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§ Sazetak viii

§ SazZetak

Kemija supramolekulskih sustava, zasebno je polje kemije koje se bavi nekovalentno
vezanim sustavima molekula. Supramolekulski sustavi sastoje se od brojnih komponenti, kao
Sto su biomolekule, makromolekule, ioni i atomi, koji su povezani vodikovim vezama ili Van
der Waalsovim interakcijama. Bioloski sustavi prepuni su primjera supramolekulskih sustava,
koji tvore kompleksne visoko funkcionalne jedinice. Supramolekulski sustavi vrlo su vazni u
biokemijskim procesima unutar organizma, a njihova reverzibilnost moze se pripisati upravo
energetski slabim nekovalentnim interakcijama.

Supramolekulska kemija je temelj za razvoj nanokemije, nanobiologije i nanomedicine,
znanosti o ,,pametnim* materijalima i lijekovima, te kemije biopolimera i tekucih kristala. Ovo
vrlo Siroko polje nudi veliku varijabilnost u strukturi i funkcionalnosti ,,pametnih* lijekova, o

¢emu Ce biti rije¢ u ovom radu.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Prijenos lijekova nanocesti¢nim putem ima sve vecu vaznost u modernoj medicini. Kako bi
se osigurala $to preciznija dijagnoza i najoptimalnije otpustanje lijeka u ciljno tkivo, potrebno
je dizajnirati idealne molekulske sonde i nanonosaée lijekova.>? Supramolekulski sustavi u
obliku micela mogu prenositi lijekove, neovisno jesu li ti lijekovi hidrofilni ili hidrofobni.
Kriptandi i kruna-eteri sluze u lijeenju trovanja teskim metalima, kao $to je ziva. Molekulska
pinceta, umjetno napravljen sustav, omogucuje lijecenje Alzheimerove i Parkinsonove bolesti,
te je ispitano i utvrdeno pozitivno djelovanje na HIV pozitivne Zivotinje.*

Veliki znacaj nanocestica u dijagnostici i usmjerenom lijeCenju je moguénost ciljanog
prijenosa u oStec¢ena i bolesna tkiva, te varijabilnost u strukturi samih Cestica. Mehanizam
povezivanja oStecenog ili bolesnog tkiva s nanocesticama se jos istrazuje, ali su poznati osnovni
koraci: specificno vezanje na receptor u ciljnom tkivu, unos nanocestice endocitozom u tkivo,
te otpustanje lijeka. Za razliku od tradiocionalnog introvenoznog unosenja lijekova, u kojem
dolazi do rasprSenja lijeka po organizmu i gubitka dijela doze, Sto umanjuje njegovu
ucinkovitost.

UnoSenjem sintetiziranih nanocestica u organizam, aktivira se imunoloski odgovor, koji nije
pozeljan. Ipak, nanoCestice je moguce modificirati kako bi se imunoloski odgovor organizma
smanjio ili potpuno zaobi$ao. Umanjivanjem imunolo§kog odgovora, umanjuje se i gubitak
doze koji se prenosi nanocesticama.

Cilj ovog rada je opis strukture i bitnih svojstava nanocestica korisnih za dijagnostiku i
usmjereno lijeCenje, te kratak pregled moguéih materijala, koji ulaze u sastav nanoCestica, i
njihova najvaZznija svojstva. Takoder, navedene su i1 neke od metoda zaStite nanocestica od

imunoloskog odgovora.

Zrinka PiSonié Zavrsni rad



§ 2. Supramolekulski sustavi u medicinskoj dijagnostici i usmjerenom lije¢enju 2

§ 2. SUPRAMOLEKULSKI SUSTAVI U
MEDICINSKOJ DIJAGNOSTICI | USMJERENOM

LIJECENJU

2.1. Pregled strukturnih i supramolekulskih svojstava molekulskih sondi

2.1.1. Struktura i dizajnerski aspekti

Molekulske sonde ¢esto se sastoje od tri klju¢na dijela: skupine za ciljno vezanje, linkera, te

skupine za odgovor.
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Slika 1. Shematski prikaz molekulske sonde anti-CD20, koja u svom sastavu ima antigen kao

skupinu za ciljno vezanje i indijev kompleks kao skupinu za odgovor.!

Skupina za ciljno vezanje bira se u cilju prepoznavanja i vezanja na specifi¢an receptor,
enzim ili biomolekulu, koji su karakteristi¢ni za odredenu bolest. Skupina za odgovor stvara
signal, koji je moguce detektirati snimanjem. Linker je poveznica izmedu skupine za ciljno
vezanje 1 skupine za odgovor, a moze varirati u duljini, fleksibilnosti i reaktivnosti.

Veli¢ina i dizajn molekulskih sondi varira od molekula male molekulske mase do nanocestica

ovijenih mno$tvom skupina za ciljno vezanje. Unato€ velikoj varijabilnosti molekulskih sondi

Zrinka PiSonié Zavrsni rad



§ 2. Supramolekulski sustavi u medicinskoj dijagnostici i usmjerenom lije¢enju 3

za snimanje, postoje odredena svostva koja su pozeljna i koja omoguéuju preciznija snimanja,

a time precizniju dijagnozu.

