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1. UvOD

Posljednih Sezdeset godina aktivno se radi na istrazivanju i razvoju tehnologije koja bi
nam mogla omoguciti manipuliranje pojedina¢nim atomima, koja ima potencijal unaprijediti
ljudska dostignuéa, doprinijeti odrzivom razvoju materijala, vode, hrane i energije te koja bi
mogla napraviti velik korak naprijed u podru¢ju medicine, posebice onkologiji. Rije¢ je o
nanotehnologiji, tehnologiji koja se bavi kreiranjem, karakterizacijom, proizvodnjom i
primjenom funkcionalnih materijala, naprava i sustava na nanorazini (od 1 do 100 nm) (Slika
1.) (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Nanotehnologija ne ukljuéuje samo jedan
materijal ili vrstu materijala, ne svodi se samo na jednu granu industrije, ve¢ je
interdisciplinarno podru¢je koje ukljucuje medicinu, inzinjerstvo, kemiju, biologiju, fiziku i

racunalne znanosti (LIN i sur., 2015.).
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Slika 1. Usporedba veli¢ine nanodestica s razli¢itim bioloskim komponentama [Prema: IRACHE i sur., 2011.]



Nanocestice Su se nesvjesno koristile ve¢ u starom Egiptu (koloidno dispergirani
pigmenti u funkciji tinte), no na to je podrucje pozornost prvi skrenuo dobitnik Nobelove
nagrade Richard Feynman u svome ¢uvenom govoru odrzanom na CalTechu 1959. godine
pod naslovom ,,Na dnu ima mnogo mjesta”. U govoru je istaknuo kako ¢e se s vremenom
moc¢i kontrolirati materijali na razini atoma i molekula te je postavio pitanje ,,Koliko malen
stroj moze biti?*“. Ponudio je nagradu od 1000 dolara prvoj osobi koja izradi elektromotor koji
nece biti veéi od 1/64 in¢a (KURAJICA I LUCIC BLAGOIJEVIC, 2017.). Vrlo brzo nakon
predavanja nagradu je osvojio student koji je izradio motor konvencionalnog dizajna koristeci
tehniku izrade satova (KURAJICA 1 LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Profesor Noro
Taniguchi s Tokijskog sveucilista 1974. je godine prvi upotrijebio izraz ,,nanotehnologija“
kako bi opisao proizvodne tehnologije s izuzetno velikom precizno$¢u te izuzetno malim
tolerancijama dimenzija u podruc¢ju veli¢ine jednog nanometra (IRACHE i sur., 2011.).
Gordon E. Moore 1965. je godine u ¢asopisu Electronics objavio ¢lanak u kojem predvida
dinamiku unapredenja mikroprocesora. To predvidanje poznatije je kao Mooreov zakon Koji
kaze da ¢e se broj tranzitora u mikroprocesorskom c¢ipu udvostrucavati svakih osamnaest
mjeseci, veli¢ina tranzitora u ¢ipu smanjivati faktorom 2 svakih osamnaest mjeseci, a cijena
proizvodnje mikrocipa udvostru¢iti svake tri godine (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC,
2017.). Zakon se pokazao potpuno to¢nim te je 2007. godine Moore na Intelovoj godisnjoj
konvenciji izjavio kako se njegov zakon priblizava svome vrhuncu jer se na sicilijskom
poluvodicu veli€ine tranzitora ne moze smanjivati unedogled. RjeSenje za taj problem nudi

upravo nanotehnologija (KAKU, 2011.).

Industrija mikroprocesora nije jedina nastojala posti¢i $to veCu preciznost. Za
napredak u podrucju dostave lijekova zasluzan je profesor Peter Speiser ¢ija je ideja 1976.
godine bila napraviti sustav dostave lijekova na ciljano podrucje koji bi bio kontroliran i sto je
vise moguc¢e umanjen (IRACHE i sur., 2011.). Paralelno s njime profesor Greg Gregoriadis i
suradnici napravili su prvu nanocesticu albumina u Johns Hopins Medical Institution u
Baltimoreu (IRACHE i sur., 2011.). Patric Couvreur 1979. je godine opisao proizvodnju
biorazgradive nanocestice napravljene od polimetilakrilata i polietilakrilata (IRACHE i sur.,
2011.). Prvi osvrt na nanocestice 1978. je godine objavio je profesor Kreuter. Iznio je pregled
upotrebe polimernih nanocestica u farmaceutske svrhe. Taj je ¢lanak 1994. godine uvrsten u
Enciklopediju farmaceutskih tehnologija i Enciplopediju nanotehnologije (IRACHE i sur.,
2011.).



Institut za fiziku u Londonu 1990. godine poceo je izdavati prvi struéni ¢asopis pod
naslovom Nanotechnology (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Prvi udzbenik
naziva ,,Nanosystems: Molecular Machinery, Manufacturing and Computation izdan je
1992. godine (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Robert A. Freitas Jr. 1999. je
objavio prvu knjigu iz podrucja nanomedicine u kojoj se opisuju potencijalne primjene

nanotehnologije i nanorobotike u medicini.

Suradnjom tvrtke Lucent Tehnologies i1 Sveucilista u Oxfordu 2000. godine
napravljena je prva nanomehanicka naprava bazirana na DNK-u. DNK motor (izgled pincete)
sastavljen je od tri lanca sintetske DNK te koristi komplementarnu prirodu lanca kako bi se
vezanjem i otpuStanjem lanca pod vanjskim utjecajem njegovi krakovi otvarali i zatvarali
(KURAJICA 1 LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Ova tehnologija kasnije ¢e se primijeniti u

nanorobotici (Slika 2.).

Open

mll

F
/ E
E
F
Closed :

Slika 2. DNK motor [Preuzeto sa URL.: https://www.semanticscholar.org/paper/DNA-nanomachines-and-their-
functional-evolution.-Liu-Liu/4afbfe9a6d0d42f4041d1f37d6d8a265baf46185]
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Na misevima je 2004. napravljen prvi pokus u kojem su koristene nanoljuske oblozene
zlatom te su upotrebljavane za uniStenje stanica karcinoma crijeva (KURAJICA 1 LUCIC
BLAGOJEVIC, 2017.). Na nanoljuske su vezana antitijela koja prepoznaju stanice raka.
Nanocestice su pustene u krvotok misSeva. Budué¢i da zlatne nanoljuske dobro apsorbiraju
zraCenje u bliskom infracrvenom podrucju, tkivo je bilo izloZeno zracenju odredene valne
duljine i snage u kratkom vremenu. Deset dana nakon terapije kod svih tretiranih miSeva
doslo je do potpunoga povlacenja karcinoma te su svi miSevi prezivjeli Sezdeset dana, koliko
je istrazivanje i trajalo. MisSevi koji nisu bili podvrgnuti tretmanu U prosjeku su prezivjeli
deset dana. Danas je vise od 25 nanolijekova odobreno za ljudsku upotrebu te bi se broj u

skoroj buduénosti mogao visestruko povecati (IRACHE i sur., 2011.).

Sve veéi napori ulazu se u razvijanje nanobiotehnlogije ¢ija je najvaznija grana
nanomedicina. Nanomedicina se moze definirati kao upotreba nanotehnologije za prevenciju i
lije¢enje bolesti te u svrhu dijagnostike (IRACHE i sur., 2011.). Osim pregleda specifi¢nosti
nanocestica, detaljnije ¢e biti obradena poglavlja o terapijskoj primjeni nanocestica: lijecenje

zaraznih i tumorskih bolesti te primjena nanotehnologije u vakcinama.



2. SVOJSTVA NA NANORAZINI

2.1. POSEBNOSTI NANOMATERIJALA U ODNOSU NA
MAKROMATERIJALE

Nanotehnologija se temelji na spoznaji da Cestice materijala veli¢ine od 1 do 100 nm
imaju druk&ija svojstva od makrodestica istoga materijala (KURAJICA 1 LUCIC
BLAGOJEVIC, 2017.). Za podetak, zakoni klasi¢noga mehani¢kog modela ne vrijede na
nanorazini. Pri opisu fenomena na nanorazini primjenjuje se kvantno mehanicki model.
Kvantna teorija ili kvantna mehanika opisuje dvojnu prirodu elektrona i interakcije
elektomagnetskoga zracenja i elektrona. Osim §to nanomaterijali podlijezu zakonima kvantne
mehanike, elektronska struktura razli¢ita je nego u makromaterijala. Takoder, prevladavaju

elektromagnetske sile i nasumi¢na gibanja ¢estica imaju vecu vaznost.

Klasicna fizika -
prelazak zapreke

Kvatna fizika -
tuneliranje

Slika 3. Efekt tuneliranja — Prema zakonu klasi¢noga mehani¢kog modela, kako bi elektron svladao odredenu
energijsku prepreku, mora imati kineticku energiju vecu od energije prepreke. Na nanoskali to nije slucaj,

kvantno mehanicki model omogucuje elektronima tuneliranje.

