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ANOTACE:

Tématem bakalaiské prace jsou nanocastice v 1écbé neurodegenerativnich
onemocnéni a je rozdélena do ti hlavnich kapitol. Prvni kapitola se zabyvé charakteristikou a
etiopatogenezi Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, frontotemporalni lobarni
degenerace a prionovych onemocnéni. Ve druhé kapitole jsou popsany rizné typy nanocastic
vyuzitelnych v 1é€bé neurodegenerativnich onemocnéni a moznosti ovlivnéni jednotlivych
onemocnéni pomoci nano&astic. Cast této kapitoly je vénovana také popisu prostupnosti
nanocastic pfes hematoencefalickou bariéru. Posledni kapitola se zabyva zhodnocenim

terapeutického potencidlu nanocastic v 1é€be neurodegenerativnich onemocnéni.

KLICOVA SLOVA:

neurodegenerativni onemocnéni, nanocastice, 1écba, hematoencefalicka bariéra

TITLE:
Nanoparticles in Treatment of Neurodegenerative Disease
ANNOTATION:

The topic of the bachelor thesis is Nanoparticles in Treatment of Neurodegenerative
Disease and it is divided into three main chapters. The first chapter deals with the characteristics
and etiopathogenesis of Alzheimer's disease, Parkinson's disease, frontotemporal lobar
degeneration and prion diseases. The second chapter describes various types of nanoparticles
useful in the treatment of neurodegenerative diseases and the possibilities of influencing
individual diseases by using nanoparticles. A part of this chapter is also devoted to description
of penetration of nanoparticles across the blood-brain barrier. The last chapter deals with the
evaluation of the therapeutic potential of nanoparticles in the treatment of neurodegenerative

diseases.
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Seznam zKkratek

APOE apolipoprotein E
APP amyloid prekurzor protein

MPTP metyl-fenyl-tetra-hydropyridin

TSE transmisivni spongioformni encefalopatie
PrP prionovy protein

PrP°¢ celularni prionovy protein

Prpsc patologicky zménény prionovy protein (scrapie — klusavka)
CJN Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

AuUNP zlaté nanocastice

AgNP stfibrné nanocastice

ROS reaktivni formy kysliku

QD kvantové tecky (quantum dots)

MSC mezenchymalni kmenové bunky

HSC hematopoetické kmenové buiiky

PLA poly (kyselina mlé¢nd)

PLGA poly (D,L — kyselina mlé¢na — glykolova)
PGA poly (kyselina glykolova)
PACA poly (akrylkyanoakrylat)

PBCA poly (butylkyanoakrylat)

PCL poly (e-kaprolakton)

PEG polyethylenglykol

NLC nanostrukturované lipidové nosice
SLN pevné lipidové nanocastice

epSPC ependymalni kmenové progenitorové bunky



1. UVOD

Bakalaiska prace se zabyvd nanocasticemi a jejich vyuzitim Vv 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni. Konkrétné se zamétfuje na Alzheimerovu chorobu,
Parkinsonovu chorobu, frontotemporalni lobarni degenerace a prionova onemocnéni.
Neurodegenerativni onemocnéni postihuje ¢im dal vice lidi a pravdépodobnost propuknuti
nékterého z téchto onemocnéni s v€kem roste. Vyraznym problémem je fakt, ze neni mozné
tyto chorobné stavy nijak vylécit. Pacientim trpicich urcitou formou neurodegenerativniho
onemocnéni je situace ulehGovana pouze 1éEbou symptomatickou, kterou doprovazi velké
mnozstvi vedlejSich G¢inkd. Jednim z diivoda obtizné terapie téchto onemocnéni je omezena
propustnost terapeutik pies hematoencefalickou bariéru.

Nanocastice, které se vyznacuji malou velikosti a specifickymi vlastnostmi, tak
predstavuji inovativni zpisob dopravy terapeutickych latek ptes hematoencefalickou bariéru.
Mimo to dokazou také zvysit i¢innost 1é¢iva a snizit jeho nezadouci G¢inky.

Cilem této bakalarské prace je shrnout soucasné poznatky o neurodegenerativnich
onemocnénich a zaroven podat pfehled 0 moznostech terapeutického ovlivnéni téchto

onemocnéni pomoci jednotlivych typl nanocastic.
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2. NEURODEGENERATIVNI ONEMOCNENI

Neurodegenerativni onemocnéni jsou patologické stavy, kdy dochazi k poskozeni a
naslednému zéaniku specifickych skupin neuronii. V soucasné dob¢€ je ndm znama cela fada
téchto degeneraci a jejich klinicky obraz se liSi v zévislosti na selektivnim postizeni urcité
subpopulace neuront. Patofyziologickou podstatou v§ech neurodegenerativnich onemocnéni je
proteinopatie. Jedna se o ukladani specifického proteinu (charakteristického pro dany typ
onemocnéni) V mozkové tkani v kombinaci Sbunéfnou smrti (apoptozou). Dal§im
patogenetickym vlivem, zpusobujici neurodegeneraci, je produkce volnych kyslikovych
radikald. Vyznamnou roli zde hraje také geneticka predispozice. Tyto ctyfi faktory se uplatiiuji
Vv rizném podilu u v§ech neurodegenerativnich onemocnéni [1].

Stavajici 1écba se zaklada na zlepSeni ptiznaki téchto onemocnéni a tim ulehdit jejich
pribéh, ale neni schopna je vylécit. Nejvetsi prekazkou, se kterou se léCiva setkavaji je
selektivita hematoencefalické bariéry, kterd vyrazné¢ omezuje pocet terapeutickych latek

schopnych dostat se do mozku, aby vyvolaly pozitivni G¢inek [2].

intranuklearni
inkluze

>”%

: patologicky amylondu lntracytoplamatld(a
rozeny konformovany inkluze
rotein protein

faktory '
vlivy oligomery i extracelulamf
prostiedi \depozlta

Obr. 1: Princip neurodegeneraci: konformaéni zménou ptirozeného proteinu vznikaji fibrily amyloidogenniho

peptidu, ten nasledné vytvaii depozita extracelularni nebo intracelularni, a to bud’ v cytoplazmé, ¢i uvnitt jadra

[1].
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1.1 Alzheimerova choroba

1.1.1 Charakteristika

Jedna se o degenerativni onemocnéni mozku, kdy dochazi k odumirani neuronti a tim
k rozvoji demence. Alzheimerova choroba je nejcastéjSim typem demence. Pod pojmem
,,demence* rozumime typ postizeni, u kterého dochazi k naruseni vSech kognitivnich funkci
(paméti, feCovych schopnosti, pfemysleni, samostatného rozhodovani, pozornosti, prostorové
orientace, aj.). Prvotnim znakem Alzheimerovy choroby je ztrata paméti. Nasledné se rozviji
poruchy dalsi az nakonec postihne vSechny z kognitivnich funkei [1, 3, 4].

Existuji dvé formy Alzheimerovy choroby a to familiarni (vrozena) a sporadicka.
pro rozvoj Alzheimerova onemocnéni je forma apolipoproteinu E (APOE). Autosomalné
dominantni dédi¢nost ma zhruba jen 1% piipadd. V soucasné dob& je 1écba pouze
symptomaticka (inhibitory acetylcholinesterazy, memantin), ktera je schopna v ur¢ité mite

zivot prodlouzit, ale pfesto toto onemocnéni konc¢i smrti [1].

1.1.2 Etiopatogeneze

Vyvoj Alzheimerovy choroby je velmi pozvolny a dlouhy. Ke zménam v mozku
dochazi mnoho let pted projevenim prvnich symptomu. Pied rozvojem demence mize byt
diagnostikovana tzv. mirna kognitivni porucha, kdy ma doty¢ny problémy s paméti (vzhledem
ke svym vrstevnikiim), ale zatim se u néj nerozvinuly dalsi pfiznaky. Nésledné se tato mirna
kognitivni porucha vyvine v demenci [1, 3]. Piesna pticina vzniku Alzheimerovy choroby neni
doposud zcela objasnéna, ale je znamo nekolik hypotéz mozné pficiny.

Amyloidova teorie vzniku Alzheimerovy choroby se zaklada na myslence, Ze
mimobunécné amyloidové plaky jsou pro bunky toxické, a proto dochazi k jejich odumirani [1,
5]. Nicméné byla vyvinuta protilatka, ktera pomaha plaky odstranovat z mozku, ale neméla
zadny vyznamny efekt na 1é€bu demence. Nebot’ vykazuje pfiznivé ucinky pouze v prevenci
vzniku amyloidnich plaki, ale nikoliv jejich odstranéni [6, 7]. Nasledujici teorie zvazuje, ze
jsou pro buniky toxicka jednotliva vlakna amyloidu beta a ne amyloidni plaky jako takové [8].
Tau hypotéza vychazi z hyperfosforylace proteinu tau, ktery se shromazd’uje uvniti bunék
volng, aniz by se vazal k mikrotubuliim, ¢imz zapii¢ini jejich rozpad a nasledné odumirani
bungk [1, 5].
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Dalsim iniciatorem vzniku Alzheimerovy choroby je tzv. oxidaéni stres. Oxida¢nim
stresem se nazyva stav, kdy je naruSena rovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty za vzniku
volnych radikala. Tyto volné radikdly jsou schopny napadat a véazat se na razné
makromolekuly, coz muze vést k poskozeni bun¢k a tkani. Alzheimerova choroba je jedna ze
spousta onemocnéni, kterda doprovazi nadprodukce volnych radikali a mutze zde dochazet
k poskozeni funkce neurond [5]. Existuji dva hlavni typy volnych radikalt: reaktivni formy
kysliku a reaktivni formy dusiku. Mezi reaktivni formy kysliku patii napiiklad peroxidy,
superoxid, hydroxylovy radikal a singletovy kyslik. Reaktivni formy kysliku 1 dusiku se
produkuji v mozku v disledku vystaveni faktorim prostiedi, jako je elektromagnetické zateni
¢i znecCisténi ovzdusi primyslovymi prvky. Tyto vné&jsi vlivy prostfedi mohou vyvolat
nadmérnou produkci reaktivnich forem kysliku a tim dojde k oxidacnimu stresu. Mohou
urychlit progresi neurodegenerativnich onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, amyloidni
lateralni skler6za a Parkinsonova choroba, kterd je popsana podrobnéji v nasledujici
podkapitole. Pokud vyse reaktivnich forem kysliku neni korigovana antioxidanty, zplsobuje
vyznamné reverzibilni, ale 1 nevratné poSkozeni biologickych molekul, véetné nukleovych
kyselin, lipida a proteinti. Mezi dalsi teorie pfiiny vzniku Alzheimerovy choroby se mimo vyse
popsané fadi zmény cholinergni neurotransmise, zneci$téni zivotniho prostiedi, genetické
faktory, v€etné mutaci prekurzorového preteinu amyloidu a presenilinu, dysfunkce imunitniho
systému a dalsi [9].

Alzheimerova choroba zacina ve spankovém laloku, coz ma za nasledek prvotné
postiZzeni pamé&ti na nedavné udalosti [1, 3]. Velikost hipokampu a rychlost jeho zmenSovani je
adekvatnim diagnostickym znakem. Nasledn¢ se degenerace §iii do temenniho a ¢elniho laloku
a ostatnich ¢asti mozku. U pacientl s diagnostikovanou Alzheimerovou chorobou se hodnoti
mira atrofie, vlivem odumirani bunék, pomoci zobrazovacich metod. V mozku nemocnych
jedinct se nachdzi patologické utvary dvou druhii —amyloidni plaky (mimobunééné shluky

amyloidu beta) a neurofibrilarni klubka (vnitrobunééné agregaty proteinu tau) [1, 5].
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normaini nalez nalez u Alzheimerovy demence

preklinické s;adium AD

mirmné az stfedni
stadium AD

Obr. 2: Fyziologicky stav neuronti a nalez neuronalnich klubek a amyloidovych plakii u Alzheimerovy demence
(vlevo) a nahled na stav mozku zdravého jedince a jedince trpici Alzheimerovou chorobou od preklinického az po

tézké stadium tohoto onemocnéni (vpravo) [10].

Obr. 3: A: Atrofie hypokamptl, entorhinalni kury a temporalnich port, B: pokrocila atrofie hypokampalni a

parientalni ¢asti mozku [1].

