢ivo pfi
hodnotach pH tlustého stfeva a U¢inné zmiriuji zanét v modelu DSS-indukované kolitidy.
Stejny ucinek maji také nanoc¢astice v modelu DSS indukované kolitidy na bazi Eudragit S100
obsahujici inhibitor kalcineurinu, ty zvySuji koncentraci 1éku v zanétlivych mistech a hladiny

1éku v cilovych tkanich, coz vede ke zvySeni u€innosti a snizeni systémové toxicity [33].

Proto mohou byt pH-citlivé systémy NDDS slibnou a t¢innou strategii v 1é€bé zanétlivych
onemocnéni stfev. Nicméné pH se v mistech tlustého stfeva IBD pacientti miize liSit v zavislosti
na individualnich rozdilech, stavu onemocnéni a stavu vyzivy, napt. nalaéno nebo nasycenost,
coZ znamena, ze syst¢tmy NDDS zaloZené pouze na pH traviciho traktu nemusi byt spolehlivé

pro cilenou 1é€bu tlustého stieva [33].
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6.6.3. Systémy reagujici na enzymy

V tlustém stfeve se nachdzi velké mnozstvi mikroflory, kterd produkuje enzymy, jako jsou
B-glukosidaza, celuldza, azoreduktaza a nitroreduktdza. Rtizné polymerni materidly naptiklad
pektin, chitosan, dextran a guarova guma s algindtem sodnym nejsou degradovany v horni Casti
traviciho traktu, ale mohou byt rozlozeny specifickymi enzymy produkovanymi mikroflorou

tlustého stfeva.

Chen a kol. vyvinuli lipidovy NDDS systém pro podavani 1€k, citlivy na esterazu,
obsahujici dexamethason (Dex), modifikovany chitosanem. Tento systém byl navrzen na bazi
kyseliny, kterd vyuziva esterové vazby pro povrchovou upravu. Vysledky in vitro ukazaly,
Ze nanocastice rychle uvolnily léCivo v umélém stfevnim roztoku obsahujicim esterdzu.
V modelu mysi kolitidy vyvolané DSS se snizily histologické zmény, atrofie tlustého stfeva
a hladiny prozéanétlivych cytokinil, ale zvysila se exprese E-cadherinu, ktery je znamkou
pokusu té¢la stabilizovat a obnovit epitel v tlustém stfeve, piestoze by tato zvySenad exprese
teoreticky mohla zlepSit funkci stfevni bariéry, nemusi vzdy efektivné zamezit priniku

zanétlivych faktord, coz vede k pokracujicimu nebo opakovanému zanétu.

Podobné Li a kol. vyvinuli NDDS na bazi mesoporézniho materidlu oxidu kiemicitého
s pravidelnou strukturou a velkymi, rovnomérné rozloZzenymi poéry, jenz byl uzavien
silsesquioxanem. V pfitomnosti azoreduktazy nanocastice uvolnily 1é€ivo u cilové lokace.
Avsak tyto enzymové¢ citlivé systémy NDDS by mély byt hodnoceny pokusy in vivo, aby
se extenzivné ovétilo, zda mohou UspéSné uvoliiovat terapeutika v komplexnim a proménlivém

prostiedi tlustého streva [38].

6.6.4. Systémy reagujici na reaktivni formy kysliku

Oxidaéni stres, coz je nerovnovdha mezi tvorbou reaktivni formy kysliku a poklesem
obrannych antioxida¢nich systémd, je typickym znakem zanétlivych reakei, jelikoZ zanétlivé
buniky, jako jsou neutrofily a makrofagy, produkuji velké mnozstvi ROS. Ulcer6zni kolitida je
spojena s nadmérnou produkci ROS, pfi¢emz koncentrace jsou 10krat az 100krat vyssi
v biopsiich postizenych UC ve srovnani se zdravymi tkanémi, a jejich hladina koreluje
s progresi onemocnéni. Na zakladé téchto patologickych podminek mohou nano-doruc¢ovaci
systémy reagujici na ROS ptredstavovat obrovsky potencial pro 1é¢bu zanétlivych onemocnéni

stfev [39].
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Napriklad thioketalové nanonosi¢e byly pouzity pro cilenou distribuci specifické
interferujici RNA, ktera je navrzena k cileni a potla¢eni produkce tumor nekrotizujiciho faktoru
alfa v mistech stfevniho zanétu. Tyto nanonosice jsou tvofeny polymerem citlivym na reaktivni
formy kysliku, ktery se selektivné degraduje v ptfitomnosti ROS. Vysledkem je uvolnéni
specifické interferujici RNA, ktera cili na prozanétlivy cytokin TNF-a, coZ snizuje jeho hladiny

v tlustém stteveé mysi a chrani pred UC [39].

Prestoze ROS nano-dorucovaci systémy maji velky potencial pro 1écbu UC, narazili
na nékolik prekazek, vcetné nestability nosic¢l v kyselém prostfedi horniho traviciho traktu,
pfed¢asného uvolnovani, které snizuje koncentraci 1€kii na mistech zanétu, a cileni pouze
nal nebo 2 typy ROS. Budouci studie by mély navrhnout multifunk¢ni systémy, které reaguji

na vice druhtt ROS [39].

Az dosud metody pouzivané pro NDDS zahrnovaly pfevazné jednotlivé pH-citlivé,
redoxné-citlivé a enzymové-citlivé systémy pro uvoliiovani 1ékli. Avsak vyuziti pouze jednoho
faktoru pro navrh systému podéavani 1ékii ma mnoho omezeni. Proto by mohla kombinace vice

stimula¢nich faktora v jednom systému NDDS poskytnout nadéjnou strategii 1€cby IBD [38].
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7. ROLE NANOCASTIC V TERAPII ATEROSKLEROZY

Prestoze soucasné terapeutické pfistupy mohou zpomalit progresi aterosklerézy dosud
neexistuje zadna 1écba, kterd by dokazala tuto nemoc plné vylécit nebo zvratit. Nanomedicina
predstavuje nové vznikajici oblast v 1é€bé riznorodych patologii, v€etné kardiovaskularnich
onemocnéni. Tato technologie umoziuje vyvoj 1¢kt, které interaguji s bunéénymi receptory,
a dovoluje fizeni procesii po jejich vstupu do bun€k. Cilem nanomediciny je oprava, kontrola
a monitorovani biologickych a fyziologickych systémt prostfednictvim nanocastic, které
se ukazaly jako efektivni nosice 1éCiv. Nasledujici text se zaméfi na jejich jednotlivé druhy,

konkrétn€ na magnetické nanocéstice oxidu zeleza [40].

