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Abstrakt
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Student: Simona Medvid'ova
Nazov diplomovej prace: Formulacia atestovanie nanocastic z vetvenych

polyesterov s siRNA

S napredujucim trendom vyvoja rastu stc¢asne kladené poziadavky na nové,
efektivnejSie formuldcie v oblasti vyvoja liekovych systémov. Zameranie tejto
diplomovej prace je tak upriamené na formulaciu nanocastic z biodegradovatel'nych
vetvenych polyesterov na baze PLGA, vhodnych k transportu oligoméru malej
interferujucej nukleovej kyseliny - siRNA. Teoretickd Cast je zamerand na
charakteristiku vyuziteI'nych polymérov, ich mozné modifikacie, metoddy pripravy
s rozsiahlej$im upriamenim na pouZiti nanoprecipitacnit metddu, opisuje dolezité
parametre ako vel'kost’, zeta potencial a polydisperzitu. Hlavnou stc¢ast’'ou je taktiez
charakterizacia siRNA z hladiska Struktury, vlastnosti, modifikacii a funkcie.
RozsiahlejSou je Cast’ experimentalna, ktora sa zaoberd vhodnym vyberom typu a
koncentracie polyesteru 1 stabilizatora, metodami pripravy, charakterizacie
nanocastic a moznostou analyzy siRNA v nich enkapsulovaného. V kapitolach
vysledky a diskusia boli porovnadvané pouzité polyestery vetvené na
tripentaerythritole a na kyseline polyakrylovej v r6znych koncentraciach z hl'adiska
vel'kosti, polydisperzity, zeta potencidlu, stilosti. Taktiez sa sledoval efekt
pridaného stabilizdtora a enkapsulacnd efektivita. Zavery prace naznacuju
vzajomnu kompatibilitu jednotlivych zloziek pouzivanych pri priprave nanocastic,
ako aj vhodnost’ samotnej metddy. Bol zaznamenany trend narastania vel'kosti so
stiipajicou koncentraciou polyesteru. Ddlezitou sa javi aj stabilita nanosuspenzie,
dokonca s moZznostou absencie stabilizdtora. Enkapsulacia stipala s rastiicou
koncentraciou polyesteru, priCom najvysSia hodnota bola dosiahnutd pri pouziti

polyesteru vetveného na kyseline polyakrylove;.
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The progression of development increases demand for new and more
effective drug systems formulations. This diploma thesis is focused on the
preparation of nanoparticles from biodegradable branched polyesters based on
PLGA, which are suitable for the transport of an oligonucleotide of a small
interfering nucleic acid, siRNA. The theoretical part focuses on the characteristics
of usable polymers, their possible modifications, the methods of preparation with
closer look at the selected nanoprecipitation method, the important parameters such
as particles size, zeta potential, and polydispersity. The main part is also
characterization of siRNA in terms of structure, properties, modifications, and its
function. A more extensive experimental part deals with the appropriate choice of
type and concentration of polyester and stabilizer, methods of preparation and
characterization of nanoparticles, and the possibility of analyzing encapsulated
siRNA. Chapters results and discussion compares polyesters branched on
tripentaerythritol, and polyacrylic acid in different concentrations in terms of size,
polydispersity, zeta potential, and stability. The effect of added stabilizer, and
encapsulation efficiency were also observed. The conclusions indicate
compatibility of each component used in the preparation of nanoparticles, as well
as the suitability of the method itself. With an increasing concentration of polyester,
increase of particles size was observed. Important is, that stability of the
nanosuspension was significant even without use of the stabilizer. Encapsulation
increased with increasing concentration of polyester, the highest value was obtained

using a polyester branched on polyacrylic acid.
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1. Zadanie prace

Ciel'om tejto prace bolo vyuzit’ origindlne syntetizované vetvené polyestery
na baze PLGA ako nosi¢e vhodné k enkapsulacii oligoméru o velkosti 25
nukleotidov za vyuzitia modifikovanej nanoprecipitacnej metddy. Pozadovana bola
stabilnd nanosuspenzia s ¢o najnizSou hodnotou polydisperzity, pokial mozno
zapornym zeta potencidlom a velkostou umozitujiicou vstup do buniek. Dalsim
cielom bolo porovnat pouzité polyestery a zhodnotit’ efekt modifikovanych
parametrov ako ich koncentracie, vyber stabilizatora, zlozenie jednotlivych faz

a drobnych modifikacii postupu na sledované aspekty nanosuspenzie.



2. Zoznam pouzitych skratiek

NP — z angl. nanoparticles - nanocastice

PLGA — polylactacid-co-glycolic acid — kopolymér kyseliny mlie¢nej a glykolove;j
ZP — zeta potencial

Pk Area Int — plocha piku

Pk Mean Int — vyska piku

PdI — index polydisperzity

DLS - Dynamic light scattering - Dynamicky rozptyl svetla

Z-Ave — stredna hodnota vel'kosti ¢astic, merana ako priemer Castic

EMA — European Medicines Agency - Europska liekova agentura

FDA — Food and Drug Administration - Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv

T3 — vysoko vetveny terpolymér kyseliny mlie¢nej a glykolovej, vetveny na
tripentaerythritole

A2 — vysoko vetveny terpolymér kyseliny mliecnej a glykolovej, vetveny na
kyseline polyakrylove;j

DMSO - dimethylsulfoxid

CET — N-cetyl-N, N, N-trimethylammoniumbromid

RISC - ribonukleoproteinovy komplex indikujici uml¢ovanie génov

RNAi — RNA interferencia

siRNA — mald interferujica RNA

miRNA — micro RNA

dsRNA — dvojretazcova DNA
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5. Uvod

Nanotechnologie, jeden z dynamickych prvkov novej technologickej
revolucie, su v neustdlom vyvoji. Je tak obtazné dospiet’ k jednotnej, ustalenej
definicii. Obecne st nanotechnoldgie oznacené ako interdisciplinarne a prierezové
technologie, zaoberajuce sa praktickym vyuzitim vlastnosti nanomateridlov.
PodrobnejSie sa skiimanim vlastnosti materidlov zaobera nanoveda, ktora je
prepojena s d’alSimi oblast’ami, fyzikou pevnych latok, chémiou ¢i molekuldrnou

bioldgiou.

Ako medznik v napredovani tohto rozvoja je oznaCovana pamétna
prednéska Richarda Feynmana, znameho ako otca nanotechnol6gii, z roku 1959. Je
povazovana za jednu z prvych diskusii o vyuzitiach procesov na atomarnej urovni
pre nové technoldgie. Stala sa synonymom sucasnej éry tohto vyvoja. Aktualne je
nanotechnoldgia vyuzivana v obSirnom spektre oblasti siahajicich od stavebnictva,
informac¢nych technologii az k medicine. Znaény rozmach je badatel'ny aj v oblasti
farmaceutickej technolégie, kde je pozornost’ upriamena na material nanorozmerov,
jeho vyuzitie pri formulacii lieivych pripravkov a ich zavedenie do beznej praxe.
MnozZstvo lie¢ivych pripravkov vyvinutych tymto spdsobom neustdle stipa.
Nanomaterial a nanocastice vykazuju vlastnosti, ktoré ich makroskopické analogy
nemaju alebo doposial’ neboli pozorované. Tieto vlastnosti maju niekedy povod
v kvantovych efektoch. Stadium javov, vyuzitia amanipulacie shmotou

s rozmermi 1-1000 nm, tak nabralo rychly rozmach. [1]

Spojenie nanotechnoldgii, terapeutiky a diagnostiky predstavuje novua
stratégiu liecby a potencidl nielen odhalit’ a diagnostikovat’ choroby, ale aj lie¢it’
a monitorovat’ terapeuticki odpoved’. V klinickom prostredi ale iv oblasti
vyskumu, tak umoziuje urychlene posudit’ vykonnost novych terapeutickych latok.
Zvysenie terapeutického indexu a Uc¢innosti. Jednou z najviacsich vyziev sa tak
stava vyvinutie vhodnych nosi¢ov v oblasti cielenej distribucie lieCiv. Prave tato
oblast’ vyvoja, prindsa inovativne platformy systémov, ktoré st schopné prekonat’
nevyhody vol'nych lieciv ¢i terapeutickych molektl. K tomuto Gcelu st vyuzivané

nanocastice pripravované z roznych materidlov. Vyber materidlu podlieha kritériam
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a faktorom, napr. findlna velkost’ nanocastic, vlastnosti lieiva ako rozpustnost’
a stabilita, biokompatibilita a toxicita, profil uvol'fiovania ¢i naboj molekul lieciva.
Vyhody, ktoré poskytuje takyto nosny systém zahina zvySenu stabilitu lieciv,
riadené  uvolnovanie, Specifick¢é cielenie, zlepSenie farmakokinetiky

a biodistribucie. [2] [3]

V poslednych rokoch bolo vyvinutych kvantum systémov na dodavanie
nanocastic z roznych materidlov v rozmedzi od niekol’kych desiatok nanometrov az
po niekol’ko mikrometrov; tieto systémy dodavania zahfiaju, ale nie s obmedzené
na lipozémy, micely, dendriméry a polymérne Castice. Pouzitie nanonosi¢ov na
dodavanie terapeutickych latok viedlo k vyznamnému zefektivneniu terapie, ¢o

poukazuje na vysoky potencial nanocastic. [4]

Zaroven od publikacie fungovania RNA interferencie ajej schopnosti
posttranskripéného Specifického tlmenia génov pri ochoreniach sa venuje vyskum

taktiez vyvoju vhodnych nosicov na dodavanie siRNA do organizmu. [5]

Na spojenie tychto vyvojovych trendov je zamerand aj moja praca, v ktorej

realizujem formuldciu a testovanie nanocastic z vetvenych polymérov s siRNA.

14



6. Teoreticka cast’

6.1 Nanocastice

6.1.1 Uvod do problematiky nanoéastic

Aktudlne nie je k dispozicii jednotne uznana definicia nanocastic, avSak
stretdvame sa s vymedzenim pojmu Medzindrodnou organizaciou pre normalizaciu
ktora definuje ,,nanomaterial*“ ako ,,material s 'ubovol'nymi vonkajSimi rozmermi
velkosti vrade nanometrov alebo vnutornou Struktarou alebo povrchovou

Struktirou v rdde nanometrov, presnejSie 1-100 nm.* [6]

Casticové disperzie alebo pevné &astice v rozmedzi 10 az 1000 nanometrov
je vymedzenie terminu nanocastic v oblasti lekarskych a biologickych vied. [7]
Najzvycajnejsie ide o pevné lipidové nanocastice, liposomy, micely, dendriméry,

krystalové ¢i polymérne nanocastice.

Rozsah velkosti teda nie je uniformne stanoveny, avSak v oblasti terapie
a diagnostiky su bezne pouzivané rozmery 100-500 nm. Popis rozmerov je dolezity
z hl'adiska nasledného ovplyvnenia, ked’Ze Castice s mensimi rozmermi ako 100 nm
maju vacsi pomer vel'kosti povrchu k objemu €astic. Tento parameter ma vyznamny
vplyv na zvysenie biologickej dostupnosti, a to rychlejSou disoluciou lieciva vo
vodnom prostredi. UmoZnenim cielenej distribicie a riadenej liberacie st
nanocastice zaradené medzi zdkladné liekové mikroformy. Ako nova liekova forma

su nanocastice Studované od 80.rokov dvadsiateho storocia.