Amyloid beta vznika Stépenim amyloid prekurzor proteinu (APP). V piipadé
Spatného Sté€peni vznikne jind konformace amyloidu beta (B skladany list) — vytvoieni
amyloidnich plaki. Dale je amyloid beta $tépen APOE. Ke vzniku takovych plakt dochazi
ziejme z diivodu Spatného Stépeni APP, nebo se malo odbourava stépenim APOE. Zména

konformace na B skladany list mtize byt potencovana oxida¢nim stresem [1, 5].

. oligomery

amyloidni

plaky

L

AB

monomery

o

fibrily

Obr. 4: Formace amyloidnich plakd z amyloidu f [11].
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Negativni sken Pozitivni sken

Obr. 5: Barevny pritkaz amyloidnich plaki [1].

Neurofibrilarni klubka jsou vnitrobunééné shluky hyperfosforylovaného proteinu
tau. Fyziologicky fosforylovany protein tau slouzi v bunice napft. k aktivaci uréitych enzymd,
ale pfi mutaci proteinu tau dojde k jeho zvySené fosforylaci a pfestane se vazat k mikrotubuliim,
uvolni se a tvofi neurofibrildrni klubka. Vedlej$im efektem je rozpad mikrotubult. Buiiky ztraci

vlastni kostru a schopnost transportu latek uvniti buiiky — buné¢na smrt [1, 5].

.-_;.* % i ® Ll. a
Obr. 6: A: Imunohistochemicka reakce amyloidnich plakd s protilatkou proti beta amyloidu v temporalni kife, B:

Imunohistochemicky prikaz neurofibrilarnich klubek a jinych depozit hyperfosforylovaného proteinu tau [1].

1.2 Parkinsonova choroba

1.2.1 Charakteristika

Parkinsonova choroba je druhé nejcastéjsi neurodegenerativni onemocnéni [12].
Dochazi k zaniku neuront, konkrétné struktur substantia nigra nachazejici se v mozkovém

kmeni ve stfednim mozku. PoSkozeni téchto struktur vede k nedostatku dopaminu
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(neurotransmiter zodpovédny za pfenos signali mezi neurony). Projevuje se charakteristickou
pohybovou poruchou, tzv. parkinsonskym syndromem, ktery ma tii zdsadni projevy: akinezi,
rigiditu (svalova ztuhlost) a tfes. Témto motorickym postizenim mohou ptedchazet non-
motorické projevy (porucha chovani v REM spanku, ztrata ¢ichu, deprese) [1, 12].
Onemocnéni je ve valné vétsiné sporadické. Lécba je pouze substitu¢ni — nahrada
chybéjiciho dopaminu, a to bud’ podanim prekurzoru dopaminu (levodopa), nebo 1€kii ze
skupiny dopaminovych agonisti [1, 13]. Podavanim substituénich 1é¢iv a spravnou rehabilitaci

Ize zpomalit rozvoj Parkinsonovy choroby, ne ji vSak vylécit [12].

1.2.2 Etiopatogeneze

Pfi¢ina zaniku dopaminergnich neuront a tim vzniku Parkinsonovy choroby neni
doposud zcela jasna. Hovotime tedy opét o hypotézach o faktorech, které by mohly vést
k zaniku téchto bunék [13]. Z nejvétsi ¢asti 1ze poSkozeni dopaminergnich neuront piisuzovat
oxidativnimu stresu stejné, jako v ptipadé Alzheimerovy choroby. Dochazi k nadmérnému
hromadéni volnych radikalt. At uz jejich nadprodukei, ¢i jejich nedostateénym odstranovanim
a tyto volné radikaly jsou pro buiiky nebezpec¢né [5, 13].

Dalsimi faktory pro potencialni vznik Parkinsonovy choroby jsou dédi¢nost, vliv
prostiedi a jejich soucinnost. Za vlivy prostiedi povazujeme nékteré neurotoxické latky, napt.
metyl-fenyl-tetra-hydropyridin (MPTP), paraquat, rotenon aj [1, 13]. Hlavnim znakem

Parkinsonovy choroby je atrofie neuronovych struktur v dopaminergnim systému a tvorba

Lewyho télisek v regredujicich neuronech [1].

'..‘; 4 i . "':u
3 & ! e |
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Obr. 7: A: Makroskopicky nélez s pigmentaci substantia nigra u zdravého jedince, B: pokro¢ilé onemocnéni —

vyrazna atrofie. Imunohistochemicky prikaz Lewyho télisek v substantia nigra vpravo [1].
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1.3 Frontotemporalni lobarni degenerace

1.3.1 Charakteristika

Frontotemporalni lobarni degenerace postihuje frontalni a temporalni laloky mozku.
Casto dochazi i k po§kozeni parientalni kiiry a bazalnich ganglii. Podkladem frontotemporalni
lobarni degenerace je porucha metabolismu nékterych zasadnich proteinti, které¢ svou interakci
s neurony vedou k jejich apoptoze [1]. Klinicky mtizeme frontotemporalni lobarni degenerace
rozdélit na tyto skupiny:
e Behavioralni varianta frontotemporalni demence
e Primarni progresivni afazie
e Kombinace demence a poruch hybnosti:
o Kortikobazalni degenerace
o Supranuklearni obrna
o Amyotroficka lateralni skler6za s demenci
e Nové neurodegenerace ze spektra frontotemporalnich lobarnich degeneraci
o Vé&kove vazana tautopatie
o Vekove vazana astrogliopatie s depozity tau
o Globularni gliové tautopatie
o Chronicka traumaticka encefalopatie
o Ve&koveé vazana limbicka TDP-43 proteinopatie
Etiopatogeneticky Ize frontotemporalni lobarni degenerace délit na dvé skupiny: tautopatie a

non-tau frontotemporalni lobarni degenerace.

1.3.2 Etiopatogeneze

Tauopatie je zplisobend nefyziologickym metabolismem tau proteini a jeho
ukladanim v neuronech. Za fyziologického stavu se protein tau nachazi v mozku v Sesti
izoformach koédovanych genem MAPT na 17. chromozomu. Patologicky dochazi
k hyperfosforylaci tohoto proteinu, coz vede k tvorbé proteinovych agregatti ve forme inkluzi
a nasledné apoptoze neuronu. Non-tau frontotemporalni lobarni degenerace, jak uz sam nazev
vypovid4, je skupina degeneraci bez pfitomnosti agregatli proteinu tau. Pfiinou jsou

patologicka inkluze obsahujici depozita riznych bilkovin [1].
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Patologie frontotemporalnich lobarnich degeneraci se sklada ze dvou hlavnich
patologickych charakteristickych markert: inkluze hyperfosforylovaného tau proteinu v
neuronech a gliovych bunikach a inkluze obsahujici transaktivni odpovéd’ DNA vazebny protein
43 (TDP-43) [14]. VySetfeni mozku pacienta s frontotemporalni lobarni degeneraci, pomoci
zobrazovacich metod, obvykle vykazuje symetrickou fokalni atrofii ¢elnich nebo temporalnich
lalokti, poptipadé atrofii obou casti. Makroskopickd atrofie bazalnich ganglii a ztrata

pigmentace ze substantia nigra jsou pozorovany jen v nékterych piipadech [15].

Obr. 8: Atrofie obou frontalnich lalokd [1].

1.4 Prionova onemocnéni

1.4.1 Charakteristika

Prionova onemocnéni, jinymi slovy transmisivni spongioformni encefalopatie
(TSE), jsou pomérné vzacna neurodegenerativni onemocnéni. Pojmem ,,prion‘ se rozumi mala
bilkovinna infekéni ¢astice. Priony jsou tvofeny molekulou prionového proteinu (PrP) bez
obsahu nukleové kyseliny. PrP¢ je celularni prionovy protein, ktery se fyziologicky nachazi
v mnoha tkanich u vSech savci a je kddovan prionovym genem PRNP. Funkce tohoto prionu
vSak nebyla zcela objasnéna, nicméné jeho posttranslacni modifikaci vznikd prostorové
zménéna molekula PrPS¢, ktera se kumuluje v mozku [16, 17].

Nejbéznéji se vyskytujici formou TSE je Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (CJN),
kterou lze dale rozd¢lit na tii typy podle piiciny vzniku: sporadickd, familiarni a iatrogenni.
Mezi familiarni fadime také Gerstmanntv-Straussleriv-ScheinkerGv syndrom a fatalni

familiarni insomnie. Ackoliv se klinické a patologické nalezy u téchto typii prionovych
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onemocnéni prekryvaji, tak jejich rozpoznani muze byt uzitecné pii poskytovani informaci o
ocekavaném klinickém priabéhu postizenému jedinci a jeho rodiné. Mezi TSE patii také
onemocnéni kuru. Ve Velké Britanii popsali novou variantu Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci
(VCIN) [1, 18].

1.4.2 Etiopatogeneze

TSE je zptisobena hromadénim patologicky zménéného prionového proteinu (PrPS°)
v mozkové tkani vedouci k zaniku neuronti. PrP%¢ je abnormalné nefyziologicky poskladana
izoforma nativniho prionového proteinu PrP¢. Mechanismus pro spusténi této formaéni zmény
neni znam, ale jeho hromadéni vede k neuronalni degeneraci, astrocytarni glidze a
spongioformni zméné¢, které vedou k fatalni neurologické poruse [17, 19]. Genetické formy
TSE jsou zaptic¢inény mutaci genu PRNP na 20. chromozomu. Pii prionovych onemocnénich
dochazi k patologickym zménam jako je spongioformni dystrofie, numericka atrofie neuront a
sekundérni reaktivni izomorfni astrogliéza. Podkladem diagnozy je tedy neurohistologické

vySetfeni mozkové tkan€. Imunohistochemie a metoda Western blot ndm ovéfi pfitomnost

prion ve tkani. Pfipadné je moznost vyuziti molekularné genetické analyzy [1].

Sporadicka Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

Jedna se obecné o nejcastéjsi formu TSE. Predispozici pro vznik tohoto onemocnéni
je polymorfismus kodonu 129 prionového genu PRNP. U sporadické formy CIN se
spongioformni dystrofie vyznacéuje ptitomnosti vakuol ve vSech korovych vrstvach neuropilu.
Imunohistochemické vySeteni je zaloZzeno na principu vyuziti protildtek dokazujich vyskyt
PrP [1].

Familiarni (geneticka) Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

V Ceské republice se jedna nejéastéji o mutaci E200K. Rozsifena je také mutace

D178N v kombinaci s valinem na kodonu 129 [1].

Iatrogenni Creutzfeldtova-Jakobova nemoc

Iatrogenni, neboli ndhodné prenesena CIN. K tomuto pienosu dochazi lékaiskym

zakrokem, konkrétné invazivnim neurochirurgickym vykonem. Byl zaznamendn pienos napf.

19



po transplantaci tvrdé pleny mozkové, rohovky, kontaminovanym durdlnim Stépem, krevni
transfuzi a v neposledni fad¢ prostou nedostatecnou sterilizaci chirurgickych nastroji. Tyto
ziskané prionové nemoci jsou V soucasnosti mén¢ Casté, protoze povédomi o riziku jejich

pfenosu piirozené vedlo ke snaze takovym udalostem zabranit [1, 20].

Gerstmann-Straussler-Scheinkeriv syndrom

Ke vzniku Gerstmann-Straussler-Scheinkerova syndromu vede patogenni mutace
v protein genu a je doprovazen agregaty chybné strukturovanych PrP se zvlastnimi
biochemickymi vlastnostmi. Gerstmann-Straussler-Scheinkeriiv syndrom je autozomalné
dominantni porucha, kdy dochazi k mutaci na kodonu 102 genu PRNP, coz ma za nasledek
zménu aminokyseliny z prolinu na leucin (P102L). Takovy typ mutace je pro toto onemocnéni
nejcharakteristictéjsi, ale pozdéji bylo spojeno i s nékolika vzacnéjSimi mutacemi PrP v jinych
kodonech [1, 20].

Fatalni familiarni insomnie

K fatalni familiarni insomnii dochdzi mutaci D178N v kombinaci s methioninem na
kodonu 129 [1, 21].

Kuru

Kuru je prvnim lidskym prionovym onemocnénim. Dnes je to jiz historické
onemocnéni, které se vyskytovalo jako diisledek kanibalismu, ale ma stale dopady na mnoho
aspektii vyzkumi neurodegenerace. Objev Kuru oteviel nové pohledy na humanni medicinu a
byl klicovy v nasledném pienosu Creutzfeldt — Jakobovy choroby, kterd byla oznacena jako

mozny analog kuru na zakladé nespecifickych neropatologickych nalezi [1, 22].

