POLIELEKTROLITNI KOMPLEKSI KOT OSNOVA ZA RAZVOJ NOVIH NANODELCEV IN NANOOBLOG

POLIELEKTROLITNI
KOMPLEKSI KOT
OSNOVA ZA
RAZVOJ NOVIH
NANODELCEV

IN NANOOBLOG

POLYELECTROLYTE
COMPLEXES AS A PLATFORM
FOR DEVELOPMENT OF
NOVEL NANOPARTICLES AND
NANOCOATINGS

AVTOR / AUTHOR:

Asist. Janja Mirti¢, mag. farm."

Prof. dr. Ksenija Kogej, univ. dipl. kem.?
Prof. dr. Mirjana Gasperlin, mag. farm.’
Dr. Ale$ Lapanije, univ. dipl. biol.34
Prof. dr. Julijana Kristl, mag. farm."

T Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo,
Askerceva 7, 1000 Ljubljana

2 Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologjo,
Vecna pot 113, 1000 Ljubljiana

3 Institut za metagenomiko in mikrobne tehnologie, d.o.o.,
Clevelandska ulica 19, 1000 Ljubljana

4 Saratov State University,
83 Astrakhanskaya Street, Saratov, 410012, Ruska federacija

NASLOV ZA DOPISOVANJE / CORRESPONDENCE:
janja.mirtic@ffa.uni-lj.si

310

POVZETEK

Nastanek polielektrolitnin kompleksov temelji na ion-
skih interakcijah med ioniziranim polimerom (poli-
elektrolitom) in spojino z nasprotnim nabojem, ki je
lahko polimer, protein, povrSinsko aktivna snov ozi-
roma katera koli spojina z nabojem. Zdravilne ucin-
kovine lahko spadajo v katero od nastetih kategorij
in se v te komplekse vgradijo na osnovi ionskih in-
terakcij, lahko pa so vgrajene preprosto z mehan-
skim ujetiem med nastankom kompleksa. Nastanek
polielektrolitnin kompleksov je spontan, vendar je
treba pri oblikovanju upostevati Stevilne dejavnike,
med katerimi je najpomembnejSe prav razmerje na-
bojev ioniziranih skupin, ki odlo¢iino vpliva na ko-
loidno stabilnost nastalih kompleksov. Za ugotavija-
nje mehanizma kompleksiranja in vrednotenje
nastalih kompleksov so znane Stevilne metode. Po-
lielektrolitni kompleksi so pogosto predmet raziskav
in uporabe predvsem kot funkcionalni polimerni do-
stavni sistemi ucinkovin. Pri zadnjih so v ospredju
predvsem nanodostavni sistemi, kijer so polielek-
trolitni kompleksi osnova za njihov nastanek ter
omogocajo prirejeno sproScanje ucinkovin, njihovo
zaScito pred razgradnjo in ciliano dostavo.

KLJUCNE BESEDE:
Polielektroliti, kompleksiranje, ionske interakcije, do-
stavni sistemi, prirejeno spros¢anje

ABSTRACT

Polyelectrolyte complexes are based on ionic inter-
action between the charged polymer (polyelec-
trolyte) and the substance with the opposite charge,
which can be a polymer, a protein, a surfactant or
any other charged substance. Active pharmaceuti-
cal ingredients that fall in any of the aforementioned
categories, can be incorporated into these com-
plexes based on the electrostatic interaction, or can
be simply physically entrapped into the complex
during its formation. The polyelectrolyte complex
formation is spontaneous, although it is important
to take into the consideration many different pa-
rameters that can affect it. Amongst them the most
important one is the charge ratio of the compo-
nents, which has crucial impact on the colloidal
stability of the formed complexes. This concept of
complexation can be used in the development of
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functional polymer drug delivery systems, where
the nanodelivery systems are very well investigated,
where polyelectrolyte complexation can enable the
controlled drug release, the protection of the drug
from degradation or targeted drug delivery.