7.1. Historie

Uzivani nanocéstic v ramci cévnich onemocnénich zacalo v 90. letech, kdy byly
predstaveny nanocastice oxidu Zeleza s magnetickymi vlastnostmi. Tyto nanocastice, diky
svému delSimu poloCasu rozpadu v krvi a skvélému vykonu jako kontrastni latky pro
magnetickou rezonanci (MRI), vzbudily zdjem o vyzkum aterosklerotickych plati. Béhem
90.let byly tyto superparamagnetické nanocéastice potazeny ruznymi polymery
a biomolekulami, pro zlepSeni jejich biologické dostupnosti a interakce se specifickymi
tkdnémi. Od konce 90. let a na zacatku roku 2000 byly pro magnetickou rezonanci pouzivany
dalsi typy NP, pattily sem emulze perfluoruhlovodikli zapouzdiené v tucich s gadoliniem
a nanocastice podobné lipoproteintim s vysokou hustotou (HDL). Béhem téchto let vyzkumnici
také pouZzivali strategie cilené ke zlepSeni specifi¢nosti kontrastnich latek na bazi nanocastic.
V roce 2007 byly pouzity dalsi typy nanoc¢astic na bazi polymerl a zlata jako kontrastni latky

pro zobrazovani rentgenovou pocitacovou tomografii (CT) a fotoakustické zobrazovani [41].

Aplikace nanocastic na aterosklerdézu v 90. letech a béhem dalSich dvaceti let byla vétSinou
zaméfena na kontrastni latky pro zlepSeni vizualizace a analyzy konvencnich zobrazovacich
technik. Od roku 2005 bylo vyvinuto nékolik nanosystémil s multifunkénimi vlastnostmi pro
multimodalni zobrazovéni, jako je pozitronovad emisni tomografie (PET)-CT, PET-MRI
a MRI fluorescence. Nanosystémy pro 1écbu cévnich onemocnéni, kam spadé aterosklerdza
byly také vyvijeny od roku 2000, systémy byly zalozeny pifedev§im na polymernich
nanocasticich pouzivanych jako transportéry pro léky. V poslednim desetileti byly lipidové

nanocastice, jako jsou lipozomy a nanocastice podobné HDL, vyuzivany k dodavani 1éka, diky
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své vysoké biokompatibilité. Kromé& toho mohou tyto nanocastice slouzit jako hybridni
nanosystémy kombinujici kontrastni latky nebo fluorescencni signdly, coz umoziiuje

multimodalni zobrazovani [41].

7.2. Rozdéleni druht nanomaterialta

Anorganické nekovové nanomateridly, jako je mezoporézni oxid kiemicity
a nanomaterialy na bazi uhliku, jsou Siroce pouzivany pfi terapii aterosklerdézy. Mezoporézni
nanocastice oxidu kiemicitého (MSN) maji velikost ¢astic 10—600 nm a velikost pora 2—50nm
s rozsahlym povrchem, unikatni sitovinou strukturou poérti, pravidelnymi poérovymi kanaly
a nastavitelnou velikosti porG. Nastavitelnd centralni struktura pord a vysoké hladiny
nositelnosti usnadiiuji funkci nanonosice pro zlepSeni rozpustnosti 1é¢iv ve vod€ a snizeni
vedlejSich U€inkd. Kromé toho nanomateridly na bazi uhliku existuji v riznych tvarech
a typech, v poslednich letech uchopil velkou pozornost nespocet novych nanomaterialii na bazi
uhliku, jako je grafen, uhlikové nanotrubice, nanodiamanty, nanotecky atd. Ne&kolik
nanomateridll na bazi uhliku méa jedine¢né struktury, vlastnosti s vysokou ucinnosti
fototermalni konverze a vyraznym fluorescenénim efektem, které jsou vhodné pro fototermalni

terapii [42].

Anorganické kovové nanomateridly se vztahuji na zlaté nanocastice (AuNP), magnetické
nanocastice oxidu Zeleza (MNP) a nanooxidy. AuNP jsou v soucasnosti nejpouzivanéjSimi
kovovymi nanomaterialy v oblasti nanomediciny a obvykle se ziskavaji redukci anorganickych
kyselin obsahujicich zlato za pfitomnosti stabilizatorii. Vyuziti AuNP fidi morfologie, existuji
tvary koule, nanotyCky a struktury klece. Aterosklerotické zobrazovani fototermalni terapie
a fotoakustické je mozné¢ diky AuNP. Sledovani CT na zakladé AuNP je mozné diky vysokému
atomovému Ccislu. Z oxidu kovl 1ze pro MR zobrazovani vyuzit oxid zeleza s magnetickymi
vlastnostmi. Pozornosti si také ziskavaji nanooxidy ceru (CeO2), oxidy kobaltu (Co304), oxidy
manganaté (Mn203) aoxidy manganato-manganit¢ (Mn3Os), a to pro svou schopnost

vychytavat ROS a zmirfiovat zanét [42].

Organické lipidové nanomateridly se poji s lipidy, zahrnuji pfedevsim lipozomy
a rekonstituované nanocastice lipoproteinii s vysokou hustotou (rHDL NP). Lipozomy maji
fosfolipidovou dvouvrstvou strukturu skladajici se ze slozek, jako je cholesterol a fosfolipidy,
které se samy spojuji. Jako vynikajici prosttedek pro dodavani 1éCiv s vysokou

biokompatibilitou, Sirokou skédlou dorucitelnych 1é¢iv, snadnou povrchovou upravou a fizenym

41



uvolnovanim 1éCiva byly lipozomy Siroce pouzivany v ridznych modelech onemocnéni.
Podobné je rekonstituovany lipoprotein s vysokou hustotou (rHDL) slozen z endogenniho
apolipoproteinu A-I (ApoA-I), fosfolipidl, cholesterolu a cholesterylestert, které jsou télu
vlastni. Cholesterylestery piisobi hydrofobnim uc¢inkem na jadro, které miize zapouzdrit latky
se stejnymi vlastnostmi. Ostatni slozky ptsobi hydrofiln¢, a mohou nést hydrofilni slozky.

-----

transport cholesterolu [42].

Organické polymerni materidly s riznymi strukturami a slozenim lze zhotovit stejné jako
syntetické polymery za pouziti pfirodnich latek. Jsou poddajné a mohou zavadét povrchové
aktivni latky s riznorodou strukturou, ¢imzZ plni rozmanité zmény biologickych funkci. Mnoho
nosi¢li 1é¢iv nebo nanocastic vyuziva polymery jako povlaky jenz existuji ve formé
polymernich micel. Polymerni micely maji vysokou stabilitu, biologickou odbouratelnost,
a jsou schopné snizovat fagocytézu retikuloendotelidlniho systému, tim dosahuji delsi doby
ptisobeni v krevnim ob&hu. Polymery se vSak podileji na konstrukci dendrimert a ty jsou
umélymi makromolekulami stromovitych tvart,, které maji fadn¢ definovanou komplexni

3 D strukturu a mensi stabilitu [42].

7.3. HDL nanocastice

HDL nanocastice slouzi pro dodévani 1ékti do aterosklerotickych platd. V lidskych télech
hraji lipoproteiny diilezitou roli pfi fizeni homeostazy cholesterolu, hlavni dvé endogenni
nanocastice jsou znamé jako lipoprotein s vysokou hustotou HDL a nizkou hustotou LDL.
LDL jsou malé nosic¢e tukovych molekul do bun¢k, ty mohou pronikat do arteridlnich stén,
oxidovat se a zptsobovat zanét. Na rozdil od toho miize HDL interagovat s makrofagy platu,
které jsou nasyceny lipidy a zprostiedkuje tim odstranéni cholesterolu z platu jejich transportem
do jater [43].