Vymedzené st dva typy polymérnych Ccastic, dané druhom pripravy
a morfologiou ato mikro- ananokapsuly skladajuce sa zpevnej Casti, obalu
v ktorom je jadro z tekutej, polotekutej alebo pevnej latky. Inym typom st mikro-
a nanosféry zloZené z polyméru tvoriaceho tuhu disperziu popripade tuhy roztok,
kde je lieivo rovnomerne rozptylené. V oboch pripadoch smie byt U€inna latka
rozpustend v polyméri, uzavretd vo vnutri, adsorbovand na povrchu alebo uzavreta

v dutinach.
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Obrdzok 1 Formuldcia nanosfér a nanokapsul [8]
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6.1.2 Druhy nano¢astic

K dispozicii je roznorodé spektrum nanocastic, liSiace sa v parametroch
vel'kosti, tvaru alebo zlozenia. Niektoré su v oblasti klinického vyuZitia
odsuhlasené, niektoré su zatial zaradené v testovacom alebo schval'ovacom
procese. K pouzivanym typom je moZzné zaradit' polyméry na béaze uhlika,
polymérne nanocastice, dendriméry, nanocastice na baze lipidov, kovové

nanocastice a iné.

6.1.3 Latky vyuzité pri priprave

S rasticim trendom vyvoja pomocnych latok je mozné k priprave vyuzivat
Siroké spektrum latok. Alifatické polyestery patria medzi najviac vyuZivané.
VyuZitie polymérov pri priprave nanocastic je podmienené splnenim urcitych
poziadaviek. Zakladnymi poziadavkami je schopnost biodegradability vo

fyziologickom prostredi, vyhovujiica biodegradaéna kinetika, biokompatibilita
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s liecivom ale aj StruktGrami organizmu a adekvatne mechanické vlastnosti.
S obl'ubou su teda vyuzivané kyselina polyglykolova, kyselina polymlie¢na a ich
kopolyméry. [9]

6.2 Sféra polymérovych nanocastic

6.2.1 Polymérové nanonosice

Nanocastice formulované z biodegradabilnych polymérov s vyuzivané pri
cielenej distribucii ako nosice lie€ivej latky. Polyméry po aplikacii do organizmu
su rozkladané enzymaticky alebo neenzymaticky za sGcasnej produkcie

netoxickych metabolitov, ktoré s nasledne vylucené fyziologickymi cestami.

Zatriedené su v tejto skupine syntetické, ale aj prirodné polyméry.
Spravanie prirodnych polymérov v organizme je menej predpovedatel'né z dovodu
odlisnosti v chemickej stavbe i fyzikalnych vlastnostiach. Castejsie st preto
uprednostiiované pripravované, syntetické polyméry s pevne danou chemickou
Struktirou, ktord definuje ich fyzikalne vlastnosti ako priepustnost, rozpustnost’,

cielenie na miesto ucinku a u ktorych sa predpoklada, Ze nie st imunogénne.

Pri enkapsulacii biologicky aktivnej latky do polymérnych nanocastic je
dosahovana ochrana aktivnej zlozky, targeting a kontrola rozsahu uvol'nenej latky.

Tieto funkcie st vyuzivane ako nastroj zefektivnenia terapie.

Biologicky neodburatelné polyméry naSli taktiez vyuZzitie, napr.
v kontrolovanej distribucii, ale 1 diagnostickej sfére. Za Gi€elom vyuZitia ako nosice

st vyuzZivané polymethylakrylaty. [10]

6.2.2 Syntetické biodegradabilné polyméry

Syntetické biodegradabilné polyméry boli po prvykrat vyuzité ako nosice
lie¢iv vroku 1970. Podmienky, ktoré musi spifiat’ polymér si vzajomne

ovplyvilované a patria medzi ne biodegradabilita, biokompatibilita, permeabilita.
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K syntetickych  polymérom  radime  alifatické  polyestery  ako
polyaminokyseliny, polyanhydridy, polyglykoidy, polylaktidy. Siroké spektrum
syntetickych biodegradabilnych polymérov s uplatnenim v biomedicinskej oblasti
zaberaju alifatické polyestery tvorené a-hydroxykyselinami. K tomuto uplatneniu
boli kyselina polymliecna, kopolymér kyseliny polymlie¢nej a glykolovej a poly-¢-
kaprolakton vd’aka priaznivému bezpecnostnému profilu a vyhovujucej tkanivove;j
znaanlivosti schvalené Food and Drug Administration (Urad pre kontrolu potravin
alie¢iv Spojenych Statov americkych, FDA) a European Medicine Agency
(Eurdpska liekova komisia, EMA). Prednost'ou nosicov pripravenych z tychto
polymérov je taktiez predlzené uvoltiovanie liecivej latky a zvySenie stability

lie¢iva.

Pri pouzivani prevladaji polyméry vychddzajuce zo Struktury o-
hydroxykyselin, ktorych reakciou vznikaju latky s linearnym retazcom a vysokou
viskozitou, ktora ale stazuje ich d’alSie spracovanie. Preto je vyhodnejSie pouZitie
vetvenych, nizko molekuldrnych polyesterov ¢i oligoesterov, ktoré maji nizSiu
viskozitu a tym Tl'ah$iu spracovatelnost’ a vyvazenejsi proces degradacie, ¢im je
dosiahnuté hodnovernejSie uvolfiovanie lieiv. Tie vznikaji polykondenzacnymi
reakciami o-hydroxykyselin s viacsytnymi alkoholmi, v praxi st beZne pouzZivané
produkty Struktirne vychadzajice z kyseliny glykolovej a kyseliny DL-mlie¢nej, €1
jej cyklického laktonu. [11]

6.2.3 PLGA

Struktirne definovany kopolymér PLGA je syntetizovany z racemickych
zmesi dvoch a-hydroxykyselin, mlie¢nej a glykolovej. Vysledkom polymerizacie
je linedrny, amorfny polyester. Je nositelom vlastnosti ako degradovatelnost,
biokompatibilita, vhodnost oralnej i peroralnej aplikacie. K pozitivnym
vlastnostiam patri i moznost” enkapsulovat’ odlisné formy lieciv. Z tohto hl'adiska,
a vd’aka komerc¢nej dostupnosti, patri PLGA na popredné miesta vyuzitia v oblasti

farmécie a mediciny.
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Biodegradovatel'nost’ je zalozenda na hydrolyze tohto polyméru na
monoméry kyseliny mliecnej a glykolove;j. Tie su metabolizované prostrednictvom
Krebsovho cyklu, usmernenim pomeru kyseliny mliecnej a kyseliny glykolovej v
kopolymérnom retazci. Spociatku dochadza k ndhodnému Stiepeniu a néasledne
1k znizovaniu molarnej hmotnosti polyméru. Neskor vznikom rozpustnych
oligomérov a nésledne polymérov dochadza k razantnej strate hmotnosti. Rychlost’
degradacie je ovplyvnena molarnym pomerom kyseliny mlie¢nej a glykolovej
v retazci, molekulovou hmotnost'ou polyméru a tym je zaroveit mozné do urcitej
miery modifikovat’ tento dej. Uvolfiovanie prebieha pomocou difuzie a zaroven

degradacie matrice. [12]

Obradzok 2 Biodegradabilita PLGA [13]
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6.3 Modifikacia PLGA

Modifikaciou PLGA, so zretelom k vyuzitiu ako materidlu na pripravu
nosicov lieciv, je dosahované potlacenie limitov pri aplikacii. Za obmedzeniami
v pouZiti stoji absencia adekvatnych funkénych skupin. Na zéklade prebehnutych
testovani, s cielom dosahovania vystupniovaného rozsahu a efektivity PLGA, je
kladeny doraz na ovplyvnenie hydrofility. Vo funkcii nosicov musi odpovedat
adekvatnym poziadavkam, je teda formulovand v odliSnych formach a velkostiach.

[14]

19



Tato vlastnost nesie moznost ovplyvnenia vo viacerych smeroch.
Vystupiiovanie hydrofility vedie k dosiahnutiu lepSej konjugécie s cielovym
ligandom. TaktieZ ovplyviiuje zadrzanie lipofilného lieCiva vo vnutri NP, kde
s klesajucou hodnotou tato schopnost klesd. Vychytavanie mononukledrnym
fagocytujicim systémom v peceni je touto vlastnostou taktiez ovplyvnené.
Organizmus rozpoznava lipofilné nosice ako telesa telu neprirodzené, nasledne tak

dochadza k obopnutiu nosica a jeho absorpcii fagocytujucim systémom.

Vhodnym nastrojom k vystupiiovaniu hydrofility je konjugacia PLGA
s biokompatibilnym, dobre degradovatelnym, vo vodnom prostredi rozpustnym

polymérom polyethylénglykolom (PEG). [15] [16]

6.4 Fyzikalne vlastnosti polymérov

Molekulova hmotnost’ zasahuje do d’al§ich parametrov polyméru, a to do
rozsahu degradacie a mechanickej pevnosti, rozpustnosti, krystalinity, teploty
skelného prechodu ¢i viskozity v roztokoch. VSeobecne niz§ia molekulova
hmotnost’ udava nizSiu viskozitu apevnost v tahu arychlejsi rozpad. Pri

Specifikacii cesty podania je preto potrebné zvazit’ vyber vhodného polyméru.

Stupenn  kryStalinity ovplyviiuje modifikdciu mechanickych vlastnosti
polymérov. Amorfné formy s néchylnejSie na rychlejsi rozpad nez uniformne
usporiadané polyméry s nesietovanou Struktirou. Zmesi oboch foriem, krystalickej
a amorfnej, st pri nanocasticiach uprednostiiované k dorucovaniu lieciv, ked’ze
separatne sa stretdvame s negativami. Zvlast u kryStalickych polymérov

s krehkost’ou, u amorfnych polymérov s nizkou mechanickou pevnostou.

Hydrofobnost’, tento jav je ovplyvneny vlastnostami ako molekulova
hmotnost’, rozpustnost monomérov vo vode astupeil vetvenia. Pripravou
nanocastic z hydrofobnych polymérov dochiddza k pomalSiemu uvolfiovaniu
dopravovaného lie€iva, ale i degradacie, a to z ddvodu zniZenej penetracie vody

a vlhkosti. Naopak pri zavedeni hydrofilnych polymérov do nanocastic
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z hydrofobnych polymérov, dochadza k tvorbe porov, ¢im je urychlend degradécia,
erdzia ataktiez uvolfovanie prendsanej latky. Relevantny je tak vplyv

hydrofébnosti polyméru ale aj lieciva.

Vseobecne je rozpustny v organickom rozpustadle polymér aj prendsana
latka. Faktorom rozpustnosti je ovplyvnené in vivo spravanie nanocastic a tiez

metoda pripravy, kde je mozné vyuzit’ fazovu separaciu alebo o/v emulznii metodu.

Interakcie lieciva a polyméru mézu vyustit' k zmenam vlastnosti polymérov
ako rozsah uvolfovania. Moézu byt zapri¢inené fyzikdlnymi a chemickymi

interakciami, spravidla ide o interakcie nabojov, hydrofobicitu a rozpustnost’. [17]

6.5 Metody pripravy nanocastic

6.5.1 Prehlad moznych spdsobov pripravy

Portfolio pripravy nanocastic je obsiahle mnozstvom sposobov pripravy
s odliSnostami v r6znych parametroch. Pri polyesterovych nanocasticiach su
hlavné spdsoby zatriedené do dvoch kategoérii a to ,,bottom-up®, kde vstupnou
surovinou su monoméry a ,.top down®, pri ktorej sii nanocastice syntetizované
z roztokov polymérov. Vyber pouzitia moznych technik je obsiahlej$i a zahfiia
napriklad emulgaciu s odparovanim rozpustadla po predchadzajicom rozpusteni
polyméru v organickom rozpustadle, mikroemulziu, nanoemulziu, emulziu bez
emulgatora, vysolovanie ¢i nanoprecipitatni metdodu. Vyber vhodnej metody je
zavisly na viacerych faktoroch ako poZadovana velkost, oblast vyuZitia, typ
polymérnych systémov. Je dolezity k dosiahnutiu poZadovanych parametrov
u vlastnosti nanocastic. Jednotlivé metddy su spojené s urCitymi kladmi, ale

1 zapormi.