KEYWORDS:
Polyelectrolyte, complexation, ionic interactions, de-
livery systems, controlled release

uvoD

Polielektrolitni (PEL) kompleksi postajajo vse pomembnejsi
v razvoju dostavnih sistemov (DS) zdravilnih ucinkovin.
Kompleksiranje temelji na ionskih interakcijah med ionizi-
ranim polimerom (polielektrolitom) in spojino z nasprotnim
nabojem, ki je lahko polimer, protein, povrSinsko aktivna
snov oziroma katera koli spojina z nabojem. Izdelava DS
zahteva dobro poznavanie fizikalno-kemijskih lastnosti zdra-
vilnih u€inkovin (ZU) in polimerov ter nadzorovano makro-
in mikromolekularno strukturo tvorjenih kompleksov (1).
PEL-komplekse lahko uporabliamo za izdelavo nano DS,
v katere lahko vgrajujemo nizkomolekularne ZU ter peptide,
proteine in nukleinske kisline. Metoda PEL-kompleksiranja
poteka pri blagih pogojih in tako zavaruje izbrano ZU. Poleg
tega je izbira poliionov, ki lahko tvorijo nosilni sistem, velika
in ponuja moznost za pripravo razli¢nih farmacevtskih oblik
za razliéne nacine aplikacije (2).

POLIELEKTROLITNO
KOMPLEKSIRANJE

PEL so polimeri, ki nosijo negativni ali pozitivni naboj, PEL-
kompleksiranje pa je fizikalno premrezenje, ki nastane med
molekulami PEL in spojinami z nasprotnim nabojem. Te so
lahko dvovalentni oziroma vedévalentni ioni (npr. Ca2*, Zn2*)
(8), polimeri z nasprotnim nabojem (alginat in hitosan (4)),
ionske povrsinsko aktivne snovi (cetilpiridinijev klorid, ben-
zalkonijev klorid) ali pa ZU z nabojem ali povrsinsko aktiv-
nimi lastnostmi. Izmed slednjih velja posebej omeniti Se
biofarmacevtike (peptide, proteine in nukleinske kisline), ki
S0 posebna vrsta ZU ter so najpogosteje hidrofilne molekule

z veliko molekulsko maso in gostoto nabojev. Glede na
naravo premrezevala za nastale komplekse uporabliamo
razlicna poimenovanja (slika 1).

Izbrani PEL za razvoj DS morajo biti biokompatibilni, bio-
razgradljivi, stabilni ter netoksi¢ni in neimunogeni. Tem
merilom ustrezajo predvsem polimeri naravnega izvora,
na primer polisaharidi in njihovi derivati, ki zaradi nabitih
monomernih enot omogoc¢ajo PEL-kompleksiranje (Na-
alginat, Na-pektin, karagenani). Glede na Zelene lastnosti
DS prilagajamo izbiro polimera tudi glede na njegovo hi-
trost razgradnje, molekulsko maso in gostoto naboja, od
katere je odvisna jakost ionskih interakcij v kompleksu.
Vse pogosteje sreCamo tudi PEL polsinteznega (karbok-
simetilceluloza, dekstran in derivati, hitosan) in sinteznega
(polialilamin klorid, poliakrilna kislina, polistirensulfonat) iz-
vora (5).

2.1 IONSKI KOMPLEKSI

Metodo ionskega premrezenja ze zelo dolgo upora-
bliamo za pripravo hidrogelov in mikro- ali nanodelcev
(ND), Kjer ti nastanejo s premrezenjem hidrofilnih PEL z
nasprotno nabitimi dvovalentnimi (Ca?*, Zn®*, SO,*) ali
vecvalentnim ioni (PO,%*, citrat, tripolifostat). Mehanizem
vezave je natanéno znan za interakcijo med Ca2* in Na-
alginatom, kjer nastane struktura, znana kot »$katla za
jajca«. Z ionskim premrezenjem lahko nastanejo ND le v
razredCenih raztopinah polimera, medtem ko v bolj kon-
centriranih sistemih lahko pride do nastanka hidrogela
ali agregatov (6).