Primér HDL je asi 8—12nm s hydrofobnimi lipidy umisténymi v jadie, zatimco fosfolipidy
a apolipoproteiny jako ApoA-I a ApoA-II, pfedstavuji vngjsi vrstvu. Mikrofluidni technologie
byla pouzita k vytvofeni nanonosice kopolymeru kyseliny mlé¢né a glykolové (PLGA-HDL).
Ten obsahuje jadro PLGA schopné pojmout hydrofobni 1éciva [43].
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Obrazek 4: HDL nanocéastice (A) Demonstruje PLGA-HDL nanocastici s formaci polymerického jadra
z PLGA. (B) Foto sférické morfologie nanocastice zobrazené transmisni elektronovou mikroskopii,
pfevzato a upraveno dle [43].

PLGA-HDL nanonosi¢ vykazoval pomalé uvoliovani lé€iva s 60 % uvolnénim za
24 hodin a az 90 % uvolnénim po péti dnech v PBS pufru. Dale schopnost pfejit na cilové misto
byla potvrzena vysokou akumulaci téchto ¢astic v makrofazich aterosklerotickych plata. I kdyz
pouziti jddra PLGA v tomto systému umoziiuje naloZeni rtznych terapeutickych nebo
zobrazovacich molekul, mize zptsobit omezeni konformacni flexibility ApoA-I, vedouci ke
zhorSenému odtoku cholesterolu. Navic toto umélé polymerni jadro vyvolalo zmény ve tvaru
na spiSe kulovity neZzli diskovy pfirozeny tvar HDL, a jejich velikosti se vyrazné zvétsily ve
srovnani s HDL. Kromé velikosti a tvaru nanocastic bylo studovano fosfolipidové jadro a HDL
nanocastice na bazi fosfolipidu 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholinu, ty vykazovaly
nejbliz§i podobnost s ptirozenym HDL a byly pouzity k dodavani statinli do zanétlivych
aterosklerotickych plati [43].

U laboratornich mysi byly v platech obsahujicich apolipoprotein E pouZity rekonstituované
nanoc¢astice HDL naplnéné simvastatinem ([S]-rHDL). Tyto nanocastice byly navrzeny
auspeésné pouzity k transportu 1éku do zanétlivych plath. Pfi srovnani nizkych davek
[S]-tHDL o 15mg/kg simvastatinu a 10mg/kg ApoA-I, které byly poddvany intravenozné
dvakrét tydné, po dobu dvanacti tydni, oproti perordln€¢ denné podavanému simvastatinu
o 15mg/kg, vysledky ukazaly nizsi obsah platovych makrofagt diky transportu nanoc¢asticemi
[S]-tHDL. Naopak pii podani vysoké davky 60mg/kg simvastatinu a 40mg/kg ApoA-I timto
nanosystémem ve Ctyfech intravenoznich injekcich k apolipoproteinu E laboratornich mysi se

prokéazalo ze, maji vyznamné zmirfiujici u€inky na zéanétlivy plat, zatimco samotny rHDL
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nezmensil velikost platu na zaklad¢ histologické analyzy. Skupina s kratkodobym vysokym
[S]-tHDL ale razn¢j$im ucinkem, ukazala na dualezitost podavani vysSich mnozstvi

simvastatinu pro inhibici zanétu aterosklerotického platu [44].

Nevyhodou rHDL doru¢ovaciho systému je vSak nezadouci unik 1éc¢iva. Pfedpoklada se,
ze jednim z diivodl tohoto uniku je interakce rHDL s obsahem IéCiva a lecitinem cholesterol
acyltransferazou, které mohou tuto Castici premodelovat. Ptistup ke snizeni reaktivity téchto
latek by mohl vyfiesit ptidavek kyseliny arachidonové do fosfolipidovych dvojvrstev tHDL.
Takova uprava fyzikalné-chemickych vlastnosti rtHDL by mohla zdokonalit design nanonosict

pro dodavani 1éC¢iv k aterosklerotickym platim [43].

7.4. Nanocastice na principu ¢ervenych krvinek

Koncept uvadéjici Cervené krvinky je zalozen na schopnosti nanonosicli adsorbovat se na
povrch Cervenych krvinek a poté se uvolnit z erytrocytli v malych krevnich cévach, z divodu
dosazeni pozadovaného mista plsobeni. Nedostatecné kontrolované uvoliiovani 1éCiva
a omezend kapacita pro intraceluldrni dodévani jsou hlavnimi problémy nosict Cervenych
krvinek, které také byly zastiiovany jinymi syntetickymi transporty 1é¢iva. Ve snaze o rozsifeni
aplikaci terapeutik na bazi cervenych krvinek se vzbudil velky zdjem ve vyvoj nanocastic
maskovanych cervenymi krevnimi buiikami (RCNP), které spojuji biologické vlastnosti

membran erytrocytll a vyhody syntetickych nanocastic [45].

V systému RCNP se erytrocytové membrany pouzivaji jako vnéjsi povlak pro syntetické
nanocastice, které jsou dale naplnény terapeutickymi c¢inidly. Ve srovnani s prostymi,
neobalenymi nanocésticemi poskytuje pfitomnost ,vlastnich markerd na plazmatické
rozpadu NP v systémové cirkulaci diky obalu miize byt srovnatelné, nebo lepsi nez prodlouzeni
dosazené diky kovalentni konjugaci s polyethylenglykolem. Velky rozsah polyethylenglykolu
muzZe snizit bunécny piijem nanocastic ptijemcovymi buitkami a sniZit i€¢innost endozomalniho
uniku ovliviiyjiciho metabolismus a bunéény osud. Zapouzdieni systémem membran ¢ervenych
krvinek je také ucinny zplsob, jak zabranit uniku léCiv z poréznich NP a snizit srdstani

nepotazenych NP [45].

Na druhou stranu, pouziti syntetického NP v jadru terapeutického nosice milize poskytnout

nékolik vlastnosti, které cervené krvinky postradaji, jako jsou magnetické vlastnosti, vlastnosti
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aktivovatelné svétlem a vlastnosti indukované teplem. Tyto vlastnosti lze vyuzit k navedeni
Castice a spousténi uvoliiovani jejiho terapeutického nakladu v cilovém misté, a tim k usnadnéni

vyvoje specifického doru¢ovaciho systému [45].

Navzdory tomu, Ze nabizi mnoho vyhod oproti syntetickym aplikaénim systémiim,
je ucinnost téchto nanoc¢astic in vivo na bazi ¢ervenych krvinek stdle omezena. Soucasné navrhy
systému Cervenych krevnich bun¢k a maskovanych bunéénych membran castokrat vyzaduji
pifechodné otevieni membranovych pori pro procesy plnéni 1éCivem a opouzdieni.
To zplsobuje nevyhnutelné poSkozeni bun€k nebo zmény jejich membranovych vlastnosti,
a tim se ptipadné snizuje funkénost dodavacich systémii. Usilovani o spojeni ¢ervenych krvinek

s nanonosici je vSak inovativnim a mén¢ invazivnim zpusobem pro transport [45].

7.5. Zlaté nanocastice

Diky svym pozoruhodnym vlastnostem optické a povrchové plasmonové rezonanci nalezi
zlaté nanoCastice mezi nejpouzivan€j$i nanomateridly, zejména v biologickém
a farmaceutickém pramyslu. Se svymi pfitazlivymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které
funguji jako zéklad pro vyznamnou absorpci a rozptyl svétla jsou také atraktivnimi kandidaty

pro kardiovaskularni zobrazovani [46].

