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1. Uvod

Transportné systémy v biomedicinskom pouziti do-
siahli vyznamného pokroku pocas uplynulych desatroci.
Odburatel'né polymérne biomateridly sa stavajii vhodnymi
kandidatmi ako nosice riadeného/postupného uvolnovania
lieciva. Na poskytovanie GCinnej terapie st vyzadované
Specifické fyzikalne, chemické, biologické, biomechanické
a degradacné vlastnosti. Medzi vyhody prirodnych poly-
mérov patri ich bioaktivita, schopnost’ prirodzene prezen-
tovat’ ligand receptorom, jednoducha biodegradovatelnost’
a nezataZzovanie metabolickych a exkrecnych systémov.
Avsak na druhu stranu, vd’aka ich vlastnej bioaktivite,
védcSina prirodnych polymérov vyvoladva silni imunitni
odpoved’. Z tohto dévodu sa skiima Siroka Skala prirod-
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nych aj syntetickych polymérov schopnych degradacie
hydrolytickou alebo enzymatickou cestou pre biomedicin-
ske pouzitie'.

Principom enkapsuldcie je spravit ochranny obal
okolo aktivnej zlozky. Tymto spOsobom sa zvySuje jej
ucinnost’, ked’ze je chrdnend bariérou pred enzymami,
svetlom, zalido¢nou kyselinou, atd’. Vlozena latka sa mo-
ze nachadzat’ v roznych formach ako napriklad v prasku,
emulzii alebo filme, a to vo velkosti mikrometrov alebo
nanometrov’.

Pre enkapsulaciu sa vel'mi €asto pouZivaju polysacha-
ridy. Su to kondenzované polyméry, u ktorych st monosa-
charidové jednotky spdjané pomocou O-glykozidickej
vizby. Patria medzi najrozsiahlejSie skumané prirodné
biomateridly, vd’aka ich jedineCnej biologickej aktivite,
ako napr. rozpoznanie a aktivacia imunitného systému'*.
Vyhodou prirodnych polysacharidov je dobra biokompati-
bilita, schopnost’ biodegradacie, dlha cirkulacia krvou
a netoxické posobenie. Po modifikacii naSli uz davnejsie
vyuzitie ako nosic¢ lieCiv napriklad chitosan, oligosacharid
cyklodextrin, hyaluronovd kyselina, heparin, pektin
i glukéan®.

Této praca je zamerand na glukdnové Castice, tvorené
prevazne (1-3)-B-D-glukanom s alebo bez (1-6)-B-D-glu-
kézy v postrannych retazcoch, izolované z pivovarskych
kvasnic Saccharomyces cerevisiae, a ktoré boli pouzité
ako nosi¢ enkapsulovanych latok alebo latok naviazanych
na povrch tychto Castic. Konkrétne tento druh Castic bol
vybrany z dovodu, Ze sa posledné roky vynara stile viac
publikacii, kde boli Castice zo S. cereviasiae pouzité ako
prenasac antigénu, lieCivych latok alebo ako adjuvant.

2. Charakteristika
2.1. Popis a priprava glukdnovych castic

Glukanové castice (GP) (obr. 1a) st biopolymérne
porézne duté utvary ovalneho tvaru ziskavané najcastejsie
z pekarenskych  kvasnic ~ Saccharomyces  cerevisiae
(obr. 1b) odstranenim vnutornych organel a komponentov
bunkovej steny, okrem [-D-glukdnov. Pripravené duté
Skrupinky pozostavaju primarne z (1-3)-B-D-glukanu,
s alebo bez (1-6)-B-D-glukdzy v postrannych retazcoch
(>85 %), chitinu/chitozanu (2 %) a su zbavené proteinov,
lipidov (<1 %) a mananov’. Soto a Ostroff v roku 2008
uviedli postup, ktory byva ¢asto pouzivany s malymi mo-
difikdciami pri priprave. Ide o rozsuspendovanie a varenie
S. cerevisiae v 1 M NaOH a zahrievanie na 80°C 1 h.
Precisteny nerozpustny material je suspendovany vo vode
a pomocou HCl upraveny na pH 4-5 a inkubovany pri 55 °C.
Nasledne je premyvany niekol’kokrat vodou, izopropano-
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Obr. 1. a) Lyofilizované glukanové &astice, b) bunky kvasnic pri pozorovani transmisnym elektrénovym mikroskopom (TEM)®

lom, apotom acetonom. KaSovitd suspenzia sa susi pri
izbovej teplote . Pri porovnani obr. la,b sa da pozorovat
vzniknutd vnutorna dutinka Castic.

