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Uplatnenie vysledkov projektu

1. Hlavny prispevok predstavuju vysledky in vitro testovania krvnej kompatibility nanocastic
na baze amfifiinych fosforovych dendrimérov (t.j. interakcii s biologickym systémom)
podporené experimentami na modelovych systémoch, ako su lipozémy, zameranymi na
identifikovanie a charakterizovanie elektrostatickej povahy interakcii a tendencie k tvorbe
agregatov.

Nase vysledky dosiahnuté s pomocou vhodne zvolenych protokolov (vid. bod 2) maju
vyuzitie v zakladnom biomedicinskom vyskume a potencialne vyuzitie v klinickej praxi pre
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monitorovanie vplyvu teranostik (nano€astic na baze dendrimérov) na tokové vlastnosti krvi
a jej viskozity a diagnostikovanie mikroagregatov vzniknutych v suvislosti s aplikaciou tychto
nanocastic. Ukazuje sa, Ze muzské pohlavie je z dévodu naturalne vysSieho poc¢tu krvnych
buniek rizikovejSie, pretoze je viac ohrozené vznikom mikrotrombov - vplyv pohlavia je
pravdepodobne vy$8i v mladSom dospelom veku a so starnutim sa zmenSuje, ale rozdiel
zotrvava. To ma aj dalSie implikacie v tom, Ze pohlavie je potrebné zohladnit' pri ur€ovani
bezpelnych davok nanoterapeutik - kandidatov na klinické skuSanie, pretoze Sirka
terapeutického okna u muzov mdze byt menSia ako u zien. Nase vysledky a SirSie Studium
tiez ukazuju, Ze okrem pohlavia, (proxy ukazovatel hematokritu), protrombinu, fibrinogénu a
albuminu (ktory SirSie skumal partnersky tim) je dolezité preskumat aj prispevok lipidov a
zmeny Vv lipidovom profile. Pre dalSie skimanie tejto hypotézy sme sa rozhodli rozsirit’ poCet
experimentov, v ktorych je mozné spojit vysledky nasich merani so Standardnymi vystupmi
hematologického laboratéria na klinike.Na zaklade doterajSich vysledkov odporu¢ame pre
vyskum ucinkov a biokompatibility amfifilnych nanocastic na baze dendrénov (alebo
akychkolvek umelych nanostruktur) vyuzit okrem Standardnych laboratérnych testov a
analytickych metdd aj fyzikalne metddy, najma reometriu, pretoze viskozita a reologické
spravanie krvi mézu poskytnut’ cenné informacie o interakciach medzi zlozkamikrvi a
aplikovanymi nanocCasticami testovanymi pre vyuzitie v humannej medicine. Takéto vCasné
informacie mézu poméct posudit, ktoré Struktury a v akych fyziologicko-patologickych
stavoch m6zu s najvac¢Sou pravdepodobnostou narus$it' perfuziu organov a tkaniv a
vyselektovat’ tie, ktoré su z hfadiska hemoreoldgie bezpe€né. Opodstatnenost dokladuje aj
vyskum a vyvoj mikroreologickych €ipov na diagnostikovanie trombotickych stavov réznej
etiologie a monitorovanie antitrombotickej lieCby (https://doi.org/10.1007/s12195-020-00644-
x). Analyza réznych scenarov vo faze zakladného vyskumu tak moze zlepSit skrining a
optimalizaciu liekovych viastnosti (drug-like properties) série Struktirnych analégov zlu€enin
a vyber kandidatov vhodnych pre dalSie testovanie.

2. Vlystupy tykajuce sa koncepcnych a metodickych aspektov vyskumu v oblasti
dendritickych nanoCastic.

A) Optimalizovanie experimentov s lipozomami - sférickymi dvojvrstvami, ktoré sluzia nielen
ako jednoduché modely biologickej membrany, ale maju aj klinické vyuzitie ako nosice
lieCiv. Praktickeé vystupy z problematiky enkapsulacie - metédy, ktora kombinuje
lipozomalnu a dendrimericku technolégiu. V time sme rozpracovali metodiku enkapsulacie
cestou pasivneho loadingu poas samoorganizacie vezikul. Vysledky mdzu byt vyuzité pre
dalSi vyskum a vyvoj nanosystémov na dopravu cytostatik, alebo v situacii, ked’ by
dendriméry s lieCivom alebo nukleovou kyselinou mohli byt v cirkulacii degradované.