2.2 POLIELEKTROLITNI KOMPLEKSI

PEL-kompleksiranje med dvema nasprotno nabitima PEL
je lahko osnova za razvoj mikro- in ND, ki jih nekateri ime-
nujejo PEL-kompleksni ND. Slika 1 kaze, da ze med eno-
stavnim mesanjem razredcenih raztopin nasprotno nabitih
PEL nastanejo nanometrske strukture (2). Mehanizem nji-
hovega nastanka temelji na kineticno nadzorovanem po-
vezovanju nasprotno nabitih PEL. Nastanek PEL-komplek-
sov lahko zaznamo vizualno kot prehod transparentne
disperzije v opalescentno oziroma motno disperzijo ho-
mogenega videza (7).

2.3 PROTEINSKI POLIELEKTROLITNI
KOMPLEKSI

Proteini so makromolekule, sestavljene iz dolgih verig ami-
nokislinskih preostankov, povezanih s peptidnimi vezmi.
Za njihovo funkcijo so poleg primarne pomembne tudi se-
kundarna, terciarna in kvartarna struktura. S farmacevt-
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Slika 1: Shema razlicnih vrst kompleksov, v katerih so udelezeni polielektroliti.

Figure 1: Scheme of different types of complexes with polyelectrolytes.

skega vidika nas zanimajo predvsem proteini kot ZU, de-
nimo protitelesa, antigeni, encimi in hormoni. Interakcije
med proteini in PEL lahko prispevajo bodisi k stabilizaciji
proteina bodisi k njegovi denaturaciji. Pomembno je, da
proteini ne vsebujejo nedistot ter so fizikalno in kemijsko
stabilni ves €as, od priprave ZU in DS, med shranjevanjem
ter tudi med dostavo do ciljianega mesta. Za izbrani protein
je zato zelo pomembna pravilna izbira PEL, ki prepreci
agregacijo in denaturacijo proteina ter tako ohrani njihovo
integriteto in bioloSko aktivnost (8).

Kompleksi med PEL in nasprotno nabitim proteinom te-
meljijo na elektrostatskih interakcijah, dologen delez pa
lahko doprinesejo tudi vodikove vezi ter Sibke van der Wa-
alsove vezi. Nastanek koloidnih delcev je hiter; primarni
delci nastanejo hipno zaradi zmanjSanja topnosti izhodis-
¢nih makromolekul, do katere pride zaradi zdruzitve razto-

pin nasprotno nabitih PEL in proteinov. Primarni delci se
lahko zdruzujejo v vecje skupke zaradi nakljucnih medse-
bojnih trkov, do katerih prihaja med Brownovim gibanjem.
S tem njihova velikost naraste (1-2 um), tako kot opisuje
koagulacijska teorija Smoluchowskega (8).

