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Souhrn

Chitosan je malo toxicky, neimunogenni a biologicky odbouratelny pfirodni biopolymer. Jako
deacetylovana forma chitinu je ve velké mife pouzivan v medicing, zeméd¢lstvi a primyslu kvili snadné
vyrobe, biokompatibilité a antimikrobialni aktivité. Chitosan je také Siroce studovan jako hlavni stavebni
slozka nanomaterialii. Cetné studie prokézaly, Ze chitosan, kromé silnych antibakterialnich G¢inki, lze vyuzit
jako adjuvans pti konstrukci novych vakcin. Neméné vyznamné je potencialni vyuziti chitosanu jako nosice
xenobiotik. V tomto piehledu uvadime zakladni informace o chitosanovych nanocasticich, jejich priprave,
purifikaci a charakterizaci, stejné tak nova data o moznosti jejich vyuziti pro pfipravu smérovanych 1é¢iv
na bazi nanotechnologii.
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Summary

Chitosan is low toxic, non-immunogenic and biodegradable natural biopolymer. As the deacetylated form
of chitin, it is extensively used in medicine, agriculture and industry for easy production, biocompatibility
and antimicrobial activity. Chitosan is also widely studied as the main structural unit of nanomaterials.
Numerous studies have shown the strong antimicrobial activity of chitosan including its efficacy as an adjuvant
for construction of new vaccines. In this overview, we present the basic information on chitosan nanopar-
ticles, their preparation, purification, and characterization as well as the new data on their utilization
for the construction of targetted drugs based on nanotechnologies.
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Uvod

Rozvoj kazdého lidského organismu probiha v interakci s potencialné nebezpecnymi patogennimi mikroor-
ganismy, které v organismu dale mohou zplsobit zanétliva onemocnéni. Slizni¢ni povrch, jako vstupni brana téchto
potencialné nebezpecnych mikroorganismu, je trvale vystaven pusobeni vlivim zevniho prostfedi. Jak jiz je
z ptirovnani patrné, vstup infekce touto vyznamnou branou lze povazovat za konkrétni pranik infekce do organismu.
Neni tedy divu, Ze je velka ¢ast bun¢k imunitniho systému je lokalizovana praveé na urovni sliznic a piedstavuje
tak primarni ,,pohotovostni“ systém imunitni obrany organismu.

V soucasné dobé se védci zabyvaji moznostmi vyuziti nanoc¢astic ¢i mikrocastic pro slizni¢ni vakciny podavané
nasalni ¢i oralni cestou (1). Zvyseny efekt téchto vakcin je dosazen pravé v ptipad¢ pouziti transportniho systému
nanocastic, ktery dopravi antigen na misto urceni. Cilem intranasalné podané vakciny je lymfoidni tkan lokalizovana
v nosni sliznici NALT (nasal-associated lymphoid tissue), ktera je soucasti systému mukdzni lymfoidni tkané¢ MALT
(mucosa-associated lymphoid tissue). NALT je lokalizovan zejména v hltanu, kde je tvofen Waldeyerovym
prstencem, ktery zahrnuje lymfatickou tkan na prechodu ustni dutiny v hltanovou ¢ast (tonsilla lingualis, tonsilla
palatina, tonsilla tubaria a tonsilla nasopharyngea). Sliznice hltanu dale obsahuje malé subepitelialni shluky
lymfoidni tkané (2,3). Epitel NALT je tvofen fasinkovymi buitkami, poharkovymi buikami produkujici hlen a dale
specializovanymi buitkami, které se podobaji M-butkim MALT v Peyerovych placich ve stievé. NALT je
lokalizovan pfimo pod povrchem epitelu a jeho soucasti jsou shluky lymfoidnich folikul s B-lymfocyty,
mezifolikularni oblasti tvofené T-lymfocyty, dale obsahuje makrofagy a dendritické bunky (2,3).