1.Stabilnost: U prisutnosti svijetla, varijacijama temperature, ili duzim skladiStenjem,
molekulske sonde moraju biti kemijski stabilne. Unutar organizma, moguca je degradacija
sondi zbog sudjelovanja u biokemijskim procesima. lako je degradacija sondi biokemijskim
procesom poZzeljna u vidu sekrecije, moguci su i nezeljeni efekti kao §to je smanjen ciljni signal,
potrebna je veca doza, te je moguce trovanje pacijenta. PoZeljno je dizajnirati sonde koje su
dovoljno stabilne da izdrze dijagnosticke eksperimente. Tvari kao §to su citokrom P450 enzimi,
odgovorni su za degradaciju ve¢ine molekulskih sondi i lijekova u organizmu. Druge reaktivne
skupine, koje se mogu na¢i u sastavu lijekova 1 sondi, a podlozne su degradaciji u organizmu

su fosfatni esteri i amidi. Njih razgraduju nukleaze i1 proteaze.

2. Toksicnost: Molekulske sonde, koje sluze za pracenje stanja, koriste se u malim
koncentracijama kako bi se izbjegao efekt toksi¢nosti. Obzirom da se u svrhu dijagnostike,
molekulske sonde ne koriste u viSestrukim dozama, pitanje toksi¢nosti molekulskih sondi
odnosi se na akutnu toksi¢nost jedne doze niske koncentracije. Osim same molekulske sonde,
potrebno je uzeti u obzir i medij, kojim se molekulska sonda prenosi u zeljeno mjesto u
organizmu. Ukoliko je medij organsko otapalo, potrebno je svoditi njegove koli¢ine na
minimum jer pojedina organska otapala uzrokuju toksi¢nost stanice, takva su npr. metanol, 1
dimetil sulfoksid. Posebna paznja je i na upotrebi radioaktivnih iona u svrhu dijagnostike, jer

njihovom akumulacijom, naroc€ito u kostima, postaju vrlo toksi¢ni za organizam.

3. Velicina: Molekulske sonde unose se u organizam difuzijom, stoga je vrlo vazna veli¢ina
primjenjenih sustava. U nekim slucajevima je tesko kontrolirati veli¢inu Cestica, jer bi se
smanjenjem signalnih skupina, postigao kontraefekt smanjenja signala. Idealna veli¢ina
molekulskih sondi ovisna je o ciljnom tkivu, medutim utvrdeno je kako su molekule veli¢inom
manje od 35 kDa permeabilnije, te postizu optimalni unos u tkivo. Molekulske sonde koje u
svom sastavu sadrZe antitijela pogodne su za dugu cirkulaciju u krvoZzilnom sustavu, te tijekom
duzeg vremenskog perioda ostaje pozadinski signal. U slu¢aju nanocestica, veli¢ina, oblik i
naboj imaju veliki utjecaj na optimiziranje penetracije tkiva. Pozeljno farmakokineticko
svojstvo nanocestica je akumulacija na mjestu tumora. Veli¢ina molekulskih sondi utjece i na

njihovu sekreciju. Primjerice, Cestice hidrodinamickog dijametra manjeg od 6 nm izlaze iz

Zrinka PiSonié Zavrsni rad
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organizma putem bubrezne sekrecije, dok Cestice veli¢ine 200 nm izlaze iz organizma

prijenosom preko jetre.

4. Agonist i antagonist: Agonist je ligand koji se veZe na receptor i time potakne bioloski
odgovor. S druge strane, antagonist je ligand koji se veze na receptor, no ne daje bioloski
odgovor. Dugo je agonist smatran boljim izborom za dijagnostiku, zbog veceg afiniteta koji
pojacava signal. U posljednje vrijeme, medutim, pojedini izvori tvrde kako su antagonisti bolji,

osim u izvedbi tako i u efektu manje toksi¢nosti in vivo.

5. Specificnost: Kljuéno je specifiéno vezanje molekulskih sondi u ciljno tkivo, te nereaktivnost
prema ostalim, nespecifi¢nim, stanicama ili proteinima. Time se smanjuju neZeljeni efekti u
organizmu, a mjerenja su preciznija jer ne sadrze pozadinske signale, ¢ime se povecava kontrast
pri snimanju. Ukoliko sonde nisu specificno vezane za ciljno tkivo, moguéa je kriva
interpretacija dobivenih rezultata, a time i netoéna dijagnoza. Nespecificno vezanje
molekulskih sondi uglavnom je vezano uz naboj sonde. Ukoliko je sonda kation, veca je
vjerojatnost privlacena od strane anionskih skupina na povrsini stanica. S druge strane, moguca
su nezeljena vezanja i anionskih sondi na kationske proteine. Drugi problem anionskih sondi je
izazivanje imunulo$kog odgovora organizma, zbog sli¢nosti s bakterijama ovijenim anionskim
membranama. Naboj-balansirane sonde najbolji su izbor jer imaju najmanju vjerojatnost

nespecifiénog vezanja za proteine i stanicne membrane.

6. Afinitet: Veliki afinitet za ciljno tkivo je esencijalno svojstvo molekulskih sondi za snimanje.
Afinitet sonde moguce je povecati vezanjem veceg broja skupina za ciljanje, Sto stvara

multivalentni agens.