Nova varianta Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci

Pivodce nové varianty Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci je prakticky totozny
s kmenem prionu bovinni spongioformni encefalopatie. Ke vzniku tohoto onemocnéni u
¢lovéka dochdzi zfejm¢e alimentarni cestou skrz maso hovéziho dobytka, ktery byl nakaZzen
bovinni spongioformni encefalopatii. V 90. letech byla varianta CJD identifikovéana jako jedina
prionova choroba ¢lovéka s potvrzenym zoonotickym plivodem. U nové varianty CIN je

zakladnim diagnostickym znakem velky pocet floridnich plak v kiife mozku a mozecku a
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pokrocild spongioformni dystrofie. Samoziejmée je zde i znacny ubytek neuroni. K astroglidéze
dochdzi predevSim v talamu, kiife mozku a mozecku. Imunohistochemicky jsme schopni

prokazat perineuronalni a axonalni depozita ve striatu a shluky depozit PrPS¢ [1, 18].
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3. NANOCASTICE

Nanotechnologie je rychle se rozvijejici oblast, ktera studuje a vyviji materidly S
povrchovou strukturou a zvlastnimi chemickymi a fyzikdlnimi vlastnostmi v rozméru
nanometru. Zakladni definici se tedy vzhledem k samotnému nazvu ,,nanocastice* nabizi
velikost téchto ¢astic, ktera ma byt < 100nm. Nékteré nanocastice jsou vSak vétsi nez 100nm,
ale mensi nez 1000nm, a pfesto jsou nazyvany nanocasticemi. Zde hraji roli jejich zvlastni
vlastnosti. Tyto zvlastni vlastnosti muzeme chapat napiiklad jako kombinaci urcitych
vlastnosti, které se za jinych okolnosti a pfi pouziti jinych materiald vzajemné vylucuji [23].

Vétsina nanocastic je velmi malych rozmérii na to, aby je bylo mozné vidét pouhym
okem, a dokonce je nezpozorujeme ani béznymi laboratornimi mikroskopy. Nanocastice
muzeme ziskat z prirodnich zdroji, ale je mozné je vytvofit i synteticky. Na zakladé
chemického slozeni je 1ze rozdé€lit do dvou skupin: organické materialy, kterymi jsou lipozomy,
dendrimery, uhlikové nanotrubice, emulze a dalSi polymery a anorganické materialy, do
kterych spadaji kovy. Nanocastice je mozné syntetizovat jak v rtiznych velikostech, tak
Vv riznych tvarech [24].

Béhem poslednich let bylo prokazéno, Ze nanocastice nabyvaji velkého potencidlu
v Iékaiskych aplikacich. Nanotechnnologie mize nabidnout inovativni metody vedouci ke
zvyseni UCinnosti 1éCiv. Aplikace konvencnich terapeutickych latek ma jistd omezeni, jako je
neselektivita, nizkd u¢innost, Spatna biodistribuce a nezadouci vedlejsi uinky. Nanocastice
disponuji multifunkénimi vlastnostmi. Komponovani terapeutickych latek do nanostruktur
muze zptesnit bunécné cileni a umozni podavani nizsich terapeutickych davek a tim sniZeni
nezadoucich ucinki. Jednim z hlavnich uZite€nych vlastnosti nanocastic je tedy jejich piesné
zaméfeni, biokompatibilita a biologicka dostupnost. Pochopenim vlastnosti nanocastic a jejich
interakci s biologickym prostiedim ndm do budoucna umozni nové strategie 1écby, prevence a
diagnostiky mnoha nemoci, zejména téch nelécitelnych, jako jsou neurodegenerativni
onemocnéni [24, 25, 26].

Podstatou vyuziti nano¢astic u neurodegenerativnich onemocnéni je usnadnéni
prostupu lé¢iva pies hematoencefalickou bariéru [27]. Potencialem jejich aplikace je i podpora
a aktivace diferenciace neuronovych bungk, ¢i zvraceni neurologického poskozeni. Navzdory
terapeutickému potencidlu nanocastic se ale také hovoii o jejich cytotoxicité. Existuji
nanocastice, které maji inhibiéni UCinky na neurony. Maji tedy zcela opacny ucinek.
Nepodporuji diferenciaci neuroni, ale zptusobuji jejich poSkozeni. Dlilezitym faktorem je jak

typ nanocastice, tak jejich velikost a tvar [24].
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1.5 Typy nanocastic

Existuji rtzné typy nanotechnologickych materialli, jako jsou nanocastice,
nanovlakna, nanotrubice a nanogely. Lisi se velikosti, vlastnostmi a funkcemi. Nanocastice jsou
jednou z nejvyhodnéjsich struktur z divodu malych rozmért, obrovskému povrchu a poméru
povrch-objem [28, 29]. Hlavni kategorie nanocastic, které je mozné vyuzit u

neurodegenerativnich onemocnéni:

1.5.1 Kovové nanocastice

Kovové nanocastice maji schopnost projit pfes hematoencefalickou bariéru. To mize
byt vyuZito pro dodéni 1é¢iva do CNS, jelikoZ kovové nanoc¢astice mohou byt potaZeny riznymi
ligandy, protilatky, ¢i proteiny. Kovové nanocastice maji také potencial pfi diagnostice
onemocnéni, kdy by mohly vyt vyuzity jako zobrazovaci ¢inidla. Jejich syntézou jsme schopni
ovlivnit funkei téchto nanocastic modulovanim tvaru, velikosti, povrchového pokryti a stability

[29, 30].

Zlaté nanocastice (AuNP)

Zlaté nanocCastice jsou momentalné jednou z nejvétSich nad&ji pro zobrazovani a
lécbu CNS. Zlaté jadro, majici plasmonické vlastnosti, je idealni pro zobrazovaci techniky.
Zlato ma povrchovou plasmonovou rezonanci, coz je rezonance elektronti indukovana
elektromagnetickou vinou, kterd je vytvorena dopadem svétla na ¢astici. Pomoci povrchové
plasmonové rezonance absorbuji AuNP svétlo, které je bud’ rozptyleno, vyzatovéano, vyuzito
K potlaceni fluorescence nebo je uvolnéno ve formé tepla. Tyto vlastnosti lze vyuzit pro
zobrazovani in vivo prostfednictvim rentgenového zafeni nebo mikro-CT skenovani. AuNP
absorbuji rentgenové zateni 1épe, nez klasické kontrastni latky (jod), coz umoziuje vetsi
pfesnost pii vizualizaci nanocéstic. Kromé vyuziti jakoZto zobrazovacich ¢inidel byly AuNP
upraveny tak, aby cilili a degradovaly agregaty B-amyloidu in vitro, a to zptisobem konjugace
zlatého jadra s APOE [29].

Nanocastice stiibra (AgNP)

Nanocéstice stiibra byly zkoumdny pro jejich schopnost prostoupit pies
hematoencefalickou bariéru a tim vyvolat imunitni odpovéd’ v mozku. Céstice stéfbra maji
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pfirozené antibakteridlni vlastnosti. Bylo prokazano, ze imunitni odpovéd’ zvySuje imunitni
schopnost mikroglii, coz vede k expresi enzymil, které maji celkovy protizdnétlivy ucinek a
redukované formy kysliku (ROS). Nicméné AgNP dodavané do mozku nespecificky Casto
zpusobuje cytotoxicitu, zejména neuronti a inertni stiibro se muze akumulovat. K u¢inné
aplikaci AgNP pfi neurodegenerativnim onemocnéni je tedy potieba specifické zaméfeni na
individualni nervové systémy, bunééné typy nebo nanocastice potazené ligandy, které snizi

jejich cytotoxicitu [29].

Nanocéastice oxidu kovi

Oxid zeleznato-zelezity (FesOas), oxid ceri¢ity (CeO) a oxid zine¢naty (ZnO) jsou
nanocastice vyvinuté ke zlepSeni diagnostiky pomoci zobrazovacich technik a k terapii
neurodegenerativniho onemocnéni formou snizeni oxidac¢niho stresu v mozku. Magnetické
vlastnosti téchto nanocastic jsou uzite¢né zejména pro zobrazovani magnetickou rezonanci
(MRI). Nanocastice Fe3Os mohou byt rozdéleny do dvou kategorii podle velikosti:
supermagnetické Fe3O4 o priméru 50-150nm, které mohou byt dale upraveny pro terapii
neurodegenerativnich onemocnéni a ultravysoké superparamagnetické FezOs o priméru 10-
50nm, které se vyuzivaji jako kontrastni latky pro MRI. Supermagnetické FezOs nanocastice
potazené nervovym rustovym faktorem podporuji rust a diferenciaci neuront in Vvitro.
Nanocastice CeO (nanoceria) a ZnO se vyuZivaji ke snizeni ROS a nitrosativniho stresu, které
se podileji na vyvoji neurodegenerativnich onemocnéni. Nanocastice oxidu ceri¢itého jsou
schopny redukce aniontii superoxidu, peroxidu vodiku a peroxynitritu pievedenim mezi Ce*" a

Ce*". Obdobné tomu je u nano&astic oxidu zine¢natého. Tyto kovy viak stale predstavuiji urcité

riziko toxicity, tudiz jejich podavani musi byt pod peclivym dohledem [29].

1.5.2 Kvantové tecky (QD)

Kvantové tecky jsou fluorescencni polovodicové nanokrystaly, jejichz velikost se
pohybuje od 2 do 10nm a vétSinou jsou potaZzeny néjakym ligandem. Maji dlouhodobou
fotostabilitu a jsou celkové chemicky stabilni. Krystalické jadro téchto nanocastic je nejcastéji
tvofeno selenidem kademnatym (CdSe), ktery je obklopen plastém sulfidu zine¢natého (ZnS),
ktery podporuje jejich rozpustnost ve vodé. Zéakladni struktura QD (CdSe) urcuje emitovanou

barvu, zatimco vnéj$i vodny obal (ZnS) lze vyuzit pro konjugaci biomolekul jako jsou peptidy,
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bilkoviny nebo DNA. QD jsou uzite¢né jednak pii sledovani molekuldrnich reakci
probihajicich uvnitt bun¢k a tim umoziuji monitorovani dopaminergni neurotoxicity, tak pro
sledovani transplantované¢ buiiky. Pro Iékaiské pouziti jsou stale diskutovany, avsSak

z fluorescencnich latek se jevi jako nejslibnéjsi kandidati. [26, 29].

1.5.3 Nanocastice oxidu kiremicitého

Nanocastice oxidu kifemicitého jsou porézni materidly, jejichz povrch mtize byt jesté
upraven ke zvySeni funk¢nosti, coz z nich ¢ini potencialni nosice 1é¢iv. Bylo prokazano, ze u
octomilky jsou kiemicCité nanoc¢astice schopny pronikat neurony in vivo bez cytotoxického
efektu. U mysi byly schopny piekrocit hematoencefalickou bariéru, coZ je dal$im pozitivem
vV uvazeni téchto nanocastic jakozto pfinosu pro terapii neurodegenerativnich onemocnéni.
Kromé dopravy 1écivé latky do mozku mohou byt kiemicité nanocastice modifikovany tak, aby

uvolnovaly ligand postupné po delsi dobu [26, 29].

1.5.4 Nano¢astice na bazi lipida

Lipidy a dalsi organické molekuly maji vyS$i biokompatibilitu nez anorganické
molekuly. Vzhledem k tomu, ze lipidy a dalsi organické latky jsou pfirozené se vyskytujicimi

molekulami v burikach organismu, nabizeji se jako idedlni nosic¢e 1¢ka [29].

Liposomy

Liposomy jsou tvofeny aspon jednou lipidovou dvojvrstvou a maji vodné jadro. Jsou
tudiz schopny zapouzdfit jak hydrofilni, tak lipofilni slouceniny, coz z nich déla vyjimecné
nanonosice 1ékti. Lipidova vrstva na povrchu ¢astice mize byt béhem syntézy stabilizovana na
delsi polocas piidanim cholesterolu nebo jiného sterolu, tim ovlivnime rychlost uvoliovani
1éku. Terapie pomoci nékterych liposomt se zabudovanym cholesterolem jiz byly schvéleny
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). PEGylaci zvy§ime uéinnost prostupu liposomil
ptes hematoencefalickou bariéru. Mimo to mohou byt liposomy potazené ligandy, které zvysi
jejich stabilitu nebo usnadni transport do mozku. Ligandem miiZou byt napiiklad proteiny,

protilatky, nukleové kyseliny, sacharidy aj. a mohou dosahovat rtizného stupné pokryti povrchu
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liposomu. Nesmi vSak byt ligand navdzan zplisobem, kterym by zakryval epitop nanocastice,

ktery je nezbytny pro jeho biologickou funkci [29].

polyethylenglykol ligand
f E@g fosfolipid 7 DNA/RNA/siRNA
f ' d £ bydrofilni lécivo { bydrofobni lécivo
lé¢iva konjugovani peptidy/proteiny
; na povrchu
‘( ¢

Obr. 9: Schématické zobrazeni typického liposomu [31].

