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POVZETEK

Revmatoidni artritis (RA) je kroni¢na sistemska vnetna bolezen avtoimunske narave.
Bolezen so prvi¢ jasno opisali Sele v zaCetku 18. stoletja, zato domnevajo, da je
povezana s patogenimi povzrocitelji ali alergeni novejSega sveta. Po dugi strani pa se
domneva, da so RA zdravili Zze pred dvema tisocletjema. RA prvenstveno prizadene
sklepe, lahko pa tudi vecino ostalih organskih sistemov. Nezdravljena bolezen ima za
posledico nastanek nepopravljivih okvar sklepov in invalidnost, posredno pa tudi
povec¢ano umrljivost. S trenutnimi posegi bolezni ne znamo pozdraviti, lahko pa
zmanjSamo znake vnetja, izboljSamo gibljivost prizadetih sklepov, prepre¢imo unicenje
tkiv in deformacijo sklepov.

Namen nasega dela je bil izdelati nanodelce z resveratrolom, ki bi se potencialno lahko
uporabljali za zdravljenje RA. Izdelali smo trdne lipidne nanodelce (SLN; solid lipid
nanoparticles) z u¢inkovino resveratrol (RSV) in nato opazovali vpliv RSV, vgrajenega
v ND ali samega na morfologijo, rast in proliferacijo fibroblastov.

Z dispergiranjem taline lipida z rotor-stator homogenizatorjem smo izdelali ND s tremi
razliénimi koncentracijami RSV, kjer smo povecevali kolicino RSV ob hkratnemu
zmanjSevanju koli¢ine lipidne komponente. RSV je bil dodan v obliki praSka (SLN-
RSV) ali v obliki etanolne raztopine (SLN-RSV EtOH). Za kontrolo smo izdelali Se ND
brez RSV (SLN-RSVO0).

Izdelanim ND smo dolocili velikost, zeta potencial (ZP) in polidisperzni indeks (PDI).
Ker so liofilizirani ND mnogo stabilnejsi od ND dispergiranih v vodi, smo jih
liofilizirali in jim po redispergiranju Se enkrat dolocili fizikalne lastnosti. Pri
dolo¢evanju ucinkovitosti vgrajevanja RSV pa smo ugotovili, da je u¢inkovitost vecja
pri uporabi etanolne raztopine RSV kot pri uporabi RSV v prasku. Izdelanim ND smo
dolocili tudi profil spros¢anja RSV iz ND in ugotovili, da ND zagotovijo pocasno
spros¢anje RSV in s tem tudi podaljSano delovanje takega zdravila.Naredili smo Se
termi¢no analizo vhodnih substanc in izdelanih ND, da bi opredelili fizikalno stanje
sestavin v ND ter potrdili vgrajenost RSV v ND.

Za delo na celicah smo izbrali ND ki so celokupno izkazovali najugodnejSe rezultate
fizikalne karakterizacije. Na celice smo aplicirali razlicne koli¢ine praznih ND, ND z
RSV in ¢istega RSV ter s pomocjo svetlobnega mikroskopa in spektrofotometricnim

testom opazovali vpliv vzorcev na rast ter razmnoZevanje fibroblastov. Ugotovili smo,
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da prazni ND nimajo citotoksi¢nega ucinka na celice, RSV vgrajen v ND na celice
deluje le citostaticno, medtem ko ima ¢ist RSV na celice tudi citotoksi¢ne ucinke.

Citotoksicni oz. citostatini ucinki naras¢ajo z naraS¢ajoco koncentracijo RSV.



SEZNAM OKRAJSAV

A3AR agonisti adenozinskih 3 receptorjev
COX ciklooksigenaza

DNK deoksiribonukleinska kislina

DSC diferen¢na dinami¢na kalorimetrija

Ig imunoglubolin

IL interlevkin

LAF komora z laminarnim pretokom zraka
MHC glavni histokompatibilnostni kompleks
ND nanodelci

NK-«xB jedrni faktor kappa B

NSAR nesteroidni antirevmatiki

PBS fosfatni pufer

PDI polidisperzni indeks

RA  revmatoidni artritis

RSV resveratrol

SLN trdni lipidni nanodelci

SLN-RSV trdni lipidni nanodelci z resveratrolom
ZP zeta potencial

ZU zdravilna u¢inkovina



1 UVOD

1.1 REVMATOIDNI ARTRITIS

1.1.1 EPIDEMIOLOGIJA

Revmatoidni artritis (RA) je kronic¢na, sistemska vnetna bolezen, avtoimunske narave,
ki jo zaznamuje kroni¢no vnetje sklepov, kateremu sledi uni¢enje sklepnega hrustanca.
Domnevajo, da je bolezen povezana s patogenimi povzrocitelji ali alergeni novejSega
sveta.

RazSirjena je po vsem svetu in prizadene ljudi vseh ras ter etnic¢nih skupin, od teh kar 1-
2% odraslih. Pojavi se lahko sicer v vsaki starosti, najpogosteje pa med 30. in 55. letom

starosti. Zenske zbolevajo trikrat pogosteje (1).

1.1.2 ETIOPATOGENEZA

Natancen vzrok za nastanek bolezni ni znan, predvidevajo pa, da je dejavnikov vec.

Med temi najvec prispevajo genetski, okoljski in hormonski dejavniki.

1.1.2.1 GENETSKI DEJAVNIKI

RA se pogosteje pojavlja pri ¢lanih iste druzine. Genetski dejavniki prispevajo okoli
50% k tveganju za nastanek bolezni. Tako je relativno tveganje za razvoj bolezni v prvi
generaciji sorodnikov 1,5 (pri ostali populaciji je relativno tveganje 1). Genetsko
nagnjenje k bolezni je najmoc¢neje povezano z genskimi produkti, imenovanimi HLA
(human leukocyte antigen), ki so znotraj glavnega tkivnoskladnostnega kompleksa
odgovorni za imunski odziv. HLA molekule so glikoproteini, ki so prisotni na povrSinah
celic in so zadolzeni za vezavo antigena ter posredovanje le tega limfocitom T. RA je
prvenstveno povezan s prisotnostjo antigena HLA-DR4. S postopki seroloske tipizacije
DNK so odkrili Stevilne alele za antigen HLA-DR4. Med temi sta za pojav bolezni pri
belcih najbolj odgovorna DRB1*0401 in DRB1*0404. Pri bolnikih z RA, ki so
negativni na DR4 alele, pa so prisotni DR1 aleli. Vsi aleli, ki so povezani z nastankom
bolezni, imajo skupno regijo podobnih zaporedij, imenovano skupni epitopi. Zagotovo
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pa je, da prisotnost dolocenih alelov ne predstavlja le povecanega tveganja za nastanek
bolezni, ampak napoveduje tudi resnejsi potek bolezni s hujSimi posledicami

(ireverzibilne okvare sklepov) (1).

1.1.2.2 DEJAVNIKI OKOLJA

RA je pogostejsi pri kadilcih. Na pojav bolezni pa naj bi vplivali tudi Proteus mirabilis,
Mycobacterium tuberculosis, Epstein-Barrov virus, E. Coli, retrovirusi in parvovirus
B19. Raziskovalci ugotavljajo, da k razvoju RA morda prispeva tudi oskidativni stres,

pomanjkanje vitamina D, stres, ...(2).

1.1.2.3 VPLIV SPOLNIH HORMONOV

Bolezen je trikrat pogostejSa pri zenskah, kar je verjetno posledica vpliva spolnih
hormonov na imunski sistem. Estrogeni zavirajo delovanje T zaviralk, podpirajo pa
delovanje T pomagalk. Hormoni imajo pomemben vpliv predvsem v rodnem obdobju.
Estrogeni naj bi tudi preko aktivacije jedrnega faktorja kappa B (NK-«xB) povecali
proliferacijo makrofagov in fibroblastov.

Potek bolezni se med nosec¢nostjo spremeni. V tem obdobju na bolezen vplivajo Stevilni
dejavniki, eden od teh je tudi razlika med materinimi in plodovimi HLA-antigeni. Vecja
kot je razlika med njimi, vecja je verjetnost, da bo bolezen potekala v blazji obliki.
Aktivacija imunskega sistema se namre¢ zaustavi, saj zaradi razlike med HLA-antigeni
nastajajo protitelesa, ki blokirajo glavni histokompatibilnostni kompleks (MHC?2), ki se
nahaja na vecini imunskih celic, Se posebej na antigen-predstavitvenih celicah. MHC2
se tako ne more vezati na CD4 receptor na T pomagalkah ter predstaviti fragmentov

antigena (1).

1.1.3 VNETJE

Vnetje je odziv oziljenega tkiva na nek sprozilni vzrok (kemicni, imunoloski, mikrobni,
fizikalni). Osrednje vnetno dogajanje pri RA poteka v sinoviji (notranji kolenski
ovojnici), kjer pride do povecane prekrvavljenosti tkiva, eksudacije (posledica povecane
propustnosti kapilar), celi¢ne infiltracije in razrasta granulacijskega tkiva. Do povecane
prekrvavljenosti in edema pride predvsem na notranji povrS$ini sinovije, posebno na meji
s sklepnim hrustancem. Sinovija se zadebeli, saj celice nabreknejo. Nastane

granulacijsko tkivo, ki se vrasc¢a v sklepni hrustanec in kost ter ju ob tem razgrajuje
9



(slika 1). Vnetni infiltrat v sinoviji vsebuje predvsem limfocite T pomagalke, ki se
pogosto v vecji meri kopicijo okrog majhnih zil in tvorijo prave limfati¢ne folikle. V
tekoc€ini so prisotne tudi plazmatke, mastociti, makrofagi in v¢asih tudi ve¢jedrne
velikanke. V obmocjih, kjer je vnetje najmocnejse, pride do razraS¢anja sinovijsko-
epitelijskih celic in sinovijskih fibroblastov ter do nastajanja novih krvnih Zil z ob¢asno

trombozo.

ZDRAY SKLEP REVMATOIDNG SPREMENJEN SKLEP

izgubalerozija kostnine

htustanec kita | izguba hrustandevine

sitnovijsla ovojtica

sinovijska tekodina
sklepna ovojnica izguba kostrine vhieta sinovijska ovojica
otekla sklepna ovojnica

Slika 1: Primerjava zdravega in revmatoidno spremenjenega sklepa (3)

1.1.4 IMUNOPATOGENEZA

Imunsko ozadje RA $e ni dokon¢no raziskano. V vnetnem procesu so ve¢inoma
pozitivne povratne zanke, zaradi ¢esar vnetje vzpodbuja samo sebe. Bolezensko
dogajanje sprozi zaenkrat e neznani antigen, ki pride verjetno v sinovijsko ovojnico,
kjer ga zaznajo antigen-predstavitvene celice (sinoviociti A, dendriti¢ne celice ali
makrofagi) in se aktivirajo. Vse predstavitvene celice izraZzajo na svoji povrSini antigene
HLA-DR. Aktivirane antigen predstavitvene celice izlo€ajo citokine, med katerima sta
najpomembnejsa interlevkin-1 (IL-1) in tumor nekrozirajoci faktor alfa (TNF-a). TNF-
a je kot aktivator citokinske kaskade osrednji posrednik vnetja pri RA. Poveca sintezo
in sproscanje IL-1pB, IL-6 in IL-8. Tudi IL-1B, ki ga izlocajo predvsem mononuklearni
fagociti in nevtrofilni levkociti, poveca sintezo in spros¢anje IL-6 in IL-8, poleg tega pa
tudi TNF-a in s tem ojaca njegovo delovanje.

Omenjena poglavitna citokina (IL-1 in TNF-a)) spodbujata vnetje tudi s tem, da

aktivirata razlicne celice: limfocite T pomagalke, hondrocite, fibroblaste, sinovijske

10



celice in endotelijske celice. Prav tako pa povzrocita nastanek splosnih bolezenskih

znakov pri RA, kot so poviSana telesna temperatura, izguba apetita in hujSanje.

e Aktivirani limfociti T pomagalke izlo¢ajo limfokine, med katerimi sta za RA
najpomembnejsa IL-2 in interferon gama (INF-y). IL-2 spodbuja diferenciacijo
in rast limfocitov B in T ter aktivira limfocite T pomagalke. IFN-y aktivira
makrofage in poveca izrazanje HLA-DR molekul na antigen predstavitvenih
celicah.

e Hondrociti, fibroblasti in sinovijske celice pod vplivom citokinov izlocajo
prostaglandin E2 (PGE2), ki povzroc¢a kostno erozijo in proteoliticne encime
(npr. kolagenazo), ki razgrajuje hrustanec.

e Aktivirane endotelijske celice izlocajo IL-1 in na svoji povrSini izrazajo
adhezijske molekule, ki privabljajo limfocite T in druge provnetne celice ter
omogocajo njihovo migracijo v sinovijsko tkivo.

Vse te reakcije so znacilne za kroni¢no vnetje.

V sinovijskem prostoru potekajo tudi reakcije, ki so znacilne za akutno vnetje. V teh
reakcijah je udelezenih veliko nevtrofilnih granulocitov, saj makrofagi in aktivirane
endotelijske celice poleg IL-1 sintetizirajo tudi levkotrien B4, ki deluje na granulocite
mocno kemotakticno. Razli¢ni citokini pa vzporedno vzpodbujajo tudi proliferacijo
limfocitov B ter tvorbo protiteles. Protitelesa tvorijo z antigenom imunske komplekse,
ki se sprosc¢ajo v sklep, kjer vezejo komplement, nato pa jih fagocitirajo
polimorfonuklearni levkociti. Med fagocitozo se tvorijo kisikovi radikali, prostaglandini
in razli¢ne proteaze, ki povzrocajo tkivno okvaro (slika 2).