7. Senzitivnost: ldealne molekulske sonde za snimanje omogucile bi detekciju malih koli¢ina
ciljnih tkiva, primjerice do nekoliko stanica. Ovo svojstvo je osobito vazno u detektiranju ranih
faza bolesti ili metastaza raka. Kako bi se takvo §to postiglo, potrebno je imati modalitet
snimanja visoke prostorne rezolucije i veliku senzitivnost detekcije. Osim navedenog, model s

vecom senzitivnosti bi omoguc¢io smanjenje toksicnosti za organizam pacijenta.

8. Kontrast: Kontrast snimanja definiran je omjerom signala i pozadine, $to je omjer ve¢i, lakse

je detektirati ciljno tkivo. Moguce ga je pojacati na dva nadina: poveéanjem popunjenosti

Zrinka PiSonié Zavrsni rad
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molekulske sonde u ciljom tkivu, ili koriStenjem sondi veée specifi¢nosti vezanja, ¢ime bi se
smanjio pozadinski signal. lzvrstan izbor molekulskih sondi za snimanje su molekule koje
ostaju neaktivne do aktiviranja pomocu bioloSkog procesa u ciljnom tkivu jer daju veliki

kontrast.

2.1.2. Linkeri

Linker™? je lanac, koji spaja skupinu za ciljno vezanje i skupinu za odgovor, a osim toga ima
vaznu ulogu u performansu molekulske sonde. Jedno od vaznijih svojstava linkera je njegova
duljina. Ukoliko je linker prekratak, skupine za odgovor i za ciljno vezanje bit ¢e preblizu,
uslijed ¢ega ¢e stericke smetnje umanjiti afinitet prema ciljnom tkivu. U tom slu¢aju dolazi do
slabijeg performansa molekulske sonde.

Osim duljine, vrlo vazno svojstvo linkera je krutost, odnosno fleksibilnost. Molekule koje su
fleksibilne i imaju moguc¢nost preklapanja, mogu drasti¢no utjecati na topljivost sonde u vodi.
S druge strane, ukupni naboj linkera utjeCe na njegovu hidrofobnost, §to zatim utjece na

moguénost prolaska kroz stanicnu membranu.

2.1.3. Skupine za odgovor

Skupine za odgovor su kromofori i fluorofori koji su vezani na molekulsku sondu, a zbog svoje
osjetljivosti indiciraju promjene u svojoj okolini. Tako se vezanjem na ciljno tkivo, ili u nekim
slu¢ajevima denaturacijom proteina, dobiva odgovor u obliku promjene valne duljine emitirane
svjetlosti. Skupine za odgovor su dakle glavni indikatori vezanja molekulskih sondi u ciljno
tkivo, §to se ocCituje u stvaranju signala u tehnikama snimanja kao $to su magnetska rezonancija

i racunalna tomografija. Najcesce koristene skupine za odgovor su navedene u tablici 1.

Tablica 1. Cesto koristene skupine za odgovor i odgovarajuce tehnike snimanja.t

Skupina za odgovor Tehnika snimanja
Gd**, Mn?*, Zeljezov oksid (SPIO) MR
18F, ®4Cu, ’Ga PET
1y, 9mTc, 123) SPECT
Jod, nanocestice zlata (AuNP) CT
NIR fluorofori Opticko

Zrinka PiSonié Zavrsni rad
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2.2. Receptorske molekule
2.2.1. Vitamini

Agens za snimanje sastavljen je od folatne ciljne skupine, vezane na tirozinski linker, koji je
NIR fluorofor. Takva vrsta linkera vrlo je pogodna za snimanje jer biomolekule slabo
absorbiraju svjetlost valnih duljina bliskog infracrvenog podrucja, Sto za posljedicu ima vrlo
jak signal.

Vitamini su izvrsni agensi za snimanje manjih nakupina stanica raka i metastaza u realnom
vremenu, tijekom operacije. Moguca je detekcija nakupina ~10 stanica raka, koje nisu opipljive

ili vidljive golim okom.

2.2.2. Peptidi

Peptidi imaju mnoge prednosti koje ih ¢ine atraktivnim skupinama za ciljno vezanje u
molekulskom snimanju. Imaju malu molekulsku masu i izazivaju slabije imunoloske odgovore.
Peptidi pokazuju malu toksi¢nost s obzirom na to da je struktura peptida vrlo slicna strukturi
prirodnih receptor-skupina za ciljno vezanje peptida. Peptidi se lagano modificiraju sto
omogucuje konjugaciju na linker i skupinu za odgovor.

Negativna strana ovakvih ciljnih skupina u molekulskim sondama je kratki poluZivot u
organizmu zbog proteoliza koje degradiraju sonde. Time dolazi do slabije akumulacije u
ciljnom tkivu $to za posljedicu ima slab signal. Kako bi se sprijecilo prepoznavanje peptida od

strane proteaza a time i njihova degradacija, potrebno je modificirati peptide.

2.2.3. Antitijela

Antitijela su proteini Y-oblika, koji nastaju kao imunoloski odgovor na strana tijela u
organizmu. Niels Jerne, Georges Kohler i Cesar Milstein otkrili su antitijelal i za to otkriée
dobili Nobelovu nagradu 1984. Mo¢ni su lijekovi, velikog afiniteta i specifi¢nosti za tumorske

stanice. U razvoju su mnogi lijekovi na bazi antitijela za usmjereno lijecenje. lako vrlo mo¢ni

Zrinka PiSonié Zavrsni rad
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agensi, antitijela su velika pa nisu pretjerano pogodna za snimanje zbog dugog zaostajanja u

organizmu pacijenta.

