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SAZETAK

Nanotehnologija je Siroko podrucje znanosti koje obuhvaca razliCite
discipline, poput medicine, robotike ili farmacije. U posljednjih 20 godina
primjena nanotehnologije i nanomaterijala u znanosti dozivijela je
eksponencijalan rast. Izuzetno vazno podrucje primjene nanotehnologije je u
neuroznanosti, a kriticni osvrti na literaturu su veoma vazni zbog toga Sto

objedinjuju najnovije podatke iz tog podrucja.

Nanocestice su jedan od primjera primjene nanotehnologije kojim
znanstvenici proucavaju i otkrivaju nove podatke o zbivanjima unutar mozga.
Na temelju novih saznanja stvaraju se lijekovi kojima bi se u buduénosti mogle
tretirati zasad neizljeCive neurodegenerativne bolesti. Nadalje, u istrazivanju
ispostave lijekova, nanocestice se koriste kao prijevozno sredstvo lijeku kako
bi ga dovele na to¢no odredeno mjesto koje treba tretirati. Jedna od velikih
prednosti koje nanotehnologija pruza istrazivanjima u neuroznanosti jest
mogucnost prolaska nanocestica kroz krvno-mozdanu barijeru te razne vrste
nanocCestica koje bi mogle posluziti kao prijenosnici lijekova. One mogu biti
sacinjene od jedne vrste materijala ili biti kombinacija razliitih materijala za
Sto bolju prolaznost kroz krvno-mozdanu barijeru. Takoder, nanocestice mogu
posluziti kao podloga za rast mati¢nih stanica ili mogu sluziti kao prijenosnici
za dostavu molekula do mati¢nih stanica i ciljano usmjeravanje njihove

diferencijacije.

Jedno od novijih otkrica u neuroznanosti jest razumijevanje vaznosti
neuroinflamacije u nastanku i razvoju bolesti. Neuroinflamacija je tek nedavno
postala predmetom istrazivanja i to kada je dokazano da igra veliku ulogu u
patogenezi neurodegenerativnih bolesti. Takoder, ukljuena je u nastup
sekundarne ozljede nakon mozdanog udara ili traumatske ozljede mozga te se

zbog toga provode mnoga istrazivanja u svrhu tretiranja kroni¢ne



neuroinflamacije mozga. U tu svrhu se mogu koristiti obradene nanocestice

koje omogucuju prijenos aktivne supstance do ciljanog mjesta u mozgu.

Iako je nanotehnologija procvala u zadnjih 20 godina, joS uvijek
postoje ozbiljni nedostaci koji predstavljaju prepreku u njenoj primjeni u
klinicke svrhe. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi nanocestice postale
sigurna i ucinkovita metoda za prijenos lijekova do ciljanog mjesta. Naglasak
bi se trebao staviti na in vivo istrazivanja u zdravim (,,wild type") zivotinjama

koje imaju netaknutu krvno-mozdanu barijeru.

Kljuéne rijeci: nanocestice, krvno-mozdana barijera, neuroinflamacija, mati¢ne stanice,

dostava lijeka



SUMMARY

Nanotechnology is a wide area that encompasses various disciplines,
such as medicine, robotics or pharmacy. In the last 20 years the use of
nanotechnology and nanomaterials has exponentially grown. Extremely
important area of nanotechnology application is in neuroscience and reviews

such as this are important as they gather the latest data from this area.

Nanoparticles are one of the examples of nanotechnology application
by which scientists study and discover new data about events in the brain.
Based on these new findings, we can begin to make drugs that would treat so
far incurable neurodegenerative diseases. Next, regarding the research of drug
delivery, nanoparticles are used as the vehicles for the drug meant to deliver
the drug to the exact place that needs to be treated. One of the main
advantages of nanotechnology in neuroscience is the ability of nanoparticles
to cross the blood-brain barrier and various species of nanoparticles that could
serve as drug carriers. They can be made of a single material, or of a
combination of several materials for an easier blood-brain barrier crossing.
Also, nanoparticles can serve as a base for stem cell growth or they can act as
a carrier to deliver molecules to the stem cells and aim their differentiation to

a specific lineage.

One of the recent discoveries in neuroscience is the importance of
neuroinflammation in the appearance and development of the disease.
Neuroinflammation just recently became the topic of research because of the
evidence suggesting its key role in pathogenesis of neurodegenerative
diseases. It is also involved in the development of secondary injury after the
stroke or a traumatic brain injury, which is why scientists are researching
means of manipulating chronic neuroinflammation. Engineered nanoparticles
can be used for that purpose for they serve as a transport of active substances

to the target site in the brain.



Although nanotechnology has bloomed in the last 20 years, there are
still serious disadvantages that slow down its clinical applications. More
research is needed to make nanoparticles safe and effective method for
transport of drugs to a target site. Main point should be in vivo research on

healthy (“wild type”) animals that have an intact blood-brain barrier.

Keywords: nanoparticles, blood-brain barrier, neuroinflammation, stem cells, drug delivery



POPIS KRATICA
AD - Alzheimerova bolest (eng. Alzheimer's Disease)
ALS - amiotrofi¢na lateralna skleroza (eng. Amyotropic Lateral Sclerosis)
AMT - transport posredovan adsorpcijom (eng. Adsorptive-Mediated Transport)
BBB - krvno-mozdana barijera (eng. Blood-Brain Barrier)
BDNF - mozdani neurotrofni faktor (eng. Brain-Derived Neurotrophic Factor)
CCL2 - eng. C-C motif Chemokine Ligand 2
CCL5 - eng. C-C motif Chemokine Ligand 5
CMT - transport posredovan nosacima (eng. Carrier protein-Mediated Transport)
CNS - sredisnji ziv€ani sustav (eng. Central Nervous System)
CNTs - uglji¢ne nanocjevdice (eng. Carbon Nanotubes)
CPP - peptid koji prodire u stanicu (eng. Cell Penetrating Peptide)
CS - chitosan (eng. Chitosan)
CSF - cerebrospinalna tekudina (eng. Cerebro Spinal Fluid)
Cur — kurkumin (eng. Curcumin)
CVD - taloZenje kemijskih para (eng. Chemical Vapor Deposition)

DAMPs - molekularni uzorci povezani s opasnosc¢u (eng. Danger-Associated
Molecular Patterns)

DS - dekstran sulfat (eng. Dextran Sulfate)

ECM - izvanstani¢ni matriks (eng. ExtraCellular Matrix)

ENPs - inZzenjirane nanocestice (eng. Engineered Nanoparticles)
ESC - embrionalne mati¢ne stanice (eng. Embryonic Stem Cells)

FUS - fokusirani ultrazvuk (eng. Focused Ultrasound)



GAP43 - protein povezan s rastom (eng. Growth Associated protein 43)
GDNF - glijalni neurotrofni faktor (eng. Glial cell-Derived Neurotrophic Factor)
GFAP - eng. Glial Fibrillary Acidic Protein

GO - grafenov oksid (eng. Graphene Oxide)

GRM - materijali srodni grafenu (eng. Graphene Related Materials)
IGF1 - faktor rasta nalik inzulinu 1 (eng. Insulin-like Growth Factor 1)
ICM - unutarnja masa stanica (eng. Inner-Cell Mass)

IL-10 - interleukin 10

IL-12 - interleukin 12

IL-1B - interleukin 1

IN - intranazalno

IP - intraperitonealno

iPSCs - inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (eng. induced Pluripotent Stem
Cells)

IV - intravenozno
Lf — laktoferin (eng. Lactoferrin)
LPs - liposomi (eng. Liposomes)

MHC II - glavni kompleks podudarnosti tkiva (eng. Main Histocompatibility
Complex II)

MNPs - magnetske nanocestice (eng. Magnetic Nanoparticles)

MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirin (eng. 1-methyl-4- phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine)

NLC - nanostrukturirani lipidni nosaci (eng. Nanostructured Lipid Carriers)

NO - dusikov oksid (eng. Nitric Oxide)



NPs - nanocestice (eng. Nanoparticles)
OL - odoranalektin (eng. odorranalectin)

PAMPs - molekularni uzorci povezani s patogenima (eng. Pathogen-Associated

Molecular Patterns)

PD - Parkinsonova bolest (eng. Parkinson's Disease)

PEG - polietilen glikol (eng. Polyethilene glycol)

PEI - polietilenimin (eng. polyethyleneimine)

PET - tomografija emisije pozitrona (eng. Positron Emission Tomography)
P-gp - P-glikoprotein (eng. P-glycoprotein)

PIP - piperin (eng. Piperine)

PLGA - polilaktid-poliglikolid (eng. polylactide-polyglycolide)

PRRs - receptori koji prepoznaju molekularne uzorke (eng. Pattern Recognition

Receptors)

RES - retikuloendotelni sustav (eng. Reticulo-Endothelial System)

RMT - transport posredovan receptorima (eng. Receptor-Mediated Transport)
ROS - reaktivne kisikove vrste (eng. Reactive Oxygen Species)

siRNA - kratka ometajuéa RNA (eng. short interfering RNA)

TAT - transaktivator transkripcije (eng. TransActivator of Transcription)

TGFB - transformirajudi faktor rasta B (eng. Transforming Growth Factor B)

TNFa - faktor nekroze tumora o (eng. Tumor Necrosis Factor o)

Tul1 - B-tubulin klase III specifican za neurone (eng. neuron-specific class III B-
tubulin)

URO - urocortin

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization)
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1. UVOD
Mozak se odavno smatrao kompleksnijim od svemira, a ipak ovaj
spektakularni dio ,organske masinerije® beskrajno fascinira znanstvenike i
klinicare. Ukoliko se dogode smetnje u mozgu, nastaju komplikacije u fizickim,
motornim, psiholoskim i kognitivnim funkcijama. Stoga je dugotrajni cilj
znanstvenika i klini¢ara razumjeti kako sredisnji ziv€ani sustav (eng. Central
Nervous System - CNS) funkcionira te razviti terapije za popravak ovog

zamrsSenog sustava nakon ozljeda uzrokovanih bolestima ili povredama. [1]

Svjetska Zdravstvena Organizacija (eng. World Health Organization -
WHO) je 2006. godine objavila izvjeS¢e o poremecajima mozga te njihovih
bududih utjecaja na javno zdravstvo. Prema tome izvjesc¢u, poremecaji mozga
¢ine 12% sveukupnih smrti u svijetu.[2] Mozdani udar je drugi najceséi uzrok
smrti u svijetu, a demencija sedmi.[3] Demencija je kroni¢ni i progresivni
sindrom karakteriziran ozbiljnim kognitivnim ostec¢enjima koji premasuju
kognitivhe promjene vezane uz proces normalnog starenja.[4] Alzheimerova
bolest (eng. Alzheimer disease - AD) je najces¢i tip demencije i opéenito svih
neurodegenerativnih bolesti. AD je odgovorna za preko 50% slucajeva
demencije i zahvaca preko 24 milijuna ljudi u svijetu.[5] Vazno je napomenuti
da se broj smrti uzrokovanih demencijom udvostrucio izmedu 2010. i 2015.
godine (u 2015. zabiljezeno je 1,54 milijun smrti u svijetu). Ta brojka ¢e se
nastaviti povecavati zbog starenja populacije i povecane incidencije tih
patologija. Neurodegenerativne bolesti uklju¢uju Sirok raspon stanja u kojima
su neuroni progresivno osteceni i/ili umiru. Neuroni se ne mogu dijeliti, pa

stoga ne mogu biti zamijenjeni.