Omjer broja atoma na povrsini i u unutrasnjosti Cestice presudan je razlog zbog kojega
dolazi do promijenjenih kemijskih i fizikalnih svojstava poput kemijske reaktivnosti i

topljivosti. Na makroskali taj je odnos zanemariv jer se veéina atoma nalazi u unutrasnjosti
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Cestice. Na nanoskali je obrnuta situacija, ve¢ina atoma nalazi se na povrsini Cestice te je
omjer broja atoma na povrsini i u unutrasnjosti vrlo velik. Zbog veceg broja atoma na povrsini
doc¢i ¢e do veceg broja neostvarenih kemijskih veza, to jest do vece energije nego Sto je

posjeduju atomi u unutrasnjosti (Slika 4.1 5.).

10 nm
Edge length Number Volume Surface area
of cubes of cubes of cubes of cubes
1cm 1 1 cm? 0.0006 m?
1 mm 10° 1 cm?® 0.006 m?
1 um 10" 1 cm? 6 m?
1 nm 10% 1 cm® 6000 m?

Slika 4. Odnos povrsine i volumena nanocestica [Prema: FELDMANN i GOESMANN, 2010. ]
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Slika 5. Ovisnost broja atoma na povrsini i u unutrasnjosti Cestice o veli¢ini Cestice [Prema: FELDMANN i

GOESMANN, 2010.]

2.2. KEMIJSKA SVOJSTVA NANOMATERIJALA

Povecani omjer broja atoma na povr$ini i u unutrasnjosti Cestice te posljedi¢no tomu
znatno vecéa povrsinska energija ukazuju na povecanu reaktivnost nanocestica. Reaktivnost se
ne mijenja proporcionalno smanjenju Cestice, ve¢ pri odredenim veli¢inama Cestice pokazuju
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diskontinuitet (KURAJICA 1 LUCIC BLAGOIJEVIC, 2017.). Reaktivnost je izravna

posljedica promjene termodinamickih i kinetickih ¢imbenika.

Kinetika reakcija, kao i termodinamika, odredena je veli¢inom Cestice i njezinom
povrSinom. Pri heterogenoj reakciji izmedu materijala i kapljevine ili plina koji ga okruzuju u
pocetku ée reagirati samo atomi na povrsini. Sto je Eestica manja, odnosno $to je vise atoma
na povrsini, to je veca koli¢ina tvari u kontaktu s okolinom i time ¢e proces biti brzi. Za

razliku od reaktivnosti, brzina reakcije je proporcionalna veli¢ini Cestice.

U skladu s time moze se zakljuciti kako ¢e se, upravo zbog reaktivnosti, na povrsini
nanocestice Svi atomi vezati s atomima iz okruzja. Na primjer, atomi metala reagirat ¢e S
kisikom iz zraka te ¢e Cestica biti prekrivena slojem oksida. Kako su oksidi kemijski inertniji
od cistoga materijala, takav nanomaterijal bit ¢e inertniji od makromaterijala (KURAJICA |
LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.).

Od kemijskih svojstava potrebno je spomenuti i kataliticka svojstva nanocestica.
Katalizatori su tvari koje ubrzavaju odvijanje kemijske reakcije, a da pritom u njima ne
sudjeluju. Materijali koji u makroobliku ne pokazuju kataliticku aktivnosti ili je ona neznatna,
u nanoobliku djeluju kao katalizatori. Kao primjer mozemo uzeti zlato. U makroobliku je vrlo
nereaktivan, ali kao nanoskupine zlata kataliticki je vrlo aktivan. To se objasnjava
promjenama u elektronskoj strukturi, obliku i oksidacijskom stanju (KURAJICA 1 LUCIC
BLAGOJEVIC, 2017.).

Trenutno su nanocestice, koje su ujedno i1 katalizatori, u fokusu interesa zbog
tehnologije gorivih ¢elija (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Buduéi da su gorive
¢elije jedina alternativa fosilnim gorivima, ulazu se znaCajni napori za poboljSanje te
tehnologije. Gorive Celije same proizvode struju bez oneciS¢enja okolisa. Glavni je problem
Sto one rade na relativno niskim temperaturama (<100°C) pa im je potreban katalizator. Za tu
se namjenu trenutno koristi platina koja je prilicno skupa, a to je glavna prepreka u
komercijalizaciji ove tehnologije. Zbog toga se radi na nanotehnoloskim rjeSenjima kojima bi

se platina u potpunosti zamijenila s jeftinijim nanomaterijalima.



2.3. BIOLOSKA SVOJSTVA NANOMATERIJALA

Interakcije nanomaterijala i zivih organizama mogu biti raznovrsne, ponekad i vrlo
kompleksne. Nanomaterijali mogu biti i biokompatibilni, ali i posve nepodnosljivi za
organizam (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Osim $to se ponasaju razli¢ito od
makromaterijala, u okolisu i u samom organizmu mogu dozivjeti niz kemijskih i fizikalnih
promjena. Ne djeluju samo na organizam, ve¢ i organizam djeluje na njih. S obzirom na to, na

njih treba gledati kao na dinamicki sustav.

Odgovor organizma na nanocestice ovisi 0 puno parametara. Za pocetak, kao i kod
drugih tvari, ovisi o nacinu ulaska u organizam. Nakon ulaska u organizam nanocestice mogu
stupiti u interakciju s razliCitim biomolekulama S§to moze promijeniti njihova svojstva,
sposobnost prijenosa i daljnju distribuciju u organizmu. lako stanice imaju mehanizme kojima
sprecavaju ulazak stranih tvari u stanicu, nanocestice imaju fizicke dimenzije, a Cesto i
povrSinska svojstva (npr. hidrofobnost) koja im omogucavaju prolazak kroz stani¢nu
membranu. Nanocestice mogu, zbog nekompatibilnosti s organizmom, izazvati ozbiljne
probleme. U interakciji s nekim makromolekulama mogu utjecati na stani¢ni metabolizam ili
izazvati promjenu na peptidima i proteinima. Upravo te promjene dovode se u vezu s
neurodegenerativnim bolestima poput Alzheimerove ili Parkinsonove bolesti (KURAJICA |
LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.).

Nanomaterijali koji ne izazivaju drasticne reakcije organizma su biokompatibilni
materijali. Njih dijelimo, ovisno o reakciji organizma na njih, na bioinertne, bioaktivne i
bioresorptivne (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Reakcije Zivoga organizma na

nanomaterijale vrlo su vazni u medicinskom pogledu.

Bioinertni nanomaterijali, poput polietilena i aluminija, ne reagiraju s okolnim tkivom
i ne otapaju se u tjelesnim teku¢inama (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.).
Primjerice, umjetni kuk sastoji se od caSice (polictilen) i metalne (titanijeva slitina) ili
keramicke (aluminijev ili cirkonijev oksid) glave koja je fiksirana na metalni nastavak
(titanijeva slitina). Svi materijali koji se koriste u izradi kuka su bioinertni. Metalni nastavak
koji se ugraduje u bedrenu kost premazan je s poroznom nanoprevlakom nacéinjenom od
hidroksiapatita (Slika 6.). Hidroksiapatit djeluje bioaktivno, a bioaktivni nanomaterijali
uspostavljaju kemijsku vezu s okolnim tkivom te se najceS¢e Koriste upravo za trajne
implantate (npr. umjetne zglobove) (KURAJICA 1 LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Najéesce
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su to razliCite vrste stakla, keramike i hidroksiaptit. Kod implantata je najvaznije da je
materijal biokompatibilan, a kod ortopedskih endoproteza vazno je i stvaranje veza izmedu

materijala implantata i tkiva.
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Slika 6. Hidroksiapatit je odli¢an izbor na poroznu prevlaku. Bioaktivan je te uspostavlja vezu s okolnim tkivom.
[Preuzeto sa URL.: http://www.doiserbia.nb.rs/img/doi/0042-8450/2010/0042-84501010847R.pdf]

Bioresorptivni nanomaterijali (npr. trikalcij fosfat i poloaktilidi) razgraduju se i
resorbiraju u organizmu pa se najc¢esce koriste kao nosaci lijekova, matrice za stani¢ni rast ili
biorazgradivi implantati (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.).

Neke nanocestice, posebice srebro, pokazuju i1 baktericidni u¢inak koji je veoma bitan
s medicinskoga stajalista. Osim $to se moze korisiti za usporavanje ili onemogucéavanje rasta
bakterija, koristi se i za spreCavanje kvarenja hrane i neugodnih mirisa. Srebro je
niskotoksi¢no za organizam, a osim antibakterijskog djelovanja djeluje i antifungicidalno.
Najvise se koristi pri proizvodnji medicinskih proizvoda poput zavoja, flastera, praska za

rane, masti za opekline itd. (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.).



