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ANOTACE

Diplomovéa prace se zabyva pfipravou a testovanim cytotoxicity chitosanovych
submikroc¢astic in vitro. Teoretickd c¢ast podava obecny vhled do nanotechnologii
Vv ,,nanomediciné®, dale popisuje vlastnosti, piipravu, charakterizaci, stabilitu a internalizaci
chitosanovych submikrocastic. Dale podava piehled a nékolik piikladi vyzkumu a vyvoje
chitosanovych materidlt v biomedicin€. Experimentalni ¢ast je vénovana piiprave
a charakterizaci chitosanovych submikrocastic a jejich stabilit¢ pfi skladovani. Dale je
stanovena cytotoxicita in vitro vic¢i nadorovym liniim A549 a A2780 pomoci testu kvantifikace
XTT. Soucasti diplomové prace je také sledovani miry internalizace fluorescen¢né znacenych
¢astic z chitosanu do bun¢k A549.

V diplomové praci nebyl prokazan cytotoxicky ucinek chitosanovych submikrocastic.
Jejich mira internalizace byla vysokd, nové pfipravené ¢astice vykazovaly nejlepsi stabilitu,

zatimco v kultiva¢nich médiich byly nestabilni.
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TITLE

Preparation of chitosan particles and testing of their cytotoxicity in vitro

ANNOTATION

The thesis deals with the preparation and in vitro cytotoxicity testing of chitosan
submicroparticles. The theoretical part gives a general insight into nanotechnology
in "nanomedicine”, and describes the properties, preparation, characterization, stability
and internalization of chitosan submicroparticles. It also gives an overview and several
examples of research and development of chitosan materials in biomedicine. The experimental
part is devoted to the preparation and characterization of chitosan submicroparticles and their
stability during storage. In addition, the in vitro cytotoxicity against A549 and A2780 tumor
lines is determined using the XTT quantification assay. The thesis also includes monitoring the
degree of internalization of fluorescently labeled particles by A549 cells.

The cytotoxic effect of chitosan submicroparticles was not demonstrated in the thesis.
Their internalization rate was high, the newly prepared particles showed the best stability, while
they were unstable in culture media. carbon-based nanoparticles
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UvVOD

S rychlym rozvojem nanotechnologii a rostoucim vyuzitim nanomaterialti v medicing,
farmacii, potravinafstvi 1 pramyslu se stidle vice dostdva do popiedi otdzka jejich
toxikologického hodnoceni. Diky svym specifickym vlastnostem, jako je malé velikost, velky
meérny povrch a schopnost interagovat s biologickymi strukturami na bunééné i subcelularni
urovni, mohou tyto materidly vykazovat potencialni nezadouci ucinky (Pratap Singh
et al.,2017). Ty mohou vést k oxidativnimu stresu, porucham hemostazy, prozanétlivé reakci ¢i
cytotoxickému poskozeni. Z tohoto divodu je in vitro a in vivo testovani biokompatibility
atoxicity nezbytnym piedpokladem pro bezpeénou aplikaci nanomateriald v klinické
I experimentalni biomediciné (Parde-Schrepler et al., 2017).

Zvlastni pozornost je vénovana chitosanu, ptirodnimu polysacharidu s bioadhezivnimi,
antimikrobialnimi a biokompatibilnimi vlastnostmi, ktery je zkouman a vyvijen k uplatnéni
Vv celé tadé 1ékarskych aplikaci (Abbasi et al.,2024). Jeho nano- a mikro¢asticové formy jsou
intenzivné testovany jako nosice 1é¢iv, zejména diky moznosti fizeného uvolilovani a cileného
transportu. PfestoZe je chitosan obecné povazovan za netoxicky a biokompatibilni, jeho
formulace ve form¢ ¢astic mize vykazovat odlisné interakce s buiitkami v zavislosti na jejich
velikosti, zeta potencialu nebo koncentraci (Zeng et al., 2021). Proto je hodnoceni jejich
cytotoxicity kli€oveé jak pro predikci biologické odezvy, tak pro optimalizaci konstrukénich
parametri Castic s ohledem na jejich cilové pouziti (Abbasi et al.,2024).

Diplomova prace se zabyva ptipravou ¢astic z chitosanu a testovanim jejich cytotoxicity
in vitro na nadorovych liniich A549 (nemalobunéény adenokarcinom plic) a A2780 (karcinom
ovarif). Bun&éna viabilita byla hodnocena kolorimetrickym XTT testem. Céstice z chitosanu
byly analyzovany z hlediska casové stability pii skladovani i po pfidani do kultiva¢niho média.
Dale byla sledovéana jejich procentualni mira internalizace do bunék pomoci fluorescencné

znacenych ¢astic z chitosanu.
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1 CIL PRACE
Cilem teoretické casti prace bylo seznamit se s vlastnostmi, ptipravou, metodami
charakterizace ¢astic a nanocastic chitosanu a jejich vyuziti v biomedicinskych aplikacich.
Dalsim cilem této ¢asti bylo seznamit se s in vitro metodami testovani cytotoxicity ¢astic
a nanocastic.
Cile experimentalni ¢asti:
e pfiprava Castic Z chitosanu znacené fluorescein isothiokyanatem a bez znaceni.
e charakteristika ¢astic pomoci hydrodynamického rozptylu svétla (DLS), zeta
potencidlu a indexu polydisperzity
e stanoveni cytotoxicity ¢astic vuci lidskym nadorovym bunéénym liniim A549
a A2780 pomoci testu kvantifikace aktivity mitochondridlnich dehydrogenéz
prostiednictvim XTT
e kvantifikace miry internalizace fluorescenéné znacenych ¢astic chitosanu do bunék
A549
e sledovani stability skladovanych chitosanovych ¢astic V ¢as a stabilitu téchto ¢astic

po pripravé v kultivacnich médiich MEM a RPMI
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Nanotechnologie v ,,nanomediciné*

Nanotechnologie je interdisciplinarni obor, ktery spojuje ruzné discipliny, pies
biologické védy, bioinZenyrstvi, potravinaistvi, az po medicinu. To Vede k rozvoji nové
technologické éry. Nejvyznamnéjsi oblasti nanotechnologie je ,,nanomedicina®, kterd pouziva
nanomateridly v diagnostice, prevenci a 1é€bé nemoci v molekularnim métitku s vyuzitim
molekularnich znalosti lidského téla. Nanomaterialy podle definice nabyvaji velikosti aspon
vV jednom rozméru od 1 do 100 nm. Urcitym prostorovym uspoiddanim mohou vytvaret
nanosféry, nanovlakna, nanotrubice a dal$i. Nanomateridly disponuji odliSnymi vlastnostmi
V nanosvété oproti makrosvéta (Pratap Singh et al.,2017). Pro své charakteristické vlastnosti se
v medicin€ fada polymernich (Englert et al., 2018), kovovych (Habas et al., 2018), lipidovych
(Zhang et al.,2024), nebo uhlikovych materidli (Yoo et. al, 2022) vyuziva k lécebnym
technikdm. Tyto techniky vyuzivaji nanomaterialy k cilené doruceni 1é¢iv (Medha et Sapna
Sethi, 2024), v tkaniovém inZenyrstvi (Roshanbinfar et al., 2023), diagnostice (biosenzory),
zobrazovacim technikdm (kontrastni latky), fototermélni nebo antimikrobidlni terapii a dalsi
(Multari et al., 2018, Wiselewska et al., 2022). Schéma obr. ¢. 1 ptedstavuje n€kolik odvétvi

mediciny, ve kterych jsou nanocastice Siroce studovan v ramci in vitro a in vivo.

Zobrazovaci

metody Genova terapie

1A
Tkanové
Biosenzoring inZenyrstvi
Aplikace
nanomaterial oy
' ! v mediciné ’{‘!’O‘?"
f @
¢ f 4 \ng.\‘x/
Antibakterialni Dodévka léiv

ucinek

Hojeni ran ‘": ‘ . Vakcinace
&

Lécba rakoviny

Obrazek 1: Aplikace nanomaterialii v medicing, pievzato a upraveno podle Abbasi et al., 2023.
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V dusledku jejich malé velikosti a vysokého poméru plochy povrchu k hmotnosti jsou
nanocastice biologicky reaktivnéjsi oproti vétsim. Na druhou stranu, z diivodu velkého povrchu
nanocastic, dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), které vedou k produkci
zanétlivé odpovédi. Obecné se uvadi, ze mensi nanoc¢astice maji vyssi bunécnou absorpci
a vyssi cytotoxicitu. Parde-Schrepler a et al. ve své praci potvrdili, ze se toxicita nanoc¢astic
stiibra (5 nm, 10 nm, 25 nm, 50 nm a 110 nm) zvySovala s jejich snizujici velikosti (Parde-
Schrepler et al., 2017). V praci Huo et al. zjistili, ze zlaté nanocastice mensi nez 6 nm G¢inné
vstupuji do bunécného jadra, zatimco velké nanocastice (10 a 16 nm) pronikaji pouze bunécnou
membranou a nachazeji se v cytoplazmé (Huo et al., 2014). Podobn¢ v praci Zeng et al. byla
potvrzena vyznamna zavislost malych nanocastic titanu (10 nm) na vzniku cytotoxicity. Zeng
akol. zaroven porovnavali koncentrace (tj. 1 pg/ml, 5 ug/ml, 25 ug/ml) ¢tyi velikosti nanoc¢astic
(tj. 10 nm, 30 nm, 50 nm, 100 nm), pficemz byl prokazan jasny vztah mezi davkou a a¢inkem.
Jinymi slovy feceno, malé Castice s vyssi koncentraci disponuji elevaci cytotoxicity nez vetsi
Castice s niz8imi koncentracemi (Zeng et al., 2018).

K dalSim fyzikalné-chemickym vlivim toxicity a biokompatibility nanocastic na
organismus patii zména morfologie — tvaru, povrchovy naboj nebo modifikace povrchu ¢astic.
Chu et al. zkoumali vliv tvaru a povrchové chemie na nanoc¢astice na bazi zlata. Zjistili, ze
¢astice s ostrymi hranami, jako jsou nanodiamanty, nanotrubicky a nanohvézdy, vykazovaly
vy$$i miru absorpce do bunck a niz§i miru vyluovani ve srovnani s nanosférami. Vyzkumny
tym uvedl, Ze rychlejsi vstup ¢astic do bunék a pomalejsi vylucovani souvisi s mechanickym
poskozenim bunécné membrany a endozomil. Ve své praci zaroven dospéli k zavéru, ze
povrchova modifikace téchto ¢astic neméla vyrazny vliv na rychlost vyluCovani oproti
nemodifikovanym nanokulickdm. Nanocastice byly funkcionalizovany vrstvami oxidu
ktemicitého a polyethylenglykolem (PEG) (Chu et al., 2014). Kumarasamy a kol.
V experimentu testovali stiibrné nanocéastice nanokulicek, nanokrychli, nanotycek
a nanotrojuhelnikll o velikosti 50 nm. Nejvys$si miru toxicity ptredstavovaly nanotyce pii
nizkych koncentracich (1pg/ml, 10 pg/ml a 20 pg/ml), které snizily viabilitu bunék na 20 %.
Nanokrychle snizily viabilitu taktéz na 20 % pfi nejvyssich koncentracich (tj. 50 pg/ml a 100
ug/ml) (Kumarasamy et al., 2022). Nanotrojuhelniky a nanosféry nevykazovaly signifikantni
snizeni zivotaschopnosti bun¢k. Podobné Nunes et al. zabyvajici se mitochondrialni toxicitou

uvadéji vySsi miru toxicity nanotrubic na bazi zlata oproti nanokuli¢kach. Zjistili, ze ¢astice
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zpisobuji disipaci membranového potencidlu, coz znamend, ze dochazi k vyrovnani rozdilu
naboji a pH mezi matrix a mezimembranovym prostorem mitochondrie (Nunes et al., 2022).
Nanocastice mohou mit negativni, pozitivni nebo neutralni povrchovy naboj v zévislosti
na jejich povrchovych funkénich skupinach. Povrchovy naboj ¢astic ovliviluje interakce mezi
bunécnou membranou, proteinovou korénou a néasledné bunéénou absorpci. V nedavné studii
Chen et al. testovali vliv povrchovych ligandti a povrchového naboje na inhibici proliferace
herpes simplex viru 1 (HSV-1). Syntetizovali nano¢astice selenu a modifikovali jejich povrchy
k dosazZeni pozitivniho, neutralniho a negativniho naboje. Data vyzkumu Chen et al. ukazala,
ze ackoliv Castice selenu s negativnim nabojem mély vyssi hydrofilitu, rychlost absorpce byla

v

niz§i ve srovnani s Casticemi s pozitivnim a neutrdlnim nabojem. Zaroven zjistili, ze
nanocastice se zapornym nabojem maji vysokou afinitu k proteinu HSV-1, coz odpovida
zvysené aktivité anti-HSV-1 a ochranu bunék proti t¢émto viram (Chen et al. 2025).
Biokompatibilita castic je jednou z nejdulezitéjSich faktort, ktery ovliviiuje jejich
toxicitu. Diky moznosti modifikace fyzikalné-chemickych vlastnosti je mozné zlepsit jejich
biokompatibilitu a G¢innost piijmu prostiednictvim funkcionalizace povrchu. Modifikace
povrchu je nezbytna, protoZe vysoce reaktivni kovové nanocastice snadno oxiduji a vysoky stav
reaktivity Castic predstavuje zdravotni riziko pro pacienty. Funkcionalizace zahrnuje proces,
jehoz cilem je zlepSit nebo piidat vlastnosti uzite¢né pro pouziti té€chto Castic v 1ékarskych
aplikacich. Obecné je povrchova modifikace zalozena na pouziti homo- nebo hetero-
bifunk¢nich crosslinkert (zesitovani) s cilem pfidat organickou funkéni skupinu (R-NH2, R-
COOH, a dalsi), uzitetnou pro navazani biologickych molekul (tj. nanoléciva, dendrimery,
nadorové markery, sacharidy, fluorescencni znaceni, peptidy a protilatky) (Das et al., 2017,

Kumar et al.,2023). Tyto modifikace jsou znazornény na obr. ¢. 2.
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Obrazek 2: Funkcionalizace povrchu nanocastic, pfevzato a upraveno podle Kumar et al., 2023.

V systémové cirkulaci se mohou na povrch nanocastic absorbovat rizné proteiny.
Témito proteiny mohou byt albumin, imunoglobuliny a dalsi funkéni biomolekuly. Ty pak tvoti
»proteinovou koronu®, ktera méni jejich povrchové vlastnosti a tim absorpci, biodistribuci
rychlost odstranéni z organismu. Proteinova koréna mize tak stimulovat nebo potlacovat
imunitni odpoveéd’ a cytotoxické ucinky. K eliminaci zmén zplisobené proteinovym obalem
korony se vyuziva vyse zminéna metoda modifikace povrchu nanoéastic (Das et al., 2017, Yuo
et al., 2018). V praci Jiao et al. pouzili k funkcionalizaci zlatych nanocastic polyethylenglykol
(PEG) (Jiao et al., 2020). Parades Guerrero et al. na stiibrnych nanocasticich poly (kyselinu
mlécnou-ko-glykolovou) (PLGA) a kyselinu polymléénou (PLA) (Parades Guerrero et al.,
2019).

Z hlediska nanomediciny pfedstavuji polymerni nanomateridly zvIast dileZitou
skupinu, kterd se diky své variabilité, funkEnosti a biologické kompatibilité stava nedilnou
soucasti modernich 1écebnych ptistupt. Pfirodni polymery, jako jsou kyselina hyaluronova
(Maiz-Fernandez et al., 2021), pektin (Seyam et al., 2024), alginat (Zhao et al., 2021), celuldza
(Sumitha et al., 2023), ¢i chitosan (Zeng et al., 2021), vynikaji pfirozenou bioaktivni povahou
a odbouratelnosti. Syntetické polymery, jako je PEG, PCL (polykaprolakton) (Onsaloo et al.,
2023), nebo PLGA, poskytuji vyssi strukturalni stabilitu a moznost chemické modifikace
(Englert et al., 2018). Chitosan, jeden z nejvice studovanych ptirodnich polymert, pfitahuje

pozornost zejména diky svym antimikrobidlnim G¢inktim, schopnosti podporovat hojeni ran
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a vyuzitelnosti v systémech cileného doru¢ovani 1é¢iv (Zeng et al., 2021). Prave jeho jedinecné

vlastnosti a aplikaéni potencial jsou predmétem nasledujicich kapitol.

2.2 Chitosanové castice

Chitosan (CS), derivat pfirodniho polysacharidu chitinu, je po celuléze druhym
nejrozsifenéj§im polysacharidem na svété. Diky svym vlastnostem, jako je biokompatibilita,
biodegradace, antibakteridlni uc¢inek a mukoadheze, je chitosan S§iroce pouzivan
v biomedicinskych aplikacich, potravinarstvi, kosmetice, tkanovém inzenyrstvi a v €isténi pitné
vody. V medicinském vyznamu svou roli zastava vyhradné jako nosi¢ v oboru cileného
dorucovani 1é¢iv (Zeng et al., 2021). Lze jej vyuzivat jako samotny polymer, jeho derivaty
(naptiklad trimethylchitosan — TMC) nebo castéji povrchové modifikovany s ¢asticemi
toxictéjsiho charakteru (napiiklad ¢astice z kovi). Modifikaci jinych druha ¢astic chitosan
zlepSuje jejich stabilitu in vivo/in vitro, biokompatibilitu a dal$i vlastnosti uvedeny vyse.
Zaroven snizuje zmifiovanou toxicitu, ktera je rozhodujici vlastnosti pro uzivani ¢astic napti¢
vSemi obory (Shirazi et al., 2015, Sayem et al., 2024).

Chitosan ma linearni strukturu a fadi se mezi kationtové ptirodni polymery hydrofilni
povahy. Ve své struktufe obsahuje velké mnozstvi hydroxylovych (~OH) a aminovych (-NH>)
funkénich skupin, které 1ze pouzit k modifikaci povrchu nanocastic in situ a in vitro (Oudih

et al., 2022). Obr. ¢. 3 piedstavuje vlastnosti, strukturu a aplikace chitosanu v biomediciné.
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Obrazek 3: Chitosan a jeho vlastnosti, biomedicinské aplikace a struktura, pfevzato a upraveno podle

Milenkova et al., 2024.
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Chitin, chemicky pfeménovan na chitosan, je piirozené vyskytujici se polysacharid
Vv piirod¢. Je pritomen v exoskeletech clenovcd (korysi, hmyz), ve sténach bunék hub
a ne¢kterych fas (Guarnieri et al., 2022). Struktura chitinu je tvofena dlouhymi fetézci B(1—4)-
vazanych N-acetyl-D-glukosaminovych jednotek, coZ je derivat glukozy, obsahujici acetylovou
skupinu (Rakshit et al., 2023). Pro své specifické vlastnosti je nerozpustny ve vodé a vétsSing
béznych rozpoustédel. Chitosan je vSak rozpustny v kyselych roztocich, coz usnadiuje jeho
dalsi pouziti. Volné aminovym skupiny mu poskytuji antibakterialni vlastnosti a schopnost
podporovat hojeni ran. Chitin takovou aktivitu nevykazuje. Chitosan je vysoce biokompatibilni
a snadno biodegradovatelny na biologicky neskodné produkty, coz je zasadni pro medicinské
vyuziti. Chitin je také biokompatibilni, ale kvili nerozpustnosti je mén¢ flexibilni pfi pouziti.
Z vyse uvedenych skuteCnosti, je proto chitin pfeménovan (nejcastéji deacetylovan) na
viceti€elovy derivat chitosan (Zeng et al., 2021, Rakshit et al., 2023). Schéma na obr. ¢. 4

piedstavuje deacetylaci chitinu na chitosan a zobrazuje jejich struktury.
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Obrazek 4: Deacetylace chitinu na chitosan, pfevzato a upraveno podle Fatimi, 2022.
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2.2.1 Vlastnosti chitosanu

V béznych organickych rozpoustédlech nelze dosahnout rozpusSténi chitosanu. Na
druhou stranu je rozpustny ve zfedénych roztocich kyselin a jeho rozpustnost zavisi na stupni
deacetylace a molekularni hmotnosti. Pro piipravu roztoku se nejéastéji pouziva kyselina
octova, ale i mlééna, citronova, chlorovodikova nebo kyselina mravenéi (Sikorski et al., 2021).
Vétsi molekulova hmotnost vede k vyssi viskozité a naopak. Obecné je vysoce rozpustny
Vv kyselém roztoku, pti pH nizsi nez 6,2, kde se protonuje a ziskava kladny ndboj, coz z néj
vytvaii kationtovy polymer (Lewandowska, 2015). Kdyz se vSak pH zvysi nad 6,2 aminové
skupiny zbytki chitosanu jsou deprotonovany a biopolymer ztrati sviij naboj, coz vede k jeho
nerozpustnosti (Boza et al., 2019).

Aminové skupiny chitosanu jsou kladn€ nabité v kyselém prostiedi a poskytuji silnou
elektrostatickou interakci se zadporn€ nabitymi povrchy sliznic nebo jinymi makromolekulami,
napiiklad bunéné membrany, DNA nebo proteiny. Chitosan timto disponuje vysokou
mukoadhezivni a komplexotvornou vlastni. Vzhledem k tomu, ze chitosan je slabd baze
(polykationt) s pKa= 6,5, je pH dulezitym parametrem pro fizeni stupné protonace
aminoskupin (jako NH 3%), které Fidi tvorbu komplexu s vysoce zaporné nabitou DNA (Bravo-
Anaya et al., 2019). Pti pH vyS$im, nez pKa ma chitosan tendenci ztracet svlij kladny naboj
a v dasledku deprotonace aminoskupin se srazi a stava se nerozpustnym. To je vysvétleno
skutecnosti, ze vétsSina aminoskupin ztraci svilj naboj pti pH blizkém 7. Ackoli pii pH vys§Sim
nez 7, je chitosan deprotonovan, stale zustava reaktivni a ma moznost vytvaiet gely nebo
ochranné filmy, coz je vyznamné v odvétvi tkafiového inzenyrstvi. (Englert et al., 2018).

Chitosan ma jedine¢nou polykationtovou charakteristiku v kyselych roztocich, kde jsou
jeho aminoskupiny (—NH2) protonovany, diky ¢emuz je rozpustny ve vodném kyselém
prostiedi. Naopak v alkalickém prostfedi aminoskupiny ztraceji své kladné néaboje, coz
zpusobuje, Ze se chitosan stava nerozpustnym. Jeho Kationtova povaha ma schopnost zvysit
paracelularni permeabilitu peptidovych 1é¢iv pres slizniéni epitel. Mimo to, volné aminové
skupiny chitosanu umoziuji chemické tpravy, napiiklad ptipojeni 1€¢iv, rustovych faktora
nebo jinych biologicky aktivnich latek (Sayem et al., 2024).

(DD). Chitosan je ziskan ¢astecnou deacetylaci chitinu, ktery obsahuje nahodné distribuované

jednotky slozené z B-(1—4)-spojenych D-glukosaminovych a N-acetyl-D-glukosaminovych

jednotek a tvori tak linearni strukturu. Pomér mezi témito dvéma jednotkami urcuje stupen
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deacetylace, ktery je klicovym parametrem jeho biologickych, fyzikalné-chemickych
a mechanickych vlastnosti. Stupeii deacetylace chitosanu urc¢uje mnozstvi acetylovych skupin,
které¢ byly odstranény ze struktury chitosanu, pficemz na polysacharidu zustaly volné
aminoskupiny, odtud nazev deacetylace. Cim vys3i je stupeii deacetylace, tim vice dostupnych
aminovych skupin je vystaveno jako potencidlni vazebnad mista pro navazani rtiznych latek.
Chitosan s vysokym stupném deacetylace ma vyssi rozpustnost v kyselych roztocich a kladny
povrchovy naboj. Obecné plati, ze chitosan s vyssim DD, vykazuje lepsi biologické vlastnosti
nez mén¢ deacetylovany chitosan (Mathaba et Darabola, 2020). Stupen deacetylace komer¢né
pouzivaného chitosanu se pohybuje v rozmezi 75-85 % (Van Bavel et al., 2023).