Uzroci i patogeneza vecine neurodegenerativnih bolesti su jos uvijek
nepotpuno razumljive. Najvedi faktor rizika za vecinu ovih bolesti se smatra
ljudska dob. Neurodegenerativhe bolesti koje uklju¢uju AD i Parkinsonovu

bolest (eng. Parkinson's disease - PD) se povecavaju eksponencijalno kada



ljudi dosegnu dob od 60 godina. To je takoder istinito za amiotrofi¢nu lateralnu
sklerozu (eng. Amyotropic lateral sclerosis — ALS).[6] Medutim, joS uvijek ne
postoji tretman za izljeCenje ili barem zaustavljanje napredovanja vedine
poremecaja mozga (osim u odredenim slucajevima epilepsije, depresije,
Sizofrenije i kronicne boli), a oni koji i postoje u vedini slucajeva nastoje ublaziti

neizbjezno.

U nadolaze¢im godinama potrebno je ostvariti inovativne pristupe
dostave lijeka u CNS jer patologije poput mozdanog udara i
neurodegenerativnih bolesti postaju vazno medicinsko i socijalno pitanje zbog
starenja svjetske populacije i time povezanih ekonomskih troskova terapija i
skrbi. Dosadasnji farmakoloski tretmani se baziraju na sistemskoj dostavi
aktivnih i efektivnih supstanci ciji su ucinci ozbiljno limitirani slabim
farmakodinamickim svojstvima i ograniCenjima u isporuci lijeka zbog krvno
mozdane barijere (eng. Blood Brain Barrier — BBB).[2] Od lijekova kandidata
koji ciljaju mozak, 98% ih ne prolazi BBB. [3] Prevladavanje BBB te valjano

dostavljanje lijeka u CNS je stoga prvi uvjet za ucinkovitu terapiju.[2]

Nanotehnologija kao pojam je prvi put upotrijebljen u radu profesora
Noria Taniguchija 1974. godine. Tada je nanotehnologija bila definirana kao
proizvodna tehnologija za postizanje posebno visoke preciznosti i ultra-finih
dimenzija, npr. preciznost i finoéa na razini jednog nanometra.
Nanotehnologija je dozivjela svoj procvat u devedesetim godinama proslog
stoljec¢a. Tijekom godina definicije nanotehnologije su se mijenjale kako je
znanost napredovala.[3] No, kao opcenita definicija priznato je da je
nanotehnologija znanost dizajniranja, stvaranja i koriStenja struktura i uredaja
Cije su veliCine i oblici stvoreni na nanometarskoj skali koja ukljucuje veliCine
od otprilike 1 nm do 100 nm.[7] Razvojem znanosti i tehnologije, postalo je
moguce precizno proizvoditi i obradivati materijale nanometarskih

dimenzija.[3]



Prednosti nanotehnologije ukljucuju potencijal za stvaranjem topivijih
i stabilnijih struktura, nanocestica (eng. Nanoparticles - NPs), s kapacitetom
translokacije kroz stani¢ne barijere Cime se pojacava efikasnost njihove
dostave i smanjuju nuspojave. Nanotehnologija ima razne primjene u
biomedicinskim podrucjima, poput slikovne dijagnoze (eng. imaging) i ciljane
dostave lijekova u mozak. Cesti zahtjevi kod nanosustava ukljuc¢uju: mali
Cesti¢ni promjer, ne-toksi¢nost, biorazgradivost i biokompatibilnost, ciljanje i
prolaznost kroz BBB, ne izazivanje upale, mogucnost izbjegavanja
retikuloendotelnog sustava (eng. Reticulo-Endothelial System - RES) te

stabilnost i dugo vrijeme cirkulacije u krvi.[7]

U biomedicini, dizajniranje ,pametnih® prenosioca lijekova ili
»~pametnih® NPs je tehnologija u razvoju od iznimne vaznosti bududi da je
njihova velicina usporediva s onom od stanica (<100um), virusa (<450nm),
proteina (<100nm) i gena (duzina <100nm). Stoga, otvara se mogucénost

manipulacije temeljnih bioloskih procesa.[2]

Tradicionalni tretmani za poremedaje CNS-a predstavljaju brojne
izazove, stoga je cilj moderne medicine i neuroznanosti razviti nove alate koji
nadmasuju trenutno stanje tehnologije za oslikavanje, dostavu lijeka,
regeneraciju neurona te elektri¢no ocitavanje i snimanje. Od razvitka brojnih
materijala baziranih na ugljiku, nanotehnologija je uvelike utjecala na brojne
primjene, ukljucujudi: dostavu lijekova, gena i proteina, prelazak BBB i doseg
ugrozenih podruéja u mozgu; neuro-regenerativne tehnike za uspostavljanje
komunikacije izmedu stanica nakon ozljede povezujuéi dvodimenzionalne (2D)
ili trodimenzionalne (3D) strukture (eng. scaffolds) s neuralnim stanicama;
nadziranje i moduliranje neuronske aktivnosti visoko senzitivnhim elektrodama

za snimanje te grafenskim platformama za elektri¢nu lokalnu stimulaciju.[8]



Danas se nanotehnologija i njezini proizvodi koriste na masovnom
trziStu za proizvode poput kozmetike, hrane ili tekstila te u farmaceutskoj
industriji za cjepiva i lijekove. Sve vise i viSe izvjeS¢a upozorava o toksi¢nosti
nanocestica i drugih nanotehnoloskih proizvoda. No, vazno je napomenuti da
se u sklopu istrazivanja uvijek provode studije toksi¢nosti.[3] Toksi¢nost se
ispituje do sitnih pojedinosti kako bi se utvrdilo je li farmaceutski proizvod

prikladan i siguran za uporabu.



2. SVRHA RADA

Svrha ovoga rada jest objediniti postojece podatke o mogucoj primjeni
nanotehnologije u neuroznanosti. Nanotehnologija je naziv za tehnologiju koja
se bavi proizvodnjom cestica visoke tocnosti i finih dimenzija, tj. na red veli¢ine
nanometra. Takve Cestice imaju iznimnu mogucnost primjene u neuroznanosti,
posebice zbog postojanja krvno-mozdane barijere. Nanoclestice su pokazale
izniman uspjeh prelaska krvno-mozdane barijere te su se stoga pocela
provoditi istrazivanja dostave lijeka u mozak putem nanocestica. Do sada su
otkrivene mnoge vrste nanocestica koje bi mogle posluziti za svrhu

prijenosnika lijeka.

Kriticni osvrti na literaturu su posebno vazni budué¢i da znanost
neprekidno napreduje te se stalno otkrivaju nove stvari i pristupi. Objediniti
najnovije rezultate u odredenom podrucju je od iznimne vaznosti i velike

pomodi drugim znanstvenicima u tom polju.



3. TEMATSKA POGLAVLJIA

3.1. Krvho-mozdana barijera

Usprkos povrsini od otprilike 20 m?2 koju ¢ine 100 milijardi kapilara koje
opskrbljuju ljudski mozak[9], mnoge supstance imaju jako ograni¢enu difuziju
iz krvi u neurone zbog postojanja krvno-mozdane barijere (BBB) i krvno-
Cerebrospinalne tekudinske barijere (eng. blood-Cerebro Spinal Fluid — CSF)
(Slika 1).[2] Mozak se nalazi u Supljini koja se ne moze rastezati te zato ne
podrzava pojavu edema koja se povezuje s upalnim reakcijama.[3] Dodatno,
neuroni kao post-mitoticke stanice su izuzetno osjetljivi na sve poremecaje pa
stoga prolaz molekula u i iz mozga mora biti precizno kontroliran. To je funkcija
BBB koja je neupitno najnepropusnija krvna barijera u ljudskom tijelu. Ova
fizioloSka barijera odjeljuje parenhim mozga od periferne cirkulacije krvi.
Sastavljena je od jednog sloja endotelnih stanica okruzenih debelom bazalnom
membranom, od pericita te od astrocitnih izdanaka tzv. stopala. Glavna
anatomska karakteristika endotelnih stanica BBB jest da su one zapecacene
skupa uskim spajanjima (eng. tight junctions), stoga tvoreéi ne-fenestrirane
kapilare, za razliku od krvnih Zila u skoro svakom drugom dijelu tijela.[3] Uska
spajanja izmedu endotelnih stanica mozdanih kapilara su jedno od najvaznijih
strukturnih i anatomskih karakteristika BBB.[8] Posljedica toga jest da je
prolaz molekula izmedu endotelnih stanica izuzetno reduciran. Kao sto je
spomenuto, uloga ove barijere jest da stiti mozak te se moze smatrati prvom

linijom obrane od npr. patogena i toksina iz krvi.[3]
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Slika 1: Usporedba strukturi BBB i barijere krv-likvor. (Lijevo) BBB odvaja lumen
mozdanih kapilara od mozdanog parenhima. Glavni doprinos BBB svojstvu smanjene
permeabilnosti dolazi od uskih spajanja izmedu endotelnih stanica koje oblazu kapilare.
Neurovaskularna jedinica sadrzi pericite, bazalnu membranu koja okruZuje pericite i
endotelne stanice te izdanke obliznjih astrocita. (Desno) Krvno-CSF barijera se nalazi u
koroidnom spletu svake komore u mozgu. Za razliku od endotela u mozdanom parenhimu,
kapilare koroidnog spleta nemaju uska spajanja te su fenestrirane. Medutim, koroidni splet
je cjelokupno ogranicen jednim slojem usko spojenih epitelnih stanica. Ovaj specificni epitel
je u direktnom nastavku ependimalnog sloja koji okruzuje komoru. Stoga, za razliku od
BBB, krvno-CSF barijera se nalazi na epitelnoj razini, dok kapilare relativno propustaju male
molekule i s time omogucuju brzu dostavu vode kroz krvotok u epitelne stanice za
proizvodnju CSF u koroidnom spletu. Iako u principu obje barijere sluze istoj obrambenoj
svrsi za CNS, njihove posebne strukture omogucéavaju izmjenu razlicitih supstanci izmedu
krvotoka i mozga.
(Gornji dio) Pogled odozgora; (Donji dio) Presjek.
Preuzeto iz: [2] F. D’Agata et al., "Magnetic nanoparticles in the central nervous system:
Targeting principles, applications and safety issues,” Molecules, vol. 23, no. 1, pp. 1-25,
2018.