Slizni¢ni vakcina, na rozdil od systémové podanych (injek¢énich) vakcin skyta vyhody zejména v podobé
bezprostiedni reakce imunitniho systému, coz pfispiva k rychlé neutralizaci patogena po jeho ptestupu pres sliznici
dale do organismu. Dalsi vyhodou jsou nizsi finan¢ni néklady na ptipravu vakciny, neinvazivnost metody vakcinace,
jednoduchy zptisob podani a minimalni riziko komplikaci u vakcinovanych (1,4). Intranasalné podavané vakciny,
jez efektivné stimulujici jak humoralni, tak bunikami zprostfedkovany imunitni systém, 1ze rozdélit do dvou hlavnich
typt. Prvni typ je zalozen na casticich s funkci transportniho systému pro antigen. V tomto piipad¢ se antigen
zachycuje na ¢asticich, které nasledné usnadnuji piestup antigenu pres epitel sliznice. Druhy typ nasalnich vakcin
predstavuje vakciny podavané ve formé roztoku, kdy je antigen rozpustén nebo suspendovan ve funkéné neutralnim
roztoku (1,5). Interakce mezi NALT a antigenem zavisi zejména na davce, slozeni, frekvenci poddvani antigenu
a také na integrité epitelu. Typ odpovédi je pak urcen povahou antigenu, jemuz je vystavena nosni sliznice,
konkrétné NALT. Rozpustné antigeny piestupuji pies epitel nosni sliznice a dostavaji se do drénujicich lymfatickych
uzlin. To stimuluje systémovou imunitni odpovéd’ charakterizovanou produkci imunoglobulini, aktivaci
T bun&éného systému a vyvolanim imunologické paméti. Casticové antigeny jsou snadno smérovany pomoci
pohybu bunék fasinkového epitelu smérem ke specializovanym bunikam podobnym M-buinikam. Ty dopravi antigen
pod slizni¢ni epitel a nasledné k NALT, kde je vyvolana slizni¢ni imunitni odpovéd’ (5).

Nanocastice jako mozny transportni systém xenobiotik

Utinnost mnoha 1éki &i vakein je navic do jisté miry limitovana rychlosti jejich transportu do cilového mista
pusobeni. V mnoha ptipadech vSak reaguje pouze malé mnozstvi celkové davky xenobiotika v zavislosti
na rozmanitych biochemickych ¢i fyziochemickych vlastnostech téla hostitele. Proto se hledal vhodny nosi¢, ktery
by umoznil jak ochranu, tak smérovani xenobiotika do cilového mista. Jako jeden z vhodnych ochrannych
a smérovani umoziujicich systémi se prezentuji nanocastice (6,7). Vytvorené nanocastice maji svoji vazebnou
kapacitu bud’ pfimo na povrchu ¢astice, nebo 1ze dany antigen navazat na piidanou vnéjsi membranu, ktera ¢astici
obklopuje (8). Na takto pfipravené ¢astice lze jednoduse chemicky navazat [éCivo, antigen ¢i adjuvans. V soucasné
dob¢ vsak neexistuje zadny, plné funk¢ni transportni systém na bazi nano¢astic, ktery by mohl vyfesit fadu probléma
spojenych napf. s cilenym transportem 1€¢iv, s ochranou 1é¢iv proti enzymtim gastrointestindlniho traktu, s nizkym
terapeutickym indexem antifungalnich lé¢iv, ¢i omezenou schopnosti antibiotik prostupovat bunécnou sténou (9-11).

Chitosanové nanocastice

Mezi nejvice pouzivany polymer pro pfipravu nanocastic si stale vice pozornosti ziskava praveé chitin a z néj
vyrobeny chitosan (Obr. 1) v podobé nanocastic. Chitin, jako jeden z nejbohatsich obnovitelnych piirodnich zdrojt,
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Obrazek 1. Chemicka struktura chitosanu, pievzato z (24).
se ziskava predevsim z vnéjSich koster korysi, krabti, mékkyst a hmyzu. Vnéjsi kostry téchto zivocichd byly
donedavna povazovany pouze za odpadni produkt, nicméné v soucasnosti je opak pravdou. Chitin Ize také najit

jako hlavni slozka bunéénych stén hub. Svoji strukturou je velice pfibuzny mukopeptidu, hlavnimu polymeru
bakterialni stény zodpovédného za stavebni a ochrannou funkci bakterii.