2.2. Interakcie s receptormi

Ako sa uz spomenulo, GP maji pdvod
v S. cereviasiae a pozostavaju hlavne z B-1,3-D-glukanov.
Vseobecne B-glukany obsahuju vysoko Specifické moleku-
larne vzorce spojitelné s patogénom (PAMPs)*’, ktoré st
rozpoznané hostiteI'skymi glukdnovymi receptormi spro-
stredkujicimi fagocytozu, vratane Dectin-1 (cit.'’), kom-
plement receptorom 3 (CR3Y, proteinom diferenciacnej
skupiny (CD) 5 a scavenger receptormi'’, ako su CD36
a SCARF1. Aktivacia komplementu vedie k hubovej opso-
nizacii a k produkcii chemotaxinov, ktoré prilakaju zapalo-
vé bunky'. Pri aktivacii alternativnej drahy komplementu
dochadza k ukladaniu obalenych C3 konvertazovych frag-
mentov na povrch GP (cit.").

2.3. MoZnosti naviazania latky

Na ziklade elektrostatickych alebo hydrofébnych sil
mozu byt GP naplnené nano/mikro systémami. Garello
a spol. ukazuji, Zze malé vo vode rozpustné molekuly moézu
byt takisto Gspesne a stabilne nanesené do dutiny GP vo
forme lipozomov. Tento ndklad modze byt ufinne a bez
poskodenia prepraveny k imunokompetentnym bunkam
k fagocytoze'®. Soto a spol. v roku 2012 publikoval tudie,
v ktorych boli GP pouzité ako nosi¢ dvoma spdsobmi —
bud’ bola latka vpravena do vnutornej dutinky, alebo po-
mocou elektrostatickych vézieb na povrch chemicky upra-
venych GP. GP boli pouzité pre prenos latok, ako st napr.
nanocastice cielené na glukanové receptory fagocytujiicich
buniek vrodenej imunity, nanocastice s malymi molekula-
mi lieCiva alebo latok, ktoré su t'azko pripravované in situ,
napr. vo vode nerozpustné zlueniny' ™%,
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3. Vyutzitie

Kvoli ich biokompatibilite a velkosti v rozsahu 2—4
mikrometrov sa GP mézu pouzivat’ ako materidl prirodné-
ho pévodu v oblastiach, ako st funkéné potraviny, distri-
bucia lie¢iv alebo biomedicinske zobrazovanie™'. Tieto
mikrocastice st taktiez dobrym prirodnym nosi¢om, ktory
modze byt pouzity na prenos bioaktivnych latok do tela,
ako su napr. siRNA, DNA a vakciny. Su schopné sa pre-
miestnit do rdéznych organov, ako je pecen, pluca
aslezina. To im dava moznost’ doddvania terapeutickych
latok, hlavne tych labilnych, do systémového obehu'”.

3.1. Vizualiza¢né metody

V stadii z roku 2015 boli GP pouzité ako nosi¢ dvoch
amfifilnych fluorescencnych farieb — pre in vivo experi-
menty bolo pouzité farbivo na zaklade cyaninu a pre mik-
roskopické ex vivo experimenty to bol rthodamin, obe vo
forme mikroemulzie. Pomocou blizkeho infracerveného
fluorescen¢ného zobrazovania (NIRF) na mySacom modeli
reumatoidne;j artritidy bola dokazana schopnost’ GP ozna-
¢it’ imunitné bunky in vivo a pozorovat’ ich akumuléciu na
mieste zapalu'®. Yunchang Xie a spol. taktiez sledovali
glukanové mikrocastice cielené na M bunky. Mikrocastice
boli oznafené novym druhom blizkeho infracerveného
fluorescencného farbiva v NIRF, iSlo o derivaty 4,4-di-
fluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacénu. Pocas in vivo zobra-
zovania sa ukazalo, ze glukanové mikrocCastice zotrvali
v gastrointestindlnom trakte (GIT) po dobu 12 hodin, né-
sledne sa postupne absorbovali z ilea a len malo z jejuna.
Histologia potvrdila distribuciu ¢astic na bazolaterdlnu
stranu ilea cez Peyerove plaky. Az po 12 hodinach mohli
byt detegovatelné aj v peceni, slezine a plticach'’.