Funkcija BBB-a je da bude ekstremno selektivni filter, limitirajudi
makromolekularni i stani¢ni promet te sprjeCavanje nekontroliranog pristupa
patogena, toksina, hormona i perifernih imunih stanica. Usprkos tomu, BBB
dozvoljava otpremanje nutrijenata u cerebralni parenhim te eliminaciju otpada
kroz sisteme aktivnog transporta. BBB je skoro pa vodootporna barijera te ju
samo mali broj molekula, npr. malih lipofilnih i hidrofobnih spojeva kao Sto su
02 i CO2, moze proci. Dodatni stupanj poteskoca uzrokuje P-glikoprotein (eng.
P-glycoprotein — P-gp) koji pripada skupini ABC transportera.[3] Ovaj izuzetno
efikasni obrambeni mehanizam dopusta iznimke samo za one elemente koji su
potrebni za funkcioniranje mozga (npr. glukoza i aminokiseline) propustajuci
ih kroz Cetiri glavna puta kroz BBB: pasivna difuzija (prolaze samo Oz i CO3 i
mali lipo-solubilni spojevi), transport posredovan nosacima (eng. Carrier
protein-Mediated Transport - CMT), transport posredovan receptorima (eng.
Receptor-Mediated Transport - RMT) i transport posredovan adsorpcijom (eng.
Adsorptive-Mediated Transport - AMT) (Slika 2).[2] Kod paracelularnog
transporta, uska spajanja djeluju kao ,Cuvari® i reguliraju paracelularnu
difuziju agenata otopljenih u vodi.[8] CMT obi¢no dopusta prijelaz barijere
malim nutrijentnim molekulama (<500 Da); primjer su transporter za glukozu,
aminokiseline, nukleozide i kolin. RMT opcenito funkcionira kod velikih peptida
i proteina (>600 Da); primjer su procesi endocitoze potaknuti receptorima za
inzulin i transferin. AMT se odvija kada je pozitivho nabijeni spoj u mogucosti
inducirati izrazenu i lokaliziranu disrupciju integriteta plazmine membrane;
primjer su kationizirani albumin ili sinteticke nanoclestice premazane
molekulama poput chitosana (CS).[2] CS je polisaharid sastavljen od
nasumicno distribuiranih B-(1-4) vezanih D-glukozamina (deacetilirane
jedinice) i N-acetil-D-glukozamina (acetilirane jedinice), s posebnim

svojstvima kao Sto su biorazgradivost, biokompatibilnost i sigurnost.[3]
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Slika 2: Shematsko nabrajanje mnogih puteva kroz koje spoj moze proci BBB, ovisno o
njegovim fizikalno-kemijskim svojstvima. (A) Lijekovi mogu proci barijeru jednostavnom
pasivhom difuzijom ako su dovoljno topljivi u lipidima (ili su modificirani prikladnim kemijskim
modifikacijama da budu lipofilni); (B) CMT omogucuje ulaz mnogim esencijalnim spojevima
poput glukoze i aminokiselina u endotelnu citoplazmu, a onda ih otpusta u mozak na vanjskoj
strani. Dodatno, razvijeni su umjetni spojevi koji imitiraju te endogene ligande kako bi
iskoristili mehanizme CMT-a; (C) Lijekovi ili ¢ak NPs mogu uci u mozak kroz paracelularnu
rutu samo kada su uska spajanja prekinuta. Posebice, BBB permeabilnost moze biti
kratkotrajno inducirana na nekoliko nacina: lokalnim rastom temperature (38-39°C),
osmotskim alteracijama (npr. infuzija hipertoni¢ne otopine manitola), aktivacijom
adenozinskih receptora, elektromagnetskim radijacijama ili bombardiranjem fokusiranog
ultrazvuka (eng. Focused Ultrasound - FUS); (D) Vezanje specifi¢nih liganada na receptore
koji posreduju endocitozu (npr. receptori za transferin i inzulin) omogucuje unos velikih
spojeva i NPs koji su prikladno funkcionalizirani; (E) Ako spoj ima dovoljan kationski naboj,
on moze inducirati lokalizirano elektrostatsko ometanje membranskih fosfolipida Sto rezultira
AMT-om; (F) Ako lijek nose NPs koje izrazavaju magnetska svojstva, lokalizirano magnetsko
polje, stvoreno vanjskim elektromagnetom, moZe biti upotrjebljeno za stvaranje
usmjeravajuce sile koja omogucava prolaz NPs iz krvotoka u ciljanu regiju mozga (kroz obje
paracelularnu i transcelularnu rutu)
Preuzeto iz: [2] F. D’Agata et al., "Magnetic nanoparticles in the central nervous system:
Targeting principles, applications and safety issues,” Molecules, vol. 23, no. 1, pp. 1-25,
2018.



3.2. Neuroinflamacija
Upala je fizioloSki obrambeni proces organizma u odgovoru na bilo koji

tip ostecenja tkiva. Mozak se odavna smatrao ,imunoloski privilegiranim
mjestom" zbog njegove fizicke izolacije od periferije preko BBB. Usprkos tome,
mozak joS uvijek moze potaknuti upalnu reakciju. Nekoliko stimulansa moze
potaknuti upalni odgovor u CNS-u, tzv. neuroinflamaciju (upalu). Ti stimulansi
uklju¢uju molekularne uzorke povezane s patogenima (eng. Pathogens-
Associated Molecular Patterns - PAMPs) i molekularne uzorke povezane s
opasnoscu (eng. Danger-Associated Molecular Patterns - DAMPs). DAMPs
mogu biti fizikalno—ili kemijski—inducirana osStecenja stanica ili endogeni
c¢imbenici poput modificiranih molekula naseg organizma. PAMPs i DAMPs
prepoznaju receptori koji prepoznaju uzorke (eng. Pattern Recognition
Receptors — PRRs), a ispoljeni su na imunokompetentnim stanicama unutar
parenhima mozga. U imunokompetentne stanice ubrajaju se vecéinom
mikroglija te u manjoj kolicini astrociti i makrofagi koji se nalaze u koroidnom
spletu, meningama i perivaskularnim prostorima. Obi¢no, u uvjetima
homeostaze, mikroglija se naziva ,nadziru¢im stanicama" (eng. surveying
cells), a astrociti ,mirnim stanicama" (eng. resting cells).[10] Mikroglija i
astrociti pripadaju obitelji glijalnih stanica koja ukljucuje i oligodendrocite.
Osim njihove imunoloske funkcije, mikroglija igra klju¢nu ulogu u razvoju i
homeostazi CNS-a.[3] Astrociti, najbrojnije glijalne stanice, doprinose raznim
funkcijama neurona, ukljucujuci stvaranje sinapsi i plasti¢nosti, energetskom
metabolizmu te sinaptickoj homeostazi neurotransmitera i iona. Stovise,
procesi astrocita su usko povezani sa sinaptickom pukotinom, gdje su aktivno
ukljuceni u prijenos i skladistenje sinapticke informacije. Takoder, sudjeluju u
odrzavanju BBB te imaju vaznu funkciju u zastiti neurona i njihovom

prezivljenju nakon ozljede.[11]
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Nakon prepoznavanja signala opasnosti, imunokompetentne stanice

potiCu nizvodnu signalnu kaskadu koja vodi do aktivacije puteva koji

omogucuju razvoj upalnog odgovora. Ovisno o intenzitetu upalnog odgovora,

moze doc¢i do procesa infiltracije perifernih imunih stanica (limfocita,

dendriti¢kih stanica i monocita). Upalni odgovor je dinamican i organiziran

proces koji se, shematski, dogada u dva koraka:

(I)

(1)

Prvi korak je pokrenut kad mikroglija prepozna signale opasnosti te je
njihova svrha otkloniti element koji je potaknuo signale opasnosti.
Karakteriziran je ekspresijom antigen prezentirajuc¢ih molekula glavnog
kompleksa tkivhe podudarnosti razreda II (eng. major histocompatibility
complex II - MHC II) i kostimulacijskim molekulama (CD80, CD86) te
sekrecijom pro-upalnih citokina (TNFa, IL-1B, IL-12,itd.), kemokina
(CCL2, CCLS5,itd.), dusi¢nog oksida (NO) i reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS). Svi su potrebni za otklanjanje uzroka ostecenja;

Nakon toga dolazi do faze rezolucije upale karakterizirane sekrecijom
protuupalnih molekula (medu ostalima, protuupalnih citokina IL-10 i TGF-
B) i faktora za popravak tkiva. Ova faza omogucuje zaustavljanje akutne
faze upale te time zapocinje cijeljenje osStecenog tkiva i povratak u
homeostazu. Velika razlika u odnosu na sistemski upalni odgovor je da
ova faza rezolucije posredovana od mikroglija promovira i neuroprotekciju
i neuroreparaciju. U jednu ruku, neuroprotekcija je posredovana kroz
sintezu neurotrofnih faktora poput faktora rasta nalik inzulinu 1 (eng.
Insulin-like Growth Factor -IGF1), mozdanog neurotrofnog faktora (eng.
Brain-Derived Neurotrophic Factor - BDNF) i glijalnog neurotrofnog

faktora (eng. Glial cell-Derived Neurotrophic Factor — GDNF).

Dokle god je koordinirana, kratkotrajna i dobro regulirana akutna

neuroinflamacija je korisna. Medutim, u slucaju neravnoteze, npr. u slucaju

dugotrajnog ili prejakog stvaranja faktora koji izazivaju upalu ili poremecaja

mehanizama rezolucije neuroinflamatornog procesa, neuroinflamacija postaje
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kroni¢na. U ovom trenutku, mikroglija i astrociti podlazu morfoloskim,
fenotipskim i funkcionalnim modifikacijama te su nazvane ,reaktivna
mikroglija“ i ,reaktivni astrociti* (Slika 3). Posljedice ove kroni¢nosti su
produljeno otpustanje upalnih i oksidativnih medijatora, s razarajuéim
ucincima na parenhim mozga i potencijalnu degeneraciju neurona te
smanjenje produkcije neurotrofnih i neuroprotektivnih faktora. Time je
kroni¢na neuroinflamacija Stetna i dovodi do oste¢enja neurona i nepovratne

ozljede tkiva.
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Slika 3: Ciljanje kroni¢ne neuro-inflamacije s inZenjiranim
nanocesticama (eng. engineered nanoparticles - ENPs).
Krvno-mozdana barijera (BBB) u plavom se sastoji od jednog
sloja endotelnih stanica (zapecacene uskim spajanjima)
okruzenog pericitima i astrocitnim stopalima. Pri kroni¢noj
neuroinflamaciji, mirni astrociti i nadziru¢ca mikroglija se
prebacuju u reaktivno stanje (crveno). Podesene ENPs (zeleno)
mogu pro¢i BBB ili kroz CMT, AMT ili RMT ( ), a
prolaze kako bi lijecili  kroni¢cnu  neuro-inflamaciju.
Preuzeto iz: [3] R. Poupot, D. Bergozza, and S. Fruchon,
“Nanoparticle-based strategies to treat neuro-inflammation,”
Materials (Basel)., vol. 11, no. 2, 2018.
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Znanstvena zajednica je prepoznala kroni¢nu neuroinflamaciju kao
kljuénu komponentu u skoro svim neuroloskim poremecajima, bilo kao
izazivajuci (primarni) ili kao sekundarni faktor. U bilo kojem slucaju,
neuroinflamacija aktivno sudjeluje u ozljedi mozga time Sto zapljuskuje
parenhim mozga nizom upalnih i oksidativnih molekula koje su toksi¢ne za
neurone. Za neuroinflamaciju se danas zna da igra ulogu u patogenezi
neurodegenerativnih bolesti poput AD, PD i ALS. Neuroinflamacija je takoder
vazna pri nastanku sekundarne ozljede nakon mozdanog udara i traumatske
ozljede mozga. Kod ovih patologija, Steta moze biti pozamasna te se razvija

tijekom duljeg vremena, Sto dovodi do neuroloskog poremedaja.[3]
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3.3. Maticne stanice