Emulzne-difizna metdda pracuje na baze formulacie nanocastic difuziou
rozpustadla do vodnej fazy. Findlna velkost’ vzniknutych Castic je podmienena
pouzitym emulgatorom, no zaroven aj jeho koncentraciou. S nizSou koncentraciou

emulgatora rastie polydisperzita Castic a tym aj riziko agregacie Castic. V opacnom
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pripade, teda pri vySSej koncentracii emulgatora, narastd tendencia nizsej
inkorpordcie lieCiva do nanocastic. Dovodom tohto javu su silné interakcie medzi
emulgatorom aliecivom. Kladnou strankou je nevyuzivanie toxickych
rozpustadiel, mensia spotreba energie. Medzi negativa je mozné zaradit’ potrebny

dlhsi casovy interval a citlivost’ na zmeny koncentracie polyméru.

Metdda vysolovania sa 1i$i od emulzne-difuznej metddy v nepritomnosti
difuzie rozpustadla pri tejto metdde. Dévodom je vyskyt soli. Vysledkom je tvorba
nanocastic, kde nasledovnou centrifugaciou je vysolovacie ¢inidlo odstranené
avzorky su tak cCistené. Tuto findlnu potrebu cCistenia je mozné oznacit' za
negativum. Nesucou vyhodou tejto metdody je tvorba nanocastic pri vyssej

koncentracii polyméru. [18]

Metoda odparovania rozpustadla, tento spdsob pripravy sa vyznacuje
pripravou roztokov polymérov v prchavych rozpustadlach za vzniku emulzii.
Ucelené nanocastice st nasledne separované ultracentrifugiciou a precistené
destilovanou vodou kvoli odstraneniu tenzidov. Finalny produkt je dostacujico
kvalitny, negativom moéze byt dlhsi Casovy interval, najmid pri odparovani

rozpustadla. [18]

Spontanna emulgicia je v podstate uprava predchadzajicej metddy, vyuZziva
rozpustadla s vodou mieSatelné, ale zaroveit vo vode nerozpustné rozpustadla,
ktoré funguju ako olejova baza. Na rozhrani dvoch faz, vd’aka spontannej difuzii,
vznikaja turbulentné medzipovrchové prudy, tzv. interfacialna turbulencia, ktora
vedie k vzniku malych cCastic. Ako pozitivum tejto pripravy je jej jednoduchost’.

[19]

Medzi casovo najvyhodnejSie metddy pripravy patri prave emulzna
polymerizacia. Mozné su dva typy pripravy. S obmedzenou pocetnost'ou vyuzitia
je sposob vyuzivajuci organickl fazu ako vonkajSiu, a s tym spité vicsie mnozstvo

moznych toxickych chemikalii. Co tiito metodu znevyhodiiuje. [20]
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VyhodnejSou cestou pripravy je pouzitie vodnej fazy ako vonkajsej fazy.
Tento spdsob prebicha s emulgatorom ale aj bez neho. Pri prvom type, nazyvanom
ako konvencna metdda, teda metdda s emulgatorom dochadza k dispergacii mene;j
rozpustného polyméru vo vodnom prostredi za GiCasti emulgatora a radikalového
iniciatora. Nasledne dochadza k solubilizacii monoméru do micel, kde prebiecha
polymerizacia. Dokoncenie prebiecha centrifugiciou, teda oddelenim castic

a vycistenim.

Druhym typom je metdéda emulzné nevyuzivajica emulgator. Principom je
rozpustenie polyméru vo vonkajSej fazy a priebeh polymerizacie je podnieteny
optimalnym iniciatnym cinidlom, radikalom alebo iébnom. Pocas polymerizacie,
alebo aj po, dochadza k formovaniu Castic a separacii. Negativnou strankou tejto

metddy je vysokd polydisperzita Castic. [18]

6.5.2 Nanoprecipitacna metéda

Medzifdzové usddzanie alebo metdda premiestnenia rozpustadla, ako je tiez
nazyvana nanoprecipitatnd metoda, je zndma uz skoro 30 rokov. Otcom metody,
ktory si ju v roku 1988 nechal patentovat’ je vedec Fessi H. Metoda vyuziva dve
fazy. Organické médium ako rozpustadlo a vodnu fazu. Je mozné pouzit tieZ dve
organické fazy, alebo dve vodné fazy pokial’ st splnené podmienky rozpustnosti,

nerozpustnosti a mieSatel'nosti.

Principom je precipitacia polyméru. Polymér je rozpustny v organickom
rozpust'adle a precipituje po pridani do vodného média, v ktorom uz rozpustny nie
je. Po rozpusteni polyméru v stredne poldrnom rozptstadle, miesitelného s vodou,
je tato faza aplikovand do fazy vodnej po kvapkach metddou ,,drop-wise™ za
mierneho mieSania alebo ndrazovo, metédou ,,one-pot pouring®. Hned’ nato nastava
spontanna tvorba nanosuspenzie, spdsobenej okamzitou difuziou rozpustadla. Na
medzifazy vody a organického rozpustadla je polymér a dochddza k tvorbe
nanocastic. Limitujicim obmedzenim, ktoré méze nastat’, je koalescencia, kedy

dochddza k formovaniu vécSich kvapdocok organického rozpustadla vo vode
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a nedochadza tak k tvorbe Castic s vel'kostou nanometrov. Tento efekt nastava, ak
u rozpustadla nemiesitelného s vodou nie je dostato¢na rychlost’ difuzie a tym
nedochadza k samovolnej precipitacii. Hlavnymi faktormi tejto metdédy su
vzajomny pomer oboch faz, rychlost’ pridania organickej fazy a rychlost’ miesania
vodnej fazy. ZvysSenie enkapsulacie lipofilnych lie¢iv je mozné docielit’ pridanim
vhodného oleja do organického rozpustadla, ktoré je nésledne uzavreté v dutine

vzniknutych nanocastic.

Mechanizmus tejto metddy popisuju dve liSiace sa teorie. Prva je zalozena
na principe presytenia, kde tvorba jednotnych castic je podmienend oddelenim
Castic medzi krokmi nukleécie a rastom castic. Rychlost’ tychto krokov ovplyviiuje
kone¢nu velkost’ Castic, rychla nukleacia zavisla na presyteni a pomala rychlost’
rastu Castic st povaZzované za vyhodné podmienky. Oddelenie Castic medzi dvoma
stupiiami, teda nukledciou arastom castic, je potrebné k dosiahnutiu ziskania
uniformnych castic. OdlisSna teéria je zaloZzend na principe rozdielneho
povrchového napétia medzi vodnou fazou a fazou organického rozpustadla, ¢im
vznikd gradient medzifizového napétia. Ten spoOsobuje tepelnu nerovnost’
a turbulencie, ¢im dochadza k natenému mieseniu dvoch kvapalin. Na povrchu
organickej fazy ma polymér sklon k agregécii. Tvorba nanocastic je teda spdsobena
agregaciou polyméru v stabilizovanych kvapkach emulzie. V tejto tedrii nie st

zahrnuté zvys$né dva stupne, nukleacia a rast nanocastic. [21] [22]

Obrazok 3 Metdda nanoprecipitacnej pripravy spésobom ,,dropwise” [23]

Drug + PLGA polymer Drop wise
dissolved in DMF

The organic phase to the
dispersing phase (water)
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Medzi klady nanoprecipitacnej métody patri jednoduchost’ pripravy, pri
ktorej nie je nutné vyuzitie vysokohomogenizacnych technik ¢i surfaktantov
amoznost pouzitia rozpuitadiel sminimalnou toxicitou. Dalej schopnost
enkapsulovat’ menej hydrofobne lieciva, postacujuca nizsia rychlost’ centrifugacie
na zhromazdenie Castic s vysokym vytazkom a taktiez vznik Castic s nizkou
polydisperzitou, ziskanych bez vonkajsich zdrojov energie. KI'i€ovou nevyhodou
je obtaznejSie nastavenie davkovacieho procesu s dokonale reprodukovatelnym
mieSanim. Dokonca aj parameter ako vzdialenost’ medzi magnetickym miesadlom
abodom vstrekovania organickej fazy moze mat znac¢ny vplyv na priemerna
vel'kost’ Castic a polydisperzitu. Mozna aglomeracia Castic je rieSend pomalym
priddvanim organickej fdzy do fazy vodnej avyberom vhodného systému

rozpustadiel, pripadne tenzidu. [22]

6.6. Vlastnosti nanoé€astic ovplyviujuce ich vyuzitie

Systémy skladajuce sa z nosica a lieCivej latky, vyznacujice sa riadenym
uvolfiovanim a cielenou distribticiou, oplyvaju vlastnostami podiel’ajiicimi sa na
ovplyvneni tychto javov. Uginok a taktiez interakcia s bune¢nou membranou je
podmienena povrchovym nabojom nanocastic. Pre schopnost’ uvolnenia lieciva
a odbtrania Castic v organizme st ovplyviyjucimi faktormi tvar a velkost,
fyzikalny stav inkorporovaného lieciva, Struktira a molekulovd hmotnost

polyméru.

6.6.1 Vel'kost’

Vlastnost'ou castic, smerodajnou pri ovplyvneni kl'iCovych vlastnosti, je
velkost’ Castic. Ovplyviiuje lie€ivo z hladiska jeho in vivo distribucie, jeho
nasledovny osud v organizme a taktieZ schopnost’ cieleného transportu lie€iva.
Podiel ovplyvnenia nesie na inkorporacii a uvol'neni lieCiva, stabilite nanocastic
a toxicite. Potencidlne negativnym faktorom moze byt riziko agregéicie behom

skladovania, dopravy ¢i dispergacie.
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Obecne je vyskyt Castic spojeny s rizikom rozpoznania imunitnymi
bunkami, a naslednou fagocytoézou. Castice s rozmermi nad rozmedzim 10-200 um

st schopné vyvolat’ imunitnt odpoved’ a zapal.

Vlastnost,, vel'kost ¢astic, je v priestore charakterizovana jednotkou diZky.
Z rovnako velkych cCastic by sa material skladal za dokonalych podmienok, avSak
redlne je tvoreny z Castic, ktorych velkost’ sa pohybuje v uritom rozmedzi.
K popisu sa preto uplatnuje distribucia vel'kosti ¢astic, ktora vyjadruje percentudlne

zastupenie Castic vzhl'adom k ich velkosti. [24]

6.6.1.1 Metoda DLS

NajpouzivanejSou metdédou pri merani velkosti nanocastic je metoda
opticka, dynamicky rozptyl svetla (Dynamic Light Scattering — DLS). Urcenie
velkosti pri tejto metdde prebieha meranim rychlosti Brownovho pohybu castic.
Principom merania za pouZitia DLS je osvetlenie ¢astic laserom a vyhodnocovanie
fluktuacie intenzity v rozptylenom svetle. Vysledna hodnota vel'kosti je vztiahnuta

na priemer gule, ktord difunduje urc¢itou rychlostou.

V principe merania velkosti dochddza k vygenerovaniu laserového luca
emitorom, ten pri prechode kyvetou obsahujiucou vzorku je rozptyleny povrchom
Castic vo vzorke. Osvetlenim malej Castice laserom dana Castica rozptyli svetlo

v rozliénych smeroch. Sirenie vin zobrazuje bliZsie Obr.4.