Dalsi vyznamnou vlastnosti chitosanu, je molekulova hmotnost, ktera je vyjadrena jako
primér veSkerych molekul ptfitomnych ve vzorku. Podle zplsobu pfipravy raznych
komponenttli (nanocastice, hydrogely a dalsi), Ize chitosan rozdélit na chitosan s nizkou, stfedni,
nebo vysokou molekulovou hmotnosti (MW). Obecné je vysokomolekularni chitosan méné
degradovatelny, a tim vice stabilni. Viskozita polymeru je zavisld na jeho molekularni
hmotnosti (Chaiwong et al., 2020). Cim vys§i je jeho molekularni hmotnost, tim i viskozita
roztoku je vys$i a naopak. Zarovei chitosan s niz§i molekularni hmotnosti je snadno rozpoustén
ve vodnych roztocich, ¢imz snadno pronikéa do nitra butiky, kde ptisobi svym antibakterialnim
ucinkem. Pro ptipravu hydrogelti nebo cisténi povrchovych vod se naopak pouziva chitosan
s vysokou molekularni hmotnosti. Vzhledem k odliSnym biologickym vlastnostem
a konkrétnimu pouziti, je dilezité brat zietel na molekularni hmotnost (Minh et al., 2017).
Nizkomolekuldrni chitosan vykazuje lepS§i rozpustnost, biokompatibilitu, biologickou
rozlozitelnost a mensi miru toxicity ve srovnani s vysokomolekularnim chitosanem, z tohoto

duvodu je upfednostiiovan a vyuzivam v medicinskych aplikacich (Iswanti et al., 2018).

2.2.2 Priprava chitosanovych castic

Chitosan je syntetizovan ¢astecnou nebo Uplnou deacetylaci (alkalickou hydrolyzou)
chitinu. Pfiprava nanocastic chitosanu nejCastéji vznikd iontovou gelaci sitovanim
tripolyfosfatu sodného (TPP) za tvorby pevné sité¢ (Zhang et al.,2024). Pro piipravu roztoku
chitosanu, sitovanym tripolyfosfatem, se nej€astéji pouziva k jeho rozpusténi kyselina octova
(Sikorski et al.,2021). Metoda zahrnuje tvorbu komplexti mezi kladné a zaporné nabitymi
¢asticemi po mechanickém michéni, pfi¢emz se chitosan oddéluje na kulovité ¢astice riznych

velikosti a povrchovych néboji. Technika iontové gelace je Casto atraktivni vzhledem k
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pottebdm mirného zpracovani, zahrnujiciho vodné prostredi s nizkou toxicitou a jednoduchymi
podminkami pro enkapsulaci 1é¢iva. Oproti jinym metodam pfedstavuje zna¢né vyhody (Razga
etal., 2016).

Nano-, submikro- a mikrocastice se ziskavaji spontanné za mirnych kontrolnich
podminek bez pouziti vysokych teplot, provadi se pti laboratorni teploté. Nejsou pouzivany
organickd rozpoustédla, toxické latky nebo slozitd zafizeni. Chitosan a TPP jsou dobie
pristupné a cenové vyhodné materialy, coz déla metodu financné nenaro¢nou (de Pinho Neves
et al., 2014). Ackoli vySe zminéné faktory pfedstavuji zna¢né vyhody, zasadni a pomérné
obtiznou roli hraje konstantni rychlost pfidavku tripolyfosfatu do roztoku chitosanu, rychlost
michani, objemovy pomér CS/TPP, pH roztokti CS a TPP. Tyto skute¢nosti zasadn¢ ovliviiuji
velikost, jejich miru distribuce, agregaci a povrchovy ndboj submikroc¢astic (Razga et al., 2016).

Tripolyfosfat sodny je multivalentni polyanionts nizkou toxicitou a cenou,
nepiedstavuje zadnd zdvaznd omezeni manipulace a skladovani. Po pfidani roztoku TPP se
vytvoii Castice prostiednictvim intermolekularnich a intramolekuldrnich vazeb vytvotenych
mezi fosfatovymi skupinami TPP a chitosanovymi aminoskupinami. Obecné se pfi této metodé
nanocastice pfipravuji ptidanim roztoku TPP po kapkach (pH 7-9) do kyselého roztoku (pH 4—

6) chitosanu (de Pinho Neves et al., 2014). Ptipravu chitosanu znazoriuje obr. €. 5.
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roztok CS roztok TPP submikrocastice CS/TPP
Pridavek TPP (po kapkéch) do
roztoku CS, michano 30 minut

Obrazek 5: Priprava submikrocastic chitosanu metodou iontové gelace, prevzato a upraveno podle Van
Bavel et al., 2023.

Castice chitosanu lze pfipravovat 1 dal§imi metodami. Obecné je piiprava Castic

rozdelend na dva pfistupy, ,,zdola nahoru a ,,shora doli*“. Metody ,,zdola nahoru* zahrnuji
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ionotropni gelaci zminénou vys, mikroemulzni metodu, nanoprecipitaci nebo naptiklad
polyelektrolytovou komplexaci. Metody ,,shora dolt* ultrazvukovou homogenizaci (sonikace),
spray drying (suseni rozpraSovanim), nebo pfipravu pomoci elektrospreje (elektrostatické

rozpraSovani) (Jhaveri et al., 2021).

2.2.3 Charakterizace chitosanovych ¢astic

Castice disponuji mnoha fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které 1ze dnes modernimi
metodami zméfit a vyhodnotit. Takto 1ze 1 zjistit, zda byla vyroba nanomaterialli spravné
povrchového naboje. Témito metodami analyzujeme i jejich tvar. Velikost ¢astic lze zméfit
pomoci hydrodynamického rozptylu svétla (DLS). Miru distribuce ¢astic v roztoku méfime
pomoci DLS pfistroje jako polydisperzni index (PDI). Povrchovy naboj je nejcastéji
analyzovan zeta potencionalem. Velikost ¢astic |ze taktéz vyhodnotit pomoci mikroskopickych
technik, jako transmisni elektronova mikroskopie (TEM) nebo skenovaci elektronova

mikroskopie (SEM). (Khan et al., 2019).

Hydrodynamicky rozptyl svétla

Pti charakterizaci biopolymernich nanoc¢astic existuje nékolik parametrii, které¢ piimo
ovliviuji stabilitu koloidnich suspenzi. DLS je béZzna metoda pouzivana k méfeni velikosti
¢astic v nanometrovém a submikronovém rozsahu v kapalném prostiedi. Princip metody je
zaloZen na méteni fluktuace intenzity rozptyleného svétla, které je rozptyleno pohybujicimi se
molekulami nebo &asticemi ve vzorku. Céstice se v roztoku neustale a nahodné& pohybuji, tento
jev se nazyva Browniim pohyb. Technika dynamického rozptylu svétla vyuziva laser, ktery
dopada na povrch ¢astic. Rychlost Brownova pohybu, nebo také intenzity rozptylu svétla, udava
velikost &astic. Cim je rychlost a intenzita niZ§i, tim jsou Gastice vétsi a naopak (Lin et al.,

2022).

Polydisperzni index
Hydrodynamicky rozptyl svétla s polydisperznim indexem tzce souvisi, protoze PDI
dané Castice oproti sobé velikostné rozdilné. Polydisperzni index je bezrozmérna veli¢ina, jeho

¢iselnd hodnota se pohybuje od 0 (pro velikostné uniformni ¢astice ve vzorku) do 1 (pro
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velikostné¢ heterogenni ¢astice ve vzorku). Homogenni suspenze ¢astic chitosanu je udavano do
0,3 PDI (Chae et al., 2018). Nad tuto hodnotu zacinaji byt ¢astice polydisperzni. Mira distribuce

nad 0,7 PDI znaci zcela nehomogenni a agregovany vzorek (Danaei et al., 2018).

Zeta potencial

Zeta potencial hraje klicovou roli pfi hodnoceni stability koloidnich suspenznich
roztokli. Poskytuje informace o elektrostatickych vlastnostech ¢astic a jejich interakci
s okolnim prostiedim. Vysoce kladn¢ nebo zadporné nabité ¢astice maji tendenci se navzajem
odpuzovat, ¢imz tvofi stabilni koloidni roztoky. Naboj vznikd diky adsorpci iontli z okolniho
roztoku, disociaci funk¢énich skupin na povrchu ¢astic nebo jinymi procesy. Obecné se za
stabilni povazuji koloidy s hodnotami zeta potencialu v rozmezi —30 az +30 mV nebo vyssi. Na
druhé strané zeta potencial nizsi nez —30 az +30 mV ma4 tendenci tvofit agregaty a tim snizit
jejich stabilitu. Za téchto podminek nejsou castice vhodné k testovani (s ohledem na
homogennost vzorku) in vitro nebo in vivo (Carrasco-Sandoval et al., 2023). Hodnoty zeta
potencidlu jsou nejvice ovliviiovany koncentraci chitosanu, pH roztoku, molekulovou

hmotnosti nebo rychlosti michani ¢astic pii ptipravé (Oudih et al., 2023).

2.2.4 Stabilita chitosanovych ¢astic v kultivaénich médiich

Stabilita chitosanovych ¢astic v kultivacnich médiich je klicovym parametrem pro jejich
biologickou funkcnost a spolehlivost vysledkd in vitro studii. Kultivaéni média, jako jsou
DMEM, RPMI nebo MEM, obsahuji komplexni smé&si iontii, proteint, glukdzy, aminokyselin
a dalSich biomolekul, kter¢é mohou vyznamné ovlivnit elektrostatické vlastnosti, velikost
a morfologii Castic. Jednim z hlavnich mechanismt ovlivitujicich stabilitu ¢astic v téchto
médiich je tvorba proteinové korony. Ta vznika adsorpci sérovych proteint (napf. albumin,
imunoglobuliny, komplementové faktory) na povrch nanocastic (Strojan et al., 2017). Jak
ukazaly studie Strojan et al., sloZeni této korony neni univerzalni — zavisi na povrchovych
vlastnostech castic, slozeni média a koncentraci protein. Proteinova korona meéni zeta
potencial castic a mize vést k jejich agregaci ¢i zméné vnitrobunécného transportu (Strojan
etal., 2017).

Meesaragandla et al. potvrdili, Ze pfitomnost fetalniho bovinniho séra (FBS) v RPMI
médiu zhorSuje stabilitu chitosanem funkcionalizovanych zlatych nanocastic, pficemz

pozorovali vznik sférickych i nesférickych agregatti a vyssi produkei ROS. V prostiedi bez FBS
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byly ¢éstice stabilnéjsi a méné cytotoxické. Naopak v pritomnosti sérovych proteinti dochazi
k vyrazné destabilizaci a zméné chovani ¢astic (Meesaragandla et al., 2022).

Podobné Ozturk et al. potvrdili, Ze CS/TPP mikro¢astice byly vyrazné¢ nachylné
k agregaci v médiu RPMI s obsahem fetalniho bovinniho séra. Zeta potencial se snizil z +40 +
5 mV na -5 mV a castice dosahovaly velikosti az 10 um. Autofi uvadéji, ze mikrocastice
v RPMI bez FBS byly relativné stabilni, i kdyz ¢asova zavislost hrala vyznamnou roli, zejména
pfii inkubaci pii laboratorni teploté 25 °C a v inkubatoru o teploté 37 °C po dobu 24 a 48 hodin.
Chitosanové mikrocastice skladovany pii 4 °C po dobu 24 a 48 hodinach v RPMI bez séra
nepodléhaly vyznamné agregaci. Autofi doporucuji omezit dobu expozice bunék
chitosanovymi nanocasticemi na maximalné 6 hodin, po niz by mélo nasledovat dikladné
promyti bunék fosfatovym pufrem (PBS). Tento postup minimalizuje riziko zkresleni vysledki
cytotoxicity, zejména pii pouziti kolorimetrickych testii na bazi tetrazoliovych soli (Ozturk
et al., 2020).

Vyznamna data poskytuje i studie Jesus et al., kterd se zabyvala vlivem stupné
deacetylace na stabilitu chitosanovych nanoc¢astic (CSNP 80% a CSNP 93%) v médiich DMEM
a RPMI. Béhem 24 hodin inkubace téchto ¢astic v médiich doslo ke snizeni zeta potencialu
z puvodnich +20 mV pro CSNP 93% a +29 mV pro CSNP 80% na -4 mV (CSNP 93%) a —5
mV (CSNP 80%) v DMEM a v RPMI na —2,1 mV (CSNP 80%) a —4,4 mV (CSNP 93%).
Zaroven doslo k zvySeni polydisperzniho indexu z 0,3 (CSNP 80%) na 0,75 a z 0,2 (CSNP
93%) na 0,5 v DMEM po 1 hoding, po 24 hodinach se PI lehce zvysilo u obou chitosant.
V médiu RPMI PI CSNP 80% dosahovalo na hodnotu 0,5 po hoding a 24 hodinach, pro CSNP
93% PI aZ na hodnotu 0,9 po 1 hodiné. Zminéné ¢iselné hodnoty svéd¢i o vyznamné agregaci
a destabilizaci chitosanovych mikrocastic v kultivaénich médiich. Stabilita ¢astic byla vyrazné
vy$§i ve vodé nez v komplexnich bunécnych médiich. Autofi zaroven uvadé¢ji, Zze mira
deacetylace chitosanu méa vyznamny vliv — vyS$i stupent DD piindsi vétsi stabilitu a nizsi
cytotoxicitu (Jesus et al., 2020).

Zajimavé poznatky piinasi i studie Groza et al., ktera se zaméfila na kompozitni
bioaktivni vrstvy tvofené chitosanem a hydroxyapatitem modifikovanym hoi¢ikem. Tyto
vrstvy byly ozafeny elektronovym svazkem a nasledn¢ inkubovany v médiu RPMI po dobu 7
a 14 dni. Vysledky ukazaly, Ze béhem inkubace doslo k absorpci sloZzek média do struktury
vrstev, coz vedlo k tvorbé karbonatového hydroxyapatitu typu B a ke zméné€ morfologie
povrchu, kde vznikly nano- a mikrosférické struktury. Po 14 dnech byla viabilita bun¢k
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osteoblasti MG63 az 106 %. Kultivacni médium pozitivn¢ ovlivnilo chovani bioaktivnich
vrstev z chitosanu a hydroxyapatitu, ptestoze doslo k chemickym a povrchovym zméndm
(Groza et al., 2025).

Cai a Lapitsky ve své studii testovali vliv biomolekul na stabilitu CS/TPP ¢astic. Zjistili,
ze bézné proteiny jako BSA nebo a-laktalbumin nejsou schopny zlepsit stabilitu ¢astic v solném
prostredi (PBS). Tyto proteiny se vazi k chitosanu slab¢ a rychle se z ¢astic uvoliuji. Naopak
DNA, jakozto zaporné nabity polyaniont, je siln¢ vazan na kladn¢€ nabity chitosan a mize zvysit
stabilitu ¢astic tim, ze brani jejich uplnému rozpadu ve fyziologickém prostiedi. Stabilizacni
ucinek DNA byl vsak zavisly na koncentraci — pti nadbytku DNA dochazelo k precipitaci
a tvorb¢ agregatll. Vysledky studie ukazuji, Ze negativné nabité biomolekuly mohou hrat roli

vV stabilizaci, ale jejich pouZiti je potieba optimalizovat (Cai et Lapitsky, 2020).

2.2.5 Internalizace chitosanovych materiali do bunék

Chitosanové materidly maji vyznamné postaveni v oblasti cileného dorucovani 1éCiv.
Klicovym piedpokladem pro jejich ucinnost je schopnost pronikat do bun¢k a transportovat
terapeutické latky do intraceluldrnich kompartmenti. Pro efektivni doru¢ovani chitosanovych
materiali do bunék je nezbytné porozumét nejen jejich stabilité v biologickém prosttedi, ale
také zplsobu, jakym interaguji s bunéénymi strukturami (Pathak et al., 2023). Tato kapitola se
zamétuje na faktory ovliviwyjici miru jejich internalizace a mechanismy bunééného vstupu.

Uvadi se, Ze ¢astice mensi velikosti se inkorporuji do bunék ve vEtsi mife oproti vétSim
(Parde-Schrepler et al., 2017). Tamann et al. pfipravili chitosanové nanoc¢astice (25 nm), které
vykazovaly efektivngjsi intracelularni transport nez mikrocastice o velikosti 150 nm. Autofi
uvadéji, ze nanocastice o velikosti 25 nm 1épe pronikaly do jadra bunék, navzdory snizené
schopnosti vazat u¢innou latku (Tamann et al., 2015). Cytoplazmaticka membrana nese na
svém povrchu negativni naboj. Chitosanové materialy s kladnym povrchovym nabojem jsou
elektrostaticky pfitahovany negativné nabitou bunéénou membranou, coz podporuje jejich
adsorpci na bunéény povrch a usnadnuje iniciaci endocytozy. Vysledkem byva vyrazné vyssi
bunécny piijem ve srovndni s neutrdlnimi nebo zapornymi néboji. Napiiklad Dyawanapelly
et al. porovnavali PLGA nanocastice s negativnim nabojem a tytéz ¢astice potazené chitosanem
(Dyawanapelly et al., 2016). Modifikace povrchi chitosanovych materialt hraje klicovou roli
Vv udrZeni jejich stability v biologickém prostredi, pfinasi efektivnéjs$i bunéénou internalizaci
a zajisténi selektivniho cileni v ramci 1é¢ebnych aplikaci. Chemické sloZeni povrchu Castic 1ze
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cilen¢ upravit prosttednictvim ligandii, povrchovou funkcionalizaci polymery nebo funkénich
skupin. Jednou z bézné vyuzivanych strategii je funkcionalizace chitosanovych materiali
cilenymi ligandy, které umoziuji receptorové zprostiedkovanou endocytdzu. Napiiklad Pereira
et al. prokazali, ze konjugace folatu na povrchu chitosanového hydrogelu vykazoval vyznamné
vy$$i miru internalizace u bunék s vysokou expresi folatového receptoru oproti hydrogelu bez
folatového ligandu (Pereira et al., 2015). Pro snizeni interakce mezi chitosanovymi materialy
a plazmatickymi proteiny nebo buiitkami imunitniho systému, je vyuzivand modifikace povrchu
pomoci syntetického polymeru PEG neboli PEGylace (Tammam et al., 2015). Za ucelem
zvySeni mukoadhezivnich vlastnosti chitosanovych materidlii se vyuzivaji jejich thiolované
derivaty, které vykazuji vyssi afinitu k bunéénym membranam ¢i slizni¢nimu epitelu
a prodluzuji dobu kontaktu s cilovou tkani (Yu et al., 2017).

Endocytéza je aktivni transportni mechanismus, kterym bunka pfijima latky
z extracelularniho prostiedi pomoci invaginace plazmatické membrany a vytvoreni
intracelularnich vezikul. D¢li se na dvé kategorie: pinocytoza a fagocytdza. Pinocytdza se dale
déli na: klatrin-dependentni endocytdzu, kaveolin-dependentni endocytézu a makropinocytozu
(Pathak et al., 2023). Klatrin-dependentni endocytdza neboli receptorem zprostfedkovana
endocytdza je nejvice prostudovany mechanismus internalizace v eukaryotnich bunikach. Tento
proces zacina vazbou extracelularni molekuly (ligandu) na specificky membranovy receptor,
coz indukuje akumulaci adaptinovych proteini a polymeraci Klatrinu — trojnohého
strukturalniho proteinu.  Klatrin  vytvati charakteristickou polyedrickou ,klec* na
cytoplazmatické strané plazmatické membrany. Tato klatrinova sit’ zajiStuje mechanickou
stabilitu a prostorovou organizaci vznikajici endocytické vezikuly o velikosti ptiblizné¢ 100—
250 nm. Nasledné je vezikula odskrcena od membrany pomoci GTPazy dynaminu
a transportovana do cytoplazmy, kde fuzuje s asnymi endozomy (Pareira et al., 2015). Tato
forma endocytdzy je energeticky nérocnd, selektivni a regulovana, coz ji €ini klicovym
mechanismem pro kontrolovany pfijem zivin, rastovych faktori a také terapeutickych nano-,
mikrocastic. U chitosanovych mikro¢astic byla Klatrin-dependentni internalizace prokazana
v fad¢ studii, napt. v Jiang a kol. nebo Cui a kol. (Jiang et al., 2017, Cui et al., 2020).
Endocytéza zprostiedkovana kaveolinem je druh endocytoézy, ktera vyuzivad kaveoly,
membranové invaginace pfipominajici banky o velikosti ptiblizn¢ 50-80 nm. Jsou bohaté na
cholesterol, sfingolipidy a strukturalni protein caveolin-1. Tento typ endocytozy je typicky pro
bunky bohaté na kaveoly, napt. endotelové bunky, adipocyty, fibroblasty a svalové bunky
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(Lima et al., 2021). Naproti tomu v bunétné linii A549 byla internalizace kaveolinem
zprostfedkovana v mens$i mite (Huang et al., 2002). Pti makropinocyt6ze bunécna membrana
vytvaii Siroké vybézky (tzv. ruffles), které pohlcuji extracelularni tekutinu a castice do velkych
vacka (0,2-5 um) zvanych makropinozomy, které splyvaji s lysozomem. Jedna se
0 neselektivni endocytdzu, ktera neni receptorové fizena, ale kde dochazi k polymerizaci aktinu
v cytoskeletu, ¢imz vznikaji membranové (aktinové) vybézky. V studii Dou et al. testovali
mechanismus internalizace chitosanem potazené PLGA mikrocastice. Zjistili, ze mikrocastice
o velikosti 532 nm byly pohlceny procesem makropinocytozy, piicemz mikrocastice PLGA bez
chitosanu (472 nm) inkorporovany makropinocyt6zou nebyly. Autofi tento rozdil vysvétluji
tak, ze mikrocastice s chitosanem mély kladny povrchovy naboj a vyrazné adherovaly
K povrchu bungk, ¢imZz podpofily vznik membranovych vybézki a iniciovaly proces
makropinocytozy (Dou et al., 2019). Fagocytoza je endocytarni proces, jehoz prostfednictvim
profesiondlni fagocyty imunitniho systému (makrofagy, monocyty, neutrofily a dendritické
bunky) pohlcuji velké castice (> 0,5 um) jako jsou apoptoticka téliska nebo patogeny.
Receptory na povrchu fagocytu se po navazani objektu shlukuji a iniciuji polymeraci aktinu,
ktera vede k vytvareni panozek (pseudopodii) obklopujicich ¢astici. Nasledné membrana splyva
a uzavira ¢astici do velkého vezikulu zvaného fagozom, ten splyne s lysozomem a vytvoti
fagolysozom, kde jsou pohlcené objekty enzymaticky rozlozeny (Pathak et al., 2023). V praci
Jiang et al. se zabyvali internalizaci chitosanovych mikroc¢astic makrofagy RAW 264.7.
Z vysledki jejich studie, autofi zjistili, ze mikro€astice o velikosti 246 + 17 nm byly buiikou
pohlcovany nejen prostfednictvim klatrinu, ale z mensi ¢asti také fagocytozou. Je ziejmée, ze

makrofagy mohou pohlcovat i objekty mensi nez 500 nm (Jiang et al., 2017).