Micely

Micely jsou lipidové monovrstvy o velikosti 5 az 100nm (jsou mensi, nez liposomy).
Maji hydrofobni jadro a hydrofilni polarni povrch. Jejich hydrofobni jadro miZe byt naplnéno
lé¢ivem, které by bylo za normalnich podminek in vivo nerozpustné. Pomoci malé micely se

tak dostane ptes hematoencefalickou bariéru [29].

Exosomy

Exosomy jsou membranové vezikuly vylucované buiikkou. Lze je i syntetizovat in
vitro z bunééné kultury a vyuzit k 16€bé neurodegenerativnich onemocnéni. Molekularni obsah
exosomd se u pacienttt s Alzheimerovou chorobou odchyluje od normy. Zdanliva sila exosomu
v patologii neurodegenerativnich onemocnéni vedla védce k vytvoreni systému bunééné
terapie. Terapie pomoci mezenchymalnich kmenovych bunck (MSC) stimuluje angiogenezi a
neurogenezi signalni drahy, které reguluji plasticitu a opravu mozku. Exosomy mohou byt
konstruovany tak, aby obsahovaly specifické miRNA, které pomahd v terapii neurodegeneraci.
Toho je mozné docilit napiiklad kultivaci MSC s extrakty z ischemické mozkové tkan€, kdy
takové exosomy budou vylucovat velké mnozstvi miRNA. Exosomy produkované
hematopoetickymi ~ kmenovymi  buitkami (HSC) mohou také prochazet pies

hematoencefalickou bariéru a zajistit tak dodavku potiebné latky (napt. zminéného miRNA) do
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mozkové tkan¢ [29]. Obsah exosomil zavisi na tkanich, kde jsou ptisobné izolovany MSC a
prostiedi, ve kterém se nachazi. Je zapotiebi tedy dal§itho studia rGznych funkénich
exosomalnich vlastnosti. MSC riiznych zdroji maji odlisné profily sekretomt, coz naznacuje,
ze takovy rozdil v jejich sekre¢nim vzoru nebo odvozenych vezikul mtze byt specificky pro
stav centralni nervové soustavy [32]. Exosomy jako nosi¢e 1éki nabizeji jednu hlavni vyhodu
a to takovou, ze nedochazi k jejich nezadouci akumulaci v jatrech a jsou schopny se vyhnout
fagocytoze nebo degradaci makrofagy, protoze jejich slozeni je ptirozen¢ podobné buiikam
vlastniho téla [33]. Terapeutické exosomy mohou byt také odvozeny z vlastnich bunék pacienta
ke snizeni nebo eliminaci potencialni imunologické komplikace. Nejnovéjsi poznatky
naznacuji, ze exosomy obsahuji jedinecny biologicky naklad, ktery pfedstavuje fyziologicky

nebo patofyziologicky stav jejich ptiivodniho zdroje bunék [34].

Pevné lipidové nanocastice (SLN) a nanostrukturované lipidové nosice (NLC)

Jednou z vyhod SLN a NLC je jejich mala velikost, ktera jim umoznuje snadno
proudit v krevnim fe¢isti, aniz by je ni¢ily makrofagy. Jsou vyrobeny z ptirodnich materiald,
diky ¢emuz jdou vysoce biokompatibilni, a tudiz neovliviiuji extracelularni/intracelularni
prostiedi po jejich degradaci. Pro jejich vyrobu neni zapotiebi zadnych organickych
rozpoustédel a vyznacuji se nizkou imunogenicitou. Jsou jednim s nejlepsSich kandidatd
na asistenci 1écby chorob centralniho nervového systému. Ac¢koliv tento typ nanocastic oplyva
vSemi témito vyhodami, vyznacuje se také nizkou Gi€innosti zapouzdieni, coZ je pravdépodobné

praveé to omezeni, které doposud neumoznila jeho masovou vyrobu [35].

1.5.5 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocéstice pfedstavuji jednu Zz nejinovativnéjSich neinvazivnich
moznosti aplikace léc¢iva. Hlavnim cilem nanocastice je zprostiedkovat terapeutickou
molekulu, at’ uz jde o Iéky, proteiny nebo nukleové kyseliny a dostat ji pfimo do cilového
organu ¢i tkdn€. Polymerni nanocastice jsou vyrobeny z jednoduchych monomert, které jsou
pfirozené pfitomny v téle, a proto se snadno vylucuji, aniz by byly toxické [2]. Jako matrice
pro dodani 1é€iv se vyuzivaji polymerni biomateridly pfirodni, syntetické a jejich hybridni
polymery. Polymerni nanocastice jsou biologicky odbouratelné materialy [36]. Spoleénymi

vlastnostmi polymernich nanocastic, které z nich ¢ini uzite¢né nosice 1é¢iv je vice moznosti
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syntézy, poddajné fyzikalni vlastnosti, vysoka stabilita, nizkd imunoreaktivita, biologicka
dostupnost, a dlouhodoba cirkulace zapouzdiené latky. Mezi nej€astéji pouzivané polymerni
materidly patfi poly (kyselina mlé¢nd) (PLA), poly (D, L — kyselina mlé¢na — glykolova)
(PLGA), poly (kyselina asparagova), poly (kyselina glykolovd) (PGA), poly
(butylkyanoakrylat) (PBCA) [29].

3.1.5.1. Syntetické polymery

Nanodastice PLA — PLA

Nanocastice PLA jsou hydrofobnim biomateridlem, ktery je biologicky
odbouratelny. Jeho monomerni jednotky kyseliny mlé¢né jsou bezpe¢nym, t&€lu pfirozenym,
meziproduktem metabolismu. PLA jsou potencialnimi kandidaty na dodavku 1é¢iv do mozku
kvtli jejich nizké toxicité¢ a vysokému vychytavani mozkovymi buitkami. PLA nanocastice
byly schvaleny FDA pro klinické pouziti [36]. Jejich povrch byva ¢asto potazen hydrofilnimi
molekulami polyethylenglykolu (PEG) ke zvySeni propustnosti skrz hematoencefalickou
bariéru. Nanocastice PLA miiZzou byt jednak potazeny ligandem, tak byt ligandem pro jiné
nanocastice, napiiklad nanocCastice oxidu kiemiciteého. Jejich povlak zlepSuje kinetiku
uvoliovani léc¢iva a také mlize iniciovat uvolnéni lé¢iva pouze v daném specifickém prostiedi.
Potazenim 1é¢iva ligandem PLA dochazi k ochrané nanocastice, dokud se nedostane do
prostiedi s vysokou koncentraci ROS, kdy dojde k degradaci tohoto povrchu a nasledné

uvolnéni Iéku na misto neurodegenerace [29].

Nanodéastice PLGA — PLGA

PLGA se hydrolyzuje na kyselinu glykolovou a kyselinu mlé¢nou. Takova
biokompatibilita je uzitecna zejména pro dlouhodobé uvolnovani 1é¢iva [29]. Profil degradace
a uvolilovani 1é¢iva miize byt ovlivnén zménami molekulové hmotnosti a moldrnim pomérem
kyseliny mlééné ke kyseliné glykolové. Tyto monomery jsou biokompatibilni a jsou fyzicky
metabolizovany cyklem trikarboxylové kyseliny pro kone¢né vylu¢ovani plicemi. PLGA jako
nanonosi¢ je povazovan za produkt s minimalni toxicitou pfi pouziti pro biomedicinské
aplikace. Lze jej ziskat komeréné v riiznych pomérech uvedenych monomert. Kazdy z nich ma

své vlastni fyzické vlastnosti, kterymi do polymeru pfispiva. Kyselina mlécna je tuha,
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hydrofobni, pomalu degradujici slouc¢enina. Naopak kyselina glykolova je tvarnd, méné
hydrofobni sloucenina s rychlejsi degradaci. PLGA si zachovava vlastnosti obou kopolymert
a mohou tak byt tyto nanoéstice riizné piizpisobeny. Uprava koncentrace kyseliny polymlééné
V PLGA méni rozpustnost konecného polymeru. Studie zkoumajici rychlost hydrolyzy PLGA
prokazaly, ze zvySeni poméru kyseliny glykolové ke kyseliné mlé¢né zvySuje hydrofilnost
PLGA, coz zptisobuje jeho rychlejsi degradaci. Obecné plati, Ze ¢im vyssi je obsah kyseliny
glykolové v polymeru PLGA, tim je amorfnéjsi a rychleji se odbourava. Vyjimkou je situace,
kdy je pomér téchto monomera 50:50. Tento stav vykazuje nejvyssi rychlost degradace vibec.
Zvyseni obsahu kyseliny glykolové zvySuje smacitelnost PLGA pro tenkovrstvé aplikace.
Zvyseni obsahu kyseliny mlécné ma své uplatnéni pfi navrhovani nosici PLGA pro trvalé
uvolnovani. Tento typ nanocastic byl pro biomedicinské aplikace schvalen FDA [36, 37, 38].
PLGA je hydrofobni polymer a je proto detekovan RES a pokud neni nijak upraven,
je vazan fagocyty k eliminaci jatry nebo slezinou a odstranén pied doruc¢enim pozadované latky
na cilové misto. Je tedy nutna jeho povrchova tprava. Jednou z moznosti uprav je povlak
Z hydrofilni skupiny polyethylenglykolu. Biologicky odbouratelné dodévaci systémy zalozené
na polymeru PLGA byly vyuZity pfi zobrazovani, diagnostice a 1é€b& nemoci. Nanocastice
PLGA mohou byt potazeny ruznym typem 1éCiv, jako jsou proteiny, peptidy, geny a
protirakovinné 1éky. Nicméné proteinové a peptidové Iéky jsou citlivé na vysoké teploty a
kyselé prostiedi a jejich dlouhodobym vystaveni kyselym vedlejsim produktim PLGA mize
sniZit jejich stabilitu a biologickou dostupnost po degradaci tohoto polymeru. Je tedy dilezité

znat fyzikalné chemické vlastnosti pouzitych proteind nebo peptidu [36, 37].

Nanocastice PCL

Poly (e-kaprolakton) (PCL) je biologicky odbouratelny polyester, ktery zvySuje
flexibilitu riznych materiald, jako je naptiklad PLA. PCL degraduje pomaleji nezZ PLA, a proto
je vhodny na vyrobu leSeni bunécnych struktur a nanocastic pro dlouhodobé uvoliovani 1€¢iv
[36].

Nanocastice PACA a PBCA

Nanocastice poly (akrylkyanoakrylatu) (PACA) jsou schopny z klinického hlediska
zlepsit nékteré vlastnosti 1éCiv. Snizuji davku Iéku a jeho vedlejsi Gcinky na organismus.

Nejslibnéjsi vyhodou PACA nanocastic je schopnost piekonat multidrogovou rezistenci, ¢ehoz
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se da vyuzit u 1é¢by chemoterapeutickymi latkami. Nanocastice poly (butylkyanoaktrylatu)
(PBCA) mohou byt také potazeny ligandem. Naptiklad PBCA potazené P80 spousti receptorem
zprostiedkovanou endocytéozu nanocastic a jejich penetraci do mozku. PEGylace PBCA
nanocastic je dalsi zptsob, ktery lze vyuzit pii podavani terapeutickych latek do mozku, jelikoz
PEGylované nanocastice jsou schopné pronikat pies hematoencefalickou bariéru, a tak pronikat
do mozku. Ale bohuzel tento typ nanocastic ma jistd omezeni v klinickém pouziti. Vedlejsi
produkty, které jsou vysledkem PBCA degradace, mohou poskodit CNS. Krom¢ toho bylo také
prokazano, ze tento druh nanonosic¢e neni vhodnym kandidatem k 1écbé chronickych

onemocnéni z divodu kratkého trvani farmakologického ucinku [36].