NejdilezitéjSim a nejznaméjsim derivatem chitinu je tedy chitosan [(1,4)-2-Amino-2-deoxy- D-glukan)] patiici
do skupiny polysacharidi, ktery je vyrabén ¢asteénou N-deacetylaci chitinu [(1,4)-N-acetyl-D-glucose-2-amin]|
(Obr. 2). Jednotlivé polysacharidové fetézce chitosanu jsou navzajem spojeny glykosidickymi vazbami, takto
spojené jednotky davaji vznik linearnimu polymeru. Velkou vyhodou chitosanu je jeho schopnost na sebe vazat
tézké kovy a dalsi rizné latky. A prave tato vazebna schopnost chitosanovych nanocastic dava moznost jejich vyuziti
pro transport nejriaznéjsich typt latek imunoaktivni povahy ¢i charakteru xenobiotik (12,13).
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Obrazek 2. Schéma deacetylace chitinu na chitosan, pievzato z (24).

Historie a vyvoj chitosanovych nanocastic
Biomaterialy odvozené od chitosanu jsou velmi jedine¢nymi moiskymi produkty s riznymi fyziochemickymi

a biologickymi vlastnostmi, coz vede k pouzitelnosti v riznych oborech lidské ¢innosti. Ackoli nedavné objevy
chitosanovych biomaterialti zvysily vlastni pouzivani chitosanu v moderni medicin¢, mechanismus pisobeni
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chitosanu ztistdva dosud ne zcela nevysvétlen. Chitin, ze kterého se ziskava chitosan, byl poprvé identifikovan
a pozorovan v bunécénych slozkach hub francouzskym profesorem Henri Braconnotem v roce 1811. Nasledné poté
byl pojmenovan jako chitin z feckého slova ,,khiton”, coz vyjadfuje ,,obalku”. Dale byl extrahovan napi. z hmyzich
stuktur a v roce 1859 byl poprvé identifikovan produkt chitinu — chitosan, ktery v§ak své oznacéeni ziskal po témét
40. letech od svého objeveni. Béhem 50-tych let 20. stoleti byl nasledné chitosan ziskavan také z moiskych produktt
s tim, Ze doslo k potvrzeni vlastni struktury chitosanu a nasledné byla také veskera data prvné verejné publikovéna,
vice v reSerSnim ¢lanku Periayah a spol. (14). Od roku 1960 je vedeno mnoho rozli¢nych studii, ve kterych je
chitosan vyuzivan v rtiznych modifikovanych formach vyuzitelnych v biomedicinském vyzkumu, medicing,
zemédelstvi ¢i pii vyrobé bioinvazivnich biodegradabilnich materiald.

Priprava a purifikace nanocastic chitosanu

V poslednich letech se do poptedi zajmu dostala aplikace chitosanovych nanoc¢astic jako transportniho systému
pro slizni¢ni vakeiny podavané intranasalni, tak oralni cestou (1,4). Chitosan lze pfipravit ¢astecnou deacetylaci
chitinu, ktery je v ptirode¢, vedle celulozy, nejrozsifenéjsim polysacharidem na Zemi (15, 16). Pouziti chitinu
ve srovnani se strukturné podobnym chitosanem je limitovano, jelikoz chitin je chemicky inertni (16). Smichanim
chitinu s koncentrovanym alkalickym roztokem dochazi k deacetylaci acetamidovych skupin chitinu na amino-
skupiny chitosanu. Chitosan je pomérné reaktivni, l1ze ho pfipravit bud’ ve formé prasku, pasty nebo vldkna.
Je nerozpustny v zasaditém a neutralnim pH. V kyselém prostiedi pak tvoii soli, jak s anorganickymi, tak or-
ganickymi kyselinami, coz je dano protonizaci aminoskupin. Rozpustnost chitosanu zavisi na distribuci volnych
aminoskupin a zbyvajicich N-acetylovych skupin. Bézn¢ se pro rozpusténi chitosanu vyuziva 1-3% vodny roztok
kyseliny octové (16). Primérna molekularni hmotnost chitosanu je 3 800 az 2 miliony a podil deacetylace ¢ini
66—95 % (17). Chitosan ve své chemické struktuie obsahuje kopolymery glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu.
Primarni aminoskupiny maji zasadni vyznam pro strukturu chitosanu a urcuji jeho vlastnosti vyuzivané
ve farmaceutickém primyslu (15). Kladn€ nabité soli chitosanu se tedy mohou siln¢ vazat k zaporné nabitym
materialim, k sliznici ¢i bunéénym povrchiim. Chitosan je tudiz mukoadhezivni (2). Jeho biokompatibilita
a moznost pouziti ve vysokych davkach, vyplyvajici z jeho nizké toxicity, ¢ini chitosan, a z n¢ho pfipravené
nanocastice, velmi vhodné pro pouziti jako transportni systém 1ékt (17).