2.3 Vyzkum a vyvoj chitosanovych materialii v biomediciné

Chitosanové materialy jsou aktualné vyvijeny v oblastech systémil doruovani 1éCiv.
Jsou ptipravovany ve formach ¢astic (nano- ,mikro-), vlaken, tenkych filmt nebo hydrogela
a zéaroven jako derivaty chitosanu (karboxymethylchitosan, trimethylchitosan atp.), NiZe jsou
uvedeny odvétvi mediciny a nékolik pfikladd chitosanovych materiald studovanych in vitro
a in vivo jako potencialni nastroje v modernim pojeti 1é€by nebo diagnostiky. Jedna se o systém
dorucovani 1é¢iv v oblasti intranasalniho podéni 1éCiv a vakcin na bazi chitosanovych
nanocastic, dale chitosanové materidly v oblasti 1écby a diagnostiky nddorovych onemocnéni,

genova terapie s vyuzitim chitosanovych castic, hojeni ran pomoci chitosanovych hydrogelt
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nebo vyuziti chitosanovych materidlli v oblasti tkdniového inzenyrstvi. Co se ty¢e hojeni ran,
Vv soucasné dob¢ jsou na trhu hemostatické obvazy na bazi chitosanu pod obchodnimi nazvy

ChitoGauze® a HemCon®.

2.3.1 Systémy dorucovani léciv

Systém dorucovani 1éCiv je proces, ktery funguje na principu transportu 1é¢ivé latky na
pozadované misto G¢inku v téle. Cilem je zvysit i€innost 1é¢by, minimalizovat vedlejsi G¢inky
a zlepsit komfort pacienta VétSina 1€Civ je konvenéné podavana ve formach tablet, kapsli,
injekci, masti nebo sirupt. Tyto formulace uvoliuji 1é¢ivo systémoveé do krevniho fecisté
(vyjimaje masti), coz vede k $irsi distribuci latky v téle. Mezi nejobvyklejsi aplikace 1€¢iv jsou
peroralni, lokalni, transmukdzni, parenteralni a inhalac¢ni cesta (Jafernik et al., 2023). Tyto
konvenéni ptistupy maji uréitd omezeni, ktera mohou snizit G¢innost 1é¢iv. Omezeni zahrnuji
sniZenou absorpci 1é¢iva, jeho nekontrolované uvolnovani, nevyzadanou enzymatickou
degradaci nebo vedlejsi ucinky, s niZ se poji toxicita na molekulové az organové trovni (Ye
et al.,2018).

V moderni medicin€ a farmacii je kladen diiraz na vyzkum a podédvani 1éCiv s cilenym
dodanim na urcené misto v organismu. Prostfednictvim cileného dodavani 1éciva a fizen¢ho
uvolfiovani se snizuje toxicita (nezadouci ucinky), davkovani a frekvence podavani latky (Ye
et al., 2018). Zvysena akumulace terapeutik v postizenych oblastech pfispiva ke sniZeni
systémové toxicity 1é¢iv tim, Ze omezuje expozici zdravych tkani a zaroven zvySuje G€innost
1é¢by. Transport 1é¢iv 1ze klasifikovat do dvou kategorii: aktivni a pasivni (Zhang et al., 2019).

K vlastnostem cileného transportu 1é¢iv patii kontrolovatelné uvoliiovani nesouci latky
zavislé na fyzikalné-chemickych aspektech. Chitosan je nerozpustny v zasaditych a neutralnich
pH roztocich. V kyselém prostiedi je rozpustny, ¢astice se za€nou rozpadat a uvoliiovat lé¢ivo.
Takové prostfedi je typické pro nddory, prostfedi Zaludku nebo endozomy a lysozomy
v bunikach (Abbasi et al.,2024). Kombinace chitosanu s materidly citlivymi na vnéj$i podnéty,
jako je svétlo, teplota nebo magnetické pole, umoznuje spoustét kontrolované uvolnovani 1é¢iva
v cilové oblasti (Sathiyaseelan et al., 2022). Léciva mohou byt z chitosanovych nosicl
uvolnovana difuzi, kterou ovliviiuje velikost pord a koncentrace 1é¢iva. U nosicli s vyssi
porozitou dochézi k rychlejSimu uvolnéni, zatimco hustsi struktury umoziuji prodlouzené
a kontrolované uvolnovani (Li et al.,2021). Na zakladé vySe uvedenych informaci mohou byt

1é¢iva uvolnovana difuzi: zménou pH nebo pomoci stimula¢né-responzivniho uvoliiovani.
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Idealni nosi¢ 1é¢iv by mél byt tedy schopen chranit aktivni slouc¢eninu v 1é¢ivech proti
degradaci imunitnim systémem a podporovat vychytavani bunikami prezentujicimi antigen.
Umoziovat efektivni transport ucinnych latek do cilovych tkani a zajist'ovat jejich postupné
uvoliovani (Dabaghian et al.,2018). Pro tento ucel bylo vyvinuto nékolik typt nanoc¢astic
vcetné organickych (chitosan, celuléza, lipozomy), anorganickych (kovové, oxidy kovi,
kfemikové nanocastice) (Far et al.,2024) a biologickych ¢astic (exozomy, adenoviry, aloumin)
(Luo et al., 2023). Chitosan, disponujici kladnym nabojem a mukoadhezivni vlastnosti, pomaha
prodlouzit stiedni dobu setrvani ¢astic piilnutim k zaporn€ nabité bunécné membrané. Pro jeho
dalsi vlastnosti, zejména biokompatabilitu a netoxicitu, je jeden z nejpouzivanéjsich ptirodnich
polymera v nosi¢ovych systémech (Chauhan et al.,2024).

Chitosanové nanocastice (1-100 nm) a mikroc¢éstice (100 nm—100 um) jsou Siroce
pouzivany ve farmaceutickych vyzkumnych aplikacich pfedev§im jako nosice 1é¢iv. Nano-
a mikroc¢astice snadno pronikaji kapilarnimi a epitelialnimi tkanémi, ¢imz umoznuji ucinné
dodavat ucinné latky, jako jsou léky, vakciny nebo geneticky material do cilovych mist v téle.
Mikrocastice oproti nanocasticim pronikaji do bunék a tkédni pomaleji, na druhou stranu jsou
vhodnymi nosi¢i pro dlouhodobé uvoliovani 1éCiv. Nanocastice do velikosti 100 nm
vykazovaly vice nez trojnasobné vyssi miru distribuce do arteridlniho fecisté ve srovnani
s mikrocasticemi o velikosti 275 nm (de Pinho Neves et al., 2014). Nanocastice a mikrocastice
se pfipravuji ve formeé sfér nebo kapsli (mikro- nanosféra/mikro- nanokapsle). Sférické Castice
jsou tvofeny materidlem (naptiklad polymerem), ve kterém muze byt aktivni latka rovhomérné
rozptylena nebo navazana na jejim povrchu. Kapsle maji dutou strukturu rozdélenou vnitinim
jadrem a vn&j$im membranovym obalem. Uinna latka miiZze byt uzaviena uvnité kapsle
(v jadie), nebo ve sténé obalu (Victor et al., 2024). Nanosféry a nanokapsle jsou schematicky

znézornény na obr. €. 6.
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Obrazek 6: Nanosféra a nanokapsle, pfevzato a upraveno podle Victor et al., 2024.

Chitosanové a jiné hydrogely vznikaji zesitovanim polymernich fetézci vedoucim
K trojrozmérnym (3D) strukturdam schopnym zadrzovat velké mnozstvi vody bez nasledného
rozpousténi. Poddajna struktura chitosanu s vysokym obsahem vody ¢ini hydrogely idealnim
materialem pro tkanové inzenyrstvi, zejména jako skafoldy v regenerativni medicing ¢i pii
vyvoji implantat. Tento potencidl podnécuje rostouci zdjem o hydrogely vyrabéné pomoci 3D
tisku. Chitosanové hydrogely maji Sirokou $kalu aplikaci v biomedicinské oblasti, jako je kryti
ran nebo systém dodavani 1é¢iv (Maiz-Fernandez et al., 2021).

Vldkna chitosanu vykazuji vysoky pomér plochy povrchu k objemu, coz je ¢ini
biokompatibilnimi pro podporu bunééné adheze a rlstu. Jsou porézni a vykazuji vysokou
mechanickou pevnost v tahu. Skladanim vlaken rtznych velikosti (nano- /mikro-) vznikaji
chitosanové membrany. Porozita vlaknitych membran usnadfiuje transport zivin a odstranéni
metabolického odpadu. Vlaknité membrany svou strukturou piipominaji extracelularni matrici,
coz je ¢ini vhodné v tkanovém inzenyrstvi a hojeni ran (Tao et al., 2020).

Tenké chitosanové filmy jsou homogenni, polopropustné vrstvy zajistujici
mechanickou stabilitu vysokou pevnosti a pruznosti (Xu et al.,2022). Umoznuji difuzi kysliku,
coz je zadouci v aplikacich pro hojeni ran, nebo poskytuji ochranu pfed dehydrataci a vnéjsi

kontaminaci (Jamaran et al.,2022).
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Vyzkum lé¢iv na bazi chitosanovych nanocastic k intranazalnimu podani

Léky podavané per os se potykaji s celou fadou prekazek, a tyto bariéry zahrnuji
nachylnost k degradaci 1é¢iva v gastrointestinalnim traktu a jaternim metabolismu. To vede ke
snizené systémové absorpci a nedostateCnym koncentracim 1é¢iva v cilovém misté. Vstupni
nosni cesta predstavuje neinvazivni, bezbolestnou a pacientsky pfivétivou alternativu
Kk tradi¢nim zptisobtim aplikace 1éCiv. Je povazovano za bezpecné nejen diky nizkému riziku
infekce a moznosti samoaplikace, ale také z hlediska toxicity — vhodné navrzené formulace
neposkozuji nosni sliznici, nevykazuji lokalni ani systémové toxické ucinky a vyuzivaji
biokompatibilni nosné systémy. Nosni sliznice je diky své vysoké vaskularizaci vhodné pro
rychlou a ucinnou absorpci 1é¢iv. Obsahuje imunitni bariéru zndmou jako NALT, kterd je
soucasti slizni¢ni lymfoidni tkdiné MALT (Dumkliang et al. 2021) Pfitomnost této obranné
struktury vSak komplikuje nazalni podéni vakcin, protoze voln¢ rozpustné antigeny casto
nedokézou vyvolat dostatecnou imunitni odpovéd’ bez pouziti adjuvans nebo vhodnych
nosicovych systému. Tyto systémy a pomocné latky zajist'uji dels$i kontakt antigenu se sliznici,
jeho transport pres epitel a naslednou aktivaci bun€k imunitniho systému (Dabaghian
et al.,2018, Dumkliang et al. 2021).

Kationtova povaha chitosanu otevird t€snéd spojeni hematoencefalické bariéry (BBB)
dvéma cestami: extracelularni cestou a intracelularnimi, coz umoznuje 1ékiim prochazet skrze
BBB. Mukoadhezivita chitosanu zvysuje retencni ¢as na sliznici a nasledné zvySuje jeho
absorpci, a tim uc¢innost 1é¢by. Jakozto adjuvans zvySuje rozpustnost hydrofobnich Ié¢iv.
Obvykle jsou léky na poruchy CNS preferovany pro podavani peroralng. Intranazalni podani
ZlepSuji pranik 1éku do mozku a zkracuji systémovou expozici. Tento fakt potvrdili i Liu et al.,
ktefi vyvinuli karboxymethylchitosanové nanocastice sobsahem karbamazepinu pro
intranazalni podani k 16¢bé epilepsie. Z vysledku jejich studie uvedli, Ze tyto nanocastice u¢inngé
penetrovaly pifes BBB a pozvolna uvoliiovaly karbamazepin s vyraznou absorpci. Intranazalni
podani je se jevi u¢inn&jSim oproti konven¢nimu intravendznimu a oralnimu podani (Liu et al.,
2018).

Podobn¢ Hassan et al. pfipravili lipidové nanocastice funkcializované chitosanem
s obsahem Tanshinone I1A. Tanshinone IlA je lipofilni diterpen extrahovany z kotent ¢inské
byliny zvané Salvia miltiorrhiza. Bylina vykazuje rGzné biologické ucinky proti mnoha
lidskym onemocnénim zahrnujicim neurologické poruchy, zejména Parkinsonovy choroby.

Zaroven zjistili, ze zkoumana latka disponuje antidepresivnimi a protizanétlivymi ucinky.
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Pripravené Castice obsahujici Salvia miltiorrhiza se jevi jako dobré 1é¢ivo pro Parkinsonovu
chorobu (Hassan et al., 2024).

Ve studii Alastal et al. enkapsulovali dihydroergotamin do nanocastic z chitosanu
a podavali je intranazaln¢ laboratornim krysam. Z vysledka vyplyva, ze se vyznamné zvysila
ucinnost dihydroergotaminu oproti standardnim intranazalnim roztokiim. Lécivo pfenasené
pomoci nanocastic z chitosanu se jevi jako slibny 1ék pro akutni 1é¢bu migrény (Alastan et al.,
2023).

Hassan et al. pfipravili a hodnotili nasalni podani antihypertetika olmesartan medoxomil
enkapsulovany v mikrocasticich chitosanu. Pfi perordlnim uzivani je biologickd dostupnost
antihypertetika nizka, zaroven se objevuje prijem jako vedlejsi ucinek v dusledku imunitni
odpovédi na Iék. Z experimentu na laboratornich krysach zjistili, Ze antihypertetikum
zapouzdiené v chitosanovych mikrocasticich podavané intravazalné zvysilo 11krat biologickou
dostupnost a 7,2krat stfedni retencni €as, oproti peroralnimu uzivani. Zaroven laboratorni krysy
vykazovaly pokles krevniho tlaku ve srovnani s kontrolni skupinou krys a snizeni vedlejSich

ucinki (Hassan et al., 2022).

Experimentalni vakcinace nanoc¢asticemi chitosanu k intranasalnimu podani

Iswanti et al. ve své studii uvedli, Ze nanoformulace chitosanu indukuje imunitni
odpovéd’ po nazdlnim podani. Chitosan diky své mukoadhezivni schopnosti napomaha
kontaktu s nosni sliznici a podporuje prunik do tkané tim, Ze sniZuje u¢innost mukociliarni
clearance. Pfi transportu antigenu zaroven usnadiiuje otevieni tésnych spojeni nosni epitelové
bariéry (Iswanti et al.,2019). Zaroven bylo zjisténo, Ze nosni podani 1é¢iv ma vyssi a€innost
oproti konvenénimu subkutannimu podani (Amirnasr et al.,2016).

Navzdory témto slibnym vlastnostem neni nativni chitosan pii fyziologickém pH
dostatecné funkéni jako nosi¢ ani adjuvans, coZ omezuje jeho vyuZiti v nosnich vakcinach.
Proto je ¢asto chemicky modifikovan na derivaty, jako je trimethylchitosan, ktery si zachovava
rozpustnost a stabilitu 1 v neutralnim pH. Interaguje s mucinem a zvysuje setrvani antigenu na
sliznici, ¢imz podporuje vznik protilatkové odpovédi. Intranasalni transport chitosanu je
vyuzivan pii 1é€bé 1 prevenci riznych patologickych stavll, jako vakcinace proti chfipce,
bakterialnimu onemocnéni a jiné. Studie Dabaghian et al. popisuje ptipravu ¢astic na bazi TMC
k vakcinaci proti chiipce A (Dabaghian et al., 2018). Najminejad et al. zkoumali u¢innost
vakcinace na bazi trimethylchitosanu proti ¢ernému kasli (Najminejad et al., 2019). Nevagi
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et al. zas pripravili nanovakcinu s peptidem polyglutamové kyseliny a TMC. Vakcina vyvolala
u mysi silné systémové a slizni¢ni protilatkové reakce proti Streptococcus skupiny A (Nevagi
etal., 2018).

Dumkliang et al. se zamé&fili na vyvoj vakciny proti Japonské encefalitidé. Nanocastice
z chitosanu proti Japonské encefalitidé prokazaly zvySené slizni¢ni imunitni reakce a vyssi
hladiny sekre¢niho imunoglobulinu A ve srovnani s tradi¢ni subkutanni imunizaci. Vysledky
ukazuji na potencial posileni sliznicni 1 systémové imunity proti Japonské encefalitidé
(Dumkliang et al. 2021). Alcantara et al. vyvinuli G¢inny mukoadhezivni chitosanovy nosi¢ se
zapouzdienym favipiravirem. Favipiravir je antivirotikum pro lécbu mirnych az stiedné
zavaznych ptipadi koronavirového onemocnéni COVID-19. Chitosanové nanocastice
s optimalizovanymi vlastnostmi s enkapsulovanym favipiravirem vykazovaly az 35krat vyssi
inhibici virové replikace ve srovnani s volné podanym favipiravirem intranasalné. Toto zjisténi
ukazuje na zasadni vyznam vhodné formulace nosice pro zvysSeni terapeutické ucinnosti
(Alcantara et al., 2022).

Gastroenteritické infekce bruceldza, vyvolana bakterii Brucella abortus, zpisobuje
nakaZlivou zoono6zu a chronicitu onemocnéni u lidi. Shim et al. pfipravili nano¢astice chitosanu,
do kterych byl zapouzdien enzym malatdehydrogendza. Ten slouzil jako imunogenni antigen.
Po podani laboratornim mys§im navodil slizni¢ni imunitni odpovéd’ skrze NALT, indukoval
produkci prozanétlivych cytokinii a specifického imunoglobulinu A, coz poukazuje na

potencial silné imunitni reakce (Shim et al., 2020).

Chitosanové materialy v experimentalni 1é¢bé a diagnostice nadorovych onemocnéni

Nédorova onemocnéni se fadi mezi celosvétoveé druhou nejcastéjsi civilizaéni chorobu
na svété, prvni z nich jsou nemoci kardiovaskularniho systému. Podle svétové zdravotnické
organizace WHO v roce 2018 zemfelo na toto onemocnéni odhadem 9,6 miliond lidi. Nadory
plic, prostaty, tlustého stfeva, kone¢niku, zaludku a jater jsou nejéastéjSimi typy neoplasii
U muza. Zatimco novotvary prsu, tlustého stfeva, kone¢niku, plic, déloZzniho ¢ipku a §titné zlazy
jsou nejcastéjsi u zen (WHO, 2025).

Konvenéni chemoterapie se systémovym podavani cytostatik vede k nezadoucimu
ovlivnéni zdravych bun¢k, ke Spatné 1é¢bé a rozvoji rezistence viici antineoplastickym 1ékiim
(Zhang et al., 2019.). Mnohocetna 1ékova rezistence je Casto se vyskytujici fenomén v terapii

nadorovych onemocnéni. Nadorové buiky ziskavaji odolnost vaci Sirokému spektru
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chemoterapeutickych 1é¢iv, véetné téch, se kterymi nebyly ptivodné 1éceny. Lékova rezistence
je jedna z hlavnich pii¢in komplikaci a selhani chemoterapie (Nurjis et al., 2024).

Cévni teciste solidnich nadori roste nekontrolovatelné rychle, nerovnomérné, podléha
tvorbé vétsich uzlt a port. Nadorové cévy jsou Casto nezralé, nepravidelné a maji vétsi pory
nez neporusené. Prostiednictvim téchto pori mohou Castice pronikat dovnitt nadoru. Mimo
jiné, lymfaticky systém nedokdze z nadorové tkané efektivné odstraiiovat ziviny a odpadni
materidly. Kombinaci téchto dvou anomalii vznika fenomén EPR (zvySend propustnost
aretence). Diky poruSenému a poréznimu cévnimu spojeni ¢astice a nanocastice snadné&ji
pronikaji do naddoru a kvili nedostate¢nému lymfatickému syStému tam zastavaji delsi dobu.
Tento mechanismus predstavuje pasivni transport solidnich nadori (Zhang et al., 2019).

Snizit 1ékovou rezistenci pomoci pasivniho transportu se pokouseli ve studii Nurjis
et al., kteti ptipravili a testovali nanomicely na bazi kvartérniho amonného palmitoylového
glykol-chitosanu s kombinaci doxorubicinu a kurkuminu. Tento systém byl uréen k piekonani
mnohocetné 1ékové rezistence v 1é¢bé trojité negativniho karcinomu prsu. Z vysledki jejich
studie se ukazalo, ze nanomicely vii¢i nadorovym buiikam vykazovaly vyssi absorpci, toxicitu
a apoptdzu oproti volnym lé¢iviim doxorubicinu a kurkuminu. Zaroven bylo prokazano snizeni
nezéadoucich ucinki zapouzdieného doxorubicinu v nanomicelich. Tento 1é¢ebny piistup mize
zmirnit mnohocetnou lékovou rezistenci, podporovat synergicky efekt obou 1é¢iv a nabidnout
bylo sniZeni 1ékové rezistence dosazeno kombinaci radionuklidové a fotodynamické terapie.
Radionuklidova terapie pomoci nanocastic zna¢enych radionuklidem lutecium-177 zpusobila
ptimé posSkozeni DNA néadorovych buné€k, zatimco fotodynamicka terapie zvysila produkci
ROS, které zpisobily oxidativni stres a dodatecné poskozeni bunéénych struktur. Diky tomu
bylo mozné piekonat obranné mechanismy nadorovych bunék a vyrazné zvysit G€innost 1éCby.
Navic zména povrchového naboje nanocastic na bazi glykol-chitosanu v kyselém nadorovém
mikroprostiedi vedla k vys$i bunécné internalizaci, zvySené produkci ROS a synergickému
cytotoxickému Uc€inku, coZ umoznilo efektivni eliminaci 1 potencialné rezistentnich nadorovych
bun¢k (Zhang et al., 2022).

Aktivni transport je zalozen na interakci mezi bunéénymi receptory nadoru
a specifickou protilatkou navazanou na komplexu IéCiva a Casticového nosi¢e pomoci
kovalentnich vazeb nebo tzv. spaceru. Dochdzi tak ke specifické reakci mezi receptorem

a lécivem pomoci vazebné afinity protilatky (Zhang et al., 2019). V mediciné je zaveden
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relativné novy termin zvany ,teranostika“, ktery vznikl se spojenim slov ,terapie®
a ,,diagnostika“. Kombinuje diagnostickou slozku umoznujici detekci, lokalizaci
a monitorovani nadoru. Terapeutickd slozka umoziuje cilen¢ dodavat lécivo piimo do
nadorové tkané, ¢imz zamezuje posSkozeni zdravych bunék. Teranostika, vychazejici
z personalizované mediciny, vytvaii 1écbu ,,na miru* na zéklad¢ detailniho popisu nddorového
onemocnéni s vyuzitim genetickych vysetfeni (Alghamdi et al., 2022). Obr. ¢. 7 schématicky

znazornuje teranostickou 1écbu.
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TP Toxicky efekt

Obrazek 7: Teranostika, pfevzato a upraveno podle Alghamdi et al., 2022.

U vétSiny naddorovych bun€k dochazi k nadmérné expresi specifickych receptort na jejich
povrchu, které se 1isi od zdravych bun¢k. Tyto receptory (napi. folatovy receptor alfa) jsou
charakteristické pro urcité typy nadorit a poskytuji ptileZitost pro cilenou terapii. Strategie
vyuzivajici ligandy (napf. kyselina listovd) umoziuji ptesné doruceni lé¢iv k nadorovym
bunikam, ¢imz se zvySuje ucinnost 1¢¢by a snizuji se vedlejsi G¢inky na zdravé tkang. Ye et al.
pripravili nanocastice chitosanu se zapouzdienym doxorubicinem a navéazanou kyselinou
listovou, ktera slouzi jako cilové selektivni ligand pro folatovy receptor exprimovany na
bunikdch hepatomu. Porovnavali cytotoxicitu doxorubicinu zapouzdieného do nanocéstic
chitosanu bez ligandu a s ligandem. Dosli k zavéru, ze nanocastice s navazanou kyselinou
listovou prokézaly vyrazné vyssi cytotoxicitu vii¢i bunkdm hepatomu, coz vedlo ke sniZzené

proliferaci bun€k oproti nanoc¢astic bez ni. Dale bylo zjiSténo, Ze vazebna afinita mezi ligandem
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a bunécnym receptorem zvysila inkorporaci Castic prostiednictvim endocytozy (Ye et al.,
2018).