Maticne stanice su funkcionalno definirane kao stanice koje imaju
kapacitet samoobnove i sposobnost stvaranja diferenciranih stanica. Drugim
rijeCima, mati¢ne stanice mogu stvarati stanice kceri identi¢ne stanici majci
(samoobnova), kao i producirati potomstvo s ograni¢enim potencijalom
(diferencirane stanice).[12] Mati¢ne stanice mogu potencijalno diferencirati u
sva tri embrionalna zametna listica, poimence ektoderm, mezoderm i
endoderm.[13] Daljnji funkcionalni parametar koji bi trebao biti ukljucen u
definiciju mati¢nih stanica jest potentnost, tj. potencijal stvaranja
diferenciranog potomstva. Postoje tri tipa mati¢nih stanica: embrionalne,
adultne i inducirane pluripotentne matic¢ne stanice.[12] Embrionalne mati¢ne
stanice poticu iz unutarnje stani¢ne mase (eng. Inner Cell Mass — ICM) rastuce
blastociste, imaju pluripotentna svojstva i stvaraju ektoderm, mezoderm i
endoderm. Adultne mati¢ne stanice se mogu nadi u kostanoj srzi, kozi, mozgu
i raznim drugim odraslim ili fetalnim organima ili tkivima te su multipotentne,
Sto im omoguduje diferencijaciju u specificne stanicne linije koje su nalik tkivu
ili organu iz kojeg su potekle.[13] Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice
(eng. Induced Pluripotent Stem Cells - iPSCs) mogu biti napravljene iz
pacijentovih somatskih stanica reprogramirajuci ih specifi¢nim transkripcijskim
faktorima. Mogu se smatrati i stanicama nalik embrionalnim mati¢nim
stanicama, a imaju mogucénost stvoriti stanice iz sva tri zametna listi¢a, ¢ime
se zaobilaze eticka pitanja vezana uz manipulaciju ljudskih embrija. Prednosti
potonjih su i to Sto specificne iPSCs dobivene od istog pacijenta osiguravaju
prostor za stani¢nu terapiju bez rizika imunoloske reakcije koja dolazi s

terapijom.[14]

Stoga, kompletnija funkcionalna definicija mati¢nih stanica ukljucuje
opis njihovog kapaciteta replikacije i potentnosti. Podrijetlo ili loza mati¢nih
stanica je jako dobro poznata za embrionalne matic¢ne stanice, ali podrijetlo

adultnih mati¢nih stanica je manje jasno. Istrazivanja o razvoju
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hematopoetskog sustava su pokazala da prisutnost diferenciranih stanica ne

govori o tome gdje ili kada su odgovarajuce adultne mati¢ne stanice
nastale.[12]
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Slika 4: Shematski prikaz koji objedinjuje tipove i potencijal diferencijacije embrionalnih i
adultnih maticnih stanica. Mati¢ne stanice potencijalno diferenciraju u tri embrionalna
zametna listi¢a: ektoderm, endoderm i mezoderm.

Preuzeto iz: [13] A. A. Dayem et al., "The potential of nanoparticles in stem cell

differentiation and further therapeutic applications,” Biotechnol. J., vol. 11, no. 12, pp.
1550-1560, 2016.
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3.4. Nanoprijenosnici
Nanoprijenosnici su Cestice malih velicina koje se koriste za

kontroliranu dostavu lijekova koji su uklopljeni unutar nanoprijenosnika te
adsorbirani ili konjugirani na njihovu povrSinu. Razni materijali se mogu
upotrijebiti za nanoprijenosnike poput liposoma, micela, polimernih
nanocestica, nanocestica baziranih na lipidima, dendrimera i nanomaterijala
baziranih na ugljiku. Modificirane NPs ukljucuju velik raspon razliCitih
materijala. Mnoge nisu napraviljene od samo jednog materijala te se ne mogu
svrstati u gornje kategorije. Takve NPs nazivamo inzenjiranima (eng.

engineered).[7]

3.4.1. Liposomi

Liposomi (eng. Liposomes - LPs) su mikroskopske vezikule koje se
sastoje od fosfolipidnog ili slicnog amfipatskog lipidnog dvosloja (Slika 5).[15]
LPs su sustav dostave s kapacitetom oblaganja velikog broja lijekova i
slikovnih agenata. Bili su prva generacija novih prijenosnika za dostavu lijeka.
Struktura LPs omogucdava dostavu tereta u vodenim odjeljcima ili ugradenog
u lipidni dvosloj. Najvaznije svojstvo liposomalnih nanoprijenosnika je zastita
od razgradnje i optimizacija farmakokineti¢kih svojstava obloZenog lijeka u
svrhu poboljSanja terapeutske efikasnosti uz smanjenje Stetnih efekata koji se
povezuju s administracijom lijeka. LPs imaju mnoge prednosti u odnosu na
nanoprijenosnike koji omoguduju dostavu lijeka; one ukljucuju njihovu
veli¢inu, amfipatski karakter, netoksi¢nost, neimunogeni¢nost, potpunu
biorazgradivost i strukturno prilagodljivu prirodu. Ograni¢enja LPs ukljucuju
brzu sistemsku eliminaciju, brzu metaboli¢ku razgradnju fosfolipida, problem
stabilnosti LPs nakon produzenog skladistenja i njihovu nemogucénost pruzanja

produljenog otpustanja lijeka.[7]

3.4.2. Polimerne micele
Polimerne micele su samostvarajuce koloidne disperzije veliine virusa

s hidrofobnom jezgrom i hidrofilnim omotacem (Slika 5). Vecina ovih amfifilnih
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polimera su biorazgradivi i biokompatibilni. Polimerne micele su manje od bilo
kojih drugih nanosustava dostave lijeka, poput LPs. U usporedbi s LPs,
polimerne micele je lakSe proizvesti, a imaju vecu fizicku stabilnost i
mogucénost produljenog otpustanja lijeka. Prednosti polimernih micela
ukljucuju stabilnost u cirkulaciji plazme, sposobnost izbjegavanja RES i
realizacije povrsSinskih modifikacija s ciljnim ligandima. Micele su odli¢ni
prenosioci farmaceutika zbog njihove sposobnosti da otapaju hidrofobne
lijekove, sprijeCe razgradnju lijeka, povecaju svoju topljivost u vodi, produze

vrijeme cirkulacije u krvi, biokompatibilnosti te manje stetnih nuspojava.[7]

3.4.3. Nanocestice

Nanocestice (NPs) su koloidni sustavi s kompaktnom strukturom gdje
je terapeutski agent ili zarobljen unutar koloidnog matriksa ili nanesen na
povrsSinu Cestice konjugacijom ili adsorpcijom. Termin NP ukljucuje nanosfere
i nanokapsule (Slika 5).[7] NPs imaju nekoliko jedinstvenih fizickih svojstva
ovisnih o njihovoj nanostrukturi. Na primjer, velika povrsina NPs moze nositi
terapeutske agente za dostavu lijeka. Njihova inertna priroda ih ¢ini idealnim
prijenosnicima za razne lijekove i molekule. Dodatno, NPs mogu uhvatiti lijek
i zastititi ga od razgradnje u cirkulaciji te posljedi¢no smanijiti koli¢inu lijeka
koju je potrebno administrirati.[16] Prednosti NPs u odnosu na LPs su:
jednostavniji proces stvaranja, bolja fizicka stabilnost te efikasnije produljeno
otpustanje lijeka koje moze biti primijenjeno kod lije¢enja kronicnih bolesti.
Ovi nanoprijenosnici se mogu klasificirati kao polimerne nanocestice ili

nanocestice bazirane na lipidima.[7]

3.4.4. Dendrimeri
Dendrimeri su svestrane i veoma razgranate strukture koje se sastoje
od ponavljaju¢éih monomernih jedinica koje su spojene na i oko srediSnje
jezgre (Slika 5). Povrsina dendrimera se moze jednostavno funkcionalizirati
zbog dostupnosti visestrukih reaktivnih funkcionalnih grupa koje pojacavaju

bioloSku aktivnost. Ovi nanoprijenosnici su nedavno procijenjeni za dostavu

17



lijeka u CNS zato jer uvecavaju permeabilnost BBB na lijekove i druge
terapeutske agente. Molekule lijeka se mogu uklopiti u unutrasnjost
dendrimera ili biti konjugirane na povrSinske grupe. Konjugacija proba za
fluorescentnu i magnetnu rezonancu na terminalne aminske funkcije
dendrimera omogucuje sintezu polimernih slikovnih agenata koje se koriste za

dijagnosticke svrhe.[7]

3.4.5. Nanomaterijali bazirani na ugljiku

Nanomaterijali bazirani na ugljiku (eng. Carbon-based nanomaterials)
su potencijalni kandidati za razne primjene u medicini, poput dostave lijeka i
oslikavanja, a oni ukljucuju grafen, ugljicne nanocjevcice, grafenov oksid (eng.
Graphene oxide - GO), fulerene i nanodijamante. Nanomaterijali bazirani na
ugljiku imaju osobita elektri¢na, opticka, termalna i mehanicka svojstva te su
privukli poveliku paznju u nanomedicini zadnjih godina. Oni posjeduju izuzetna
intrinzicna fizikalno-kemijska svojstva koja bi potencijalno mogla biti

iskoriStena na mnoge nacine.[17]

3.4.5.1. Grafen

Grafen je jednoslojna ili viSeslojna ploca od sp2-vezanih atoma ugljika
¢vrsto upakiranih u dvodimenzionalnu celiju nalik na sace, debljine od samo
0,34 nm.[18] Grafen je istovremeno najtanji (debljine od samo jednog atoma)
i najjaci spoj. Stovise, lagan je, fleksibilan i transparentan, elektri¢no i toplinski
provodljiv Sto otvara mogucnosti uporabe u Sirokom spektru primjena, npr.
tintama za 3D-printanje, baterijama, optickim i elektrokemijskim senzorima,
skladistenju energije i medicini. Neki od aspekata materijala srodnih grafenu
(eng. Graphene related materials - GRM) koji su od znacajnog interesa za
buduée primjene u neuroznanosti jesu: dostava gena i lijekova preko
grafenskih nanoprijenosnika, interakcija s BBB te neuralna regeneracija,

snimanje i stimulacija na 2D i 3D grafenskim kompozitima.

18



Glavno ogranic¢enje primjena grafena u neuroznanosti je njegova vrlo
niska akumulacija u parenhimu mozga nakon intravenske injekcije. Nakon sto
je unesen intravenski, grafen c¢e se susresti s ionima, lipidima i proteinima, Sto
rezultira nakupljanjem materijala i formacijom biomolekularne korone koja bi
mogla utjecati na distribuciju grafena i izazvati upalnu reakciju.[8] Biokorona
oznacava slojeve biomolekula koje adsorbiraju na povrsinu NPs u bioloSkom
okoliSu. Sastav biokorone je ovisan o fizikalno-kemijskim svojstvima
nanocestice kao i identitetom bioloskog okolisa.[17] Nadalje, nanoplo¢e mogu
biti fagocitirane od strane makrofaga, poticuci tako aktivaciju i oslobadanje
proupalnih citokina. Posljednje, ali niSta manje vazno, grafenske nanoploce

mogu se radije akumulirati u RES nego u ciljanom tkivu.