2.2.4. Aptameri

Aptameri'? su kratke jednolanéane DNA ili RNA molekule, koje stvaraju trodimenzionalne
strukture i imaju veliku specifi¢nost vezanja na ciljno tkivo, mehanizam je prikazan na slici 2.
Odlikuju se velikom termalnom stabilnosc¢u, te za razliku od antitijela lakse ih je modificirati,
a smanjena je i vjerojatnost kontaminacije.

Aptameri se sintetiziraju sistematskom evolucijom liganda pomocu eksponencijalnog
obogacivanja (SELEX). Postupak sinteze je takav da se DNA ili RNA pocetnice veZu na ciljnu
skupinu, nevezani oligonukleotidni lanci se odstrane, te ostaje samo komplementarna sonda
vezana na ciljnu skupinu. Postupak se ponavlja dok se ne nade sekvenca velikog afiniteta, a
tada se idealna sekvenca veze na skupinu za odgovor, ¢ime nastaje molekulska sonda za

snimanje.

Zrinka PiSonié Zavrsni rad
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Slika 2. Prikaz nanonosaca funkcionaliziranog aptamerima u svrhu prijenosa lijeka u ciljno

tkivo. (1) Vezanje aptamera nanonosaca na stani¢ni receptor na stani¢noj membrani. (2)

UnoSenje nanocestice mehanizmom endocitoze. (3) Disocijacija lijeka, izlazak iz endosoma 1

posredovanje u terapeutskoj funkciji.

Kako su aptameri DNA 1 RNA lanci, moguca je njihova degradacija u organizmu pomocu

nukleaza. Obzirom da reaktivnost s nukleazama nije idealno svojstvo, potrebna je modifikacija

u kojoj se dodaju nukleotidi otporni na aktivnost nukleaza.
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2.3. Metode pojacavanja signala

2.3.1. Unutarstanicna akumulacija

Tumorske stanice prepoznatljive su po abnormalnom metabolizmu koji se ocituje u
povecanoj potraznji za nutritientima iz okoline. Glukoza je najvazniji nutritient u opskrbi
energijom i gradevnim materijalnom potrebnim za biosintezu ve¢ih molekula. Za prijenos
glukoze u stanice odgovoran je transmembranski protein (GLUT). Unutar stanice, glukoza ulazi
u reakciju fosforilacije, kojom nastaje glukoza-6-fosfat. Fosforilirana glukoza je u mogucnosti
nastaviti put glikolize, ciklusa limunske kiseline kojima bi se sintetizirao ATP, ili ¢e se vezati
u glikogen.

Tijekom medicinskog snimanja koriste se analozi glukoze, kako bi se otkrile tumorske
stanice. Primjer analoga glukoze koji se koristi u pozitronskoj emisijskoj tomografiji (PET) je
2-[18F]-fluor-2-deoksi-D-glukoza (18F-FDGQG), koja je oznac¢ena radioaktivnim 18F. 18F-FDG
ulazi u stanicu kao i glukoza, pomo¢u GLUT-a, te je u stanici fosforilirana heksokinazom.
Ostali enzimi u glikolizi ne prepoznaju 18F-FDG pa ne dolazi do danje reakcije, ve¢ se 18F-
FDG akumulira u tumorskim stanicama gdje ju je moguce otkriti PET skenerom. Ovakav sustav

ne koristi se samo za pracenje tumora, ve¢ i drugih bolesti povezanih s metabolizmom glukoze.
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Slika 3. Prikaz strukture ‘®fluor-galakto-RGD peptida, koji se koristi u PET skeniranju za
otkrivanje i praéenje tumora.*
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2.3.2. Enzimska aktivacija signala

Aktiviraju¢e molekulske sonde dizajnirane su kako bi pojacale kontrast u ciljnom tkivu.
Tijekom cirkuliranja u organizmu ovakve sonde ostaju neaktivne, a u trenutku vezanja na ciljno
tkivo sonda se kemijski ili konformacijski modificira i aktivira. Velika prednost aktiviraj¢ih
sondi je njihovo specificno vezanje u ciljno tkivo, u kojem stvaraju signal bez pozadniskih
signala.

Prevelika prisutnost odredenih enzima u organizmu upucuje na postojanje tumorskih stanica.
Neki od tumorskih enzima su: serinske proteze, matriks metaloproteaze i cisteinske proteaze,
koje su odgovorne za programiranu smrt stanice (apoptazu). Fluorescentne molekulske sonde?
koriste se za detekciju navedenih enzima na nacin da se fluorescentna skupina za odgovor
aktivira u njihovoj prisutnosti.