Podobné ve své studii Hemalatha et al. cilili na folatové receptory nadorovych bunék, kdy
vyrobili anhydridové nanocCastice oxidu zeleza a =zlata, potazené oleyl-chitosanem
s konjugovanym methotrexatem. Methotrexat zde plnil dvoji roli, jako terapeuticka slozka
inhibujici dihydrofolatreduktazu, a soucasné jako cileny ligand umoziujici specifickou
vazebnou afinitu na folatové receptory na povrchu nadorovych bunék. Diagnosticka funkce
systému byla zajisténa kombinaci magnetickych vlastnosti Zeleza, které umoznovalo negativni
kontrast v magnetické rezonanci (MRI), a vysoké rentgenové absorpce zlata pro ucinné
zobrazeni pomoci pocitacové tomografie (CT). Nanocastice vykazovaly vynikajici
biokompatibilitu, minimalni toxicitu a vhodné fyzikalné-chemické vlastnosti pro vyuZziti
V teranostice, tedy v soub&Zzné terapii a zobrazovaci diagnostice nddorovych onemocnéni
(Hemalatha et al., 2018).

Pro zobrazovaci diagnostiku nadorové tkang, v praci Vashist et al., byly vyvinuty
biopolymerni nano- a mikrogely na bazi chitosanu a hydroxyethylcelulozy, které byly
hydrofobné modifikovany polyolem ziskanym z Inéného oleje. Diky této tpraveé vykazovaly
hydrogely zvysenou hydrofobicitu, schopnost pfekonat model hematoencefalické bariéry
a vyraznou autofluorescenci v Sirokém spektru vinovych délek. Testy na riznych typech
lidskych bunék vcetné astrocytl, mikroglii a perifernich mononuklearnich bun¢k vykazovaly
vysokou biokompatibilitu a minimalni toxicitu. Tyto nano-, mikrogely nebyly vyuzity
k pfenosu terapeutické latky a neobsahovaly cileny transportni mechanismus. Pfesto jejich
fyzikéalné-chemické vlastnosti vykazuji slibny potencial pro budouci aplikace v oblasti

teranostiky, zejména pii 1é¢bé onemocnéni centralniho nervového systému (Vashist et al.,
2020).

Experimentalni genova terapie s vyuzitim chitosanovych materiala

Genova terapie je moderni léCebna strategie, ktera spociva v prenosu genetického
materialu (DNA nebo RNA) do buné€k za tcelem korekce genetickych poruch, regulace genové
exprese, ¢i 1éCby riznych onemocnéni, véetné rakoviny, infekci a dédicnych nemoci. Cilem je
bud’ nahradit chybé¢jici nebo defektni gen, nebo inhibovat expresi Skodlivého genu. Tato terapie
se muze realizovat in vivo nebo ex vivo. K pfenosu gent jsou nejcastéji pouzivany virové

vektory, napiiklad adenoviry nebo lentiviry (Paredes-Hernandes et al., 2025). Za posledni
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desetileti jsou intenzivné zkoumany i nevirové vektory, mezi n€z patii chitosan a jeho derivaty.
Interakce prostfednictvim elektrostatické vazby mezi aminoskupinami chitosanu a fosfatovymi
skupinami DNA nebo RNA vznika tzv. chitosan-DNA/RNA nanokomplex (Dong et al.,2024).

Jednim z hlavnich omezeni genové terapie vyuzivajici adenovirové vektory je kratka
doba exprese terapeutického genu a vyvolani silné imunitni odpovédi hostitele. Tyto faktory
omezuji u€innost 1écby a brani opakovanému podani vektoru. V nedavné studii autortt Gou et
al. byl v1éEbé jaterni fibrozy testovan adenovirovy vektor s genem pro interleukin 10
smichanym s vodnym roztokem karboxylmethylchitosanu. Vznikla smés byla injekcné
podavana modelovym mysim intrahepatalné. Védci zjistili, Ze pfidany roztok k adenovirovému
vektoru vyrazné prodlouzil expresi transgenu o0 7 dni. Opakovana aplikace adenoviru
v kombinaci s karboxylmethylchitosanem vedla k vyraznému zmirnéni imunitni odpovédi
a jaterni fibrézy. Histologické a imunochemické vySetfeni potvrdilo snizené ukladani kolagenu
a potlaceni aktivace itovych bunck jater. Ptridany karboxymethylchitosan tak umoznil
opakované podani adenoviru bez toxickych ucinkt, ¢imz vyznamné zlepsil ucinnost genové
terapie pii 16€bé onemocnéni jater (Gou et al.,2022).

Cilené dorucovani genetického materidlli v chitosanovych nano-, mikrocastic bylo
zkoumano v terapiich nékolika onemocnéni. Naptiklad Khademi et al ve své studii navrhli
a testovali dualné cileny systému pro doruceni CRISPR/Cas9 do nadorovych bunék, ktery
kombinuje nanocastice chitosanu s povrchové funkcionalizovanou kyselinou hyaluronovou
s aptamerem AS1411. Cilem bylo efektivné ,,knockoutovat onkogenni gen FOXM1, ktery je
nadmérné exprimovan u mnoha typt nadorovych onemocnéni, a tim potlac¢it proliferaci
a migraci téchto bungk. V in vitro testech na nadorovych linii prsou, plic a délozniho hrdla vedl
systém CRISPR/Cas9 zapouzdieny v chitosanovych ¢asticich k vyznamnému snizeni viability
bun¢k, zatimco vliv na nenadorovou linii ledvin byl minimalni. In vivo studie na mysich
modelech potvrdily zpomaleni ristu nadoru bez znamek systémové toxicity (Khademi et al.,
2022).

Podobné ve studii Xue et al. pomoci genové terapie cilili na 1é¢bu Parkinsonovy
choroby. Vytvofili nanoc¢éstice na bazi chitosanu, které nesou plazmidovou DNA s nervovym
ristovym faktorem a pfirodnim antioxidantem acteosid. Vysledky in vitro a in vivo ukazaly
snizenou expresi a-synukleinu (marker Parkinsonovy choroby), zvySenou produkci dopaminu,

zlepSeni motorickych funkci a bez prokdzané systémové toxicity. Autofi nanocastice pro
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genovou terapii Parkinsonovy choroby hodnoti jako slibny systém doruceni 1é¢iv pro dalsi
vyvoj v 1écbé (Xue et al.,2020).

Studie Campos et al. a Sava et al. se zabyvali systémy dorucovani siRNA zalozeného
na chitosanovych mikro- a nanocasticich v oblasti antivirové a neurodegerativni terapie.
Campos et al. pripravili a testovali mikrocastice chitosanu s enkapsulovanou siRNA pro
potlaceni replikace viru HIV-1. Jako cilova sekvence byla zvolena siRNA namifend proti
tat/rev (regulaéni proteiny) genim HIV-1. Navrzeny systém efektivné potlaéil replikaci viru
a pfi porovnani s nevirovym nosi¢em polyethyleninem vykazoval slibnéjsi u¢inky, zatimco
s komer¢né liposomalnim systémem (ESCORT) vykazoval srovnatelny efekt. Zajimavym
zjisténim bylo, Ze mikrocastice chitosanu bez siRNA vykazovaly ¢aste¢ny antivirovy ucinek,
coz naznacuje jeho mozny synergicky efekt pfi kombinaci s genovou terapii (Chronopoulou et
al., 2022). Sava a kol. vyvinuli intranazalni systém genové terapie vyuzivajici chitosanové
nanocastice k doruceni siRNA cilené proti genu HTT. Tento gen je zodpovédny za vznik
Huntingtonovy choroby. Vysledek vedl k efektivnimu snizeni exprese HTT genu v strukturach
mozku laboratornich mys$i (Sava et al., 2020). Stejni autofi pozdéji popsali kinetiku ucinku pro

nastaveni vhodného davkovani (Sava et al., 2021).

Vyzkum chitosanovych hydrogeli v procesu hojeni ran

Hojeni ran je komplexni biologicky proces, ktery probihé ve ctytech zékladnich fazich:
hemostaza, zanét, proliferace a remodelace. V piipad€ naruSeni jedné z té€chto fazi dochézi
Kk prodlouzeni nebo patologickému hojeni, coz je Casté zejména u chronickych ran. Idealni
materidly pro péci o rany by mély byt biologicky odbouratelné, biokompatibilni, mechanicky
stabilni, sterilni, udrzovat optimalni hydrataci tkani (vlhkost), zastavovat krvaceni, podporovat

angiogenezi, proliferaci, remodelaci, branit kolonizaci rany bakteriemi a potlacit vznik biofilmu
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(Yu et al., 2022). Na obr. ¢. 8 lze vidét fyziologicky proces hojeni ran ve ¢tyfech fazich

s tCastnénymi slozkami extracelularni matrix a buitkami lidského organismu.

Hemostaza 2 Zanét
T oy ~ - eyocyty (@)

Krevni sraZenina |
B

Trombocyty

Fibrinové vldkno ="
Neutrofil (@)

Makrofag o

T-burika
4. Fibroblast
Jizva
Myofibroblast =~
. Kyselina
—Angiogeneze} hyaluronova AW

Glykany 5).\"\\'\\‘.1\

Kolagen  gyppgn

Obrazek 8: Proces hojeni ran, pievzato a upraveno podle Ansari et Darvishi, 2024.

V akutnich poranénich, kde je prioritou rychld hemostaza, prokéazaly chitosanové
hemostatické materialy vysokou ucinnost. Kationtovy charakter polymeru podporuje agregaci
erytrocytl a aktivaci desticek, ¢imz urychluje hemostazu. Predpokladd se, ze chitosan
neindikuje polymeraci fibrinu prostfednictvim koagulac¢nich faktord, ale skrze fyzikalnich
interakci s krevnimi elementy (Yu et al., 2022). Pro G¢innou zastavu krvaceni Peng et al.
pfipravili hydrogel na bazi hydroxypropylchitosanu a e-poly-L-lysinu s injektovatelnymi
a samolécebnymi vlastnostmi. Vysledky in vitro a in vivo ukazaly, ze tento hydrogel podpofil
rychlou zastavu krvaceni (Peng et al., 2024).

Chitosan, diky své kationtové povaze nevykazuje pouze hemostatické vlastnosti, ale
I antibakterialni u¢inek zprostiedkovany narusenim bunéénych membran bakterii, které jsou
negativné nabité. Kromé toho je také znamy svymi mukoadhezivnimi vlastnostmi, spojenymi
s hydroxylovymi a aminovymi skupinami. Ty mohou interagovat se skupinami kyseliny
sialové v glykoproteinech mucinu za vzniku vodikovych vazeb a elektrostatickych interakci
(Maiz-Fernandez et al., 2021). Antimikrobialni u¢inky chitosanu pusobi odlisnym zplisobem
proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim v zavislosti na ptislusné struktufe bunééné

membrany. U gramnegativnich bakterii interaguje s aniontovymi strukturami pfitomnymi na
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jejich povrchu, jako jsou lipopolysacharidy a proteiny. U grampozitivnich bakterii interaguje
pfimo s vrstvou jejich bunécné stény sestdvajici z negativnich néboji peptidoglykanu
a teichoovych kyselin. Ve studii Guarnieri et al. a Abedian et al. testovali antimikrobialni
ucinek chitosanovych roztoku s riznymi molekulovymi hmotnostmi. Guernieri et al. zjistili, Ze
chitosan s nizkou MW ma vyssi antimikrobidlni aktivitu proti grampozitivnim bakteriim
(Guarnieri et al., 2022). Naopak Abedian et al. uvedli, vysokomolekularni chitosan vykazoval
vy$$im antimikrobidlnim a¢inkem proti grampozitivnim bakteriim. Autofi dale uvadéji, ze
korelace mezi MW chitosanu a jeho antimikrobialni aktivitou je potfeba dal studovat (Abedian
et al., 2019). V jiné studii, Far et al., ptipravili a testovali porézni hydrogely na bazi chitosanu
zesiténé Zelatinou, které byly navic obohaceny o kovové ionty, konkrétné stiibra, médi a zinku.
Cilem bylo zhodnotit jejich antibakteridlni uUCinnost proti grampozitivnim bakteriim
Staphylococcus aureus a gramnegativnim bakteriim Escherichia coli. Vysledky jejich studie
prokazaly, ze chitosanové hydrogely obohacené o kovové ionty, zejména stfibra, maji
vyznamnou antibakterialni aktivitu proti grampozitivnim, ale i gramnegativnim bakteriim. Tyto
hydrogely také vykazovaly dobrou biokompatibilitu, coZz naznaduje jejich potencial pro
aplikace v hojeni ran a prevenci infekci (Far et al., 2024).

Chitosanové materidly, zejména hydrogely, pfirozen¢ napodobuji extracelularni matrix,
a tim podporuji adhezi, proliferaci a migraci bunék. V praci Zhang et al. vyvinuli hydrogel na
bazi karboxymethylchitosanu, oligoprokyanidinii a oxidovaného dextranu citlivy na pH
s inkorporovanym deferoxaminem, latkou s antioxidacnimi a proangiogennimi uCinky.
Hydrogel vyuzivd pH-senzitivni vazby (Schiffovy baze), které¢ se v kyselém prostiedi
chronickych ran rozkladaji, coZ umoziuje fizené uvolnovani deferoxaminu pfimo do postizené
hydrogelu. In vivo testy na mysich s diabetem potvrdily zlepSeni antioxida¢niho stavu,
modulaci imunitni odpovédi a urychleni hojeni ran, coZ €ini tento hydrogel slibnym kandidatem
pro klinické aplikace ve formé kryti diabetickych ran (Zhang et al., 2025).

Chitosanové hydrogely jsou velmi ¢asto pouzivané pro lécbu popaleninovych ran.
Napiiklad Zheng et al. vytvorili vicevrstevny chitosanovy hydrogel ve formé obvazového kryti
ur¢ené¢ho K prvni pomoci pii popaleninach druhého stupné. Hydrogel disponoval rychlym
chladicim efektem, vyraznym protizanétlivym a antibakteridlnim uwc¢inkem, podporoval
angiogenezi, a urychlil regeneraci rany (Zheng et al., 2023). Prace Ren et al. se rovnéz zabyvala
ptipravou chitosanového hydrogelu urceného k prvni pomoci pii popéaleninach 2. stupné. Na
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rozdil od Zheng et al. autofi vytvofili injek¢né podavany hydrogel na bazi glykolchitosanu
obohaceného kyselinou salvianolovou B. Tato kyselina je pfirodni polyfenolicka slouc¢enina
s antioxida¢nim ucinkem, ktera byla pouzita k ochrané tkani pifed oxida¢nim poskozenim
produkci ROS (Ren et al., 2024). Jini autofi (Wang a kol.) pfipravili chitosanovy hydrogel
obohaceny o esencialni olej zeukalyptu, ktery byl uréen pro 1écbu infikovanych
popaleninovych ran (Wang et al., 2021). Valadi et al. na druhou stranu syntetizovali kompozitni
hydrogel na bazi alginitu a chitosanu, obohaceného o silymarin (ostropestiec maridnsky)
nebylo pfiblizeno, o jaké popaleninové stavy se jedna. (Valadi et al., 2024). Na obr. ¢. 9 lze
vidét priklad injekéné aplikovaného hydrogelu na bazi chitosanu k prvni pomoci pfi

popaleninovych stavech 2. stupné.

Popileninovy stav 2. stupné
Aplikace

. J glykolchitosanového
hydrogelu
o >

. 1
§ produkce rOS
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Obrazek 9: Lécba hydrogelem na bazi chitosanu pii popaleninovych stavech 2. stupné, prevzato

a upraveno podle Ren et al., 2024.

Ve své piehledové studii Rejinold et al. shrnuji aktualni poznatky o vyuziti chitosanu

a jeho derivatl v oblasti kosmeceutik, a to zejména v péci o pokozku, vlasy a dutinu tstni. Diky

svym vlastnostem, je chitosan vniméan jako slibna slozka pro vyvoj topickych ptipravki. V péci

o pokozku nachazi uplatnéni zejména ve formé hydrogelli, nanovlaken a naplasti, kde ptispiva
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k urychleni hojeni ran, hydrataci, zpomaleni starnuti ktize ¢i 1é€bé akné. Na trhu jsou jiz
dostupné napiiklad hemostatické obvazy na bazi chitosanu (ChitoGauze®, HemCon®)
anckteré prirodni krémy a séra. Ve vlasové kosmetice se chitosan vyuziva zejména
v Samponech a kondicionérech pro ochranu a regeneraci vlasového vladkna, zatimco pokrocilejsi
formulace s chitosanovymi nanosystémy pro stimulaci rustu vlasti zatim ziistavaji ve fazi
vyzkumu. V oblasti dentdlni péce je chitosan soucasti zubnich past a ustnich vod, kde ptisobi
antimikrobialn¢ a redukuje tvorbu zubniho plaku. Mezi komeréné dostupné piipravky patii
naptiklad Curaprox Perio+, Splat Biocalcium nebo Lacalut aktiv. Autoii zaroven upozoriiuji na
potfebu dal§iho vyzkumu a standardizace, kterd by umoznila SirSi vyuziti chitosanovych

systémil v kosmetice i mediciné (Rejinold et al., 2021).

2.3.2 Chitosanové materialy testovany v tkanovém inZenyrstvi

V poslednich desetiletich pfitahuji polysacharidy znacnou pozornost jako ptirodni
materialy vhodné pro biomedicinské aplikace. Pfedevsim jsou vyuzivany pro jejich funkéni
skupiny uzitecné ke zlepSeni biologickych a mechanickych vlastnosti. Z polysacharida je
nejpouzivanéjsi  chitosan diky své podobnosti s pfirozen¢ se vyskytujicim
glykosaminoglykanem a jeho vynikajicimi vlastnostmi. Mnoho studii se soustiedi na vyvoj 3D
struktur tzv. skafoldu, které mohou slouzit jako do¢asna kostra pro riist bunék a regeneraci tkani
(Tao et al., 2020). Skafoldy jsou trojrozmérné systémy vybavené vysoce porézni strukturou
ideélniho prostfedi pro uchyceni a proliferaci buné€k, ¢imz napodobuji extracelularni matrix. Po
vytvofeni nové tkang jsou skafoldy postupné degradovany, coz vede k pfirozené obnové matrix.
Je dulezité, aby 3D struktura nosice adekvatné reagovala na mechanické zatizeni béhem
regenerace tkané. Hlavni ulohou skafoldi je napodobit matrix ptirozeného prostiedi (kize,
svaly, chrupavky a kosti) a zajistit bioaktivitu podporujici bunéénou adhezi a rist nové tkang.
Zaroven je kladen duraz na biokompatibilitu, aby se zabranilo jakékoli imunitni reakci. Pro
ruzné aplikace tkanového inzenyrstvi byly jako materidly skafoldii zkoumény alifatické
polyestery (napi. polykaprolakton, kyselina polymléc¢na), polyester-uretany a biopolymery,
zejména polysacharidy, byly zkoumany jako vhodné skafoldy pro riizné aplikace tkanového
inzenyrstvi (Silvestro et al., 2020).

Lécba kostnich defektli zahrnuje transplantaci autolognich nebo alogennich kostnich
Stépl. Tyto konvencni terapie vSak nejsou vhodné v piipadé hojeni vétsich kostnich usekt.
Poskozena tkan periostu znesnadituje adhezi a migraci osteoblastii a kmenovych bun¢k, ¢imz
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nedochazi k optimalni osteogenezi. Ve studiu Tao et al. pfipravili bifunkéni umély periost
pomoci mikrovlaken na bazi polykaprolaktonu a karboxymethylchitosanu s alginatem sodnym.
Testovali mechanické vlastnosti tohoto skafoldu, ktery vykazoval vysoky modul pruznosti.
Mezi aminoskupinami karboxymethylchitosanu a alginatu doslo k vytvoieni elektrostatickych
sil a vodikovych vazeb. To vedlo k jejich propleteni a nésledné chelataci vapenatych kationt,
diky ¢emuz byl apatit efektivné ukladan do umelého periostu. Zkoumané osteoblasty dobie
adherovaly na chitosanova mikrovlakna, ¢imz byl podpofen jejich rist a diferenciace. Na
zaklad¢ téchto vysledki, autofi uvedli, Ze uméle vyrobena okostice mlize byt srovnatelna
S nativni, a byt pouzita k potencidlni 1écbé kostnich defektti velkého rozsahu. Nicméné jsou
nutné dalsi a podrobngjsi studie in vitro a v budoucnu klinické studie in vivo (Tao et al., 2020).

Kloubni chrupavka je podplrna pojivova tkan sloZzend z chondrocytli a extracelularni
matrix bohaté na proteoglykany, kolagen typu II a elastin, pfi¢emz jeji omezend regeneracni
schopnost souvisi s absenci cévniho zasobeni. Shen et al. vyvinuli biomimeticky skafold na
bazi chitosanu pro regeneraci kloubni chrupavky, ktery obsahoval porézni strukturu vytvoienou
zaClenénim kratkych vldken PLGA a extracelularni matrix chrupavky. Skafold vykazoval
vhodné mechanické vlastnosti, podporoval adhezi, proliferaci a chondrogenezi krali¢ich
chondrocytli in vitro bez znamek toxicity. In vivo testy na krali¢ich modelech s defektem
chrupavky potvrdily tvorbu vysoce organizované nové tkané¢ s vysokym obsahem
proteoglykant a kolagenu typu II bez zanétlivé reakce. (Shen et al., 2021). Pouziti skafoldu na

kréli¢im modelu je zndzornéno na obr. €. 10.

Skafold na bazi chitosanu

Regenerace kloubni chrupavky in vivo

Obrazek 10: Regenerace kloubni chrupavky skafoldem na bazi chitosanu, pfevzato a upraveno podle

Shen et al., 2021.
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Zavazné poranéni michy nebo miSnich nervli vede k c¢asteCné ¢i Uplné ztraté
senzorickych a motorickych funkci. Correia et al. piipravili hydrogel na bazi chitosanu
funkcionalizovaného katecholovymi skupinami S B-glycerofosfatem. Hydrogel byl piipraven
k injekéni aplikaci pro eliminaci invazivniho zékroku. Z vysledkil in vitro bylo zjisténo, ze
hydrogel vykazoval samolétebné vlastnosti, kdy spontanné obnovoval tvar a podporoval
regeneraci poskozené tkan¢ (Correia et al., 2025).