Pro vyrobu chitosanovych nanoc¢astic bylo vyvinuto a publikovano nékolik metod. Vybér vhodné metody zavisi
na konkrétnich faktorech, jako jsou pozadovana velikost nanocastic, teplotni ¢i chemicka stabilita, stabilita
kone¢ného produktu, zbytkova toxicita spojend s konecnym produktem a dalsi (16). Byly popsany nasledujici
metody piipravy chitosanovych nanocastic:

1) Zesit'ovaci emulgace

V ramci této metody se vyuziva funkénich aminoskupin chitosanu k zesitovani s aldehydovymi skupinami
zesitovaciho ¢inidla. Je nutné pfipravit emulzi vody v oleji (w/0) emulgaci vodného roztoku chitosanu v olejové
fazi. Pro stabilizaci vodnych kapicek se pridava surfaktant. Jako zesitovaci ¢inidlo lze pouziva napf.
glutaraldehyd, jehoz uc¢inkem se z vodnych kapicek béhem michani vytvoii mikrocastecky. Ty se nasledné
vhodn¢ separuji (16).

2) Metoda precipitace/koacervace

Tato metoda vyuziva nerozpustnosti chitosanu v alkalickém pH. Pokud chitosan pfijde do kontaktu s alka-
lickym roztokem, dochazi k jeho precipitaci/koacervaci. Castice se tvoii pii vstfikovani roztoku chitosanu
do alkalického roztoku, jakym je napt. hydroxid sodny nebo hydroxid sodny-metanol, s pouzitim vzduchové
trysky, coz vede ke vzniku kapicek. Nasledna separace a purifikace ¢astic se provadi centrifugaci ¢i filtraci
s dostatecnym promytim v horké vodé (18). Druha technika vyuzivajici metody precipitace/koacervace byla
popsana Dr. Berthodem. V ramci této techniky se chitosan (0,25% w/v) rozpusti ve vodném roztoku kyseliny octové
(2% v/v), ktery obsahuje 1% polysorbat 80. Béhem michani a ultrasonikace je po kapkach (5 ml/min) pfidavan
roztok siranu sodného (20% w/v). Smés je michana a sonifikovana po dobu 1 hod., po ukonceni je cela smés
centrifugovana. Vznikly supernatant je odstranén, ziskany sediment ¢astic chitosanu je resuspendovan ve vodé
a nasledné lyofilizovan (17).
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3) Metoda odpareni rozpoustédia

Metoda je zalozena na suseni aerosolovych ¢astic v proudu horkého vzduchu. Chitosan je nejprve rozpustén
ve vodném roztoku kyseliny octové, poté je do tohoto roztoku rozpustén nebo rozptylen antigen ¢i 1é¢ivo a nakonec
je pridano zesitovaci ¢inidlo. Takto vytvofend smes je nasledné nebulizovana (rozpraSovana) v proudu horkého
vzduchu. Aerosolozaci dochazi ke vzniku malych kapicek, ze kterych je vypafovano rozpoustédlo, ¢cimz dochazi
ke vzniku volnych nanoéastic (19).

4) Iontova gelace

V tomto piipad¢ je chitosan rozpustén ve vodném roztoku kyseliny octové za ti€elem ziskani kladné nabitého
chitosanu. Roztok je nasledné po kapkach ptidavan za stalého michani k roztoku tripolyfosfatu, coz je polyanion,
ktery ucinkem elektrostatickych sil interaguje s opac¢né nabitym chitosanem. Timto postupem dojde k tvorbé
chitosan-tripolyfosfatového komplexu. Chitosan diky tomu podstoupi iontovou gelaci a precipituje za vzniku
sférickych ¢astic (16).