3.1.5.2. Pfirodni polymery

Nanocastice HSA

HSA je ve vod¢ rozpustny protein, ktery v organismu zvySuje rozpustnost mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem, napomaha transportu iontl a slouc¢enin, jako jsou Iéky a hormony
a reguluje osmoticky tlak v krevnim ob¢hu. Tyto vlastnosti z né€j ¢ini potencialné vhodného

kandidata pro podani 1é¢iva [36].

Zelatina

Zelatina je vedlej§im produktem denaturovaného a &iste¢né hydrolyzovaného
kolagenu, ktery je zna¢né vyuzivan v tkafiovém inZenyrstvi a p¥i podavani terapeutik. Zelatina
je cenénd jako biomateridl, ktery vyuziva svych schopnosti snadného pftilnuti k burce.
V soucasnosti se zelatina a jeji smési vyuzivaji v potravinaiském a zdravotnickém priamyslu.
Zelatina je netoxicka, biologicky odbouratelna a bioaktivni, coz z ni d&la vhodného nosiée pro

dodavku 1éka [36].

Chitosan

Chitosan je ve vod¢ rozpustny kationtovy polysacharid, ktery se vyznacuje
biokompatibilitou a je biologicky odbouratelny. Nealergenni a netoxické vlastnosti z n¢j délaji

vhodnou volbou pro aplikacni systémy ve farmaceutickych aplikacich. Chitosan ma schopnost
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ucinit epitelové buiiky propustnymi. Chitosan ve srovnani s jinymi biologicky odbouratelnymi
polymery spociva v tom, ze muize sam pusobit jako terapeutické Ccinidlo pifi 1écbé

neurodegenerativnich onemocnéni [36, 39].
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Obr. 10: Chemicka struktura chitosanu [39].
1.5.6 DalSi slibné nanomaterialy

Hydrogely

Hydrogely jsou makroskopické polymerni sité obsahujici velké mnozstvi vody.
Hydrogel je schopen ménit své fyzikalni vlastnosti v zavislosti na prostfedi. Forma gelu maze
vyznamné ovlivnit chovani bun€k. Mezi piirodni hydrogely patii napiiklad kyselina
hyaluronova, xyloglukan, kolagen, alginat sodny a zelatina. Do syntetickych fadime
polyakrylamid a PEG. Hydrogely byly hojné zkoumany pro jejich vyuziti v terapii
neurodegeneraci. Poskytuji ptiznivé prostiedi pro transplantaci bun¢k a uvolnuji terapeutické
latky po mnoho tydn po transplantaci. Hydrogely také umoziuji kultivaci nervovych bun¢k
ve 3D, coz 1épe simuluje in vivo podminky. Vysoky obsah vody, pérovitost a mekka
konzistence hydrogelti umoziuje transport kysliku, zivin a rozpustnych faktorti, diky ¢emuz
jsou lepsimi simulanty zivé tkané nez jiné biomaterialy. Mensi alternativou k hydrogelim jsou
nanogely, které 1ze pouZit k zapouzdieni 1€kt a jejich prostup ptes hematoencefalickou bariéru.
Nanogely se vétSinou syntetizuji pomoci foto (UV) nebo chemického zesitovani, které vede

k tvorbé kovalentnich vazeb mezi danymi polymery a vytvofeni tak vysoce stabilni sité [28,
29].
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Nanovlakna

Nanovldkna slouzi k napodobeni vlaknité struktury mozkové tkané, cehoz je
dosahnuto elektrostatickym zvlaknovanim riznych polymernich materidli. Vyhodou
elektrostatického zvlaknovani je jeho jednoduchost, reprodukovatelnost a rozmanitost pfi
vyrobé nanovlédken s riiznymi priméry a funkcemi. Nanovldkna jsou optimalni bioaktivni
matrici pro pfipojeni bunck, nakladani molekul s cilem zlepSeni regenerace tkani. Nanovlakna
zabudovand do rtznych nativnich proteini hraji zasadni roli ve funkcich MSC a jejich
diferenciaci na nervové bunky. Nanovlakna mohou byt ze syntetickych materiala, ale lze je
vytvaret 1 z piirodnich sloucenin. Do nanovldken je mozno zakomponovat jak proteiny, tak

1éky, ¢i jejich kombinaci, ¢imz dosahneme synergického G¢inku pii nervové regeneraci [28].

Uhlikové nanomaterialy

Nervova tkan ma jedine¢nou vlastnost vytvaret a prenaset elektrické podnéty.
Elektrické podnéty jsou v souc¢asné dobé povazovany za slibné nastroje pro regeneraci nervoveé
tkané jinou cestou nez chemickou. Zde se nabizi diky svym vynikajicim fyzikalnim,
chemickym a mechanickym vlastnostem materialy na bazi uhliku (grafen, uhlikové nanotrubice
(CNT)). CNT jsou listy grafitu ve tvaru valcovych trubek s primérem 0,4-2nm a s délkami od
stovek nanometrti az po mikrometry. Déli se na jednosténné (SWCNT), vicesténné (MWCNT)
a fullereny C60 [26]. Stejné jako grafen jsou schopny vést elektrické podnéty. Pouzivaji se tedy
zejména jako piisady do biomateriali, aby poskytovaly vodivost. U CNT vSak dochézi
k bezpe¢nostnim problémum, zptsobujicich oxidacni stres, produkci volnych radikald aj. Tyto
komplikace je tfeba piekonat, aby bylo mozZzné vyuzit CNT pfi 1écbé neurodegenerativnich
onemocnéni. Grafen se obvykle pouziva jako bioaktivni nosny materidl, ale miZze byt také
pouzit pro propojeni neurond. Aby se zlepSila adheze bunck k substratu, je tfeba grafen
potahnout vrstvou jako je laminin, kolagen, Matrigel a poly-1-lysin. Pomoci uhlikovych
materiald jsme schopni zajistit vodivost bez vnégjsi stimulace, coZ je zasadni pro tkanové

inzenyrstvi [28].

Nanodéastice selenu

Selen je nezbytnym stopovym prvkem v nasem téle. V zdvislosti na koncentraci
muZe mit selen terapeutické nebo toxické ucinky. Vysoké davky selenu podporuji mnoZeni

rakovinnych buné€k a ma neurotoxické ucinky. Nizké a stfedni davky selenu inhibuji mnozeni
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rakovinnych bun€k a maji terapeutické ucinky na neurologické nemoci véetné Alzheimerovy
choroby. Antioxidacni a protizanétlivé ucinky selenu byly pozorovany in vitro s pouzitim
bunéénych linii a in vivo na zvifecich modelech. Nicméné vysledky ucinki selenu a jeho pouziti
formou nano&astic na 1é¢bu neuronovych onemocnéni jsou v rozporu. Uspdsnost 1é&by
pfirodnimi antioxidanty je obecné nizka. Proto je zapotiebi vyvoje novych nanocastic
s diagnostickymi nebo terapeutickymi vlastnostmi ke zlepSeni detekce a 1é¢by neurologickych
onemocnéni. V soucasnosti existuji nékteré noveé syntetizované selenoproteiny a nanocastice
selenu, které maji pozoruhodné fyziologické vlastnosti. Vzhledem k vysoké Gcinnosti a nizké
systémové toxicité téchto ¢astic mohou slouzit jako alternativy konvencnich terapeutickych

1€kt k 1é¢be neurologickych onemocnéni [9].

1.6 Prostup nanocastic pires hematoencefalickou bariéru

Hematoencefalickd bariéra chrani centralni nervovy systém pied poskozenim cizimi
latkami z krevniho ob&hu. PiestoZe je hematoencefalicka bariéra zdsadni ochranou mozku pted
cizimi latkami, jeho struktura je hlavni ptfekazkou dodévky 1ékii do mozku pro lécbu
onemocnéni centralni nervové soustavy. VétSina 1€k, kterda se v dneSni dobé podava je
aplikovana intravenozné, kde latky celi retikuloendotelidlnimu systému, ktery je odstraiiuje
z krevniho feciste. Bylo také prokazano, ze tento zplisob podéni 1é¢iva souvisi se systémovou
distribuci a vedlej$imi u€inky a sniZuje ucinnost lé¢iva a jeho biologickou dostupnost. Dodavka
1é¢iva pomoci nanocastic odstranila nékteré tyto problémy. Za méné problémovou cestu podani
léCiva se v soucCasnosti jevi jeho intranasdlni aplikace spolu s vyuzitim nanocastic.
Hematoencefalickou bariérou neprojdou naptiklad ve vodé rozpustné molekuly, proteiny,
peptidy, geny a antibiotika s molekulovou hmotnosti nad 500 Da. Nanocastice s takovymi
molekulovymi hmotnostmi jsou schopny hematoencefalickou bariérou projit, jelikoz vyuzivaji
rozdilny pom¢ér stran a jinou prostorovou geometrii [36, 40].

Tato specidlni bariéra se skladd z riznych druhii bun¢k a témi jsou endotelidlni
buiiky, pericyty, astrocyty a mikroglie. Endotelové buiikky hematoencefalické bariéry maji jiné
vlastnosti neZ endotelové builky v periferii. OdliSuji se zejména vysokym obsahem
mitochondrii a zménou pinocytické aktivity. Prostory mezi endotelovymi bunikami vypliuji
transmembranové proteiny. Pericyty jsou umistény na vnitini mozkové membrané a jsou
pokryty bazélni laminou a proteiny. Astrocyty a jejich vybézky jsou piipevnény ke sténam

kapilar a poméhaji udrZovat kapilarni strukturu [36, 40].
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Obr. 11: Hlavni komponenty struktury hematoencefalické bariéry [41].

Hematoencefalickd bariéra omezuje penetraci lé¢iva do mozku, tudiz je jednou
z hlavnich klinickych ptekézek pii 1é€bé neurodegenerativnich onemocnéni. Momentalné
existuji dvé mozné strategie: paracelularni a transcelularni transport pro pasivni nebo aktivni
prekroceni hematoencefalické bariéry. Docasnym naruSenim bariéry transcytézou a vyuzitim
nanonosi¢ll je mozné usnadnit dodavku molekul do centrdlni nervové soustavy. Molekuly
pouzivaji aktivni efluxni transportéry, transportéry zprostfedkované nosiem a receptory
zprostfedkované transportéry k prekroCeni hematoencefalické bariéry. Nanotechnologické
systémy pro dodavani 1é¢iv jsou vykonnou metodou pro transport 1é¢iv do mozku. Nanoc¢astice
se pouzivaji v riznych formach a 1€k je zachycen bud’ uvnitt této matrice, nebo na jejim
povrchu. Nanocastice diky svym vlastnostem proniknou kapilarami, buiiky je absorbuji a 1é¢ivo

se uvolni do jejich kompartmentu nebo cytoplazmy [36, 40].
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Obr. 12: Rizné mechanismy transportu pies hematoencefalickou bariéru [30].

1.7 Moznosti ovlivnéni jednotlivych onemocnéni pomoci nanoc¢astic

1.7.1 Alzheimerova choroba

Lécba Alzheimerovy choroby se zaklada pouze na zmirnéni ptiznaki nemoci a tim
Vv urcité mire ke zkvalitnéni Zivota pacienta. Jsou znamy dva faktory brzdici pokrok v 1écbé
tohoto onemocnéni. Zaprvé, pti¢ina vzniku Alzheimerovy choroby neni dodnes zcela znama.
Zadruhé, hematoencefalicka bariéra omezuje G¢innost 1éku [42]. Léky pouzivané v soucasné
dobé pii 1écbé Alzheimerovy choroby (rivastigmin, galantamin, donepezil, memantin) se
podavaji oralng. Zadny ztéchto lékii neprokazal schopnost 1é&it nebo zastavit progresi
onemocnéni. Donepezil, galantamin a rivastigmin jsou inhibitory acetylcholinesterazy, které
zvySuji dostupnost acetylcholinu na synapsich a memantin je nekompetitivni antagonista N-
methyl-d-asparatu, ktery moduluje otevieni vapnikového kanalu [28]. Oralni zptsob podani
1é¢iva je pro pacienta pohodlny, ale vyvolava nezddouci ucinky v disledku jeho plisobeni na
periferni tkané vlivem nedostatecné selektivity. Inhibitory acetylcholinesterazy vyvolavaji
nevolnost a v nékterych piipadech az zvraceni, coz miize vést k preruseni 1écby. Tyto nezadouci
okolnosti je mozné vytesit navrzenim nosict 1€kt schopnych prostoupit hematoencefalickou
bariérou do centralni nervové soustavy v ucinné¢ davce a s minimalnimi vedlejSimi ucinky.
Nanocéstice predstavuji slibny zplisob dodani terapeutickych sloucenin do mozku. Se
zamé&fenim na Alzheimerovu chorobu byly nanocastice navrzeny jak k 1é¢bé, tak k diagnostice

tohoto onemocnéni. Terapeutickd role mize byt dosazena vnitfnimi vlastnostmi nanocastic,
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nebo jejich pouzitim formou nosice 1éCiva, které je k povrchu nanocastice pripojeno urcitym

procesem modifikace [30, 43].