3.2. Ockovacie latky

V 20. storoc¢i boli pravé kiahne zodpovedné za viac
ako 300 milionov umrti. Ale vd’aka celosvetovému ocko-
vaniu sa ich podarilo v roku 1977 eradikovat. Zial, stale
nie st vyvinuté dostatoéne ucinné ockovacie latky napr.
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proti tuberkul6ze, virusu l'udskej imunodeficiencie (HIV)
a malérii, ktoré stale sposobuju mnoho Gmrti*’. Preto je
zrejmé, Ze od samého zaciatku mé ockovanie nepopiera-
telne velky vplyv na verejné zdravie. Vakciny mozu byt’
inaktivované, kde su patogény usmrtené, alebo atenuova-
né, ktoré obsahuji zivé mikroorganizmy, ale v oslabene;j
forme. Atenuované ockovacie latky vyvolavaji dlhodobej-
S§iu imunizaciu, ale su kontraindikované u imunokompro-
mitovanych pacientov, kvoli riziku $irenia infekcii. Inakti-
vované vakciny by mali byt bezpe¢nejsie, ale pre ich niz-
ku alebo ziadnu aktivitu byvaji pouzivané s pomocnymi
latkami*®?'. Vyvoj vakcin vyrazne pokroéil a zameral sa
na podjednotky mikroorganizmov, konkrétne na ich anti-
génne proteiny. Tieto podjednotky su Casto menej aktivne,
podobne ako inaktivované vakciny, a preto st potrebné
pomocné latky, ktoré zosiliiujii imunitntt odpoved’, idedlne
vrodenu aj ziskani. Pomocné latky vakcin st molekuly,
zliCeniny  a makromolekulové komplexy pridavané
k antigénu na zvySenie a moduldciu ich imunogenicity.
Vlozenim antigénu do lipozomalnych a polymérnych bio-
materidlov.  mdézu byt  dosiahnut¢  pozadované
vlastnosti**?*. Vyhodou GP pri vakeinacii je ich moznost
kombinacie ako nosica pre prenos antigénu i pouzitia ako
adjuvans vd’aka ich vlastnej imunomodula¢nej aktivite™.
Takisto ich vyhodou je aj moznost oralneho podania, ktoré
je bezpenejSie pre zniZenie rizika infekcii spojenych
s aplikaciou pomocou ihiel?*?'.

K vyvolaniu dostato¢nej imunitnej odpovede buniek
prirodzenej imunity musi vakcina obsahovat’ dostato¢ny
pocet molekul antigénu, ktoré stimuluji tzv. pattern recog-
nition receptors (PRR). Zakladom imunogenicity hubo-
vych antigénov je ich rozpoznanie hlavne pomocou PRR
(cit.?).

Peroralne podanie lieCiv je najbezpecnejSou a takisto
najpohodlnejSou variantou. Avsak niektoré peptidy a pro-
teiny pouzivané pri lieCbe, ako je napr. inzulin a kalcito-
nin, lahko podliehaju denaturacii a degradacii, a nie st
vhodné pre peros podanie. Preto Edith Mathiowitz
z Brown University zdoraziuje, Ze peptidy potrebuju byt
pod ochranou nanocastic, ktoré by udrzali ich stabilitu
pred enzymatickou degradaciou v GIT (cit.**?’). Tato
ochrana je podla studii sposobena tym, Ze bunky stavov-
cov neexprimuju B-1,3-glukanazu, ¢o znamena, ze GP
nosi¢e moézu chranit’ ulozené latky pred travenim v GIT,
ak su podavané peroralne. Zhang a spol. v praci potvrdili
vychytavanie GP peritonedlnymi makrofagmi in vivo po-
kusom na mysiach pri podani per os*".