Linker fluorescentne molekulske sonde mora sadrzavati peptidnu sekvencu, koja nece biti
prepoznata od strane drugih proteaza i na taj nacin aktivirana prerano, prije nego li je stigla u
ciljno tkivo. Osim toga, produkti nastali djelovanjem tumorskih enzima na molekulsku sondu
ne smiju biti premaleni i hidrofilni, jer se mogu prebrzo izbaciti iz stanice. Ukoliko je sonda

sastavljena od lipofilnih skupina, moguce je predugo zadrzavanje unutar stanice.
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Slika 4. Prikaz fluorescentne molekulske sonde, koja se aktivira cijepanjem naznacene veze

(mjesto cijepanja).
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2.4. Biomolekule u sastavu membrane ciljnih stanica
2.4.1. Anionski fosfolipidi

PovrSina zdrave stani¢ne membrane bogata je zwitterionskim fosfolipidima, a anionski
fosfolipidi i fosfatidilserini postavljeni su asimetri¢éno na unutra$njoj strani membrane. Dakle,
zdrave stani¢ne membrane su u osnovi neutralne, odnosno nemaju ukupni naboj. Tijekom
apoptoze fosfatidilserin postaje izrazen na vanjskoj strani staniéne membrane S$to Cini
membranu negativno nabijenom, a aktivira fagocitozu mrtve stanice. U tumorskim stanicama,
fosfatidilserin je konstantno izraZzen ¢ime se izbjegava imunoloski odgovor i odstranjivanje
takvih stanica. Dodatni problem su mikrobi u stani¢noj membrani koji sadrze fosfatidilglicerol
I kardiolipin koji stvaraju anionski karakter takvih povrsina.

Dobre molekulske sonde moraju moci razlikovati neutralnu povrSinu zdrave stanice i
anionsku povr$inu tumorskih stanica ili mikroba. Ciljna skupina cink(II)-dipikolilamina®
izuzetno je selektivna prema anionskim lipidima, a sastoji se od dipikolilamina omotanog oko
dva iona cinka, otvorene koordinacije koja im omogucuje vezanje na anionski lipid. Cink(II)-
dipikolilamin je vezan na skupinu za odgovor koja sadrzi NIR fluorescentne boje. Sonde se
koriste za snimanje patogenih mikroba, kao §to su Gram pozitivne i Gram negativne bakterije i

paraziti.

2.4.2. Glikani

Glikozilacija? je posttranslacijska modifikacija proteina, lipida ili saharida, kojom se na njih
vezu saharidi. Glikani su dugacki polisaharidi, nastali glikozilacijom, a esencijalni su u
staniénim procesima kao $to je sklapanje proteina i medustanicna komunikacija. Sijalicna
kiselina je kiseli monosaharid u sastavu glikana, a sastoji se od 9 ugljikovih atoma i ima
mogucnost brojnih modifikacija na 5. ugljikovom atomu.

Ima mnoge strukturne uloge zbog svog negativnog naboja i hidrofilnosti, pa je tako
odgovorna za odbijanje naboja eritrocita i poboljsanu cirkulaciju. Ipak, sijali¢na kiselina® ima i

veliku ulogu u tumorogenezi i stvaranju otpornosti na kemoterapije.
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Slika 5. Nacin djelovanja Gd(I1I)-dota-en-pba molekulske sonde na tumorske stanice s

izrazenom sijali¢nom kiselinom u sastavu povrsinskih glikana.®

Molekulske sonde sastavljene od fenilborne kiseline koordinirane oko metalnog centra
gadolinija koriste se kao kemosenzori za sijali¢nu kiselinu u tumorskim tkivima. Sposobnost
otkirivanja tumora in vivo molekulske sonde Gd(l11)-dota-en-pbal® dokazana je na migevima,
gdje su magnetskom rezonancijom otkrivene akumulirane sonde na melanomu B16-F10m,

prikazano na slici 5.
2.4.3. Antigeni

Antigeni su molekule, endogene ili unesene u organizam, koje stvaraju imunoloski odgovor
u obliku stvaranja anititijela. Korisni su biomarkeri, te imaju Siroku primjenu u klini¢koj
dijagnozi. Mnoge anitgene lako je detektirati u uzorcima krvi i krvnog seruma.

Antigeni su proteinske tvorevine sa svojstvima koja ih ¢ine $iroko primjenjivima u podrucju
prijenosa antigenskih lijekova. Pogodna svojstva proteina su manja veli¢ina Cestica i optimalna
farmakokinetika. Primjerice u otkrivanju tumora prostate antigeni nemaju mogucénost
penetrirati u tumorske stanice jer su preveliki i teSko prelaze veée udaljenosti od krvozilnog

sustava do ciljnog tkiva.
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2.5. Usmjereno lijeCenje nanocesticama
2.5.1. Urodeni imunoloski odgovor

Tijelo se brani od stranih tijela aktiviranjem imunoloSkog odgovora. Medutim nanocestice
za lijeCenje su takoder prepoznate kao strana tijela, te ih se pokusava eliminirati iz organizma.

Sastavnice imunoloskog sustava uklju¢ene u urodenu imunost su makrofagi, neutrofili i
komplement. Makrofagi i neutrofili sposobni su odstraniti mnoga strana tijela.> Komplementni
sustav sastoji se od tri puta aktivacije: klasi¢ni, letinski 1 alternativni. lako se razlikuju u
aktivaciji, odgovor sva tri aktivacijska puta je slican u inicijaciji komplementne kaskade, ¢iji je
cilj stvaranje i uklanjanje membranskog napadnog kompleksa u ciljnom tkivu. Kompleksi
membranskog napada tvore transmembranske kanale koji ometaju stani¢énu membranu ciljnih

stanica, $to dovodi do smrti tih stanica.

2.5.2. Zlato

Nanocestice zlata imaju $iroku primjenu u medicinskom snimanju, dijagnostici, te
fototermalnoj i radijacijskoj terapiji, prikaz na slici 6. Glavne prednosti zlata u usmjerenom
lijeCenju je mala toksi¢nost, za razliku od drugih metalnih nanocestica, te laka manipulacija
veli¢inom cestica. Osim toga te Cestice posjeduju visoku stabilnost i podloznost povrSinskim

modifikacijama.
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Slika 6. Shematski prikaz moguéih primjena nanocestica zlata u nanomedicini.?