A (

-----

mohly byt vhodnym kandidatem pro ziskéani pozitivnich u¢inkti v 1é¢bé Alzheimerovy choroby.
Pii vyzkumu byla jako model Alzheimerovy choroby zvolena intracerebroventrikuldrni
aplikace kyseliny okakaové (100ug) laboratornim potkaniim. O 24 hodin pozdéji bylo nékterym
témto potkanlim aplikovano 20nm AuNP (2,5mg/kg) kazdych 48 hodin po dobu 21 dni.
Kyselina okakaova zvysuje hladinu fosforylace proteinu tau v kiife a hipokampu, zatimco 1écba
AuNP ji udrzovala v normé¢. Nanocastice zlata také zabranily oxida¢nimu stresu (konkrétné
hladiny sulfhydrylu a dusitanu) v mozkovych strukturach indukovanych kyselinou okakaovou.
Kromé toho kyselina okakaova modulovala aktivitu ATP syntdzy a nanocastice zlata udrZzovala
fyziologickou mozkovou mitochondridlni funkci. Antioxidaéni kapacity byly kyselinou
okakaovou vyrazn¢ snizeny a AuNP v mozku obnovily antioxida¢ni stav, jez zahrnuje
superoxid dismutdzu, aktivitu katalazy a hladiny glutathionu. Dlouhodoba 1écba zlatymi
nanocasticemi indukovaného poskozeni mozku kyselinou okakaovou zabréanila neurozanétiim,
modulaci mitochondridlnich funkei a porucham kognitivnich funkci vyvolanych timto
modelem Alzheimerovy choroby, coZ nam umoziiuje uvaZovat, Ze by nanocastice zlata mohly
byt slibnou lécbou neurodegeneraci zplsobenych témito patologickymi zménami. Tento
vyzkum se ukazal jako bezpecna a efektivni cesta 1€Cby, nicméné je zde stale potieba uvazovat
a zkoumat moznou toxicitu vyvolanou zlatem. V tomto pfipad¢ nanocastice zlata nevykazovaly
zadné skodlivé ucinky, a to pravdépodobné diky vhodné zvolené velikosti téchto Castic. Pouziti
nanocastic mensich rozmérli s vyssi koncentraci by zplsobilo vétsi Skody jak na perifernich
tkanich, tak v mozku [44].

Hromadi se dikazy naznacujici spojitost mezi nedostatkem selenu ve vzorcich séra
a ztraty kognitivnich funkei u pacient s Alzheimerovou chorobou. Objevuje se velky zdjem o

36



studium role selenu a selenoproteinti v neurodegenerativnich chorobach véetné Alzheimerovy
choroby. Selenoproteiny jsou proteiny obsahujici selen ve form¢ aminokyseliny -
selenocystein. Selenoproteiny jsou exprimovany hlavné v lidském mozku a pravdépodobné se
podili na antioxida¢nich procesech, kter¢ jsou kliCovym faktorem prevence nastupu a progrese
Alzheimerovy choroby. Existuje jen malo zprav o moznosti vyuziti selenu pro 1écbu
Alzheimerovy choroby, nicméné jeho nizka hladina spolu s aktivitou glutathion peroxidazy by
mohly byt novym diagnostickym markerem Alzheimerovy choroby. Byla zkoumana tG¢innost
sérového albuminu jako nanocasticového nosice pro dodani R-flurbiprofenu a 1écbé
Alzheimerovy choroby a vysledky ukazaly, Ze by tyto typy nanocéastic mohly byt potencialnimi
terapeutickymi ¢inidly pro zlepseni mitochondrialni dysfunkce u Alzheimerovy choroby [9,
36].

Nanocastice oxidu ceri¢itého maji podle nekterych zprav potencialni katalytickou
antioxidac¢ni roli v Alzheimerové chorobé. Jejich aplikaci je mozno doséhnout zvySeni hladin
antioxidaénich enzymi jako glutathion peroxidazy, katalazy a superoxid dismutdzy nehled¢ na
pokles nadmérné produkce reaktivnich forem kysliku. Snizeného mnoZzstvi amyloidnich plaka,
jejich toxicité a oxidacniho stresu v kortikdlnich neuronech bylo docileno pomoci nanocastic
oxidu cericitého, ktery je schopen regulovat mitochondrialni funkce. Z ¢ehoz mizeme usoudit,
ze nanocastice CeO2 maji ochranné Uc¢inky proti oxida¢nimu stresu u Alzheimerovy choroby,
kterych dosahuji podporou aktivity antioxida¢nich enzymu [9].

Byly vyrobeny a vyzkouSeny nanocastice superparamagnetického oxidu Zzeleza
spojené s fluorescencni latkou blizké infraCervenému spektru na bazi fenolthiazinu. Experiment
byl proveden in vivo v mozcich transgennich mysi s uspéSnym vysledkem zobrazeni
amyloidnich plaki. Nanocastice oxidu Zeleznato-zelezitého jsou nad€jnou moznosti pro
diagnostiku pomoci zobrazovacich technik Alzheimerovy choroby. Nanocastice ZnO jsou
toxické pro rizné tkang, véetné mozku. Je jen omezené mnoZstvi zprav o tom, jak presné¢ ZnO
ovliviiyje aktivitu enzymu glutathion peroxidazy. Studovali se G€inky ZnO na oxidacni stres a
zanét ve vzorcich mozku mysi. Intraperitonealni aplikace ZnO nanocastic snizily aktivity
enzyml superoxid dismutdzy a glutathion peroxidazy, ale hladiny malondialdehydu byly
zvySeny. Nanocastice bohaté na kovy maji schopnost stimulovat produkci ROS a generovat
zanét. Coz ma priznivé UCinky v rakovinnych buiikach, ale pfi 1é€bé neurodegenerativnich
onemocnénich jako je Alzheimerova choroba musi byt témto oxidacnim G¢inkiim zabranéno, a
to obohacenim téchto nanocéstic antioxidanty, jako je selen a nanocéstice selenu pokryté
flavonoidy, jez byly zavedeny pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby. Z této studie vyplyva, Ze selen

a flavonoidy obohacujici nanocastice jsou dilezitymi kandidaty na vyvoj 1€kt k lécbe
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Alzheimerovy choroby. U takto upravenych nanocastic se enzymové aktivity zvysuji, coz vede
ke snizeni ROS a jsou tak vhodnym kandidatem pro diagnostiku a 1écbu Alzheimerovy choroby
[9, 45]. Obdobné je to u magnetickych nanoc¢astic potazenych oxidem kiemic¢itym [46]. DalSim
vhodnym kandidatem jsou QD, které jsou potazené peptidem tak, aby vytvafely agregaty
s amyloidnimi plaky in vivo a umoziuji tak diagnostiku a obraz progrese Alzheimerovy
choroby [29, 47].

Podobnym zplisobem mohou byt liposomy potazené peptidy jako H102, které stépi
beta listy. Na krysich modelech s Alzheimerovou chorobou tyto liposomy H102 zlepsily
prostorovou pamét’ a inhibovaly tvorbu amyloidnich plakd. Mimo to také zvysily enzymatickou
aktivitu, ktera podporovala preziti bundk. U¢innost 1éku se méii rychlosti absorpce do krevniho
fe¢isté. Byla hodnocena Géinnost erytropoetinu v kombinaci s lipidovymi nanoc¢asticemi pro
moznost prevence Alzheimerovy choroby. Toto spojeni se osvédcilo pti obnove paméti diky
jeho pfinosnému vlivu na metabolismus kysliku a energie v mozku. V nanoméfitku byly
pouzity 1éky k usnadnéni 1écby Alzheimerovy choroby. Vyvojar vytvoril latku, do které
zakomponoval rhodamin B. Zkoumané parametry zahrnovaly velikost Castic,
dispergovatelnost, potencial zeta, rychlostodezvy pomoci infracervené spektrometrii
s Fourierovou transformaci, termickd analyza a stabilita. Rivastigmin je vyuZzivan jako
podptrna 1écba Alzheimerovy choroby a funguje jako nevratny inhibitor acetylcholinesterazy.
V tomto piipadé pouzitim rivastigmin-hydrogen-tartatu nabitého tokoferol sukcinitem na pevné
lipidové nanocastici. Po provedeni pocatecnich zkousek ke stanoveni optimalni velikosti ¢astic
byla méfeni dale optimalizovana a potvrzena [29, 45, 47].

Nanoterapie byly vyvinuty tak, aby piekro€ily hematoencefalickou bariéru.
neurodegenerativnich stavii. Zakomponovani kurkuminu do micel zvysuje jeho biologickou
dostupnost a plazmatickou koncentraci ve srovnani s kurkuminem volnym, coZ by mohlo
vyznamn¢ zlepsit kurkumin jako 1é¢ebnou latku pro Alzheimerovu chorobu [29, 47]. Dalsi
moznosti jsou exosomy odvozené od MSC exprimujici vysoké hladiny amyloid B degradujiciho
enzymu — neprilysin, coz vede ke sniZzeni amyloidnich plaki v mozku a tim mé4 dopad na

progresi onemocnéni [32].

o O

Obr. 14: Chemicka struktura kurkuminu [39].
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Bylo testovano i pouziti APOE — PBCA nanocastic jako systém dodani kurkuminu
K inhibici amyloidnich plakii a Stim souvisejiciho oxida¢niho stresu. APOE — PBCA
nanocastice zvysily stabilitu kurkuminu a jeho prodlouzené uvoliovani. Vysledky ukazaly, ze
antiapoptoticka aktivita APOE — kurkumin — PBCA byla zvySena 2-3 krat ve srovnani
s kurkuminem — PBCA nanocasticemi. Z ¢ehoz vyplyva, ze kombinace APOE — kurkumin —
PBCA nanocastice miize vyznamn¢ zvysit absorpci léCiva pres hematoencefalickou bariéru
[36].

Biokompatibilni polymery PLGA mohou byt plnény latkami a jejich rychlost
uvoliovani lze fidit. Prob¢hla analyza terapeutickych uc¢inki DBP — PLGA nanocéstic na
mySich nadmérné exprimujicich amyloid . Dibutylftalat (DBP) byl navazan na nanocéstice
PLGA a byly analyzovany vlastnosti této kombinace. Agregaci amyloidnich plakl in vitro
thioflavin-t-testem pomoci DBP — PLGA nanocéstic bylo vyrazné zabranéno. Akumulace
amyloidnich plakd, neurozanét, ztrdta neuront a kognitivnich funkci u amyloid B nadmérné
exprimujicich mysi byly podstatné snizeny intravenozni aplikaci DBP — PLGA nanocastic.
Byla brana v uvahu i moznost kombinace nanoc¢astic PLGA se selenem a kurkuminem.
Technika mikroskopické fluorescence vizualizovala piesny vztah Se — PLGA nanocastic
nabitymi kurkuminem k amyloidnim plakim. U 1ézi typickych pro Alzheimerovu chorobu, jez
pro experiment poskytli transgenni mysi, miize spojeni Se — PLGA — kurkumin poskytovat lepsi
terapeutickou UCinnost. PEGylované nanocéastice PLGA obsahujici memantin zajisti jak
pruchod lé¢iva pies hematoencefalickou bariéru, tak jeho uc¢innost ve formé redukce

amyloidnich plakt a zanétlivych procest s tim souvisejici [36, 45].
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kurkumin anti-amyloid beta (AB) kurkumin / AB / DAPI
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cercbrialni amyloidni

Obr. 15: Mikroskopicka fluorescence znacena pomoci kurkuminu a anti-amyloidu beta (AB) v mozku postiZzeném
Alzheimerovou chorobou. A-C: hipokampus, D-I: temporalni kira, J-L: okcipitalni kiira zobrazujici prekryvani a

rozdily. DAPI = fluorescenéni barvivo 4',6-diamidin-2-fenylindol, rozliSeni 100um [48].

fibrilarni kompaktni , ifizni cerebrilni
plaka‘ plaky plné plaky d;f:::" amyloidni
: : angiopatie

Obr. 16: Imunohistochemické zobrazeni riznych typli amyloidnich plakd a cerebralni amyloidni angiopatie pro

srovnani [48].