Brownov pohyb, charakterizovany ako nahodny, neusporiadany, neustaly
pohyb castic s velkostou 1pm a menSou. Vznik4 na zaklade neorganizovanych
zrazok s molekulami tekutiny, ktoré obklopuju castice. K urceniu velkosti je
potrebna rychlost’ pohybu. Preukézany je rychlejsi pohyb malych €astic v kvapaline
oproti vel'kym casticiam. Na podklade Brownovho pohybu castic je pritomné
zoslabovanie a zosilfiovanie rozptylu. Zosilneniu odpovedd rychlejsi pohyb
charakteristicky pre mensie Ccastice anaopak (vid. Obr.6). [25] Vdaka
nezastavujucemu pohybu, ak v izkom ¢asovom rozmedzi spravime dva obrazy

vzorku, je moZné pozorovat’ presun Castice. MOzu nastat’ dve situacie. Prvou je
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dostato¢na zmena pohybu a polohy, pritomnost’ou malych Castic. Druhou situaciou
je pritomnost’ou velkych Castic sposobend iba maléd zmena polohy a pohybu. Tieto
zmeny su detekované zariadenim a namerané udaje spracované pomocou Stokes-

Einsteinovej rovnice. [26]

Obrdzok 4 Rozptylené svetlo po osvetleni Castic [26]
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Obrdzok 5 Schéma rychlosti pohybu malych a velkych Castic [26]
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ZloZenie obrazu Skvin reprodukuje oblasti jasného svetla, ktoré¢ su
vytvorené tam, kde svetlo rozptylené Casticami dopadne na detektor s rovnakou
fazou a konstruktivne interferuje za vzniku jasnej Skvrny. Na mieste, kde

nedochadza k ziadnej detekcii svetla st tvorené tmavé oblasti. Zdanlivy pocit
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pohybu skvin plynie zo stidleho pohybu castic. Fluktuicia intenzity svetla, teda
pokles intenzity svetlych a tmavych oblasti vznikd podkladom pohybu castic okolo.
Tento jav zachytava pristroj, zo ziskanych tidajov o rychlosti fluktuacie a

dochadza k vypoctu velkosti Castic. [26]

6.6.2 Povrchové vlastnosti nanocastic

Povrchové vlastnosti zohravaji rolu v ovplyvneni biodistribu¢ného
systému. Po intravendznej aplikacii maju nanocastice tendenciu byt rozoznané
imunitnym systémom. Mo6ze dochadzat’ k rozsiahlej opsonizacii s naslednym
vychytavanim mononukledrnym fagocytarnym systémom, ktory sa vyskytuje
hlavne v peceni, pltcach, slezine akostnej dreni. Tento jav je podmieneny
hydrofobicitou povrchu ¢astic. Je tak ziaduce, ak nie je cielom pdsobit’ prave na
RES systém, ovplyvnit’ rozsah opsonizacie a predlZenie cirkulacie in vivo, ¢im
dojde k moznosti rasticeho uspechu riadenej distribucie. Naskytujucimi
moznostami su tak povrchova uprava nanocastic alebo prepojenie nanocastic

s hydrofilnymi polymérmi.

Povrchovy naboj Castic je charakterizovany zeta potencidlom, ktory odraza
elektricky potencidl Castic. Obecne su stabilné suspenzie tvorené CcCasticami
s hodnotami zeta potencidlu +/- 30 mV, vdaka nemoZnosti zoskupeniu castic
danym ich povrchovym nabojom. Povrchovy naboj nanocastic je dolezity taktiez
z hl'adiska interakcie a vychytdvania nanocastic. Pozitivny naboj na povrchu ¢astic
zvySuje rozsah internalizacie kvoli elektrostatickej interakcii medzi pozitivnym
nabojom castic a negativnym nabojom v bunkovych membranach. Navyse, v
zévislosti od povrchového naboja mézu Castice vykazovat’ odlisna lokalizaciu vo
vnutri buniek, to znamend, Ze pozitivne naboje st schopné uniknut’ z lyzozémov s
perinukledrnou lokalizaciou, zatial' ¢o negativne a neutrdlne nabojové Castice su
lokalizované po internalizacii v lyzozémoch. PLGA nanocastice maju negativny
naboj, ktory modze byt modifikovany na neutralny alebo pozitivny

funkcionalizéciou s r6znymi polymérmi, napr. chitosanom. [27]
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6.7 Zabudovanie latky do NP

Uspesnost systému je definovana moZnostou naviazania lie¢ivej latky vo
vacSom mnozstve na nanocastice za sucasnej minimalizacie mnoZzstva pouzit¢ho
nosi¢a nutného k podaniu lieCiva. Postup modze prebiehat dvoma spdsobmi,
inkorporaénym a absorpénym. V prvom pripade prebieha inkorporéacia liecivej
latky sucasne s pripravou a vznikom NP. Optimalizacia je dosahovana vhodne
zvolenym mnozstvom monoméru dostupného pre inkorporaciu liecivej latky,
ked’ze bola preukdzana zavislost mnozstva inkorporovanej liecivej latky na jej
koncentracii v roztoku a koncentracii monoméru v roztoku. Tymto spdsobom je
dosiahnuty vyssi zachyt liecivej latky v porovnani s metédou absorp¢nou, kde
principom je vytvorenie a inkubovanie NP v roztoku liecivej latky a az nasledna
absorpcia liecivej latky na NP. Absorpcnd kapacita je zavisla na hydrofobicite
polyméru a Specifickom povrchu Castice. Vplyv inych faktorov ako molekulova
hmotnost’, pritomné funkéné skupiny ¢i rozpustnost’ lie¢iva v prostredi pomocne;j
latky taktiez rozhodnl o vhodnej enkapsulacii a uchyteni lieciva. Dosahovanie
vhodnej kvantity lieCiva v nanocasticiach je mozné taktiez UCinnym
ovplyvitiovanim fyzikalno-chemickych vlastnosti. Spdsobov modifikacie je
viacero. Zvysenie kvantity lie¢iva je mozné docielit’ napr. prevodom hydrofilnych
molekul na hydrofobnejSie. Ako napr. molekuly vo forme soli na odpovedajtice

baze alebo kyseliny.

Je preukazané, Zze ako pozitivny pristup sa javi inkorporovat pri pH
blizkemu elektrickému bodu lieCiv, proteinov, makromolekul. Taktiez vyuzitie
16novych interakcii medzi materidlom a lie€ivom, ¢o vedie k zvySeniu GspeSnosti.
Zabudovanie lieCiv sa prejavuje aj ako faktor ovplyvnenia uvolfiovania lieciv. [28]
[29]

6.8 Uvolnovanie inkorporovanej latky

Pri vyvoji aplikovateI'ného lieivého pripravku je podstatnou zlozkou

uvolniovanie lieCivej latky s naslednou biodegradaciou. Profil uvolfiovania zavisi
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na viacerych faktoroch, napr. desorbcii liecivej latky z povrchu, difuzii cez matricu,

kombinacii erdzie a diftizie, ale taktiez na charaktere biodistribu¢ného systému.

Diftizia a erdzia st cesty uvol'nenia lieciva z polyméru u PLGA nanocastic.
Velkost’, hydrofilita a ndboj patria medzi vlastnosti schopné ovplyvnit’ rozsah
difazie lieCiva, cez parameter difuzivity latky a Casticovy koeficient. Samotné
liecivo taktiez ovplyviluje tiroven uvolfiovania. Hydrofobne liecivo schopnostou
zamedzit® difuzii vody do Castice, a tym obmedzit’ fazu degradacie polyméru.
Naopak hydrofilné liecivo obsiahnuté v Casticiach vo vySSom mnozstve umozni

prienik vody do ¢astice a dochadza k vytvoreniu poréznej polymérove;j siete.

6.9 Cielena distribucia

Dorucenie na cielové miesto, tzv. targeting, prebicha aktivne po prepojeni
prenaSan¢ho systému s cielovym miestom, vdaka pritahovaniu povrchovo
nesenych rozpoznéavacich elementov NP S$pecifickymi receptormi. Prebieha na
zaklade aplikacie modifikacie NP pomocou ligandov Specifickych pre cielové
miesto. Alebo inkorporaciou liecivej latky do nanocastic je dosiahnuté ciel'ové
miesto pasivne, vdaka difizii. Je ovplyvneny vlastnostami NP a taktieZ cestou
podania. Pasivny targeting je mozné vyuzit’ pri doruceni lie¢iv do organov RES,
ked’ze NP st v krvnom riecisku odstraiiované zva¢sa makrofagmi. Vychytavané su
touto cestou zvicsa Castice s velkostou 6 pm — 100 nm. Vécsie castice (100-300
nm) st vychytavané pe€enou a slezinou, zatial' ¢o menSie Castice (1030 nm) st
bezprostredne vyluéené rendlnou exkréciou. Specificky, cieleny presun lieiva
vedie tak k moZnosti zniZenia incidencie vedl'ajSich Gi¢inkov, zvySeniu koncentracie

v cielovom mieste a ochrane pred metabolickou biodegradaciou. [17]

6.10 Zeta potencial

Odborny pojem, popisujuci dej elektrokinetického potencialu v koloidnych
disperziach, je nazyvany ako zeta potencial. Casto byva aplikovany pri hodnoteni

povrchu koloidov. Kvapalna vrstva obopinajuca Casticu sa sklada z dvoch oblasti.
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Vnutornou oblastou, zvanou Sternova, su pevne viazané id6ny. Zatial’ ¢o vonkajsiu
oblast’, difiznu, tvoria i6ny slabsie viazané s existenciou teoretickej vnutornej
hranice, v ktorej su Castice a i6ny stabilnou ¢ast'ou. Pohyb castice je prevadzany
pohybom tychto i6nov, ale nedochadza k prechodu vsetkych i6nov za hranicu. Téato
hranica, povrch hydrodynamického $Smyku, je nazyvana tiez rovinou sklzu. V
tejto medzipovrchovej dvojvrstve je pritomny elektricky potencial, zeta potencial.
Takpovediac ide o rozdielnost’ potenciadlov medzi disperznym médiom a vrstvou

kvapaliny silovo pritahovanej k dispergovanej Castici. [30]

Nedochadza k moznosti priameho merania zeta potencialu. Meranie
prebieha vlozenim meranej disperzie do elektrického pola, kde cCastice so zeta
potencidlom smeruju k elektrode s opaénym nabojom. S narastajucou hodnotou
zeta potencialu rastie rychlost’ tohto pohybu. Zeta potencial moze byt merany
zetasizerom, pomocou elektroforetickej pohyblivosti a naslednej aplikacie Henryho

rovnice pouzitej k vypoctu.