Unato¢ velikoj fleksibilnosti, same nanocestice zlata u organizmu aktiviraju imunoloski
odgovor koji se sastoji od endocitoze Cestica u makrofage, prijenos u stanice jetre i slezene, te
izbacivanje iz organizma fagocitickim mehanizmima. Fleksibilnost u veli€ini ¢estica zlata jedan
je od mehanizama zaobilazenja imunoloskog odgovora, ali 1 naina izbacivanja nanocestica iz

organizma. Cestice veli¢ine do 2 nm mogu se odstraniti iz organizma sekrecijom preko bubrega.

2.5.3. Srebro

Srebro u sastavu nanocestica pogodno je za prosteticko 1 instrumentalno oblaganje,
prenosenje lijekova u ciljno tkivo, te antimikrobno djelovanje. Upravo zbog svojih
antimikrobnih svojstava srebro je idealan materijal za implatante, ¢ija povrSina nece biti idealna
za rast patogenih bakterija. NanocCestice srebra imaju mogucénost penetriranja membrana
mikroba te alterniranje funkcije i strukture stanice, $to za posljedicu moze imati i Smrt stanice.

Srebro aktivira imunoloski odgovor organizma, a moZze dovesti do apoptoze upaljene stanice,
Sto ¢e ukupno umanjiti imunoloski odgovor na strana tijela. U veéim koncentracijama,
nanocestice srebra su pokazale toksi¢nost prema jetri. Moguéi odgovor organizma na
nanocestice srebra je upalni proces na oksidativni stres, koji se javlja zbog srebrovih iona.
Oksidativni stres aktivira urodeni, ali 1 steCeni imunoloski odgovor, $to se ocituje u sekreciji

citokina koji se javljaju kada je tijelo inficirano ili ozlijedeno.?
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2.5.4. Zeljezov oksid

Dizajniranje nanocestica sa Zeljezovim oksidima je brzorastu¢a grana znanosti zbog
svojstava koje zeljezov oksid posjeduje, kao Sto su niska razina toksi¢nosti, povoljan omjer
povrsine i koli¢ine i superparamagnetizam.? Nanodestice sa Zeljezovim oksidom mogu se
koristiti u prijenosu lijekova u ciljno tkivo, termalnu terapiju i dijagnosticke testove, kao Sto je
magnetska rezonancija.

Ipak, zeljezov oksid ima i svoje negativne strane pa tako moze negativno utjecati na funkciju
nekih stanica. Endotelne stanice aorte pokazuju disfunkciju u prisutnosti zeljezova oksida, a
povecanjem koncentracije nanocestica koje u sastavu sadrze Zeljezov oksid povezuje se s
povecanjem smrti stanica. Istrazivanje je pokazalo kako produkti raspada nanocestica zeljezova
oksida povecavaju oksidativni stres, §to uzrokuje apoptozu. Drugo istrazivanje je pokazalo

prejak imunoloski odgovor, $to je nepozeljno zbog mogucih komplikacija u lije¢enju.

2.5.5. Titanijev dioksid

Nanodestice titanijevog dioksida su medu najkoristenijim nanodesticama u biomedicini.?®

Koriste se u prijenosu lijekova, fotodinamickoj terapiji za lijeCenje tumora, medicinskom
snimanju, inZinjeringu stanica, te u funkciji biosenzora. Prednosti titanijevog dioksida u
nanocesticama je njegova niska razina toksic¢nosti u bioloSkim sustavima, snazna interakcija s
proteinima, antibakterijska svojstva, otpornost na tjelesne tekuéine i koroziju.

Dokazano je da nanocestice titanijeva dioksida utjeu na imunoloske funkcije in vivo. U
ispitivanju na Stakorima, male doze titanijeva dioksida povecale su aktivnost makrofaga, a
velike doze titanijeva dioksida dovele su do smanjenja aktivnosti makrofaga. Drugo istrazivanje
je dokazalo povecanje ekspresije interleukina, §to upucuje na aktiviranje upalnog procesa.
Nanocestice titanijeva dioksida mogu sveukupno umanjiti efektivnost imunoloskog sustava.
Dokazano je kako dugim izlaganjem malim koncentracijama titanijeva dioksida dolazi do

ostecenja slezene koja je uzrokovana promjenom funkcije i ekspresije citokina.
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2.5.6. Ugljik

Nanocestice ugljika naj¢es¢e dolaze u obliku nanotuba, a u nekim slucajevima u obliku
fulerena. Ovi materijali pokazuju veliki potencijal u prijenosu lijekova u ciljno tkivo,
biosenzorima, inzinjeringu stanica, tumorskoj terapiji i medicinskom snimanju.’ Ipak, neke
nanocestice ugljika pokazuju toksi¢nost na bioloSki sustav, ovisno o ¢istoéi sintetiziranog
materijala. Moguée nedistoée u sastavu nanotuba su ioni metala.® Utjecaj na toksi¢nost
nanotuba ima i njihova duljina, dokazano je da preduge nanotube ne mogu biti endocitirane u
stanicu.?