3.2.1. Glukadnové castice a vakciny

Glukanové mikrocastice s v literatire popisané ako
vhodné nosiGe pre oralne podanie, ¢i uz lieivych latok'’
alebo antigénov pre vakciny?'**. Su schvalené americkou
Spravou potravin a liec¢iv (FDA) ako potraviny27 a zname
pre svoju bezpecnost, imunogenicitu a vysoku ucinnost’
enkapsulacie antigénu®. Enkapsulované zlueniny v mat-
rix B-glukanu ja¢mena, napr. aj testované probiotikd, s
odolnejSie voci tepelnému oSetreniu a gastrointestindlnym
podmienkam®. Mikro&asticovy B-glukan, tvoreny primar-
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ne z (1-3)-B-D-glukénu, vykazuje vlastnosti aj ako pomoc-
na latka, adjuvant. Jeho spojenim s testovanym antigénom
vo vakcine vznika vhodna formulacia, ktorej Gi€innost’ bola
potvrdena experimentalnym podanim mySiam pomocou
intradermalnej injekcie alebo peroralne®'.

Posledné roky sa vynara viac a viac §tadii a ¢lankov
o zakomponovani uc¢innej latky do vnatra GP. Vyhodou
inkorporacie je hlavne uz spominand zvySena stabilita
v GIT, o sa vyuziva pri testovani novych ockovacich
latok. Vsetky d’alej spominané prace si vybrali pre pripra-
vu glukanovych Castic S. cerevisiae.

3.2.2. GP pouzité ako adjuvant a nosic ockovacich latok

GP maju schopnost’ viazat’ sa a stimulovat’ receptor
Dectin-1 vd’aka vysokému obsahu (1-3)-B-D-glukanu, ¢o
im umoznuje aktivovat’ priamo dendritické bunky, ktoré
tento receptor exprimuju. Pri pokusoch in vivo vyvolavaji
predovsetkym odpovede Thl a Th17 buniek. Pomahajt
modifikovat’ imunitnu odpoved’ k Toll-like receptor (TLR)
agonistom, vratane dendritickych buniek a monocytov.
Zdoéraziiuje to skutoCnost’, Ze hoci sucasnd aktivacia viace-
rych PRR je efektivnou moznostou pre zosilnenie odpove-
de, takisto moze spdsobit’ Gplni zmenu typu generovanej
reakcie®”. Zapal je indukovany prilakanymi imunokompe-
tentnymi bunkami. Pridanie antigénu cieleného na Dec-
tin-1 vedie k odpovedi CD4+ a CD8+ T buniek aj pri ta-
kych davkach spolo¢ne s GP, u ktorych by samotny anti-
gén nedokazal vyvinut’ odpoved’. Poznanie tychto skutoc-
nosti viedlo k pouzitiu B-glukanov ako adjuvantov
a nosi¢ov'?.

Uz v studii z roku 2008 Berner a spol. predpokladali,
ze mikrocasticovany B-glukén zlozeny z (1-3)-fB-D-glu-
kanu arozneho poctu (1-6) vidzieb, mdze posluzit ako
adjuvant oCkovacich latok na zvySenie Specifickej imunit-
nej odpovede. Nimi pripravené konjugaty takéhoto mikro-
Casticového B-glukanu s hovédzi sérovym albuminom
(BSA) boli aktivne fagocytované mysimi peritonealnymi
makrofagmi. Pri intradermdlnej imunizécii tieto zlu¢eniny
zosiliiovali primarnu imunoglobulinovu (Ig) G protilatko-
vl odpoved’ proti BSA, aj ked’ nespdsobili zvysenie hod-
noty anti-BSA protilatky. Ziskané vysledky naznacuju, Ze
proteinové antigény mozu byt spojené s glukdnovymi
mikrocasticami cez karbodiimidovl vézbu a poskytuji
adjuvantny ucinok na stimulaciu protilatkovej odpovede
na proteinové antigény’'. Znama dualna aktivita glukano-
vych mikrocastic sa vyrazne ukézala aj pri inkorporacii
FedF (tipadhezin F18 fimbriae). Tento antigén je jeden
z najdolezitejsich virulentnych faktorov F18" Escherichia
coli. Téa osidl'uje hlavne tenké Crevo prasiat, ktorym spdso-
buje hnacky iedémové ochorenia. V stadii boli pouzité
prasacie bunky, nakolko st podobnejsie ludskym, nez
mysacie. Castice boli schopné stimulovat’ primarny imu-
nitny systém vézbou na a-podjednotku CR3. Dualita bola
preukdzand pomocou T-bunkového proliferaéného testu.
Naplnené castice vyvolali vyznamnejSie vyS$iu FedF-
Specificktl T-bunkovu proliferaciu nez samotny rozpustny
FedF (cit.”).
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3.2.3. GP poutzité ako nosic pri vakcinacii