2.4 POVRSINSKO AKTIVNE SNOVI -
POLIELEKTROLITNI KOMPLEKSI

Posebno zanimivo podrocje, ki prav tako zadeva PEL-
kompleksiranje, so sistemi ionskih povrSinsko aktivnih
snovi (PAS) in PEL. Ti so zanimivi za farmacijo, ker se tudi
nekatere ZU zaradi svoje amfifine zgradbe obnaSajo kot
PAS. PAS imajo tudi sposobnost samozdruzevanja (self-
association) v micele oziroma druge vrste asociacijskih
struktur (dvoplasti, tekoci kristali). Na tem mestu jih ome-
njamo zato, ker nastanek kompleksov med nasprotno na-
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bitima polimerom in PAS temelji na ionskih interakcijah
med obema, dodatno pa k tvorbi PAS-PEL-kompleksa
prispevajo tudi hidrofobne interakcije med lipofilnimi veri-
gami PAS (9). Molekule PAS se namreC v vodi uredijo v
micele, v katerih se s svojimi hidrofobnimi verigami obrnejo
proti notranjosti in tako zmanj3ajo stik slednjih z vodo. V
raztopini PAS in nasprotno nabitega PEL je zaradi med-
sebojnih interakcij v blizini PEL lahko tudi do 1000-krat
vecja koncentracija PAS kot v okoljni raztopini. Tako je lo-
kalno dosezena kriticna micelarna koncentracija (KMK)
PAS pri veliko manjsih koncentracijah, kot je njena vrednost
za dolo¢eno PAS v vodi. To privede do tvorbe »micelom
podobnih asociatov« v blizini polimera. Interakcije kom-
ponent kompleksa so kooperativne narave, kar pomeni,
da se na PEL ne vezejo posamezne molekule PAS, temvec
njihovi miceli; slednji so navzven obrnjeni z ioniziranimi
polarnimi glavami, ki tvorijo moc¢ne interakcije s PEL (slika
1). Koncentracijo, pri kateri se zacne kooperativna vezava
micelov na PEL, definiramo kot kriticno asociacijsko kon-
centracijo PAS v raztopini PEL. Vezava vodi v nastanek
micelom podobnih agregatov vzdolz polimerne verige, kar
poimenujejo verizici podobna struktura ( necklace-like mo-
del) (9). Povezava med PEL in miceli PAS je zelo moc¢na in
nastane hipoma, saj je povrsina slednjih mo¢no nabita,
zaradi velikega Stevila molekul PAS, ki tvorijo posamezen
micel. S povecevanjem elektrostatskih interakcij in hidrof-
obnega ucinka se kompleksi »kompaktirajo« in tako sta-
bilizirajo. Tako nastanejo PAS-PEL-kompleksi nanometer-
skih velikosti (7).

KRITICNI PARAMETRI ZA

NASTANEK

POLIELEKTROLITNIH
KOMPLEKSOV

Od S&tevilnih parametrov je odvisno, ali bodo PEL-kom-
pleksi nastali, katere vrste kompleksov bodo nastale ter
kaksne bodo njihove velikost, lastnosti in uporabnost.
Glede na ciljie, ki jih zelimo dosedi, je tako potrebna skrbna
izbira komponent ter prilagajanje parametrov sistema in
okolja. Parametri, ki bistveno vplivajo na PEL-kompleksi-
ranje, so: razmerje nabojev, od katerega je odvisna pred-
vsem koloidna stabilnost nastalih kompleksov (2), lastnosti
PEL (vrsta in gostota naboja, molekulska masa, viskoz-
nost, dolzina vztrajnosti — persistence length), hidrofobnost
in ionski znac¢aj premrezeval, koncentracije uporabljenih
komponent ter pH in ionska mo¢ disperznega medija (7).

313

METODE ZA VREDNOTENJE
POLIELEKTROLITNIH
KOMPLEKSOV

S tehnoloSkega in biofarmacevtskega vidika je pri PEL-
kompleksih pomembno poznavanje tako mehanizma nji-
hovega nastanka kot tudi njihovih lastnosti. Za razumevanje
mehanizma vezave uporabliamo metode, ki pripomorejo k
razumevanju interakcij med nasprotno nabitimi kompo-
nentami, kar hkrati omogoca tudi razlago nacina sproS¢anja
ucinkovine (10). Primerne metode so izotermna titracijska
kalorimetrija, potenciometrija z ionoselektivno elektrodo,
elektroforeza in dializne metode (11). Za vrednotenje last-
nosti kompleksov, ki so pomembne za dolo¢en DS in lahko
vplivajo na njegovo stabilnost oziroma funkcionalnost, pa
uporabliamo naslednje metode: fotonsko korelacijsko spek-
troskopijo za dolo¢anje velikosti in polidisperznosti delcey,
lasersko Dopplerjevo elektroforezo za doloCanje zeta po-
tenciala delcev (12), spektroskopske meritve za dolo&anje
nastanka kompleksov, rentgensko sipanje pod majhnim
kotom (SAXS) za doloCanje oblike kompleksov in zgradbe
znotraj delcev (7) ter elektronsko mikroskopijo za opazo-
vanje morfologije delcev. Pomembna je tudi dolocitev de-
leza vgrajene ZU, za kar uporabliamo razli¢ne kromato-
grafske (HPLC, UPLC) in sprektroskopske tehnike (UV-Vis,
IR, MS, Raman). Pri proteinskih ZU je pomembna tudi do-
loCitev njihove strukturne integritete in bioloske aktivnosti
po vgradnji v PEL-komplekse; za doloCanje integritete pro-
teina najpogosteje uporabljajo poliakrilamidno gelsko elek-
troforezo v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata (SDS-PAGE)
in gelsko elektroforezo z izoelektri¢nim fokusiranjem (IEF),
za doloCanje aktivnosti proteina pa encimsko imunoad-
sorpcijsko preiskavo (ELISA) in druge primerne tehnike.