Tvar a velikost ovliviiuji funkci nanocastic. Konkrétné ¢astice o velikosti mensi, nez 20nm
absorbuji svétlo, zatimco castice vetsi, nez 80nm zplisobuji silny rozptyl svétla. Vyhodou Zilni
injekce oproti arteridlni katetrizaci poskytuje zlato vétsi kontrast, ma vyssi absorpci a del§i dobu
cirkulace. Tyto faktory mohou pomoci zajistit vhodnou vizualizaci obéhového systému pomoci
pocitacové tomografie. Poskytuje detaily v zobrazeni s relaci redlného casu, tkanovym
kontrastem, prostorovym rozliSenim a dostate¢nou hloubkou, vyssi nezli fluorescenéni
zobrazovani. Navic dalSimi atraktivnimi vlastnostmi, jako je inertni povaha, netoxicita,
antibakterialni aktivita, velky povrch a moznost funkcionalizace jsou AuNP doporuc¢ovany jako
potencialni terapeuticka platforma. Soucasné Iéky pouzivané k 1é¢bé srde¢nich chorob dosahly
svych limitd a maji vyznamné vedlejsi ucinky, pokud pacienti uZzivaji 1éky po zbytek Zivota
k utlumeni jejich symptomu a zlepSeni prognédzy. Z toho vyplyva, Ze optimalizace vyuziti
aktualn¢ dostupnych 1¢kii a jejich kombinace s AuNP pro zvySeni efektivity podéavani,
je rozumné a pifimocaré rozhodnuti. Ocekava se, Ze toto propojeni poskytne inovaci sou¢asnym
1¢kiim tim, Ze umozni pfesnéjsi a ucinnéjsi dodavani 1é¢iva pfimo do bunék srde¢niho svalu

ve form¢ konjugované. Pomér povrchu k objemu AuNP umoziuje pokryt povrch stovky
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molekul, jako jsou cilena ¢inidla a terapeutika. Vzhledem k tomu, Ze je obtizné zaméfit se na
postizenou oblast srdce pomoci tradicnich metod intravendézniho podavani a je nebezpecné
podavat 1éky pfimo do srdce, AuNP nesouci bunécné rastové faktory by pomohly obnovit
poskozenou srde¢ni tkan v dusledku onemocnéni korondrnich tepen. Klasicky strukturalni
model jedné AuNP se nazyva klastr chranény monovrstvou, je typicky tvofen vnéjsi vrstvou
vyrobenou z organickych ligandli nebo povrchové aktivnich latek s centralnim vnitinim
atomem zlata znamym jako ,jadro*“. Ochrannd vnéjsi vrstva stabilizuje zlaté nanocastice
a pomahd povrchu plnit riznorodé funkce, zatimco vnitini jadro fidi krystalinitu struktury.
AuNP mohou tvofit rizné nanostruktury, jako jsou Ctyfstény, krychle, valce, dvacetistény,
dvandctistény, osmistény a mnoho-vétvené struktury, stejné jako shluky, katalytické Castice

nebo plazmonické krystaly [46].

7.6. Magnetické nanocastice oxidu zeleza

Magnetické nanocastice (MNP) jsou netoxické, lehce recyklovatelné, opakované
pouzitelné a maji magnetické vlastnosti, které poskytuji vyhody snadné separace pfi aplikaci
vnéjSitho magnetického pole. Bylo zjisténo, ze MNP maji obrovsky potencidl jako nosice
katalyzatord. Magnetickd povaha nosi¢e vyluCuje nutnost provadet separaci katalyzéatoru
extrakci, odstifed’ovanim nebo zdlouhavou filtraci, ktera ma sva vlastni omezeni z hlediska
nakladi, ¢innosti nebo vzniku sekundarniho odpadu. Zarovent moznost kovalentni vazby mezi
katalyzatory a povrchem MNP siln¢ snizuje jeho disperzi, coz vede k vysoké Cistoté produkti.
MNP jako nosice pro katalyzatory se tak staly stfedem vyzkumu v organické syntéze kvili
klicové roli v ekologické a udrzitelné chemii. Syntéza materiali miize byt skute¢né provadéna,
a to v ekologicky nezavadnych rozpoustédlech. Syntéza tvofi nizké mnozstvi odpadu
a zpusobuje mens$i zneCiSténi zivotniho prostfedi. Kromé toho MNP s fizenou velikosti,
chemickym povrchem, tvarem, slozenim a magnetickymi vlastnostmi byly vyrobeny
chemickou syntézou pro aplikace v biozobrazovani a skladovani magnetické energie.
Nanostruktury oxidd kovl spadaji mezi nejvice zkoumané MNP. Vykazuji kovoveé,
polovodicové nebo izolacni vlastnosti diky svym rtiznym elektronickym strukturdm. Existuje
nekolik typtd magnetickych oxidi kovid, véetné MnOs, Co30s, Fe2O3 a NiOz, které byly

syntetizovany pomoci jednoduché, reprodukovatelné a nizkonakladové strategie [47].

Magnetické nanocastice oxidu Zeleza se skladaji z vnitiniho jadra magnetitu (Fe3O4) nebo

maghemitu (y-Fe203) a vhodného povlaku rtizné povahy v zavislosti na pldnovaném pouziti.
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Pokud jsou MNP vystaveny vnéjSimu magnetickému poli, jejich magnetické momenty
se okamzité¢ sto¢i po sméru pole zesilujiciho magnetického toku. Po odstranéni magnetického
pole je vSak Brownilv pohyb dostate¢ny k vyvolani chaotickych momentl, kterymi jsou
magnetické vlastnosti pozastaveny. Toto chovani je zndmé jako superparamagnetismus
aprojevuje se pouze tehdy, pokud jsou nckteré magnetické materidly redukovany
na nanorozmery. Jedna se tedy o vlastnost zavislou na velikosti. Vzhledem k jejich vysoké
magnetické ovlivnitelnosti a pfizptisobenym povrchovym vlastnostem, superparamagnetické
nanocastice oxidu Zeleza jsou rozsahle zkoumany pro biomedicinské ucely, naptiklad pro tcely
podavani 1€kli, bioanalyzu, hypertermii nebo jako kontrastni latky pro MRI. Problému
aglomerace castic se vyhyba feSeni potazeni povrchu polymery, malymi molekulami
a povrchové aktivnimi latkami. Charakteristiky jako jsou hydrodynamicky pramér, povrch,
naboj, povaha a hustota povlaku jsou klicové pfi stanoveni Zivotaschopnosti nanocastic
v biomedicinskych aplikacich. Tyto parametry siln¢ ovliviiuji moznosti interakce a také jejich

proveditelnost zachovat superparamagnetické chovani [48].