Zeta potencial je dolezity k porozumeniu stability suspenzii. Castice
v suspenziach, ktoré¢ maji velky negativny alebo pozitivny zeta potencial su
nachylné k odpudzovaniu, chyba sklon k flokulacii. Naopak pri vel'mi nizkom zeta
potencidle rastie nachylnost’ Castic k aglomeracii a flokulacii, ak chyba sila
odpudzujuca cCastice. Rozhranie oddel'ujuce stabilné suspenzie od nestabilnych je
+30mV a -30mV, cCastice so zeta potencidlom nad a pod tymto rozmedzim su
definované ako stabilné. Na hodnotu zeta potencidlu vplyva aj pH, pri nizkych
hodnotach nadobuda pozitivne hladiny, naopak pri vysSom pH sa zeta potencial

pohybuje v negativhom rozsahu. Pri nulovej hodnote zeta potencialu, teda

vwe
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Obrdzok 6 Popis zeta potencidlu [26]
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6.11 siRNA

6.11.1 Stanovenie pojmu siRNA

Mala interferujuca ribonukleova kyselina, skratkou siRNA, ma definovanu
Struktaru dvojvlaknovej RNA zlozZenej zvycCajne z 20-25 nukleotidov. Nukleotidy
su vo forme s fosforylovanymi 5’koncami a hydroxylovanymi 3’koncami s 2-3
nukleotidovym presahom. [31] Struktira je usmernena enzymatickym uéinkom
proteinu dicer, ktory je schopny hydrolyticky Stiepit RNA na zmienenti siRNA
a taktiez microRNA. Napriek urcitej podobnosti su badatel'né vyznamné odlisnosti,
zatial' co miRNA je odvodend zvycajne zo ,,silence™ génov represiou translacie
anie je uzko Specificka, tak siRNA ma vysoku cielovl $pecifickost’ podmienenu

plnou komplementaritou. [32]
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Obrdzok 7 Struktira siRNA [33]
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6.11.2 P6évod siRNA

Primérne bola siRNA ponimanad ako vychadzajuca z Cisto exogenného
povodu, dnes uz je ale preukazané, ze vznikd i prepisom Casti genému, €i Stiepenim

istych €asti molekul RNA.

Prvykrat bola siRNA ajej tloha v posttranskripénom tlmeni génov
objavend v rastlinach, skupinou Davida Baulcomba v laboratériu Sainsbury v
roku 1999. [34] Nasledovalo zistenie, Ze syntetickd siRNA je schopna indukovat’
RNA interferenciu (RNAIi) v cicavéich bunkach Tomashom Tuschlom. To nasledne
viedlo k nérastu zdujmu o vyuzitie RNAi v biomedicinskom vyskume a vyvoji
lieCiv. Zacal sa rozmahat vyvoj terapie siRNA s nanocasticami, organickymi

1 anorganickymi. [35]

6.11.3 Syntéza siRNA

Syntetické siRNA st obvykle vytvadrané metdodami chemickej syntézy na
pevnej fazy, poskytnu totiz vysoko Cisté, stabilné a 'ahko modifikovatelné siRNA.
Vyroba je prevazne zamerand na chemicku syntézu jednoretazcovych
oligonukleotidov, ktoré hybridizuju do dvojvlaknovej formy. Tato nemodifikovana
forma je hlavnou efektorovou formou RNAi. Kvoli zmierneniu prekaZok
terapeutického pouzitia siRNA su prevadzané chemické modifikdcie na trovni
sekvencie alebo Struktary. [36] [37] Pri Gpravach chemickymi modifikaciami je
potrebné zohladnit’ urc¢ité parametre, ktoré by mali ostat’ zachované, a to vol'na
hydroxylova alebo fosfatova skupina na 5" konci ,,sense” retazca aby ostala
zachovana aktivita Stiepenia siRNA. [38] Selekcia adekvatneho modifikacného
modelu zavisi od Specifickej sekvencie siRNA, sposobu prenosu a ucelu aplikacie.

[36]
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6.11.4 Funkcia siRNA

Mala interferejlica RNA (siRNA) je sucast'ou nekodujucich RNA (ncRNA),
ktoré reguluju a ovplyviiuju funkciu RNA, génov a proteinov. NajznamejSie
skupiny malych ncRNA , menovite siRNA a mikroRNA (miRNA), st hlavnymi
mediatormi RNAI.

siRNA ako syntetické mediatory RNAI st Specificky navrhnuté k tlmeniu
expresie cielovych organov. Do bunky alebo organizmu mdzu byt zavedené
exogénne, v kratkych formach alebo vo forme dlhych molekil dsRNA. Nasledne
su spracované endogénnymi RNAi mechanizmami. [39] [40] Na rozdiel od
miRNA, siRNA je schopna viazat’ sekvencie s dokonalou alebo takmer dokonalou
komplementaritou a spdsobuje Stiepenie ciel'ov namiesto translaéného potlacenia.

[41]

Schopnost'ou efektivne cieleného utlmenia génovej expresie sa siRNA stala
nepostradatelnym néstrojom vyuzivanym k §tidiu funkcie jednotlivych génov. [41]
[42] siRNA je casto vyuZivany ndstroj RNA interferencie k indukovaniu
kratkodobého tlmenia génov kodujicich proteiny, pri inhibicii rdznych

signaliza¢nych drah v proliferacii buniek a apoptoze.

6.11.5 Distribucia siRNA

Prenos siRNA k ciel'ovym §truktiram je obmedzeny mnohymi bariérami na
réznych Urovniach. Predtym, ako moéZe byt pouzitd s plnym potencidlom, je
potrebné prekonat’ problémy tykajuce sa jej dodavania. Hlavnym problémom, ktory
obmedzuje pouzitie siRNA je kratky plazmaticky poloCas pohybujici sa
vrozmedzi 15 minit az 1 hodiny, zapri¢ineny rychlou kinetikou vyluovania
a degradaciou nukledzami. [43] [44] Aby doslo k obmedzeniu alebo zabraneniu
tohto deja, vyuzivaju sa chemické modifikacie, ktoré chrania siRNA pred

degradaciou nukledzami bez ovplyvnenia jej funkcie.
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Délezitymi néstrojmi ochrany siRNA pocas prenosu do ciel'ovych tkaniv
st nanonosice, ktoré ju chrénia pred rychlou rendlnou exkréciou i Stiepenim
nukledzami. [36] [45] Su tak slubnym pristupom k prekonaniu problémov
suvisiacich so stabilitou a cielenou distribiiciou siRNA. Ukazalo sa, ze nanocCastice
moézu byt endocytované a do urcitej miery moézu uniknit endozémom pred
degradaciou a nasledne uvoltiovat’ lieCivo, hoci sa jednd o mechanizmus, ktory sa
prejavuje v cytosole. Predpoklada sa, ze PLGA sa pomaly degraduje a udrzuje
uvolnovanie enkapsulovanej siRNA, ktoré je dolezité z hl'adiska terapeutickych
ucelov. Koncepcia nanonosicov tak poskytuje prilezitost pre celu nova triedu

lieCiv. [46]

6.12 RNAi

RNA interferencia je mechanizmus, v ktorom molekuly dvojvlaknovej
RNA (dsRNA) uml¢uju posttranskripéna expresiu homolognych cielovych génov.
Prvykrét bol tento proces popisany v rastlinach koncom 80. rokov [47] a neskor
v roku 1998, ho v Caenorhabditis elegans opisal Andrew Fire [5]. V roku 2001 boli
preukdzané¢ podobné procesy v bunkdch cicavcov, ¢o viedlo k vzniku novych

nastrojov k Stiidiu génovej funkcie. [35]

Molekuly siRNA st transkfekované do buniek, kde siRNA reaguje
s multiproteinovym komplexom RISC, ktory rozpletd dvojvlaknovu Struktaru.
Jedno vlakno ostdva spojené s RISC a naviaze sa na komplementarnu sekvenciu
mRNA, spojenie je dané¢ mierou komplementarity. Ak je komplementarna iba
prednd cast siRNA, dochadza k docasnému spojeniu, atym k Casovo
obmedzenému potlaceniu syntézy proteinu, ktoré je po odpojeni siRNA obnovené.
Ak je komplementarita Uplna, tak aktivovany protein a komplex nukleovej kyseliny
mozZu vyvolat’ utlmenie génu viazbou, prostrednictvom dokonalej komplementarity
k jedinej ciel'ovej sekvencii mRNA, a tym ju zamerat na Stiepenie a degradaciu.

Tento mechanizmus umoziuje cieleny Specificky ,,knockdown* génov, no
napriek tomu ostava urcité percento moznosti i neumyselného vyradenia génov,

ktoré nie st priamo cielené. K znizeniu tohto rizika s vyuzivane chemické
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modifikacie siRNA [48], ktoré sa taktiez praktikuji za ucelom zlepSenia
terapeutickych vlastnosti, ako je zvySend aktivita, zvySend sérova stabilita,

presnejsie zameranie ciel'ov a zniZzend imunologicka aktivacia. [35]

Tato endogénnu drahu vyuzivaju vsetky eukaryotické bunky na tlmenie
génov po transkripcii. Vyhnutie spracovaniu enzymom dicer je mozné pri zavedeni

syntetickej siRNA priamo do bunky. [49] [50]

6.13 Systémy obsahujuce siRNA

Od roku 2001 vdaka podlozenym poznatkom o schopnosti
posttranskripéného tlmenia génov eliminaciou cielovej mRNA v bunkach
cicavcov, si siRNA ziskala postavenie nielen v oblasti vyskumu, ale aj ako
perspektivne molekularne farmakum. Stcasnd medicina kladie doraz na moznosti
liecby priamo v mieste vzniku ochorenia. Prave siRNA vynikd vyhodnym
parametrom, a to dokonalym parovanim baz s bazami cielovej mRNA pri cielenom
tlmeni génov cez RNAI. K terapeutickym ucelom, vdaka sucasnym znalostiam
génovych funkcii a znaénému mnozstvu genetickych a nadorovych ochoreni
a d’alSich neZiaducich fenotypov, je predpoklad vyuzitia siRNA terapeutik znacne

vitany.

Potencialne Siroky zéber vyuZitia je limitovany najmd z hl'adiska
komplikovaného prostredia organizmu, teda problémom efektivneho transportu,
naslednej stability, eliminacie aimunogenity. Volna siRNA je nositelom
nedostatkov v podobe transportu. Limitnym prvkom je velkost, makromolekuly
ako siRNA totiz volne neprechadzaji medzibunkovymi priestormi, k tomu
dochéadza iba v oblastiach perforovaného endotelu. TaktieZ negativny naboj, ktory
zapricinuje elektrostatické odpudzovanie medzi negativne nabitym povrchom
plazmatickych membran buniek a jej negativnym nébojom.

Optimalne systémy dodavania siRNA by mali byt biokompatibilng,
biologicky odburatené a neimunogénne. Systémy by mali poskytovat’ U¢inné

dodévanie siRNA do cielovych buniek alebo tkaniv s ochranou aktivnych
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dvojretazcovych siRNA produktov pred napadnutim sérovymi nukledzami. Taktiez
by mali poskytovat’ cielenu distribuciu Specifickii pre tkanivo po systémovom
podéavani, pricom by sa mali vyhybat rychlej hepatalnej alebo renalnej clearance.
Po dodani do ciel'ovych buniek prostrednictvom endocytézy by systémy mali
podporovat’ endozomalne uvolnovanie siRNA do cytoplazmy, ¢o umozni
interakciu siRNA s endogénnym RISC. K prenosu siRNA su vyuzivané rozne
nanonosice, na zéklade povrchového naboja, velkosti, hydrofobnosti oplyvaju
jedinecnym profilom. [51] [52] Polymérne nanonosic¢e su vhodni adepti aplikacie

in vivo z hl'adiska bezpecnosti. [53]
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7. Experimentalna cast’

7.1 Pouzité pristroje

Magneticka miesacka IKA - WERKERT, 100 — 1000 ot./min
Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments

Vahy Kern 440 — 35N, max 400 g,d=0,01 g

Véahy Kern PLE, max 420 g,d=0,01 g

Véhy Kern FKB, max 8100 g, d=0,05 g

Analytické vahy Kern, max 220 g, d = 0,0001 g
Automatické pipety Eppendorf Research plus