Oplemenjivanje povrsine grafena bi moglo ublaziti ve¢inu nedostataka.
Fizikalno-kemijska svojstva grafenskih nanoplo¢a mogu biti podeSena prema
vecem stupnju biokompatibilnosti.[8] Velika dostupna povrSina i mogucnost
konjugacije razli¢itih molekula na njegovu povrSinu Cine grafen prikladnim
materijalom za drzanje i prenosenje lijekova, gena, antitijela i proteina.[19]
Dodatno, mogudée je modificirati njegovu kemijsku strukturu dodavanjem
funkcionalnih grupa poput amino, karboksilne, hidroksilne, alkil halogene ili
azidne grupe.[20] Zbog njegovog jedinstvenog fluorescentnog, fotoakusti¢nog
i magnetsko rezonantnog profila, nekoliko je studija istrazilo mogucnost
uklapanja nanocestica baziranih na grafenu za povecanje in vivo vizualizacije
mozdanih tumora i unaprjedenje molekularnih antitumorskih strategija za

ciljanje tumora. [8]

3.4.5.2. Ugljicne nanocjevcice
Uglji¢ne nanocjevcice (eng. Carbon Nanotubes - CNTs) su cilindricne
strukture formirane s grafitnim listicima s promjerom u nanometarskoj skali i
s desecima stotina mikrometara u duzinu, s ogromnom povrsinom i odlicChom
elektricnom i toplinskom provodljivoséu (Slika 5). CNTs su originalno

netopljive. Potrebno je unaprijediti njihova svojstva te time i smanjiti njihove
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nuspojave, procesom funkcionalizacije.[7] Medutim, nekoliko studija je
dokazalo da su nanomaterijali bazirani na ugljiku ipak podlozni
biorazgradnji.[21] Te studije su ukazale na klju¢nu ulogu urodenog imunosnog
sustava u enzimskoj ,probavi® nanomaterijala baziranih na ugljiku. Imunosni
sustav stiti tijelo od stranih uljeza te su potrebna dodatna istrazivanja koja c¢e

potvrditi opazaju li imunokompetentne stanice nanomaterijale bazirane na

ugljiku kao patogene.[17]
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Slika 5: Shematski prikaz razlicitih
nanoprijenosnika upotrjebljenih za tretman
? CNS poremecaja. Ukljucuje: liposome, micele,
' nanocCestice - nanosfere i nanokapsule,
dendrimere i ugljicne nanocjevdice.
Preuzeto iz: [7] A. Dominguez, B. Suarez-
Merino, and F. Goiii-de-Cerio, “Nanoparticles
Dendrimer Carbon nanotube

and Blood-Brain Barrier: The Key to Central
Nervous System Diseases,” J. Nanosci.
Nanotechnol., vol. 14, no. 1, pp. 766-779,
2014.
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3.4.6. Inzenjirane nanocestice (ENPs)

Zahvaljujuci njihovim osobitim fizikalno-kemijskim svojstvima, visokoj
kemijskoj stabilnosti, moguénosti da uklope u sebe Siroki raspon i hidrofilnih i
hidrofobnih lijekova te visokoj razini funkcionalizacije, inZenjirane nanocestice
(eng. Engineered Nanoparticles — ENPs) su jedna od najobecavajudih strategija
za prelazenje BBB.[22] ENPs su otvorile nove mogucnosti za dostavu lijeka u
CNS. Postoji nekoliko strategija pomoc¢u kojih ENPs mogu do¢i do mozdanog
parenhima te se mogu grupirati u neinvazivhe metode i invazivhe metode.
Razli¢ite strategije i kriteriji bi trebali biti uzeti u obzir pri dizajniranju ENPs za
penetraciju u mozak. Prilagodavanje ENPs, npr. spajajuci ciljne ligande za koje
se zna da olakSavaju prelazak BBB, je cini se kljuCan korak. ENPs mogu
pristupiti cerebralnom parenhimu, ciljati specificnu stani¢nu populaciju i

dostaviti svoj teret za dijagnosticke i/ili terapeutske svrhe.

Nekoliko stvari se mora imati na umu pri razvoju i dizajniranju ENPs za
tretman CNS poremedaja. Prvo, razne funkcionalizacije ENPs mogu biti
implementirane za povecanje njihove sposobnosti da predu BBB ili njihov
transport iz nosa u mozak. Cak je moguce kombinirati nekoliko tipova
prilagodbi kako bi se poboljSalo uspjesno ciljanje CNS-a. Drugo, nekoliko
nacina administracije moze biti predvideno za dostavu ENPs u parenhim
mozga. To su: peritonealna, intravenozna ili intranazalna administracija.
Posljednje, eksperimenti ne bi trebali biti izvodeni samo in vitro nego bi

obavezno trebali ukljucivati testiranja in vivo.[3]

3.4.7. Magnetne nanocestice (MNPs)

NPs koje pokazuju magnetna svojstva se hnazivaju magnetnim
nanocCesticama (eng. Magnetic Nanoparticles - MNPs). Njihova moguénost
stvaranja privremenih pora u stani¢nim membranama—kao Sto je slucaj u
endotelu BBB—u svrhu poboljSanja ciljanja i dostave se naziva
magnetoporacija. MNPs se vel koriste za mnoge biomedicinske primjene:

magnetno povecanje kontrastnih agenata, magnetska hipertermija i grijanje,
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magnetsko oznalavanje i odvajanje i magnetski vektori. MNPs su najcesce
stvoreni kao koloidni ferrofluidi — suspenzija magnetnih nanocestica u vodenim
teku¢inama s koncentracijom od otprilike 101°-1017 Cestica/mL.[23] Njihova
stabilnost ovisi o ravnotezi izmedu sila—van der Waalsovih, dipol-dipol,
sterickih, termalnih i elektrostatskih—izmedu cestica i okolnih molekula

otapala.

Vazna prednost MNPs u poboljSanju dostave lijeka jest njihova
mogucnost dugotrajne cirkulacije u krvi. Povecanje ucinkovitosti dostave lijeka
na cilj postignuto dodavanjem magnetske energije koristec¢i NPs osjetljive na
magnetna polja se podrobno istrazuje posljednjih godina. Ideja je stara gotovo

60 godina, ali se potrebna tehnologija tek nedavno razvila.

Dostava lijeka uz pomo¢ magnetskih polja se naziva magnetno ciljanje
lijeka. Kada se uzima u obzir intravenozna administracija, karakteristike MNPs
(veli¢ina, oblik, povrsinski naboj, premaz i magnetska svojstva) moraju biti
specifi¢no skrojene za planiranu klinicku primjenu. Posebno, optimalna veli¢ina
i ve¢ina magnetskih svojstava MNPs jako ovise o fizioloSkim karakteristikama
mete. U ljudskom mozgu, radna udaljenost i sigurnosna ogranic¢enja snage
magnetnog polja, limitiraju primjenu MNPs u klinicke svrhe. Magnetno ciljanje
bi moglo biti ucinkovitije za ciljanje meta pri povrsini tijela te u podrucjima
sporijeg protoka krvi. Mnoge tehnicke poteskoce se joS moraju rijesiti prije
nego li je moguée zapoceti rutinsku primjenu u klinicke svrhe na ljudskim

pacijentima.[2]
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3.5. Oplemenjivanje nanoprijenosnika
Posljednjih godina je ucinjen velik napredak kod novih koloidnih

sustava za dostavu lijeka, no, nekoliko tipova nanoprijenosnika je razvijeno za
dostavu lijeka u CNS, a nisu u mogucnosti pro¢i BBB. Prema tim sustavima,
dugotrajna cirkulacija u krvi ne osigurava ucinkovito prevladavanje BBB te je
potrebno dodati svojstva na prijenosnike kako bi osigurali da lijekovi za CNS
dodu na pravo mjesto u svojoj aktivhoj formi. Za suoclavanje s ovim
problemom, moguce je provesti ili optimizaciju veli¢ine i naboja ili modificirati

povrSinu nanoprijenosnika.[7]

3.5.1. Optimizacija veli¢ine i naboja

Nanoprijenosnici su vrlo lako opsonizirani te su udaljeni iz cirkulacije
prije nego li su obavili svoju funkciju. Opsonizacija jest proces oblaganja
patogena ili strane Cestice protutijelima kako bi ih ucinili primamljivijima
makrofazima te kako bi ih oni lakSe fagocitirali. Fizikalno-kemijska svojstva su
kljuCna za stabilnost nanoprijenosnika, kao i za njegovu biodistribuciju i
efikasnost. Cestice koje imaju promjer od otprilike 100 nm uglavnom pokazuju
produljeno vrijeme u cirkulaciji krvi. BBB je anionska barijera za koju se
vjeruje da zaustavlja sve anionske molekule, dok kationske molekule
poboljSavaju permeabilnost BBB neutralizacijom naboja. Iz ovog razloga,
pozitivni naboj povrSine NPs promice njihove elektrostatske interakcije s
negativno nabijenim povrSinama stanica, Sto dovodi do poveéanog endotelnog

stani¢nog unosa.[7]

3.5.2. Modifikacije povrsine
Visestranost sustava dostave koji se baziraju na nanotehnologiji
dozvoljava funkcionalizaciju nanoprijenosnika konjugacijom specifi¢nih
biomolekula na povrsinu nanoprijenosnika (Slika 6). Ove modifikacije povrsine
mogu znatno olaksati transport preko BBB. Takoder, poznato je da ovaj proces
igra klju¢nu ulogu u toksi¢nosti nanoprijenosnika. Funkcionalizacija zahtijeva

temeljno znanje ciljanog organa i njegovih mehanizama transporta.[7]
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3.5.2.1. Pegilacija (eng. Pegylation)

NajceSce upotrjebljen polimer za kemijsku modifikaciju povrsine
nanoprijenosnika jest polietilen glikol (PEG), fleksibilna, nisko toksi¢na
molekula koja je topljiva u vodi. PEG se Cesto upotrebljava kao polimer koji
Stiti povrSinu nanoprijenosnika zato jer ima viSe prednosti poput odlicne
topljivosti u vodenim otopinama, visoku fleksibilnost polimernih lanaca, nisku
toksi¢nost, imunogenost i antigenost. Stabilnost nanoprijenosnika je porasla s
PEGilacijom, izbjegavsi tako njegovu degradaciju tijekom sistemske

cirkulacije.[7]

3.5.2.2. Surfaktanti (eng. Surfactants)

Funkcionalnost povrSine NPs utjeCe na interakcije nanocestica s
bioloskim stanicama. Hidrofilni surfaktanti kombinirani s PEG jedinicom se
upotrebljavaju za premazivanje nanoprijenosnika kako bi ispunili njihovu
sposobnost prolaza BBB. Efflux transporteri su odgovorni za slabu prodornost
pojedinih CNS lijekova u mozak. Misli se da su surfaktanti sposobni inhibirati

efflux transportere P-gp.[7]

3.5.2.3. Ciljanje (eng. Targeting)

Nanoprijenosnici se mogu aktivno naciljati kako bi se povecala njihova
akumulacija na specificnom patoloSkom mjestu. Aktivno ciljanje na mozak se
moze postiéi tako da se na vanjsku povrSinu nanoprijenosnika nanesu ligandi
poput peptida, antitijela, fragmenata antitijela i proteina, koji se specifi¢cno
vezu za stani¢ne receptore na oboljelim tkivima ili stanicama u mozgu. Jedan
od pristupa je modificirati povrSinu nanoprijenosnika koji sadrzi lijek

konjugirajuéi ga s antitijelom koje je posebno specificno za mozak.[7]

3.5.2.4. Slikovni agenti (eng. Imaging Agents)
Fluorescentne molekularne probe (poput fluorescentnih boja i
proteina) se opsezno upotrebljavaju za oznacavanje raznih bioloskih jedinki

ukljucujuéi biomolekule (poput proteina, peptida i oligonukleotida), stanice i
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presjeke tkiva. Glavna primjena ovih specificnih molekularnih proba je in vivo

oslikavanje S primjenom u dijagnozi bolesti mozga. [7]

Imaging agent

PEG

Antibody CPP

Slika 6: Povrsinske modifikacije nanoprijenosnika ukljuCuju nanoSenje
lijeka, PEGilaciju, aktivno ciljanje antitijelima, peptid koji probija u stanicu
(eng. cell penetrating peptide — CPP) i kontrastne slikovne agente (za
slikovne dijagnoze)
Preuzeto iz: [7] A. Dominguez, B. Suarez-Merino, and F. Gofii-de-Cerio,
“Nanoparticles and Blood-Brain Barrier: The Key to Central Nervous
System Diseases,” J. Nanosci. Nanotechnol., vol. 14, no. 1, pp. 766-779,
2014.
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3.6. Primjene nanomaterijala
3.6.1. Diferencijacija maticnih stanica

Nanomaterijali pruzaju jedinstvenu fizicku veliCinu, povrsinsku kemiju,
provodljivost i topografski mikrookoliS za regulaciju diferencijacije mati¢nih
stanica preko multidimenzionalnih pristupa za olaksanje dostave gena te
interakcije stanica-stanica i stanica-izvanstani¢ni matriks (eng. Extracellular
matrix — ECM). Nanomaterijali su po prirodi vrlo prilagodljivi, omogucuju nam
efikasnu i dinamicku kontrolu nad diferencijacijom maticnih stanica preko
samo biofizickih svojstava nanomaterijala. Suptilne promjene u fizickom
mikrookoliSu poput orijentacije povrsinskih materijala, sastava ECM proteina i

oblika, mogu znacajno utjecati na terapeutski potencijal mati¢nih stanica.