Infarkt myokardu je povazovan za akutni nekr6zu kardiomyocytl vznikajici v disledku
nahlého uzavéru véncitych tepen. Pro buitkky myokardu je typicka nizka schopnost regenerace.
Pro 1é¢bu akutniho infarktu myokardu Wu et al. vyvinuli hydrogel na bazi chitosanu a fibroinu
z hedvabi se zaclenénymi nanocasticemi zlata pro regeneraci srde¢ni tkané K injekénimu
podani. V testech in vitro hydrogel podporoval adhezi, proliferaci a diferenciaci
mezenchymalnich kmenovych bunék kokultivovanych s potkanimi kardiomyoblasty.
U potkant s infarktem myokardu aplikace hydrogelu vyznamné podpofila obnovu tkané
a zlepsila srde¢ni funkci béhem dvoutydenni 1é€by. Tento systém muze byt slibnou strategii pro
terapii akutniho infarktu a dalSich srde¢nich onemocnéni. (Wu et al., 2023). Ve studii et al. se
naopak zaméfili na 1é€bu infarktu myokardu pomoci koronarni angioplastiky. Autofi vyrobili
korondrni stent na bazi polylaktidu, na kterém byl nanesen hydrogelovy povlak k zabranéni
trombozy. Hydrogel byl pfipraven z karboxymethylchitosanu, oxidovaného alginatu sodného,
methylkrylované Zelatiny a kyseliny tfislové k pevnému zachyceni hydrogelu k stentu. Na
zéklad¢ vysledkd in vitro a in vivo, navazany hydrogel zabranil vzniku trombézy, byl

biokompatibilni a vykazoval antibakterialni G¢inky bez znamek toxicity (Qiu et al., 2024).

2.4 Invitro testovani cytotoxicity chitosanovych materiala

K hodnoceni cytotoxicity chitosanovych materialti se v in vitro podminkach bézné
vyuzivaji kolorimetrické metody, které sleduji metabolickou aktivitu bun€k prostfednictvim
pfemény tetrazoliovych soli na barevné produkty. Mezi nejpouzivanéjsi patii MTT test, kde
dochdzi k redukci tetrazolu na nerozpustny fialovy formazan, a predev§im XTT test, ktery
poskytuje rozpustny oranzovy produkt a nevyzaduje dodatecnou solubilizaci (Tyliszczak et al.,
2017). Dalsimi testy na bazi tetrazoliovych soli bez solubilizace jsou MTS, WST-1 nebo WST-
8 metody (Sebek, 2018).
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Krom¢ téchto metod existuji i dal§i ptistupy ke zjisténi bunécné odpovédi. Testy
proliferace, jako jsou BrdU (bromodeoxyuridin) (Hsueh et. al., 2019) a EdU (5-ethynyl-2'-
deoxyuridin) (Chen et al., 2025), umoznuji sledovat nové syntetizovanou DNA, zatimco systém
xCELLigence (Kahlous et al., 2022) vyuzivda zmén elektrické impedance k nepietrzitému
méfeni bunécného ristu. Testy integrity membran, jako je barveni trypanovou modii (Ekinci
et Giizel, 2019), slouzi k odliSeni zivych a mrtvych bun€k na zaklad€ propustnosti membrany,
a LDH test (Vashist et al., 2020) kvantifikuje uvolnéni laktatdehydrogendzy jako markeru
poskozeni bunécné membrany. Dal§i moznosti jsou bioluminiscencni testy zalozené na méieni
ATP (Li et al., 2025), které detekuji hladinu intracelularniho ATP jako ukazatele
zivotaschopnosti bunék, a také resazurinovy test (Alfaro-Gonzalez et al., 2018), ktery je zalozen
na redukci modrého resazurinu na fluorescenéni resorufin pomoci mitochondrialni reduktazy.
Tyto metody lze vhodné kombinovat s kolorimetrickymi testy pro komplexné¢j$i hodnoceni

toxicity testovanych materiald.

24.1 MTT test

Tetrazoliové soli se v oblasti redoxni histochemie a biochemickych aplikaci vyuzivaji
jiz vice nez pul stoleti. Vyznamny pokrok v jejich praktickém uplatnéni pfinesl v roce 1983 Dr.
Mosmann, ktery vyvinul dosud nejrozsifenéj$i metodu hodnoceni cytotoxicity a bunécné
proliferace tzv. MTT test (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid). Princip
testu spociva v redukci tetrazoliové soli MTT na nerozpustny fialovy formazan. Tato pfeména
je katalyzovana bunéfnymi enzymy, zejména témi lokalizovanymi v endoplazmatickém
retikulu, NAD(P)H-dependentnimi oxidoreduktazami. Vznikly formazan tvofi krystaly, které
jsou ve vodném prostiedi nerozpustné, a proto je ptred spektrofotometrickym meéfenim nutna
jejich solubilizace pomoci organického rozpoustédla. Nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly je
dimethylsulfoxid (DMSO) nebo dodecylsulfat sodny (SDS) (Nga et al., 2020). Obr. ¢. 11 a 12

pfedstavuje schéma redukce tetrazoliové soli MTT na nerozpustny formazan.
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MTT a XTT testy patii mezi nejcastéji vyuzivané kolorimetrické metody pro hodnoceni
bunécné viability, zalozené na redukci tetrazoliovych soli v metabolicky aktivnich bunkéch.
Zatimco princip obou testi je obdobny, rozdily spo¢ivaji pfedev§im v chemickych vlastnostech
pouzité soli, typu vysledného produktu a zptisobu méfeni. V MTT testu je tetrazolium stl
metabolizovana na nerozpustny fialovy formazan, ktery je nutné po inkubaci rozpustit
organickym rozpoustédlem (DMSO nebo SDS) pro kvantifikaci absorbance (Nga et al., 2020).
Oproti tomu XTT test produkuje ve vode rozpustny oranzovy formazan, ¢imz odpada potieba
pfidavného kroku a wumoznuje piimé a rychlé meéfeni intenzity zbarveni pomoci
spektrofotometru. Navic je XTT test vhodny i pro kontinualni méfeni kinetiky reakce, zatimco
MTT test umoziiuje pouze jednorazové odeCty po ukonceni reakce. Dal§im rozdilem je
lokalizace probihajici redukce. U testu MTT probihd pfevazné na tirovni mitochondridlnich
enzymu, zatimco u XTT je redukce umoznéna i na bunééné membrané, zejména za pritomnosti
elektronového pienasece PMS (fenazinmethosulfatu) (Lutter et al., 2017, Nga et al., 2020).
XTT test se tedy Casto uptednostiiuje v aplikacich, kde je vyZzadovano rychlé, méné€ invazivni
a presnéjsi méfeni zivotaschopnosti, pficemz zarovei eliminuje nékteré nedostatky MTT testu,
jako je tvorba nerozpustnych krystalli ¢i vys$i variabilita pii rozpousténi. Oba testy vSak
zustavaji dulezitymi nastroji v oblasti toxikologie, farmakologie i vyvoje biomaterialti (Riss
etal., 2018).

V ramci vyuziti MTT testu k hodnoceni toxicity a biokompatibility chitosanovych
materidlti bylo mozné identifikovat rizné formy zpracovani chitosanu a jejich aplikace. V jedné
ze studii byly testovany chitosanové nanocastice s navazanym doxorubicinem, které byly dale
modifikovany kyselinou listovou za ucelem cileného doruceni 1é¢iva do nadorovych bun¢k
jaterniho karcinomu (Ye et al., 2018). V jiné praci byly hodnoceny chitosanové filmy
a hydrogely s graftovanymi oligolaktidovymi fetézci (chitosan-g-oligolaktid), zaméfené na
podporu bunécné proliferace a osteogenni diferenciace (Piwowarczyk et al., 2022). Dale byly
testovany nanovlakna pfipravena ze smési chitosanu a polyvinylalkoholu (PVA), ktera byla
zesilena ptfidavkem boraxu, za ti¢elem zvysit mechanickou stabilitu i bunécnou kompatibilitu
(Akduman et al., 2023). V oblasti potravinarskych oball byly sledovany chitosan/PVA filmy
obohacen¢ o antokyany z rostliny Stachytarpheta jamaicensis, které mély za cil nejen zachovani
bezpecnosti pro styk s potravinami, ale 1 funkci barevného indikatoru Cerstvosti (Malik et al.,
2022). MTT testy ve vSech téchto piipadech potvrdily, Ze dané formy chitosanu byly butikami
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dobfe tolerovany a ve vétsin¢ piipadl vykazovaly i stimulacni efekt na bunéény rist, ¢imz se

prokéazala jejich biokompatibilita a potencial pro dalsi aplikace (Piwowarczyk et al., 2022).

242 XTT test

Metoda XTT patii mezi kolorimetrické metody hodnoceni Zivotaschopnosti bunék,
vyuzivajici tetrazoliovou sul. Konkrétné¢ se jednd o sodnou sul kyseliny 3’-[1-
fenylaminokarbonyl]-3,4-tetrazolium-bis(4-methoxy-6-nitro)benzensulfonové, ktera je za
pritomnosti aktivnich bun¢k metabolizovana na rozpustny oranzovy formazan. Reakce probiha
v mitochondriich zivych bun¢k, kde dochazi k redukci XTT prostiednictvim enzymu
sukcinatdehydrogendzy (soucast komplexu II dychaciho fetézce). Soucasti reakéni smési je také
fenazinmethosulfat (PMS), ktery slouzi jako meziptenase¢ elektronti, Je neenzymaticky
redukovan NADH a nasledné predava elektrony tetrazoliové soli. XTT, jakozto aniontova a ve
vodé rozpustna sloucenina, nepronika do intraceluldrniho prostoru; k redukci proto dochazi
predevs§im na bunééném povrchu ¢i v oblasti plazmatické membrany prostiednictvim
transmembranového elektronového pienosu. Vyslednd intenzita oranzového zbarveni ve
studovanych mikrotitracnich jamkéach je imérnéd poctu Zivotaschopnych bun¢k a je méfitelna
spektrofotometricky na vlnové délce 450-470 nm pomoci ELISA readeru. Vztah mezi
koncentraci Zivych bun€k a intenzitou zbarveni je linearni. Pouze vitalni bunky jsou schopny
redukovat XTT na barevny produkt (Riss et al., 2018; Lutter et al., 2017). Na obr. ¢. 13 (nize)
1ze vidét reakci redukce tetrazoliové soli XTT na rozpustny formazan.

V bunééné biologii se test XTT vyuziva predevsim pro hodnoceni cytotoxicity 1é¢iv,
nanomaterialli, pfirodnich latek, méfeni bunééné viability a proliferace bioaktivity (Fulindi
et kol., 2023). Metodu 1ze pouzit na adherentni i suspendované in vitro zvifeci nebo lidské
bunééné linie (Lutter et. kol., 2017). V nasledujicich odstavcich jsou shrnuty ptiklady pouziti
XTT testu v aktualni védecké literatute, s dlirazem na cytotoxicitu a buné€nou viabilitu bun€k
ovlivnénymi chitosanovymi ¢asticemi.

Ve studii Jakaew et al. navrhli a testovali vakcinu proti COVID-19, ktera obsahovala
receptor-vazajici doménu z viru  SARS-CoV-2. Ta byla enkapsulovana
Vv trimethylchitosanovych nanocasticich. Primarni lidské nosni epitelové buiiky byly vystaveny
riznym koncentracim (25-50-100-200 ug/ml) nanocastic a zivotaschopnost byla hodnocena
po 24 a 48 hodinach inkubace. Celkova toxicita nanoc¢astic nebyla detekovana se zadnou

pouzitou koncentraci. Po 48 hodinach, u koncentrace 100 pg/ml, byla zZivotaschopnost bunék
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S nanocasticemi bez receptoru 100 %, pro buiky s nanoc¢asticemi S receptorem byla viabilita
90,12 + 0,52 %. U koncentrace 200 ug/ml po 48 hodinach se viabilita bun¢k snizila na 80 %.
Na zéklad¢ testu XTT a dalSich méfeni in vitro, autofi hodnoti vakcinu o koncentraci 100 pg/ml
jako ucinnou a biokompatibilnin pro intranasalni podani a potencialni vyuziti v dalsich studiich
(Jakaew et al., 2024).

Ve studii Costa et al. testovali biokompatibilitu chitosanovych mikroc¢astic na lidské
keratinocytové bunécéné linii HaCaT. Autoii pfipravili chitosanové mikrocastice zesiténé
tripolyfosfatem. Buiiky byly ovlivnény koncentraci ¢astic 0,5-1,0-5,0-7,0 mg/ml a méteny po
24 hodinach. Koncentrace ¢astic do 5 mg/ml vykazovaly viabilitu keratinocytt 100 %. Autofi
uvadéji zvyseni bunééné viability u koncentrace 7 mg/ml az na 120 %, coz mize naznacovat
stimulaci proliferace. ZvySeni aktivity vysvétluji dvéma zplsoby. Prvni z nich je vliv
samotnych mikrocastic, které mohou v dané koncentraci fungovat jako bioaktivni substrat
podporujici adhezi a rast bunék, ¢imz stimuluji metabolismus. Dale upozoriiuji na moznost
nerovnomérného rozdéleni bunék nebo Castic v jamkach, coz by mohlo zvysit méfenou
intenzitu absorbance XTT bez piimého vztahu k proliferaci (Costa et. al., 2023). Podobn¢ ve
studii Radwan-Pragtowska a kol. byla viabilita nad 100 %. V této praci byly ale pouzity mysi
bunécné linie podobné fibroblastim [.-929 a lidské primarni fibroblasty. Testovali dvouvrstvé
nanovlakenné scaffoldy na bazi PLA a acylovaného chitosanu, modifikované nanocasticemi
Zn0, Fe304 a Au. VSechny vzorky vykazovaly vy$s§i metabolickou aktivitu oproti negativni
kontrole, coz naznacuje nejen netoxicitu skafoldu, ale i stimulaci proliferace. Nejvyssi
proliferaci vyvolaly s Au nanocasticemi. Bunécna linie L-929 vykazovala viabilitu az 145 %
a lidské primarni fibroblasty 139 %. Autofi interpretuji zvySenou viabilitu jako projev
bioaktivniho u¢inku pouzitého materialu. Zvlasté nanoc¢astice zlata mohly podpofit bunéénou
proliferaci diky aktivaci metabolickych drah nebo interakci s povrchem skafoldu.
U fibroblastové linie L-929 byla stimulace pozorovdna jiz po 48 hodinach, zatimco
u primarnich fibroblastti byla hodnocena po 168 hodinach, coz odrazi rozdily v ristové kinetice
téchto bunck. Vyssi hodnota viability je tedy chapana jako pozitivni indikace prolifera¢niho
potencialu materialu (Radwan-Praglowska et al., 2020).

Studie Ozturt a kol. hodnotila protinadorovou aktivitu lipid-chitosanovych nanocastic
obsahujicich paklitaxel a nitidin na bunécné linii A2780 a jeji rezistentni varianté A2780/PTX
(paklitaxel). Samotny PTX vykazoval sniZzenou u¢innost na rezistentni buniky (ICso = 255,22
nM), zatimco jeho kombinace s nitidinem ucinnost vyrazné¢ zvysila (ICso = 81,84 nM).
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Nejvyraznéjsi pokles viability byl zaznamenan u nanoformulace lipid-chitosanové NPs
obsahujici paklitaxel a nitidin, ktera snizila Zivotaschopnost bun¢k na pftiblizné 42 % u obou
linii. Vysledky XTT testu prokéazaly schopnost téchto nanocastic zlepsit cytotoxicky ucinek
1éCiva, priCemz navazujici testy potvrdily také inhibici transportéru ABCBI1 a zvySeni
oxidacniho stresu vedouciho k apoptdze. Autori uvadéji, ze nanocastice s koenkapsulovanymi
latkami tak pfedstavuji perspektivni piistup k piekonani chemorezistence u karcinomu
vajecniki (Ozturt et al., 2025).

Ve studii Panwar et al. byly pfipraveny chitosanové nanoc¢astice enkapsulujici ferulovou
kyselinu metodou ionotropni gelace pomoci tripolyfosfatu. Cilem vyzkumu bylo zhodnotit
antibiofilmovou u¢innost téchto nanocastic proti biofilmim Candida albicans a zaroven
posoudit jejich cytotoxicitu vi¢i lidskym buiikdm HEK-293 pomoci XTT testu. Vysledky
ukézaly, Ze zatimco samotné chitosanové Céstice nebo volna ferulova kyselina mély pouze
omezeny ucinek, nanocastice s kyselinou ferulovou vyznamné snizily metabolickou aktivitu
biofilmu na 22,5 %. Zaroven vykazovaly vysokou biokompatibilitu, nebot” viabilita HEK-293
buné¢k zistala pfi nizSich koncentracich nanocastic nad 90 %. Vyssi davky vedly k poklesu
viability na 40 %, coz podtrhuje vyznam optimalizace davkovani (Panwar et al., 2016).

Na zéklad¢ vybranych studii je ziejmé, ze XTT test predstavuje univerzalni néstroj pro
hodnoceni bunééné viability, toxicity (Ozturt et al., 2025), biokompatibility, proliferace (Costa
et. al,, 2023) a antimikrobidlni U¢innosti (Panwar et al., 2016). VSechny uvedené studie
potvrzuji, Ze chitosanové materialy jsou vhodnym zakladem pro vyvoj netoxickych, biologicky
aktivnich a multifunkénich systémi vyuzitelnych v oblasti mediciny nebo bioinzenyrstvi
(Radwan-Praglowska et al., 2020). Na obr. ¢. 13 1ze vidét schéma redukce tetrazoliové soli XTT

na rozpustny formazan.
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Obriazek 13: Redukce tetrazoliové soli XTT na rozpustny formazan, pfevzato a upraveno podle

Sukhramani et al., 2011.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pomiicky a pristroje
e Analytické vahy Scaltec SBC 32 — Heiligenstadt, Némecko
e Analyzator Beckman Coulter Counter — Beckman Coulter, USA
e Analyzator HORIBA Scientific SZ-100 nanopartica — Lyon, Francie, s ptislusenstvim:
- jednorazové dvousténné spektrofotometrické kyvety Brand — Praha, CR
- elektrodova semimikrokyveta SM/QS5, opticka délka 5 mm — Mnichov,
Némecko
e Badatelsky fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse 80i — Nikon, Japonsko
e Centrifuga 5702 Eppendorf, rotor A-4-38 — Hamburk, Némecko
e Centrifuga Universal 320 R— Hettich, Némecko
e (CO2 inkubator Memmert INC 108 — Memmert, Némecko
e Laminarni biohazard box tidy II ESCO BSC — ESCO, Singapur
e Magnetické michadlo IKA TWISTER VERKON vicemistné (Praha, CR)
e Magnetické michadlo s ohfevem Stuart UC152 (Staffordshire, UK)
e pH metr Orion 420 (Massachusetts, USA)
e Software Tecan i-control, 1.12.4.0
e Software GraphPad QuickCalcs — GraphPad Software, USA
e Software NIS-Elements AR 5.11.03 - Nikon, Japonsko
e Software Microsoft Excel 365 - Microsoft, USA
e Spektrofotomer Tecan Infinite 200 — Tecan, Svycarsko
e Svételny mikroskop Primo Vert — Carl Zeiss, Némecko
e Ultrazvuk Sonorex Digitec — Berlin, Némecko
e Vodni lazen Precision GP 05 — Thermo Scientific, USA
e Vortex Wizard Vortex Mixer VELP — Usmate Velate, Italie
e 0,45 um hydrofilni filtr s celul6zo-acetatovou membranou — VWR International, USA

e 2-jamkové kultivacni komiirky — SPL, Korejska republika

Dalsi pomucky: kultivacni lahvicky, centrifugac¢ni zkumavky s modrym vickem (15 ml),

mikrozkumavky Eppendorf, sérologické pipety o objemech 5 ml, 10 ml a 25 ml, Pasteurovy
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pipety, automaticky pipetor, pipety (10 ul, 100 ul, 200 ul, 1 ml, 3 ml), multikanalova pipeta

(100 pl), 96-jamkové desticky, sterilni $picky, plastové vanicky, plastové kyvety pro pocitani

bunék na pfistroji Beckman Coulter Counter, 1ékovky s vickem o objemu 15 ml, ldhve se

Sroubovacim uzavérem (100 ml, 200 ml), kadinky (30 ml, 50 ml), odmérny valec, pipety (100

ul, 1 ml, 5 ml), zkumavka Eppendorf (1 ml), centrifuga¢ni zkumavka s modrym vickem (15

ml), plastové $picky

3.2

Chemikalie a roztoky

Aminokyseliny (neesencialni) — Life Technologies, USA

Antibiotika = penicilin/streptomycin — Thermo Fisher Scientific, USA

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

Doxorubicin (DOX) — Thermo Fisher Scientific, USA

Dulbeccuv fosfatovy pufr (DPBS) — Life Technologies, USA

Electron-coupling reagent (ECR) — Roche Diagnostic GmbH, Némecko

Fetalni bovinni sérum (FBS) — Thermo Fisher Scientific, USA

Fosfatovy pufr (PBS) — Gibco, USA

HEPES pufr— Thermo Fisher Scientific, USA

Chitosan (CS) o nizké molekulové hmotnosti a DD 75-85 % (Sigma-Aldrich s.r.o.,
USA)

L-glutamin — Thermo Fisher Scientific, USA

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

Minimum essential medium (MEM) — Life Technologies, USA

Montovaci médium ProLong™ Gold Antifade Mountant — Thermo Fisher Scientific,
USA

Ptistroj na ptipravu deionizované vody HALIOS NEPTEC, 0,2 um — Elbdal, Némecko
Pyruvat sodny — Thermo Fisher Scientific, USA

Roswell park memorial institute (RPMI) 1640 medium-— Life Technologies, USA
ROTI ® Cell Water — Roth, Némecko

Tripolyfosfat — TPP, vyrobce Sigma-Aldrich s.r.0., USA

Trypsin — Thermo Fisher Scientific, USA

XTT labeling reagent— Roche Diagnostic GmbH, Némecko
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e Zasobni roztok FITC-CS/TPP o koncentraci 2,5 mg/ml — postup podle: BOLKOVA,
Alex. Priprava chitosanovych ¢astic s proteiny pro podani na sliznici. Pardubice, 2021.
Diplomova prace. Univerzita Pardubice

e 70% ethanol

e 99% kyselina octova p.a., Lach-Ner, s. r. 0. — Neratovice, CR

3.3 Priprava roztoku chitosanu a tripolyfosfatu

3.3.1 Priprava zasobniho roztoku chitosanu

Pouzity roztok:

e 0,05% kyselina octova

Postup:

V digestoti byl piipraven 0,05% roztok kyseliny octové smichanim 100 ml
deionizované vody a 50,5 pl 99% kyseliny octové do fadné popsané lahve se Sroubovacim
vikem. Poté bylo analytickych vihach navazeno 250 mg chitosanu v praskové formé. Do
roztoku kyseliny octové bylo za neustalého michani na magnetickém michadle ptidano 250 mg
navazky. Po smichani kyseliny s navézkou nasledovalo méteni pH roztoku, které bylo
udrzovéano pii hodnoté¢ pH <4,8 (pro dokonalé rozpusténi chitosanu v rozmezi 4,7-4,75).
KudrZzeni pH bylo do roztoku pipetovano nékolik mililitrh 99% kyseliny octové. Takto
piipraveny zasobni roztok o koncentraci 2,25 mg/ml byl na magnetickém michadle (stupen 4)
michan (rozpoustén) 24 hodin pfi laboratorni teploté. Hodnoty pH byly méfeny ve stejny den

jesté n€kolikrat a za 24 hodin vzdy s Gpravou na pozadovanou mez.

3.3.2 Priprava zasobniho roztoku tripolyfosfatu
Pro ptipravu zasobniho roztoku TPP o koncentraci 0,25 mg/ml, bylo navazeno 2,5 mg
tripolyfosfatu v praSkové formé& na analytickych vahach. Navazeny TPP byl nasledné smichén

a rozpustén v 10 ml deionizované vody v 15 ml 1ékovce.
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3.4 Priprava chitosanovych ¢astic

Submikrocastice chitosanu byly ptipravovany vV poméru 5:1 o objemu 9 ml zesiténim
roztoku tripolyfosfatu iontovou gelaci podle protokolu v (Rampino et al., 2013). Sitovani
a tvorba pevné vazby probiha mezi aminovymi skupinami polyaniontu chitosanu a fosfatovymi
skupinami polykationtu tripolyfosfatu za vzniku sférickych submikroc¢astic (Razga et al., 2016).