Uglji¢ne nanotube imaju imunostimuliraju¢e djelovanje tako Sto aktiviraju monocite u

akutnim upalnim procesima, posebice vaznim za odbacivanje tumora i ¢iSéenje patogena.
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Slika 7. Shematski prikaz vezanja doksorubicina na uglji¢nu nanotubu, nekovalentno pomocu

fosfolipida (lijevo) i kovalentno PEG-ilacijom uglji¢nog zida nanotube (desno).®

Istrazivanjem je otkriveno kako se imunoloSki odgovor organizma smanjuje ukoliko se

povrsina nanotuba funkcionalizira povezivanjem molekula koje su kovalentno povezane ili
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adsorbirane.?® Funkcionalizacija povr$ine nanotuba je izuzetno lagana, stoga su moguca nova
otkri¢a u moduliranju imunoloskog sustava u buduénosti, vidljivo na slici 7.

Druga alotropska modifikacija ugljika, grafit, takoder se koristi u biomedicinskim
istrazivanjima. Tako je jedno istrazivanje pokazalo moguénost modulacije imunoloskog
sustava pomocu grafita. Modulacije i suzbijanje imunoloSkih odgovora i upalnih procesa

pomocu uglji¢nih nanocestica daju im veliku prednost u danjem istrazivanju i aplikaciji.

2.5.7. Silicij

Silicijeve nanocCestice istrazuju se u posljednjih nekoliko desetljeca, a njihova aplikacija se
usmjerava u prijenos lijekova. Porast popularnosti silicijevih nano¢estica moze se pripisati
golemoj moci prilagodavanja povrSine nanocestica, njihove veli¢ine, veli¢ine pora i
funkcionalnosti. Svako od navedenih svojstava kljucno je za efikasnost i efektivnost prijenosa
lijekova jer moze pridonijeti veli¢ini doze, otpustanju lijeka u ciljno tkivo, brzini difuzije i
specifi¢nosti vezanja.

Nanocestice silicija, kao 1 nanocestice ugljika, aktiviraju odgovor imunoloskog sustava $to u
nekim slu¢ajevima moze dovesti i do apoptoze.?® Medutim, problem imunologkog odgovora
mozZe se rijesSiti modifikacijama povrSine nanocestica. Osim kao prenositelji lijekova, silicijeve
nanoCestice pokazuju prednosti i za druge aplikacije kao $to su medicinsko snimanje,

zacijeljenje tkiva i inZinjering stanica.
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Slika 8. Prikaz omjera veli¢ina pojedinih nanogestica.
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2.6. PovrSinske prevlake nanocestica za izbjegavanje imunoloskog

odgovora

Jetra i retikuloendotelni sustav zaduzeni su za prepoznavanje i izbacivanje stranih tijela iz

organizma. Sve nanocestice unesene u organizam se prepoznaju kao strana tijela, slika 8. Zbog

toga je potrebno nanocCestice uciniti nevidljivima jetri i retikuloendotelnom sustavu.

Nanocestice se oblazu hidrofilnim 1 neutralnim polimerima, kao Sto su polietilenglikol 1

polisaharidi kako bi ostale nevidljive imunoloskom prepoznavanju.
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Slika 9. Shematski prikaz djelovanja imunoloskog sustava na nezasti¢ene unesene sinteticke

nanocestice u organizmu, tijekom vremena.
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2.6.1. PEG

Polietilenglikol (PEG), i njegovi fosforilirani analozi, su trenutno najrasprostranjenija
tehnika oblaganja nanocesti¢nih povriina.? Postupak nanosenja polietilenglikola naziva se
PEG-ilacija. Obloge PEG-a adsorpcijom na nanocestice omogucuju ometanje proteinskih
Klustera, tzv. proteinskih korona. Proteinski Klusteri mogu se sastojati od proteina plazme,
komplementnih proteina ili antitijela. Prednost PEG obloga za nanocestice je ,,inteligentno*
otpustanje, koje je primeceno u tumorskom kiselom okruzenju. Tijekom prijenosa nanocestice
krvotokom, PEG nije otpustao sadrzaj nanocestice, ali u trenutku kad je nanocestica usla u
tumor, pocelo je otpustanje sadrzaja.

Negativna strana PEG-ilacije je osjetljivost na oksidativnu degradaciju, ¢ime se razvijaju
reaktivni produkti koji mogu ostetiti okolno tkivo. Drugi problem je promjena konformacije,
kojom se mijenja efektivni radijus nanocestice, a time smanjuje preciznost. Najveci problem je
Sto PEG stvara imunoloski odgovor, §to moZe uzrokovati brze raspadanje nanocestica u drugoj
dozi. Ipak, PEG je jos uvijek najprakti¢nija i najprimjenjivija prevlaka nanocestica. Prije su se
koristili polietilenimin i polivinil alkohol, no polietilenimin se pokazao vrlo toksi¢nim, a

polivinil alkohol reducira stani¢ni unos nanocestica.

2.6.2. Ugljikohidrati

Ugljikohidrati, kao $to su heparin i hijaluronska kiselina, vrlo vjeSto skrivaju nanocestice od
imunoloskog sustava. Oba polisaharida su prirodni glikozaminoglikani koje se moze na¢i na
povrsini mnogih stanica. Oblaganjem nanocestica ovim polisaharidima, nanocestice ostaju
nevidljive pa se izbjegava upalni proces organizma.?'2

Monosaharidi takoder efikasno oblazu nanocestice. Polisijali¢na kiselina oblaze nanocestice,
ali ne utjeCe na unos nanocestica U ciljno tkivo, a efikasnost joj se ne smanjuje u prisutnosti
antipolisijali¢nih antitijela.