POLIELEKTROLITNI
KOMPLEKSI KOT DOSTAVNI
SISTEMI

V biomedicini uporabljajo PEL-komplekse kot multifunk-
cionalne ter mestno specificne DS ali kot diagnosti¢na
sredstva, vse v odvisnosti od izbranega PEL. Kot DS se
pojavijajo v razlicnih farmacevtskih oblikah, kot so nano-
in mikrodelci, tablete, hidrogeli in filmi (13). ZU lahko vgra-
dimo v PEL-kompleks ze v fazi nastanka slednjega (na os-
novi mehanskega ujetja), lahko jo pozneje adsorbiramo na
povrSino ze izdelanih kompleksov ali pa sodeluje pri na-
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stanku kompleksa kot premrezevalo. Zadnji primer je lahko
osnova za spro$canje nadzorovano z ionsko izmenjavo, ki
omogocCa podaljfano spros¢anje ZU. Sproscanje ZU iz
PEL-kompleksov je lahko nadzorovano tudi na druge na-
¢ine, navadno v povezavi s spremembami na obolelem
mestu, npr. s spremembo temperature, redoks potenciala,
pH na mestu vnetja, z encimsko razgradnjo ali svetlobo
(14). V tem pregledu se bomo usmerili predvsem na PEL-
kompleksne ND, obenem pa se bomo dotaknili tudi neka-
terih drugih DS, pri katerih se PEL-kompleksiranje kom-
plementarno uporablja za njihovo stabilizacijo.

5.1 PRIPRAVA NANODELCEV Z
IONSKIM KOMPLEKSIRANJEM

Farmacevtska nanotehnologija je usmerjena v nacrtovanje
in izdelavo polimernih ND kot DS. Izbira metode izdelave je
odvisna predvsem od narave ZU, mesta njenega delovanja
in pomoznih snovi. lonsko geliranje in PEL-kompleksiranje
temeljita na ionskih interakcijah ter tvorbi kompleksov med
nasprotno nabitimi funkcionalnimi skupinami (6). Priprava
polimernih ND z ionskim premrezenjem je ze dolgo znana
metoda, pri kateri obi¢ajno uporabliamo ione Ca®* za pre-
mrezenje anionskih PEL in tripolifosfat za premrezenje pozi-
tivno nabitega hitosana (12). Kompleksiranje dveh nasprotno
nabitih polimerov prav tako uporabljamo za tvorbo ND. V li-
teraturi najvecCkrat zasledimo ND iz hitosana in alginata ali
hialuronske kisline za dostavo majhnih molekul, kot so vita-
min B, (4), nifedipin (15), paklitaksel (16), in visokomoleku-
larnih ZU, kot je inzulin (17). Hitosan kot osnovni polimer za
razlicne DS pogosto preiskujejo v kombinaciji tako z ma-
kromolekulami naravnega izvora (dekstran sulfat, hialuronska
kislina, Zelatina, ksantan) kot s sinteznimi polimeri (poliakrilna
kislina, kopolimer metakrilne kisline in metiimetakrilata) (18).