3. NANOBIOTEHNOLOGIJA

3.1. MODIFIKACIJA  NANOMATERIJALA ZA  PRIMJENU U
NANOBIOTEHNOLOGIJI

Kao pocetni korak u svim primjenama u medicini, nanomaterijale je potrebno
povrsinski modificirati (KURAJICA I LUCIC BLAGOIJEVIC, 2017.), prvenstveno zbog
nesklada u karakteru povrSine ve¢ine nanomaterijala sa zivim tkivom. Vecina nanomaterijala
(npr. ugljikove nanocjevéice) je hidrofobna i potrebno ih je dovesti u hidrofilno stanje s
obzirom da se vecina bioloskih procesa odvija u vodenom okruZzenju. Kako bi se omogucéila
ciljana funkcionalizacija nanomaterijala DNK sekvencama, antitijelima i antigenima,
potrebno je na povrsinu nanomaterijala dovesti molekule koje mijenjaju karakter povrSine
(one koje sadrze hidrofilne skupine ili biomolekule) (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC,
2017.). Dva su osnovna na¢ina modifikacije povrSine nanomaterijala: kovalentna i
nekovalentna modifikacija (KURAJICA 1 LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Kovalentna se
temelji na uspostavljanju kemijskih kovalentnih veza izmedu povrSine nanocestice i
biomolekule, dok nekovalentna modifikacija ukljucuje Van der Waalsova medudjelovanja
izmedu povrSine nanocestice i molekule kojima modificiramo. S obzirom na sve ucestalije
koriStenje u medicini, kovalentnu i nekovalentnu modifikaciju detaljno ¢emo objasniti na

primjeru ugljikovih nanocjevcica.

Netopljivost ugljikovih nanocjevCica glavna je prepreka za postizanje
biokompatibilnosti i njihovu biomedicinsku primjenu. Danas su poznati brojni nadini kako
ostvariti topljivost i dispergiranje nanocjevéica u vodi §to omogucava laksu manipulaciju i
obradu u vodenom mediju. Moguca je nekovalentna stabilizacija i modifikacija ugljikovih
nanocjevéica u vodi pomocu povrsinski aktivnih tvari, uglavnom tenzida i polimera (Slika 7.).
Molekule tenzida sastoje se od hidrofilnog dijela koji se orijentira prema vodi i hidrofobnog
djela koji se orijentira prema nanocjevéici. Glavna prednost nekovalentne modifikacije je
odrzavanje strukture i svojstva nanocjevéica nakon modifikacije. Prednost tenzida je njihova
komercijalna dostupnost, niska cijena i jednostavna priprema za modifikaciju ugljikovih

nanocjevcica.
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Kovalentno modificirane ugljikove nanocjevice znatno su otpornije na daljnju
manipulaciju. Nanocjevcice se kemijski vezu s molekulama koje sadrze hidrofilne skupine,
periferno na krajevima ili na stijenci nanocjev¢ica (Slika 7.). Funkcionalizacija se provodi na

mjestima defekta u strukturi.

Nakon povrSinske modifikacije, vaznu ulogu ima povrSinska funkcionalizacija
nanomaterijala. Na nanomaterijale mozemo dodavati razli¢ite funkcionalne ili organske
skupine te se mogu pricvrstiti zeljene biomolekule. Npr. ukoliko anorganske nanocestice
povrsinski funkcionalizirano s razli¢itim DNK molekulama, to daje nanocestici jedinstvena

svojstva DNK, ciljano prepoznavanje i identifikaciju.

| advantage
i = high dispersion stability

® =» functional groups

| disadvantage |
Covalent * loss of inherent properties
. = structural damage, '
i = shortening

' advantage
| * easy procedure
' * minimum damage

disadvantage
i = weak coating stability

=» small molecules !
» polymers

Slika 7. Prikaz modifikacije ugljikovih nanocjevéica kovalentnim i nekovalentnim pristupom

[Preuzeto sa URL: http://iopscience.iop.org/1468-6996/16/2/024802/downloadHRFigure/figure/stam509171f1]

3.2. VEZIVANJE NANOCESTICA 1 BIOMOLEKULA

Za vezivanje s biomolekulama ili za konjugaciju nanocestica koriste se dva pristupa
(KURAIJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Prvi pristup funkcionira na principu izmjene
postojece stabilizirajuce tvari s jace vezuju¢om tvari (KURAJICA 1 LUCIC BLAGOJEVIC,

2017.), dok se drugi pristup temelji na koristenju molekule, tzv. povezivaca (engl. linker),
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kojom se ostvaruje medudjelovanje (kovalentna, nekovalentna ili specificna) nanocestice i

biomolekule (Slika 8. i 9.) (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.).
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Slika 8. Shematski prikaz stabilizacije i funkcionalizacije nanocestice zlata pomoc¢u Brust-Schiffrin metode. a)
Prva faza: stabilizacija Cestica citratima b) Druga faza: stabilizacija i funkcionalizacije nanocestice zlata pomocéu
liganda na koji su vezane tiolske skupine. Citratima stabilizirajuce Cestice zlata reakcijom izmjene vezat ée se za

ligand koji sadrzi jace vezajucu tiolsku skupinu. [Prema: BAHADUR i sur., 2014.]
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Slika 9. Shematski prikaz moguénosti vezanja biomolekula na nanocesticu. [Preuzeto sa URL:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/f/fO/Nanoparticles_biomolecule_interaction.svg/1200px

-Nanoparticles_biomolecule_interaction.svg.png ]



3.3. TESTIRANJE | DOSTAVA LIJEKOVA

Priblizno 95% farmakoloSkih pripravaka koji su dostupni na trziStu ogranieni SU
slabom biodostupnos$¢u i nezeljenim nuspojavama (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.). S
obzirom na to, postoji snazna motivacija u pronalazenju novih pristupa lijeCenju razli¢itih
zaraznih i tumorskih bolesti (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). U mnogim
istrazivanjima nanoCestice Su kao analgetici i protuupalni pripravci pokazale izvanredan
uc¢inak u ciljanoj terapiji tumorskih stanica i zaraznih bolesti (UNDERWOOD i VAN EPS,
2012.). Ovakvi lijekovi su jo$ preskupi za veterinarsku medicinu, a posebno za farmske
zivotinje (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.), dok bi u maloj praksi mogli naéi svoju

primjenu.

Da bi dostava lijeka pomocu nanocCestica bila uspjesna, potrebno je na nanomaterijal
nanijeti aktivne tvari te osigurati stabilnost tog sustava i sigurnost za zivi organizam. S
obzirom na veliku povrSinu i mnogobrojne nacine modifikacije imamo moguénost ciljano

napraviti sustav i strukturu nanomaterijala prema nasim potrebama.

Prijenos i dostava lijekova, kroz sistemsku cirkulaciju, do tumora ili drugog ciljanog
tkiva proces je koji se odvija u nekoliko faza. Prvo, nanocestica putem krvnih Zila dolazi do
razli¢itih dijelova tumora. Potrebno je da nanocestica prode stijenku krvne zile i penetrira

kroz intersticijski prostor do ciljanih stanica (Slika 10.).

Dostava dijagnostickih i ljekovitih tvari dramati¢no se razlikuje zbog razlike u gradi
bolesnoga (tumorskog) i zdravog tkiva. Abnormalna organizacija i struktura krvnih zila
tumorskoga tkiva dovode do propustanja i heterogenog protoka krvi. Kao dodatak tome,
nedostatak limfnog tkiva i poveéana propustljivost krvnih Zila u tumorskog tkivu dovodi do
intersticijske hipertenzije §to rezultira povecanjem intersticijskog tlaka tekucine (IFP) i
tvorbom barijere oko ¢vrstih tumora. Konvencionalni lijekovi tu barijeru ne mogu prod¢i ili ju
prolaze u nedovoljnoj koncentraciji. S druge strane, nanocestice iskoriStavaju te propuste
bolesnoga tkiva kako bi uspjesno dostavile lijek na oboljeno mjesto. Rije¢ je o pasivnoj
dostavi lijeka (Slika 10.) (GHOST i sur., 2008.).

Aktivna dostava lijeka razlikuje se u tome $to nanocestica ne raCuna na abnormalnosti
u gradi, nego na sebe ima vezane specificne aktivne molekule (peptide i proteine) koje imaju

sposobnost prepoznavanja i vezivanja na odredene stanice (npr. vezu se na biomarkere koji se
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javljaju samo na stanicama karcinoma). Za primjer mozemo dati ugljikove nanocjevéice koje
su modificirane odredenim citostatikom i folnom kiselinom. Zahvaljuju¢i folnoj kiselini
moguce je prepoznavanje folatnih receptora koji se nalaze na veéini karcinoma. Time se lijek
otpusta samo na mjestu tumora (Slika 11.) (TILMACIU i MORRIS, 2015.).

Slika 10. Shematski prikaz dostave lijekova aktivnim (donji prikaz) i pasivnim (gornji prikaz) nag¢inom. [Prema:
GHOSH i sur., 2008.]
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Slika 11. Shematski primjer modifikacije ugljikovih nanocjev¢ica s folnom kiselinom. Osim za ciljanu dostavu
lijeka, taj se princip moze upotrijebiti u funkciji biosensora. [Prema: TILMACIU i MORRIS, 2015.]

Kontrolirano otpustanje lijeka ovisi o nacinu na koji je ljekovita tvar vezana na
nanocesticu te o nacinu modifikacije. Ona moze biti ciljano modificirana kako bi unutar
stanice usla endocitozom kojom stanice uobicajeno unose proteine i druge tvari. Ugljikove
nanocjevcice zahvaljujuci svome obliku mogu pasivnim putem uéi unutar stanice, a da pritom
ne uzrokuju njezinu smrt. Kad nanocestica ude u bolesnu stanicu, otpustanje lijeka moze biti
potaknuto promjenama u okruzenju (npr. pH, polarnost, unutarstani¢ne biomolekule), ali i

vanjskim osvjetljenjem (Slika 12.).