Opisane reakcije bi se po odstranitvi antigena morale ustaviti, vendar se pri RA to ne
zgodi. Mozno je, da je za vzdrZevanje teh procesov odgovoren antigen ali le njegove
komponente, ki ostanejo v sklepu, ali pa da gre za neposreden vpliv revmatoidnih
faktorjev, ki jih tvorijo plazmatke vnetno spremenjene sinovijske ovojnice. Revmatoidni
faktorji so protitelesa usmerjena proti lastnim tkivom, natancneje proti Fc-regijam IgG.
Poznamo revmatoidne faktorje IgM, IgA in IgG razreda. Vzrok za to, da imunoglobulini
reagirajo kot antigeni, gre iskati v tem, da pride do sprememb v glikozilaciji IgG.
Revmatoidni faktorji vezejo komplement, vzdrzujejo vnetni odziv s tvorbo imunskih
kompleksov z IgG ali z agregacijo med seboj. Podobno dogajanje pa povzrocijo tudi

protitelesa proti nativnemu in denaturiranemu kolagenu tipa 2.
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Slika 2: Skica vnetnih poti pri RA (1)

1.1.5 VLOGA SINOVIJSKIH FIBROBLASTOV

Patofiziologija RA vkljucuje razli¢ne celice, kot so: makrofagi, limfociti B in T,
hondrociti, osteoklasti idr. Vsaka od teh celic prispeva svoj del k destruktivhemu
procesu. Raziskave kazejo, da so aktivirani sinovijski fibroblasti, ki so v velikem Stevilu
prisotni v sinoviji bolnika z RA, eden glavnih nosilcev destruktivnega procesa pri RA.
Revmatoidni sinovijski fibroblasti (RASF) uni¢ujejo matriks po direktni poti, tako da na
svoji povrsini izrazijo Stevilne adhezijske faktorje (CAM), s katerimi se pritrdijo na
sklepni hrustanec, nato pa zac¢nejo izloCati matriks-razgrajajoc¢e encime, ki razgrajujejo
kostnino in hrustanec (4). Hkrati z ogrodje-razgrajajocimi encimi izdelujejo tudi veliko
Stevilo citokinov in kemokinov, kar povzroci interakcije z okoliSnjimi vnetnimi ter
endotelijskimi celicami in to pripelje do progresivnega unicenja sklepnega hrustanca in
kosti. RA je bolezen, ki se obi¢ajno za¢ne z vnetjem enega sklepa, nato pa se vnetje
prenese Se na druge sklepe po telesu. RASF so zmozni potovati po krvnem obtoku in se

nato pritrditi na oddaljeni sklepni hrustanec, kjer sprozijo vnetni proces (5).
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1.1.6 KLINICNA SLIKA

Tipi¢ni znaki bolnika z RA:

- bolecine v sklepih, ki so hujSe zjutraj in ¢ez no¢, a se ob telesni aktivnosti zmanjsajo
- jutranja okorelost sklepov

- otekli in topli sklepi

- omejena gibljivost z delno atrofijo miSic okoli sklepa

- deformacija sklepov (v kasnejSih obdobjih)

- drugi splosni simptomi, ki so odvisni od prizadetosti ostalih organov (povisana
temperatura, utrujenost, znojenje, izguba teka, hujSanje, nespecnost, splosno slabo

pocutje) (1,6,7).

1.1.7 ZDRAVLJENJE

Glede na to da povzro€itelji in natan¢en razvoj RA Se niso popolnoma dognani, je
zdravljenje dokaj nespecificno. S trenutnimi posegi bolezni ne znamo pozdraviti, lahko
pa zmanjSamo znake aktivnega vnetja, izboljSamo gibljivost prizadetih sklepov,
prepre¢imo unicenje tkiv in deformacijo sklepov. Danasnja zdravila za zdravljenje RA
lahko razdelimo v naslednje Stiri skupine:
-  NESTEROIDNI ANTIREVMATIKI (NSAR)
Nesteroidna protivnetna zdravila imajo protibolecinski, protivnetni in antipireti¢ni
ucinek. Delujejo tako, da blokirajo encim ciklooksigenazo (COX), ki sodeluje pri
tvorbi prostaglandinov. Poznamo COX-1, ki sodeluje pri tvorbi fizioloSkih
prostaglandinov, medtem ko pa je COX-2 vecinoma prisotna le pri vnetjih. Klasi¢ni
NSAR (ibuprofen, diklofenak, naproksen, ketoprofen, piroksikam, indometacin)
neselektivno zavirajo obe obliki COX, kar lahko pripelje do nezeljenih u¢inkov
(ulkus, krvavitve). Uporaba selektivnih COX-2 inhibitorjev (celekoksib) pa pripelje
do motenj v metabolizmu elektrolitov in vode, saj ima COX-2 v ledvicah fiziolosko
vlogo. Uporaba koksibov mora biti torej dobro pretehtana.
- KLASICNA ZDRAVILA
Ta zdravila poznamo tudi pod imenom Disease-modifying antirheumatic drugs
(DMARD), ki po razli¢nih mehanizmih ugodno vplivajo na potek RA. Sem spadajo
metotreksat, klorokvin, leflunomid, sulfasalazin, ciklosporin A, zlato, azatioprin in

agonisti adenozinskih 3 receptorjev (A3AR) (8, 9, 10, 11).
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- GLUKOKORTIKOIDI

Glukokortikoidi se uporabljajo kot dopolnilno zdravljenje v primeru mo¢nega vnetja
posameznega sklepa. Delujejo protivnetno in imunosupresivno. V primeru hudega
vnetja v sklepu lahko glukokortikoide tudi injiciramo v posamezen vnet sklep.
Uporabljajo se metilprednizolon, hidrokortizon, prednizon itd.

- ANTICITOKINSKA ZDRAVILA

To so zdravila, ki na razli¢ne nacine preprecujejo delovanje citokinov. V to skupino
spadajo: anakinra (antagonist receptorjev za IL-1), abatacept ( ko-stimulativni
modulatorji limfocitov T), etanercept (veze topni obliki TNF-o in TNF- ter jima
tako prepreci, da bi vzdrazila sinovijske celice), infliksimab (veze topno in
transmembransko obliko TNF-a), adalimumab (inhibira TNF-a), tocilizumab
(antagonist receptorjev za IL-6), HuMaxIL-15 (IL-15 inhibitorji), AIN457 (IL-17
inhibitorji) in ustekinumab (IL-12/IL-23 inhibitorji) (12, 13, 14, 15).

Mi pa smo v diplomski nalogi uporabili spojino naravnega izvora — resveratrol (RSV).
Naravni produkti so bogat vir biolosko aktivnih sestavin, katerim se je v preteklosti
posvecalo premalo pozornosti. Zaradi slabe vodotopnosti, slabe absorbcije in hitrega
metabolizma imajo take spojine velikokrat nizko biolosko uporabnost, katero pa se z
vgrajevanjem v ustrezno farmacevtsko obliko (npr. nanodelce) da mocno izboljsati, s
¢emer dobimo ucinkovito zdravilo. Ena takih molekul je tudi trans-resveratrol, ki je na
trgu prisoten kot prehransko dopolnilo, uporabnost RSV v razli¢nih formulacijah v

terepavtske namene pa je Se v fazi preizkuSanja.

Resveratrol

e Lastnosti resveratrola

OH

RSV je naravni polifenol, ki se nahaja v O
rastlinah, kot so jelka, evkaliptus, lilija,... L= AN
Prvic je bil izoliran leta 1940 iz korenin
teloha. Trans-resvratrol (trans- 3,4',5- OH
trihidroksistilben) se nahaja v ve¢ kot 70
vrstah rastlin (slika 3). Najvecji vir

o . Slika 3: Struktura resveratrola (RSV)
resveratrola pa sta grozdje in rdece vino (1,5-2

mg/l). Pojavlja se v trti, koreninah in peCkah, toda najvecja koncentracija je v lupini
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grozdnih jagod, kjer ga je od 50 do 100 pg v gramu lupine. Je fitoaleksin, vrsta
antibioti¢ne spojine, ki jo proizvaja rastlina kot odziv na stresni dejavnik oz. sluzi kot
obrambni mehanizem proti boleznim. Obstaja v dveh strukturnih izomerah: cis- (2) in
trans- (E). Cis-resveratrol lahko pod vplivom toplote ali UV sevanja izomerizira v
trans- obliko. Trans-resveratrol ima mnogo farmakoloskih uc¢inkov. Po vstopu v krvni
obtok se zelo hitro metabolizira s konjugacijo z glukuronsko kislino in z aktiviranim
sulfatom (16).

e Nekaj fizikalno kemijskih lastnosti resveratrola
M = 228,25g/mol
T tatigea = 260°C
Topnost v vodi = 0,03mg/mL
Topnost v etanolu = 50mg/mL
logP =33

e Mehanizem delovanja
RSV ima ve¢ mehanizmov delovanja, ki pa $e niso povsem raziskani. Izkazalo se je, da
lahko RSV inhibira aktivacijo jedrnega faktorja kappa B (NF-xB), ki je najpogosteje
aktiviran v celicah sinovijske tekoCine v procesu RA zaradi vpliva Stevilnih vnetnih
dejavnikov. Z inhibicijo NF-kB se posledi¢no zaustavi izrazanje genov, ki so odvisni od
NF-kB. Dva pomembnejsa produkta teh utiSanih genov sta TNF-a in IL-1f, katerima je
pripisana najve¢ja odgovornost za vzdrzevanje vnetja pri RA. Njuna zaustavitev s
pomoc¢jo RSV bi torej pripomogla k izboljSanju ali vsaj k ublaZitvi simptomov RA.
Nenazadnje je tudi znano, da NF-xB §¢iti celice pred apoptozo. Tako bi lahko s
pomocjo RSV preko inhibicije aktivacije NF-kB preprecili tudi hiperplazijo sinovijskih
celic in s tem posledi¢no omilili vnetje v artriticnem sklepu. Drugi pomembnejsi ucinek,
ki ga doseze RSV in je dobrodoSel za zdravljenje RA, je aktivacija apoptoznih poti po
ve¢ razli¢nih mehanizmih. Ena od teh je apoptozna pot preko mitohondrijev, kjer se v
citosol sprosti citokrom c, ki aktivira kaspaze. Izkazalo se je, da RSV inducira celi¢no
smrt RASF preko kaspaze-8.
Navedeni mehanizmi delovanja so torej zelo ugodni za zdravljenje RA. Zal pa je RSV
podvrzen intenzivnemu metabolizmu. Po peroralni aplikaciji je izpostavljen
precejSnjemu  predsistemskemu metabolizmu, saj nastajajo v jetrih konjugati z
glukuronatom in sulfatom. Nadalje pa v krvnem obtoku prav tako potekajo procesi za

hitro eliminacijo RSV. Zato je za RSV primernejsi takSen nacin aplikacije, s katerim se
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¢im bolj izognemo metabolizmu. Eden teh nacinov je uporaba nosilnih sistemov, ki med
drugim tudi zas¢itijo zdravilno u¢inkovino (ZU) pred zunanjimi vplivi in tako povecajo
bioloSko uporabnost ZU.

Na trgu je mnogo zdravilnih u¢inkovin za zdravljenje RA, vendar redka izkazujejo
toliko pozitivnih lastnosti kot RSV. Poleg tega, da ima protivnetne lastnosti, deluje tudi
antioksidativno, antikancerogeno in imunomodulatorno. Poleg tega naj RSV ne bi imel
pomembne;jsih nezeljenih u¢inkov (17).

Zaradi strukture RSV (ima dva lipofilna aromatska obroca in 3 hidroksilne skupine, ki
povecajo hidrofilnost) ne pri¢akujemo tezav z vgrajevanjem v SLN. V SLN lahko
dosezemo dokaj visoke koncentracije RSV in tako lahko apliciramo vecje koli¢ine RSV,
ki pa zaradi upocasnjenega sproscanja, ki ga zagotovi koloidni dostavni sistem, ne

delujejo toksi¢no na celice.

1.2 KOLOIDNI NOSILNI SISTEMI

Pri razvoju novih zdravil se strokovnjaki velikokrat srecajo s problemom, ko
razpolagajo z u¢inkovito spojino, vendar jo je zaradi njenih fizikalno-kemijskih lastnosti
(topnost, konstanta ionizacije, porazdelitveni koeficient idr.) in farmakokineti¢nih
lastnosti (metabolizem, eliminacija, volumen distribucije, bioloSka uporabnost) tezko v
ustreznih koncentracijah pripeljati na mesto delovanja. Za razvoj ¢im bolj u¢inkovitega
in varnega zdravila moramo najveckrat zdravilno uc¢inkovino (ZU) vgraditi v ustrezno
farmacevtsko obliko, ki bo zagotovila, da bo ZU v zadostni meri in ustreznem ¢asu
prisla nespremenjena do zeljenega mesta delovanja. Novejsi primeri zelo uspes$nih
farmacevtskih oblik so razli¢ni nosilni sistemi: koloidni nosilci (velikost nekaj nm),
mikrodelci (velikost nekaj um) in implantati (velikost do nekaj mm) (18).
Koloidni sistemi predstavljajo delce velike od 1 nm do 1 um. Mednje priStevamo ND
(polimerni ND, trdni lipidni ND), nanosuspenzije (disperzija same ZU v obliki ND),
nanoemulzije, liposome, micele, topne konjugate polimer-uc¢inkovina idr.
- ND so trdni koloidni delci velikosti 10-1000 nm. Lo¢imo nanosfere, kjer je ZU v
nosilcu porazdeljena ali pa je nanj adsorbirana in nanokapsule. Pri nanokapsulah
imamo ovojnico, ZU pa se nahaja v jedru, ali pa je adsorbirana na ovojnico

(slika 4).
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Slika 4: Skica nanosfere in nanokapsule

-V nanosuspenzijah so nm veliki delci ZU dispergirani v disperznem mediju (ZU
ni vgrajena v nosilni material). Nanosuspenzije so primerne predvsem za tezko

topne ZU.