5.2 POLIELEKTROLITNI KOMPLEKSI ZA
DOSTAVO PEPTIDOV IN PROTEINOV

Specifien primer uporabe PEL-kompleksov so tudi DS za
proteinske ZU, ki so zelo obcutljive za razmere med izdelavo
DS in hidroliticno razgradnjo v telesu (17, 19). Z vgradnjo pro-
teinskin ZU v PEL-komplekse se Zelijo izogniti intravenski apli-
kaciji in omogoditi druge naCine vnosa, na primer peroralno
(pri Cemer protein s kompleksiranjem zasScitimo pred razgrad-
njo) ali subkutano (pri Eemer s kompleksiranjem dosezemo
upocCasnjeno sproscanje). Pri razvoju DS imajo prednost bio-
kompatibilni polimeri, kot so derivati celuloze, poli-L-arginin
in hialuronska kislina (19). Izmed proteinov, ki jih v PEL-kom-
plekse vgradimo na osnovi fizikalnih interakcij, je na splosno
najbolj proucevan modelni protein inzulin, ki ima dovolj nega-

tivnih nabojev, da tvori ionske interakcije s pozitivno nabitimi
polimeri brez uporabe dodatnih premrezeval (20).

S pomocjo PEL-kompleksov so na primer pripravili tudi DS
s prirejenim sproScanjem za dostavo v kolon; specificni
PEL-kompleksi preprecijo hidroliticno razgradnjo proteinov
v zelodcu in tankem Crevesju, razgradijo pa se pod vplivom
encimov v kolonu. Tako so izdelali kapsule s premerom ~ 2
mm, sestavljene iz vodotopnega hitosana, Na-celuloznega
sulfata in natrijevega polifosfata, za dostavo laktoferina (glo-
bularni protein s protimikrobnim delovanjem). S pomocjo
nasprotno nabitih polimerov so dosegli tvorbo tanke ovoj-
nice PEL-kompleksa, ki zaSciti protein v notranjosti (21).

V literaturi je opisan tudi razvoj mikrodelcev iz biorazgradijivih
polimerov za subkutano dostavo eritropoetina. S ciliem po-
daljSanega sproscanja, ki bi omogocilo manj pogosto inji-
ciranje zdravila (enkrat tedensko ali mese¢no namesto obi-
¢ajnih vsakodnevnih injekcij), so eritropoetin kompleksirali
s serumskim albuminom in poli-L-lizinon ter nato inkapsulirali
v kopolimer mlecne in glikolne kisline (PLGA) (22).

V DS lahko proteine uporabimo tudi za funkcionalizacijo iz-
delanih delcev in ne zgolj kot ZU. Najpogosteje za ciljano
dostavo uporabljamo protitelesa, ki jih vezemo na povrsino
nano DS s kovalentnimi ali ionskimi vezmi. V literaturi je opi-
sana tvorba PEL-kompleksov med hitosanom in dekstran
sulfatom ter hitosanom in heparinom, kjer so kot modelno
ZU uporabili adenozin monofosfat, na povrsino pripravijenin
kompleksov pa so adsorbirali razlicna monoklonska proti-
telesa IgA (na osnovi elektrostatskih interakcij s PEL) (7).

5.3 KOMPLEKSI POVRSINSKO
AKTIVNIH SNOVI IN POLIMERA KOT
DOSTAVNI SISTEMI

Interakcije med ionsko PAS in PEL nasprotnega naboja
lahko vodijo do spontanega nastanka ND. Ce ionsko PAS
nadomestimo z nabito amfifilno ZU, lahko taksni kompleksi
sluzijo tudi kot osnova prirejenega sproscanja iz klasicnih
farmacevtskih oblik (23). Primer ZU, ki je obenem PAS, je
cetilpiridinijev klorid (CPC), ki je kationska piridinijeva spojina
z antisepticnim delovanjem in dokazano ucinkovitostjo v
zgodnijih stadijih parodontoze (24). V sistemu CPC-anionski
PEL pride do kompleksiranja in nastanka ND ob uposte-
vanju pravega molskega razmerja nabojev in koncentracije
obeh spojin. V naSem primeru smo kot PEL uporabili Na-
alginat, ki je biokompatibilen, biorazgradljivin mukoadhe-
ziven polimer. Izdelali smo okrogle cetilpiridinijeve-alginatne
ND premera 150-200 nm, z monomodalno porazdelitvijo
velikosti in negativnim zeta potencialom (< =30 mV) ter
velikim delezem vgradnje ZU (95 %) (25). Hkrati smo s po-
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Slika 2: \lezavna izoterma cetilpiridinija in alginata v vodi (8 vs. CES) ter shematski prikaz nastanka cetilpiridin-alginatnih ND. 3 predstavija