6-TAMRA
Fluorophore

_Spacer linker

micro-RNA A =365 nm

- /jé"\/\

Slika 12.Shematski prikaz otpustanja lijeka iniciran svjetlom. Lijek je vezan na nanocesticu pomocu linkera.

Kada nanomaterijal osvijetlimo ultraljubi¢astim svijetlom (plava munja), veza imedu lijeka i nanocestica puca i
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dolazi do otpustanja lijeka. Takoder, lijek mozemo pratiti nakon otpustanja pomoc¢u fluorofora vezanoga na lijek.
[Preuzeto sa
URL:https://staticl.squarespace.com/static/57acd4b6cd0f68dacfedfcfa/t/585b5a975016e15416483035/14823821
96148/Nanoparticle.png]

3.4. NANOLIJEKOVI: KLASIFIKACIJA I OPCENITOSTI

3.4.1. Nanokristalni lijekovi

Nanokristali se sastoje od lijeka i minimalno aktivnih tvari na povrsini koji se koriste za
stabilizaciju te su veli¢ine od 10 do 1000 nm (MULLER i sur., 2001.). Disperzijom
nanokristalnih lijekova u vodenom mediju (najcesce je rije¢ o vodi) dobijemo nanosuspenziju
(JUNGHANNS i MULLER, 2008.). Prilikom pripreme nanodestica najucestaliji je problem
slaba topljivost u vodi. Oko 40 % aktivnih supstanci tesko je identificirati upravo zbog
nedostatne topljivosti u vodi (LIPINSKI, 2002.). Ako se takve molekule formuliraju koristeci
konvencionalne pristupe, njihov ¢e ucinak biti lo$, sa slabom biodostupnosé¢u i nedovoljnim

dozama lijeka.

Postoje razli¢iti nacini izrade nanokristalnih lijekova kako bi se dobila Zeljena veli¢ina
i oblik. Tri osnovna nacina su: pulverzacija, precipitacija, metode homogenizacije i njihove
kombinacije. Najces¢e koristena metoda u industriji je ,,top-down* tehnologija. Krece se sa
praskom lijeka koji sadrzi velike Cestice i postepeno se reducira do Zeljene veli¢ine.
,NanoCrystal “ tehnologija smatra se vodecom u ovome podrucju, a temelji se na metodi
pulverzacije u vodenom mediju (BOTTOMLEY, 2006.). ,,.Bottom up* tehnologija vise se ne
koristi u industriji, prvenstveno zbog nemoguénosti kontroliranja procesa i ¢injenice da puno

lipofilnih lijekova takoder ima slabu topljivost u organskim otapalima.

S obzirom da izrada nanokristala dovodi po poveéane povrSine povecana je brzina
otapanja (NOYES i WHITNEY, 1897.). S obzirom na poveCanu brzinu otapanja,
nanokristalni lijekovi pogodni su za oralnu primjenu. Tako ih na trzistu moZemo naci u obliku
tableta, peleta ili kapsula. Bez obzira na to, zbog malih veli¢ina i sigurnog sastava, mozemo ih

primjenjivati i parenteralno, ¢ak i intravenozno (MERISKO-LIVERSIDGE i sur., 2003.).

Tablica 1. Sazetak nekih nanokristalnih lijekova u trenutnoj upotrebi (IRACHE i sur., 2011.).

Tvorni¢ko ime Djelantna tvar Nosa¢ lijeka Upotreba
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Emend ® aprepitant nanokristali nuspojave uzrokovane

kemoterapijama

TriCor® fenofibrata nanokristali hiperkolesterolemija
Rapamune® sirolimus nanokristali imunosupresivi,
profilaksa za

odbacivanje organa
nakon presadivanja

bubrega

Megace®ES megestrol nanokristali karcinom dojke

3.4.2. Polimerne nanocestice

Polimerne nanocestice dobivaju se kombinacijom aktivne tvari (lijeka) s polimerom.
Aktivna tvar je otopljena ili zarobljena unutar polimerne nanocestice ili apsorbirana na njenoj
povrsini. ,,Polimerni terapeutici“ obuhvaéaju najmanje tri posebne skupine: polimer-lijek
konjugati, polimer-proteini konjugati i sustav dostave lijekova pomocéu supramolekula

(micele, dendrimeri, polipleksi).

Polimer-lijek konjugati (Slika 13.) je sustav dostave lijekova kod koje su lijekovi
vezani kovalentnim silama za nosac (polimer topljiv u vodi) pomocu biorazgradivog linkera
(najcesce peptidni ili esterni link) (IRACHE i sur., 2011.). Polimer izabran kao nosa¢ mora
biti topljiv u vodi, netoksi¢an, neimunogen, razgradiv i lako uklonjiv iz organizma. Takoder,
polimerni nosa¢ treba sadrzavati prikladnu funkcionalnu grupu za pri¢vrséivanje
odgovarajucega lijeka, antitijela za specificnu bolest, kako bi se mogli pricvrstiti za antigene

ili receptore i grupe topljive u vodi za bolju biodostupnost (IRACHE i sur., 2011.).

Najpoznatiji polimeri koji se koriste kao nosaci su: N-(2-hidroksipropil) metakrilamid

kopolimeri, poli (glutamat) i albumin.

Glavne prednosti protein-lijek konjugata su: pasivno ciljanje tumornih stanica zbog
poremecene permeabilnosti i retencije, velika topljivost u bioloSkim teku¢inama i moguénost
zaobilaZzenja mehanizama rezistencije na lijek (IRACHE i sur., 2011.). Primarni nedostaci
polimernih nanocestica ukljuc¢uju toksi¢nost, iritacije, potrebu za biorazgradivim topljivim
materijalima te nedostatak proizvodnje velikih razmjera (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.).
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Slika 13. Shematski prikaz polimer-lijek konjugata. [Prema: IRACHE i sur., 2011.]

Protein-polimer konjugati sli¢ni su polimer-lijekovima. Glavna je razlika $to je kod

protein-polimera aktivna tvar protein ili makromolekula. Najces¢e koristen polimer za te

svrhe je poli (etilen glikol) (PEG). ,,PEGylation* tehnologija ukljucuje vezanje linearnih ili

razgranatih derivata PGE s povr§inom proteina (CALICETI i sur., 2003.). Vezanje polimera

za terapeutski bitan protein ima nekoliko prednosti: zastita od degradacije, dulje zadrzavanje u

cirkulaciji organizma te jaci imunosni odgovor.

Tablica 2. Sazetak nekih polimer-lijek konjugata i protein-polimer konjugata (IRACHE i sur.,

2011.).

Tvorni¢ko ime

Djelantna tvar

Nosac¢ lijeka

Upotreba

Xyotax® paklitaksel poliglutamat karcinom jajnika

Abraxane® paklitaksel nanocestice albumina karcinom dojki

Doxorubicin doksorubicin nanoCestica  poli(alkil | hepatocelularni

Transdrug® cijanoakrilat) karcinom

Oncaspar® asparaginaza PGE konjugat akutna limfoblasti¢na
leukemija

PGE-Asys® interferon a-2a PGE konjugat hepatitis B/C, melanom

PGE-Intron® interferon a-2b PGE konjugat hepatitis C, melanom
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Neulasta® faktor stimulacije rasta | PGE konjugat leukopenija
granulocita uzrokovana

kemoterapijom

3.4.3. Micele

Nanostrukture nastale samoorganizacijom povrSinski aktivnih tvari u kapljevini
nazivaju se micelama. lzgradene su od amfofilnih molekula koje imaju hidrofobni kraj
usmjeren prema unutra te hidrofilni dio usmjeren prema van, odnosno prema molekulama
vode koje okruzuju micelu (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Upravo zbog
hidrofilne ljuske izrazito su topljive u vodi i uspjesno izbjegavaju mononuklearni fagocitni
sustav. Zbog izbjegavanja fagocitoze dugo se zadrzavaju u cirkulaciji. Hidrofobna supstanca

nalazi se unutar hidrofilne ljuske gdje je otopljena i zasticena od enzimatske razgradnje (Slika
14)).

hydrophilic group

A
ik

hydrophobic group

Slika 14. Shematski prikaz grade micele. [Preuzeto sa URL:

http://eng.thesaurus.rusnano.com/upload/iblock/383/micellel.jpg]

Micele su podijeljene u Cetiri kategorije s obzirom na sastavne dijelove hidrofilnog

omotaca: fosfolipidne micele, pluronske micele, poli(L-aminokiselina) micela i poliesterne
micele (KOO i sur., 2005.).

Micele se jednostavno pripremaju, imaju nisku toksic¢nost i prilagodljiv sustav dostave
za ucinkovitu ciljanu dostavu razlicitih aktivnih tvari. Najmanje Sest razli¢itih formula micela
trenutno je u fazi klini¢kih istrazivanja (MATSUMURA i sur., 2009.).