B) Metodické aspekty uskladnenia lipozodmov a buniek, kryoprezervacia. Preverenie vplyvu
podmienok uskladnenia a vyber optimalnej koncentracie vybraného kryoprotektantu DMSO.
Vyuzitie v situacii, ked je potrebné vykonat viacero typov experimentov z jednej "Sarze"
(vzorky spracovanej v jednom procese). Skumanie vplyvu kryoprezervacie na stabilitu a
morfoldgiu lipozomov sme vyuzili pri praci s bunkovymi kultirami (v naSich experimentoch
sme pracovali s keratinocytmi).

C) Metodika merania viskozity a Smykového napéatia v zavislosti od Smykovej rychlosti pre
simulaciu podmienok cirkulacie v artériach a vénach spolu s analyzou konstitu¢nych
modelov pouzivanych na fitovanie reologickych dat. Reometriu odporu¢ame zaradit medzi
Standardné "prvoliniové" metddy pre hodnotenie vztahu medzi chemickou Strukturou
molekuly (dendrénu) a jej biologickou aktivitou.

D) Zavedenie protokolu pre vyuzitie exozémov ako komplexnejSieho modelu biologického
systému, novy postup izolacie exozémov z telovych tekutin pomocou ultrafiltracie a
vyluCovacej chromatografie a jeho optimalizacia. Vysledky rozsiruju znalostnu bazu pre
charakterizaciu exozémov a ich vyuzitia ako nosiCov terapeutik, o ktorych sa predpoklada,
Ze budu (ako telu vlastné) organizmom lepSie tolerované.

Suhrn vysledkov riesenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

V projekte sme sa zamerali na analyzu interakcii amfifiinych fosforovych dendrénov (AFD)
réznych objemovych koncentracii (davky) a generacii (velkosti) s krvou a modelovymi
membranami, ktoré predstavovali planarne membrany, sférické vezikuly — lipozomy a
novatorskym pristupom bolo pouzitie exozémov ako komplexnejSieho modelu biologicke;j
membrany. Nase vysledky dosiahnuté réznymi fyzikalnymi technikami a nastavenymi
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protokolmi boli v sulade s ciefmia poukazuju na agregaciu membranovych Struktur, s
disperznych viastnosti koloidnych roztokov Strukturnych analégov AFD bolo zavislé hlavne
od ich objemovej koncentracie — s rastucou koncentraciou sa oCakavane zvySovala
tendencia k vzniku agregatov réznej povahy, od spontanne vytvorenych miciel, cez ich
zhluky a nimi sprostredkovanu adhéziu krvnych buniek. Agregaty vznikajuce v modelovych
experimentoch a v plnej krvi sme identifikovali a charakterizovali. Pozorovali sme
koncentracne zavisly efekt AFD na membrany a bunky. Efekt generacie AFD bol vyznamne
niz8i, ale pritomny. Experimenty na modelovych membranach a vezikulach (lipozémoch a
exozomoch) potvrdili, Ze vySSie koncentracie amfifilnych fosforovych dendrénov (nad 15-20
pmol/l) zaCinaju pbésobit ruSivo a mézu negativne ovplyvnit' integritu membrany. To by
limitovalo pouzitie AFD ako nosi¢ov. AvSak, v pripade preukazania selektivne destrukéného
u€inku AFD samotnych, alebo s naviazanym terapeutikom, na membrany nadorovych
buniek, by Slo o Ziaduci efekt a systémova toxicita by mohla byt znizena enkapsulaciou AFD
do lipozémov alebo exozémov.