prost

delez ionskih mest na alginatni verigi, zasedenih z ioni CP*, in je v vezavni izotermi predstavljen v odvisnosti od prostih ionov CP* (CZgY).
Figure 2: Binding isotherm for binding of cetylpiridinium cation by alginate in water and schematic presentation of cetylpyridinium-alginate
nanoparticles formation. 3 represent the fraction of alginate ionic sites occupied by CP+ cations and is presented in dependence on free

CP+ ions.

tenciometrijo proucevali mehanizem vezave z uporabo
membranske ionoselektivne elektrode, specificne za cetil-
piridinijev kation. Kot rezultat smo dobili vezavne izoterme,
ki dokazujejo kooperativno vezavo med CP* in alginatom
in povedo, v katerem molskem razmerju je ta optimalna.
Slika 2 prikazuje vezavno izotermo v vodnem mediju, ki po
obliki nakazuje na kooperativno vezavo; nad kriti€no aso-
ciacijsko koncentracijo se v blizini alginatnih verig tvorijo
miceli CPC, ki se v trenutku (z ionskimi vezmi) vezejo na
alginat ter tvorijo agregate nanometrskih velikosti (25).

POLIELEKTROLITNO
OBLAGANJE

PEL-kompleksiranje lahko uporabliamo tudi komplemen-
tarno z drugimi metodami za pripravo razli¢nih DS, predvsem
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za stabilizacijo DS in nadzorovano sproscanje ZU. Tak primer
je metoda oblaganja s PEL plast-na-plast oziroma plastenje
(LBL, layer-by-layer deposition method), pri kateri se na po-
vrsini oblaganega delca tvori tanek film, sestavijen iz ve¢
plasti nasprotno nabitih PEL, ki tvorijo ovojnico ter tako za-
Scitijo vgrajeno ZU. Nastala tanka ovojnica omogoca tudi
nadzorovano sproScanje ZU, ker plasti PEL delujejo kot di-
fuzijska membrana. Priprava je relativno enostavna, in sicer
oblaganec, DS v naSem primeru, izmenicno izpostavlijamo
raztopinam PEL s pozitivnim in negativnim nabojem. S po-
stopnim nalaganjem plasti se povecuje debelina obloge; z
debelino slednje (od nekaj nm do nekaj um) pa lahko prila-
gajamo hitrost sproscanja ZU iz kon¢ne oblike (26).

6.1 POLIELEKTROLITNO OBLAGANJE
CELIC

Tehniko plastenja s PEL lahko uporabljamo tudi za obla-
ganje zivih celic, tako evkariontskih kot prokariontskih. Cilj
takSnega oblaganja je bodisi sprememba naboja in struk-
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POLIELEKTROLITNI KOMPLEKSI KOT OSNOVA ZA RAZVOJ NOVIH NANODELCEV IN NANOOBLOG

Polikation

Celica z negativno
nabito celi¢no
membrano

Slika 3: Oblaganje celic z metodo plastenja.
Figure 3: Layer by layer nanoencapsulation of cells.

Vec ciklov
oblaganja
s polielektroliti

ture celiCne povrsine bodisi priprava osnovnega sloja za
pritrjanje encimoy, rastnih dejavnikov, proteiteles itd. Ev-
kariontske celice imajo zaradi nanoobloge izboljSane ne-
katere lastnosti, kot je mehanska odpornost med shranje-
vanjem in rokovanjem z njimi. Take celice imajo velik
potencial v zdravljenju in regenerativni medicini, kjer bi jih
lahko uporabili kot napreden DS, ki bi v telesu proizvajal in
ciljano dostavljal zelene faktorje oziroma snovi za dolocen
terapeviski pristop. Poleg tega je mozno s spremembo
naboja celice tvoriti veCceliCne agregate, ki predstavijajo
moznost priprave psevdotkiv.