Tablica 3. Sazetak nekih micela u trenutnoj upotrebi (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.).
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Vrsta Zivotinje Nosa¢ nanolijeka | Djelatna tvar Upotreba Nadin primjene
konj mikroemulzija propofol anestezija ilv
micele
konj micela ivermektin Strongylus i/m
vulgaris
ovca micela antigen  Fasciole | Fasciola hepatica | sc
hepatice Fh12

3.4.4. Dendrimeri

Dendrimeri su polimerne nanocestice pravilno razgranate strukture koje se odlikuju
simetrijom i sfericnom morfologijom (KURAJICA I LUCIC BLAGOIJEVIC, 2017.). Na
dendrimerima se razlikuju tri komponente: multivalentna povrSina, unutarnje Supljine koje
okruzuju jezgru te mjesta na koja su spojeni dendroni (SVENSON i TOMALIA, 2005).
Dendroni nemaju sredisnju tocku koju imaju dendrimeri, ve¢ imaju fokalnu toc¢ku koju tvori
kemijski aktivna skupina (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.) (Slika 15.).

/

surface groups

COre
branching points

(A) (B)

Slika 15. Shematski prikaz strukture dendrona (A) i denrimera (B). [Preuzeto sa URL:
https://www.researchgate.net/figure/Schematic-picture-of-dendrons-A-and-dendrimer-B-Gn-n0-2-represent-
dendrimer_fig2_260776424]
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Prva generacija dendrimera bili su poliamidoaminski (PAMAM) (KLAJNERT i
BRYSZEWSKA, 2001.). Od kasnijih generacija mogu se istaknuti tzv. PAMAMOS
dendrimere (poliamidoamini-organosilikonski derivati), polipropileniminske dendrimere,
kirilne, amfofilne ili miceralne dendrimere (SAKTHIVEL i FLORENCE, 2003.) (PUSHKAR
i sur., 2006.). Postoji nekoliko metoda sinteze dendrimera. U principu, sinteza se temelji na
dodavanju razli¢itih podjedinica na jezgru $to na kraju dovodi do savrSene trodimenzionalne
strukture. Postoji konvergentna i divergentna metoda sinteze. Konvergentna metoda temelji se
na dodavanju podjedinica od vanjske povrSine prema unutrasnjosti dok kod divergentne

kre¢emo od jezgre (Slika 16.).

}f ’}' »}1 ‘ i?"
’\é\’ x_\. — -4
f Divergent Strategies allow Cr:m'.rErgent Strategies allow i

construction from the inside-out construction from the outside-in

Slika 16. Shematski prikaz divergentne i konvergentne metode sinteze dendrimera. [Preuzeto sa URL:

http://www.frontiersci.com/images/dendron3.png]

Budu¢i da su dendrimeri multivalentni, na sebe mogu vezati razli¢ite molekule $to
moze dovesti do pobolj$anoga bioloskog ucinka. Najcesce se zeljeni lijek nalazi na povrsini
dendrimera (tj. razli¢ite kemijske vrste vezu se na skupine na povrSini dendrimera), a rjede
unutar (KURAJICA I LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.). Budu¢i da krajnje skupine dendrimera
reguliraju i njegovu topljivost i sposobnost vezanja, nama ¢e to omoguditi ciljano vezanje i
Zeljenu isporuku lijeka (KURAJICA 1 LUCIC BLAGOIJEVIC, 2017.). Takoder, PAMAM
dendrimeri koriste se kao vektori u genskoj terapiji (BIELINSKA i sur., 1996.). Oni na
povrsini zavrSavaju s amino skupinom koja interakcijom s fosfatnom skupinom nukleinskih
kiselina tvori transfekcijski kompleks (MINTZER i GRINSTAFF, 2011.). Transfekcijski

reagens SuperFectrw djelomi¢no se sastoji od hidroliziranog dendrimera i dostupan je na
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trziStu. Karakterizira ga visoka sposobnost da nosi veéu koli¢inu genetskog materijala 1

osigurava uc¢inkovit transport DNK u jezgru (MINTZER i GRINSTAFF, 2011.).

3.4.5. Polipleksi

Kompleksi polimera s DNK-om nazivaju se polipleksima. Veéina polipleksa sastoji se
od kationskih polimera te je njihova proizvodnja regulirana interakcijom iona s negativnom
fosfatnom grupom DNK i drugoga genetskog materijala (Slika 17.) (RUMSCHOTTEL i sur.,
2017.). Takve strukture omogucuju zastitu DNK od degradacije te olakSava njegov ulazak u
ciljanu stanicu (TROS DE ILARDUYA i sur., 2010.). Razliciti kationski polimeri predlozeni
su kao nosaci genetskog materijala za transfekciju stranog genetskog materijala unutar stanica
sisavaca in  vitro, ukljucuju¢i  dietilaminoetil (DEAE) -dekstran, poli (2-
dimetilaminoetil)metakrilamid), poli-L-lizin i razne derivate (MOK i PARK, 2009.).

polyplexes with polyplexes with
PEl-capped red colored glycopolymer-entrapped
gold nanoparticles red colored gold nanoparticles

Slika 17. Shematski prikaz polipleksa.

[Prema: RUMSCHOTTEL i sur., 2017.]

3.4.6. Liposomi

Liposomi su sferi¢ne vezikule gradene od vodene jezgre koja je oklopljena s jednim ili
vise slojeva fosfolipidnog dvosloja (membrane) (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.).
Liposomi su koristeni kao dostavljaci lijekova od 1960-tih godina, ali na trzistu su se pojavili
1986. godine kada ih je tvrtka Dior upotrijebila u kozmeti¢kim proizvodima (MULLER i
KECK, 2004.). Liposomi su izrazito fleksibilni sustav dostave lijekova: mogu uklopiti
hidrofobne, hidrofilne i amfipatske ljekovite tvari, mogu se konjugirati na antitijela ili ligand,
broj fosfolipidnog dvosloja, a povrSinske karakteristike mogu se prilagoditi prema zelji (Slika
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18.). Pogodni su za lokalnu, i/v i i/m aplikaciju lijeka. Peroralni nacin primjene izbjegava se
jer su osjetljivi na razgradnju u probavnom sustavu. Fizioloski su vrlo prihvatljivi zbog svoje
netoksi€¢nosti 1 neimunogenosti, zbog sli¢nosti s bioloSkim membranama 1 biorazgradivoscu.
Istrazivani su sa svrhom ciljane dostave lijeka, predstavljanja antigena organizmu, kao
vakcina te za dostavu genetskog materijala. Postizu odli¢ne rezultate u istrazivanjima te imaju

obecavajucu buducnost.

S obzirom na veli¢inu i broj koncentriéno poslozenih slojeva, liposomi mogu biti:
unilameralni (jedan lipidni dvosloj), bilamelarni (dvostruki lipidni dvojsloj) i multilamelarni.

Multilamelarne vezikule (MLVs) promjera su od 0,2 do 10 um.

.....

Phosphaolipid bilayer
Lipophilic drug molecules

Slika 18. Shematski prikaz ugradnje lijeka unutar liposoma. Hidrofilni lijekovi smjesteni su u unutarnjem

vodenom dijelu, lipofilni unutar dvosloja, a proteini su smjesteni kroz dvosloj.

[Preuzeto sa URL: https://en.uit.no/forskning/forskningsgrupper/sub?p_document_id=338459&sub_id=344032]

Tablica 4. Sazetak nekih liposoma u trenutnoj upotrebi (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.).

Vrsta Zivotinje Nosac nanolijeka | Djelatna tvar Upotreba Nacin primjene
macka liposom IL-2 DNA Kronicni rinitis ilp
pas liposom hidromorfin analgezija sc
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svinja liposom A-tokoferol nadoknada p/o
vitamina E
govedo liposom streptomicin Bruceloza intramamarno
govedo liposom gentamicin S. aureus mastitis | intramamarno
konj liposom DNA transfekcija n/a
spermija
ovca liposom Staphylococcal vakcina za | i/m
antigen mastitis
uzrokovan
Stafilokokom
ptica liposom patogen E.coli vakcina za | intraokularno
kolibacelozu

3.4.7. Cvrste lipidne nanocestice

alternativa emulzijama, liposomima i polimernim nanocesticama. Sastoje se od lipida koji je
stabilan pri sobnoj i tjelesnoj temperaturi, stabiliziran surfaktnantom i suspendiran u vodenoj
otopini. Ljekovita tvar je otopljena ili rasprSena unutar lipida. Za razliku od polimernih
nanocestica, imaju vecu ucinkovitost zadrZavanja lijeka unutar nanocestice te se mogu
primijeniti oralno, lokalno i i/v. Takoder, hidrofobne ljekovite supstance stabilne su u
njihovom lipidnom matriksu, Stite osjetljive lijekove od okoline, sposobne su kontrolirano

otpustati lijek kroz nekoliko tjedana, minimalno su toksi¢ne za organizam i ne zahtijevaju

upotrebu organskih otapala u svojoj proizvodnji (BLASI i sur., 2007.).
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Cvrste lipidne nanoestice (SLNs) razvijene su pocetkom 1990-tih godina kao




Surfactant Layer

50-1000 nm Drug(s)

T~ Lipid(s)

Slika 19. Shematski prikaz grade ¢vrste lipidne nanocestice.