Glukozamin je jo§ jedan ugljikohidrat, koji moZe reducirati imunoloski odgovor,
minimiziranjem adsorpcije i aktivacije komplement proteina. Dekstran, prekursor

glikozaminoglikana moze sluziti kao prevlaka za nanocestice i izbjeci aktivaciju komplementa.
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2.6.3. Proteini

Proteini'? su idealne molekule za oblaganje nanodestica zbog svoje sveprisutnosti u
organizmu. NajceS¢e korisStena proteinska prevlaka je CD47 koja se moZe naci na povrSini
eritrocita. Na taj se nacin nanocestice mogu prikriti u krvozilnim tkivima.

Istrazivanja se provode i na albuminu kao mogucéoj proteinskoj prevlaci za prijenos
nanocestica. Albumin je vrlo povoljan protein za oblaganje nanocestica jer onemogucuje
vezanje plazmatskih proteina na nanocesticu, ali ne umanjuje adsorpcijsku mo¢ nanocestica na
ciljno tkivo.

Trecu skupinu proteinskih prevlaka ¢ine zwitterioni, ¢ija je velika mana $to su sinteticki, a
ne prirodni u organizmu. Zwitterioni su lanci naizmjeni¢no postavljenih lizina i glutamata, a za
sad su ispitane samo in vitro. Njihova prednost je $to mogu imitirati proteinske povrsine i
sprijeciti adsorpciju proteina na nanocesticu.

Polipeptidi imaju vaznu ulogu u oblaganju nanocestica zbog velike varijabilnosti funkcija
takvih nanocestica.? Ve¢ spomenuti CD47, i njegovi derivati mogu poveéati stabilnost
nanocestica koje oblazu. Dokazano je kako nanocestice obloZene glikoproteinima imaju
povecanu permeabilnost te ulaze u visoko selektivne mozdane barijere.

Proteini i polipeptidi imaju §irok raspon funkcija, od biomimikrije do penetracije tkiva, kao
1 velike stabilnosti. Tako imaju Siroku primjenu u modifikacijama nanocestica u svrhu

teragnostike (kombinacija dijagnostike i terapeutike).
2.6.4. Stanicne membrane

Postizanje ,,pametnog™ prijenosa lijekova>!? u organizmu najidealnije je koristenjem
oblazu¢ih makromolekula koje se nalaze u svakoj stanici organizma. Takve makromolekule su
lipidi koji ¢ine stanicne membrane. Jedno od prvih istrazivanja u oblaganju nanocestica
stanicnim membranama ukljucivalo je koriStenje eritrocita. Rezultati su bili iznenadujuce
pozitivni jer je postignuto brze cirkuliranje nanocestica u organizmu te sporiji mehanizam
izbacivanja nanocestica iz organizma. Ovom metodom nije izgubljena specifi¢nost prema
ciljnim tkivima, a obzirom da se radi o natalnim eritrocitima, ponovnim doziranjem nije
povecan imnoloski odgovor organizma.

Osim eritrocita, mnoge vrste stanicnih membrana leukocita su izolirane te primjenjene kao

prevlake za nanocCestice. Sve vrste leukocitnih prevlaka omogucile su zaobilazak imunoloskog
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odgovora, ali su, ovisno o vrsti leukocita, dobivene nove funkcije nanocestica. Generalno,
leukocitne membrane dovele su do povecanja dijapedeze (prolaska eritrocita i leukocita kroz
kapilarni zid) i afiniteta receptor-ligand.

Trombociti, kao oblage za nanocestice, su osim zaobilazenja imunoloskog odgovora uspjeli
zadrzati svojstvo vezivanja za oSte¢ena tkiva.

Otkri¢e oblaganja nanocestica je bilo klju¢no u razvoju biomimetike i inZinjeringu struktura
u organizmu. Osim $to biomembrane omogucuju zaobilazak urodenog imunoloskog odgovora,
te otpornost na proteinske korone, omogucuju i bolje razumijevanje sustava prijenosa lijekova
u ciljno tkivo. Daljna istrazivanja usmjerena su na kreiranje sintetickih membrana, koje bi
sadrzavale specificne proteine i mogucénosti ciljnog vezanja, a ne bi bile detektirane kao strana

tijela u organizmu.?

Tablica 2. Opis nekih prevlaka za nanogestice i njihova osnovna svojstva.?

Previaka Nastanak Metoda prikrivanja | Dodatne funkcije
PEG Sinteticki Steri¢ka inhibicija | Sprjecava formaciju
proteinskih korona
Ugljikohidrati Prirodan Imitacija stani¢ne Povecava efektivnu
povrsine povrsinu
Proteini Prirodan Vezanje na Izmamljuje stani¢ni
imunoloske stanice odgovor
Eritrociti Prirodan Imitacija krvnih Povecava vrijeme
stanica cirkulacije
Limfociti Prirodan Imitacija Lokalizira se u
imunoloskis stanica | enteriCkom sustavu
Trombociti Prirodan Imitacija krvnih Adhezivnost u
stanica cirkulaciji
Makrofagi Prirodan Imitacija imunoloske | Reducira vrijeme u
stanice limfnim organima
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