Pristupi bazirani na nanotehnologiji za selektivho usmjeravanje
regeneracije bazirane na mati¢nim stanicama ukljucuju: topive mikrookoliSne
faktore (eng. soluble microenvironmental factors), netopivi fizicki mikrookolis
(eng. insoluble physical microenvironment) i nano-topografska svojstva (eng.
nano-topographical features) (Slika 7). Topivi mikrookoliS ukljucuje faktore
rasta, citokine i kemokine povezane s nanomaterijalima i dostavljene mati¢nim
stanicama. Netopivi fizicki mikrookoliS predstavljaju biokemijski signali koji
kroz proteine ECM-a modificiraju adheziju i usmjeravaju rast stanica.
Posljednje, nano-topografska svojstva opisuju fizicke i topografske znakove
koje nanomaterijal osigurava mati¢noj stanici. Pristupi bazirani na
nanotehnologiji pruzaju fizikalno-kemijsku kontrolu potrebnu za diferencijaciju

maticnih stanica u stanicne linije od interesa.
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Slika 7: Ilustrativni dijagram koji
predstavlja multidimenzionalne
nanomaterijale: topive mikrookolisne
faktore, netopivi fizicki mikrookolis i
nano-topografska svojstva.
Preuzeto iz: [1] S.-T. D. Chueng, L.
Yang, Y. Zhang, and K.-B. Lee,
“Multidimensional nanomaterials for
the control of stem cell fate,” Nano

Converg., vol. 3, no. 1, p. 23, 2016.

Regulatorne molekule poput faktora rasta i signalnih molekula su

faktori s kljuénom sposobnoséu regulacije mati¢nih stanica. Medutim,

nedostatak regulatornih molekula koje se prirodno pojavljuju u ljudskom
organizmu je to Sto imaju kratak polu-zivot u cirkulaciji i brzu stopu in vivo
razgradnje. Ovi nedostatci skupa s niskom difuznos¢u cCine pravu primjenu
terapije mati¢nim stanicama neucinkovitom zbog neefikasne dostave i
nespecificne distribucije. Zahvaljujuéi svojim intrinziénim svojstvima,
nanomaterijali mogu omoguditi produljeno otpustanje faktora rasta za

efektivno tretiranje maticnih stanica iznad praga koncentracije.

Dodatno, gensko manipuliranje bazirano na NPs se pokazalo kao
alternativna strategija za usmjeravanje diferencijacije mati¢nih stanica.
Svestranost NPs takoder omogucduje ciljanu dostavu genskih molekula u

stanice. Doziranje malih molekula i genska manipulacija su jednako vazne za
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ciljanu diferencijaciju mati¢nih stanica u tkivnom inzenjeringu i regenerativnoj
medicini.

Transkripcijski faktori su klju¢ni regulatori bazi¢nih stani¢nih procesa
te su odgovorni za vitalne funkcije stanice. Stoga, modulirajuéi ekspresiju
specificnih gena, tj. kljuénih transkripcijskih faktora, moze se utjecati na

diferencijaciju matic¢nih stanica.

Osim signala putem topivih molekula, NPs pruzaju i mehanicke
stimulanse odgovorne za diferencijaciju maticnih stanica, formiranje tkiva i
regeneraciju organa. Nedavno je dokazano kako udaljena magnetska
aktivacija osigurava mehanicku stimulaciju bioloskih stanica.[24] Mehanickom
stimulacijom, integrinski receptori na fokalnim adhezijama stanica aktiviraju
biokemijske stani¢ne procese, utjeCu na morfologiju te ¢ak i na epigenetsku
kromosomsku aktivhost. S razvojem magnetskih nanocestica (MNPs),
magnetska aktivacija na stani¢noj ili ¢ak na receptorskoj razini moze aktivirati
razli¢ite mehanosenzore koji postoje u stani¢noj membrani. Preko jednostavne
povrsSinske funkcionalizacije, NPs se mogu vezati na povrsSinu stanica i utjecati
na funkciju stanice ili pak usmjeriti diferencijaciju mati¢nih stanica s vanjskim

magnetskim poljem.

Prilikom diferencijacije mati¢nih stanica dolazi do istovremenog
primanja i vrSenja sila na ECM proteine koji ih okruzuju. Stoga, mehanicka
svojstva iz ECM igraju vaznu regulatornu ulogu u biologiji mati¢nih stanica.
Stovie, fizicke stimulacije (npr. elektritne, mehani¢ke i fotokemijske
stimulacije) iz supstrata mogu pruziti dodatni utjecaj na proces diferencijacije
maticnih stanica. Razvijene su razne vrste organskih i neorganskih struktura,
netopivih fizickih mikrookoliSa, koje mogu imitirati ECM kako bi imale preciznu

kontrolu nad tvrdo¢om, povrsSinskom topografijom i razgradnjom.

Od otkri¢a grafena, u zadnjem desetljecu velik interes je fokusiran na

2D i 3D strukturirane nanomaterijale. Visoka mehanicka fleksibilnost
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grafenskih struktura bi mogla omoguditi dovoljnu toleranciju mehanickog
stresa za regeneraciju tkiva. Stovide, visoka elektri¢na provodljivost
grafenskih struktura dozvoljava elektricnu stimulaciju, nadziranje i detekciju
diferenciranih neurona ili kardiomiocita. Grafen moze posluziti kao provodljivi
supstrat i prenijeti elektricne signale do neuralnih stanica u kulturi te efikasno
modulirati ponasanje neuralnih stanica. Neuralna mreza se moze uspjesno
formirati, a dokazana je poviSena frekvencija ziv€anih impulsa na grafenskim
filmovima.[1],[8]

3.6.2. Dijagnosticko oslikavanje

Dijagnosticko molekularno oslikavanje je relativno nova disciplina koja
koristi probe, poznate kao biomarkeri, za mjerenje bioloSkih procesa na
molekularnoj razini, omogucavajuci vizualizaciju dogadaja u Zivom organizmu
bez uzrokovanja Stete. Posljedicno, tehnike neuroslikanja su postale sve
vaznije u procjenjivanju bioloskih i fizioloSkih svojstava neuroloskih
poremecaja. NajCeSc¢e tehnike molekularnog oslikavanja ukljucuju metode
bazirane na X-zrakama poput radiografije, ultrazvuka, nuklearne medicine s
tomografijom emisije pozitrona (eng. positron emission tomography - PET) i
nekoliko metoda optickog oslikavanja. Ogranicenja ove tehnike su pretjerana
difuzija kontrastnih agenata u ne-patoloska podrucja te njihov kratki polu-
zivot. Kako bi rijesili ovaj problem, slikovni agenti se mogu uklopiti unutar
nanocestice skupa s lijekom, sto omogucuje neinvazivho nadziranje dostave
lijeka u CNS. Sposobnost ciljanja nanocestica pruza im mnogo prednosti u
usporedbi s konvencionalnim kontrastnim agentima te im moZe omoguditi

precizniju detekciju.[7],[17]

Nanomaterijali bazirani na ugljiku, poput CNTs se intenzivno istrazuju
za viSestruke slikovne modele ukljucujuéi fluorescentno, fotoakusti¢no i
Raman slikanje. Metalofulereni se istrazuju kao kontrastni agenti za MR vise
od desetlje¢a.[17] Intrinzicka svojstva grafena u vidljivom i infracrvenom

podrucju spektra ga Cine privlacnim alatom za biooslikavanje in vitro i in vivo.
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Specificno za primjene u CNS, in vivo studije su pokazale da PEG-GO i njegovi
derivati administrirani intrakranijalno mogu biti oslikani u mozgu preko dvo-
fotonske mikroskopije. Preko ove tehnike oslikavanja, 3D mapa distribucije
moze biti rekonstruirana u mozdanom parenhimu zbog visoke penetracije
fluorescentnog signala PEG-GO kompozita u tkivo mozga. Ovi obecavajudi
rezultati bi mogli dovesti do uporabe grafena kao dijagnostickog alata za
oslikavanje mozdanih tumorskih lezija, posebice ako je materijal projektiran s

biomolekulama koje specifi¢no ciljaju tumorske stanice.[8]

3.6.3. Inzenjering tkiva i regenerativna medicina
Inzenjering tkiva je termin koji opisuje proces formiranja novog tkiva
kako bi se zamijenio osteceni organ ili tkivo. Smatra se alternativhom
metodom ponovnog uspostavljanja funkcije osteéenog tkiva ili organa nakon
neuspjeha konvencionalnih lijekova i metoda. NestaSica donora i imunosno
odbacivanje genetski nesrodnih transplantanata su velika prepreka u

transplantaciji tkiva i organa.[13]

InZzenjering tkiva cilja povratiti funkcionalnost oste¢enog tkiva u
kombinaciji s prikladnim biomaterijalima. Strukture koje imaju slicna kemijska
i fizikalna svojstva kao ECM osiguravaju prikladan trodimenzionalni
mikrookoliS za spajanje stanica te stvaranje specificnih tkiva i organa i zbog
toga predstavljaju klju¢ tkivnog inzenjeringa i regenerativne medicine.
Nekolicina novih nanomaterijala se koriste kao strukture za kulture matic¢nih

stanica i njihovu diferencijaciju u razli¢ite stani¢ne linije.[13]

Sto se ti¢e Zivéanog sustava, aktivni i dinami¢ni uredaji koji se mogu
implantirati su vrlo povoljni jer omogucavaju istovremeno stimuliranje i
snimanje elektricne aktivnosti neuralnih stanica.[8] Nanomaterijali bazirani na
ugljiku se pojavljuju kao potencijalni kandidati za razvoj sintetickih struktura
u tkivnom inzenjeringu. CNTs pruzaju nekoliko sli¢nih karakteristika ECM-u,

okoliSu u kojem stanice fizioloSki migriraju i proliferiraju kako bi stvorili tkiva i
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organe. Nanodijamanti se ponasaju kao platforma za rast neurona, dok
hibridne strukture GO i silica nanocCestice promoviraju rast i usmjeravanje
ljudskih neuralnih mati¢nih stanica.[17] Intrinzicna svojstva grafena se mogu
iskoristiti za dizajniranje grafenskih uredaja za neuronska sucelja, zbog toga
Sto grafen moze pojacati opticka, elektricna i mehanicka svojstva mjesavine
nanostruktura. NajceSce primjene grafenskih struktura u nanomedicini
ukljucuju stvaranje struktura za in vivo neuronsku regeneraciju, stimulaciju i

snimanje, kao i za reguliranu dostavu lijeka.[8]

Tehnologija nanovlakana pruza potencijalno rjeSenje za odredene
terapije, poput tretmana za opekline i rane, regeneracije tkiva i organa i raznih
degenerativnih poremecaja u biomedicinskom inzenjeringu. Bioaktivni spojevi
(npr. faktori rasta, nukleinske kiseline i ligandi koji se vezu na integrine) se

mogu uklopiti u strukture od nanovlakana.[1]
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3.7. Metode i rezultati

3.7.1. Sprjecavanje neuroinflamacije
Ovaj dio je posveéen znanstvenim radovima koji prikazuju prodor ENPs
na podrucju neuroinflamacije te spominje nedavne primjere funkcionalizacije
koja omogucuje ENPs prolaz preko BBB i pristup mozdanom parenhimu.