Castice byly piipravovany vzdy v triplikatu v 1ékovce o objemu 15 ml.

Pouzité roztoky:

e zasobni roztok CS o koncentraci 2,5 mg/ml

e zasobni roztok TPP o koncentraci 0,25 mg/ml
Postup:

Zasobni roztok chitosanu byl 10x nafedén na koncentraci 0,25 mg/ml. To znamena, Ze
do kadinky s 22,5 ml deionizované H20 bylo napipetovano 2,25 ml zasobniho roztoku
chitosanu. Nasledné byly roztoky TPP a CS prefiltrovany ptes celuldzo-acetatovy filtr
0 velikosti pori 0,45 um. Do kazdé fadn¢ popsané 1ékovky bylo napipetovano 7,5 ml
prefiltrovaného roztoku CS. Samotnd tvorba ¢astic probihala v digestofi na magnetickém
michadle (stupeii 4). Za stdlého michani roztoku CS byl pomalu a konstanté pipetou ptikapavan
roztok TPP o objemu 1,5 ml (2x 750 ul) po kapkach v poméru 5:1. Tvorba ¢astic probihala po
dobu 30 minut na magnetickém michadle pfi laboratorni teploté 25 °C. Takto pfipraveny vzorek
submikrocéastic CS/TPP odpovida hmotnosti 2,25 mg v 9 ml o koncentraci 0,25 mg/ml.

Nasledné byly triplikaty ¢astic pouZity pro méfeni DLS, PDI a zeta potencialu.

3.4.1 Priprava fluorescencné znacenych castic

Samotna piiprava znacenych Céstic byla provedena ze zasobniho roztoku FITC-CS
stejnym zpusobem jako piiprava bez znaCeni — viz. kapitola 3.4. Prace s Casticemi
znacenymi fluoresceinem isothiokyanatem probihala ve tmé. Lékovky byly tfadné obaleny
v alobalu. Castice s fluorescenénim znacenim byly piipravovany pro experiment internalizace
chitosanovych ¢astic do nddorové linie A594. Submikroc¢astice byly ptfipravovany v poméru

5:1 0 objemu 6 ml s koncentraci 0,25 mg/ml.
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3.5 Charakterizace pripravenych ¢astic

Meéfeni velikosti neboli hydrodynamického rozptylu svétla, polydisperzniho indexu

a zeta potencialu castic probihalo na analyzatoru HORIBA SZ-100 Scientific.

3.5.1 Méreni hydrodynamického rozptylu svétla a polydisperzniho indexu
Pied méfenim byl kazdy vzorek lehce promichén kvili sedimentaci castic a nésledné
upraven pro samotné méteni. Z 1ékovky byly odebrany ¢astice o hmotnosti 250 pg, pieneseny
do kyvety a nafedény deionizovanou vodou na objem 1,5 ml. Takto upraveny vzorek v kyveté
byl vlozen do analyzatoru. Suspenze ¢astic byly méteny pod tthlem 173° s indexem lomu pro
chitosan 1,540 pfi laboratorni teploté 25 °C. Kazdy vzorek podléhal 12 opakovani. Z téchto
opakovani byl pomoci analyzatoru vypocten primér a smérodatnd odchylka pro DLS a PDI.
Pro hodnoceni DLS byla pouzita hodnota ,,Z-average (nm)“. DLS a PDI bylo méfeno

V ,,monodisperznim® a ,,polydisperznim® reZzimu.

3.5.2 Méreni zeta potencialu

Pted kazdym meéfenim byla kyveta pomoci injekéni stiikacky nékolikrat promyta
deionizovanou vodou. Do pfedem fadn¢ vyplachnuté elektrodické kyvety bylo pomoci injekéni
stiikacky aplikovano 100 pl upraveného vzorku z méfeni DLS a PDI, pficemZ se dbalo na
eliminaci nezddoucich bublin. Takto zhotoveny vzorek byl prenesen do analyzatoru Horiba SZ-
100 Scientific a zmé&fen pod thlem 90° pfi laboratorni teploté 25 °C. Kazdé méfeni podléhalo
12 opakovéni, které bylo nasledné¢ zprimérovano a vyctena smérodatnd odchylka. Pro

hodnoceni zeta potencialu byla pouzita hodnota ,,Mean (mV)*.

3.5.3 Charakterizace fluorescenc¢né znacenych castic
Me¢fteni velikosti, polydisperzniho indexu a zeta potencidlu fluorescenéné znacenych

¢astic probihalo stejnymi postupy, jako charakterizace neznacenych ¢astic.
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3.6 Zakoncentrovani chitosanovych ¢astic pro bunécny
experiment

Pouzity roztok:
e vzorek submikrocastic CS/TPP o koncentraci 0,25 mg/ml
Postup:

Vzorek s reprezentativnimi vysledky byl dale zpracovan pro zjisténi cytotoxicity na
nadorovych liniich v bunééné laboratofi (viz. nize). Z lékovky byl veskery objem castic
ptepipetovan do centrifugacni tuby s modrym vickem o objemu 15 ml a centrifugovan 5 minut
pii 1700 g (rcf 1,7). Poté bylo z tuby opatrné odpipetovano 7,5 ml supernatantu. Zbylych 500
ul bylo lehce promichano pomoci pipety a preneseno do 1 ml. Eppendorfovy zkumavky. Takto
zakoncentrované submikrocastice o koncentraci 4 mg/ml CS/TPP v 500 pl byly pfeneseny

a ulozeny do lednice v buné¢né laboratoti do druhého dne.

3.7 Priprava médii pro bunéény experiment

Kultivaéni médium pro nadorovou bunécnou linii A549 bylo ptipraveno z MEM média
0 objemu 100 ml, do né&jz bylo ptidano 10 ml FBS, dale 1 ml pyruvatu sodného o koncentraci
1 mM, 1 ml AMK L-glutaminu o koncentraci 2 mM a 500 pl ATB penicilin/ streptomycin.

Kultivaéni médium pro nadorovou linii A2780 bylo pfipraveno z RPMI média o objemu
100 ml., do n&jz bylo piidano 10 ml FBS, dale L-glutamin o koncentraci 2 mM, 1 ml pyruvatu
sodného o koncentraci 1 mM, 500 pl penicilin/streptomycin, 1 ml HEPES pufru o koncentraci
10 mM a 1 ml neesencialnich AMK.

Inaktivacni médium bylo pfipraveno ze zdkladniho média RPMI a FBS o objemu 100
ml, kdy pro pfipravu tohoto média bylo pouzito 90 ml RPMI a 10 ml FBS.

Fosfatovy roztok PBS, o objemu 100 ml, byl pfipraven nafedénim koncentrovaného

Dulbeccova fosfatového pufru DPBS v poméru 1:10, neboli 10 ml PBS s 90 ml Roticell water.
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3.8 Priprava koncentracni rady chitosanovych ¢astic

Pozadované koncentrace submikrocastic CS/TPP pro stanoveni cytotoxicity byly
ptipraveny ze zasobniho roztoku o koncentraci 4 mg/ml, Zasobni roztok byl fedén pomoci vody

pro bunécné kultury podle tabulky 1 uvedené nize.

3.9 Pouzité nadorové linie

Ke stanoveni cytotoxické aktivity chitosanovych submikrocastic CS/TPP byly pouzity
dva typy nadorovych linii A549 a A2780. Bunécna linie A549 predstavuje nemalobunécny
adenokarcinom plic, tato linie byla pouzita do 21. pasaze. Bunécna linie A2780 ptedstavuje
karcinom ovarii, linie byly pouzita do 19. pasdze. Pouzité nddorové buiiky jsou adherentni

a pochéazeji z Evropské sbirky bunéénych kultur (ECACC).

Tabulka 1: Redéni zasobniho roztoku ¢astic CS/TPP pro XTT test

Vyslednd Objem &stic CS/TPP | ObjemH:0 |  Celkovy k;‘}’;:f\'t’;‘aie
koncentrace (ug/ml) (nb) (nb) objem (ul) (mg/ml)
200 325 (z roztoku 4 mg/ml) — — 4
150 225 (z 200 pg/ml) 75 300 3
100 133 (z 150 pg/ml) 67 200 2
50 50 (z 100 pg/ml) 50 100 1

3.10 Pasazovani a pocitani bunék

Pasazovani bungk je proces odebrani a pteneseni bun€k vzniklé jejich kultivaci do jiné
kultivacni nadobky s Cerstvym zivnym médiem. Také oznaCovano jako subkultivace, neboli
déleni buné€k. PasaZzovani probiha pted kazdym experimentem. Buriky se postupné mnozi, az
do doby, kdy vytvoii na dn€ kultivacni nadobky souvislou (konfluentni) jednoduchou vrstvu
tzv. monolayer. Pasazovani bun¢k je zavislé na konfluenci vyjadiené v procentech (%).
Konfluence je tzv. mira zaplnéni dna kultivaéni nadobky buikami. Idealni rozmezi pro

pasazovani je 70-90 % konfluence.
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Pfed kazdym experimentem nebo samotnym pasazovanim byla hodnocena mira
konfluence pod svételnym mikroskopem. Po zjiSténi idedlniho rozmezi konfluence byly
roztoky a média vytemperovany ve vodni lazni na 37 °C. Samotné pasazovani probihalo ve
sterilnim prostiedi laminarniho biohazardniho boxu II. Z kultiva¢ni nadobky bylo pomoci
sérologické pipety preneseno kultivaéni médium do odpadu. Do téze kultivacni nadobky byly
pteneseny 3 ml PBS pufru. Lehkym kyvavym pohybem doslo k oplachu mrtvych bunék a cely
obsah byl pienesen do odpadu. Nasledné byl do nadobky napipetovan trypsin o objemu 3 ml,
op¢t doslo ke kyvavému pohybu lahvicky a na 8 minut byla nddobka s enzymem umisténa do
5% CO2 inkubatoru s teplotou 37 °C. Po inkubaci neboli trypsinizaci, tedy uvolnéni tzv.
monolayer bun¢k od dna nadobky byl cely obsah resuspendovan a ptenesen do centrifugacni
zkumavky se 3 ml inaktiva¢niho média. Nasledné byla nadobka proplachnuta 3 ml PBS a pufr
ptrenesen taktéZ do centrifugacni zkumavky. Cely obsah zkumavky byl resuspendovan a uloZen
do centrifugy na 5 minut pfi 1 500 otackach za minutu. Po centrifugaci byl supernatant pomoci
Pasteurovy pipety opatrné€ odstranén a vhozen do odpadu. Vytvoreny sediment (paleta) bunék
byl resuspendovan 1 ml kultiva¢niho média pro danou nadorovou linii a poté nafedén dal$imi
4 ml téhoz média. Ze zkumavky bylo nasledné odebrano 100 pl suspenze a preneseno do
plastové kyvety s 10 ml izotonického roztoku pro pfistrojové pocitani mnozstvi bunék na
analyzatoru Beckman Coulter Counter. Do nové, fadn¢ popsané nadobky s kultivaénim médiem
0 objemu 10 ml, bylo nasazeno ur¢ité mnozstvi bunék a poté obsah s lahvickou ,,vyétvercovan®.
Takto pfipravené nové subkultivace naddorovych linii byly uloZeny do inkubétoru s 5% CO2

a teplotou 37 °C na 2-3 dny.

3.11 Stanoveni cytotoxicity ¢astic pomoci testu XTT

Po zpasdZzovani nadorovych linii A549 a A2780 bylo spocitdno mnoZzstvi bunék (viz.
postup vy$) a kultivaéniho média pro jejich nasazeni do 96-jamkové desticky. Tyto objemy
byly pfeneseny do nové centrifugaéni zkumavky, obsah resuspendovan a 100 ul suspenze
odebrano do kyvety s roztokem pro dal$i méfeni na analyzatoru Beckamn Coulter Counter.
Bunka s médiem byly nasazovany v hexaplikatu pro kazdou sledovanou koncentraci ¢astic,
pozitivni a negativni kontrolu o objemu 95 pl. Bunééna linie A549 byla nasazovéana pro 5 000

bunck na jamku. Bunécna linie A2780 pro 40 000 bunék na jamku. Blank (médium bez bun¢k)
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byl nasazen v hexaplikatu o objemu 100 pl. Pro dostate¢nou adherenci bunék byly desticky
ulozeny na 24 hodin do inkubétoru.

Druhy den byly submikrocastice CS/TPP homogenizovany 20 minut v ultrazvuku.
Mezitim bylo vytemperovano chemoterapeutikum doxorubicin (pozitivni kontrola — 1 uM
DOX) a voda pro bunéc¢né kultury. Po homogenizaci byl zasobni roztok c¢astic (4 mg/ml)
a zasobni roztok doxorubicinu (50 mM) nafedén na potiebné koncentrace pomoci vody pro
bunééné kultury. Jako negativni kontrola byl pro toto stanoveni pouzit 5% roztok H.O, ktery
pii této koncentraci neovliviiuje proliferaci bunck. Pripravené roztoky byly pipetovany
0 objemu 5 ul na jednu jamku, vSe bylo provedeno v hexaplikatu. Takto ovlivnéné bunky byly
ulozeny do inkubatoru.

Samotny XTT test byl proveden po 48 hodinach od ovlivnéni bunék.). Po inkubaci bylo
do kazdé jamky, v€etné média ptidano 50 pul XTT a ECR smési. Prace probihala v laminarnim
boxu bez zapnutého svétla. Po ovlivnéni byly desticky umistény na 1 hodinu do inkubatoru. Po
1 hodin¢ byla méfena absorbance desticky na spektrofotometru Tecan Infinite 200 pii vinové
délce 480 nm.

Pro vypocet viability byly z hodnot vSech absorbanci hexaplikatu vybrany tfi ¢iselné
hodnoty, které byly zprimérovany. Primérna absorbance kazdé koncentrace ¢astic a kontrol
byla odectena od priméru absorbance média (blank/pozadi) a vynasobena ¢iselnou hodnotou
100. Tyto praméry byly vztazeny k negativni kontrole (5% H20), ktera ptedstavuje 100%

viabilitu a byla taktéz odectend od blanku. Vypocet viability vyjadiuje tato rovnice:

A, — A
viabilita (%) = Aoz — Avian) 400

(Asy 20 — Ablank)

Obrazek 14: Vypocet viability bunék A549 a A2780.
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3.12 Sledovani stability chitosanovych ¢astic v ¢ase a
v kultiva¢nich médii

Castice pro sledovani stability v ¢ase byly skladovany ve vodé a sledovany v ¢asovém
intervalu 14 dnt pii chladnickové teploté 4 °C. Velikost, polydisperzni index a zeta potencial
byl méfen po piipravé, po 7 a 14 dnech. Castice ve vodé byly pfipravovany a méfeny podle
postupu v kapitole 3.4 a 3.5.

Stabilita nove pripravenych c¢astic byla sledovana v prostiedi kultivacnich médiit MEM
a RPMI v triplikatu. Castice byly pfipravovany podle kapitoly 3.4. a mé&feny podle kapitoly 3.5.
Pred charakterizaci byly ¢astice v médiich zakoncentrovany tak, aby se simulovaly stejné

podminky pipetovanych objemil a koncentraci v experimentu na nadorovych linii.

3.13 Internalizace fluorescencné znacenych castic chitosanu do
bunék A549

Znacené chitosanové Castice byly pro tento experiment piipraveny a charakterizovany
podle podkapitol 2.4.1 a 2.5.3. Pro sledovani miry internalizace byla pouzita buné¢na linie
A549, kterda ma nizky nukleocytoplazmaticky pomér a je tak vhodnd pro fluorescecni
mikroskopii (Huang et al., 2002). Znagené c¢astice z chitosanu byly k bunkam piidavany
0 koncentracich 50-100-150-200 pg/ml.

Postup:
Buniky A549 byly nasazeny do 2-jamkové kultiva¢ni komutrky v mnozstvi 100 000

bun¢k na jamku. Takto pfipravend komurka byla dand na 24 hodin do inkubatoru. Pred
ovlivnénim pozadovanymi koncentracemi ¢astic, bylo vyménéno kultivaéni médium za Cerstvé.
Bunky byly ovliviiovany znacenymi ¢asticemi FITC-CS/TPP o koncentracich 50-100-150—
200 pg/ml, doba ovlivnéni trvala 3 hodiny v inkubatoru pti 37 °C. Nasledn¢ byly bunky
promyty 1x kratce a poté 3x po 5 minutach v PBS pfi laboratorni teploté. Poté bylo vyménéno
kultivacni médium za Cerstvé s obsahem fluorescenc¢niho barviva LysoTracker Red DND-99
(TRITC) o koncentraci 100 nM pro obarveni lysozomtl, kultiva¢ni komurka byla ulozena na 2
hodiny do inkubatoru pfi teploté¢ 37 °C. Po inkubace byly bunky promyty vytemperovanym
PBS na 37 °C jednou kratce a nasledné 3x po dobu 5 minut pii laboratorni teploté. Po promyti
byly bunky fixovany 4% formaldehydem po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Po fixaci

nasledovalo promyti vzorku 4x v PBS, 1x kratké promyti, pot¢ 3x 5 minut. Butkdm byla
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nasledn¢ obarvena jadra barvivem DAPI o koncentraci 1pg/Iml, doba barveni trvala 10 minut
ve tmé pii laboratorni teploté. Po obarveni byl vzorek promyt 4x v PBS, jednou kratce, poté 3x
5 minut pii laboratorni teploté. Takto pfipravené preparaty byly zamontovany do montovaciho
média ProLong Gold a skladovany ve tmé. Takto vytvoiené fluorescencni preparaty byly
pozorovany pomoci badatelského fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse 801 vybaveného
kamerou Nikon DS-Qil. Fotografie byly pofizeny pomoci programu NIS-Elements AR
5.11.08.

3.13.1Zakoncentrovani fluorescenc¢né znacenych castic pro bunéény
experiment

Pouzity roztok:
e vzorek submikrocastic FITC-CS/TPP o koncentraci 0,25 mg/mi
Postup:

Vzorek s reprezentativnimi vysledky byl dale zpracovan pro zjisténi cytotoxicity na
nadorovych liniich v bunécné laboratofi. Z 1ékovky byl veskery objem Céstic piepipetovan do
centrifugaéni tuby s modrym vi¢kem o objemu 15 ml a centrifugovan 5 minut pii 1700 g (rcf
1,7). Poté bylo z tuby opatrné odpipetovano 7,5 ml supernatantu. Zbylych 500 ul bylo lehce
promichano pomoci pipety a pifeneseno do 1 ml Eppendorfovy zkumavky. Takto
zakoncentrované submikrocastice o koncentraci 4 mg/ml CS/TPP v 500 pl byly pieneseny

a ulozeny do lednice v bunééné laboratofi do druhého dne.

3.14 Statisticka analyza

Vyhodnoceni vysledkti bylo provedeno pomoci programu Microsoft Excel 365
(Microsoft, USA) a softwaru GraphPad QuickCalcs (GraphPad Software, USA). Statistické
analyzy byly provadény na zaklad€ experimentli s poctem opakovani n = 3. Vysledky jsou
prezentovany jako primér + smérodatna odchylka. Pro porovnani dat byl pouzit neparovy t-test

pfi hladin€ vyznamnosti 5 %.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Priprava a charakterizace chitosanovych ¢astic

Castice z chitosanu, zesiténé tripolyfosfatem, se velmi ¢asto piipravuji metodou iontové
gelace (Zhang et al.,2024). Ptiprava chitosanovych submikrocastic probihala podle postupu ve
studii Rampino et al. Autofi v ramci pfipravy Castic Z chitosanu zesiténych tripolyfosfatem
pouzili nizkomolekularni chitosan a optimalizovany pomér CS:TPP 5:1 (Rampino et al., 2013).
Postup pripravy se nachazi v kapitole 3.4.

Jejich charakterizace probihala dle kapitoly 3.5 na analyzatoru HORIBA Scientific SZ-
100. Pro kazdy bunéény experiment byly chitosanové submikrocastice Cerstvé ptipraveny
(celkem 3x). Vysledné hodnoty DLS, PDI a zeta potencialu pro jednotlivé experimenty jsou
znazornény v tabulce 2. Byla sledovana primérna hydrodynamicka velikost jako ,,Z-average*
a ,,mean‘. ,Z-average* je intenzitn¢ vazeny primér hydrodynamické velikosti v§ech méteni
(Horiba, 2021). ,,Mean* ptedstavuje aritmeticky prumér vztazeny ke konkrétni populaci ¢astic
(v tabulce 2 znazornén jako ,,Peak 1 mean* a ,,Peak 2 mean®) (Horiba, 2021). Polydisperzni
index (PDI) neboli ,,disperzita“ se pouziva k vyhodnoceni nerovnomérnosti distribuce velikosti
Castic. Vramci méfeni disperzity byly submikroc¢astice méfeny v ,,monodisperznim*
a ,,polydisperznim“ rezimu (Chae et al., 2018). Tabulka ¢. 2 predstavuje vyhodnoceni

ziskanych vysledkd.
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Tabulka 2: Hodnoceni ptipravenych ¢astic CS/TPP v rezimu ,,monodisperzné* a ,,polydisperzné*

Méreni DLS a Zeta potencialu NP CS/TPP - cerstvy vzorek
Monodisperzné Polydisperzné Zeta potencial (mV)
Méfeni | Z-average (nm) PDI Z-average (nm) PDI Peak 1 mean (mn) | Peak 2 mean (mn)

1. 192,9 0,434 192,9 0,434 68,6
2. 196,9 0,337 196,9 0,337 69,4
3. 195,9 0,339 195,9 0,339 53,2 308,7 0,1
4, 198,4 0,294 198,4 0,294 29,4
5. 193,6 0,372 193,6 0,372 66,2
6. 196,0 0,335 196,0 0,335 67,6
7. 195,4 0,345 195,4 0,345 55,5 316,2 70,3
8. 195,1 0,350 195,1 0,350 69,9
9. 193,8 0,361 193,8 0,361 68,1
10. 192,5 0,366 192,5 0,366 69,9
11. 192,1 0,385 192,1 0,385 70,7
12, 195,8 0,327 195,8 0,327 52,3 305,7 70,7
13. 194,6 0,359 194,6 0,359 70,2
14. 194,7 0,358 194,7 0,358 69,9
15. 195,4 0,295 195,4 0,295 72,9
Pramér 195,5 0,343 195,5 0,343 53,7 310,2 69,9
S.D. 1,4 0,021 1,4 0,021 1,7 54 1,4

V tabulce ¢. 2 jsou uvedené métené parametry ¢astic CS/TPP v 15 opakovani, z toho 3

hodnoty (jak pro DLS, PDI a zeta potencial) nejdal odchylené byly vzdy vyrazeny (zvyraznéno

cervené). 12 vybranych hodnot bylo zprimérovano a zaroven byla vypoctena smérodatna

odchylka. Pokud bylo vice odchylenych hodnot, vzorek se oznacil jako polydisperzni. Pro

vyhodnoceni monodisperzniho vzorku jsme interné zvolili hranici nejvySe 4 méfeni, které

budou vykazovat dvé populace Castic (Peak 1 a Peak 2). Nad tuto hranici byly castice

hodnoceny jako polydisperzni.

Vysledné hodnoty DLS, PDI a zeta potencialu pfipravenych chitosanovych ¢astic pro

jednotlivé bunétné experimenty jsou znazornény v tabulce €. 3.