7.7. Cileny transport terapeutik

Obecné plati, Ze nanocastice, které jsou selektivné cilené na zdklad€ interakci ligand-
receptortl, jsou U€inngj$i nez nanocastice cilené pouze na zékladég jejich fyzikalnich vlastnosti.
Proto se jako cilové objekty casto pouzivaji molekuly s abnormdln¢ vysokou expresi
asociované s ateroskler6zou. Napiiklad exprese avp3-integrinu je vyznamné vyS$i oproti
tepnam zdravého jedince, coZ ztohoto integrinu ¢ini potencialni biomarker pro detekci
poskozenych cév a specificky cil nanomediciny. Molekuly exprimované v poSkozenych nebo
nezralych endotelidlnich buiikdch, agregovanych makrofazich nebo kolagenu exponované

cévni stény, jsou uvnitf platu specifickymi cili pro dodani nanoterapeutik u aterosklerdzy [49].

7.7.1. Nanocastice cilené na poskozené a nezralé endotelidlni buniky

V pocatecni fazi tvorby aterosklerotického platu se spousti mechanismy mimo fyziologické
procesy, metabolismus lipidii, zanétlivé reakce, oxidacni stres a poruchy krevniho toku,
vedouci k aktivaci a dysfunkci endotelidlnich bunék. To dale sméfuje k expresi mnoha

adheznich molekul a chemokinti zanétlivych bunék, véetné E-selektinu, intercelularni adhezni
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molekuly 1 ICAM-1, vaskuldrni bunééné adhezni molekuly 1 VCAM-1 a monocytového

chemoatraktantového proteinu [49].

Lipozomové nanocéstice vyplnéné cyklopentenonem prostaglandinem a protildtkami
VCAM-1 se specificky zaméfovaly na arterii a poskozené endotelidlni bunky
a adipocyty blokujici vlastnosti podobné proteiniim teplotniho Soku. To vedlo ke sniZeni
akumulace lipidii v arterialni sténé [50]. Kromé toho Tang a kol. objevili, ze zapouzdieny
kolchicin miiZe inhibovat progresi aterosklerotickych plati blokovanim kli¢ové bunééné drahy,

signalizujici imunitni drahu, na které se podili zanétlivy NF-xB [51].

Integrin-avp3 je jednim z béznych specifickych ter¢t neovaskularnich endotedlnich bunék.
Angiogeneze uvniti platu je zndmkou jeho nestability, a vyhybani se neovaskularizaci
je tspéSnou cestou pro zpomaleni progrese Casnych plati na vulnerabilni platy. Kombinace
avp3-cilenych paramagnetickych nanocastic prokazala antitrombotické a plat stabilizujici

ucinky [49].

Aby bylo mozné prekonat kratky polocas a nedostatek specifického cileni kompetitivniho
inhibitoru sivelestatu, jenZ se vyuziva k terapii akutnich Graza plic. Shi a kol. zkonstruovali
sivelestat lipozom cileny na plat, ktery ma schopnost vazat se na specifické bunécné receptory
neboli integriny. Mohl by tedy zpomalovat progresi aterosklerdzy stabilizaci a redukci oblasti

platu [52].

7.7.2. Nanocastice cilené na makrofagy

Béhem strednich aZz pokrocilych stadii ateroskler6zy probihd v misté platu komplexni
souhra bunéénych fyziologickych aktivit a souvisejicich biomolekul. Mezi nimi hraji velkou
roli makrofagy, které jsou nejhojné€jsimi centralnimi buikami platd, nabizeji bohaté pole terc¢t
a biomarkerl jakozto destinaci. Primarni ¢asti zanétlivé slozky jsou receptory CD44 a cytokiny
IL-6 a také biomarkery spojené s makrofagy M1, jako je CD68 receptor. Pti aplikaci nanoc¢astic
oxidu Zeleza (IONP) byly identifikovany specifické interakce, jako je afinita k vazbé
se scavenger receptorem. Krome toho mohou IONP modifikované kyselinou hyaluronovou cilit
na makrofagy diky své interakci s povrchovym receptorem makrofaghh CD44. Mezi zanétlivé
biomarkery dale spadaji myeloperoxiddza a hemperoxidaza, jejiz oxidacni produkty pfispivaji
k rozvoji zranitelnych platt a mohou byt ovliviiovany 5-hydroxytryptaminem. Studie nového

multimodalniho zobrazovaciho ¢inidla zaloZzeného na supermagnetickych vlastnostech NP,
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které jsou zaméfeny na aktivni myeloperoxydazu, odhalila, Ze aktivni nanocastice by mohly

také fungovat jako piistup k detekci zranitelnych aterosklerotickych plata [53].

7.7.3. Nanocastice cilené na krevni desticky

Krevni desticky hraji kliCovou roli mediatora ruptury platu a pokrocilého stadia
ateroskler6zy-aterotrombozy. V poslednich letech mnoho studii prokazalo, ze krevni desticky
hraji zanétlivou imunitni roli a podileji se na rozvoji aterosklerézy. Kdyz se prudce zméni
smykové napéti krevniho toku nebo vaskuldrni mikroprostredi, krevni desticky cirkulujici
v krvi mohou tyto signaly rychle vnimat a reagovat na n¢. Nasledn¢ se aktivuji pfi endotelidlni
dysfunkci a adheruji se na poSkozené krevni cévy za timyslem zachovani jejich integrity.
Aktivované krevni desticky déle rekrutuji imunitni bunky, jenz podporuji jejich transmigraci
pres intimu a urychluji proces aterosklerozy. V ptipad¢€, kdy jsou zanicené endotelidlni buiky
vystaveny distribuovanému pratoku vykazuji vysoké hladiny adheznich molekul, jako
P-selektinu a adheznich proteint. Tyto molekuly stimuluji krevni desticky k pfilnuti a putovani
na poskozena mista prostfednictvim jejich receptorii. Nasledné¢ mohou adherované trombocyty
zachytit cirkulujici leukocyty, coz je omezeno na oblast, kde je exprimovan P-selektin pii

naruseném pratoku [54].

Tersteeg a kol. ukézali, Ze za plisobeni smykového napéti adherujici trombocyty vytvareji
dlouhé negativné nabité membranové vybézky. Tyto vybézky mohou zachytavat cirkulujici
monocyty a neutrofily dle interakci P-selektinu. Vybézky tak podporuji vznik a aktivaci
komplexti trombocyt-leukocyt vedouci k rozvoji zanétlivych procesi. Taktéz podporuji tvorbu
mikrocastic trombocytl, které hraji kliCovou roli v indukci tvorby pénovych bun€k podporujici

rozvoj aterosklerozy [54].

7.7.4. Nanocastice cilené na buiiky hladkého cévniho svalstva

Bunky hladkého svalstva cévniho, jsou dal$i slozkou cévni stény s kli¢ovou roli progrese
mnoha kardiovaskularnich onemocnéni. Zasazeni téchto bunck 1ze dosdhnout soustfedénim se
na profilin-1, protein vazajici aktin, ktery reguluje proliferaci a migraci bunék hladkého cévniho
svalstva. Je zfejmé, Ze jeho nadmérna exprese mize vést k aterosklerdze. Profilin-1 zamétené
IONP byly syntetizovany pro magnetickou rezonanci a fluorescen¢ni dudlni zobrazeni.