Svetova zdravotnicka organizacia podporuje vyvoj
ockovacich latok, ktoré by boli poddvané perordlne. Je to
hlavne z dovodu lepsieho prenosu, skladovania a aj poda-
vania v rozvojovych krajinach.

Antigén hepatitidy B

Rekombinantny povrchovy antigén hepatitidy B
(HBsAg), na prevenciu pohlavne prenosnej hepatitidy B,
bol enkapsulovany do glukanovych ¢astic pripravenych zo
S. cerevisiae. Pre peroralnu imunizaciu je dolezité, ze Cas-
tice mézu byt internalizované periférnymi mononuklear-
nymi bunkami, napr. v mySacich Peyerovych plakoch. Po
troch peroralnych imunizaciach vysledky vykazovali zvy-
Senie sérovych hladin anti-HBsAg IgG u 57 % zvierat
a anti-HBsAg sekre¢ného IgA v stolici. Naproti tomu pri
podani prvej davky subkutdnne a nasledne dvoch davok
peroralne, doslo k zvySeniu hladin HBsAg Specifickych
protilatok u vietkych testovanych subjektov?.

Antigén Ovalbumin

Ako spominal Soto a spol., antigén sa moZe naviazat’
nie len do vnitra Gastice, ale takisto aj na jej povrch'>!.
Této metdda bola vyuZitd pri vizbe ovalbuminu (OVA) na
povrch mikrocastic kvasnicovych schranok. Antigén,
transportovany pomocou kvasnicovej Skrupinky, moze
zvySovat' bunkové vychytavanie antigénu dendritickymi
bunkami (DC), ich zrenie a spistanie vylu¢ovania imunit-
nych ko-stimula¢nych molekil. Doslo tak k vzniku G¢innej
generovanej imunitnej odpovede proti nadorovym bunkam
in vivo s pomocou humoralnej aj bunkovej imunity™.

Podobna studia vysla aj v roku 2017, kde takisto tento
model ukazoval sl'ubné vysledky pre nadorovu imunotera-
piu. V tomto pripade ale OVA ako mikroemulzia bol zave-
deny do vnutra castic suspendovanych v cyklohexane/
Igepal CO-520, ktoré boli rozptylené sonikaciou. Pri
in vivo aj invitro experimentoch sa zapojili taktiez obe
zlozky imunitnej odpovede. Vyrazne podporili aktivaciu
DC a produkciu cytokinov. Tento model sa da pouzit
v pripadoch, kde je vyZzadovana silna imunitna odpoved™*.

Takisto aj Huang a spol. pri subkutannom podani GP
so zapuzdrenym OVA antigénom zistili silné odpovede
antigén-Specifickej protilatky a T-buniek. Platforma GP
vyvolala dlhodobé pamétové odozvy Thl a Th17 buniek.
Stadia naznaduje, Ze to bolo v désledku pouzitia GP ako
platformy, ktora posobila ako adjuvant a nosi¢ zaroven™.

Vakcina proti Coccidioides

Experimentalne bola taktiez skii§and vakcina proti
infekcii Coccidioides. Mysi, ktoré boli intranasalne imuni-
zované vakcinou vloZenou do glukanovej Castice, vykazo-
vali skorSiu plicnu infiltraciu aktivovanych Thl, Th2
a Th17 buniek a zvysenie produkcie CD4" buniek stimulu-
jucich interferon gamma (IFNy") a interleukin (IL)-17 nez
neockované mysi. Po napadnuti Coccidioides, oCkované
mysi vykazovali vyznamné zniZenie poskodenia hubovou
infekciou a predizenie prezitia v porovnani s neotkovany-
mi mySami alebo pri vakcinécii s pouzitim syntetického
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oligodeoxynukleotidového adjuvantu™.