5) Termicka metoda

Jedna se o dalsi z metod pro pfipravu chitosanovych ¢astic, ktera vsak, jako jednu ze svych vyhod, postrada
zdlouhavé procesy ptipravy nanocastic, jako jsou napt. emulgaci ¢i sprejovani. Chitosan, v odpovidajicim mnozstvi,
je v ramci termické analyzy rozpustén v 4% roztoku kyseliny octové. Vytvoii se gelovita hmota, ke které se nasledné
ptida zesitovaci ¢inidlo, v tomto pfipadé glutaraldehyd. Vznikne tak zesitovany gel. Ten nasledné projde sitem
s velikosti péru odpovidajici nano¢asticim. Céstice jsou poté promyty 0,IM NaOH, aby se odstranil piebyteény
glutaraldehyd a finalné suseny pres noc pii 40 °C (20).

6) Metoda reverznich micel

Piprava polymernich nanocastic mize byt dosazena také pouzitim reverzniho micelarniho média. Reverzni
micely jsou monodisperzni sférické agregaty molekul povrchové aktivnich latek (dodecylsiran sodny, lecitin,
cetrimoniumbromid apod.) o velikosti nanometrd (1-10 nm) obsahujici mikroskopicka polarni jadra. Hydrofilni
slouceniny, jako jsou biomolekuly, jsou tedy solubilizovany uvnitf polarniho jadra reverznich micel a jsou
stabilizovany v organickém rozpoustédle vrstvou plasté povrchové aktivnich latek, ktera je chrani pfed denaturaci
vlivem organické fazi (21). Nanocastice chitosanu mohou byt pfipraveny napiiklad za pouziti reverzniho
micelarniho systému slozeného z cetrimoniumbromidu jako povrchové aktivni latky a izooktanu jako rozpoustédla.
Chitosan je polyanion, zatimco cetrimoniumbromid je kationtové, povrchové aktivni ¢inidlo. V ramci podobného
systému mohou byt také porovnany ucinky elektrostatické interakce mezi chitosanem a povrchové aktivnim
¢inidlem (16,21).

Charakteristika chitosanovych nanocastic

Deacetylovana chitosanova kostra glukosaminovych jednotek mé vysokou hustotu nabitych aminoskupin, které
mohou elektrostaticky interagovat s antigeny (proteiny ¢i geny). Vlastni vazbu antigenu na nanocastice lze
charakterizovat nékolika parametry. Mezi zjistované charakteristiky nanocastic patii zejména jejich morfologie,
velikost a zeta potencial (povrchovy naboj).

Velikost chitosanovych nanoc¢astic mize byt métena metodou fotonové korelacni spektroskopie pod thlem 90°,
pti teploté 25°C a za pouziti 30 mW helium-neonového laseru.

Druhy zptsob méfeni velikosti miize byt proveden uzitim centrifugacni fotosedimantace na centrifugacnim
automatickém casticovém analyzatoru (14). Nejjednodussi zpisob pro zjistovani velikosti, tvaru a povrchovych
charakteristik nicméné nabizi vyuziti skenovaciho elektronového mikroskopu. V tomto pfipadé se na zlatem
pokrytou desticku napipetuje kapka suspenze ¢astic a na vice jak 12 hodin se uchovava pfi pokojové teploté
v desikatoru do tplného vyschnuti vzorku. Suchy vzorek nanocéstic se prevrstvi tenkou vrstvou zlata a necha
skenovat (15).
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Zeta potencial se vyskytuje v elektrické dvojvrstve kazdé castice, charakterizuje tendenci ke shlukovani ¢astic
a potencialni stabilitu celého vazebného systému. Nulova hodnota zeta potencidlu je vyjadfena hodnotou
izoelektrického bodu. Proto musi byt posouzena také hodnota izoelektrického bodu vybraného antigenu pred vlastni
vazbou na nanocasticovy nosi¢ (15). Védecka skupina pod vedenim Dr. Borges vyuzivala pro vyhodnoceni velikosti
Castic a zeta potencialu pfistroj Zetasizer Nano s pouzitim dynamického svételného skenovani (15). Jina védecka
skupina pod vedenim Dr. Bertholda pouzila pro méfeni zeta potencidlu Lazer Zee Meter. Méfeni bylo provedeno
v 0,02M fosfatovém pufru v rozsahu pH 2 — 11 po ptlhodinové sonifikaci (17).