Nas hlavny prispevok sa tyka krvnej kompatibility AFD. Dendrény indukovali vznik malych
zhlukov trombocytov a ovplyvnili niektoré hemokoagulaCné parametre. Pozorovali sme
skratenie trombinového Casu a predizenie aktivovaného parcialneho tromboplastinového
Casu. Zmeny viskozity krvi spojené s generaciou a koncentraciou AFD sa riadia rovnakym
vzorom ako na modelovych membranach lipozémov a exozémov, avSak délezitym zistenim
zin vitro $tudie na krvi odobranej dobrovolnikom bola vyrazna zavislost meranej viskozity
na pohlavi. Signifikantné zvySenie viskozity indukované aplikaciou AFD v rozsahu 2-10
pumol/l u Zien ale neprevysilo pri nizkych Smykovych rychlostiach krvi vychodiskové hodnoty
viskozity u muzov. Vysvetlenie spociva v prirodzenych pohlavnych rozdieloch - muzi maju v
priemere vy3$Si poCet Cervenych krviniek. Pozorovany ucinok AFD na viskozitu bol preto v
danych experimentalnych podmienkach bez fyziologického vyznamu, ¢o poukazuje na
dobru hemokompatibilitu amfifilnych dendrénov v testovanom rozsahu koncentracii. Nas
vysledok vSak upozorfiuje, Ze je potrebné zohladnit' pohlavie pri ur€ovani bezpe&nych davok
nanoterapeutik - kandidatov na klinické skuSanie, pretoze Sirka terapeutického okna u
muzov mdze byt mensia ako u zien. Na zaklade naSich zisteni odporu¢ame pre vyskum
ucinkov a biokompatibility amfifilnych nanoCastic na baze dendrénov (alebo akychkolvek
umelych nanostruktur) vyuzit okrem Standardnych laboratornych testov a analytickych
metod aj vySetrenie hemoreologickych parametrov. VEasné informacie pomozu posudit,
ktoré nanostruktury su z hladiska hemoreolégie bezpecné a mézu byt dalej testované a
optimalizované.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

In the project we focused on the analysis of interactions of amphiphilic phosphorus
dendrons (AFD) at different bulk concentration (dose) and generation (size) with blood and
model membranes, such as planar membranes, spherical vesicles - liposomes, and an
innovative approach was the use of exosomes as a more complex model of a biological
membrane. Our results obtained with the use of different physical techniques and fine-tuned
protocols, in accordance with the project objectives, point to the aggregation of membrane
structures, with the largest contribution of electrostatic forces between AFDs and
membranes. Disruption of the dispersion properties of colloidal solutions of structural
analogues of AFD was mainly dependent on their volume concentration — increase in
concentration enhanced the tendency to the formation of aggregates of different nature,
from spontaneously formed micelles, through their clusters and the adhesion of blood cells
mediated by AFD. We identified and characterized the aggregates formed in model
experiments and in whole blood. We observed a concentration-dependent effect of AFD on
membranes and cells. The AFD generation effect was significantly lower, but present.
Experiments on model membranes, liposomes and exosomes confirmed that higher
concentrations of AFD (above 15-20 umol/l) start to have a disruptive effect and can
negatively affect the integrity of the membrane. This would limit the use of AFD as carriers.
However, in the case of proving a selective destructive effect of AFD on tumor cell
membranes, this would be a desirable effect and systemic toxicity could be reduced by
encapsulating AFD into liposomes or exosomes. Our main contribution concerns AFD blood
compatibility. Dendrons induced the formation of small clumps of platelets and influenced
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some hemocoagulation parameters. We observed a shortening of the thrombin time and a
prolongation of the activated partial thromboplastin time. Changes in blood viscosity
associated with AFD generation and concentration follow the same pattern as those on
liposome and exosome model membranes, however, an important finding from our in vitro
study on volunteer blood was a significant sex dependence of measured viscosity. However,
the significant increase in viscosity induced by the application of AFD in the range of 2-10
pumol/l in women did not exceed the baseline viscosity values in men at low shear rates of
blood. The explanation lies in natural sex differences - men have, on average, a higher
number of red blood cells. The observed effect of AFD on viscosity was therefore without
physiological significance under the given experimental conditions, which points to the good
hemocompatibility of the amphiphilic dendrons in the tested concentration range. However,
our results point out that it is necessary to take sex differences into account when
determining safe doses of nanotherapeutics - candidates for clinical trials, because the width
of the therapeutic window in men may be smaller than in women. On the basis of our
findings, we recommend that research on the effects and biocompatibility of amphiphilic
nanoparticles based on dendrons (or any artificial nanostructures) ought to use, in addition
to standard laboratory tests and analytical methods, rheometry for examination of
hemorheological parameters. Early information will help select haemorheologically safe
nanostructures that can be further tested and optimized.
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