Vakcina proti Cryptococcus neoformans a Cryptococcus
gatii

Glukanové cCastice sa takisto osved¢ili aj pri priprave
vakcin proti C. neoformans a C. gatii. Alkalicky extrakt
z mutantného kmeila bez puzdra alebo chitosanu bol vlo-
zeny do vnutra glukanovych Castic. Subkutannym ockova-
nim tato latka vytvorila vyznamnua ochranu proti nésledne;j
plucnej infekcii. Po dvoch tyzdiioch od tretej vakcinacie
boli mysi vystavené posobeniu vysoko virulentnych kme-
nov C. neoformans a C. gatii. V okovanych a nakazenych
mySich plucach bola pozorovana masivna odpoved Thl
a Th17 buniek®’.

Vakcina proti aspergiloze

CD-1 mysi boli experimentalne intravendzne nakaze-
né aspergilozou. Profylakticky im boli pocas predoslych
3 tyzdiov podavané celé glukanové Castice bud’ konjungo-
vané s BSA, alebo podavané samostatne. Obe tieto metody
predizili prezitie a zniZili jednotky tvoriace kolonie (CFU)
u infikovanych mysi. U neinfikovanych o¢kovanych mysi
doslo k zvysenej regulacii kolonie stimulujucich faktorov,
interferénov, faktor nadorovej nekrozy o (TNF-av), chemo-
kinov a Th17-aktivujacich cytokinov (IL-6, IL-1f, IL-17).
Z toho vyplyva, Ze bola stimulovana imunitna odpoved’ aj
pomocou niektorych prozapalovych cytokinov. Doslo
k zapojeniu vrodenej aj sekunddrnej imunitnej reakcie.
V sére nebola detegovana protilatka anti-B-glukan, ¢o na-
znaCuje ochrannii odpoved’ spdsobent adaptivnymi
T-lymfocytmi a nie B-bunkami. Ockovanie pomocou ce-
lych GP alebo celych GP s BSA sa ukézalo ako vhodna
ochrana proti aspergiloze. Tato Stidia podporila potencial
GP ako vhodnych kandidatov pri ockovani™®.

3.3. Glukanové castice ako transportné systémy pre
nukleové kyseliny

Pre regulaciu génovej expresie eukaryotickych orga-
nizmov je doleZity proces oznacovany ako RNA interfe-
rencia (RNAI), kedy je posttranskripény tlmiaci mechaniz-
mus sprostredkovany siRNA. RNA indukovany tlmiaci
komplex vznika inkorporaciou siRNA so Specifickymi
proteinmi a riadi rozpad, destabiliziciu alebo potlacenie
translacie cielovej mRNA (cit.*”). Soto s Ostroffom vo
svojej praci z roku 2008 popisuji moznost’ prenosu DNA
a siRNA, pripravenych in situ technologiou vrstva po vrst-
ve, pomocou elektrostatickych interakcii v glukdnovych
Zasticiach®.

Pri RNA interferencnej terapii sa zameriavame na
ovplyvnenie fagocytujicich buniek, hlavne makrofagov
a dendritickych buniek. Casto totiz ovplyviiujii chorobo-
plodny zapal a autoimunitné odpovede. Podl'a Studie je
toto cielenie na fagocyty sposobené prave (1-3)-B-D-glu-
kéanom®. S siRNA enkapsulovanou v glukanovych &asti-
ciach doslo k utlmeniu génovej expresie pri experimentoch
s mySacimi makrofagmi in vitro aj in vivo. Pri peroralnom
podani Castic s siRNA mysi boli ochranené pred lipopoly-
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sacharidom (LPS) indukovanou letdlnou produkciou
TNF-a a IL-1p vd’aka utlmeniu mitogén aktivovanej pro-
tein kindze kindze kinaze kinaze 4 (MAP4K4) v mysich
makrofagoch®’. V nadviznosti na tieto vysledky pokrago-
vali dalej v zjednoduSovani pripravy ¢astic na prenos
siRNA in vivo. Zistili, Ze pomocou kovalentnej vizby GP
s malymi aminmi a kratkymi peptidmi, obsahujucich slabé
bazy, umoznili elektrostatické interakcie Castic s siRNA.
Nasledné znizenie elektrostatickych interakcii uvolnilo
siRNA, v désledku nasytenia slabych zasad vol'nymi pro-
tonmi pri endozomalnom traveni. Tieto modifikované Cas-
tice boli U¢inne internalizované makrofagmi in vitro. Na
zvieracom modeli takto peptidom upravené GP s siRNA
selektivne znizovali expresiu cielovych zapalovych cyto-
kinov v makrofagoch*®. Oproti inym nosi¢om je glukanovy
systém vhodnejsi pre cielenie M buniek v hornej Casti Cre-
va a pre donasku siRNA (cit.*).