Ultrazvukova ¢isticka BANDELIN SUPER 10P

Centrifuga Fischer Scientific Micro 7

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

Fluorimeter AMINCO-Bowman Series 2, Thermo electron corporation

pH meter - Hanna instruments HI 221

7.2 Zoznam pouzitych chemikalii a ich skratky

DMSO - dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich, CAS: 67-68-5
AP — aqua purificata, FAF UK HK
CET - cetrimid (N-cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid), Merck,
CAS: 8044-71-1
DMAB - Didodecyldimethylammonium bromide, CAS: 3282-73-3
TRIZMA — Tris(hydroxymethyl)aminomethan, CAS: 77-86-1
HC135% - Kyselina chlorovodikova, CAS: 7647-01-0
siRNA - oligomér (25 nukleotidov) — Generi Biotech
T3 — terpolymér kyseliny DL-mlie¢nej akyseliny glykolovej vetveny na
3% tripentaerytrhitolu, originalne syntetizovany FAF UK HK
A2 — terpolymér kyseliny DL-mlie¢nej a kyseliny glykolovej vetveny na 2%
kyseliny polyakrylovej, origindlne syntetizovany FAF UK HK
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PLGA - kopolymér kyseliny DL-mlie¢nej a kyseliny glykolovej 50:50, FAF UK
HK

7.3 Charakteristika pouzitého oligoméru

Technologia dudlne znacenych hydrolyzaénych sond vyuziva 5" a 3’
exonukleazovl aktivitu Tag DNA polymerazy k Stiepeniu sondy znacenej na
koncoch parom fluoreskujiceho (reportér) a nefluoreskujiceho fluoroforu
(quencher = zhasaf). Sonda je pripravena tak, aby jej sekvencia bola
komplementarna k urcitej ciel'ovej sekvencii. Ak je sonda v neaktivnom stave oba
fluorofory st v priestorovej blizkosti a quencher pohlcuje fluorescencné Ziarenie
emitované reportérom. Po hybridizacii sondy s cielovou sekvenciou, je Stiepena
prostrednictvom 5°- 3 ’exonukleazovej aktivity Tag DNA polymerdzy, s naslednym

oddelenim fluoroforov a zvySeniu fluorescencnej aktivity reportéru. [54]

Obrdzok 8 Dudlne znacené hybridizacné sondy [54]
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Sondy st zvy€ajne znacené reportérom na 5'konci a quencherom na
3’konci. Vol'ba reportéra zavisi na excitatnych a emisnych kanaloch pouzitého
real-time PCR cycleru (takmer kazdy real-time PCR cycler disponuje kanalom pre
fluorescein — FAM). Ako zhasace sa obvykle vyuZivaji quenchery typu BHQ
(Black Hole Quencher), ktoré zhasaji rozsiahle spektrum fluoroforov a nemaji

autofluorescenciu.

Pri priprave oligoméru boli pouzité systémy s oligonukleotidovymi sondami
zaistujucimi vysoku Specifitu. V pripade oligonukleotidovych sond prebieha

zacielena detekcia urcitej sekvencie v dvoch krokoch. V prvom na urovni vizby
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»primerov* a v druhom na urovni vizby sondy na komplementarnu sekvenciu vo
vnutri amplifikovaného regionu, ¢im je zaistena vysoka Specifickost’. Pokial’ teda
sonda zvysi svoju fluorescencnu aktivitu, je to vzdy preto, Ze Specificky

hybridizovala s produktom amplifikacie. [54]

K znaceniu pouzitého oligoméru bol vyuzity 6-karboxyfluorescein (6-
FAM). Ide o fluorescenéné farbivo s absorpénou vinovou dizkou 495 nm, emisné
maximum je pri hodnote 520 nm. Molekula karboxyfluoresceinu je molekula
fluoresceinu s pridanou karboxylovou skupinou. Komercne dostupny FAM je zmes
dvoch izomérov, 5-FAM a 6-FAM a spravny nazov je 5(6)-karboxyfluorescein. 6-
FAM moze byt naviazany k oligonukleotidu na 5" konci i na 3" konci. Ide o Cisty
izomér, ktory patri k najpouzivanejSej fluorescencnej modifikécii oligonukleotidov
aje kompatibilny s vac¢Sinou fluorescencnych zariadeni. PouZziva sa Casto ako

stopovacie ¢inidlo, pri sekvenovani nukleovych kyselin a znaceni nukleotidov. [55]

Obrdzok 9 Moznost naviazania 6-FAM k oligonukleotidu na 3 a 5 konci [55]
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7.4 Charakteristika pouzitych polymérov

Nanocastice boli pripravené pomocou polymérov A2, T3. Tieto polyméry
boli pripravené modifikaciou polyméru PLGA pomocou vetviacej zloZzky, ide tak
o terpolyméry s rozvetvenou Struktarou. V reakénej zmesi bolo vzdy ekvimolarne
mnozstvo kyseliny mlie¢nej (48,5 %), kyseliny glykolovej (48,5 %) a vetviaci
monomér v mnozstve odpovedajucom ¢islu oznacenia. Kyselina polyakrylova

(2000 g/mol) v koncentracii 2 % je vetviacou zlozkou v polyméri A2, ktory ma
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volné karboxylové konce retazcov PLGA, esterovd vézba vznikd medzi
karboxylovou skupinou kyseliny polyakrylovej a hydroxylovymi koncami retazca
PLGA. Vetviacou zlozkou polyméru T3 je molekula tripentaerythritolu 3 %, kde
miestom vzniku esterovej vidzby st karboxylové konce PLGA a hydroxylové
skupiny tripentaerythritolu, polymér T3 ma volné najmd hydroxylové konce
PLGA. PLGA, polymér linearnej Struktiry, je blizSie charakterizovany

v teoretickej Casti.

Ciselné (M,) ahmotnostné (My) priemery molarnych hmotnosti,
hmotnostny priemer vnutornej viskozity ([n]w) a vetviaci pomer g'(Myw) su

popisané v tabul’ke 1.

Tabulka 1 Ciselné a hmotnostné pomery polymérov A2, T3

Vzorka M (g/mol) My (g/mol) [n]w(mL/g) g'(My)
A2 8600 14400 8,9 0,54
T3 5300 17400 7,7 0,43

7.5 Priprava nanocastic

Priprava roztokov polymérov

Polyméry boli uskladnené v exsikatore. Boli rozdrobené v trecej miske, kvoli
vysokej viskozite pri laboratdrnej teplote samostatne. Nasledne bolo navazené
potrebné mnoZstvo rozpustené pri 50 ° C za mieSania v DMSO do vzniku c¢ireho

roztoku.

Vonkajsia faza
Do 25 ml kadicky s umiestnenym krizovym magnetickym mieSadlom bolo
automatickou pipetou napipetovanych 10,0 ml Ccistenej vody. Kadicka bola

nasledne umiestnena na magnetickli mieSacku.
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Vnutorna faza

siRNA sa uchovavala v mraznicke pri konstantnej teplote -20 °C. Pred pripravou
bola v ¢asovom predstihu jednej hodiny z mraznicky vybratd a postupne Setrne
zahrievand pri konstantnej teplote 37 °C vo vodnom kupeli po dobu nasledujticej
pol hodiny. Po dosiahnuti optiméalneho stavu bolo do ampulky s siRNA pridané
potrebné mnozstvo dimethylsulfoxidu, v ktorom sa siRNA rozpustila. Sibezne boli
do skimaviek napipetované roztoky polyméru, pouzité boli TT a AP polyméry, kde
kazdy bol pripravovany v koncentraciach 1%, 3%, 5%, 7%. Vzorky jednotlivych
polymérov boli pripravované riedenim zésobného 7% roztoku s DMSO. Po
rozpusteni siRNA v DMSO bolo automatickou pipetou odpipetované potrebné

mnozstvo a pridané do skiimavky s ur¢itym polymérom.

Priprava nanosuspenzie

Kadicka s vonkajSou fdzou a mieSadlom bola ulozend na magneticku
mieSacku, kde za staleho miesania bola priddvana vnutorna faza dvoma spdsobmi,
a to metddou ,,dropwise (pridavanie po kvapkach) a metdédou ,,one-pot* (pridanie
naraz). MieSanie suspenzie bez prerusenia trvalo d’alej 30 minut, po domiesani bola

odobrana Cast’ vzniknutej nanosuspenzie pre meranie vel'kosti a ZP.

7.6 Meranie velkosti a zeta potencialu nano¢astic

Pristrojom Zetasizer Nano ZS bola u vytvorenych nanosuspenzii
premeriavand velkost' Castic azeta potencial. Vyhodnocovanie vyslednych
parametrov bolo realizované za pouzitia softvéru Zetasizeru DTS V4.20. Pristroj
bol zapnuty minimalne 30 minlt pred zafatim merania, teplota bola ustdlene
kalibrovana na 25°C. Jednotlivé merania boli uskutocnené vzdy minimalne
triplicitne, priemerné hodnoty su uvedené v kapitole vysledky. Kvoli sledovaniu
stability Castic a taktieZ inym moZnym zmenam, ku ktorym mohlo djst, ako
zhlukovanie, bobtnanie ¢i rozpad Castic, boli vzorky premerané taktiez s odstupom
24, 48 a 72 hodin od pripravy, uskladnené boli pri konStantnej teplote 3 °C.

Naésledne bolo mozné tieto parametre preskimat’.
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Velkost’ Castic bola merana pomocou jednorazovych
polymethylmetakrylatovych kyviet, do ktorych sa pipetoval vzdy 1ml
nanosuspenzie. Zeta potencial bol merany za pomoci kapilarnej cely DTS1060, do
ktorej bola vzorka plnena injek¢nou striekackou tzv. tuberkulinkou, aby sa predislo
tvorbe bublin. Pri vkladani kazdej d’alSej vzorky bola cela precistena vodou
a vysusena za pomoci stlaceného vzduchu. Kladnou strankou tohto spdsobu je
jednoduchd manipulécia s pristrojom, adekvatna rychlost merania, nie je nutna

kalibracia pred jednotlivymi meraniami.

Hodnoty Z-Ave a PdI boli hodnotené pri merani taktiez. PdI je definovany
ako bezrozmerné meranie $irky rozlozenia vel'kosti vypocitaného z kumulativnych
udajov. V softvéri Zetasizeru sa pohybuje od hodnoty 0-1. Hodnoty vyssie ako 1
predikuju, Ze distribucia je tak polydisperznd, ze dand vzorka nemusi byt vhodna
na meranie dynamickym rozptylom svetla (DLS). Pri dynamickom rozptyle svetla
sa meria autokorelacna funkcia intenzity rozptyleného svetla. Téato funkcia je

vhodna k ziskaniu hodnoty velkosti.

Tabulka 2 Index polydipserzity

Pdl
<0,05 Castice, ktoré st monodisperzné
takmer monodisperzné, za  normdalnych
<0,08 okolnosti DSL méze distribuovat’ iba v tomto
rozmedzi
strednd hodnota Pdl, rozsah nad ktorym fungujt
0-08-0.7 distribu¢né algoritmi najlepsie
>(,7 vel'mi Siroké rozloZenie Castic

Percentualne zastlipenie a strednu vel'kost Castic vo vzorke zobrazuju piky.
Ak sa vo vzorke vyskytuje skupina nanocastic s podobnou velkostou tvori pri
merani pik, charakterizovany plochou a vyskou. Za vhodnt formu je povazované,

ak sa v grafe vyskytuje len jeden pik. Percentudlne zastupenie piku z celkovej
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plochy vsetkych pikov je dané plochou piku. Priemer nanocastic ktory sa vyskytuje

vo vzorke najfrekventovanejsSie udava vyska piku.

7.7 Centrifugacia

K separovaniu neenkapsulovaného oligoméru a nésledne k moznému
precisteniu bola vyuzitd centrifugacia. Pri pociatocnom gravitatnom zrychleni
30000G, po dobu 10 minut dochddzalo k neziadicemu javu spekaniu Castic
s naslednou neschopnostou resuspendéacie. Preto boli podmienky postupne
upravované, gravitacné zrychlenie bolo zniZované aZz na 7000G acas bol

predlzovany.