Byli vyvinuty i PEGylované PLA nanocastice pro 1écbu Alzheimerovy choroby.
Zvlastnim postupem ve vyzkumu bylo vyuziti cilicich peptidi k témto PLA nanocasticim.

Jeden byl specificky pro interakce s hematoencefalickou bariérou a druhy vykazoval velkou
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afinitu k peptidu amyloidu beta. Diky vynikajicimu u¢inku cileni na amyloid beta jak in vitro,
tak in vivo mohou byt tyto nanocastice povazovany za cenny systém cileni pro diagnostiku a
terapii Alzheimerovy choroby [2].

Rivastigmin je reverzibilni inhibitor anticholinesterazy Siroce pouzivany K 1é¢bé
mirnych a stfedn¢ zavaznych ptipadit Alzheimerovy choroby. Vyhodou rivastigminu je
schopnost vyuziti acetylcholinesterazy i butyrylcholinesterazy. Jeho minusem je kratky
plazmaticky polocas (1,5h), relativné nizka biologicka dostupnost a omezena penetrace pies
hematoencefalickou bariéru kvili jeho hydrofilni povaze. Navic se pii jeho uzivani dostavuji
nezadouci ucinky rizného typu. S cilem vyvinout optimalizovanou, biologicky odbouratelnou
a Dbiokompatibilni formulaci rivastigminu bylo navrhnuto zapouzdieni této aktivni
farmaceutické slozky do chitosanu pomoci metody ionotropni gelace. Experiment se provadél
na laboratornich mysich a potkanech vykazujici pfiznaky amnézie vyvolané skopolaminem.
Tato studie in vivo potvrdila, Ze enkapsulace rivastigminu v nanonosic¢ich chitosanu potazenych
polysorbatem 80 zna¢né snizila biochemické a hematologické nezadouci ucinky Ié¢iva a
zejména zvysila jeho maximalni tolerovanou davku (z 1,5mg/kg na 2mg/kg). Biodistribuce
rivastigminu zapouzdieného v chitosanu byla po intraven6éznim podani experimentdlnim
myS$im analyzovana pomoci HPLC. Bylo zjisténo, ze zapouzdienim lé¢iva do chitosanu zvySuje
mozkovou koncentraci rivastigminu o 56 % ve srovnani s volnou formou léciva. Bylo také
zjiSténo, Ze zavedenim léCiva do chitosanu a navic potaZzeného polysorbatem 80 se zvysila
koncentrace rivastigminu 0 330 %. Galantamin je reverzibilni inhibitor acetylcholinesterazy.
Ackoliv mé galantamin vysokou biologickou dostupnost, tak jeho podani zptisobuje zavazné
vedlejsi uinky. S imyslem snizit vedlejsi u€inky byl galantamin zapouzdien do nanocéstic
chitosanu ionotropni gelaci. Bylo zji$téno, Ze nanoformulace galantamin — chitosan zvySuje
ucinek inhibice aktivity acetycholinesterdzy v mozku ve srovnani s ordlnim a intranasalnim
podanim roztoku galantaminu aplikovany v ekvivalentnich davkach. Galantamin mé kratky
plazmaticky polocas (1,9h) u potkani. Metoda enkapsulace muze prodlouzit plisobnost
galantaminu, coZ mize nejen prispét ke zlepseni inhibice acetylcholinesterazy, ale také umoznit
mén¢ Casty rezim davkovani. V poslednim desetileti nckolik studii prokdzalo potencial
chitosanu i chitooligosacharidi a jejich derivatl pro zlepSeni ptiznaki Alzheimerovy choroby
pomoci fady mechanismu. I kdyz se ukazalo, ze nanoc¢éstice chitosanu jsou schopné sami o
sob¢ zamezit agregaci amyloidnich plakt a jeji negativni disledky, tak je velmi naro¢né piijit

na navrh ¢inného cileni na cerebrovaskularni amyloidni depozity [39].
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Obr. 17: Chemicka struktura polysorbatu 80 [39].

1.7.2 Parkinsonova choroba

Soucasné farmakologické zptisoby 1écby Parkinsonovy choroby maji za cil obnovit
dopaminergni stimulaci ve striatu. AvSak tento zpusob 1éCby je opét provazen spoustou
vedlejsich ucinkil v diisledku doddvky dopaminu do extrastriatalnich oblasti, variabilitou jejich
absorpce a transportu pfes hematoencefalickou bariéru a nefyziologické kontinudlni uvoliiovéani
dopaminu a jeho ucinku na dopaminové receptory v bazalnich gangliich. U pacient se Casto
objevuji kognitivni problémy vyvolané levodopou jako je dyskineze a neptfedvidatelna
fluktuace. VSechny tyto faktory spolu s nékterymi neuropsychiatrickymi rysy Parkinsonovy
choroby maji vyznamny dopad na kvalitu Zivota pacienta. Levodopa je prekurzorem dopaminu
a byla vyvinuta v sedesatych letech a dodnes je neju¢innéjSim terapeutickym ¢inidlem pro
Parkinsonovu chorobu. Mezitim byly na trhu i jiné dopaminergni léky, véetné inhibitorQ
metabolismu dopaminu i agonistli dopaminovych receptord, ale ty jsou obecné¢ hilife snaSeny a
mén¢ ucinné. Existuje tedy naléhava potieba vyzkumu vhodnych a bezpe¢nych moznosti
vedoucich ke zlepSeni 1é¢by Parkinsonovy choroby [49]. Jednou z uvazovanych eventualit je
zaméteni na schopnosti nanocastic.

V priubéhu let bylo pfedlozeno nékolik studii 1é€by Parkinsonovy choroby, z nichz
fada zahrnovala pouziti riiznych 1€kt zapouzdienych v pevnych lipidovych nanocasticich
(SLN) a nanostrukturovanych lipidovych nosic¢ich (NLC), v€etn¢ apomorfinu. V jedné ze studii
byl apomorfin zapouzdien ve tfech rGznych formulacich: SNL, NLC a lipidové emulze.
V zéavislosti na typu nanostruktury, velikosti, povrchovém naboji se Gi€innost zapouzdieni a
profil uvoliiovani liSil. Pfi¢emz lipidové emulze poskytovaly nejlepsi vysledky tykajici se
prodlouzeného uvoliovani. Bioluminiscen¢ni experimenty in vivo na mozku samcd krys
s pouzitim sulforhodaminu B prokdzaly, ze se NLC mohou v mozku vyrazn¢ hromadit ve
srovnani se SNL a lipidovou emulzi. Dalsi studie byla zaméfena na proveditelnosti oralniho

podani apomorfinu pomoci SLN. Pokusy in vivo prokazaly, ze SLN zlepsily biologickou
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dostupnost apomorfinu a byly schopny dodat 1ék do mozkového striata, coz znaci potencial
Vv jejich pouziti jako dorucovacich systémi pro apomorfin prostiednictvim oralniho podévani.
Cilem =zapouzdieni ropinirolu, komer¢niho I1é¢iva, do hybridnich polymer-lipidovych
nanocastic bylo dorucovani ropinirolu intranazalni cestou a zavér byl pifiznivy, protoze tyto
hybridni nanocastice vykazovaly dobré mukoadhezivni vlastnosti bez vyznamného poskozeni
nosni sliznice. Probéhly srovnavaci studie komercni formulace ropinirolu a jeho spojeni
s polymer-lipidovymi nanocasticemi. S vyuzitim polymer-lipidovych nanocastic je zapotiebi
mensi mnozstvi 1é¢iva k dosazeni stejného terapeutického ucinku jako komerc¢ni 1€k samotny
[35].

Exosomy odvozené od MSC zachranily degeneraci dopaminergnich neuronti in vitro
modelech Parkinsonovy choroby, a proto piedstavuji potencidlni regeneracni 1écbu této
poruchy. Jak jiz bylo zminéno v kapitole o nanocasticich, jednim z nejbéznéjSich obsahti
exosomi je piitomnost genetického materialu, jako jsou miRNA. Cetnd onemocnéni, véetnd
Parkinsonovy choroby vykazuji dysregulaci genové exprese, konkrétné na urovni miRNA.
Vyména genetického materidlu, jako je miRNA, prostfednictvim exosomi muize skute¢né
podporovat neurogenezi, funk¢ni zotaveni a snizovat neurozanét na zvifecich modelech. Kromé
zapojeni do patofyziologie Parkinsonovy choroby, byly také identifikovany miRNA odvozené
z exosomil jako potencialni nastroj pro diagnostiku biomarkert a cilené terapie [32].

Utinnost nanocastic CeO2 byla zkoumana na nékolika neurodegenerativnich
poruchéach. Nanocastice CeOz prokazaly slibnou Groven neuroprotekce. Tradi¢ni antioxidanty
se pokusily zmirnit patologické zmény v Parkinsonové chorobég, ale s omezenym uspéchem
kvtli Spatnym schopnostem piekrocit hematoencefalickou bariéru. Experimentovalo se
dodéanim rtiznych davek CeO2 nanocastic (0,1, 0,5 a 1mg/kg) do modelu Parkinsonovy choroby
indukované 6-hydroxydopaminem. Neurobiochemické poruchy byly téméf zvraceny davkou
0,5mg/kg CeO2 nanocastic, zatimco davka 0,1mg/kg nebyla dostate¢na. Nanocastice Fe3O4
nesouci derivaty N-isopropylakrylamidu, shRNA a nervovy ristovy faktor také prokazaly
efektivni napravy v mozku modelu Parkinsonovy choroby [31]. Nanocastice FesO4 potazené
molekulami kyseliny olejové a absorbované shRNA snizily expresi a-synukleinu, potlacily jeho
toxické ti¢inky na bunky a zamezily tak apoptoze bun¢k indukovanou a-synukleinem [50].

Jedna ze studii potvrdila, Ze nervovy riistovy faktor vdzany na nanocastice PBCA se
zapouzdienim lé¢iva levodopa prochdzeji hematoencefalickou bariérou a zmirnuji zakladni
ptfiznaky Parkinsonovy choroby. PEGylované nanocastice PLGA o velikosti 70nm s
konkrétni latkou Schisantherin A byly pouzity na modelech Parkinsonovy choroby v larvach

zebrafish (Danio pruhované), kde zapouzdieni Schisantherinu A do nanocastic poskytlo jeho
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prodlouzenou cirkulaci v krevnim fecisti a nésledné zvySené vychytavani mozku. Spojeni
PEGylovanych nanocastic PLGA se Schisantherinem A bylo oznaceno jako potencidlné
efektivni pro 1écbu Parkinsonovy choroby. Bylo zjisténo, ze nanocasticova dodavka
Schisantherinu A byla mnohem ucinnéjs$i nez jeho podani samostatné. Kromé toho jejich
pouziti vykazovalo silné neuroprotektivni ¢inky in vivo v modelech zebrafish i v bunéénych
kulturach [51]. Vyvinutim aplika¢niho systému skladajici se z PLGA nanocastic naplnénych
ropinirolem doslo ke zvraceni ptiznaki podobnych Parkinsonové chorobé v testovaném
zvifecim modelu. Jiny pfistup zahrnoval pouziti funkcionalizovanych PLGA nanocastic
k vyhledani lysozomii a obnoveni jejich poskozené funkce [2].

Stejn¢ jako u Alzheimerovy choroby i zde ma svlij vyznam spojeni nanocéstic
S kurkuminem. Nanoforma kurkuminu mtiZze vyznamné sniZit oxidac¢ni stres a apoptdzu bunék
v mozku jedincl postiZenych Parkinsonovou chorobou. Vysledky vyzkumu na mysich ukazaly,
ze enkapsulaci kurkuminu do nanocastic se zvysila biologicka dostupnost 1é¢iva a mozek mél
ochranny ucinek proti oxidacnimu stresu. Provedena studie na bazi bovinniho sérového
albuminu (BSA) odhalila, ze lze nano-kurkumin povazovat za potencialni terapeutickou
strategii proti oxidopaminu (6-OHDA) indukované bunééné smrti v SH-SY5Y buné¢éné linii
ztvarnujici model Parkinsovy choroby. Bylo vyhodnoceno, ze bunéénd smrt muize byt
disledkem oxidacniho stresu, vzniku volnych kyslikovych radikalt a vyuziti zakomponovani

kurkuminu do nanocastic zabranuje odumirani bunék svymi antioxidaénimi vlastnostmi [52].