Magneticka rezonance a fluorescencni zobrazovani bylo provadéno in vivo geneticky upravené
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mysi se sklonem k rozvoji aterosklerdzy, a to z divodu absencéniho genu alipoproteinu E. Pied
a 36 hodin po podani nanocastic byl fluorescencni signal vyznamné vyssi u cilové kréni tepny
pti fluorescencnim zobrazovani blizké infracervené oblasti. Histologickd verifikace ukézala

vice nanocastic ulozenych v aterosklerotickych 1ézich cilové skupiny nez v jinych skupinach
[55].

7.7.5. Nanocastice oxidu zelezitého a jejich aplikace pfi aterosklerdze

Nanocastice oxidu zelezité¢ho ptredstavuji klicovou kategorii magnetickych nanomateriala,
véetné vyznamnych variaci, jako je magnetit (Fe304), hematit (a-Fe203), maghemit (y-
Fe203) a smiSené ferity. Diky svym superparamagnetickym vlastnostem, vysoké
biokompatibilit¢ a vyraznym katalytickym vlastnostem se IONP ukazaly jako slibné
zobrazovani byly IONP Siroce zkoumany jako kontrastni latky pro MRI. Mohou modulovat
intenzitu signalu zménou relaxa¢nich vlastnosti vodikovych protont v okolnich tkanich, ¢imz
zvySuji diferenciaci a kontrast tkani pti zobrazeni. Tradi¢né se nanocastice oxidu Zelezitého
s vysokou relativitou T2 vyuzivaji k Tz2-vazenému obrazu MRI, coz vede k tmavym kontrastim
v oblastech, kde se hromadi nanocéstice. Tento pfistup vSak predstavuje omezeni, vzhledem
k tomu, Ze mize vést k faleSné pozitivnim detekcim v disledku potencialni zamény mezi 1ézemi
a krvacenim, kalcifikaci nebo ukladdnim kovt. V disledku toho byly vyvinuty kontrastni latky
T1 zaloZené na IONP, poskytujici jasné kontrasty, za ucelem zmirnéni téchto omezeni. Dale
byl proveden vyznamny vyzkum realizace simultdinniho T2/T1 a bi- nebo tri-modalniho
zobrazovani, které bylo dosaZzitelné bud’ povrchovou konjugaci se sekunddrnimi zobrazovacimi
komponentami pozitronové emisni tomografie (PET), jednofotonovou emisni pocitacovou
tomografii (SPECT), vypocetni tomografii (CT), fluorescenc¢nim zobrazovanim v blizké
infracervené oblasti (NIRF), fotoakustickym zobrazovanim (PAI) nebo ultrazvukovym

zobrazovanim (US) [52].

Obecné plati, ze IONP maji tendenci byt fagocytovany makrofagy po vstupu do krevniho
fecisté, coz jim potencialné umoznuje akumulovat se na zanétlivych mistech aterosklerotickych
plati. Tato fagocytdza vSak vede k rychlému metabolismu nanocastic v téle, coz miize
omezovat jejich G€innost. Povrchovéa funkcionalizace IONP mé proto obrovsky vyznam pfi
prodlouzeni doby jejich krevniho obéhu a zlepseni biologické dostupnosti. Toho 1ze dosdhnout

riznymi prosttedky, vcetné jejich potazenim piirodnimi a syntetickymi polymery, jako
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je polyethylenglykol a dextran, nebo obaleni v bunéénych membranéch, naptiklad membranou
erytrocytu. Uprava povrchu je nezbytna pro zabranéni aglomerace nanocastic v biologickych
tekutindch. Povrch nanocastic navic ovliviluje vstiebavani proteinil, coz vede k tvorbé povlaku

proteinové korony kolem nanocastice, ktera vyznamné ovliviiuje clearance imunitniho systému

[53].
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Obrazek 5: Struktura MNP a plisobeni na cévu s vytvarejicim se platem, pievzato a upraveno dle [48].

Vyzkum Stepiena a kol. objasnil, Zze biodistribuce a degradace béhem Ctyf mésicti jsou
zcela odlisné, a to pomoci dvou NP s identickym jadrem, ale odliSnym povrchovym povlakem.
V tomto piipad¢é byla stanovena piiméa korelace mezi slozenim proteinové kordny in vitro
a osudem NP in vivo. Navic bylo prokazano, ze degradaci NP in vitro fidi dva parametry, témi
jsou vnéjsi povlak, ktery ovliviiuje rychlost degradace a proteinova kordna, ktera chrani pred
degradaci jadra NP v kyselych podminkéch. Poprvé bylo prokazano, ze proces biodegradace
nesouvisi pouze s jadrem a obalem NP, ale také s povrchovym povlakem, a tim padem
se souvisejici proteinovou korénou. In vivo byla stanovena odliSna rychlost degradace pro

nanocastice s povrchovym povlakem PEG a glukéza [56].

Déle Hu a kol. demonstruji syntézu polymerni nanocastice maskované erytrocytovou
membranou za Ucelem dodavani terapeutika s dlouhym ob&hem v systému oproti
PEGylovanym nanocasticim s krat§i dobou cirkulace. Navrhovany zptisob také poskytuje

dvouvrstvé médium pro transmembranové ukotveni proteinli a vyhyba se chemickym
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modifikacim, které by mohly ohrozit integritu a funk¢nost cilovych proteinti [57]. Kromé toho
mohou polymerni povlaky poskytnout povrchovée reaktivni mista, jako jsou karboxylové, amino
nebo thiolové skupiny pro pfipojeni dal§ich ochrannych nebo funkénich molekul, dale
prezentuji nové vlastnosti citlivosti na pH nebo termocitlivosti. IONP mohou fungovat jako
potencialni terapeuticka Cinidla nebo je zapouzdifovat, naptiklad v materidlech pro konstrukci
multifunkénich teranostickych nanoplatforem pro aterosklerozu. Pro nanoplatformovy
transport miize byt povrch IONP vybaven ligandy pro usnadnéni specifickych interakci
a posileni jejich aktivniho cileni na mista souvisejici s aterosklerézou. Alternativné mohou
magnetickd pole vést nanocastice na bazi IONP k jejich cilovym lokacim, coz umoziuje

kontrolované uvoliovani 1&Civ [54].

Dosud se vyzkum teranostickych aplikaci IONP soustfedil pfevazné¢ na rakovinu,
s pomérné mensi pozornosti zaméfenou na ateroskleréozu. Kromé toho se v souvislosti
s aterosklerdzou vétsi ¢ast clanka soustiedila na diagnostické schopnosti nanoc¢astic IONP,
pfi¢emz Casto samostatné vymezovaly diagnostické a terapeutické aplikace. Teranostické
nanoplatformy ukotvené v IONP maji obrovsky pfislib v oblasti diagnostiky a lécby
ateroskler6zy. Jsou pfedvojem personalizované mediciny, ktera nabizi potencial pro lepsi

terapeutické vysledky a sledovani progrese onemocnéni [54].

52



8. ROLE NANOCASTIC V TERAPII RAVMATOIDNI
ARTRITIDY

Nanocastice hraji zésadni roli v diagnostice. Magnetické fibrinové nanocastice spojené
s kyselinou listovou se pouzivaji jako kontrastni latka magnetické rezonance. Dalsi vyuziti
zahrnuje v€asnou diagnostiku, kterd umoziuje aplikaci 1éku pted projevy ptiznakl pacienta.
Fibrinové nanocastice na bazi oxidu Zeleza se pouzivaji pro diagnostické zobrazovani. V ramci
terapie je nejcastéji vyuzivan nanomateridl polymerni, na jeho nedostatky ¢i jinych

nanomateridlii se sousttedi bionické upravy [58].