Dalsi technika, kterou Ize charakterizovat nanocastice, je diferencni skenovaci kalorimetrie. Vysledkem je graf
zobrazujici kiivku zavislosti signalu diferenéni skenovaci kalorimetrie (mW) na teploté (°C). Vzniklé piky v oblasti
konkrétnich teplot odpovidaji ur€itym déjum, jako je vypafovani vodného roztoku, rozpad nespecifickych
elektrostatickych vazeb, atd. Kfivky se vyrazné lisi u skenovanych obalenych (pf. alginatem sodnym)
¢i neobalenych chitosanovych ¢astic (15).

Dalsi moznost charakterizace nanocastic poskytuje infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci,
pri které se zjist'uji infraervena spektra jednotlivych vzorki Castic s uzitim Fourierovy transformace. Obalené
Castice se promyji vodou, centrifuguji a sediment se pies noc t¢inkem mrazu vysusi a ponecha v desikatoru (15).

Pro uc¢inné navazovani antigenu na nanocastice je také nutné vyhodnotit dalsi parametry ¢astic, jako je napf.
vazebna kapacita a vazebna ucinnost. Samotné navazani antigenu na vyrobené chitosanové nanocastice se provadi
jednoduchym krokem, a to inkubaci roztoku antigenu se suspenzi ¢astic rozptylenych ve fosfatovém pufru o pH 7,4
za mirného michani pii pokojové teploté po dobu 120 minut. Ovéfeni vazebné ucinnosti se provadi nepiimou
metodou, kdy se kvantifikuje nenavazany antigen, ktery zustal v roztoku. Po inkubaci Castic s antigenem
a pfipadném obalenim c¢astic alginatem sodnym se smés centrifuguje a nasledné zjistuje koncentrace bilkoviny.
Vazebna ucinnost pfedstavuje hodnotu podilu celkového mnozstvi antigenu bez hodnoty nenavazaného antigenu
k celkovému mnozstvi antigenu (22,23). Vazebnou kapacitu Ize ziskat jako podil celkového mnozstvi antigenu
bez hodnoty nenavazaného antigenu k celkové hmotnosti nanocastic (22,23).

Zaclenéni a uvoliiovani antigenu/lé¢ivé latky v systému nanocastic

V systému nanocastice-antigen ¢i nanocastice-xenobiotikum existuje piedpoklad navazani co nejvétsiho
mnozstvi antigenu/1é¢ivé latky na nosi¢, kterym je zvolena nanocastice a zaroven tak omezit mnozstvi zvolen¢ho
nosice. Obecnym problémem cileného transportu nanocastic je vlastni obranny systém organismu, kam Ize uvést
napf. filtraci nanoé¢astic plicemi ¢i pohlceni nanoé¢astic makrofagy. Dalsimi dilezitymi pozadavky pfi navrhu
nosi¢ového systému na bazi nanoCastic je zabezpeceni pfipojeni antigenu/léCivé latky k nanocastici a opétovné
uvolnéni této latky v pozadovaném misté. Antigen/Ié¢iva latka je tedy nejprve farmakologicky neti¢innou, ucinek
se projevi az po uvolnéni latky z nosice za predpokladu optimalni rychlosti, ktera zabezpeci optimalni ucinek.