3.4. Glukédnové Castice ako nosi¢ pre
nizkomolekularne latky

Z predoslych vyskumov je zname, ze galium vo for-
me gallium tetrafenyl porfyrinovych nanocastic inhibuje
HIV infekciu makrofagov*’. Preto boli skiimané nano&asti-
ce galia enkapsulované do vnutra GP pre moznost inhibi-
cie tejto infekcie. Soli galia, ktoré boli v GP, inhibovali
postup HIV viac nez o 95 % a dosiahli vysSej ucinnosti
nez samotné nanocastice soli glia. Aj v tomto pripade sa
glukénové &astice ukazali ako prinosny nosi&*.

Liec¢ivo tyloforin maldt NKOO7 bolo inkorporované
do vnutra B-glukan-mananovych Castic pri experimentoch
s mySim modelom akutnej kolitidy vyvolanej dextran-
sulfatom sodnym (DSS). Pri in vitro experimentoch na
RAW 264.7 bunkach doslo k znizeniu expresie prozapalo-
vych cytokinov TNF-a detegovanych pomocou imunoen-
zymatického testu (ELISA). Takto upravené Castice boli
podané invivo perordlne mySiam, u ktorych doslo
k potlaceniu expresie cytokinu TNF-a pomocou makrofa-
gov,4 7ktoré zmiernili prejav akutnej kolitidy vyvolanej DSS
(cit.™").

Rifampicin, pouzivany pri tuberkuldze, bol enkapsu-
lovany pomocou precipitacie do GP, kde bol zapecateny
hydrogélom chitosanu alebo alginatom. Pomocou tohto
kompozitu bolo pozorované znizenie rastu M. tuberculosis
na makrofagoch diferencovanych z kmenovych buniek
v porovnani s kontrolami. Rast M. tuberculosis bol vyjad-
reny v CFU/ml lyzatu buniek makrofagov™*.

Pre cielenu liecbu aterosklerdzy boli pouZzité naplnené
kvasnicové mikrokapsule rapamycinovymi a indometaci-
novymi nanocasticami. Nanocastice boli rychlo pohltené
endocytozou a intracelularne prenesené endolyzozémovou
cestou. V makrofagoch mohli byt ulozené az 7 dni. Zvyse-
ny cieleny G¢inok na ateroskler6zu bol dosiahnuty pomo-
cou zvySenia transepitelidlnej absorpcie cez M bunky
v Peyerovych plakoch a nasledne ul’ah¢enou translokaciou
monocytmi/makrofagmi lymfatickym systémom. Po dvoch
mesiacoch lieCby doslo k pozorovatelnému zmenseniu
plochy platov. Tieto vysledky demonstruju vyuzitie GP
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ako ,,Trojskeho kona“ pre rdznorodé liecby, ¢€i uz ateros-
klerozy alebo inych vaskularnych ochoreni®.

Salgado so svojim timom testovala enkapsulaciu res-
veratrolu do glukédnovych cCastic proti posobeniu huby Bot-
rytis cinerea. Resveratrol v kvapalnej forme bol enkapsu-
lovany do GP. GP zo S. cerevisiae dokazali znizit' rast
kultary B. cinera, na extrakte Malt agaru o viac ako 50 %
oproti pouzitiu samotného resveratrolu a oproti pouZitiu
glukanovych Castic z jamenia, bol vyrazne
efektivnejsi>™".