8.1. Polymerni nanocastice

Polymerni nanoééstice se Gasto zkoumaji jako potencialni 1é¢ebna strategie. Uinnost
téchto NP jako protizdnétlivych latek byla prokazdna mnohymi studiemi. ZvySena propustnost
je zékladnim mechanismem, ktery umoznuje hromadéni syntetického glukokortikoidu,
z kterého je NP sestavena. Navic neptitomnost PEG vede ke zvySeni poctu makrofagt,

coz zpusobuje hydrolyzu polymert a uvoliiovéani glukokortikoidu z bunék [59].

Polymerni systémy maji mnoho vyhod, naptiklad zvySenou stabilitu v krevnim ob¢hu,
kontrolované uvolnovani 1é¢iv, cilené doruceni 1€kt na specifickd mista, zlepSenou biologickou
dostupnost, ochranu pied degradaci zpiisobenou pH a enzymy, jsou celkové netoxické
a biologicky odbouratelné. Hromadéni zanétlivych mediétord, jako jsou cytokiny a makrofagy
v synovialnich buiikdch revmatoidni artritidy, je hlavnim faktorem spoustéjici autoimunitni
reakci. Materidly zalozené na polymerech mohou byt pouzity pro bezpeéné doruceni

antirevmatickych ¢kt a cytokina potlacujicich imunitu, jako je IL-23 a TNF-a [59].

8.2. Bionické nanomaterialy pro 1écbu revmatoidni artritidy

Bionika je studium materiali inspirovanych biologickymi systémy a jejich aplikaci
v inzenyrstvi. Bionika v nanotechnologiich pro dorucovani 1ékii zdsadné¢ zmeénila oblast
biomateridli. 1 ptfes uspésné pouziti syntetické PEGylace a upravy fosfolipidi v zivych
organismech, tyto materidly rychle vyvolavaji imunitni reakci, po které nasleduje jejich

odstranéni imunitnim systémem. Proto se stalo propojeni biologickych systému strategii s cilem
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prodlouzit dobu cirkulace téchto Castic v téle. NP systémy potazené¢ bunécnymi membranami
a zapouzdiené v exozomech si ziskaly vyznamné misto v modernich systémech pro dorucovani

1k [60].

8.2.1. Nanocastice potaZzen¢ buné¢nou membranou

V poslednich letech ziskavaji velkou pozornost biologické systémy inspirované ptirodou,
zejména zprostiedkované bunikami. Tato technologie snizuje imunogenicitu nanocastic
a prodluzuje jejich cirkulaci v krvi tim, ze povrch NP pokryje endogenni bunéénou membranou,
naptiklad membranou makrofagl, neutrofilii nebo Cervenych krvinek. Nanocastice potazené
biologickou membranou piebiraji antigenni povrch a funkce ptivodnich buné¢k, napiiklad
schopnost chemotaxe k mistu zanétu ¢i neutralizace cytokini. Makrofagy a neutrofily
se UcCastni zanétlivé reakce téla, ¢imZ mohou zplsobit nadmérné zmnozeni bunck vystelky
kloubni dutiny a vylucovani degradacnich enzymu, tim zptsobuji destrukci chrupavky
a produkci zéanétlivych faktori. Proto jsou imunitni buiiky hojné vyuzivany k vytvaieni

biomimetickych nanoterapeutik s protizanétlivymi vlastnostmi [61].

Li a kol. pouzili pro cilenou terapii RA nanocéstice potazené¢ mikrovezikuly jenz jsou
odvozené z makrofagli. Mikrovezikuly mohou ptenaset signaly mezi bunikami a ovliviiovat
imunitni reakce, naptiklad tim, Ze reguluji zanét nebo podnécuji regeneraci tkané. Ve studii
byla pouzita latka cytochalasin B, ktera navodila interakci mezi cytoskeletem makrofagh
ajejich membranou, ¢imZ stimulovala sekreci mikrovezikul. Membranové proteiny
mikrovezikul jsou podobné tém v makrofazich, coz naznacuje, Ze maji podobnou schopnost
mifeni na zanétliva mista. Nanocastice z PLGA byly poté potazeny mikrovezikuly a naplnény
takrolimem. Studie prokazaly, Ze tento biomimeticky nanomateridl ma siln€jsi cilené

a protizanétlivé ucinky nez nanoc¢astice potazené membranami ¢ervenych krvinek [61].

Headland a kol. zjistili, ze v synoviadlni kloubni tekutiné¢ se nachdzi velké mnozstvi
mikrovezikul odvozenych z neutrofili. Proto je spojili s protizanétlivym membranovym
proteinem Al a vytvoftili tak komplex protein-mikrovezikul, ktery prokdzal ochranny ucinek

na klouby [61].
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Obrazek 6: Kloub s aktivnim zdnétem a kloub chrdnény nanocasticemi potazenymi neutrofilni
membranou, pievzato a upraveno dle [62].

In vitro experimenty ukazaly, ze tento komplex miize vést k akumulaci extracelularniho
matrix aochrané chrupavky tim, Ze sniZuje produkci interleukinu-8 a prostaglandinu
E2. Nitrokloubni injekce daného komplexu dokéaze snizit degradaci chrupavky a zvysit

ucinky, regulaci obnovy chrupavky a modulaci imunitni odpovédi [61].

Zhang a kol. pouzili pfimo nanocastice potazené neutrofilnimi membranami k zmirnéni
poskozeni kloubdi. V modelech mysi artritidy indukovanou kolagenem a v modelech
transgennich mysi s lidskou artritidou tyto nanocastice snizovaly produkci prozanétlivych
faktord, potlacovaly zanét synovia, chranily chrupavku a vykazovaly vyznamné terapeutické

Geinky [61].

Hu a kol. vyuzili membrany ervenych krvinek k potazeni polymernich nano¢astic. Castice
zPLGA byly extrudovany s vezikuly odvozené od cervenych krvinek, ¢imz wvznikly
nanocastice napodobujici membrany ¢ervenych krvinek, které maji lepsi polocas rozpadu v téle

a mohou byt vyuzity k dlouhodobému transportu 1€kt [61].

8.2.2. Nanosystémy s exozomy

Exozomy jsou malé¢ membranové vacky uvnitf bunék, které se podileji na riznych
biologickych a patologickych procesech. Maji vyrazné vyhody oproti liposomovym

a polymernim technologiim doddvani 1é¢iv, vzhledem k tomu, Ze nevyvolavaji imunitni
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odpovéd’ z divodu podobnosti bunkdm téla. Glukokortikoidy maji silny protizanétlivy ucinek
proti revmatoidni artritidé, ale jejich pouziti je omezeno kvili nespecifickému rozmisténi
organismem, dale také z diivodu vyraznych vedlejSich uc¢inkl pii dlouhodobé 1é€bé. Exozomy
jsou novou terapeutickou strategii, a prozatim nebyly provadény extenzivni vyzkumy na tento

nanosystém [60].