Vlastni zaclenéni antigenu/lé¢ivé latky do nosiCového systému lze uskutecnit jednak soubézné s pfipravou
a vznikem nanocastic a také inkubaci pfedem vytvotenych nanocastic v roztoku daného antigenu/1é¢ivé latky. V ramei
porovnani efektivity vazby latky na nanocéstice nicméné dominuje piistup zaclenéni zvolené latky jiz béhem piipravy
nanocastic (24). Pro cely systém smérovanych 1é¢iv je pak vyznamné i uvoliiovani 1é¢iva/antigenu z nosice. Vlastni
pro uspésné pouziti tohoto systému. Priib¢h uvoliiovani zvolené latky, kromé biodegradability nosice, zavisi i na mnoha
dalsich faktorech jako napf. na desorpci latky z povrchu nanocastic nebo na difiizi latky pres matrici nanocastic (24).
Nasledny profil uvoliiovani latky z nanoc¢astic zavisi na charakteru biodistribuéniho systému. Distribuce antigenu/Ié¢ivé
latky v organismu je tedy zavisla pfedevsim na jeho fyzikalné-chemickych vlastnostech. Pro pouziti v humanni medicing
musi byt vSechny slozky nosice biokompatibilni a biodegradabilni tak, aby se vyloucily po doruceni antigenu/Ié¢ivé
latky bez vyvolani nezadoucich tc€inki, jako jsou toxicita, zanét, alergie nebo hematologické problémy (25-27).

Modifikace navazaného antigenu/lé¢ivé latky na nanocastice

Pokud je antigen/lé¢iva latka Spatné rozpustna, nachylna k enzymatickému rozkladu nebo toxicka pro irelevantni
tkan¢, musi byt chemicky modifikovdna nebo dorucena do mista jejiho piisobeni pomoci specialniho nosice nebo
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transportniho systému (25,26). Védecky tym Dr. Borges (University of Coimbra, Portugal) se zabyval technikami
vazby antigentl na nanocastice a studiem efektivity uc¢inku takto pfipravenych biopreparatt (15). Chitosanové
nanocastice byly pfipraveny precipitaci/koacervaci a nasledné byla provedena vlastni vazba antigenu (napf.
albuminu). Nanocastice s navazanym antigenem byly navic obaleny alginatem sodnym. V ramci studie byl sledovan
vliv takto obalenych nanocastic na jejich G¢innost. Alginat je, podobné jako chitosan, v piirodé se vyskytujici
polysacharid ovsem opacného naboje (15). Alginat sodny zvysuje stabilitu chitosanovych nanoc¢astic s antigenem
adsorbovanych na jejich povrchu. Jak uz bylo zminéno, chitosanové ¢astice jsou nabité kladné, jejich zeta potencial
odpovida hodnot¢ + 37 mV. Po navazani antigenu na ¢astici zistava naboj stale kladny s hodnotou zeta potencialu
veétsim nez + 30 mV. Pii nasledném obaleni ¢astic alginatem, dochazi ke zmén¢ naboje z kladnych do zapornych
hodnot. Po kompletni adsorpci alginatu na povrch ¢astice ma naboj nanocastic hodnotu — 35 mV. Zménou
povrchového naboje je mozné usmérnovat distribuci ¢astic v organismu (15). Studie rovnéz prokazala, ze postup
obaleni nanocastic je vhodny v pfipadé podéani vakciny oralni cestou, kdy hrozi rychld degradace antigenu
navazaného na nanocéstici v disledku piisobeni enzymti gastrointestinalniho traktu (15).

Univerzalni Antigen
polymer Plazmidova DNA
Tvorba lipidQ e Cytokiny
Virove vektory < ». SIRNA
Polymerni gely Chemoterapeutika
CHITOSAN

"4 A

Stimulagni ligandy

Transport Buné&né ligandy Imunitni odpoved
Uvolfiovani ligandd Cilové imunitni ligandy Vakcinace
Tkariova biodistribuce Osteogeneze Prevence onemocnéni
Organova biodistribuce Mukoadheze Lé&ba onemocnéni
Intracelularni trafficking Glykolipidy Eradikace mikroorganismu

Obrazek 3. Schématicka ilustrace riznych modifikaci nanocastic s jejich moznym vyuzitim.