[Preuzeto sa URL.: http://lilab-tddn.pharmsci.ubc.ca/research/lipid-based-delivery-systems/solid-lipid-
nanoparticle/]

3.4.8. Nanoemulzije

Nanoemulzije su disperzija ulja i vode pri ¢emu se rasprSene kapljice stabiliziraju
pomocu povrsinski aktivnih tvari (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.). Povrsinski aktivne
tvari ne mogu stvoriti emulziju, ve¢ je samo mogu stabilizirati. Bez prisutnosti stabilizatora
smjesa bi bila nestabilna te bi dolazilo do separacije faza (KURAJICA I LUCIC
BLAGOJEVIC, 2017.). Lijekovi se najéesée dodaju u fazi disperzije pri ¢emu su kapljice

veli¢ine 20 do 200 nm.

Prednost nanoemulzije svakako je jednostavnost i jeftina izrada, visoka stabilnost,
sposobnost topljivosti lipofilnih tvari te zastita lijeka od degradacije. S obzirom na nisku
cijenu i izradu nanoemulzija bez koriStenja otapala, nanoemulzije su se nasle u Sirokoj
upotrebi u veterinarskoj medicini (VANDAMME i ANTON, 2010.), a obec¢avajuéi rezultati
posebice su postignuti u primjeni per os i transdermalno. Nanoemulzije su ipak relativno nova
nanocCestica na trziStu i s obzirom da se koriste prilikom izrade velike koncentracije
surfaktanata i ko-surfaktanata, dovodi se u pitanje njihova toksi¢nost (UNDERWOOD i VAN
EPS, 2012.).

Tablica 5. Sazetak nekih nanoemulzija u trenutnoj upotrebi (UNDERWOOD i VAN EPS,
2012.).

Vrsta Zivotinje Nosa¢ nanolijeka | Djelatna tvar Upotreba Nadin primjene

macka emulzija propofol anestezija ilv
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pas emulzija ciklosporin imunosupresijski | p/o
lijek za
sprecCavanja
odbacivanja

transplatanta

3.4.9. Keramicke nanocestice

Keramicke nanocestice izradene su od materijala poput silike, aluminijeva oksida i
titanija. Imaju nekoliko prednosti u odnosu na polimerne nanocestice: jednostavna priprema,
mogucnost izrade Zeljenoga oblika, veli¢ine i poroznosti, velik omjer povrSine i volumena,
visoka povrsinska prilagodljivost i ekstremno su inertni. Takoder, lijek koji nose stiti od
denaturacije izazvane promjenama pH i temperature. Usprkos mnogobrojnim prednostima, u
obzir se mora uzeti i potencijalna toksi¢nost. Na primjer, titanijeve nanoCestice in Vvivo
pokazuju visoku toksi¢nost u Stakora (FADEEL i GARCIA-BENNETT, 2010.).

3.4.10. Metalne nanocestice

Zlato, srebro i bakar naj¢esc¢e su koriSteni metali za pripremu nanocestica, a zlatne su
nanocestice najintenzivnije istrazene (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.). Metalne
nanocestice lako se mogu sintetizirati u rasponu od 1-150 nm, stabilne su i mogu se
konjugirati s razli¢itim funkcionalnim grupama (JAIN i sur., 2007.). Metalne nanocestice
uglavnom se upotrebljavaju za termoterapiju tumora, ali su s godinama bile isprobane za
ciljanu dostavu lijekova. Ipak, kroz godine istrazivanja metalne nanocestice pokazale su se
izrazito toksi¢nima za organizam. [zazivaju oksidativni stres, dugo se zadrzavaju u tkivima te

su toksi¢ne za respiratorni sustav (SHAW i HANDY, 2011.).

Nanocestice srebra najraSirenije SU metalne nanoCestice upravo zbog svoga
baktericidnog ucinka. Naime, one kataliziraju stvaranje radikala kisika koji oksidiraju
molekularne strukture bakterija. Povr§ine premazane sa srebrnim nanocesticama otporne su na
rast bakterija. Proizvodi koji se s ovom formulacijom mogu naci na trziStu su zavoji, gaze i
flasteri (Slika 20.).
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Nanosilver:

Breakthrough or
Biohazard?

Slika 20. Srebrne nanocestice ¢ine plisane medvjedic¢e nepovoljnom povr§inom za razvoj bakerija. Nedavno se

pokrenula rasprava je li to revolucija plisanih igracaka ili opasnost za okolis i ljude.

[Preuzeto sa URL: http://www.nisenet.org/catalog/nanosilver-breakthrough-or-biohazard]

Uz srebro, zlatne nanocestice imaju Siroku primjenu u medicini, bilo u dijagnosticke ili
terapijske svrhe. MozZemo istaknuti nanokompleks ugljikovih nanocjevcica i nanocestica zlata
(Slika 21.). Mehanizmom antigen-antitijelo nanocjev¢ice oblozene zlatom vezu Se na
tumorske stanice (selektivno vezanje). Zahvaljuju¢i izduZzenom obliku nanocjevéica
pomaknuta je valna duljina iz vidljivoga u blisko infracrveno podru¢je. Kada ozrac¢imo
zeljeno mijesto, zrake prodiru kroz kozu i meka tkiva ne oStecujuéi ih te dolaze do
nanocjev€ica oblozenih zlatom. One apsorbiraju zracenje, pritom se zagrijavaju te tako

uni$tavaju tumorske stanice (RANCE i KHLOBYSTOV, 2014.).
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Slika 21. Shematski prikaz ugljikovih nanocjev¢ica (lijevo) i ugljikovih nanocestica obloZenih zlatom (desno).

[Prema: RANCE i KHLOBYSTOQV, 2014.]
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3.4.11. Ugljikove nanocjevcice

Ugljikove nanocjev¢ice (CNTs) su alotropske modifikacije ugljika s cilindricnom
nanostrukturom. Izradene su samo od ugljika te posjeduju jedinstvena elekti¢na, mehanicka,
toplinska i druga svojstva. lzuzetna svojstva, Dbrojne mogucénosti modifikacije i
funkcionalizacije nisu prosle neopazeno u medicini (Slika 22) (RANCE i KHLOBYSTOV,
2014.). Danas se ugljikove nanocjevéice koriste kao biosenzori, za ciljanu dostavu lijekova i

inZenjerstvo tkiva.

A Micellar surfactant hydrofilic B Shell-like surfactant

/ gotp? hydrofobic
groups

o e, e W i, W
NN NN NN
NANOTUBE

fullerenes Cg, B

(« peapods ») {;"‘:,',‘ t;:t:

filling by

capillarity

Slika 22. Shematski prikaz funkcionalizacije nanocjevéica: nekovalentna povrsinska funkcionalizacija s
micelarnim surfaktantom (A), nanocjev¢ica omotana s povrsinski aktivnim tvarima (B), model nanocjevéice
ispunjen fulerenom (C), nanocjevéica cijelom duzinom ispunjena sa zeljeznim (I1) jodidom (D). [Prema:
RANCE i KHLOBYSTOV, 2014.]

Unato¢ velikomu interesu, ostala su otvorena mnogobrojna pitanja. Trenutno sa
sigurnoS¢u mozemo rec¢i kako nanocjevCice mogu biti u funkciji distribucijskih sustava za
dostavu lijekova, antigena i gena u stanice. Medutim, izlozenost organizma, duljina
zaostajanja u bioloskim sustavima te njihova potencijalna toksi¢nost ostaju neizvjesni.
Provedena istraZivanja in vitro 1 in vivo ne daju dovoljno dobre dokaze budu¢i da su se

koristile samo stani¢ne linije.
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3.4.12. Kvantne tocke

Kvantne to¢ke su nanocestice izradene od poluvodiéa veli¢ine 2-10 nm te posjeduju
jedinstvena opticka svojstva. Imaju potencijal za primjenu u dijagnostici i lijeCenju tumorskih
bolesti. Kvantne tocke sastoje se od anorganske jezgre, anorganske ljuske i vodenog omotaca
na koji se mogu konjugirati biomolekule (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.). lako se u
dijagnosticke svrhe koriste prvenstveno kvantne tocke, moguce ih je modificirati za dostavu
lijekova. Medutim, klinicka aplikacija kvantnih toCaka ograniCena je potencijalnom
citotoksi¢noséu 1 sporom eliminacijom iz organizma (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.).
Najcesce su izgradene od kadmija, telurija i olova za koje se pretpostavlja da su toksi¢ni za

zive stanice (KURAJICA 1 LUCIC BLAGOJEVIC, 2017.).

3.5. PRIMJENA NANOCESTICA U ONKOLOGIJI

Kuéni ljubimci, ponajvise psi i macke, spontano razvijaju razli€ite vrste tumora poput
tumori mlijecne zlijezde, osteosarkoma, skvamoznih stanica i tumora bazalnih stanica.
Tumori u Zivotinja veoma su sli¢ni tumorima kod ljudi (ROWELL i sur., 2011.), stoga se

koriste u predklini¢kim istrazivanjima za razvoj novih lijekova (LIN i sur., 2015.).