- Nanoemulzija je heterogen sistem sestavljen iz dveh tekocin, ki se ne mesata
med seboj, od katerih je ena dispergirana v drugi v obliki tekocih kapljic.
Povprecna velikost kapljic je manjsa od 1000 nm. Najve¢ se uporabljajo O/V
emulzije, v katerih je hidrofobna u¢inkovina raztopljena v oljni fazi.

- Liposomi so mikroskopski vezikli sestavljeni iz ene (enoslojni liposomi (slika
5)) ali vec (vecslojni liposomi) lipidnih dvojnih plasti, ki so urejene v
koncentri¢no obliko in vkljucujejo enako Stevilo prostorov z vodo. Glede na
sestavo lo¢imo liposome (oznaka za
osnovno obliko), niosome (neionogeni
liposomi-nimajo polarne glave),
sfingosomi (liposomi zgrajeni iz
sfingolipidov), etosomi (v notranjosti
imajo etanol) in virosomi (posnemajo
viruse). Glede na namen uporabe pa

lo¢imo dermosome, transferosome in

genosome. Slika 5: Skica enoslojnega liposoma
Glavni prednosti koloidnih nosilnih sistemov pred mikrodelci sta moznost i.v.
aplikacije in doseganje ciljane dostave ZU. Pri izbiri koloidnega sistema je treba

upostevati naslednje dejavnike (18):
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- kapaciteta vgrajevanja,

- moznosti za doseganje ciljane dostave ZU,

- in vivo obnaSanje takega sistema,

- akutna in kroni¢na toksicnost,

- moznost proizvodnje v industrijskem merilu,
- fizikalna in kemic¢na stabilnost,

- cena.

1.2.1 TRDNI LIPIDNI NANODELCI

Trdni lipidni nanodelci (solid lipid nanoparticles, SLN) so delci veliki od 10 do 1000
nm. V splo$nem so sestavljeni iz trdnega lipidnega jedra in zunanjega sloja fosfolipidov
z dodatkom drugih povrsinsko aktivnih snovi (PAS) (slika 6). Izbira lipidov ni toliko
problemati¢na z varnostnega vidika, saj se uporabljajo biorazgradljivi in
biokompatibilni lipidi, npr. trigliceridi (tristearat, tripalmitat, trimiristat), parcialni
gliceridi (gliceridi behenojske kisline), mascobne kisline (stearinska kislina), steroidi
(holesterol) in voski (cetilpalmitat). Prav tako so uporabni Stevilni fosfolipidi (lecitin,
izolecitin, hidrogenirani fosfatidilholin ). Vecja pazljivost pa je potrebna pri izbiri PAS,
saj le-ti narekujejo nacin aplikacije. Za parenteralno aplikacijo se najpogosteje

uporabljajo natrijev glikoholat, poloksamer 188, lecitin in Tween 80® (18).
2 FOSFOLIPID

LIPID
{(Comprtol)

3 & POLOESAMER

Slika 6: Skica trdnega lipidnega nanodelca (SLN) in sestavine

e Terapevtsko pomembne prednosti SLN pred drugimi koloidnimi sistemi (19):
- nadzorovano sproscanje,

- ciljana dostava,

- povecana stabilnost ZU zaradi zas¢ite pred zunanjimi vplivi,

- manj$a encimska razgradnja in agregiranje delcev po peroralni aplikaciji,
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- visoki delez vgrajene ZU,

- vgrajevanje majhnih lipofilnih in hidrofilnih ZU ter tudi proteinov,

- zmanj$ana nevarnost akutne in kroni¢ne toksi¢nosti zaradi uporabe
biorazgradljivih in biokompatibilnih sestavin (lipidov, fosfolipidov),

- moznost sterilizacije,

- moznost proizvodnje v industrijskem merilu,

- odsotnost organskih topil.

e Slabosti SLN:

- polimorfne modifikacije oz. spremembe v kristalni strukturi lipida, kar lahko
pripelje do manjSega vgrajevanja ZU ali njenega hitrejSega izgubljanja,

- samo delno primerni za termolabilne ZU, saj se velikokrat SLN izdelujejo s
taljenjem lipida,

- nastale disperzije SLN vsebujejo veliko vode,

- slabSe vgrajevanje hidrofilnih u¢inkovin (zaradi slabe topnosti v lipidu).

1.2.2 METODE IZDELAVE TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV
1.2.2.1 VISOKOSTRIZNA HOMOGENIZACIJA IN ULTRAZVOK

To sta prvi tehniki za pripravo trdnih lipidnih nanodisperzij. Sta zelo enostavni metodi.
Kakovost disperzij je odvisna od prisotnosti mikrodelcev. Na velikost delcev,
polidisperzni indeks in zeta potencial vplivamo s ¢asom emulgiranja, jakostjo

homogenizatorja oz. ultrazvoka in pogoji hlajenja.

1.2.2.2 VISOKOTLACNA HOMOGENIZACIJA
Visokotla¢na homogenizacija se je prvotno uporabljala za izdelavo nanoemulzij za
parenteralno prehrano, danes pa z njo izdelujejo tudi nanodelce in nanosuspenzije.
Glavni prednosti metode sta moznost povecanja proizvodnje na industrijsko merilo in
majhen delez delcev mikrometerskih velikosti.
Pri homogenizaciji homogenizator potisne tekocino pod visokim tlakom (100-2000 bar)
skozi Spranjo Sirine nekaj um. Ker se premer zmanjsa iz nekaj cm na nekaj um, se
hitrost toka disperzije mo¢no poveca in ob tem se povisa dinamicni tlak, staticni tlak pa
pade. Ker se v rezi static¢ni tlak zniza pod tlak vreliS¢a vode, za¢ne voda vreti. Nastajajo
mehurcki vodne pare, ki popokajo, ko disperzija zapusti Spranjo in pride v obmocje
normalnega zracnega tlaka. Ta pojav imenujemo kavitacija. Sila kavitacije je dovolj
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velika, da zdrobi mikrodelce v nanodelce. K drobljenju delcev prispevata Se visoka
strizna napetost med delci in trki med njimi. Velikost nanodelcev in polidisperzni
indeks sta odvisna od: koncentracije in vrste uporabljenega lipida ter PAS, koli¢ine ZU,
tlaka homogeniziranja in Stevila homogenizacijskih ciklov. Poznamo vroc¢o in hladno
homogenizacijo;

- VROCA HOMOGENIZACIJA
Vroco homogenizacijo izvajamo nad temperaturo taliSca lipida, zato gre pravzaprav za
homogenizacijo emulzije. S pomocjo rotor-stator homogenizatorja pripravimo
predemulzijo. Talini lipida z dispergirano uc¢inkovino dodamo na enako temperaturo
ogreto vodno fazo, ki smo ji ze dodali PAS. Nastanku predemulzije sledi
homogenizacija pod visokim tlakom in pri temperaturi, ki je nad temperaturo taliS¢a
lipida. V splo$nem naj bi visja temperatura zaradi manjse viskoznosti notranje faze
omogocila nastanek manjsih delcev, vendar se moramo zavedati, da visoka temperatura
poveca hitrost razpada u¢inkovine, zato je potrebno izbrati kompromis. Potrebno je tudi
upostevati, da ze homogenizacija sama po sebi povzroc¢i dvig temperature. Za izdelavo
SLN obicajno zadostuje 3-5 ciklov pri tlaku 500-1500 bar. Ce bi uporabili e vegji tlak
in Se vecje Stevilo ciklov, bi zaradi koalescence tvegali nastanek vecjih delcev.
Z vro¢o homogenizacijo dobimo zaradi teko¢ega stanja lipida nanoemulzijo, ko pa se
homogenizat ohladi pod temperaturo taliSca lipida, pa lahko govorimo o disperziji SLN.
Ker lahko prisotnost PAS in majhna velikost delcev upocasnita kristalizacijo lipida, se
vzorec velikokrat nahaja v obliki podhlajene taline (20).

- HLADNA HOMOGENIZACIJA
Zaradi nizje temperature je pri tem postopku lipid v trdnem agregatnem stanju. Gre za
mletje suspenzije pod visokim tlakom. Ker med homogenizacijo temperatura narasca, je
potrebno zmes ohlajati, da zagotovimo trdno agregatno stanje lipida. V fazi
predpriprave ucinkovino solubiliziramo ali dispergiramo v talini lipida, nato pa talino
zelo hitro ohladimo (v suhem ledu ali s tekoCim dusikom), saj s tem dosezemo
homogeno distribucijo zdravilne u¢inkovine v lipidnem matriksu. Nato trden lipid
zmeljemo do velikosti delcev 50-100 um in te nadalje uvedemo v hladno raztopino
emulgatorja. Dobljeno predsuspenzijo homogeniziramo pod visokim tlakom pri sobni
ali Se nizji temperaturi. S hladno homogenizacijo ne moremo dobiti tako majhnih delcev
kot z vro¢o homogenizacijo. Njeni prednosti pa sta manjSa izpostavljenost zdravilne
ucinkovine visoki temperaturi in boljSe vgrajevanje hidrofilnih u¢inkovin (20).
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1.2.2.31ZPAREVANIJE TOPILA Z OBARJANJEM V EMULZIJAH TIPA O/V

Pri tej metodi lipid najprej raztopijo v organskem topilu, ki se ne sme mesati z vodo.
Nato organsko in vodno fazo zdruzijo ter ju ob prisotnosti PAS emulgiramo. Sledi
odparevanje organskega topila, pri ¢emer pride do obarjanja lipida v vodni fazi in
oblikovanja disperzije nanodelcev. Na velikost delcev vplivamo s koncentracijo lipida v
organskem topilu. Prednost te metode je, da ni termi¢ne obremenitve. Glavna slabost pa

je uporaba organskih topil.

1.2.2.4 RAZREDCEVANJE VROCE MIKROEMULZIJE

Pri tej metodi SLN oblikujemo dvostopenjsko. Najprej naredimo vroco mikroemulzijo
tipa O/V, ki pa jo potem razred¢imo s hladnim vodnim medijem. Pri tem se kapljice
lipida strdijo in nastanejo lipidni nanodelci. Presezek vode nato odstranimo z
ultrafiltracijo ali liofilizacijo. Na velikost delcev najpomembneje vpliva temperatura.
Visoka temperaturna razlika omogoci hitrejsSo kristalizacijo lipida in tako prepreci

agregacijo.

1.2.2.5 1ZDELAVA NANODELCEV Z DISPERGIRANJEM TALINE LIPIDA Z
ROTOR-STATOR HOMOGENIZATORJEM

Pri tej metodi lipidno fazo segrejemo na optimalno temperaturo, ki jo dolo¢imo glede na

temperaturo taliS¢a lipidov ter je priblizno 10 °C nad tali§¢em le-tega. V staljeni lipidni

fazi raztopimo ali suspendiramo ZU in ji nato dodamo na enako temperaturo segreto

vodno raztopino steri¢nega stabilizatorja. Zmes homogeniziramo z rotor-stator

homogenizatorjem pri visokih vrtljajih (15.000-20.000 obratov/min) in konstantni

temperaturi (obi¢ajno 10°C nad temperaturo talis¢a lipida).

1.2.3 SHRANJEVANJE IN LIOFILIZAClJA

Glavna prednost SLN kot koloidnih dostavnih sistemov je njihova fizikalna in kemijska
stabilnost. Kljub temu pa se pri SLN sreCamo z nestabilnostnimi procesi, kot sta
razpadnost ZU in povecevanje delcev. Prvi problem reSimo z uporabo kemijsko
stabilnih sestavin. PovecCevanju delcev, t.i. Ostwaldovi rasti, pa se lahko izognemo z
izdelavo delcev, ki imajo ozko porazdelitev velikosti in tudi z liofilizacijo. S tem, ko

odstranimo tekocino, preprecimo tudi reakcije solvolize.
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Klub temu, da je liofilizacija draga in dolgotrajna, je najpogosteje uporabljana metoda
suSenja. Zaradi nizke temperature in daljSega Casa suSenja je zelo ucinkovita za suSenje
temperaturno obcutljivih produktov. Preden nanodelce zamrznemo, jim moramo dodati
krioprotektante, ki jih zas¢itijo pred poSkodbami med zamrzovanjem. Za nanodelce so
se kot najuspesne;jsi krioprotektanti izkazali ogljikovi hidrati (npr. trehaloza).

Ko zatnemo disperzijo SLN ohlajati (disperziji smo Ze pred tem dodali ustrezno
koli¢ino krioprotektanta), se pri temperaturi od -10 do -30°C zac¢nejo tvoriti kristali
vode. Zamrzovanje povzro¢i, da zacne koncentracija krioprotektantov v Se
nekristalizirani vodni fazi narascati, dokler se ne preseze topnost. V tej tocki zac¢nejo
ogljikovi hidrati precipitirati v nezamrznjeni vodni fazi. Precipitirajo v kristalini¢ni ali
amorfni obliki. Pri nizji temperaturi prevladuje amorfna oblika. Naloga amorfne faze je,

da §¢iti nanodelce pred mehanskimi poSkodbami, ki bi jih lahko povzrocili kristali vode.

1.2.4 OPREDELITEV FIZIKALNIH LASTNOSTI TRDNIH LIPIDNIH
NANODELCEV

Z opredelitvijo fizikalnih lastnosti SLN izvajamo kontrolo kakovosti izdelka. Glavni
parametri, ki jih dolo¢amo, so: velikost delcev, Sirina velikostne porazdelitve
(polidisperzni indeks), naboj na delcih (zeta potencial), stopnja kristalini¢nosti, lipidne
modifikacije in sopojavnost drugih koloidnih struktur (miceli, liposomi, podhlajena
talina, nanodelci ucinkovine). To so tudi najpomembnejSi dejavniki, ki imajo
neposreden vpliv na stabilnost nanodelcev in kinetiko spros¢anja ZU. Veliko analitskih
metod zahteva SLN v obliki disperzije, zato je potrebna ustrezna predpriprava vzorca.
Pri tem moramo upoStevati mozne spremembe, do katerih lahko pride med pripravo

vzorca.