Uziti chitosanu jako jednoho z modernich uspéchii biomedicinského vyzkumu

Pfirodni chitosanové nanocastice jsou netoxické, biokompatibilni, biologicky odbouratelné a lze je nazvat
biologickou celulézou. Komeréné¢ dostupny chitosan je obvykle nabizen v podob¢ Supin, prasku, kulicek, kapsli,
hmotnosti, rozpustnosti ¢i samotnou barvou. Chitosan nabizi Siroké uplatnéni jak v medicing, tak v potravinarském
pramyslu (Obr. 3) (28-31). Diky nerozpustné gelotvorné slozce chitosanu, kterou nelze $tépit travicimi enzymy,
pusobi v zaludku jako velmi silny absorbent snizujici vstiebavani skodlivych slozek potravy (t€zké kovy), zlepsSuje
peristaltiku stfevniho traktu, zvétsuje objem stolice a snizuje tlak ve sttevech. Tim dochazi k normalizaci traviciho
procesu (32). Diky snizeni vstiebavani toxickych produkti mize navic ptsobit proti vzniku nadorového bujeni
traviciho traktu. Chitosan je také povazovan za jeden z nejlepsich druhti dietetickych vlaknin zabranujici vstfebavani
cholesterolu a tukii do organismu.

V ptipadé rozpustné slozky chitosanu dochazi ke vstiebani ptislusné casti chitosanu do krve. Chitosan sniZuje
krevni tlak, hladinu tukt krvi, zlepSuje funkeci jater ¢i snizuje hladinu cukru v mo¢i, ¢imz preventivné pasobi proti
vzniku cukrovky. Dalsi nespornou a nepiehlédnutelnou vyhodou chitosanu je jeho alkalické pH, diky kterému se
v organismu vytvaii vhodné prostiedi k aktivaci imunitniho systému, zejména lymfocytt s cytotoxickou aktivitou.

88



Kubelkova a kol.: Chitosan

Konstrukty na bazi chitosanovych ¢astic maji také antibakterialni ucinky, ovSem za predpokladu, ze kazda Castice
Vysledkem muize byt napt. mast nebo naplast na zevni potirani akné bez vedlejsich ucinki 1écby jako je tomu
v piipadé antibiotik ¢i kortikoidd. Podobné mohou byt likvidovany i viici antibiotikiim odolné bakterialni kmeny,
jako jsou nékteré druhy Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus (34,35).

Souhrnné 1ze fici, ze v ptipad¢ chitosanu hovoiime o pfirodnim produktu vysoké Cistoty, jehoz hlavnim ukolem
neni vylécit ur¢itd onemocnéni, ale ptisobit na homeostazu organismu regulaci riznych biologickych procesti
vedoucich k nastoleni rovnovahy organismu (36). Navic umoziuje, diky svym fyzikaln¢ chemickym
charakteristikdm, vyuziti v transportnich systémech antigent ¢i xenobiotik a umocnit tak imunogenicitu antigenti
svoji adjuvantni funkeci.

Zavér

Systém nanocastic a nanotechnologie, ktera byla pied lety povazovana za pouhou védeckou utopii, pfinasi
revoluci v pfistupu k diagnostice i 16¢bé lidského organismu. Pomoci nanocastic 1ze cilen¢ a Gispésné aplikovat
rizné druhy farmak, inzulinu, chemoterapeutik ¢i antigenti zaméfenych predevsim na stimulaci slizni¢ni imunitu
s pfedpokladem rozvoje cilené a robustnéj§i imunitni odezvy. V radmci diagnostickych, 1écebnych nebo
antimikrobialnich aplikaci poskytuji nanocastice Siroké pole pisobnosti. Dikazem je napiiklad vyvoj tzv. nanohub,
které dokazi Gspésn¢ absorbovat toxické latky a vylucovat je z krevniho ob¢hu nebo vyvoj riznych nanosenzort
schopnych detekovat i minimalni mnozstvi rakovinnych bunck v organismu. V soucasnosti né¢kolik bioaktivnich
produktti z motskych zivocicha ¢i rostlin, véetné chitosanu, vykazuje v laboratornich podminkach neuroprotektivni,
antioxida¢ni, imunomodulaéni, anti-HIV a protizanétlivé G¢inky s nizkou toxicitou (37-40). Systém nanocastic,
v riznych formach vyslednych produktt, tedy poskytuje slibné uplatnéni v riznych odvétvich vyzkumu, vyvoje
a klinické mediciny. V tomto sméru nestoji ani chitosanové nanocastice v pozadi zdjmu vyvoje prakticky
pouzitelnych biomedicinskych technologii.
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