7.8 Kalibracna krivka

V Handbook of Fluorescent Dyes and Probes bol vyhladany 6-FAM,
ktorym bol znafeny stanovovany oligomér. Bolo zistené, Ze najvyraznejSie
fluoreskuje pri hodnote pH 9. Na riedenie vzorkov bol preto zvoleny TRIS s touto
hodnotou. Pripravili sme 0,2 mol/l roztok TRIS baze, a sicasne roztok HCI 0,1
mol/l. Nasledne sme zmieSali 25 ml pripraveného roztoku TRIS s 5,3 ml roztoku
HCl a doplnili do 100 ml do odmernej banky. Nasledne sme hodnotu pH overili na
pH metri.

1 ampulka obsahujuca 1.02 pmol oligoméru bola rozpustena v DMSO.
Nasledne bolo mnoZstvo 100 puL odpipetované a nariedené na pozadované
koncentracie v TRIS puftri o pH 9. Do fluorescencnych kyviet bolo pipetované 3,5
ml. Nasledne bolo odmerané u jednotlivych vzoriek emitované Ziarenie pri 520 nm
a na podklade toho bola pripravena kalibra¢na krivka, ktora bola pouZita k vypoctu

siRNA v NP v nasledujucich krokoch.
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Obrdzok 10 Kalibraénd krivka
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7.9 Stanovenie mnozstva enkapsulovanej siRNA

Jednotnym postupom bola pripravena séria nanosuspenzii za pouzitia oboch
typov pouzivané¢ho polyméru (A2, T3) v Styroch réznych koncentraciach (1 %; 3
%; 5 %; 7 %). Z jednotlivych vzoriek nanosuspenzii bol odpipetovany objem 2 ml,
ktory bol nésledne centrifugovany po dobu 20 minut pri tiahovom zrychleni 7 000
G v dvoch cykloch. Po prvom cykle bol supernatant nahradeny rovnakym objemom
Cistenej vody, v ktorej boli Castice resuspendované. Po ukonceni druhého cyklu bol
sediment okamzite rozpusteny v 1 ml DMSO a prisluSne nariedeny pripravenym
TRIS pufrom s hodnotou pH 9. U takto pripravenych vzoriek bola prevedena
kvantitativna analyza za vyuZitia spektrofluorimetru. Vysledky boli vyhodnotené
pomocou pripravenej kalibracnej krivky, priamou metdédou bola stanovena

enkapsula¢na aktivita, teda mnoZstvo siRNA v percentach zachytené v NP.
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8. Vysledky

8.1 Zavislost’ vel'kosti NP na pouzitom polyméri a jeho

koncentracii

Tabulka 3 Priprava NP s pouZitim polymérov réznych koncentrdcii

Cislo Z-Ave Pk 1 Mean | Pk 1 Area
vzorku Polymér | ¢ polymeru [nm] bl Int [nm] Int [%]
1 1% 50,52 | 0,248 54,19 93,9
2 Ao 3% 85,55 | 0,108 96,38 100
3 5% 118,5 | 0,083 130,8 100
4 7% 149,7 | 0,091 164,5 100
5 1% 104,5 | 0,108 119,5 100
6 3% 158,5 | 0,085 173,7 100
7 B 5% 190,7 | 0,078 206,5 100
8 7% 2154 | 0,023 225,5 100

Obrdzok 11 Frekvencnd krivka distribucie velkosti NP v zavislosti na koncentrdcii A2

Size Distribution by Intensity
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Intensity (Percert)

Obrazok 12 Frekvencnd krivka distribucie velkosti NP v zdvislosti na koncentrdcii T3

Size Distribution by Intensity
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Obrazok 13 Velkost NP v zavislosti na type a koncentrdcii polyméru
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8.2 Zeta potencial v zavislosti na type a koncentracii polyméru

Tabulka 4 Vplyv typu a koncentrdcie polyméru na zeta potencidl

Vzorka | Koncentracia
Polymér ZP [mV]
¢islo polyméru
1 1% -54,8
2 3% -31,8
A2
3 5% -32,4
4 7% -32,7
5 1% -32
6 3% -23.8
T3
7 5% -21,9
8 7% -22.5

Obrazok 14 Frekvencnd krivka distribucie zeta potencidlu v zavislosti na koncentrdcii A2

Zeta Potential Distribution
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Zeta potencial [mV]

Obrdzok 15 Frekvencna krivka distribucie zeta potencidlu v zavislosti na koncentrdcii T3

Zeta Potential Distribution
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Obrdzok 16 Zeta potencidl v zdvislosti na type a koncentrdcii polyméru
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8.3 Velkost' v zavislosti na pritomnosti CET

Tabulka 5 Velkost NP v zavislosti na pridanom mnoZstve cetrimidu do vonkajsej fazy

Pk 1 Pk 1
Vzorka | Poly- | CET
Voda | Z-Ave[nm] Pdl | Mean Int | Area
¢islo mér | [%]
[nm] Int [%]
1 0,01 54,82 0,209 61,9 97,1
2 A2 - + 85,55 0,108 96,38 100
3 3% | 0,05 171,8 0,185 211,2 100
4 - + 86,1 0,109 97,71 100
5 0,01 102,6 0,122 117,9 100
6 T3 - + 95,02 0,129 109,7 100
7 3% | 0,05 242.9 0,24 257,1 97,5
8 - + 95,59 0,112 107,5 100

Obrdzok 17 Velkost NP v zavislosti na koncentrdcii pridaného CET do vonkajsej fazy
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Obrazok 18 Frekvencnd krivka distribucie velkosti NP v zdvislosti na pouZitom polyméri a koncentrdcii
pridaného CET do vonkajsej fazy

Size Distribution by Intensity
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Obrdzok 19 Frekvencnd krivka distribucie velkosti NP v polyméri T3 v zavislosti na koncentrdcii CET pridaného
do vonkajsej fazy

Size Distribution by Intensity
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8.4 Velkost’ NP v zavislosti na pritomnosti DMAB

Tabulka 6 Vplyv koncentrdcie DMAB na velkost NP

Size (d.nm)

. Pk 1 Pk 1
Cislo DMAB
Polymér Z-Ave[nm] Pdl | Mean Int | Area
vzorky [%]
[nm] Int [%]
1 0,01 123,9 0,099 138,1 100
2 T3-3% 0,02 149,8 0,109 169,2 100
3 0 95,59 0,112 107,5 100
Obrdzok 20 Velkost NP pri pouZiti polyméru T3 v zdvislosti na koncentrdcii DMAB
Size Distribution by Intensity
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8.5 Zeta potencial v zavislosti na koncentracii CET

Tabulka 7 Vplyv koncentrdcie CET na zeta potencidl

Cislo vzorky Polymér CET [%] ZP [mV]
1 - -37,8
2 - -40,6
3 - -40,6
4 A2 0,01 -31,4
5 0,01 -32,8
6 0,05 37,5
7 0,05 42,9
8 - -34,1
9 - -36,1
10 - -38,4
11 T3 0,01 -27,9
12 0,01 -25,2
13 0,05 35,4
14 0,05 34,7

Obrdzok 21 Vplyv koncentrdcie CET na velkost ZP

Zeta Potential Distribution

A00000L- - e SRERDI Sy Himdn e Lt S S e S
n
= K : ] : : ! : : ! : : : 5
S 2000001 et TR R L L I o = . T S B
B 4 : ; : : ; i : i : : i
00000 oo R REREREEE: REREEE R SRR S REEERER IR
ok /
=100 =580 -&0 -7l -5 =50 -40 =30 =20 =10 o 10 20

Apparent Zeta Potential (m\}

siRMA - A2 3% - CET0,01% siRMNA-T3 2% - CET 0,01%
siRMNA - A2 3% - CET 0,05% siRMNA - T3 3% - CET 0,05%

53



Zeta potencial [mV]
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Obrdzok 22 Vplyv koncentrdcie CET na velkost NP
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8.6 Stabilita velkosti NP v zavislosti na type a koncentracii

polyméru po 24,48 a 72 hod

Tabulka 8 Vplyv typu a koncentrdcie polyméru na stabilitu velkosti po 24, 48 a 72 hod

Cislo Po case Pk 1 Mean | Pk 1 Area
Polymér Z-Ave[nm] | PdI
vzorky [hod] Int [nm] Int [%]

1 0 50,52 0,248 54,19 93,9
A2-1%

2 24 52,17 0,258 55 91,2

3 0 91,6 0,131 106,9 100

4 24 92,5 0,111 105,4 100
A2-3%

5 48 93,68 0,112 106,7 100

6 72 94,49 0,139 111,3 100

7 0 128,2 0,094 142,5 100

8 24 126,2 0,069 137,3 100
A2-5%

9 48 125,2 0,114 142,9 100

10 72 127,3 0,084 140,7 100

11 0 104,5 0,068 113,4 100
T3-1%

12 24 104,2 0,104 117,3 100

13 0 157,9 0,076 172,4 100

14 24 95,53 0,116 108,8 100
T3-3%

15 48 157,7 0,057 169,1 100

16 72 157,1 0,094 174 100

Obrdzok 23 Frekvencnd krivka distribucie velkosti v zdvislosti na type polyméru po 24 hod

20

Intensity (Percent)

=

Size Distribution by Intensity

EPL . oo 2y cn iy 2Y8hy i a3 s o A s s St ) i SR oA s SRR T P T T T S

15

a2
=

10

Size (d.nm)

1000

siRMA -

siRMA

siRMA -

siRMNA

A2 3% - voda
- T3 3% - voda
A2 3% - voda - 24hod
- T3 3% - voda - 24hod

55

10000




Obrdzok 24 Frekvencnd krivka distribucie velkosti v zdavislosti na type polyméru po 24, 48 a 72 hod
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8.7 Stabilita zeta potencialu po 24 hod v zavislosti na type

a koncentracii polyméru a koncentracii pridaného CET

Tabulka 9 Vplyv typu a koncentrdcie polyméru a koncentrdcie pridaného CET na velkost NP po 24 hod

Cislo vzorky Polymeér Po case ZP [mV]

1 0 -36,4
A2-3%

2 24 -34

3 0 -37,1
A2-5%

4 24 -31,8

5 0 -30,8
T3-3%

6 24 -26,5

7 A2-3% + 0 -31,4

8 CET 0,01% 24 -31

9 T3-3% + 0 -25,2

10 CET 0,01% 24 -23

56



Obrdzok 25 Frekvencnd krivka zeta potencidlu v zavislosti na type polyméru pri koncentrdcii 3% po 72 hod.
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Obrdzok 26 Frekvencnd krivka zeta potencidlu polyméru T3 po 24, 48, 72 hod.
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Obrdzok 27 Frekvencnd krivka zeta potencidlu pouZitim polyméru A2 — 3% v zavislosti na koncentracii CET
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8.8 Velkost’ NP v zavislosti na pouziti metédy ,,drop-wise*

a ,,one-pot“

Tabulka 10 Vplyv pouZitej metody ,,drop-wise” a ,,one-pot” na velkost NP

. Pk 1 Pk 1
Cislo | Poly Z- 7P

Metoda Pdl | Mean Int | Area

vzorky | mér Ave[nm] [mV]

[nm] Int [%]

1 A2- | Dropwise 114,7 0,078 124,2 100 -28,7

2 5% | One-pot 128,2 0,094 142,5 100 -37,9

3 T3- | Dropwise 195,3 0,058 209,9 100 21,1

4 5% | One-pot 191,3 0,057 204,1 100 -21,9

Obrazok 28 Frekvencnd krivka distribucie velkosti NP v zdvislosti na pouZitej metode drop-wise a one-pot
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Size Distribution by Intensity