Tabulka 3: Charakterizace CS/TPP pro bunééné experimenty, (pocet opakovani: 1)

Submikroéastice CS/TPP
Bunéény experiment Z-average (nm) PDI Zeta potencial (mV)
1. 190,3 + 12,9 0,380 + 0,056 63,3+1,8
2. 176,1 + 30,8 0,758 £ 0,163 48,3 +4,2
3. 216,2+ 6,7 0,383 + 0,038 36,8 +1,7
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DLS chitosanovych submikrocastic pro bunécny experiment ¢. 1 odpovida velikostnimu
rozmezi uvadénému ve studii Rampino et al. (200 + 24 nm). Zjistény index polydisperzity byl
vSak vys$si nez hodnoty uvadéné ve studii Rampino et al. (0,227), coz naznacuje $irsi velikostni
rozlozeni populace castic. Chitosanové Castice do PDI 0,3 jsou homogenni (Chae et al., 2018),
nad tuto hodnotu mohou tvofit agregaty a byt nestabilni (Danaei et al., 2018). Vyssi
polydisperzni index miize byt zptsoben variabilitou v priibéhu piipravy, naptiklad mirnymi
odchylkami v rychlosti pfidavani TPP nebo v homogenité michani.

Ve srovnani s chitosanovymi submirocasticemi pro bunéény experiment 2 a 3, lze
konstatovat, ze submikrocastice pro experiment ¢. 1 mély velmi pfiznivé vlastnosti. Ve druhém
experimentu byla dosazena mensi hydrodynamicka velikost ¢astic (176,1 + 30,8 nm), ale PDI
dosahovalo hodnoty 0,758 + 0,163, coz svéd¢i o vyrazné heterogenité a pritomnosti ¢astic
variabilnich velikosti a pravdépodobnych agregatti. Tato SirSi distribuce velikosti by mohla
ovlivnit nasledné bunééné experimenty zvySenou variabilitou vysledkd. Naproti tomu
v experimentu ¢. 3 byly pfipraveny chitosanové submikrocastice s vétsi hydrodynamickou
velikosti, ale s niz§im PDI podobn¢ jako v experimentu €. 1, ¢imZ bylo dosazeno pomérné
homogenni populace (viz. tabulka ¢. 3).

Z hlediska zeta potencialu mély submikrocastice pfipravené pro experiment ¢. 1 nejvyssi
hodnotu viz. tabulka ¢. 3, coz predikuje silnou elektrostatickou stabilitu v suspenzi ve srovnani
jak s hodnotami Rampino et al. (+24 az +25 mV), tak s vlastnimi experimenty ¢. 2 a ¢. 3. Vyssi
zeta potencial je obecné povazovan za pfiznivy, nebot’ zvysuje elektrostatickou stabilitu ¢astic
a snizuje jejich tendenci agregovat v suspenzi (Dyawanapelly et al., 2016).

Souhrnné Ize Fict, Ze submikrocastice pripravené v ramci experimentu ¢. 1 nejlépe spliuji
pozadavky na velikost, stabilitu a relativni homogenitu populace submikro¢astic. Vzhledem
k hodnoceni ,,monodisperzniho* a ,,polydisperzniho® méfeni, viz. tabulka ¢. 2 a jeji popis,
submikrocastice z chitosanu pro 1. a 2. bunéény experiment byly polydisperzni. Takto
ptipravené chitosanové submikroc¢astice byly pouzity pro testovani jejich cytotoxicity in vitro
vuc¢i nddorovym liniim A549 a A2780.

Nektefi autofi ve svych studii, naptiklad Des Bouillons-Gamboa et al., porovnavali
nekolik stechiometrickych pomérd CS:TPP (6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1) a uvedli, ze pomér 4:1
predstavuje nejstabilngjsi systém Castic. DLS ¢astic vykazovalo 195 + 5 nm, PDI 0,528 a zeta
potencial 51 £ 1 mV, coZ je v porovnani s vysledky submikrocastic této diplomové prace

obdobné (viz. tabulka ¢.3). Autoti dale uvadéji, Zze vyssi pomér CS:TPP 5:1 sice vykazoval
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vy$$i povrchovy naboj, ale vétsi velikost a PDI ¢astic snizila jejich homogenitu. DLS ¢astic
z chitosanu piredstavovala 205 + 12 nm, PDI 0,558 a zeta potencial 53 + 1 mV. V porovnani
S parametry této diplomové prace jsou vysledné hodnoty podobné, PDI je v obou hmotnostnich
pomeérech (4:1 a 5:1) velmi vysoké oproti PDI submikrocastic pro bunécny experiment ¢. 1 a 3,
viz tabulka €. 2. Na druhou stranu zeta potencial bunééného experimentu €. 3 je zna¢né€ snizen
oproti hodnotam ¢astic z chitosanu v studii Des Bouillons-Gamboa et al. (Des Bouillons-
Gamboa et al., 2024).

4.2 Stanoveni cytotoxicity chitosanovych ¢astic pomoci testu
XTT

Viabilita bunck A549 a A2780 byla stanovena pomoci XTT testu. Pro kazdou
testovanou koncentraci ¢astic a bunécnou linii byla méfeni provedena ve tfech nezavislych
opakovanich. Ziskana data byla nasledné sloucena a na jejich zakladé byl vypocten pramér
a smérodatna odchylka. Vysledné hodnoty byly zndzornény graficky, pti¢emz chybové tsecky
predstavuji smérodatnou odchylku. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci
neparového t-testu pifi hladiné vyznamnosti 5 % prostiednictvim softwaru GraphPad

QuickCalcs. Statisticky vyznamné rozdily byly oznaceny hvézdic¢kou.

4.2.1 Bunécéna linie A549

Graf ¢. 1 znazoriuje vliv chitosanovych submikrocastic na viabilitu bunék A549.

cvwvr

koncentraci ¢astic doslo k zvySeni viability na 120 %. U koncentraci ¢astic 100 pg/ml 150
ug/ml pak doslo k statisticky nevyznamnému zvyseni viability. Naopak u koncentrace 200

ug/ml, byla viabilita nepatrné snizena na 97 %.
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Graf 1: Vliv chitosanovych ¢astic na viabilitu bunééné linie A549. Vysledky vztazeny k negativni

kontrole (H20). Symbol * znaéi statisticky vyznamny rozdil vici kontrole na hladiné vyznamnosti
p < 0,05.
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4.2.2 Bunécna linie A2780
Graf'¢. 2 znazornuje vliv chitosanovych submikrocastic na viabilitu bunééné linie A780.
U koncentraci 50, 100 pg/ml lze pozorovat statisticky vyznamny narist viability. Naopak

statisticky vyznamny pokles viability 1ze pozorovat u koncentrace submikroc¢astic 200 ug/ml,
kdy hodnota viability klesla na 95 %.
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Graf 2: Vliv chitosanovych ¢astic na viabilitu bunééné linie A2780. Vysledky vztazeny k negativni

kontrole (H20). Symbol * znaéi statisticky vyznamny rozdil vici kontrole na hladiné vyznamnosti
p <0,05.
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4.2.3 Hodnoceni cytotoxicity chitosanovych ¢astic

Vzhledem Kk rostoucimu zajmu 0 vyuziti chitosanovych ¢astic se testovanim jejich
cytotoxicity zabyva mnoho studii.

Ve studii Costa et al. (2023) autofi testovali chitosanové submikroc¢astice
Vv koncentra¢nim rozsahu od 0,5-7 mg/ml vici linii keratinocytti HaCat s vyuzitim testu XTT.
Autofi Costa et al. uvadéji, ze koncentrace submikrocastic do 5 mg/ml nevykazovaly statisticky
vyznamny pokles viability bunék. Zivotaschopnost keratinocytl ¢inila do 5 mg/ml 100 %,
naopak viabilita bunék o koncentraci 7 mg/ml byla statisticky zvySena na 120 %. Ve srovnani
s touto diplomovou préci linie A549 taktéz vykazovala viabilitu 120 %, ale pifi nejniZsi
koncentraci (50 pg/ml), viz. graf ¢. 1. Studie Costa et al. a tato diplomova prace ukazuje na
biokompatibilitu a netoxi¢nost chitosanovych nosi¢i. Vzhledem Kk pouzitymi jinymi
bunéénymi liniemi a koncentracemi nelze studii Costa et al. a tuto diplomovou praci ptimo
srovnavat. Autofi Costa et al. pouZili jiné bunécné linie nekarcinogenniho typu, které mohou
byt mén¢ senzitivni a vyzaduji proto vétSich koncentraci, oproti této diplomové praci zabyvajici
se naddorovymi liniemi. DalSim moZnym divodem variability vysledkii mtize byt velikost
pouzitych ¢astic z chitosanu, nebot ¢astice s mensi velikosti vykazuji vyssi cytotoxicky ucinek

oproti vétSim. V této diplomové praci byly pouzity submikrocastice o velikosti 190-216 nm
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(viz. tabulka ¢. 2), Costa et al. pouzili submikroc¢astice o velikosti 226 nm.Ve druhé studii
Radwan-Pragtowska et al. (2020) byly vyvinuty hybridni nanovlakenné skafoldy slozené
z nanovlaken polykaprolaktonu a povrchové vrstvy acylovaného chitosanu. Tyto skafoldy byly
funkcionalizovany nanocasticemi ZnO, FesO4 a Au. Na rozdil od této diplomové prace nebyly
skafoldy aplikovany ve formé disperze submikrocastic, ale jako pevné struktury, na které byly
nasazeny bunky. Interakce bunék se skafoldem tedy probihala pfedevsim na trovni adheze
k povrchu materialu, nikoli prostiednictvim pfimého kontaktu s volné dispergovanymi
submikrocasticemi v médiu. Biokompatibilita byla hodnocena na fibroblastovych liniich L929
a primarnich lidskych dermalnich fibroblastech prostifednictvim testu XTT. Vysledky studie
Radwan-Praglowska et al. ukazaly, ze ptipravené skafoldy nebyly toxické a podporovaly
buné¢nou proliferaci. Nejvyraznéjsi zvyseni viability bylo pozorovano u skafoldi obsahujicich
zlaté nanocastice, kdy viabilita dosdhla az 145 % u L929 a 139 % u lidskych dermalnich
fibroblastli. Vyssi proliferaéni efekt ve studii Radwan-Praglowska et al. mize souviset
S pfitomnosti bioaktivnich nanocastic zlata, které podporuji proliferaci a regeneraci tkani.
Naproti tomu chitosanové submikrocéstice testované v této diplomové praci neobsahovaly
zadné kovové slozky, a presto vykazovaly zvySenou viabilitu bun€k, zejména pifi nizSich
koncentracich (viz. graf ¢.1 a2). Diplomovou praci nelze ptimo srovnavat se studii Radwan-
Praglowska et al., nebot’ pouzili nenadorové bunééné systémy, chitosan nebyl pouzit ve formée
disperze submikrocastic, ale pouze jako povrchova vrstva skafoldl. Zaroven autotfi Radwan-
Praglowska et al. neuvedli koncentrace chitosanu a nanocastic kovii v koncentracnich
jednotkach, ale srovnavali viabilitu bun¢k mezi riznymi skupinami testovanych skafoldi. Na
druhou stranu ob¢ prace shrnuji netoxi¢nost, biokompatibilitu a adhezivitu chitosanu vici
bunkam. Studie Radwan-Praglowska et al. zaroven poukazuje na vyuZiti chitosanu v tkanovém
inZenyrstvi.

Ve srovnani s touto diplomovou praci, kde byly testovany chitosanové submikrocastice
bez enkapsulovaného 1é¢iva vuci linii A2780, ve studii Ozturk et al. (2025) piipravili lipid-
chitosanové hybridni nanocastice se zapouzdienymi cytostatiky paklitaxel a nitidin. Cilem
studie bylo piekonat multirezistenci nadorové linie A2780/PTX (paklitaxel). Ve studii Ozturk
et al. byla nadorova linie ovlivnéna nanoc¢asticemi chitosanu obsahujici paklitaxel o koncentraci
50 nM anitidinu o koncentraci 100 pM. Tyto nanocastice vedly ke snizeni viability A2780/PTX
bunék az na 41 %. Oproti této diplomové praci nebylo zadné 1é¢ivo enkapsulovano
v chitosanovych submikrocasticich, a tak viabilita bunék A2780 odrazela vyhradné vlastnosti
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samotného nosice (viz. graf ¢. 2). Tento rozdil podtrhuje zasadni vyznam ve slozeni
a funkcionalizaci ¢astic. Zatimco Castice bez zapouzdieného 1éCiva vykazuji biokompatibilitu
a potencial pro bezpecné dorucovani 1éCiv, ¢astice obsahujici aktivni latky podporuji cilené
snizit viabilitu i u buné¢nych populaci vykazujicich Iékovou rezistenci. Studie Ozturk et al. tak
demonstruje kombinovanou 1é¢bu, v némz nanocastice chitosanu neplni pouze roli nosice, ale
ptispiva ke zvySeni terapeutické ucinnosti vV oblasti nadorovych onemocnéni.

Dalsi studie, Slovakova et al. (2024), se zam¢fila na vyuziti submikroc¢astic chitosanu
0 nizké MW o DD 95 % jako vakcinacni systém pro intranasdlni podani proti mySimu
cytomegaloviru. Cilem jejich studie bylo ovéfit, zda chitosanové submikrocastice se
zapouzdienym glykoproteinem B mySiho cytomegaloviru dokazou vyvolat specifickou
humoralni a buné¢nou imunitni odpovéd’. K in vitro stanoveni viability pouzili test kvantifikace
ATP na bunééné mys$i monocyto-makrofagové linii J774.1. Chitosanové submicastice byly
k makrofagové linii pfidany v koncentracich 0,5-5 mg/ml. Zadna z koncentraci nevykazovala
cytotoxicky ucinek vici bunécné linii. Statisticky vyznamny pokles byl hodnocen pii nejvyssi
koncentraci 5 mg/ml, viabilita vSak neklesla vyrazné oproti negativni kontrole (100 %).
Vysledky viability v této diplomové praci jsou velmi obdobné jako hodnoty publikované ve
studii Slovékova et al., i pfes skute¢nost, ze v ramci této diplomové prace byly vyuzity
mnohonasobné niz§i koncentrace chitosanu (max 200 pug/ml) a odlisny bunéény systém.
Z tohoto zjisténi a porovnani mizeme usuzovat, ze i pies odliSnost porovnavanych bunécnych
linii, ani vy$si koncentrace (mg/ml) chitosanovych submikrocastic nevykazuji toxicitu a jsou
biokompatibilni. Zaroven studie Slovakova et al. demonstruje vyuziti chitosanovych
submikrocastic v ramci vakcinacniho systému k intranasalnimu podani.

Viabilitu bunék, po ovlivnéni chitosanovymi submikroc¢asticemi s navazanou
fluorescenéni barvickou FITC, testovala studie Jiang et al. (2017). Cytotoxicita submikrocastic
byla testovana testem MTT vici my$i makrofagové linii RAW 264.7. Viabilita bun€k byla
hodnocena pfi koncentracich 5-500 pg/ml ve tfech Casovych intervalech: po 12, 24 a 36
hodinach expozice. V zadném casovém bodé¢ a koncentraci nebyla zaznamenana cytotoxicita
makrofagovych bunék, viabilita zlstavala blizko 100 %. To doklada, Ze ani dlouhodobé&jsi
kontakt bun¢k s chitosanovymi submikrocasticemi, v tomto pfipad¢ i s navazanym FITC,
nevede K jejim poSkozeni. Tato diplomova prace hodnotila viabilitu po 48 hodinach expozice.

Makrofagy, ve studii Jiang et al., pii koncentracich 25-50-100 pg/ml vykazovaly nejvyssi
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viabilitu cca 120 %, coz je srovnatelné s vysledkem nadorové linie A549 této diplomové prace,

Studie Dyawanapelly et al. (2016) hodnotila cytotoxicitu submikrocastic na bazi PLGA,
jejichz povrch byl modifikovany chitosanovymi submikro¢asticemi. Viabilita byla hodnocena
va¢i adenokarcinomu plic A549 testem MTT. Naédorové buiky byly ovlivnény
submikrocasticemi o koncentracich 0,25-2 mg/ml, Zivotaschopnost byla méfena po 24 a 48
hodinach inkubace. Z vysledki jejich studie se ukdzalo, ze submikrocastice na bazi PLGA
vykazovaly viabilitu kolem 90 % pfi nejvySs$i koncentraci oproti submikrocasticemi bez
chitosanu. V této diplomové praci byly testovany chitosanové submikrocastice na stejném
bunééném modelu, pricemz buiky byly rovnéZz inkubovidny po dobu 48 hodin. Pfi
koncentracich 50-200 pg/ml nebyl pozorovan zadny cytotoxicky efekt a viabilita se
pohybovala oproti studii Dyawanapelly et al. nad 97 % a vys (viz. grafy 1 a 2). Je tak mozné,
Ze stanoveni cytotoxicity vici buiikkam A549 v této diplomové praci mohou vykazovat 90%
viabilitu i pfi koncentraci 2 mg/ml. Obé studie potvrzuji, ze chitosanové submikrocastice, at’ uz
jako samotné nosi¢e nebo v kombinaci s polymernim SPLGA, vykazuji vysokou
biokompatibilitu a jsou vhodné pro dalsi farmaceutické nebo terapeutické vyuziti.

Zajimavé poznatky o cytotoxicité chitosanovych submikrocastic pfinesla studie Jesus
et al. Testovali chitosanové submikrocastice o DD 80 % a 93 % na makrofagové linii RAW
264.7 a mononuklearnich bunkach izolovanych z krve (PBMCs). Autofi Jesus et al. pouzili
koncentrace chitosanovych submikroc¢astic v rozsahu 0,5-5 mg/ml. Chitosanové
submikrocastice o DD 80 % zpisobily snizeni viability makrofagti pod 70 % pii koncentraci
2,5 mg/ml, submikroc¢astice o DD 93 % snizily viabilitu bun¢k pod 70 % pii koncentraci 4,5
mg/ml. Oproti tomu Zivotaschopnost mononuklearnich bunék pod 50 % byla snizena jiz pfi
nejniz§i koncentraci prostiednictvim submikroéastic o DD 80 %, chitosanové submikrocastice
o DD 93 % snizily viabilitu pfi nejvyssi koncentraci. V této diplomové praci byly pouZity
chitosanové submikrocastice 0 DD 75-85 %, coz koreluje s praci Jesus et al., nicméné¢ testované
koncentrace submikrocastic byly mnohem nizsi a nevyvolaly cytotoxicitu. Navzdory tomu,
viabilita nebyla stanovena vic¢i bunkam RAW 264.7 a PBMCs, ale A549 a A2780. Snizeni
viability vestudii Jesus et al. mize souviset s velikosti submikrocastic. Chitosanové
submikrocastice o DD 80 % disponovaly velikosti 127 nm, nizsi velikost tak mohla vést toxicité
(Parde-Schrepler et al., 2017). Submikroc¢astice o DD 93 % a velikosti 293 nm mohly snizit
viabilitu bun&k prostfednictvim vy$siho stupné deacetylace, protoze vyssi velikosti Castic
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obecné plsobi méné toxicky (Parde-Schrepler et al., 2017). Na druhou stranu studie Slovakova
et al. ukazala, ze makrofagy J774.1 vykazovaly Zzivotaschopnost 100 % i pfi nejvyssi
koncentraci chitosanovych submikrocastic (5 mg/ml) o DD 95 %. Z toho vyplyva, ze
mononuklearni buiiky izolované z krve jsou na chitosanové submikrocéastice velmi citlivé pii
riznych velikostech a DD. Pro hlubsi pochopeni cytotoxicity téchto submikroc¢astic je potieba

rozséahlejsi studie s pouzitim primarnich bunék.

4.3 Hodnoceni internalizace chitosanovych castic do bunék A549

Internalizace castic do bunék je kli¢ova pro efektivni doruceni Ié¢iv ¢i jinych
bioaktivnich latek. Umoznuje transport na misto ucinku, zvySuje terapeutickou ucinnost a
snizuje systémovou toxicitu. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim bunéény ptijem je povrchovy
naboj ¢astic. Chitosanové ¢astice nesou pozitivni zeta potencial, ktery podporuje jejich absorpci
K negativné nabitému povrchu buné¢né membrany a usnadiuje tak internalizaci do bunék vici
negativné nabitym &asticim (Pathak et al., 2023). Cim vys§i kladny zeta potencial vykazuji
chitosanové Castice, tim intenzivnéj$i je jejich elektrostaticka interakce s negativné nabitou
bunécnou membranou, coz vede k efektivnéjsi internalizaci (Dyawanapelly et al., 2016).
Castice o riiznych velikostech jsou do bun&k internalizovany odlisnym mechanismem
endocytozy. VEtSi Castice jsou obecné méné internalizovany do bunék oproti mensim. Na
druhou stranu Castice jsou efektivné internalizovany prostiednictvim fagocytarnich bunky
oproti nadorovym (Jiang et al., 2017, Pathak et al., 2023).

Dalsim zplisobem hodnoceni cytotoxicity ¢astic je studium jejich interakce s buné¢nou
Kulturou. V nasledujicim experimentu byly pfipraveny submikrocastice z chitosanu
znac¢ené FITC podle postupu v kapitole 3.5 a sledovala se mira internalizace téchto
submikroc¢astic v rozmezi koncentraci 50-100-150-200 pg/ml s bunéénou linii A549 pii
laboratorni teplote¢.

V tabulce €. 4 lze nalézt zakladni fyzikalné-chemické parametry chitosanovych
submikrocastic zna¢enych FITC. Graf ¢. 3 znazorfiuje procentualni internalizaci chitosanovych
submikro¢astic do bunék AS549. Zluté sloupce reprezentuji primérné hodnoty podili
internalizovanych submikrocastic pro ¢tyfi rizné koncentrace, horni usecky znac¢i smérodatnou
odchylku. V grafu ¢. 3 lze vidét rostouci trend: s rostouci koncentraci dochazi k vyssi mite

internalizace ¢astic do bunék. Koncentracni zavislost je také zobrazena na obr. ¢. 15 A—H. Tento

77



trend naznacuje, ze buiky A549 maji schopnost procentudlné inkorporovat vét§i mnozstvi

¢astic pii vyssich koncentracich.