1.7.3 Frontotemporalni lobarni degenerace

K 1é¢bé frontotemporalni lobarni degenerace nejsou k dispozici Zadné schvalené 1€ky
modifikujici onemocnéni. Lécba je zaméfena predevSim na zvlddani symptomil chovani.
Pouzivaji se selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu. Abnormality chovani I1ze
1&¢it nizkymi davkami atypickych antipsychotik. U téch je ale tfeba postupovat velmi opatrné
u lécby starSich pacientii, kdy je pfi pouziti antipsychotik zvySené riziko umrti v disledku
srdecnich ptihod, padl a infekci. Inhibitory cholinesterdzy nejsou prospésné a mohou zhorsit
pozorované abnormality chovani u pacientl s frontotemporalni lobarni degeneraci. Memantin
nezlepSuje piiznaky a ani nezpomaluje progresi tohoto onemocnéni [53]. Doposud neexistuje
zadna schvélend farmakologickda 1écba. Je potieba dale rozvijet znalosti o zakladnich
molekularnich a genetickych pfi¢inach frontotemporalni lobarni degenerace. Konkrétné

vytvofeni neuroprotektivnich 1€kt pro pacienty s rizikem rozvoje frontotemporalni lobéarni
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degenerace by mohlo pomoci oddalit nastup onemocnéni. Charakterizace raznych
proteinopatii, véetn¢ tau a TDP-43 vedlo k rozvoji klinickych pokust zaméfenych na tyto
molekularni abnormality [54]. Obecné nejznaméjSim typem frontotemporalni lobarni
degenerace je amyotroficka lateralni sklerdza, na jejiz 1écbu se v soucasné dobé zaméiuji
nékteré vyzkumy, které berou v uvahu vyuziti nanocastic.

Terapie pomoci MSC je povazovana za jeden z nejperspektivnéjSich ptistupti 16cby
neurodegenerativnich onemocnéni jako je amyotroficka laterdlni skler6za. Jedna ze studii
naznacuje, ze superparamagnetické nanocastice oxidu zeleza mohou byt sledovacim prvkem
ucinnosti terapie kmenovymi buitkami pro amyotrofickou lateralni sklerézu [55].

Bylo prokézano, ze FM19G11 (hypoxicky inducibilni faktor) indukuje samoobnovu
a proliferaci ependymalnich kmenovych progenitorovych bunék (epSPC). Modulace
proliferace epSPC muze tedy pifedstavovat potencidlni strategii, kterd ma pisobit proti
neurodegeneraci jako je amyotroficka lateralni skleréza. Na vyzkum byly vyuzity transgenni
mys$i G93A-SOD1 modelujici amyotrofickou laterdlni sklerozu. FM19G11 je hydrofobni
povahy, coz ztézuje 1écbu volnym lékem. Zde nastupuje vyuZiti nanocastic zlata jakoZto nosice
tohoto faktoru. FM19G11 se ukazal mnohem ucinnéjsi, pokud je dodavan jako soucast
formulace AuNP. Samotné AuNP, bez ligandu FM19G11 nemély zadny ucinek na proliferaci
epSPC, nebyly pfiznivé z hlediska zvySené bunécné proliferace ani neptiznivé z hlediska
nanotoxicity. Dodavka FMI19G11 zprostfedkovand AuNP umoZnila dodat buikam
koncentrovanéjsi davku. Tyto dikazy mohou oteviit nové moznosti pro vyvoj terapie zalozené
na vyuziti AuNP pro dodavku terapeuticke latky a tim zpomaleni neurodegenerace a progrese
onemocnéni u pacientd s amyotrofickou lateralni sklerozou [56].

Exosomy mohou zprostfedkovat ochranu neuronli a vyvoj, regeneraci nerviu a
synaptické plasticity. Uvadi se, ze exosomy dodavaji regulacni prvky na misto neurologického
poranéni, kterd na misté pomahaji pti syntéze bilkovin a regeneraci tkani. Exosomy byly zv1asté
vyuZzivany 1 proti takovym patologiim, jako je amyotroficka lateralni skler6za. Ukazalo se, Ze
praveé exosomy odvozené z mezenchymalnich kmenovych bunck ptinaseji tkanoveé ochranné
ucinky. Zda se, Ze i exosomy cirkulujici v krvi maji vyznamné U¢inky na imunitni odpovédi,
které nesou dusledky pro neurodegenerativni a neurozanétlivé chorobné stavy, jako je
amyotrofickd lateralni skler6za. Tato neurodegenerace ptrednostné ovliviiuje horni a dolni
motor neuronu v mozkov¢ kiife a mise a je doprovazena neurozanétlivou reakci véetné aktivace
mikroglii v centrdlnim nervovém systému a dalS§i zapojeni periferniho imunitniho systému.
Studie z roku 2016 prokazaly snizenou zanétlivou sekreci cytokind po exosomalni stimulace

Vv perifernich monocytech. Kromé toho exosomalni TDP-43 zvySovalo aktivaci monocytu.
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Periferni monocyty jsou schopné vstoupit do CNS ve stavu onemocnéni amyotrofickou lateralni
skler6zou. Kolektivni diikazy naznacuji, ze exosomy piedstavuji Zivotaschopny cil pro
zmirnéni progrese onemocnéni, patologie a symptomu charakterizujici amyotrofickou lateralni
skler6zu [34].

Adapalen, jako vétSina retinoidi, je Spatné rozpustny ve vodé, coz dosud branilo
ucinnému podavani tohoto 1é¢iva in vivo. Pii feSeni tohoto problému bylo navrhnuto feSeni
zapouzdieni adapalenu do PEGylovanych PLA nanocastic. K vyzkumu bylo pouzito michani
polymert nanocastic PLGA a PEG — PLA s optimalizovanymi vlastnostmi. Konkrétné bylo
pouzito 50mg polymeru (PEG — PLA ku PLGA smichané v poméru 6:4) a 2mg adapalenu.
Vysledky vyzkumu ukézaly, ze intravendzni poddvani adapalenu zapouzdiené¢ho v téchto
nanocasticich aktivovalo retinoidovou signalizaci v CNS. Pravidelné podéavani této nanoformy
adapalenu vedlo ke zlepSeni motorického vykonu, prodlouzené Zivotnosti a neuroprotekci u
mysich modeld SOD1-G93A. Tato studie predstavuje novou cestu 1é¢by amyotrofické lateralni

skler6zy pomoci nanocastic PLA/PLGA [57].

1.7.4 Prionova onemocnéni

Prionova onemocnéni jsou vzacna. Jsou hlasSeny 1,5-2 ptipady na milion lidi ro¢né.
Presto jsou vzdy fatdlni a ani po uplynuti tfech desetileti po objevu priont, jakoZto pficin
Creutzfeldt-Jakobovy choroby a jinych pifenosnych spongioformnich encefalopatii, stale
neexistuje ucinna 1é¢ba [58]. Pocatedni terapeutické strategie zvazovaly utlum genu PrPc. To
bylo dobie snaSeno zvifaty, kromé& drobnych poruch spankového cyklu a elektrofyziologie
hipokampu. ProtoZe je vSak PrPc spojen s neuroprotekci, predpoklada se, ze potlatenim genu
PrPc u ¢loveka by doslo k excitotoxicité. RNA aptamery na bazi se mohou vazat s PrPc, aby se
zabranilo jeho pfeméné na PrPSc. Aptamerova RNA musi byt konjugovana s nanoc¢asticemi,
aby doSlo k prostupu pifes hematoencefalickou bariéru. Liposomy, dendrimery, PEGylované
polykyanoakrylatové nanocastice byly schopny proniknout do mozku a sleziny klusavkou
infikovanych zvifat, avSak jejich schopnost dodavat terapeuticky néklad a zpisob interakce
s vlakny PrPSc jsou zpochybiiovany [59].

Polyallylamin (+) a polystyrensulfonat (-), dvé rozdiln¢€ nabité polyaminy, jez byly
experimentalné¢ navazany na povrch AuNP. Takto upravené AuNP transportovany pies
hematoencefalickou membranu naruSily amyloidy PrPSc a zmirnily toxicitu u bunék

infikovanych klusavkou. AuNP potazené polyallylaminem prodlouzily inkuba¢ni dobu a
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zpozdily tak nastup onemocnéni u infikovanych mysi. Interakce nanocastic s PrP byly
zkoumany pro diagnostické aplikace. AuNP nebo AgNP s ligandem aptamery RNA specificky
interaguji s PrPSc a shromazduji jej na svych povrSich. Vazba PrP ananocastic
konjugovanymi aptamerem RNA indukuje fizenou agregaci, kterou l1ze snimat pomoci rozptylu
rezonan¢niho svétla kovu [59].

Nanomaterialy, jako jsou dendrimery mohou vykonévat ptislusnou aktivitu a branit
preméné PrPc na PrPSc. Vzhledem k vysoké afinit¢ aminovych skupin k prionim byly
dendrimery fosforu na svém povrchu zdobeny terciarnimi aminy. Takto upravené dendrimery
vykazovaly inhibi¢ni U¢inek na generaci prionll. Dendrimery mohou byt také uzite¢né pro
diagnostiku prionovych infekei. Metodou ELISA jsme obvykle schopni urcit, zda je ptivodcem
choroby prion, ale tato metoda ma4 jistd omezeni, protoZe nedokdze rozliSovat mezi prionovymi
fetézci. Dendrimery jsou schopné rozliSovat mezi riznymi typy priont. Jina studie se zabyvala
vyvinutim elektrochemického biosenzoru obsahujici vicesténné uhlikové nanotrubicky,
modifikované dendrimery a aptamery pro detekci prionu. Tyto studie prokazaly, Ze citlivost
prionu na konkrétni dendrimer by mohla byt pouzita k diagnostice a ptredpovédi pribéhu

nemoci, popfipadé zpomaleni progrese onemocnéni [60].
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4. TERAPEUTICKY POTENCIAL NANOCASTIC V LECBE
NEURODEGENERATIVNICH ONEMOCNENI

Vsechny neurodegenerativni onemocnéni jSOU Spojeny s poskozenim nervového
systému na rtzné urovni. Byly vyvinuty rizné typy nanocastic, které byly otestovany a
prokazaly slibny piinos v diagnostice a 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni. Pokroky
Vv oblasti nanotechnologii pfedstavuji revoluci v uspéSném pifenosu 1éCiv  pies
hematoencefalickou bariéru. Nanocastice s obsahem 1é¢iv vykazuji nadéjné vysledky zejména
v 1é¢bé Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby. Nanoc¢astice mohou byt soucasné vyuzity ke
sledovani a zobrazeni bun€k. Podavani 1€¢ki formou nanocastic se prokdzalo byt lepsi
alternativou ve srovnani s konven¢nim rezimem 1é¢eni [11, 30].

Pro efektivni vyuziti nanoCastic v terapii neurodegenerativnich onemocnéni je
zapotiebi dlouhodobé systematické zkoumani jejich bezpecnosti a toxicity. Nanocastice
zajistujici vyS$i ucinnost 1é¢iva a schopnost opravit poskozené neurony s minimalnim
mnozstvim vedlejSich ucinku jak in vitro, tak in vivo jsou velkym piislibem pro pacienty

s neurodegenerativnim onemocnénim [24, 30].
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5. ZAVER

Prace podava detailni piehled o etiopatogenezi zakladnich neurodegenerativnich
onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, frontotemporalni lobarni
degenerace a prionovd onemocnéni. Zaroven se prace vénuje jednotlivym typim nanocastic
vyuzitelnych v terapii t€chto onemocnéni. Doposud provedené studie ukazaly velky potencial
nanocastic V 1écbé jednotlivych neurodegenerativnich onemocnéni. Jedna se zejména o jejich
vyuziti jako nosice 1é¢iv pies hematoencefalickou bariéru. K Sir§imu vyuziti nanocastic je vSak
zapotiebi jesté dalsi vyzkum zaméfeny na jejich efektivitua potencionalni toxicitu, coz ptispéje

k nalezeni efektivni 1é¢by neurodegenerativnich onemocnéni.
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