Nanotehnologija je ponudila potpuno druk¢iji pristup tumorima i1 dala nadu za raniju
detekciju, prevenciju i tretiranje tumora. Od niza prednosti nanolijekova, u onkologiji je
potrebno izdvojiti nekoliko klju¢nih: ciljana dostava lijekova, uspjesna dostava vise od
jednoga lijeka (ukoliko se radi o kombiniranoj terapiji) i smanjenje nuspojava lijecenja. Vise
od 20 nanocestica odobreno je od strane FDA za klinicku upotrebu u veterinarskoj medicini
(JAIN i STYLIANOPOULOS, 2010.).

Nanocestice koje koristimo u lijeCenju tumora mozemo podijeliti u dvije skupine:
anorganske ili ,,évrste“ nanocCestice (zlato, zeljezovi oksidi, kvantne tocke i ugljikove
nanocjevéice) (LIN i sur., 2015.) i organske ili ,,mekane* nanocestice (liposomi, dendrimeri,
micele i polimerne nanocestice) (LIN i sur., 2015.). Nanocestice se koriste za dostavu
kemoterapeutika kao inhibitori manjih molekula i citokina na mjestu tumora (Slika 23.)
(ZHANG i sur., 2014.). Njihove razlicite formulacije mogu poboljsati terapeutski indeks,
povecati maksimalno dozvoljene doze (MDD) te vratiti u upotrebu lijekove koji su u€inkoviti

ali toksi¢ni, slabo topljivi u vodi ili su nestabilne molekule (npr. SiRNA).
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Nanoparticles for tumor targeting
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Passive Active Triggered

- Leaky vasculature - Cancer Cells - Intrinsic: pH, enzymes
- No lymphatic drainage - Endothelial Cells - Extrinsic: Heat, ultrasound

Slika 23. U poglavlju 3.3. ve¢ su obja$njeni baziéni principi ciljane dostave kemoterapeutika i kontroliranoga
otpustanja. [Prema: ZHANG i sur., 2014.]

3.5.1. Paklitaksel

Prva odobrena nanoformulacija u veterinarskoj onkologiji od strane FDA-a bila je
Paccal Vet® koja se sastoji od paklitaksela u micelama. Odobrenje za koristenje u svrhu
lijeCenja tumora mlijene Zlijezde i skvamoznih stanica u pasa dobio je 2014. godine. lako
paklitaksel u ljudi ima puno $iri raspon lije¢enja, u Zivotinja je njegovo koristenje ograni¢eno

zbog reakcije preosjetljivosti na nosa¢ paklitaksela, Cremophor EL.

Tablica 6. Sazetak nekih nanoformulacija paklitaksela u trenutnoj upotrebi (UNDERWOOD i
VAN EPS, 2012.).

VRSTA | LUEK APLIKACIA TUMOR TOKSICNOST
pas Liposom/paklitaksel | i/v tumor pluéa s | minimalna
metastazama toksi¢nost,

moguc¢a lokalna

alergijska reakcija

pas Paccal Vet iv mastocitomi neutropenija,

leukopenija,
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mijelosupresija

3.5.2. Nanoformulacije doksorubicina

U pasa i macaka, doksorubicin u kombinaciji s liposomima, izrazito je aktualan u
lije¢enju sarkoma i karcinoma (LIN i sur., 2015.). U klinickom istrazivanju na 51-om psu sa
zlo¢udnim tumorima, Doxil je imao pozitivni odgovor u 25,5 %. Zanimljivo je napomenuti
kako intraperitonealna primjena Doxila nije imala poboljSanje ukupnog prezivljavanja i
prevencije ponavljanja tumora u usporedbi s konvencionalnim formuliranjem doksorubicina.
Doxil (1 mg/kg) u macaka s postvakcinalnim sarkomom daje pozitivan odgovor u 39%
oboljelih i prosje¢nim vremenom oporavka od 84 dana (LIN i sur., 2015.). Sli¢an je rezultat u
macaka koje primaju slobodan doksorubicin. Unato¢ sli¢noj uéinkovitosti, nanoformulacija

doksorubicina je manje kardiotoksi¢na.

Tablica 7. Sazetak nekih nanocestica/doksorubicin sustava u trenutnoj upotrebi
(UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.).

VRSTA LIJEK APLIKACIA TUMOR TOKSICNOST
pas Doxil ilp hemangiosarkom | moguce alergijske
slezene reakcije
pas Liposom/doksorubicin | iv mijelom -
pas Doxil ilv non-Hodgkinov manje
limfom kardiotoksi¢an od
slobodnog

doksorubicina

macka Doxil iv postvakcinalni lokalizirana
sarkom hiperpigmentacija
i alopecija, kasna

nefrotoksikoza

kunié Doxil ilv sarkom progresivna

kardiomiopatija
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3.6. UPOTREBA NANOCESTICA U IZRADI CJEPIVA

U danasnje je vrijeme neupitna vaznost cjepiva u kontroli zaraznih bolesti. Cjepiva,
prvenstveno sastavljena od antigena i adjuvansa, napravljena su u svrhu poticanja dugotrajnog
odgovora antitijelima na patogen. U zadnjih nekoliko desetljeca razvoj cjepiva je napredovao,
poceli su se koristiti sigurniji sintetski peptidi i rekombinirani proteini (NORDLY i sur.,
2009.). Novi kandidati za cjepiva uglavnom su lose imunogeni i osjetljivi na razgradnju te su
potrebni optimalni adjuvansi koji ¢e poboljsati imunogenost. S napretkom nanotehnologije

doslo je do razvoja adjuvansa baziranih na nanoc¢esticama.

Adjuvansi na bazi nanocestica Visoko su prilagodljivi, omoguéuju da se ucestalost
vakcinacije smanji kao i potrebna doza te da se vakcina prilagodi Zeljenom nacinu aplikacije
(UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.). Upravo te sposobnosti ¢ine ih prikladnima za upotrebu
u veterinarskoj medicini s obzirom da je Cesto potrebno cijepiti veliki broj Zivotinja odjednom
ili nepristupacnih Zzivotinjskih vrsta (npr. divlje zivotinje) (UNDERWOOD i VAN EPS,
2012.). Dozvoljeni adjuvansi za veterinarske potrebe (ili u klini¢kim istrazivanjima) ukljucuju
emulzije, liposome, anorganske nanocestice, imunostimuliraju¢e komplekse (ISCOMs) te
polistirenske nanobaze (NORDLY i sur., 2009., SCHEERLINCK i sur., 2006.). Za
svakodnevnu upotrebu u veterini adjuvansi na bazi nanocestica trebaju biti: jeftini, stabilni,

jednostavni za primjenu te biorazgradivi u vrsta koje sluze za ljudsku konzumaciju.

Vazno je napomenuti da adjuvansi na bazi nanocestica povecavaju imunogenost cjepiva

(Slika 24.) na potencijalno cetiri na¢ina (NORDLY i sur., 2009.):

1) Oponasaju¢i molekularne uzorke sli¢ne patogenu koji mogu aktivirati receptore za
prepoznavanje te time pokrenuti intracelularnu signalnu kaskadu koju inicira urodeni
imunitet, imunosni odgovor bit ¢e jaci i poboljsan.

2) Adjuvansi mogu kontrolirati vrijeme zadrzavanja, mjesto i dozu otpustanja antigena te
tako odrzavati razinu imuniteta i poboljSanu translokaciju antigena u limfne ¢vorove.

3) Adjuvansi na bazi nanocestica djeluju kao ,skladista“ antigena te tako imaju
produljeno otpustanje antigena.

4) NanocCestice mogu otpustati stanice sli¢ne virusu, sa slicnom morfologijom virusne
kapside, te tako izazivati imunoloSki odgovor, a da uopcée ne posjeduju infektivni

genetski materijal kao odgovor na infekciju.
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Slika 24. Nanogestica cerij dioksid znac¢ajno pobolj§ava imugenost cjepiva protiv influence.

[Preuzeto sa URL: https://atlasofscience.org/cerium-dioxide-nanoparticles-increase-immunogenicity-of-the-

influenza-vaccine/]

Do sada se razvilo ili je u procesu razvijanja preko 40 vakcina za zivotinjske vrste:
influenca konja, Streptococcus equi var. equi, slinavka i Sap, Toxoplasma gondii u prezivaca,
newcastelska bolest peradi, atrofini rinitis u svinja, parvovirus u pasa, atopi¢ni dermatitis u

pasa itd. (UNDERWOOD i VAN EPS, 2012.).
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4. ZAKLJUCAK

4.1. RIZICI

Nanotehnologija je logi¢an korak naprijed u znanosti i tehnologiji. lako donosi
mnogobrojne prednosti, potrebno je uloziti dodatan trud u istrazivanje toksi¢nosti nanoc¢estica
i nanomaterijala za ljude i Zivotinje. Mnogi ljudi nisu svjesni postojanja nanotehnologije kao
takve te je o svakom napretku, a tako i riziku, potrebno informirati javnost kako se o njoj ne
bi stvorila negativna slika (kao na primjer s GMO-om).