Tabulka 4: Submikrocastice FITC-CS/TPP a jejich DLS, PDI a zeta potencial

Submikroéastice Z-average (nm) PDI Zeta potencial
(mV)
FITC-CS/TPP 164,4+73 0,369 + 0,079 543+23
Graf 3: Procentualni mnoZstvi inkorporovanych ¢astic do bun¢k A549
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Na obr. ¢. 15 A-H jsou znazornény FITC-CS/TPP o koncentracich 50-200 pg/ml
v buiikach A549. Bunky s chitosanovymi submikroéasticemi byly vizualizovany pomoci
fluorescenéni mikroskopie, kde byly submikrocastice detekovany jako zelené fluoreskujici
(signal FITC) signaly uvnitt cytoplazmy. Pro pfesnéjsi urceni jejich intracelularni polohy byla
vyuzita kombinace fluorescencniho zobrazeni a fazového kontrastu, ktera umoznila identifikaci
bunéénych kontur a piresnéjsSi lokalizaci Castic v bunkéch Jadra bunc¢k byla barvena
fluorescenénim barvivem DAPI (modra fluorescence) a lysozomy byly vizualizovany pomoci
LysoTrackeru DND-99 (Cervena fluorescence — TRITC). To dale umoznilo sledovat
kolokalizaci ¢astic s lysozomalnimi strukturami. Piekrytim ¢erveného signalu TRIC se zelenym
signdlem FITC vznikd Zluty signal. Tato zména fluorescence znamend, Ze chitosanové
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submikrocastice byly po internalizaci transportovany do endolysozomalniho kompartmentu.
Obrazkek 15 CH-I pak ptedstavuje negativni kontrolu, kterou ptedstavovaly neznac¢ené ¢astice

CS/TPP o koncentraci 200 pg/ml. Buriky s ¢asticemi byly poc¢itany minimalné na 100 bunék.
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FITC+TRITC+DAPI Fazovy kontrast
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Obrazek 15: Fluorescenéni zobrazeni ¢astic CS/TPP v bunkach A549. CS/TPP 50 pg/ml (A, B),
CS/TPP 100 pg/ml (C, D), CS/TPP 150 pg/ml (E, F), CS/TPP 200 pg/ml (G, H), negativni kontrola

CS/TPP bez FITC 200 pg/ml (CH, 1). Méfitko 10 pm.
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Ve studii Huang a kol. byla prokéazana internalizace FITC-CS/TPP submikroc¢astic
0 velikosti 194,7 £ 1,6 nm a zeta potencialu +35,5 £ 3,1 mV do bun€k A549 prostiednictvim
Klatrin-dependentni endocytézy. Tento proces byl zavisly na koncentraci, ¢ase i teploté,
o vice nez 80 % vlivem zastaveni metabolické aktivity bun€k. Internalizace byla kvantifikovana
absolutné (pug/mg proteinu), ¢imz vypocetli Kinetické parametry (Vmax = 58,14 ug/mg/h; Km
= 3,84 uM). V této diplomové praci byly pouzity submikrocastice FITC-CS/TPP s mirné mensi
velikosti, vy$8im zeta potencialem a hodnotou PDI, jak ukazuje tabulka ¢. 4. Internalizace v této
diplomové praci byla sledovana po 3 hodinach inkubace a kvantifikovana jako procentudlni
podil z celkové pfidané davky. Graf ¢. 3 ukazuje koncentracni zavislost — pii 50 pg/ml bylo
procentualné internalizovano 80 % submikrocastic, zatimco pti 200 pg/ml 95 %, coz svéd¢i
0 velmi u¢inné internslizaci. Na rozdil od absolutni kvantifikace ve studii Huang et al., pouziti
procentudlniho piistupu umoziuje pfimé srovnani efektivity mezi davkami. Oba piistupy jsou
komplementarni a potvrzuji, ze ¢astice CS/TPP se efektivné internalizuji do bunék A549 bez
znamek cytotoxicity. Vzhledem k pfedchozim poznatkim Huang et al., 1ze ptedpokladat, ze
i vtéto diplomové praci chitosanové submikro¢astice se mohou internalizovat do bunék
prostiednictvim klatrin-dependentni endocytdzy (viz. tabulka ¢. 4).

Ve studii Slovakova et al (2024). byla sledovana internalizace FITC-CS/TPP u mysi
makrofagové linii J774.1 pomoci konfokdlni mikroskopie a pritokové cytometrie.
Submikroc¢astice byly k bunkam piidavany v koncentracich 62,5-500 pg/ml o velikosti 221,0
+ 46,61 nm, PDI 0,52 a zeta potencialu +41,69 mV. Vysledky jejich studie byly vyjadieny jako
procento buné€k s pozitivnim fluorescen¢nim signalem, tedy jako podil bun¢k, které ¢astice
pohltily. Pti nejvyssi testované koncentraci (500 pg/ml) vykazovalo az 42 % bunék pozitivni
signal, coz sv&d¢i o ucinném a rychlém vstupu ¢astic do bunék pravdépodobné prostiednictvim
fagocytozy. Tato metoda internalizace ukazuje, kolik bunék na ¢astice reaguje, ale neumoziuje
urcit, kolik ¢astic bylo skutecné piijato nebo jaky podil z celkového mnozZstvi Castic byl
internalizovan. V této diplomové praci byla zvolena metoda kvantifikace, ktera vyjadiuje
procentudlni G¢innost bunééného piijmu vzhledem k aplikované dévce cCastic, viz graf ¢. 4.
Vysledky obou studii neni mozné piimo srovnavat. Velikost (tabulka ¢. 4), koncentrace (graf
¢. 3) a bunécnad linie (viz. v textu vyse) byly odlisné. Oba piistupy vSak poskytuji cenné

avzajemné se dopliujici informace, které potvrzuji, Zze chitosanové submikrocastice se

81



efektivné internalizuji jak do imunitnich, tak do epitelialnich buné€k. To z nich ¢ini univerzalni
a biokompatibilni platformu pro intracelularni transport.

Podobné, jako ve studii Slovakova et al. (2024), byly submikro¢astice FITC-CS/TPP
testovany na makrofagovych liniich J774.1, studie Jiang et al. (2017). tyto Castice testovala vici
makrofagim RAW 264.7. Jiang et al. pripravili submikrocastice o velikost 256,6 + 52,6 nm,
PDI 0,24 + 0,03 a zeta potencidlu 19,13 + 0,45 mV. K makrofagovym bunkam byly pfidany
v §irokém rozmezi koncentraci: 25-750 pg/ml. Internalizace submikrocastic byla
kvantifikovana na zakladé fluorescencni intenzity v bunécnych lyzatech po inkubaci po dobu
1, 2, 4 a 6 hodin. Vysledky jejich studie ukazaly, ze fluorescencni signal rostl v zavislosti na
Case a koncentraci. NejvEtsi narust signalu zaznamenali mezi 1. a 4. hodinou, zatimco mezi 4.
a 6. hodinou dochazelo k postupnému nasyceni buné¢ného piijmu pii koncentraci 500 pg/ml.
Piesna procenta internalizace autofi neuvadéji. V této diplomové praci byly submikrocastice
FITC-CS/TPP pfidany k bunkam A549 do maximalni koncentrace 200 pg/ml (viz. graf ¢.3)
a velikosti 164,4 + 7,3 nm (viz. tabulka ¢.4). Chitosanové submikrocastice byly inkubovany po
dobu 48 hodin, tedy vyrazné delsi ¢as nez ve studii Jiang et al. Internalizace byla kvantifikovana
jako procentualni podil internalizovanych submikrocastic z celkové podané davky. Autoti Jiang
et al. hodnotili internalizaci ¢astic pomoci relativni fluorescenéni intenzity bez urceni, jaky
podil podanych ¢astic byl skute¢né ptijat. Vzhledem k tomu, Ze tato diplomové préce a studie
Jiang et al. pouzily rozdilnou metodiku, bunééné modely, velikost submikrocastic, jejich
koncentrace a ¢as inkubace, 1ze vysledky chapat jako potvrzujici efektivni pfijem castic

FITC- CS/TPP (Jiang et al., 2017).
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4.4 Stabilita chitosanovych ¢astic v ¢ase

Sledovani stability skladovanych chitosanovych submikrocastic je klicové pro zajisténi
jejich  fyzikdlné-chemickych  vlastnosti, u¢innosti  jako  nosiCového  systému
a reprodukovatelnosti vysledkti. V této diplomové praci byly chitosanové submikrocastice
skladovany v deionizované vodé po dobu 14 dna pfi teploté¢ 4 °C. Stabilita Castic byla
hodnocena s ohledem na zmény jejich velikosti, polydisperzniho indexu, a zeta potencialu,
které jsou zasadnimi ukazateli jejich stability. Skladovani v deionizované vode¢ pii nizké teploté
bylo zvoleno s cilem minimalizovat rychlost degradace chitosanovych submikrocastic. Piestoze
nizka teplota mize zpomalit degradaéni procesy, submikroc¢astice mohou béhem skladovani
podléhat agregaci, coz ovliviiuje jejich funkénost a schopnost interagovat s buiikami. Testovani
stability tak poskytuje dilezité informace o vhodnosti zvolenych skladovacich podminek
a 0 jejich vlivu na chovani submikroc¢astic v biologickych systémech.

Submikrocéastice z chitosanu byly pfipravovany a piednostné hned zpracovany
V bunéénych experimentech, dalsi, nové piipravené submikrocastice byly pouzity pro ovéteni
stability jejich parametri v ¢ase. Vysledné hodnoty chitosanovych submikroc¢astic
skladovanych v ¢ase ptredstavuje tabulka €. 5, sledovani stability v prib¢hu 14 dni 1ze pak vidét

v grafu €. 4.

Tabulka 5: Stabilita skladovanych submikrocastic CS/TPP v ¢ase (pocet opakovani: 2

Doba skladovani Z-average (nm) PDI Zeta potencial (mV)
nove¢ piipravené 207,4 + 14,50 0,390 £ 0,02 68,9+ 1,41
po 7 dnech 214,5+17,54 0,440 = 0,02 70,5 £ 2,69
po 14 dnech 235,9 + 55,44 0,398 £ 0,01 66,25 + 3,04
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Graf 4: Stabilita skladovanych submikroc¢astic CS/TPP v Case, (pocet opakovani:2)
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V této diplomové praci byly zmény sledovanych parametri méné vyrazné. Hodnota

polydisperzniho indexu zistala béhem celé doby skladovani v rozmezi 0,390-0,440. Velikost

¢astic vzrostla z 207,4 + 14,50 nm na 235,9 + 55,44 nm, avSak bez znamek agregace. Zeta

potencial béhem 14 dni se pohyboval v rozmezi 66,25 + 3,04 mV az 70,5 + 2,69 mV (viz.

tabulka ¢. 5). Stabilitu ptipravenych submikrocastic CS/TPP Ize porovnat se studii Slovakova

et al. (2024). Zvysledku jejich studie bylo patrné, ze velikost nové pripravenych

submikrocastic pfesahovala cca 230-240 nm, po 14 dnech byla mirné€ snizend. Po dvou tydnech

skladovani nebyly submikrocastice vyrazné zvétseny, zeta potencial autofi nehodnotili. PDI po

pripravé vykazovalo hodnotu 0,4, po 14 dnech skladovani byl zaznamenam narast PDI na 0,6.
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Doslo tak ke snizeni uniformity Castic a K mozné snizené stabilité. Z téchto divodiu autofi
uptednostnili Cerstvou pfipravu c¢astic pro biologické aplikace. Oproti vysledkim této
diplomové prace, viz. tabulka ¢. 5 a graf ¢. 4, jsou chitosanové submikrocastice skladovany
béhem 14 dnu stabilnéjsi, nicméné jejich velikost po 14 dnech je variabilni s ohledem na
smérodatnou odchylku.

V dalsi studii Rampino et al. (2013) sledovali stabilitu chitosanovych submikrocastic ve
vodné suspenzi po dobu 28 dni pfi laboratorni teploté. K ptipravé byly pouzity chitosanové
submikrogastice o velmi nizké a nizké molekulové hmotnosti. Castice piipravené z chitosanu
0 nizk¢ MW mély velikost 200 + 24 nm, PDI 0,227 a zeta potencial +25 + 3 mV. Chitosanové
submikrocastice o velmi nizké MW mély velikost 151 + 10 nm, PDI 0,185 a zeta potencial 24
+ 4 mV. Rampino et al. uvadéji, ze velikost submikrocastic o nizké molekulové hmotnosti se
béhem 28 dnti zvysila 0 8 % na 216 nm, zatimco velikost chitosanovych submikrocastic o velmi
nizké molekulové hmotnosti se zvysila o 24 % na 248 nm Stejni autofi dale uvadéji, ze velikost
submikrocastic za stalého michani na michadle po 24 hodinach se zvysila o 77 % (354 nm)
a PDI vzrostlo na hodnotu 0,341. Velikost submikrog¢astic uchovavanych bez michani vzrostla
05 % (210 nm) a PDI si zachovalo hodnotu 0,186. Vysledky Vv této diplomové praci, uvedené
v tabulce 5 a grafu 4 uvadéji, ze skladovani pti chladni¢kové teploté bez michani na michadle
napomaha k udrzeni jejich velikosti a uniformity. Nicméné Rampino et al. ukazuji, ze
chitosanové submikrocastice mohou byt stabilni i pfi laboratorni teploté po dobu 28 dnfl, ¢cimz
taky ukazuje na jejich lepsi stabilitu. V této diplomové praci byly rovnéz pouzity chitosanové
submikroc¢astice o nizké molekulové hmotnosti S obdobnymi parametry, které jsou uvedeny
V tabulce €. 5.

Studie Romi¢ et al. (2019) sledovala stabilitu chitosanovych mikrocastic
s enkapsulovanym melatoninem po dobu Sesti mésict pii teplotach 5 °C a 25 °C. Primérna
velikost mikrocastic se béhem sledovaného obdobi pii obou teplotach vyrazné neménila
a zustavala v rozmezi 2,4-2,8 um. Zeta potencial se pii 25 °C snizil z 29,0 + 2,0 mV na 23,0 =
0,5 mV, zatimco pii 5 °C poklesl na 25,3 = 1,0 mV. I po piil roce si tak mikroc¢astice uchovavaly
relativné vysoky kladny povrchovy naboj, coz nasvédéuje jejich stabilité. Polydisperzni index
v této studii autofi neuvadéli. Vysledné parametry Castic v této diplomové praci ukéazaly
zvySeny narust velikosti a zeta potencial zustal vysoky po celou dobu skladovani, coz svédéi
0 zachované elektrostatické stabilité submikrocastic jako v praci Romi¢ et al. Tuto diplomovou
praci nelze pfimo srovnavat se studii Romi¢ et al., protoze sledovali stabilitu mikrocastic po
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delsi ¢asové obdobi, které navic dosahovaly velikosti pies 2 um. V této diplomové praci
submikrocastice disponovaly odlisnymi parametry DLS a zeta potencidlu, viz. tabulka ¢. 5
a graf ¢. 4. Vzhledem k mikrometrovym velikostem chitosanu v praci Romi¢ et al., lze fict, ze
jsou stabilngjsi nez submikrometrové po dlouho dobu skladovani.

Castice CS/TPP v této diplomové préaci jsou nejlépe stabilni jako nové ptipravené a po
7 dnech skladovani. Po 14 dnech je jejich velikost vzhledem k smérodatné odchylce vysoce
variabilni, PDI a zeta potencial se v ¢asovém obdobi vyrazn¢ nezménil. Vzhledem k variabilni
velikosti chitosanovych submikrocastic a konstantnich parametri PDI a zeta potencialu, mohou

vykazovat stabilitu a ti¢innost jako nosice 1é¢iv 1 po 14 dnech skladovani.

4.5 Stabilita chitosanovych ¢astic v kultiva¢nich médiich

Analyza fyzikalné-chemickych parametrt chitosanovych submikrog¢astic po jejich vlozeni
do kultivacniho média je dulezita z hlediska posouzeni jejich stability a chovani v biologickém
prostiedi. Zatimco submikrocastice mohou vykazovat stabilni velikost, naboj i distribuci
V deionizované vod¢ i po urcité dobé skladovani (viz. kapitola 4.4.), po pfidani do komplexniho
kultivaéniho média dochazi k interakcim s proteiny, solnymi ionty dal$imi biomolekulami. Tyto
interakce mohou vést k vyznamnym zménam fyzikalné-chemickych vlastnosti submikrog¢astic,
jako je narust velikosti (napf. agregace), zména zeta potencialu, ¢i tvorba tzv. ,proteinové
korony*, ktera méni povrchové vlastnosti ¢astic (Pathak et al., 2023). Ackoli in vitro podminky
poskytuji zakladni piehled o interakcich mezi ¢asticemu s buiikami, piesto neodrazeji slozitost
in vivo prostfedi. Ztéchto divodd je testovani stability chitosanovych submikrocastic
Vv kultiva¢nich médiich dilezitym krokem, ktery pomahd odhadnout, jak se budou chovat

V této diplomové praci submikrocastice CS/TPP odpovidaly DD 75-85 % a byly méteny
V po piipravé v deionizované vodé a pot¢ v MEM a RPMI médiich pfi laboratorni teploté.
Submikrocastice métené po pripraveé byly stabilni a monodisperzni. Po vlozeni do kultivacnich
médii doslo k nestabilité a agregaci chitosanovych ¢astic vlivem proteind a iontt, viz. tabulka

¢. 6.
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Tabulka 6: Stabilita submikroc¢astic CS/TPP v kultiva¢nich médiich (pocet opakovani: voda 3, média
2)

Prostiedi submikroéastic Z-average (nm) PDI Zeta potencial (mV)
deionizovana H>O 194,3 + 14,8 0,382+ 0,017 57,4+154
MEM 233+£5.2 0,650 = 0,047 0,0+0,0
RPMI 1487,1 £ 1256 2,255+ 0,187 -0,1 £0,1

Studie Jesus et al. (2020) sledovala koloidni stabilitu chitosanovych submikrocastic
CS/TPP v kultivaénich médiich (DMEM a RPMI) pii teploté 37 °C. Castice z chitosanu
S riznym stupném deacetylace: CSNPs 80%, CSNPs 93%, byly skladovany a méfeny po 1 a 24
hodinach. Velikost submikroc¢astic CSNPs 80% po pfipravé byla 127 = 5, PDI 0,28 a zeta
potencial +29,0 =+ 1.0. Po hodiné inkubace v DMEM médiu se velikost zmensila o skoro 14 %
na 109 + 29 nm, PDI bylo podstatné zvyseno zhruba o 157 % (0,72 + 0,03) a zeta potencial
vyznamné klesl na hodnotu —4,9 + 0,2 mV. Po 24 hodinach byla velikost opét zvétSena
0 necelych 5 % na 133 + 22 nm, PDI kleslo o necelych 14 % 0,62 + 0,11, zeta potencial po 24
hodinach autofi nestanovili. Po hodin¢ inkubace v RPMI médiu byla velikost CSNPs 80%
sniZzena na 116 + 29 nm, PDI bylo zvySeno na hodnotu 0,47 + 0,08, zeta potencidl vyznamné
klesl na —2,1 + 0,4 mV, podobné jako v DMEM médiu. Po 24 hodinach byla jejich velikost
rapidné zvySend na hodnotu 368 + 141 nm a PDI mirné vzrostlo na 0,52 + 0,03. Submikrocastice
CSNPs 93% vykazovaly po ptipravé DLS 292 + 52 nm, PDI 0,18 + 0,03 a zeta potencial +20,0
+ 6,0 mV. VDMEM médiu byla jejich velikost a zeta potencial obdobny jako u ¢astic
z chitosanu o DD 80 %. Hodnota PDI po 1 hodin¢ piedstavovala 0,49 + 0,14 a po 24 hodinach
0,48 +0,21. V RPMI médiu oproti DMEM byla jejich velikost po hodin€ a 24 hodinach zvySena
nad 320 nm a PDI na hodnotu 0,9. Vysledky této diplomové prace a prace Jesus et al. jsou velmi
odlisné (viz. tabulka ¢. 6), ale v obou studii dosSlo k interakcim mezi submikroc¢asticemi
chitosanu a slozkami média, které vytvofily proteinovou korénu, a tim byly jejich fyzikalné-
chemické vlastnosti zménény.

Dalsi studie Ozturk et al. (2020) hodnotila stabilitu chitosanovych mikrocastic v RPMI
médiu s 10 % FBS a bez séra pii teplotach 4 a 7 °C. V prosttedi s FBS, pii 37 °C, doslo

k vyrazné destabilizaci — velikost ¢astic piesahla 10 um, PDI vzrostl nad 0,5 a zeta potencial
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klesl t¢éméf na 0 mV. Bez piidaného séra byla destabilizace chitosanovych mikrocastic mirnéjsi,
avsak i zde se zeta potencial snizil az na—5 mV. Pfi 4 °C zistaly parametry mikrocastic stabilni
i po 48 hodinach. Tato diplomova prace vykazuje obdobné vysledky. Po vlozeni submikroc¢astic
CS/TPP do RPMI média s FBS doslo k rapidnimu zvyseni velikosti, PDI a k velkému snizeni
zeta potencidlu, viz. tabulka €. 6. Parametry ¢astic této diplomové prace svédci o silné agregaci
a ztraté elektrostatické stability, stejn¢ jako ve studii Ozturk et al.

Studie Goycoolea et al. (2012) sledovala stabilitu chitosanovych mikrokapsli
s enkapsulovanym kapsaicinem v zavislosti na molekulové hmotnosti a stupni acetylace (DA)
v kultiva¢nich médiich MEM a RPMI s FBS. Mikrokapsle byly pfipraveny z chitosanu o nizké
a stfedni MW a s DA v rozsahu 1,4-56 %. Po 48 hodinach v RPMI médiu doslo k vyrazné
agregaci Castic, zejména u Castic se stiedni molekulovou hmotnosti a nizkym DA, jejichz
velikost pfesdhla 1 um. V MEM médiu zistaly ¢éstice stabilngjsi, 1 kdyz s niz§im zeta
potencialem. Vysledky submikrocastic chitosanu o DD 75-85 % v této diplomové praci
potvrzuji podobné trendy, kdy v RPMI médiu doslo k vyrazné agregaci ¢astic, jejichz velikost
ptesahla 1 um a poklesu zeta potencialu k nulovym hodnotam. Na druhou stranu v MEM médiu
bylo zaznamenano zmenseni ¢astic pod 30 nm, mirn¢ zvyseny PDI oproti hodnotam v RPMI
médiu a nulovy zeta potencial, coz naznacuje rozpad ¢astic (viz. tabulka ¢. 6.). Vysledky studie
Goycoolea et al. a této diplomové prace potvrzuji, Ze slozeni média zasadné ovliviiuje fyzikalni
stabilitu chitosanovych ¢astic.

Chitosanové c¢astice V kultivatnim médiu MEM a RPMI vykazovaly zna¢nou
nestabilitu. Jejich fyzikalné-chemické vlastnosti po vlozeni do kultivaéniho média mohou
vyrazné ovliviiovat vysledek bunéénych experimentt. Interakce mezi ¢asticemi z chitosanu
a slozkami kultivaéniho média mohou zménit velikost Castic (napf. agregaci), snizit zeta
potencial nebo vést k tvorbé tzv. proteinové korony. Pokles zeta potencialu, v dusledku
adsorpce proteinli, miiZe sniZit schopnost Castic vdzat se na bunéény povrch, zatimco
agregované Castice mohou omezit vstup do bunék. V této diplomové praci, i ptes degradaci
chitosanovych c¢astic v kultiva¢nich médiich, nevykazovaly chitosanové Castice viici buitkam

A549 a A2780 cytotoxicky ucinek a zaroven byly G€inné internalizovany do bunék.
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ZAVER

Diplomova prace se zabyvala pifipravou castic z chitosanu a testovanim jejich
cytotoxicity in vitro vié¢i nadorovym liniim A549 a A2780. Sledovala se stabilita chitosanovych
submikrocastic v ¢ase V deionizované vod¢ a po pridani do kultivacnich médii. Zaroven byly
pfipraveny chitosanova submikrocastice znacené¢ fluorescenénim barvivem FITC
k vyhodnoceni internalizace téchto ¢astic do bunék nemalobunééného adenokarcinomu plic.

V ramci provedené metody XTT bylo zjisténo, ze chitosanové submikrocastice
nevykazovaly cytotoxicky ucinek vic¢i bunéénym liniim A549 a A2780, naopak pfi nejnizsich
koncentracich vykazovaly zvySenou viabilitu bunék pies 110 %. Zaroven byly efektivné
internalizovany do bunék vykazovaly stabilitu po celou dobu skladovéni, naopak v kultivacnich
médiich byly bezprostiedné agregovany nebo rozbity na mensi frakce, ¢imz vykazovaly
zna¢nou nestabilitu.

Zavérem lze fict, Ze chitosanové Castice, vzhledem K jejim vynikajicim fyzikalné-
chemickym vlastnostem, maji velky potencial jako nosice 1€¢iv v klinickych aplikacich. Je vSak

nutné zajistit stabilitu téchto ¢astic tipravou jejich sloZeni nebo modifikacemi.
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