1.2.4.1 VELIKOST IN POLIDISPERZNI INDEKS DELCEV

Poznavanje velikosti delcev in posredno tudi polidisperznega indeksa (PDI) je v
farmaciji zelo pomembno, saj lahko pomembno vplivata na varnost in ucinkovitost
samih nanodelcev. Velikost delcev je tudi dober indikator stabilnosti, saj se spremembe
v velikosti delcev pojavijo pred makroskopskimi spremembami. Vrednosti PDI < 0,1
kazejo na dobro homogenost vzorca in ozko porazdelitev velikosti ND, vrednosti PI >

0,3 pa na vecjo heterogenost.
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Na velikost delcev vplivamo z izbiro lipida, zdravilne uc¢inkovine ter pomoznih snovi.
Pomembno je njihovo razmerje. Na velikost delcev vplivajo tudi: tehnoloski postopek
izdelave, sterilizacija, disperzni medij, liofilizacija in pogoji shranjevanja. Za merjenje
velikosti delcev se uporabljajo predvsem fotonska korelacijska spektroskopija (PCS;
Photon Correlation Spectroscopy), laserska difrakcija (LD; Laser Diffraction) in
transmisijska elektronska mikroskopija (TEM).

PCS temelji na meritvah nihanja intenzitete sipane laserske svetlobe, ki je posledica
Brownovega gibanja delcev. Gre za naklju¢no gibanje kot posledico trkov ND z
molekulami disperznega medija. Zaradi tega je zgornja meja velikosti delcev, ki jo s to
metodo Se lahko merimo, omejena s sedimentacijo, ki je odvisna tako od velikosti kot
tudi od gostote ND.

LD temelji na odvisnosti difrakcijskega kota od velikosti delcev. Manjsi delci
povzrocijo intenzivnejSe sipanje pri vecjih kotih. Prednost te metode je ta, da lahko z
njo doloc¢imo delce velike od nekaj nm pa do nekaj mm.

TEM je mikroskopska tehnika, kjer zarek elektronov potuje skozi tanko plast vzorca, in
med potovenjem skozi plast z vzorcem interagira. Slika se izoblikuje na podlagi
interakcij elektronov, ki potujejo skozi vzorec. Zaradi majhne valovne dolzine Zarka
elektronov nam ta mikroskopska tehnika zagotavlja mnogo veéjo resolucijo kot

svetlobni mikroskop.

1.2.42 ZETA POTENCIAL

Stabilnost suspendiranih ND je tesno povezana z zeta potencialom (ZP). V splosnem
velja, da so stabilne disperzije z absolutno vrednostjo ZP nad 30 mV, nestabilne pa tiste
z absolutno vrednostjo ZP pod 5 mV. ZP ND je definiran kot razlika med potencialom
na povrsini delca mo¢no vezane plasti ionov in elektronevtralnim obmocjem v raztopini.
Merimo ga z elektroforezo. To je merjenje hitrosti gibanja nabitih delcev v elektricnem
polju skozi tekocino. Z elektroforezo lahko ocenimo vrsto naboja na delcih ter
elektroforezno gibljivost delcev, ki je povezana z nabojem na povrSini oz. zeta
potencialom. ZP je lahko posledica selektivne adsorpcije ionov iz disperznega medija
ali ionizacije skupin na povrsSini nanodelcev (npr. COOH), kjer je znano, da je naboj

odvisen od pKa in pH.
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1243 DOLOCANIJE KRISTALINICNOSTI

Stopnja lipidne kristalizacije je parameter, ki mo¢no vpliva na koli¢ino vgrajene
ucinkovine in na hitrost njenega sproscanja. Za proucevanje kristalini¢ne strukture se
najvec¢ uporabljata diferencna dinami¢na kalorimetrija (DSC; differential scanning
calorimetry) in rentgenska difrakcija.

Rentgenska difrakcija je metoda, ki je zelo pogosto uporabljena za rutinske kot tudi
zahtevnejSe strukturne preiskave trdnih kristalini¢nih vzorcev. Z njo preiskujemo vrsto
materiala, kristalini¢nost in fazno Cistost materiala, spremembe v elementarni sestavi
izomorfnih spojin, velikosti delcev, deformacije v kristalih itd.

DCS je v farmaciji najpogosteje uporabljena termicna analitska metoda. Obsega
nadzorovano segrevanje, hlajenje vzorca ali vzdrZevanje konstantne temperature ter
opazovanje fizikalnih in kemijskih sprememb, ki medtem potekajo. S to metodo merimo
razli¢ne lastnosti snovi, kot so: taliSce, toplotna kapaciteta, entalpija reakcije, kinetika
reakcije idr. Uporabljamo jo za analizo zdravilnih ucinkovin, pomoznih snovi, v
kompatibilnostnih Studijah, v nadzoru razlicnih farmacevtskih procesov in pri
proucevanju farmacevtskih oblik. Metoda je primerna tudi za ugotavljanje

polimorfizma, preverjanje Cistosti in preiskave steklastega prehoda (21).

24



2 NAMEN DELA

V diplomski nalogi bomo naravno spojino resveratrol (RSV), ki ima ugodne protivnetne

in proapoptoti¢ne ucinke, vgradili v trdne lipidne nanodelce (SLN) in s tem izdelali

koloidni sistem, ki bi bil zaradi Stevilnih prednosti pred drugimi zdravili zelo obetaven

za zdravljenje RA.

S tehnologijo dispergiranja taline lipida z rotor-stator homogenizatorjem bomo izdelali

SLN:

z razli¢nimi koncentracijami RSV

jim dolocili fizikalne lastnosti (velikost, polidisperzni indeks, zeta potencial)
pred in po liofilizaciji

jim dolo¢ili u¢inkovitost vgrajevanja

dolocili bomo profil sprosc¢anja u¢inkovine iz SLN

naredili bomo tudi DSC analize vseh izhodnih substanc in izdelanih liofiliziranih
SLN, da bomo dokazali kompatibilnost sestavin in fizikalno stanje vgrajene

udinkovine.

Tiste SLN, ki bodo izkazovali najboljSe lastnosti, bomo preizkusili na celi¢ni kulturi

fibroblastov. Celicam bomo po dolo¢enem ¢asu inkubacije z vzorci s pomocjo

svetlobnega mikroskopa dolocili rast ter grobo morfologijo. Z uporabo kolorimetri¢nega

testa pa bomo kvantificirali metabolno aktivnost celic po dodatku SLN-RSV ter tako

opredelili proliferacijo oz. zivost celic.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 IZVEDBA TEHNOLOSKEGA DELA

3.1.1 MATERIALI
3.1.1.1 KOMPONENTE TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV
e Compritol® 888 ATO

(Gattefosse, Francija).

Je trden lipid v obliki finega belega
prahu (slika 7). Sestavljen je iz
zmesi monogliceridov (12-18%),
digliceridov (52-54%) in
trigliceridov (28-32%) behenojske
kisline (C 22 kislina) (slika 8).
Zaradi prostih hidroksilnih skupin

ima emulgirajoce lastnosti. Spada
med varne substance (GRAS; Generally recognized as safe). Temperatura talis¢a je 65-

77°C.

Pri izdelavi SLN smo ga uporabili Slika 7: Compritol® 888 ATO pod svetlobnim mikroskopom (22)

za tvorbo trdnega lipidnega jedra.

Slika 8: Struktura gliceril behenata (23)
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e Lutrol® F68 (Ludwigshofen, Nemcija)
Lutrol F68 ali poloksamer 188 je polioksietilen-polioksipropilen blok kopolimer (slika
9). Povprecna molekulska masa je 8600 g/mol. Polioksietilenske enote predstavljajo
priblizno 81 % , polioksipropilenske enote pa 19 % molekulske mase. V vodi se takoj
raztopi. Njegova temperatura taliS¢a je med 52 in 57 °C (24). Spada med hidrofilne,
neionogene povrsinsko aktivne snovi (PAS). Zaradi nizke toksi¢nosti je primeren celo
za parenteralne framacevtske oblike (25).

CH,

. | _ _ x-§tevilo oksietilenskih enot
HO-(CH,~CH,-0),~(CH,~CH-0] ~(CH,~CH,-0),-H  y_gtevilo oksipropilenskih enot

Slika 9: Lutrol® F68

Pri izdelavi SLN ima vlogo steri¢nega stabilizatorja in sicer se s hidrofobnim
(propilenskim) delom adsorbira na povrSino nanodelcev, medtem ko so hidrofilne

(etilenske) verige usmerjene vstran od nanodelcev — v medij.

e Phospholipon® 90H (Rhone-Poulenc Rorer, Kéln, Germany)
Phospholipon® 90H je fosfolipid, natan¢neje hidrogenirani fosfatidilholin. Priblizno 85
% mascobnih kislin predstavlja stearinska kislina, 15 % pa palmitinska kislina. Je bel
kristalini¢en prasek, s temperaturo talis¢a okrog 55 °. V vodi tvori micele. Uporabljajo
ga za izdelavo liposomov, ND in emulzij (26).
Pri izdelavi SLN ima vlogo emulgatorja, ki se razporedi na mejo med lipofilnim
ogrodjem zunanjim hidrofilnim medijem. Dolge masc¢obne verige se usmerijo v lipidno

jedro, hidrofilni del pa je usmerjen navzven.
e Resveratrol (Sigma, Germany)

Resveratrol je sivo-rjava praskasta snov, slabo topna v vodi (0,03g/1) in dobro topna v

etanolu (50g/1). Pri izdelavi SLN ima vlogo ZU. (Podrobnejsi opis je v uvodu).
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e Trehaloza dihidrat

.. . .. CH,OH H OH
Trehaloza je disaharid, topen v vodi in 0
y . H H H H_OH H\H
vrocem etanolu, netopen v etru (slika 10). - 2H0
s . HONOH H o] HOH,C / OH
Temperatura taliS¢a je okrog 97 °C. Pri delu o
H OH H

smo jo uporabili kot krioprotektant v

postopku liofilizacije SLN Slika 10: Struktura trehaloze dihidrata

3.1.1.2 REAGENTI IN TOPILA
e FEtanol 96 % (Kefo, Slovenija)
e Metanol (Merck, Germany)
e Tekoci dusik, reagent za zamrzovanje disperzij SLN
e PreciS¢ena in bidestilirana voda (Fakulteta za farmacijo)

e Tween 80 (Fluka analytical, Anglija)

3.1.2 APARATURE
e precizna tehtnica XS205 (Mettler Toledo, ZDA)

e rotor-stator homogenizator, Labtek homogenizer (Omni international, ZDA)
e Zetasizer 3000 in Zetasizer nano (Malvern instruments, Anglija)

e liofilizator Beta 1-8K (Christ, Nemcija)

e ultrazvoc¢na kadicka Sonis 4 (Iskra, Slovenija)

e tehtnica EB-1200C (Tehtnica, Slovenija)

e magnetno mesalo in grelec (IKA®, Nemcija)

¢ magnetna mesalna plos¢a (IKA®, Nemcija)

e centrifugirka Centric 322A (Tehtnica, Slovenija)

e UV-VIS spektrofotometer Hewlett-Packard 8453 (Hewlett-Packard, Nemcija)
e DSC 1 (Mettler Toledo, ZDA)

3.1.2 IZDELAVA TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV
3.1.2.1 IZDELAVA TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV Z DISPERGIRANJEM
TALINE LIPIDA Z ROTOR-STATOR HOMOGENIZATORJEM
Na precizni tehtnici smo natehtali sestavine za disperzijo lipidnih ND. ND smo izdelali
po recepturah prikazanih v preglednici 4. ND se med seboj razlikujejo po koli¢ini RSV.
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S povecevanjem RSV smo zmanjSevali koli¢ino lipida (preglednica I). Za vsako
recepturo smo naredili dve paralelki.

V epruveti smo zdruZili lipidne komponente: Compritol in Phospholipon ter tudi RSV,
ko smo izdelovali SLN z ZU. RSV smo dodali v natehtani obliki ali pa raztopljenega v
etanolu. V 15 mL centrifugirko smo stabilizator poloksamer raztopili v precis¢eni vodi.
Na vodni kopeli (T okrog 90 °C) smo stalili lipidne komponente in jim dodali polovico
na enako temperaturo segrete vodne faze. Sledilo je homogeniziranje 10 min pri 15000
vrtljajih/min  z rotor-stator homogenizatorjem (Labtek homogenizer, Omni
international). Zadnje tri minute pred koncem smo dodali Se preostanek vodne faze,
umaknili segrevanje in pri nespremenjenih vrtljajih homogenizirali do konca. Nato smo
disperzijo nastalih SLN za 5 minut prestavili v zamrzovalnik. Med ohlajanjem so se

lipidne kapljice strdile in nastali so lipidni nanodelci.