U veterinarskoj medicini, osim ucinka nanocestica na Zivotinje, dodatna pozornost
treba se usmjeriti na koji nacin te zivotinje utjeCu na ljude s kojima su u kontaktu te na

rezidue u hrani za ljudsku konzumaciju.

Toksicnost nanoCestica moze Se ocitovati trovanjem ili alergijskom reakcijom
organizma. Ukoliko je nanocestica toksi¢na za odredeno tkivo, vezat ¢e se na proteine ili
enzime i onemoguéavat ¢e njegovu fiziolosku funkciju (KURAJICA 1 LUCIC
BLAGOIJEVIC, 2017.). Alergijska reakcija nastaje ukoliko organizam nanodesticu ili
nanomaterijal prepozna kao strano tijelo te pokrene uobiCajen mehanizam eliminacije
stranoga tijela. Ukoliko ga organizam ne moze ukloniti, on postaje mjestom trajne lokalne

upale.

Moramo imati na umu da nanocestice iz nekoliko jednostavnih razloga mogu jos
toksi¢nije djelovati na organizam od opisanih na¢ina. Velika povrSina nanocestice omogucuje
znatno bolji kontakt sa stanicama. Nanocestice su kemijski aktivnije od makrocestica (npr.
metalna nanocCestica znatno je vise ionizirana od makrocestice, a metali su uglavnom toksi¢ni
u ioniziranom obliku, ne u elementarnom). Dodatan problem izaziva ¢injenica da nanoCestice
mogu pro¢i kroz barijere u organizmu koje bi zaustavile makroCestice. S pojedinim
nanomaterijalima organizam se jo$ nije susreo $to dovodi u pitanje imunoloski odgovor. On
moze izostati ukoliko ga organizam ne prepozna kao strano tijelo, a ako nije bio u kontaktu s

njime, ne¢e ga ni prepoznati.

Osim povecane upotrebe nanotehnologije u medicini, povecana upotreba u
komercijalne i industrijske svrhe dovodi do povecane prisutnosti nanocestica u okolisu $to
znacajno utje¢e na zivotinjsku populaciju (posebno ribe) (O’BRIEN i CUMMINS, 2010.).
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Slika 25. ETC Grupa organizirala je natjecaj za znak za nanoopasnost. Na slici su prikazana tri finalna odabira

(od 482 predlozena). [Preuzeto sa URL.: http://www.etcgroup.org/content/winners-nano-hazard-symbol-contest-

announced-world-social-forum]

Zivotinje, posebice macke, psi i kuniéi, &esto su koristeni u pretklinickim
istrazivanjima kako bi se uvidjela toksi¢nost i pocetne doze za istrazivanja na ljudima. lako
puno koristenih molekula nije namijenjeno za zivotinjske vrste, pretklinicka istrazivanja daju

obilje korisnih informacija o toksi¢nosti u Zivotinja.

Brojne medunarodne agencije za sigurnost lijekova ukazale su na problem toksi¢nosti
i sigurnosti pri korisStenju nanolijekova (Slika 25.). lako su pokrenuta brojna pitanja, pristup
agencija treba biti zajedni¢ki i u korak s novim istrazivanjima kako bi se donijele

nanoregulative koje bi se mijenjale jednakom dinamikom s novim otkri¢ima.

4.2. BUDUCNOST

U posljednjih nekoliko desetljeca veterinarska medicina znacajno je napredovala, $to
zbog sve veceg zanimanja za kuéne ljubimce i njihovo zdravlje, Sto zbog sve veceg i
intenzivnijeg uzgoja domacih Zivotinja. Vlasnici o¢ekuju preciznu i brzu dijagnostiku te
uspjesno lijeéenje svojih Zivotinja. Nanomedicina nudi sve mogucnosti, no ipak je potrebna

komercijalizacija proizvoda kako bi bili dostupni Siroj javnosti.
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Za veterinarsku medicinu vazno je zapamtiti:

1) Nanomaterijali pokazuju izraziti potencijal kao nosaci lijekova, te se time omogucava
poboljsana biodostupnost i farmakokinetika lijekova, kontrolirano otpustanje lijeka i
smanjena sistemska toksi¢nost.

2) Nanotehnologija je ponudila potpuno druk¢iji pristup tumorima i dala nadu za raniju
detekciju, prevenciju i lijeCenje tumora. Time se onkoloskim pacijentima, posebice
mackama i psima, daju vece Sanse za izlijeCenje i drasticno smanjenje nuspojava.

3) Adjuvansi na bazi nanocestica omogucuju da se smanji ucestalost vakcinacije, kao i
potrebna doza, te da se vakcina prilagodi Zeljenom naéinu aplikacije. TO nam je

posebno vazno kod farmskih zZivotinja 1 prilikom vakcinacije divljih Zivotinja.

Puno se ulaze i radi na napretku nanotehnologije. Sva njezina daljnja primjena u
eksperimentalnim i klinickim istrazivanjima zahtijevat ¢e joS bolje razumijevanje
nanosustava, s naglaskom na mehanizme biodistribucije i izlu¢ivanja nanocestica iz
organizma. Iz svega prikazanog mozemo zakljuciti kako se ukazala znacajna potreba i interes
za nanomaterijalima u veterinarskoj medicini. Potencijal nanotehnologije je golem te ¢e bolje

razumijevanje i1 kontrola fenomena na nanorazini dovesti do napretka u brojnim podrucjima.
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Moguénosti terapijske primjene nanomaterijala u veterinarskoj

medicini

SAZETAK

Nanotehnologija je interdisciplinarno podruc¢je koje proucava svojstva materijala na
nanorazini, od 1 do 100 nm. S razvojem nanocestica i upoznavanjem njihovih moguénosti
razvilo se $iroko podruc¢je - nanomedicina. Nanomaterijali se koriste u dijagnostici i u
terapijske svrhe u humanoj medicini ve¢ desetlje¢ima, dok je njihova primjena u veterini

relativno nova.

U veterinarskoj medicini fokus se stavlja na primjenu nanomaterijala u ciljanoj dostavi
lijekova i vakcina te u dijagnosticke svrhe. Glavne prednosti nanomaterijala u dostavi lijekova
su poboljSana biodostupnost i farmakokinetika, kontrolirano otpustanje lijeka i smanjena

sistemska toksi¢nost.

U terapijske svrhe do sada su uspjesno primijenjeni: nanokristali, polimerne
nanocestice u koje ulaze micele, dendrimeri i polipleski, liposomi, nanoemulzije, ¢vrste
lipidne nanocestice 1 anorganske nanocestice (ugljikove nanocestice, keramic¢ke i metalne
nanocestice). Velike nade polazu se u nanotehnologiju u podru¢ju onkologije. Nanocestice
mogu poboljsati terapeutski indeks, povecati maksimalne dozvoljene doze (MDD) te vratiti u
upotrebu lijekove koji su ucCinkoviti, ali toksi¢ni, slabo topljivi u vodi ili su nestabilne

molekule.

Iako pruzaju mnoge prednosti, potrebno ih je dodatno razvijati kako bi se §to bolje
razumjelo njihovo djelovanje, zaostajanje u organizmima i okoliSu. Za neke nanocestice (npr.
keramicke nanocestice) zna se da pokazuju izrazitu nanotoksi¢nost u labaratorijskih Zivotinja.
U veterinarskoj medicini sve se vise pozornosti pridodaje brzom, uc¢inkovitom, minimalno

toksi¢nom i jeftinom lijeCenju. Sve to nudi nanotehnologija.
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Therapeutic opportunities for the application of nanomaterials in

veterinary medicine

ABSTRACT

Nanotechnology is an interdisciplinary field that studies properties of the material on
nanoscale, from 1 to 100 nm. With the development of nanoparticles and getting to know their
possibilities, a wide area developed — nanomedicine. Nanomaterials have been used for
diagnostic and therapeutic purposes in human medicine for decades, while their use in

veterinary is relatively new.

Many reports have shown evidence that nanoparticles may be good candidates for
drug delivery system. The main advantages of nanomaterials as precise drug delivery systems
are improved bioavailability and pharmacokinetics, controlled release of the drug, and

decreased systemic toxicity.

So far, for therapeutic purpose we can discuss the following nanoformulations:
nanocrystals, polymeric nanoparticles, micelles, dendrimers, polyplex, liposome,
nanoemulsions, solid lipid nanoparticles and inorganic nanoparticles (e.g. carbon nanotubes,
ceramic and metallic nanomaterials). Nanoparticles can improve the therapeutic index,
increase the maximum permissible dose (MDD), reuse drugs that are effective but toxic,

poorly soluble in water or unstable molecules.

While providing many benefits, nanoparticles need to be further developed to better
understand their actions, persistence in organisms and the environment. For some (e.g.
ceramic nanoparticles) it is known to exhibit a significant nanotoxicity in laboratory animals.
In the veterinary field, more and more attention is paid to fast, effective, minimal toxic and

inexpensive treatment. All this is provided by nanotechnology.
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