Spomenute studije su sve provedene in vivo.[3]

Hu et al. su demonstrirali da polietilen glikol-polilaktid-poliglikolid (eng.
Polyethylene glycol-polylactide-polyglycolide — PEG-PLGA) ENPs konjugirani s
laktoferinom (eng. lactoferrin - Lf) imaju znacajno vecu mogucnost dosega
cerebralnog parenhima od nekonjugiranih ENPs.[25] Doista, PEG je poznat po
tome Sto poboljSava vrijeme cirkulacije u krvi, a Lf je ciljni ligand koji
promovira RMT preko receptora za transferin. Nakon intravenozne injekcije,
Lf-PEG-PLGA ENPs su locirane u striatumu i substanciji nigri, dva zahvacena
podrucja u Parkinsonovoj bolesti. Ovaj sustav dostave u mozak je koristen kao
nosaC za urokortin (peptid dug 40 aminokiselina povezan s faktorom
otpustanja kortikotropina) koji se pokazao neuroprotektivnim te ublazava

simptome u Stakorskim modelima Parkinsonove bolesti.[26]

Tiwari et al. su ustvrdili da je kurkumin (eng. Curcumin - Cur) uklopljen
u biorazgradivi PLGA (Cur-PLGA) ENPs obecavajudi terapeutski pristup kod
Alzheimerove bolesti. Kurkumin, glavni pigment kurkume (Curcuma longa),
ima zanimljiva protuupalna i antioksidativha svojstva za tretman upalnih
bolesti CNS-a. No, njegova uporaba u terapiji je ogranicena zbog njegove slabe
dostupnosti mozgu, dijelom zbog niske BBB prolaznosti. Stoga, autori su
odabrali uklopiti kurkumin u visoko lipofilni PLGA ENP za prevladavanje tog
nedostatka. Nakon intraperitonealne injekcije Cur-PLGA ENPs, razine
kurkumina u mozgu su bile viSe nego kod administracije kurkumina
neuklopljenog u ENPs. Najznacajnije jest to da su u Stakorskom modelu
Alzheimerove bolesti, Cur-PLGA ENPs stimulirale neurogenezu odraslog

hipokampusa te su spasile zivotinju od kognitivhog propadanja.[27]
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Piperin (PIP), glavni aktivni sastojak u papru, se upotrebljava u
medicini zbog svojih protuupalnih i antimikrobnih svojstava. Autori su
upotrijebili tripolifosfatni unakrsno spojeni chitosan (CS) ENPs kao nosac
intranazalnom dostavom piperina. CS je pozitivho nabijen Sto omogucava
bolju interakciju s bioloSkim membranama i mukoadhezivna svojstva.
Efikasnost PIP-CS ENPs je procijenjena in vivo u Stakorskom modelu
sporadicne demencije Alzheimerovog tipa inducirane centralnom injekcijom
kolhicina. Studija je demonstrirala da je PIP-CS nanoformulacija protuupalna
(pad produkcije TNFa), antiapoptoticka (smanjena aktivnost
kaspaze-3) i antioksidativha (povecana aktivhost superoksidativne
dismutaze). Nadalje, dok je piperin sam po sebi iritantan za nazalnu mukozu,
PIP-CS ENPs nisu muko-iritantne. PIP-CS ENPs su dovele do povecanja

kognitivnih funkcija u Zivotinja.[28]

Hernando et al. su pokazali da glijalni neurotrofni faktor (eng. Glial cell-
Derived Neurotrophic Factor - GDNF), koji promovira prezivljavanje medu
ostalima i dopaminergic¢nih neurona (tj. stanica koje umiru u pacijentima
oboljelih od Parkinsonove bolesti), moze biti dostavljen u mozak nakon
intranazalne administracije kada je uklopljen u nanoformulaciju sastavljenu od
nanostrukturiranog lipidnog nosaca (eng. nanostructured lipid carrier - NLC)
premazanog s CS te povrsinskog peptida TAT koji penetrira u stanicu. CS i TAT
su odabrani za uveéanje vremena prebivanja lijeka u nosnoj Supljini, za zastitu
lijeka od degradacije te za poboljsanje dostave u mozak. Samo je kompletna
formulacija (CS-NLC-TAT-GDNF ENPs) pokazala terapeutsku efikasnost u 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirin  (eng. 1-methyl-4- phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine - MPTP) miSjem modelu Parkinsonove bolesti, tj. smanjen
gubitak dopaminergi¢nih neurona u striatumu i substantii nigri, smanjen broj

reaktivne mikroglije i napredak u motorickim funkcijama.[29]
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Iako nazalna ruta omogucava zaobilazak BBB i direktan pristup mozgu,
na transport nos-mozak moze utjecati urodeni obrambeni mehanizam disnih
puteva, mukocilijarno CiS¢enje. Kako bi popravili vrijeme prebivanja ENPs u
nosnoj Supljini, Wen et al. su prilagodili PEG-PLGA ENPs s odoranalektinom
(eng. odorranalectin - OL) koji se veze za L-fukozu izlozenu na olfaktornom
epitelu. Koristeéi se in vivo slikanjem, demonstrirali su da su ENPs s OL imale
vecu sposobnost lokalizacije u mozgu nakon intranazalne administracije.

Koristili su te ENPs za uklopiti neuropeptid urokortin.[30]

Tablica 1: Kompilacija rezultata odabranih za ovaj pregled

Tip ENPs

Prilagodbe
(Ciljni ligandi)

Aktivna tvar

Nacin
administracije i
zivotinjski model

Polietilen glikol-
polilaktid-poliglikolid
(PEG-PLGA)

Laktoferin (Lf) cilja
receptor transferina
na endotelnim
stanicama

Urokortin (URO)

Intravenozno (1V)
Stakorski model
Parkinsonove bolesti
(PD)

PLGA

Nisu primijenjene

Kurkumin (Cur)

Intraperitonealno
(IP)
Stakorski model
Alzheimerove bolesti
(AD)

Kationski chitosan
(CS) s unakrsno
spojenim
tripolifosfatom

Nisu primijenjene

Piperin (PIP)

Intranazalno (IN)
Stakorski model
sporadnicne
demencije AD tipa

Nanostrukturirani
lipidni nosac (NLC)
premazan s
kationskim CS

TransAktivator
Transkripcije (TAT)

Glijalni neurotrofni
faktor (GDNF)

IN
Misji model PD

PEG-PLGA

Odoranalektin (OL),
cilja na L-fukozu
izrazenu na
olfaktornom epitelu

URO

IN
Stakorski model PD
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3.7.2. Usmjeravanje diferencijacije maticnih stanica

Kolzova i kolege su upotrijebili anorganske nanocestice, tocnije
nanoporozne silica Cestice za dostavu egzogenih trofickih mimetika Cintrofina
i Gliafina, peptidnih mimetika za neurotrofne faktore dobivene iz cilijarnih i
glija stani¢nih linija, do embrionalnih mati¢nih stanica. Embrionalne mati¢ne
stanice su ciljano diferencirane u motoricke neurone dostavom dva peptidna
mimetika. Rezultati su potvrdeni imunobojanjem. Funkcija diferenciranih
motoriCkih neurona je karakterizirana kroz elektrofiziologiju i bojanjem
fluorescentnim proteinom osjetljivim na voltazu. Nadalje, diferencirani
motoriCki neuroni su transplantirani u miSeve, pokazujuéi dugotrajno
prezivljavanje te time demonstriraju¢i potencijalnu primjenu ESC

diferencijacije za terapiju mati¢nim stanicama.[31]

Inkorporiraju¢i male molekule u polielektrolitne nanocestice—sastoje
se od polietilenimina (eng. polyethyleneimine - PEI) i dekstran sulfata (eng.
dextran sulfate - DS)—Santos et al. su dostavili retinoicnu kiselinu u
subventrikularnu zonu kako bi inducirali diferencijaciju neuralnih matic¢nih
stanica. Funkcija diferenciranih neurona je procijenjena kroz unutarstani¢ne
varijacije kalcija pri KCI depolarizaciji i histaminskoj stimulaciji. Dodatno,
genska manipulacija putem nanocestica se pokazala alternativhom strategijom

za usmjeravanje diferencijacije mati¢nih stanica.[32]

Raznolikost nanoclestica omogucava ciljnu dostavu genskih molekula u
stanice. Lee i kolege su prvo dokazali da uporaba nanocestica s magnetskom
jezgrom za dostavu genskih materijala siRNA ili plazmidne DNA za
usmjeravanje diferencijacije = neuralnih  mati¢nih  stanica  rezultira
diferencijacijomm u neurone i oligodendrocite. Kontrolirana diferencijacija
neuralnih mati¢nih stanica je uspjela pristupom koji se bazira na RNA ometanju
utiSavaju¢i dva klju¢na gena CAVEOLIN-1 i Sox9 za diferencijaciju

oligodendrocita i neurona.[33]
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Kao Sto je pokazano, doziranje malih molekula i genska manipulacija
su jednako vazni za usmjeravanje diferencijacije mati¢nih stanica u
inZenjeringu tkiva i regenerativnoj medicini. Lee et al. su dokazali zajednicku
dostavu malih molekula i agenata koji ometaju RNA za diferencijaciju neuralnih
mati¢nih stanica u neurone koriste¢i jedan sustav dostave baziran na
dendritickom poliaminu od modificiranog ciklodekstrina. Kroz vezanje malih
molekula retinoicne kiseline na B-ciklodekstrin i elektrostatske interakcije
izmedu siRNA i dendritickog poliamina, kombinacija malih molekula i RNA
ometanja je sinergi¢no utjecala na mnogo stani¢nih puteva za induciranje
diferencijacije maticnih stanica. Kontrolirana i pouzdana neuronalna

diferencijacija je potvrdena imunobojanjem GFAP i Tull markera.[34]

Lee je razvio NanoScript, sinteticku transkripciju baziranu na
nanocCesticama. NanoScript se sastoji od (I) NP jezgre, najceSée zlatne
nanocestice zbog njegove biokompatibilnosti [ jednostavnosti
funkcionalizacije; (II) funkcionalnih peptida za lokalizaciju jezgre; (III)
imitatora aktivacijske domene; (IV) poliamidne Py-Im ukosnice kao sinteticke
vezne domene za DNA.[35] NanoScript moze biti fleksibilno funkcionaliziran s
izmjenjivim komponentama kako bi imitirao razliite transkripcijske faktore.
Jednom kada se prirodni transkripcijski faktori veZzu za svoje ciljane gene, oni
tada mogu aktivirati ili utisati transkripciju gena. Kao kontrast aktivaciji gena
rabeéi NanoScript platformu, NanoScript koji utiSava gene je izrazen da bi
imitirao sposobnost represije prirodnog transkripcijskog faktora za
downregulaciju ekspresije gena na razini transkripcije. Dizajniranjem
represijskog NanoScript za downregulaciju Sox9 ekspresije, neuralne mati¢ne
stanice su uspjesno diferencirane u neurone. Promatrana je funkcija fluksa

kalcijevih iona Sto je funkcija zrelih neurona.[36]

Grafen se pokazao kao biokompatibilan i obecavajuéi supstrat za
uredaje s elektricnim i optickim suceljem zbog njegove visoke mehanicke

fleksibilnosti, transparentnosti i provodljivosti. Hong et al. su izvjestili da je

36



supstrat od grafena stvoren talozenjem kemijskih para (eng. Chemical Vapor
Deposition — CVD) efikasno uvecao diferencijaciju humanih neuralnih maticnih
stanica u neurone.[37] Mehanizam je joS uvijek nejasan, ali stanicni putevi
povezani s lamininom su se pokazali znacajno povecanima, a grafenske
supstrate su promatrali kako se ponasaju kao odli¢an sloj za adheziju stanica,

pogotovo za dugotrajne procese diferencijacije.