Preglednica I: Razlicne sestave SLN

Sestava SLN-RSV0 SLN-RSV1 SLN-RSV2 SLN-RSV3
Cist c¢ist | EtOH | ¢dist | EtOH | dcist | EtOH
Lipid 40 36 36 32 32 24 24
(Compritol) [mg]
Phospholipon 24 24 24 24 24 24 24
90H [mg]
Resveratrol [mg] 0 4 1,0 8 2,0 16 4,0
0z. [mL] mL mL mL
Poloksamer 16 16 16 16 16 16 16
(pol.) [mg]
Voda [mg] 20 20 20 20 20 20 20

V' preglednici »cist« pomeni natehtan RSV; »EtOH« pa RSV, dodan z etanolno
raztopino RSV s koncentracijo 4 mg/mL. Le-to smo pripravili tako, da smo v 10 mL
EtOH raztopili 40 mg RSV. RSV smo raztopili v EtOH, ker je v vodi slabo topen. S tem
smo zeleli prveriti, Ce je v primeru ratopljenega RSV ucinkovitost vgrajevanja boljsa,
kot takrat ko RSV ni raztopljen.
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3.1.2.2 LIOFILIZACIJA DISPERZIJE TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV

Z liofilizacijo zagotovimo boljSo stabilnost nanodelcev. Liofilizacijo smo izvedli na
liofilizatorju Beta 1-8 K (Christ, Nemcija).

Najprej smo disperziji SLN dodali krioprotektant (trehaloza dihidrat) v razmerju SLN :
trehaloza =5 : 1 (m/m). Nato smo tako pripravljeno disperzijo prenesli v 100 mL bucko
in jo zamrznili v tekocem dusiku (-70 °C). Zamrznjene disperzije smo do suhega
liofilizirali pri sobni temperaturi in 170 mbar. Proces liofilizacije je obsegal 18 urno

fazo sekundarnega suSenja pri sobni temperaturi in 170 mbar.

3.1.2.3 REDISPERGIRANIJE TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV
Liofiliziranim ND (2 mg) smo dodali 5 mL destilirane vode in si pri redispergiranju
pomagali z ultrazvoéno kadi¢ko. Cas redispergiranja v ultrazvoéni kadi¢ki smo

spreminjali tako, da smo se ¢im bolj priblizali zacetnim vrednostim velikosti SLN.

3.1.4 VREDNOTENJE TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV
3.1.4.1 MERJENIJE VELIKOSTI, POLIDISPERZNEGA INDEKSA IN ZETA
POTENCIALA IZDELANIH TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV

Velikost in polidisperzni indeks SLN smo doloc¢evali na Zetasizerju nano (Malvern,
UK). Vzorec za meritev smo pripravili v kiveti, in sicer tako, da smo vzeli 500 pL
disperzije nanodelcev in dodali 500 pL destilirane vode. Tako pripravljeno kiveto smo
vstavili v aparaturo in za vsak vzorec naredili tri meritve pri naslednjih pogojih:

Temperatura: 25 °C

Kot merjenja: 173°

Viskoznost disperznega medija (voda): 0,890 cP

A laserske svetlobe (He-Ne laser): 633 nm

Lomni koli¢nik medija: 1,330

Zeta potencial smo prav tako dolocili na napravi Zetasizer nano (Malvern, UK). Za
meritev smo uporabili isti vzorec, ki smo ga pred tem uporabili za dolocevanje velikosti
delcev in mu dodali 3 mL destlirane vode. Vzorec smo s pomocjo injekcijske brizge
napolnili v posebno kiveto z elektrodami (slika 11). Pri polnjenju kivete smo bili
pozorni na to, da smo iz kivete odstranili vse zracne mehurcke, saj vplivajo na

pravilnost meritve.
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Meritve smo izvajali pri sledecih pogojih:
Temperatura: 25 °C
Kot merjenja: 173°
Viskoznost disperznega medija (voda): 0,890 cP

Dielektri¢na konstanta disperznega medija: 79,0

Electrode (|® Electrode .- @&
g )
e © e
@ ~©
. o)
Capillary — 0O
+—

Slika 11: Skica kivete za merjenje zeta potenciala

3.1.4.2 UCINKOVITOST VGRAJEVANJA IN VSEBNOST RESVERATROLA V
TRDNIH LIPIDNIH NANODELCIH

o UMERITVENA KRIVULJA
Kot analizno metodo za dolocanje koncentracije resveratrola smo uporabili
spektrofotometrijo. Meritve smo izvajali na UV-VIS spektrofotometru Hewlett-Packard
8453. Najprej smo naredili umeritveno krivuljo (preglednica II in graf 1). Pripravili smo
5 razli¢nih koncentracij raztopin RSV v etanolu in izmerili absorbanco pri 306 nm, kjer

ima RSV absorbcijski maksimum.

Preglednica 11: Podatki za umeritveno krivuljo

KONCENTRACIJA (mg/mL) ABSORBANCA
0,007 0,87002
0,005 0,62849
0,0035 0,43614
0,002 0,25848
0,0015 0,19407
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Graf 1: Umeritvena krivulja
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Umeritvena krivulja nam je dala povezavo med absorbanco in koncentracijo
resveratrola v vzorcu. Na osnovi te smo dolo¢ili neznane koncentracije RSV v

nadaljnjih vzorcih.

e DOLOCANJE VSEBNOSTI IN UCINKOVITOSTI VGRAJEVANJA
RESVERATROLA V TRDNE LIPIDNE NANODELCE

Vsebnost in u¢inkovitost vgrajevanja RSV v SLN smo doloc¢ili s pomo¢jo raztapljanja
liofiliziranih ND v metanolu. Vzorce smo pripravili tako, da smo v 25 mL erlenmajerice
natehtali po 2 mg liofilizata in dodali 5 mL metanola. Erlenmajerico smo opremili s
poenostavljenim povratnim hladilnikom (skozi plutovinasti zamaSek smo zvrtali luknjo
in vanjo vstavili stekleno cevko), da smo preprecili izhlapevanje metanola. Tako
opremljeno erlenmajerico smo za priblizno 45 minut postavili na vodno kopel, ki je bila
ogreta na 80 °C. Nato smo disperzijo ohladili na sobno T, da se je lipid strdil, medtem
ko je RSV ostal raztopljen v topilu. Nastalo disperzijo smo centrifugirali (4000 rpm, 15
min) in nato dolocili vsebnost RSV v supernatantu. Za merjenje absorbanc in nadaljni
preracun koncentracij RSV, smo vzorce (supernatante) Se toliko red¢ili z metanolom, da
so bili odzivi znotraj umerjenega obmocja. Za vsako vrsto nanodelcev smo naredil dve

paralelki.
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Enacba /: izracun vsebnosti RSV in enacba 2: izra¢un ucinkovitosti vgrajevanja RSV

W mase BEV v zatehtanlh ND
Vsebnost RSV (%—)= + 100
™ ratehtana masa NF

= L0

Uiinkovitest vgrajevania (%l}= > - }ﬁﬂm RSLTT :ﬂwhm?ﬁih,yﬂ, "
w’'  calotng kollélng RSV uporabljena za zdelave ND
e SPROSCANJE RESVERATROLA IZ TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV

Spros¢anje RSV iz ND smo spremljali z dializno metodo. Pri delu smo uporabili
dializne membrane Spectra/Por® (Thomas scientific®, USA), s Sirino 75 mm,
premerom 48 mm in MWCO (molecular weight cut-off) 12-14,000. V dializne vrecke,

ki smo jih predhodno hidratirali, smo injicirali 2,5 mL pripravljene disperzije ND oz.
RSV  (preglednica III). Nato smo vrecke potopili v 100 mL dializnega medija. Medjj
smo mesSali z magnetnim meSalom. Ob dolocenih ¢asovnih intervalih smo odvzeli po

1,5 mL medija, ki smo ga analizirali na UV-VIS spektrofotometru ter tako dolocili
kolicino spros¢enega RSV. Odvzeti medij smo sproti nadomescali z enako koli¢ino
svezega medija. Dializni medij je bil sestavljen iz 0,65 % vodne raztopine Tweena , ki

smo jo pripravili tako, da smo 13 g Tweena-80 raztopili v 1987 g destilirane vode.

Preglednica III: Priprava disperzij za test sproscanja RSV iz ND

Sestava SLN- RSV SLN- SLN-RSV2 SLN-
RSV0 RSV1 RSV3
¢ist | EtOH | ¢ist | EtOH | Cist | EtOH
Natehta SLN [mg] 5 3 5 5 5
Dod.vode [mL] 5 15 5 5 5

Cist = pri izdelavi ND smo uporabili RSV v obliki praska, EtOH = pri izdelavi ND smo
uporabili etanolno raztopino RSV

3.1.4.3 TERMICNA ANALIZA VHODNIH SUROVIN IN IZDELANIH TRDNIH
LIPIDNIH NANODELCEV
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Z diferencno dinamic¢no kalorimetrijo smo opazovali odziv izhodnih spojin in
posameznih SLN na zunanji toplotni tok ter ugotavljali predvsem kristalini¢no oz.
amorfno stanje posameznih komponent in interakcije med komponentami. V 40 pL
aluminijaste loncke smo natehtali od 1-3 mg izhodnih spojin in liofiliziranih ND. V
drugo celico pa smo vstavili prazen aluminijast loncek, ki je sluzil kot referenca (slika
12). Nato smo loncke segrevali od 0 do 270 °C s hitrostjo 10 °C/min ob hitrosti
prepihovanja z dusSikom 15 mL/min. Vsak vzorec smo dvakrat segreli na 270 °C, vmes
pa smo ga ohladili na 0 °C. Pri tem smo merili razliko v toplotnem toku, ki smo ga
morali dovajati, da sta oba lonc¢ka dosegla isto temperaturo. Toplota, ki sta jo dovajala

grelca, je sorazmerna dovedenemu elektricnemu toku.

VZOREC REFERENCA

LOCENA
_/\/\/ [GRELCA

SENZORIJA
TEMPERATURE

Slika 12: Shema grelcev diferen¢nega dinami¢nega kalorimetra (21)

3.2 PROUCEVANJE TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV
NA FIBROBLASTIH

Za delo na celicah smo uporabili tiste ND, ki so izkazovali najboljSe lastnosti. To so bili
nanodelci s srednjo koncentracijo RSV, ki smo ga pred vgrajevanjem raztopili v etanolu
(SLN-RSV2 EtOH). Izbrani ND so imeli najprimernejSo velikost, polidisperzni indeks,
zeta potencial, dobro so se redispergirali, vsebovali so visok odstotek ZU ter imeli

primeren profil spros€¢anja ZU.
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3.2.1 MATERIALI

e Celi¢na linija dermalnih fibroblastov
e Reagenti za medij, presajanje, teste
e Steklenice za gojenje

e 15in 30 mL centrifugirke

e Mikrotiterska plosca

3.2.2 APARATURE

e Asepticna komora z laminarnim pretokom zraka (Iskra
Pio, Slovenija)

¢ Svetlobni mikroskop CKX41 (Olympus, Japan) (slika
13)

e Fotoaparat (Olympus, Japan)

o Citalec mikrotitrske plo&e Safire 2 (Tecan, Svica)

e Razli¢ne pipete

e Centrifugirka Centric 322A (Tehtnica, Slovenija)

e Neubauerjeva komora (slika 14)

e Inkubator za celi¢ne kulture (Sanyo, Japan)

e Vodna kopel (Memmert, England)

v Neubauerjevi komori

3.2.3 POSTOPEK GOJENJA FIBROBLASTOV

Ucinek ND smo ugotavljali na celi¢ni kulturi fibroblastov. Fibroblaste smo gojili v
steklenicah za gojenje celic (S=75 cm?) v prisotnosti rastnega medija. 50 mL tega
medija je bilo sestavljenega iz 41 mL MEM medija (Minimum essential medium), 7,5
mL FBS (fetal bovine serum, Gibco® - Invitrogen, USA) 0,5 mL L-glutamina, 0,5 mL
neesencialnih aminokislin (cistein, tirozi in glutamin) in 0,5 mL zmesi antibiotikov in
antimikotikov. Ko so celice dosegle 70 % konfluentnost (opazovali smo jo pod
svetlobnim mikroskopom), smo jih presadili v nove posode s svezim medijem.

POSTOPEK PRESAJANJA FIBROBLASTOV
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Iz posode smo najprej odlili medij (celice so bile pritrjene, tako da so ostale v posodi).
Posodo smo nato dvakrat sprali s po 3 mL PBSa in ga odlili. Celicam smo potem dodali
tripsin in pocakali nekaj minut, da so se odlepile od podlage (odlepljanje od podlage
smo gledali pod mikroskopom). Ko so se celice odlepile, smo dodali 4,5 mL medija za
fibroblaste, ki je deaktiviral tripsin. Odlepljene celice smo nato odpipetirali v 15 mL
centrifugirke in jih centrifugirali 5 min pri 1200 vrtljajih/minuto. Supernatant smo
zavrgli, celice pa dispergirali v mediju. Dispergirane celice smo prenesli v Ciste
steklenice za gojenje celic, v katere smo Ze pred tem dali 10 mL sveZega medija. Celice
smo inkubirali pri T=37°C in 5% CO, toliko ¢asa, da so dosegle priblizno 70 %

konfluentnost, nato smo jih spet presadili.

3.2.4 PRIPRAVA CELIC

Preden celice uporabimo v eksperimentalne namene, jih je potrebno Se presteti in jih
nadalje v ustrezni koncentraciji nasaditi v primerne rastne pogoje. Stevilo celic smo
ugotavljali s pomocjo tripanskega modrila. To barvilo selektivno obarva mrtve celice
(modro), zive pa ostanejo neobarvane.

Ko smo celice tripsinizirali in pripravili homogeno disperzijo celic iz nastalega
sedimenta po centrifugiranju (glej prejSnje poglavje), smo 10 pL le-te odpipetirali in jo
zmesali z 10 pL barvila. Nato smo vzorec nanesli na o¢is¢eno Neubauerjevo komoro in
s pomocjo svetlobnega mikroskopa dolo¢ili Stevilo mrtvih in Zivih celic. Poskusi morajo
biti namre¢ izvedeni z zdravo celicno linijo, za katero je znacilno, da mora biti zivih

vsaj 90 % celic.