4. Zaver

Vyskum v dnesnej dobe napreduje vel'mi rychlo. Sta-
le sa snazi prichddzat’ s ¢o najSetrnejSimi a prirodnymi
moznostami, ¢i uz lieciv samotnych, ich prenasacov alebo
ich sposobom pripravy. Glukanové cCastice, ktoré sa zaci-
naju vo vysokej miere vyuzivat ako prirodné polyméry, sa
daju pouzit’ na prenos u¢innych latok. Tie st vo vnitri GP
chranené pred nepriaznivymi podmienkami. Tieto nosice
s najcastejsie pripravované zo Saccharomyces cerevisiae,
na ktoré bola aj zamerana tato reSerSna praca.

Ich G¢inok je modulovany cez rovnaké receptory ako
pri (1-3)-B-D-glukane, z ktorého st primarne zlozené.
Hlavné vyuzitie naSli pri priprave novych peroralnych
ockovacich latok, kvoli ich moznosti inkorporacie malych,
¢i uz hydrofilnych alebo lipofilnych latok, do vnutornej
dutinky alebo na povrch castic. Je to hlavne z dovodu ich
posobenia, kde zastavaju miesto ako nosi¢ a zaroven mézu
fungovat’ aj ako adjuvant, ¢o je velkou vyhodou. Antigén,
posobiaci na Dectin-1 receptor, dokaze vyvolat’ odpoved
vdaka glukanovym casticiam aj pri velmi nizkych dav-
kach, ked’ by samotny antigén bol bez vyvolania adekvat-
nej odpovede. Viaceré in vivo experimenty dokazali akti-
véciu dendritickych buniek a humoralnej aj bunkovej imu-
nity.

Vyuzitie GP ako nosicov vakcin, zobrazovacich latok,
siRNA alebo lie¢iv nam pomaha objavit’ Siroky potencial
v tychto prirodnych polyméroch, poméhaju vyvolat’ poza-
dovant imunitni odpoved’, blizSie pochopit mechanizmy
posobenia a zefektivnit’ si¢asnu liecbu.

Tato praca bola podporovana grantom AZV Minister-
stva zdravotnictva Ceskej republiky ¢. 16-275224.

Skratky

BSA bovine serum albumin — hovédzi sérovy
albumin

CD cluster of differentiation — diferenciacna
skupina

CFU colony-forming unit — jednotky tvoriace
kolonie

CR3 complement receptor 3 — komplement
receptorom 3

DC dendritic cells — dendritické bunky

DSS dextran sulphate sodium — dextran-sulfat sodny
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ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay —
imunoenzymaticky test

FDA Food and Drug Administration — Sprava potra-
vin a lie¢iv

GIT gastrointestinalny trakt

GP glucan particles — B-D-glukanové Castice

HBsAg recombinant hepatitis B surface antigen —
rekombinantny povrchovy antigén hepatiti-
dy B

HIV human imunnodeficiency virus — virus I'udske;j
imunodeficiencie

IFN-y interferon gamma — interferébn gamma

Ig imunoglobulin

IL interleukin

LPS lipopolysaccharide — lipopolysacharid

Map4k4 mitogen-activated protein kinase kinase kinase
kinase 4 — mitogén aktivovana protein kindza
kinaza kinaza kinaza 4

NIRF near infrared fluorescence imaging — blizke
infracervené fluorescencné zobrazovanie

OVA ovalbumin

PAMPs pathogen-associated molecular patterns —
Specifické molekuldrne vzorce spojitel'né
s patogénom

PRR pattern recognition receptors — vzorec
rozpoznavajlice receptory

RNAIi RNA interference — interferencia RNA

siRNA  small interfering RNA — malé interferujuce
dvojvlakna RNA

TEM transmission electron microscopy — transmisny
elektronovy mikroskop

TLR Toll-like receptor — receptor podobny génu Toll

TNF-a.  tumor necrosis factor a — faktor nadorovej
nekrozy o
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Nowadays, there is a continuous need to find new
types of the safe drugs. This review deals with various
possibilities of application of glucan particles (GP), and
emphasizes their advantages when used as carrier for oral
vaccination. The trend in research is to develop and im-
prove methods of oral vaccination, where the antigen can
produce the required immunological responses. Currently,
only few vaccines are approved for oral administration.
Glucan particles can be used for the stimulation of both
humoral and cellular immune response. Substances encap-
sulated into GP are protected against the harsh environ-
ment of the gastrointestinal tract. The particles can be used
as a carrier of siRNA and also as a carrier of various kinds
of substances like resveratrol.
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