Kasnije, isto se sluzeéi CVD metodom, Cheng et al. su otkrili da misji
hipokampalni neuroni kultivirani na grafenu pokazuju povecano nicanje i rast
neurona, Sto bi se moglo dogadati preko puteva povezanih s proteinom

povezanim s rastom 43 (eng. Growth Associated protein 43 — GAP43).[38]

Kako su adhezija stanica i faktori rasta visoko povezani s povrsinskim
funkcionalnim grupama grafena, razvijene su fluorinirane grafenske ploce kao
strukture za usmjeravanje rasta i diferencijacije neuralnih maticnih stanica.
Loh et al. su promatrali daljnje poboljSanje neuronalne diferencijacije iz
mezenhimalnih mati¢nih stanica nakon Sto su uveli agent za indukciju
neurona, retinoi¢nu kiselinu. PoboljSanje diferencijacije bi se moglo pripisati

povecanoj apsorpciji i vezanju retinoi¢ne kiseline za fluorinirani supstrat.[39]

Obecavajudi rezultati in vitro su nedavno dobiveni od Defterali et al.
Termalno reducirani grafenski supstrati bez premaza (eng. thermally reduced
graphene - TRG) su se koristili za rast i diferencijaciju neuralnih matic¢nih
stanica, koje su rasle direktno na grafenskom materijalu bez nekog prijasnjeg
biomolekulskog premaza. Kulture koje su rasle na TRG supstratima su
karakterizirane viSim brojem stanica i s viSe sinaptic¢kih izboclina, kao i s

efikasnom diferencijacijom u vise loza.[40]
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Tablica 2: Kompilacija rezultata odabranih za ovaj pregled

Tip nanocestice

Prilagodba

(ciljni ligandi)

Supstanca

Rezultati potvrdeni:

Nanoporozne silica

Cestice

Cintrofin i Gliafin

Imunobojanje, elektrofiziologija
i slikanje fluorescentnim
proteinom osjetljivim na

voltazu

Polietilenimin i
dekstran sulfat NPs

Retinoic¢na kiselina

Histaminska stimulacija,
varijacije kalcija pri KCI

depolarizaciji

Magnetske

nanocestice (MNPs)

SiRNA il
plazmidna DNA

Imunobojanje

Dendriti¢ki poliamin
od modificiranog

ciklodekstrina

Retinoi¢na kiselina
i SIRNA

Imunobojanje GFAP i Tujl

markera

Transkripcijski

NanoScript - Flux kalcijevih iona
faktori
TaloZenje o ) )
Povecani putevi povezani s
Grafen kemijskih para -
lamininom
(CVD)
Povecani putevi povezani s
Grafen CvD -
GAP43
Fluorinirana . o , ] L
- Retinoicna kiselina Povecana diferencijacija
grafenska struktura
Termalno Povecani rast i diferencijacija
Grafen - .
reduciran neuralnih maticnih stanica
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3.8. Nedostatci primjene nanocestica

Nanomaterijali pruzaju ogroman potencijal za terapiju i dijagnostiku,
ali ujedno otvaraju mogucnost nekontroliranog pristupa mozgu. In vivo studije
su pokazale da se NPs mogu naci u CNS-u nakon raznih nacina administracije.
Brojni nano-sustavi dostave su se predlagali i testirali u terapeutske svrhe, i
in vitro i in vivo. Medu najmodernijim sustavima, polimerne NPs su
obecavajuce zbog njihovog velikog kapaciteta enkapsuliranja lijeka te tako
Stite i transportiraju hidrofobne lijekove bez osStecenja strukture BBB.
Opcenito, iskoriStavanje RMT povezujuci specificne peptide na povrsinu NPs je
jedan od najispitivanijih sustava u podrucju prelaska BBB. Razne molekule,
poput transferina, inzulina, lektina i lipoproteina, fizioloSki koriste ovu rutu
kako bi prosle iz krvotoka u mozak, stoga bi ovi ligandi mogli uveéati omjer

prelazaka NPs u kombinaciji s lijekom kroz BBB u terapeutske svrhe.

Prekrivanje NPs surfaktantima potice prolazno remecenje uskih
spajanja u BBB, sto dovodi do vece permeabilnosti endotela te potom i laksi
prolaz velikih molekula i nanoprijenosnika kako bi dosli u mozak. Unatoc¢
obecavaju¢im rezultatima, tehnike koje mijenjaju permeabilnost BBB, pa
makar prolazno i lokalno, nose sa sobom veliki problem, tj. gubitak kontrole
nad prolazom nezeljenih molekula i/ili mikroorganizama koji nastanjuju
krvotok. Ako je to¢no da se kolicina lijeka koja dolazi do mozga povecava pri
otvaranju uskih spajanja, takoder je to¢no da toksi¢ni spojevi koji su inace
ograniceni na krvne zile netaknutim BBB-om, mogu prodi u isto vrijeme kad i

lijek, Sto predstavlja visok rizik za pacijenta.[8]

Potencijalna toksi¢nost nanomaterijala baziranih na ugljiku je bila
zabrinjavaju¢a tema posljednjih godina. CNTs se sastoje od vlaknastih
materijala za koje se smatra da su bioprezistentni te, stoga, posjeduju

patogenost nalik azbestu.[17]
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Izlaganje zivih organizama nanocesticama je oduvijek postojalo buduci
da neke NPs imaju prirodna podrijetla. Danas, ENPs se takoder slucajno
otpustaju tijekom industrijskih i manufakturnih procesa. Stoga, razina
razli¢itih tipova ENPs u nasem okoliSu se povecdava, a s time i u nasem tijelu,
s dugorocnim potencijalno Stetnim ucincima koji su joS uvijek nepoznati. Na
primjer, pokazano je da u Stakorima ENPs mogu prodi placentu kada su
administrirani u trudnih Stakorica. Dakle, izlaganje majke moze imati efekte
na embrij te na potomke. Istrazivanja na razli¢itim zivotinjskim modelima su
pokazala da ENPs mogu imati negativne efekte na muske spolne stanice te na
zenski reproduktivni sustav, ostecujudi tako reprodukciju i normalni razvoj
embrija i fetusa.[41],[42]

U posljednjim godinama se NPs upotrebljavaju u proizvodima za
osobnu higijenu poput kozmetike, sredstava za suncanje, sapuna i Sampona.
Upravo zato postoji potreba za razumijevanjem eventualne toksi¢nosti NPs
koje mogu vrlo lako udi u stanice i inducirati oksidativni stres. No, ono sto je
vazno shvatiti jest da se iste regulacije ne odnose na NPs za klinicke svrhe i
NPs za proizvode masovnog trzista (npr. kozmetika, tekstili). NPs koriSteni u
istrazivacke svrhe uvijek prolaze studiju toksi¢nosti u kojoj je utvrdeno jesu li

ili nisu prikladne za uporabu u medicinske svrhe.
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4. ZAKLIJUCAK

Nanotehnologija izaziva podijeljena misljenja javnosti. S jedne strane
se nalaze njezini Siroki tehnoloski i ekonomski potencijali, no s druge strane
sve je veca prisutnost njenih proizvoda u okoliSu i zdravlju, a za <ciju
potencijalnu toksic¢nost joS nema dovoljno podataka. Tijekom godina su
regulatorne agencije u cijelom svijetu odobrile brojne ENP sustave, i za
terapije i za dijagnostiku.[3] Jedinstvena svojstva MNPs ih Cine idealnim za
fizicko ciljanje CNS-a kako bi se optimizirala dostava lijeka.[2] Tretman
neuroloskih poremecaja kroz neinvazivne farmakoloske primjene je joS uvijek
velika prepreka. Za znanstvenike je klju¢no razviti strategije za efikasnu
dostavu tereta lijeka, biomolekula ili Cak gena u mozak, mimoiéi BBB i pritom

sacCuvati njezinu strukturu i funkcije bitne za zivot.

Povezujuéi grafen s neuralnim stanicama se pokazalo izuzetno
povoljnim za istrazivanje elektricnog ponasSanja neurona, ili za poboljSanje
regeneracije kontroliranim poticanjem rasta neuronskih vlakana. Ove primjene
otvaraju nova podrudja istrazivanja, uklju¢ujuéi  neuroonkologiju,
neurooslikavanje, neuroregeneraciju, funkcionalne neurooperacije CNS-a i

operacije perifernih Zivaca.

Osim izazova vezanih uz prijelaz lijekova kroz BBB, istrazivanja na
grafenima se razvijaju i na drugim aspektima neuroznanosti. Neuroonkologija
bi mogla profitirati od razvoja grafenskih nanoploca i grafenskih NPs za ciljano
oslikavanje tumora, fototermalnu terapiju, gensku terapiju i antitumorsku
dostavu lijekova. Novi elektri¢ni, kemijski i opticki senzori mogu imati velik
utjecaj na prac¢enje neuralne aktivnosti. Stovie, kombinacija razli¢itih oblika i
kemijskih stanja grafena, raznolike kemijske funkcionalizacije i mogude
asocijacije s drugim biomaterijalima za stvaranje grafenskih mjesavina, bi
mogla utjecati na stvaranje kompletnih alata kako za dijagnostiku, tako i za

terapiju te time ucinkovito stvarajudi snazan teranosticki uredaj.[8]
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Opcenito, samo NPs malih veli¢ina karakterizirane strogim povrsinskim
svojstvima mogu proc¢i BBB. Medutim, vrlo mali broj dosad proizvedenih NPs
je uspio dodi do mozga kroz krvotok. Stoga, unatoc cinjenici da je istrazivanje
BBB podrucje koje se intenzivno proucava vec¢ godinama, joS smo daleko od
jednostavnog i sigurnog kontroliranja njezine permeabilnosti.[2] Kao zakljucak
zelim istaknuti da bi se, bazirano na pregledanoj literaturi i na rezultatima
predklinickih studija, naglasak trebao staviti na validaciju moguénosti ENPs da
produ BBB u zdravim (,,wild type") Zivotinjama koje imaju netaknutu barijeru,
na odabir Zivotinjskog modela najblizeg ljudskoj patologiji te na evaluaciju
potencijalne neurotoksi¢nosti ENPs. Slicno tome, klju¢no je procijeniti da li
ENPs mogu inducirati upalni odgovor same po sebi, bez obzira na terapeutsku

molekulu koju prenose.[3]
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