Enacba 3: izraCun volumna Neubauerjeve komore in enacba 4: izracun Stevila celic na
volumsko enoto

Valuman Neubausrjeve Kkemaore = Luun ® Lmm ® 9lwmun = 00001l mL =
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Presteli smo zive in mrtve celice v Stirih poljih in dolocili koli¢ino celic v disperziji. Le-
to smo nadalje ustrezno redcili tako, da je nastala koncentracija omogocala izvedbo

celi¢nih eksperimentov.

3.2.5 DOLOCANJE

OCH,COOH

METABOLNE ~ {FH0% o S0;
M, M

AKTIVNOSTI Q\/ I",’O\ > O\( "*1’01

CELIC rv“N\*( NI CHs % N-N\P%S_Z, CH,

. - N-_
Za dolocanje “hy CH

proliferacije celic smo MTS Formazan
uporabili MTS test, kjer smo ugotavljali aktivnost mitohondrijske dehidrogenaze. To je
kolorimetri¢éna metoda. Raztopina MTS reagenta vsebuje 2 spojini: 3-(4,5-
dimethilthiazol-2-il)-5-(3-carboksimethoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol in
elektrone povezujoci reagent fenazin etosulfat, ki izboljSuje kemijsko stabilnost
reagenta v raztopini. MTS tetrazolijev

kompleks reducirajo zZive celice v rdece obarvan produkt, topen v celicnem mediju

(slika 15). Pretvorbo omogocajo NADPH- ali NADH- dehidrogenazni encimi v

metabolno aktivnih celicah.

Prednosti metode:

- enostavna (dodatek reagenta, inkubacija, merjenje absorbance)
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- hitra (izognemo se izpiranju, lizi celic ter raztapljanju reagenta, kar je potrebno pri
MTT testu)

- ni radioaktivna

- fleksibilna metoda (po merjenju absorbance lahko mikrotitrsko plos¢o vrnemo v
inkubator)

- varna (ni uporabe hlapnih topil za raztapljanje formazanovega produkta)

Slabosti metode:

- MTS reagent je obcutljiv na svetlobo,

- pojavlja se nekaj spontane absorbance, ki je odvisna od pH medija, vrste seruma ter
dolzine izpostavitve svetlobi,

- razli¢na metabolna aktivnost posameznih tipov celic (slabo aktivne celice dajejo nizji
signal, potrebujemo jih vec)

- nekateri mo¢ni reducenti lahko zviSajo absorbanco ozadja

Izvedba testa:

Najprej smo si s pomocjo Stetja celic v Neubauerjevi komori pripravi disperzijo celic v
koncentraciji 1 x 10° celic/mL. V 96-vdolbinsko plos¢o smo v 30 vdolbinic odpipetirali
100 pL disperzije celic (rumena polja), v 30 vdolbinic pa smo dali 100 uL medija za
fibroblaste (zelena polja) (slika 16).

1|2 3 4 3 6 7 8 g 10 |11 12

A

E Kontr | =110 | =100 | 10 | 100 Kool (=210 [ =100 | 10| £100
C Kontr | =110 | z-r100 | 10 | 100 [ Kool (=210 | =100 | 10| £100
D Kontr | =110 | zr100 | 10 | 1100 | Kook (=210 | =100 | f10 | £100
E S1n250 | =30 | =-£2350 | £30 | 250 [ SH250 | 230 (=250 | 30 | 250
F S1n2350 =30 | =230 | 30 | 250 [ SIN250 | =30 ( =250 | 30 | 250
G SIn230 | =r30 | 2230 | £30 | 1230 | 510250 | =30 | =250 | 30 | 250
H

Slika 146: Skica 96-vdolbinske plosce

Naslednji dan, ko so se celice pritrdile, smo v vdolbinice dodali Se 10 pL vzorcev:
e Kontr =10 pL destilirane vode
e SIn250 =10 pL praznih SLNjev, ki ustrezajo koli¢ini, dani za SLN-RSV 250
e s-r10=10 pL SLN-RSV, da je bila v 110 puL koncentracija RSV 10 uM
e s-50=10 pL SLN-RSV, da je bila v 110 pL koncentracija RSV 50 uM
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e s-r100 =10 pL SLN-RSV, da je bila v 110 pL koncentracija RSV 100 uM
e 5-r250 = 10 uL SLN-RSV, da je bila v 110 pL koncentracija RSV 250 uM
e 110=10 pL RSV (raztopina RSV v etanolu), da je bila v 110 puL koncentracija

RSV 10 uyM

e 150=10 pL RSV (raztopina RSV v etanolu), da je bila v 110 pL koncentracija
RSV 50 uM

e 1100 =10 pL RSV (raztopina RSV v etanolu), da je bila v 110 pL koncentracija
RSV 100 uM

e 1250 =10 pL RSV (raztopina RSV v etanolu), da je bila v 110 pL koncentracija
RSV 250 uM (slika 16)

Pripravili smo dve 96-vdolbinski plos¢i in tako opazovali proliferacijo celic po 24 in 48
urah inkubacije z vzorci. Po kon€anem tretiranju smo celicam dodali 10 pL MTS
reagenta. Po dveh urah smo izmerili absorbance v posameznih vdolbinicah pri 492 nm

in iz meritev izracunali proliferacijo celic v koncentracijski in ¢asovni odvisnosti.

Enacba 5: izracun proliferacije

Awvzorca - Akontrols vzorca

Proliferactia = — 1 1
Akaentrole — Akentrels kontrala

3.2.6 RAST IN MORFOLOGIJA TRETIRANIH CELIC

Vpliv posameznih vzorcev se lahko velikokrat opazi tudi na makroskopskem nivoju,
zato smo celice, tretirane po zgoraj opisanem postopku, pred dodatkom MTS reagenta
Se slikali. 96-vdolbinsko ploS¢o smo postavili pod objektiv svetlobnega mikroskopa
(slika 21) in s pomocjo fotoaparata, pritrjenega na mikroskop, slikali posamezne celice.

S primerjavo slik smo ocenili koncentracijski in ¢asovni vpliv ND in RSV na rast celic

ter njihovo obliko oz. grobo morfologijo.
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4 REZULTATI Z DISKUSIJO

4.1 FIZIKALNE LASTNOSTI TRDNIH LIPIDNIH
NANODELCEV

S postopkom dispergiranja taline lipida z rotor-stator homogenizatorjem smo izdelali
SLN z razlicnimi koncentracijami RSV. Za izdelavo smo uporabili Compritol® 888
ATO, Lutrol® F68, Phospholipon® 90H, precis¢eno vodo in ZU (RSV v obliki praska
ali etanolne raztopine). S povecevanjem mase RSV v ND smo zmanjsSevali maso lipida
(Compritol® 888 ATO), medtem ko smo mase ostalih sestavin ohranjali

nespremenjene.

4.1.1 VELIKOST TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV V

ODVISNOSTI OD KOLICINE RESVERATROLA
V primeru, ko je bil masni delez RSV 4 % o0z. 8 % (SLN-RSV1 in SLN-RSV1 EtOH ter
SLN-RSV2 in SLN-RSV2 EtOH), RSV ni motil nastajanja ND, saj so bili izmerjeni
parametri v obmocju vrednosti, ki smo jih dolo€ili za prazne SLN (SLN-RSVO0). Tako
(SLN-RSV3 in SLN-RSV3 EtOH) nastali obcutno vec¢ji ND s slabSimi lastnostmi (vecja
velikost ND, absolutno manjsi zeta potencial, ve¢ji PDI). Pri teh SLN je koli¢ina
samega lipida premajhna, kolicina RSV pa previsoka, da bi nastalo majhno lipidno
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jedro, kjer je osnova sam lipid, v katerem je homogeno porazdeljen RSV. Glede na
dobljene meritve lahko sklepamo, da se je nekaj RSV adsorbiralo tudi na povr§ino ND
ali pa je ostal samostojen in morebiti samo obdan s stabilizatorji, saj je ostalih osnovnih

gradnikov za ND (fosfolipida, poloksamera) prisotnih v nespremenjeni koli¢ini.

4.1.2 ZETA POTENCIAL TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV V
ODVISNOSTI OD KOLICINE RESVERATROLA

Opazi se trend padanja zeta potenciala z naraScanjem koli¢ine RSV. Vzrok temu je
zmanjSevanje koli¢ine lipida (gliceril behenata), v katerem so v majhnem delezu

prisotne tudi proste mascobne kisline, katere prispevajo en del negativnega naboja

4.1.3 VELIKOST TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV V
ODVISNOSTI OD KOLICINE RESVERATROLA, DODANEGA
Z ETANOLNO RAZTOPINO

Prav tako je opaziti, da na kakovost ND wvpliva tudi koli¢ina etanola, ki je dodan z
etanolno raztopino RSV. V primeru najmanjSe koli¢ine RSV (SLN-RSV1 in SLN-
RSV1 EtOH) se izoblikujejo dvakrat manjSi ND, ko je RSV dodan v obliki etanolne
raztopine, kot takrat, ko je dodan v obliki praska.

V naslednjih dveh primerih, ko je koncentracija RSV visja, pa je velikost ND, kjer je
RSV dodan v obliki etanolne raztopine, precej vecja od ND, kjer je RSV natehtan.
Sklepamo lahko, da izredno majhna koli¢ina etanola dobro prerazporedi komponente
ND in omogoci nastanek izredno majhnih ND. Opisano prisotnost etanola bi lahko
primerjali z majhno koli¢ino elektrolita, ki ustvari ravno pravSnje odbojne sile, ter
omogo¢i lepo redispergiranje, medtem ko previsoka koli¢ina elektrolita sprozi
agregacijo.

Pri SLN-RSV2 EtOH koli¢ina etanola ni imela velikega vpliva na oblikovanje
nanodelcev, saj so izmerjene lastnosti primerljive s praznimi nanodelci. Nasprotno pa v
primeru natehtanega RSV k majhnosti nastalih ND (SLN-RSV2) prispeva dobro
razmerje med lipidom in RSV, saj najverjetneje nastane tekoca disperzija, ko se RSV
raztopi v staljenem lipidu. Nazadnje pa pri vzorcu SLN-RSV3 EtOH etanol
najverjetneje ni popolnoma izhlapel, zaradi ¢esar so sestavine ND ostale v etanolnem

mediju in posledi¢no prispevale k visokim vrednostim velikosti (preglednica IV).
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Preglednica 1V: Fizikalne lastnosti razlicnih SLN

Vrsta ND Velikost [nm] PDI ZP [mV]
SLN-RSVO0 222,13 £ 51,7 0,55+ 0,25 -17,68 + 7,88
SLN-RSV1 2499 + 15,7 0,69 + 0,38 -16,4 £ 7,65

SLN-RSV1 EtOH | 125,35+2,8 0,514 + 0,04 -169+1,5
SLN-RSV2 153,1 + 38,2 0,484 + 0,03 -13,4+ 1,1

SLN-RSV2 EtOH | 226,8 +17,1 0,514+ 0,61 -16,2+1,5
SLN-RSV3 822,3+618,9 0,531+0,14 -6,9+2,6

SLN-RSV3 EtOH | 1736,4 £ 647,0 0,612+ 0,24 5,8+ 1,8

4.1.4 VPLIV LIOFILIZACIJE NA VELIKOST ND

Pripravljene disperzije SLN smo pretvorili v suho obliko s postopkom liofilizacije.
Nastalo suho zmes smo redispergirali v vodi s pomocjo ultrazvoéne kadicke.
Najustreznejsi ¢as redispergiranja ND je precej tezko dolociti, saj lahko s
podaljSevanjem le-tega sprozimo tudi veliko povecevanje/agregiranje ND. Z namenom
¢im bolj se priblizati velikosti ND pred liofilizacijo, smo vse vzorce redispergirali 21
minut, razen vzorca SLN-RSV1 EtOH, ki smo ga redispergirali 16 minut. Ve¢ina ND je

imelo po redispergiranju nekoliko slabse lastnosti (graf 2).

Graf 2: Velikost ND pred in po liofilizaciji
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Pri SLN z nizjimi vsebnostmi RSV (SLN-RSV0, SLN-RSV1, SLN-RSV1 EtOH, SLN-
RSV2 in SLN-RSV2 EtOH), smo po redispergiranju dobili ve¢je delce. Vzrok za to bi
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lahko bile mocne hidrofobne povezave med povrSinami ND, ki niso popolnoma
zasCitene s stabilizatorji. K povecanju velikosti ND bi lahko prispeval tudi stabilizator
(poloksamer), ki bi se lahko prerazporedil in usmeril svoje dolge hidrofilne verige
navzven v medij in tako prispeval k spremembi velikosti. Pri SLN z najvisjo vsebnostjo
RSV (SLN-RSV3 in SLN-RSV3 EtOH) smo po liofilizaciji izmerili veliko manjse
velikosti ND. Pri teh SLN je zaradi velike koli¢ine RSV verjetno prislo do nastajanja
agregatov RSV, ki smo jih z redispergiranjem v ultrazvo¢ni kadicki uspeli razbiti.
Mislim, da samih SLN z uporabljenim postopkom redispergiranja ne bi mogli kar tako

zmanj$ati za ve¢ kot polovico (graf 2).

4.2 VSEBNOST RESVERATROLA V TRDNIH LIPIDNIH
NANODELCIH

Izdelanim ND smo poleg fizikalnih lastnosti dolocili tudi vsebnost RSV (uc¢inkovitost
vgrajevanja RSV).

Iz nateht posameznih sestavin smo preracunali teoreticno vsebnost RSV v SLN, medtem
ko smo dejansko vsebnost ugotovili s prakticnim postopkom raztapljanja SLN v
metanolu (glej 3.1.4 VREDNOTENJE TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEY).