Ve studii od Yana a kolegii byly vyvinuty biomimetické nanosystémy odvozené
z exozomu, které jsou cileny na zanicené klouby revmatoidni artritidy. Autofi vyvinuli
nanonosi¢ s biomimetickym exozomem, ktery obsahoval dexamethason fosfat. Povrch NP byl
modifikovan slouceninou kyseliny listové, polyethylenglykolem a cholesteroluem, se zamérem
utvofit aktivni systém cileného dodavani 1éCiva. Tento pfistup ukazal zvySenou schopnost
pohlcovani a silny protizanétlivy tcinek tim, ze inhiboval prozanétlivé cytokiny a podporoval
anti-zanétlivé cytokiny. Biodistribu¢ni studie odhalily, Ze tento aktivni nanosystém se 1épe
hromadi v zanétlivych mistech nez jiné formulace dexamethasonu. V experimentu
na laboratornich mysich s indukovanou artritidou nanosystém lépe chranil kosti a chrupavky
a vyrazng¢ snizil zanétlivé zmény v kloubech. Navic testy bezpecnosti in vivo ukézaly minimalni

toxicitu pro jatra a ptiznivou biokompatibilitu [60].

8.3. Vyuziti nanomateriall v kloubnich ndhradach

Vyuziti nanotechnologie pii 1écbé RA miize byt riznorodé. Naptiklad pii ndhradé kloubu
pfedstavuji peptidové nanovléknité scaffoldové struktury slibnou moZnost pro pacienty
s chronickou RA, ktefi nedostatecné reaguji na léky. Tkan€ jsou rekonstruovany pomoci
tkanového inzenyrstvi, coZz obnovuje strukturu poskozenych tkdni v zanicenych kloubech
a navraci kloubu jeho biologické funkce. Nahrada kloubu u pacientti s RA ¢asto vede k infekcim
kosti a kloubi, a tyto ndhrady je potieba ménit kazdych 5 let. Pfi operaci se nahrazuji poskozené
¢asti umélym kloubem. Pouziti nano-scaffoldu v poSkozené chrupavce, ktery se podoba
piirozené extracelularni matrici s antibakteridlnimi vlastnostmi, miize poskytnout u¢innou
strukturu pro opravu tkani. Nanokompozity s 3 D strukturou jsou idedlni pro rast kosti
a umoziuji ptenos rustovych faktorti, antibiotik a protizanétlivych 1ékli pro tkanové inzenyrstvi.
Mezi nejvice biokompatibilni nano-scaffoldy pro regeneraci tkani ortopedickych implantatu
patii nanocéastice oxidu kfemiCitého, nanovldkna z chitosan-polygalakturonové

kyseliny/hydroxyapatitu a nanocéstice stiibra [63].
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9. ZHODNOCENI TERAPEUTICKEHO POTENCIALU
NANOCASTIC V LECBE CHRONICKYCH ZANETLIVYCH
ONEMOCNENI

Béhem poslednich 20 let doslo k vyznamnému narlstu vyzkumu nanomateriala diky jejich
mnoha aplikacim v medicin¢, fotonice a elektronice naptiklad v elektronickych senzorech,
energetickych zafizenich, opalovacich krémech a biomedicinskych zatizenich. Klinické vyuziti

nanomateridli vSak stale celi vyzvam [64].

Vyzkum toxicity je dilezity pro plné porozuméni zdkladnim interakcim nanomateriala
s pfirodnimi tkanémi, jelikoz nanotechnologie mé vyznamny dopad v oblasti spotfebnich
a biomedicinskych aplikaci. Je nutné pochopit pfesnou roli nanomateridlti uvnitt zivého
organismu. Pokud by byly nanocastice aplikovany do lidského téla, je dillezité piesné sledovat,
jak NP-nalozena terapeutika ptisobi a jak jsou distribuovany do tkani. Vylouceni nanomaterialii
muze probihat pfes plice, jatra nebo ledviny, coz ztéZuje predpovidani jejich dlouhodobého
chovani [64]. Zasadni je zajistit bezpecnost klinickych nanoformulaci. Napiiklad Siroce
pouzivany biodegradovatelny polymer PLGA muzZe v téle vyvolat zanét pfes produkty rozkladu
a interakci s makrofagy. DalSim problémem jsou zvifeci modely chronickych zanétl, které
casto nedosahuji klinickych standardd. VétSina studii na Zivych organismech, které zkoumaji
diagnostiku a 1é€bu zanéti, se zaméfuje na rand stadia zvifecich modeld, pti¢emz se jen zfidka

vyuzivaji vetsi zvitata nebo klinické studie [65].

Navzdory témto vyzvam maji nanomateridly velky potencial pro zlepSeni diagnostiky
a 1éCby zanéth. Proto je nezbytna jejich optimalizace. V oblasti 1é¢by je uziteCny navrh systémt
podavani 1éku zalozeny na typu a mistu zanétu, tim by se minimalizovaly vedlejsi ucinky
a zlepsila se G€innost. Zaméteni se na vice zanétlivych signalnich drah také mtze byt efektivni.
Je dulezité provadét studie na zivych organismech, aby se zjistila terapeutickd Uc¢innost
a vyreSila se mozna rizika. Dale je zasadni zajistit pfesné a konzistentni slozeni, velikosti,
metody syntézy, davky a zplisoby podavani terapeutik, aby byla zajiSténa G€innost 1¢cby zanéth
a rychlejsi proces schvalovani [65].

Doufejme Ze, v budoucnosti budou prospésné spoluprace mezi riznymi obory, které
pomohou posunout nanomateridly z laboratofi do klinické praxe, ¢imz zlepsi kvalitu Zivota

a zachrani vice zivotl.. Nanotechnologie je totiz uZitecné nejen v terapii ale také v diagnostice

[65].
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10. ZAVER

Tato bakalatska prace se zaméfuje na chronicka zanétlivd onemocnéni, ktera siln€ ovliviiuji
kvalitu Zivota pacientii a vedou az k smrtelnym nasledkiim. Manifestace onemocnéni zasahuji
do kazdodennich aktivit, a to od mladého véku az po star§i pacienty. Cilem je zaméfit

se na jednotlivé nanomaterialy a jak by mohly do budoucna napomoci k lepsi kvalité zivota.

Jednotlivé nanomateridly nabizi unikdtni vlastnosti, naptiklad biodegradovatelné
polymerni NP pro 1é¢bu IBD, které nemaji velke riziko toxicity takové jako anorganické NP.
Kombinace vice stimulacnich faktorii v jednom syst¢ému NDDS by mohlo také poskytnout
ptizniv¢jsi vysledky. Pro aterosklerdzu prezentuji IONP s magnetickymi vlastnostmi moZnost
vyuziti pro terapii, jsou netoxické a jednoduse ptipravitelné. Byly by téz schopny zamétovat
se na jednotlivé zanétlivé systémy. Na revmatoidni artritidu mohou mit vliv NP polymerni,

a vzhledem k jejich rozsahlému pokryti ve studiich se nabizi Gpravy s benefity bionickymi.

Vyuziti NP nemusi byt pouze terapeutické ale i diagnostické a uZite¢né v kloubnich
nahradach. Prozatim nejsou terapeutické nanocastice vyuzivany v praxi, jsou vSak vyznamnou

nadgji pro posunuti tradi¢ni 1écby.
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