10000

30 ................. .................. ......................................................
204 .................. ...................................................
10 ................. .................. ....................................................
il . :
0.1 1 10 1000
Size (d.nm)
—— siRMNA - A2 5% - voda - one-pot
sSIRMNA - T3 5% - voda - one-pot
—— siRMNA - A2 5% - voda - dropwise
—  siRMNA-T3 5% - voda - dropwise

58




8.9 Stanovenie mnozstva enkapsulovanej siRNA

Tabulka 11 Vplyv zvoleného polyméru a jeho koncentrdcie na enkapsulacnu efektivitu (EE)

T Koncentracia Siomdl EE [%]
yp igna 0
[Ve]
1 1,654 4,23
3 5,0239 13,03
A2
5 6,6941 17,39
7 10,038 26,12
1 2,7342 7,05
3 7,763 20,18
T3
5 8,568 22,28
7 6,3497 16,49

Obrazok 29 Zavislost enkapsulacnej efektivity (EE) na type polyméru pri réznych koncentrdcidch
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9. Diskusia

9.1 Obecné poznamky

V sucasnej dobe sa mnoho vyskumnych timov venuje hl'adaniu moznosti
vyuzitia nanocasticovych systémov pri lieCbe roznych ochoreni. Medzi najviac
perspektivne materialy, vyuziteI'né k cielenej distribucii aktivnych latok, patria
kopolyméry kyseliny DL-mliecnej a kyseliny glykolovej. Tieto zliceniny st
vyhodné nielen vd’aka ich biokompatibilite, je ale mozné ich taktiez jednoducho
modifikovat’ naviazanim viacfunkénych zltcenin, a tak ich hydrofilizovat’ a tym
docielit zvysenie kompatibility s biologickym prostredim. Aktivity veduce
k ziskaniu materialov s vysSou kompatibilitou a d’al§imi vyhodnej$imi parametrami

su na pociatku usilia mnohych timov s vyznamnou ucast’ou technologov.

Vel'mi zaujimavou témou pre farmaceutickych technolégov je formulacia
kompozicii obsahujucich zluceniny, ktoré ovplyviiuji gény so vztahom k réznym
ochoreniam. Ako vel'mi perspektivne pre terapeutické ucely sa javi trieda
dvojzavitnicovych molekul, obvykle s 20 az 25 parmi baz. Tieto vel'mi jednoduché
zlt€eniny Specificky interferuji s expresiou Specifickych génov komplementarnych
nukleotidov. Uspesné vypnutie génov, ktoré ma vztah ku konkrétnemu ochoreniu,
je vel'mi sI'ubnou cestou k novym terapeutickym postupom. Optimalizicia zloZenia
nosicov terapeuticky aktivnych latok, ich Struktury a d’alSich parametrov moze

viest' k vyznamnému zvySeniu efektivity prislusnej terapie.

9.2 K volbe polymérov a metéde pripravy nanocastic

Boli vybrané dva derivaty kyseliny poly(mlie¢nej-ko-glykolovej) vetvené
do vysokého stupna kyselinou polyakrylovou a tripentaerythritolom, liSiace sa
koncentraciou a predovsetkym ionickym a neionickym charakterom koncovych
skupin. Uvedené polyméry boli uz skor preStudované z hladiska interakcii
s rozpustadlami, najmd s vodnymi roztokmi pufrov. Vyznacuji sa obmedzenym
bobtnanim a pomalou, relativne kontinudlnou eréziou. Findlnym produktom

degradacie su oligoméry s menej nez 10 monomérnymi jednotkami.
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Ako vhodné rozpustadlo polymérov bol vybrany uz skor osvedCeny
dimethylsulfoxid, ktory je kompatibilny s rozpustanymi zlozkami v biologickom 1
vo fyzikalne chemickom zmysle. Rozhodnuté bolo sledovat’ rychlost’ pridavania
roztoku do vodnej fazy. Ako vonkajSia faza bola s uspechom pouzitd samotna
Standardne Cistena voda, pripadne voda obsahujuca kationické tenzidy v ro6znych
koncentraciach.

Hotové nanocastice boli precistené centrifugaciou. Ich vel’kost’ bola uspesne
riadend koncentraciou polyméru v dimethylsulfoxidovom roztoku s siRNA
metddou PCS. Zeta potencial, ako d’alsi dolezity parameter nanocastic, bol merany
metédou DLS. Miera enkapsulacie siRNA bola stanovena spektrofluorimetricky

pomocou markeru.

9.3 Vplyv polyméru a jeho koncentracie na velkost’ a zeta

potencial nanoc¢astic

V tabulke 3 st uvedené parametre velkosti nanocastic. Je viditelny
jednoznacény trend k zvécSovaniu so stipajicou koncentraciou polymérnej zlozky.
Pri porovnani oboch polymérnych nosi¢ov bola jednozna¢ne preukdzand mensia
velkost” Castic z polyméru vetveného na kyseline polyakrylovej. Ako vyznamny
vysledok je mozno hodnotit’ relativne rovnaky vplyv zmeny koncentracie polyméru

na vel'kost’ nanocastic z oboch testovanych polymérov (obr. 13).

V pripade zeta potencidlu je u oboch polymérov vyrazne vysSia hodnota
charakteristiky u najmensich 50 nm a 100 nm nanocastic oproti kategorii vacsich,
ktoré mali prakticky rovnaky zeta potencial (tab. 4). Ovplyvnenie hodnoty zeta
potencidlu v zmysle jeho zvySenia je mozno pokladat za velmi zaujimavy
vysledok, ktory moze suvisiet bud’ s prekro€enim limitnej hodnoty mobility Castic
zmenou viskozity vonkajsej fazy disperzie, alebo so zvySenou afinitou poladrnych
zloziek k Casticiam s vys$Sou povrchovou energiou. Tuto, pripadne ini pracovni
hypotézu by bolo nutné experimentéalne potvrdit’. V tejto suvislosti je pozoruhodny

obr. 16.

61



9.4 Vplyv kationickych tenzidov na parametre nanocastic

Cetrimid je kationicka latka, ktord je uz tradicne zaradena do liekopisu. Jej
pouzitie moze sluzit’ k modifikacii vel'kosti nanocastic a predovsetkym parametrov

ich povrchu.

Vtab. 5 su porovnané hodnoty velkostnych parametrov nanocastic
pripravenych v prostredi vody a v prostredi roztoku cetrimidu s vel'mi nizkou
koncentraciou. Ako prekvapivy vysledok je mozno hodnotit’ opacny vplyv roztokov
roznej koncentrdcie cetrimidu na velkost' nanocastic oproti vode u nanocastic
z polyméru vetveného na kyseline polyakrylovej. Pri velmi malej, 0,01%
koncentracii tenzidu boli ziskané mensie Castice nez vo vode. Pri vyssej, 0,05%
koncentrécii boli naopak ziskané Castice mensSie. To teda znamend, Ze stopové
koncentracie cetrimidu maji pozitivny efekt v pripade snah ziskat” vel'mi malé
nanocastice (obr. 17). V polyméri vetvenom na tripentaerythritole sa efekt
opacného vplyvu stopovej koncentracie cetrimidu na velkost’ Castic neprejavil.
V tabulke 6 je vplyv kationického DMAB na velkost’ nanocastic z polyméru T3

prakticky rovnaky ako u cetrimidu.

V tabul’ke 7 je dokumentovany markantny vplyv stopovej koncentracie
cetrimidu na zniZenie hodnoty zeta potencidlu. Poznatok je vyznamny, pretoze sa
tyka nanocastic z oboch testovanych polymérnych nosicov. Z vyssie uvedeného je
mozno ucinit’ zaver o nutnosti venovat pozornost stopovym koncentraciam

tenzidov.

9.5 Stabilita velkostnych parametrov nanocastic

V tabul’ke 8 su vysledky hodnotenia vel'kosti nanocastic v prostredi vody po
dobu jedného az troch dni. Bolo preukazané, ze behom sledovanej doby nedochadza
k markantnejSim zmendm velkostnych parametrov. Neprejavila sa z tohoto

hl'adiska ani r6zna vel'’kostné kategoria Castic, ani rozny typ polyméru.

Pokial’ ide o stalost’ hodnot zeta potencialu, prejavil sa vo vSetkych vzorkach

mierny pokles hodnoét, ako je patrné z tabul’ky 9.
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9.6 Vplyv postupov pripravy na velkost’ nanocéastic

Pri testovani vplyvu rychlosti pridavania 5% roztoku jednotlivych
polymérov s siRNA do vodnej fazy na velkost a polydisperzitu vyslednych
nanocastic bol preukazany vplyv tohto parametru v pripade nanocastic z nosica
vetveného na kyseline polyakrylovej (tabul’ka 10). V pripade pomalého
prikvapkavania dispergovanej kvapaliny boli ziskané menSie nanocastice.
Zavislost’ velkosti cCastic na sledovanom technologickom parametre nebola

preukdzana v pripade pouzitia nosice vetveného na tripentaerythritole.

V rovnakej tabul’ke st tiez hodnoty zeta potencialu. Odlisnost’ nanocastic
s koncovymi karboxylovymi skupinami pripravenych réznou rychlostou miesenia
je potvrdena odlisSnymi hodnotami zeta potencialu. Prekvapivy vysledok bude nutné

overit’ jeho opakovanim.

9.7 Enkapsulacia siRNA

Z udajov v tabulke 11 je zrejmé Ze podiel enkapsulovanej siRNA stipa u
nanocastic z nosi¢a konstruované¢ho na kyseline polyakrylovej s koncentraciou
tohoto nosic¢a a dosahuje 26 %. Odlisné vysledky boli dosiahnuté v pripade nosica
syntetizovaného vetvenim na tripentaerythritole. Koncentracia siRNA sa vyrazne
zvysila po zvySeni koncentracie nosica z 1% na 3%. Pri d’alSom zvySovani

koncentrécie nosica uzZ nedochadzalo k zmene v u¢innosti enkapsulacie.
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10. Zavery

A)

B)

0)

D)

E)
F)

G)

Bola preukdzana dostatocnd kompatibilita PLGA vetvenej na kyseline
polyakrylovej alebo na tripentaerythritole s dimethylsulfoxidom a siRNA.
Vyssie uvedena kompozicia je vhodna pro pripravu biodegradabilnych
nanocastic nanoprecipita¢nou metodou.

So stupajicou koncentraciou polymérnej zlozky dochéadzalo k relativne
pravidelnému zvidc¢Sovaniu nanocastic. Pri rovnakom postupe bola
namerand hodnota zeta potencidlu u najmensich nanocastic ziskanych z 1%
roztoku oboch nosi¢ov najvysSia, vacSie nanocastice mali rovanaky zeta
potencial.

Roztoky cetrimidu o 0,01% koncentracii viedli v polyméri vetvenom na
kyseline polyakrylovej k ziskaniu menSich nanocastic nez v prostredi
samotnej vody, u 0,05% roztoku tomu bolo naopak, v polyméri vetvenom
na tripentaerythritole sa uvedeny vplyv neprejavil.

Nanocastice st v prostredi vody pri teplote 3 © C velkostne stabilné.
Zmena rychlosti miesenia reaktantov s vonkajSou vodnou fazou sa prejavi
odliSnymi parametrami velkosti ich Castic a hodnotami povrchového
naboja.

Utinnost’ enkapsulacie je ovplyvnena koncentraciou nosi¢a v miere, ktora
je dané odliSnymi parametrami, ako je viskozita, polarita, povrchovy néboj

apod.
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