Rezultati kaZejo, da se v primerih, kjer je bil RSV dodan v obliki etanolne raztopine,
dejanska vsebnost najbolj pribliza teoreti¢ni vsebnosti in da je uc¢inkovitost vgrajevanja
najbolj blizu 100 %. Etanolna raztopina RSV je molekularna disperzija, ki kot taksna
omogoci boljse pomesanje RSV z ostalimi komponentami ND in tako se RSV v vecji
meri zadrZi v nanodelcih ali tudi na njihovi povrsini. Nasprotno pa se natehtan RSV
deloma porazdeli v meSanico ostalih sestavin, deloma pa ostane v vodni fazi (RSV je
topen v vodi, topnost = 0,03 g/L), kar prispeva k slabsim rezultatom vsebnosti in
ucinkovitosti vgrajevanja. Vpliv topnosti RSV v vodi, na u¢inkovitost vgrajevanja, je
vgrajevanja pri SLN-RSV1. V vseh primerih pa k slabSim rezultatom prispeva tudi
dejstvo, da je RSV obcutljiv na svetlobo, saj smo celoten postopek dolocanja koli¢ine
vgrajenega RSV delali na dnevni svetlobi. K nepravilnim rezultatom pa bi lahko
prispevala tudi uporabljena oprema, saj smo za dolo¢anje vsebnosti RSV uporabili

poenostavljen povratni hladilnik (plutovinast zamasek, skozi katerega smo zvrtali luknjo
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in vanjo vstavili stekleno cevko), ki mogoc¢e ni popolnoma preprecil izhlapevanje

metanola (preglednica V).

Preglednica V: Vsebnosti resveratrola in ucinkovitosti vgrajevanja RSV v SLN

Vsebnost ZU (%w/w) | U€inkovitost vgrajevanja (%)
Teoreti¢na | Dejanska

SLN-RSV1 4,84 2,24 46,4

SLN-RSV1 EtOH 4,95 4,44 89,7

SLN-RSV2 9,84 5,64 57,3

SLN-RSV2 EtOH 9,68 9,04 93,4

SLN-RSV3 19,9200 9,9345 49,872

SLN-RSV3 EtOH | 19,7130 19,1257 97,036

43 SPROSCANJE RESVERATROLA 1Z TRDNIH
LIPIDNIH NANODELCEV

Eden od razlogov vgrajevanja RSV v ND je tudi moznost doseganja poCasnega
spros¢anja RSV iz ND. Kot je razvidno iz profilov spro$¢anja, smo v dolo€enih
primerih ta namen dosegli. Za vsako vrsto izdelanih ND smo naredili po dve paraleli.
Odstopanja znotraj iste vrste ND so lahko posledica priprave in izvedbe same dialize.
Vzorce smo injicirali v dializno vrecko s pomocjo injekcijske brizge, zato volumen
injiciranja ni bil natan¢no 2,5 mL. Dializni medij v ¢a$i ni bil vedno najbolje premesan,

ker so se magneti, s katerimi smo meSali medij, pogosto zatikali ob dializno vrecko.
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Zaradi vrtenja same dializne vrecke je bilo tudi jemanje vzorcev iz ¢ase vedno iz istega
mesta nemogoce. Nenazadnje so lahko odstopanja tudi posledica zamaSenih por v
membrani (dializni vrecki).Ker smo tudi pri SLN-RSVO0 izmerili absorbanco pri valovni
dolZini 306 nm, lahko sklepamo, da so v ND komponente, ki vsaj malo absorbirajo tudi
pri tej valovni dolzini, vendar je ta absorbanca zanemarljivo majhna.

Profil sproscanja samega RSV (graf 3) nam kaze hiter porast koncentracije znotraj 4 ur,
ko se sprosti 60 % zacetne koli€ine. Nadaljnjega spros€anja ni zaznati, kar je verjetno
posledica nastalih agregatov RSV, ki ne preidejo skozi pore dializne vrecke. Po 4 urah
nastopi celo padec koncentracije RSV, kar je verjetno posledica obc¢utljivosti RSV na
svetlobo. Iz teh rezultatov lahko nadalje upoStevamo, da se nevezani RSV sprosti iz

disperzije znotraj Stirih ur.

Graf 3: Profil sproscanja samega RSV
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Pri SLN-RSV1 in SLN-RSV1 EtOH (graf 4) se znotraj 4 ur sprosti okrog 25 % RSV,
kar predstavlja nevezani RSV, oz. RSV, ki je bil prisoten na povrsini ND in se je ob
pripravi disperzije hitro sprostil. V nadaljnjih 20 urah se je iz ND postopoma sprostil
skoraj Se ves preostali RSV. V primeru SLN-RSV1 je koli¢ina spro$¢enega RSV celo
rahlo presegla 100 %, kar je verjetno posledica injiciranja vec¢jega volumna od 2,5 mL.
Zaradi nizkih koncentracij RSV bi lahko v tem primeru k prekoracitvi 100 % prispevale
tudi ostale komponente, saj smo s slepim vzorcem pokazali, da so v ND poleg RSV se

druge komponente, ki rahlo absorbirajo pri valovni dolzini, ki smo jo uporabili (graf 3).

Graf 4. Profil sprosc¢anja RSV iz SLN-RSV1 in SLN-RSV1 EtOH
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Pri SLN-RSV2 (graf 5) je prav tako znacilna 25 % sprostitev RSV v prvih 4 urah. Nato
pa se v naslednjih 20 urah sprosti Se 20 % RSV. Nasprotno pa v primeru SLN-RSV2
EtOH (graf 5) koncentracija RSV postopno nara$c¢a Ze od samega zacetka in v Casu 24
ur se sprosti okrog 50 %. To je najverjetneje posledica majhnega zaostanka etanola v
nanodelcih, ki pripomore k enostavnejSemu in postopnemu spros¢anju RSV iz ND in
tako ne nastopijo ovire pri prehodu skozi pore dializne membrane. Kakorkoli, trend
profilov je tako za SLN-RSV?2 kot tudi za SLN-RSV2 EtOH naras¢ajoc, zato lahko
predpostavimo, da se sproscanje iz teh ND Se nadaljuje. Ob predpostavki, da ostane
kinetika spros¢anja enaka, lahko pricakujemo, da bo RSV popolnoma sprosc¢en v

nadaljnjih dveh dneh.

Graf 5: Profil sproscanja RSV iz SLN-RSV?2 in SLN-RSV2 EtOH
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Pri SLN-RSV3 in SLN-RSV3 EtOH (graf 6) koncentracija RSV v prvih 3 urah zelo
hitro naraste, nato pa se le Se malo spreminja. Hiter zacetni dvig koncentracij je verjetno
posledica sproScanja RSV s povrSine ND. Nadaljnjega spros¢anja RSV iz teh ND ni
bilo zaznati. Verjetno je prispevek le-tega tako majhen, da RSV hitreje razpade na
svetlobi, prav tako pa se lahko sproscanje zaustavi tudi zaradi prevelikih agregatov

samega RSV ter nenazadnje tudi zaradi zamasitve por v membrani.

Graf 6. Profil sproscanja RSV iz SLN-RSV3 in SLN-RSV3 EtOH
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Pri nobenem vzorcu, razen pri SLN-RSV1, nismo dosegli 100 % sprostitve RSV.
Vzrokov za to je lahko ve¢. Eden od vzrokov bi bil lahko ta, da se RSV iz ND sprosca
tako pocasi, da bi morali sprosc¢anje izvajati dalj ¢asa. Zacetni dializni medij smo
odmerili z merilnim valjem, disperzijo ND pa z injekcijsko brizgo, zaradi ¢esar volumni
niso bili povsem natan¢no odmerjeni. Del RSV bi se lahko vezal tudi na dializno
membrano ali pa na stene posode. Za test spro§¢anja smo uporabili ze pred tem
liofilizirane ND, ki izkazujejo slabSe lastnosti od sveze narejenih. K nizjim delezem
spros¢enega RSV pa zagotovo prispeva tudi fotosenzibilnost RSV, saj ¢ase z vzorci niso

bile zaSc¢itene pred svetlobo.
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4.4 TERMICNA ANALIZA POSAMEZNIH KOMPONENT
IN TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV

Z uporabo DSC aparata smo z metodo diferencne dinamicne kalorimetrije najprej
analizirali posamezne sestavine nasih ND, nato pa Se prazne SLN (SLN-RSVO0) ter ND
z RSV, ki so izkazovali najboljSe lastnosti (SLN-RSV2 in SLN-RSV2 EtOH).
Opazovali smo obliko nastalih krivulj in nastale vrhove, ki nam povejo temperaturo
taliS¢a in entalpijo. Metoda je uporabna za dolo¢anje interakcij med sestavinami ter tudi
kristalini¢nosti ali amorfnosti in drugih struktur, v katerih se te snovi nahajajo. Z DSC
krivuljami lahko razlozimo ali potrdimo $tevilne rezultate, ki smo jih dobili z drugimi

metodami.

4.4.1 TERMICNA ANALIZA POSAMEZNIH KOMPONENT

Naredili smo termic¢no analizo vseh komponent. Pri Compritolu in RSV smo opazli en
signal. Pri analizi Lutrola smo opazili glavni signal pri 54,28 °C in manjsi signal pri
101,22 °C. Vzrok za to je lahko ta, da obstajata dve polimorfni modifikaciji. Pri
Phospholiponu pa smo opazili enega glavnega in dva manjsa signala. Verjetno gre tudi

v tem primeru za razli¢ne polimorfne modifikacije ( preglednica VI).

Preglednica VI: Rezultati termicnih analiz posameznih komponent

Onset [°C] Peak [°C] Entalpija [mJ]
Compritol 68,70 71,35 -277,92
Resveratrol 266,06 267,64 -156,29
Lutrol 52,33 54,28 -426,20

99,83 101,22 -32,18
Phospholipon 67,39 69,27 -3,58

114,28 121,22 -197,36

174,99 178,71 -16,30

4.4.2 TERMICNA ANALIZA TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV
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DSC krivulja samega RSV ima talis¢e pri okrog 266 °C. Omenjeni talilni vch RSV v
primeru ND, ki vsebujejo RSV, izgine. Iz tega lahko sklepamo, da je med izdelavo ND
presel RSV v amorfno obliko. V taksni obliki se RSV tudi laZje raztaplja in postopoma
sprosca iz izdelanih ND.

Pri DSC termogramih vseh treh vrst nanodelcev je opaziti dva signala. Prvi ostaja med
posameznimi ND precej podoben (okrog 49 °C) in nakazuje na poloksamer, ki ima
vlogo stabilizatorja pri SLN in za katere je v sploSnem znacilno, da se njihovo talisce
zniza (v naSem primeru z 54 °C na okrog 49 °C), ko je prisoten v strukturi ND. V
sploSnem znizanje tali§¢a ene komponente v DSC krivulji nakazuje na interakcije med
trdnimi snovmi, in sicer vecje kot je znizanje, vecje so interakcije.

Drugi signali (pri okrog 75 °C) so mnogo §irSi, znotraj njih pa je mozno zaslediti Se
manjSe signale. Manjsi signali so lahko posledica razlicnih polimorfnih modifikacij.
Polozaj teh signalov najbolje ustreza signalu ¢istega Compritola, medtem ko signalov,
ki bi ustrezali Phospholiponu, v termogramih nismo opazili. V primerjavi s samim
Compritolom je drugo talilno obmocje, ki je primerljivo z lipidom, pri ND nekoliko
vi§je (z 71 na 73). Dodatno se ta talilni vrh dvigne za okoli 3 °C (iz 73 °C na 76 °C) pri
tistih ND, ki vsebujejo RSV, za kar verjetno poskrbi amorfna oblika RSV. Dozdajs$nja
okarakterizacija SLN-RSV2 kaze na nastanek tekoce disperzije med lipidom in RSV,
kar najverjetneje povzro€i, da se drugi vrh (okoli 75 °C) razdeli v dva signala. Velika
podobnost med praznimi SLN (SLN-RSVO0) in SLN, kjer je bil RSV dodan z etanolno
raztopino (SLN-RSV2 EtOH), Se dodatno potrjuje, da etanol v postopku izdelave skoraj
popolnoma izhlapi in tako ne vpliva signifikantno na nastalo strukturo ND (slika 17 in

preglednica VII).
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Slika 157: DSC-termogram SLN-RSVO, SLN-RSV2, SLN-RSV2 EtOH in vseh komponent

Preglednica VII: Primerjava temperatur talis¢ cistih komponent s komponentami v SLN

RESVERATROL | COMPRITOL | PHOSPHOLIPON LUTROL

Onset Peak Onset | Peak Onset Peak Onset | Peak
[°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C]

CIST | 266,06 | 267,64 | 68,70 | 71,35 67,39 69,27 52,33 | 54,28
114,28 121,22 | 99,83 | 101,22
174,99 178,71

SLN- | signal se ne pojavi | 68,25 | 73,43 | signal se ne pojavi | 43,76 | 49,15
RSV0

SLN- | signal se ne pojavi | 69,66 | 75,79 | signal se ne pojavi | 45,62 | 49,96
RSV2

SLN- | signal se ne pojavi | 71,91 | 76,06 | signal se ne pojavi | 45,37 | 49,78
RSV2

50



EtOH

4.5 VPLIV TRDNIH LIPIDNIH NANODELCEV Z
RESVERATROLOM NA FIBROBLASTE

Za delo na celicah smo izbrali SLN-RSV2 EtOH, ker so izmed vseh izdelanih ND
izkazovali najboljSe fizikalne lastnosti in imeli najustrezne;jsi profil sprosc¢anja RSV.
Sinovijski fibroblasti so med poglavitnimi celicami, ki so odgovorne za proces vnetja in
nenadzorovano napredovanje RA. Zaradi tehni¢nih in finan¢nih razlogov smo za naSe
delo namesto sinovijskih fibroblastov uporabili dermalne fibroblaste.