V zadnjem Casu veliko pozornosti namenjamo vplivu mikro-
organizmov na Clovesko zdravje. Zanimivo je dejstvo, da je
Stevilo celic mikroorganizmov mikroflore enako, ¢e ne celo
vedje, od Stevila celic, lastnih ¢loveskemu telesu. Prirazvoju
naravne imunosti mikroorganizmi pogosto sodelujejo tako,
da se pritrjajo na povrsino epitelija. Metoda polieletrolitnega
oblaganja bakterijskih celic je zato izredno uporabna pri nji-
hovi imobilizaciji na razli¢éne povrSine. Poleg tega je spremi-
njanje bakterijske povrSine mozno uporabiti pri metodah
usmerjene bakterifekcije v celicnih kulturah, to je vnosa DNK.
NajnovejSe raziskave nakazujejo, da je mozno uporabljati
doloCen sev bakterije Listeria monocitogenes pri zdravijenju
metastaz karcinomov velikosti do nekaj milimetrov, ki jin tre-
nutne diagnosti¢ne metode ne zaznajo. S spreminjanjem
bakterijske celi€ne povrsine lahko na eleganten nacin bak-
terijsko celico usmerimo na specificno mesto in jo na ta
nacin uporabimo kot DS za ciljano dostavo (27).

Pri tem pa ne smemo spregledati nekaterih omejitev. Z obla-
ganjem namre¢ ne smemo vplivati na celicno viabilnost, celici
moramo zagotoviti tudi nemoteno oskrbo s hranili in kisikom
ter funkcionalnost (sposobnost adhezije, proliferacije, celicne
diferenciacije), kar je mo¢no odvisno od vrste uporablienega
PEL za oblaganje ter od Stevila nanesenih slojev. Poleg tega
na samo ucinkovitost oblaganja in prezivelost celic vplivajo
tudi pogoji, v katerih dolocen PEL uporabimo (na primer
ionska jakost, vrsta ionov, temperatura) ter intrinzicni faktoriji
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celic, kot so na primer velikost celice, debelina in tip celicne
stene (pri bakterijah) oziroma glikokaliksa (pri evkariontskin
celicah) kot tudi vrsta oziroma sev celic, ki se med seboj po-
polnoma razlikujejo v zgradbi membrane in izvenmembranskih
slojev. Dodatne zaplete pri oblaganju celic povroajo Se iz-
vencelicni organeli, kot so na priemr biCki in migetalke, ki
povzro¢ajo agregacijo celic. Slika 3 prikazuje shemo oblaganja
z metodo plastenja, kjer z izmeni¢nim nanaSanjem polikationa
ter polianiona tvorimo poleilektrolitno ovojnico.

SKLEP

Iz predstavljenih primerov je razvidno, da je raziskovalno po-
drocje PEL-kompleksiranja v velikem razmahu. PEL-kompleksi
imajo v oblikovanju zdravil velik potencial tako za razvoj novih
DS kot za izboliSanje funkcionalnosti ze obstojecin. Omogo-
¢ajo vgradnjo biofarmacevtikov in nizkomolekularnih ZU, obli-
kovanje sistemov za prirejeno sproscanje ZU, izboljSajo sta-
bilnost vgrajenih spojin ter omogocajo njihovo ciliano dostavo.
Posebej pomembni so pri razvoju novih nanodostavnih si-
stemov za ZU, kamor se tudi usmerja velik del raziskav na
tem podrocCju. V prihodnijih letih lahko priCakujemo prenos
bazi¢nih raziskav v industrijsko prakso, kar se bo odrazalo v
novih zdravilih, ki bodo temeljila na PEL-kompleksih.
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