Fibroblaste smo inkubirali z razli¢nimi koncentracijami RSV, samega ali pa vgrajenega
v ND. Kontrolni vzorci niso bili tretirani. Po 24 in 48 urah smo celice poslikali in jim
dolocili metabolno aktivnost, ki odraza proliferacijo oz. zivost celic.

V splosnem so rezultati odsev prenosa RSV na dolo¢eno mesto v celicah. Nanodelci so
koloidni nosilci, ki so sposobni preiti celicho membrano in prenesti vsebujoco
u¢inkovino (v nasem primeru RSV) na znotrajceliéno mesto. Ceprav je sproséanje RSV
iz nanodelcev upocasnjeno, lahko RSV kljub temu hitro zasede aktivno mesto in tako
sprozi ali prepreci dolocene celi¢ne procese. Na drugi strani pa sam RSV, ki je dodan k
celicam kot takSen — »farmacevtsko nepreoblikovan« oz. nevgrajen v kaksSen koloidni
sistem, deluje na celi¢ni povrSini ali pa mora za doseganje znotrajceli¢nih ucinkov preiti
najprej celicno membrano in nato zasesti aktivno mesto, kjer posreduje svoj ucinek.
Zato so v tem primeru vidni u¢inki na celicah nekoliko zakasnjeni, v okrnjeni ali ojacani
obliki ali pa so celo popolnoma drugacni, kot jih povzroci s koloidnim sistemom (SLN)
vneSen RSV.

Visoko biolosko uporabnost RSV vgrajenega v SLN so dokazali tudi v raziskavi, kjer so
s pomocjo fluorescen¢nega slikanja pod mikroskopom dokazali, da SLN z RSV, ki so
manjsi od 180 nm, zagotovo prehajajo celicno membrano in se porazdelijo po citosolu.
Primerjali so tudi ucinkovitosti RSV vgrejenega v SLN in RSV v obliki raztopine.
Dokazali so, da je RSV vgrajen v SLN ucinkovitejsi (citostati¢ni efekt je bolj izrazen),
prav tako pa pri RSV vgrajenemu v SLN ni opaziti citotoksi¢nosti, ki je pri RSV v

obliki raztopine izrazena (27).
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V diplomski nalogi smo se osredotocili predvsem na potencialno uporabnost RSV pri
terapiji RA, njegovo pomembnost pa so potrdili tudi v raziskavi, kjer so dokazali, da je

RSV ucinkovit inhibitor NF-kB, ki pomembno prispeva k vnetju pri RA (28).

4.5.1 METABOLNA AKTIVNOST FIBROBLASTOV V PRISOTNOSTI
SLN-RSV0O, SLN-RSV2 EtOH IN RSV

Metabolna aktivnost celic, po dodatku RSV z nanodelci, je bila v vseh primerih
primerljiva s kontrolo (100 %) ali nizja od le-te (graf 7). Od tega so odstopale samo
celice, ki so bile tretirane z vzorcem s-r 10. V tem primeru je koncentracija RSV v
celicah izredno majhna in ravno ta minimalna koli¢ina RSV se je izkazala kot izredno
stimulativni agens. Posledi¢no je metabolna aktivnost teh celic v prvih 24 urah
prekoracila metabolno aktivnost kontrolnih celic. Nasprotno pa vsi preostali vzorci, kjer
je RSV dodan z nanodelci, sprozijo v 24 urah padec metabolne aktivnosti, ki se z
vecanjem koncentracije RSV poglablja. V nadaljnjih 24 urah, torej po 48 urah, pa
izgleda, da si celice ve¢inoma opomorejo, saj se njihova metabolna aktivnost pribliza
kontrolnim vrednostim. Nekoliko vecje odstopanje v metabolni aktivnosti nastopi pri
vzorcu z najvi§jo koncentracijo RSV, dodanega s SLN (s-r 250), a je dobljeni rezultat

najverjetneje posledica samih ND, ki motijo meritev in tako prikrivajo realno stanje.

Pri celicah, tretiranih z vzorcema r 10 oz. r 50, je zaustavitev proliferacije bolj Sibka,
sledi pa prav tako okrevanje celic in porast metabolne aktivnosti na kontrolno raven.
Nasprotno pa visji koncentraciji RSV (vzorca r 100 in r 250) ze izkazujeta nekaj vidnih
ucinkov na celice. Pri vzorcu r 100 se metabolna aktivnost ustavi na okrog 80 %
kontrolne aktivnosti in na tej tocki ostanejo celice tudi po 48 urah. Meritev potrjujejo
tudi slike celic. Dobljeni rezultati kaZejo zaustavitev rasti celic, ki so bile izpostavljene
vzorcu r 100. Prvi citotoksi¢ni u€inki so opazni pri vzorcu r 250. Metabolna aktivnost
teh celic mo¢no pade (na okrog 30 % glede na kontrolo) in tudi v nadaljnjih 24 urah si
celice le malo opomorejo. V tem primeru je dobljena meritev odraz realnega stanja saj

so celice precej redke, prisotne pa so tudi odlepljene in okrogle celice (slika 27).

Graf 7: Metabolna aktivnost fibroblastov po 24 in 48 urah
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Proliferacija fibroblastov po 24 in 48 urah
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4.5.2 MORFOLOSKE SPREMEMBE  FIBROBLASTOV V
PRISOTNOSTI SLN-RSV0, SLN-RSV2 EtOH IN RSV

Morfoloske spremembe celic smo opazovali pod svetlobnim mikroskopom (Olympus,
Japan). Po dodatku RSV z ND na celicah ni opaziti morfoloSkih sprememb. Porascenost
je podobna porascenosti kontrolnega vzorca, kar dokazuje, da ni bilo citotoksi¢nih
vplivov na celice. Pri vzorcu s-r 10 je po 24 urah (slika 20), v primerjavi s kontrolnim
vzorcem (slikal8), prislo celo do rahlega povecanja porascenosti, kar nakazuje, da
minimalna koli¢ina RSV deluje stimulativno. Pri vzorcu s-r 250 smo zabeleZili velik
padec metabolne aktivnosti, kljub temu, da ni opaziti morfoloskih sprememb (slika 23).
Navidezno zmanj$ana metabolna aktivnost celic je verjetno posledica samih ND, ki
motijo meritev. To nam potrjuje tudi kontrola samih ND (vzorec SLN 250), kjer je
kon¢ni rezultat precej primerljiv z rezultatom pri vzorcu s-r 250, tako v metabolni

aktivnosti kot tudi samem izgledu celic (sliki 19 in 23). Le-ta je namre¢ precej podoben
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kontrolnim celicam, tako po obliki, morfologiji in zasedenosti rastne povrsine. Opaziti
ni nobenega citotoksi¢nega ucinka, kot so npr. redkejsa poraScenost, okrogle celice ali
odlepljenost celic. 1z tega torej sklepamo, da dejansko stanje v celi¢ni kulturi ob
prisotnosti visoke koncentracije RSV, dodanega s SLN (vzorec s-r 250), vseeno ni tako
dramati¢no kot kaze kolorimetri¢na meritev.

Pri celicah , ki smo jih tretirali s samim RSV koncentracije 10 uM in 50 uM, pod
mikroskopom ni opaziti vidnih sprememb. Celice so lepo razraS¢ene po rastni povrSini
in imajo obliko, znacilno za normalne, zdrave celice (sliki 24 in 25). Pri vi§jih
koncentracijah se pa Ze pojavljajo vidne spremembe. Pri vzorcu r 100 je po 48 urah
opaziti nekoliko redkejSo porascenost, vendar pa morfolosko spremenjenih ali pa

250) po 24 urah opazimo morfolosko spremenjene celice, ki si tudi po dodatnih 24 urah
ne opomorejo (slika 27). Celice so redkejSe, krajse, zaobljene, nekatere so ze
odlepljene. Torej ima RSV v tako visoki koncentraciji poleg citostaticnega (zaustavitev
proliferacije) tudi citotoksicen u¢inek. Mozni vzroki so umesc¢anje RSV v celi¢no
membrano, kar jo razrahlja in povzro¢i unic¢enje celice. Lahko se sprozi tudi
nenadzorovana radikalska reakcija pri kateri je lahko RSV uspeSen pospesevalec.
Nenazadnje pa lahko visoke koli¢ine znotrajcelicnega RSV zasedejo najrazli¢nejsa
aktivna mesta, med katerimi so nekatera tudi povezana s celicno smrtjo (nekroza,

apoptoza).

S ; v ' L]

Slika 18: Kontrola po 24 in 48 urah
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in 48 urah

SLN 250 po 24

Slika 19

s-r 10 po 24 in 48 urah

Slika 20

s-r 50 po 24 in 48 urah

Slika 21
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s-r 100 po 24 in 48 urah

Slika 22

r 250 po 24 in 48 urah

S_

Slika 23

r 10 po 24 in 48 urah

Slika 24
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Slika 27: r 250 po 24 in 48 urah
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S SKLEP

V diplomski nalogi smo s postopkom dispergiranja taline lipida z rotor-stator
homogenizatorjem izdelali SLN z RSV za potencialno zdravljenje RA, ki velja za eno
od Se vedno neozdravljivih bolezni. RSV izkazuje Stevilne lastnosti, ki ugodno vplivajo
na potek bolezni, z vgrajevanjem v ND pa zagotovimo ucinkovit in varen dostavni
sistem, ki omogoca prenos RSV v celice in ugoden profil sproScanja ZU.

Tehnoloski del smo zaceli z izdelavo ND z razli¢nimi koncentracijami RSV. ND smo
dolocili velikost, polidisperzni indeks ter zeta potencial. U€inkovitost vgrajevanja RSV
v ND je bila boljsa z uporabo etanolne raztopine RSV namesto samega RSV. Profili
sproscanja pa so pokazali, da s SLN ob ustrezni koncentraciji RSV lahko upo¢asnimo

spros¢anje.
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Za zagotavljanje stabilnosti skozi daljSe casovno obdobje smo disperzije SLN
liofilizirali ob prisotnosti krioprotektanta trehaloze dihidrata, pri ¢emer smo ugotovili,
da postopek liofilizacije poslabsa fizikalne lastnosti SLN.

DSC analiza posameznih komponent in izdelanih SLN je pokazala, da je RSV vkljucen
v strukturo nanodelcev in sicer se nahaja v amorfnem stanju.

Za delo na fibroblastih smo uporabili SLN-RSV2 EtOH, ker so celokupno izkazovali
najboljSe lastnosti. Njihova velikost in PDI (polidisperzni indeks) pred oz. po
liofilizaciji in redispergiranju je bila 226,8 nm / 0,514 oz. 328,9 nm / 0,773, zeta
potencial -16,2 £ 1,5 mV, ucinkovitost vgrajevanja RSV pa je bila 93,4 %. Ugoden je
bil tudi profil spros¢anja RSV, saj le-ta pocCasi in enakomerno prehaja iz SLN, s ¢imer
smo s temi SLN zagotovili podaljSano delovanje takSnega zdravila.

Ucinkovitost izdelanih ND smo opazovali na fibroblastih. Nanje smo nanesli razlicne
koncentracije RSV samega ali pa vgrajenega v ND. Za proucevanje vpliva samih ND na
celice, smo na celice aplicirali e prazne ND. Na podlagi slik posnetih s svetlobnim
mikroskopom lahko zaklju¢imo, da tako prazni ND kot tudi ND z RSV nimajo
citotoksi¢nega delovanja na fibroblaste. Najverjetneje je temu vzrok tudi pocasno
spros¢anje RSV iz ND, kar omogoca konstantno in enakomerno dovajanje ZU na mesto
delovanja. Najnizja dodana koli¢ina ND (vzorec s-r 10) deluje v prvih 24 urah rahlo
stimulativno, medtem ko ostali vzorci sprozijo sprva Sibko citostati¢no delovanje, ki pa
v nadaljevanju splahni.

Z aplikacijo samega RSV smo dobili nekoliko bolj raznolike rezultate. Koncentraciji 10
uM in 50 uM RSV (vzorca r 10 in r 50) delujeta sprva rahlo citostati¢no, kar se nadalje
normalizira na kontrolno raven. Vzorec s koncentracijo 100 uM RSV (vzorec r 100)
popolnoma zaustavi proliferacijo, saj se metabolna aktivnost tudi po 48 h ne spremeni.
Citotoksi¢ni ucinki so bili opazni tako kvantitativno (MTS test) kot tudi kvalitativno
(slikanje celic) po aplikaciji RSV v koncentraciji 250 uM (vzorec r 250).

Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da so ND primeren koloidni sistem za RSV.
Znotrajcelicna dostava RSV s pomoc¢jo SLN nam omogoc¢i povecanje ucinkovitosti
RSV, saj se ves RSV prenese v celico in se tam postopoma sprosca. Zaradi slednjega
lahko apliciramo tudi veliko vec¢jo koli¢ino RSV, vgrajenega v ND, kot bi si jo lahko
privosCili s samim RSV, saj ima lahko le-ta v visokih koncentracijah unicujoce —

citotoksi¢ne ucinke.
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ND, ki bi bili primerni za zdravljenje RA, morajo vsebovati taksno koncentracijo RSV,
ki zaustavi rast fibroblastov, saj so produkti le-teh eni od glavnih spodbujevalcev
bolezni. Zaustavitev njihove rasti in nadaljnja apoptoza bi tako precej upocasnila
napredovanje RA. Natan¢na koncentracija RSV v teh nanodelcih in njihova uporabnost
na sinovisjkih fibroblastih bo predmet nadaljnjih raziskav. Apliciranje SLN z RSV bi
bila namre¢ zelo varna in ucinkovita alternativa dosedanjim zdravilom in drugim

sredstvom, ki se uporabljajo za zdravljenje oz. lajSanje simptomov RA.
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