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l. Sazetak
Uloga nanotehnologije u lije€enju i dijagnostici zloéudnih tumora
Ema Gudelj

UnatoC napretku medicine zlo¢udni tumori su i dalje jedan od vodecih zdravstvenih
problema suvremenog doba. Primjena dosadasnjih modaliteta lijeCenja zlocudnih
tumora i dalje ne poluCuje Zeljene ishode u velikom broju sluCajeva. Razvojem
znanosti i otkricem novih tehnologija poput nanotehnologije otvaraju se nove
mogucnosti u terapiji tumora. Nanotehnologija je znanost Cije se osnove zasnivaju na
Cinjenici da Cestice u nano-dimenzijama podlijezu zakonima kvantne mehanike te
pokazuju drugacija svojstva za razliku od Cestica na makroskali. Zahvaljujuci
specificnom ponasaniju istih, one dobivaju potencijalno mjesto u dijagnostici i terapiji
zlocudnih tumora, odnosno pokazuju obecavajuce mogucnosti u molekularnoj
dijagnostici, kao kontrastna sredstva u slikovnoj dijagnostici, zatim u isporuci
protutumorskih lijekova na ciljna mjesta u organizmu te u fototermalnoj,
magnetotermalnoj i genskoj terapiji. S obzirom da je nanotehnologija relativno mlado
podrucje u medicini, mogucénosti primjene nano-Cestica u navedenoj disciplini i njihov
utjecaj na bioloSke sustave nije dovoljno istrazen. Osim poznavanja osnova nano-
Cestica bitno je poznavati i njihovo ponasanje u okviru bioloSkog sustava kako bi se
mogle primijeniti u svrhe dijagnostike i terapije u ljudi. Cilj ovog rada je dobiti kritiCki
uvid u nanotehnologiju putem osnova nanotehnologije, njezine raznolike uporabe u
onkologiji, prednosti nanotehnologije te potencijalnih zapreka u primjeni na

pacijentima.

Kljuéne rije€i: nanotehnologija, zlocudni tumori



Il. Summary
The role of nanotechnology in the treatment and diagnosis of malignant tumors
Ema Gudelj

Despite the progress of medicine, malignant tumors are still one of the leading health
problems of the modern age. The use of current treatment modalities for malignant
tumors still does not produce the desired results in a large number of cases. The
development of science and the discovery of new technologies such as
nanotechnology open up new possibilities in tumor therapy. Nanotechnology is a
science whose foundations are based on the fact that particles in nano dimensions
are subject to the laws of quantum mechanics and exhibit different properties in
contrast to particles on a macro scale. Thanks to their specific behavior, they have a
potential place in the diagnosis and therapy of malignant tumors, that is, they show
promising possibilities in molecular diagnostics, as contrast agents in imaging
diagnostics, then in the delivery of antitumor drugs to target sites in the body, and in
photothermal, magnetothermal and gene therapy. Given that nanotechnology is a
relatively young field in medicine, the possibilities of applying nanoparticles in the
mentioned discipline and their impact on biological systems have not been sufficiently
explored. In addition to knowing the basics of nanoparticles, it is important to know
their behavior within the biological system so that they can be used for diagnostic and
therapeutic purposes in humans. The aim of this paper is to gain a critical insight into
nanotechnology through the basics of nanotechnology, its diverse use in oncology, the
advantages of nanotechnology and potential obstacles in its application to patients.

Key words: nanotechnology, malignant tumors



1. Uvod

y v

Prefiks “nano” potjeCe od grcke rijeci “nanos” to znaci patuljak, a u znanosti oznacava
jedini¢nu veli¢inu od 10 m. Nano-Cestice su Cestice reda veli¢ine od 1 do 100 nm, a
nanotehnologija je znanost koja se bavi primjenom i manipuliranjem takvim Cesticama.
Nanotehnologija je multidisciplinarno podrucje koje je nastalo uskladivanjem znanja iz
fizike, kemije, strojarstva i biologije [1]. Znacaj nano-Cestica u tehnologiji leZi u Cinjenici

da one ispoljavaju posebna svojstva zahvaljujuci svojim nano-dimenzijama [2].

1959. godine Richard Feynman drzi govori “There’s plenty of room at the bottom” o
elektromehani¢nim uredajima veliCine svega nekoliko milimetara (MEMS) te uvodi
koncept nanotehnologije sto je rezultiralo ukljuCivanjem velikog broja znanstvenika u
razvoj nove discipline [3]. Sam izraz nanotehnologija se pojavljuje tek 1974.godine
kada ga japanski znanstvenik Norio Taniguchi spominje u kontekstu svodenja
materijala na nano-dimenzije [1]. Nanotehnologija je dobila zamah 1980-ih godina
otkricem fularena za Sto su zasluzni Kroto, Smalley i Curl [4] te izumom uglji€nih nano-
cjevCica 1991. godine [5]. Danas nanotehnologija ima svoju primjenu u velikom broju

industrija.



2. Nanotehnologija u medicini

Nanotehnologija nudi obec¢avaju¢e moguénosti u unaprjedivanju zdravstva na nacin
da poboljSava ucCinkovitost veC postojeCih lijekova, nudi vece dijagnostiCke

mogucnosti, te ima znacaj u protetici.

Kreiranjem uredaja na nano-razini koji istovremeno mogu pratiti viSe bioloSkih procesa
u tijelu moguce je napraviti jedinstveni protokol koji je prilagoden organizmu pojedinca.
Primjer toga su senzori koji se mogu implantirati u tijelo i pratiti fizioloSke parametre
poput pH, temperature, glukoze u krvi, krvnog tlaka. Analiza bioloskih informacija
pomocu nanotehnologije je brza, jeftinija te preciznija zbog ¢ega se efikasnije moze
raspolagati sredstvima u zdravstvu, dok bi se kvaliteta zdravstvenih usluga poboljSala.
Ta teza posebno vrijedi ukoliko se nanotehnologija upotrebljava u preventivnoj
medicini.

Personaliziranim pristupom u medicini smanjujemo vjerojatnost nepotrebnih, a Stetnih

terapijskih postupaka, dok se ciljanim terapijskim postupcima poboljSava efikasnost.

U podrucju protetike, nano-inZenjerstvom materijala poboljSava se kvaliteta zglobnih
implantata, umjetnih kosti, stentova, umjetnih zalistaka, kohlearnih implantata te
umjetnih ocnih leca [2].



3. Svojstva nano-Cestica

Smanjivanjem veliCine tvari, omjer povrSine naspram volumena tvari raste u korist
povrsini (slika 1), stoga raste i koliCina atoma na povrSini u odnosu na unutrasnjost
tvari i posljediCno preostaje veci broj neostvarenih kemijskih veza koji rezultira veCom
energijom povrsinskih atoma Sto uvjetuje povecCanu reaktivnost nano-Cestica [6].
Uslijed tako malih dimenzija, gravitacijska sila koja djeluje na Cestice postaje
zanemariva, dok elektromagnetske sile prevladavaju [7]. Iz tog razloga je primjerenije
promatrati nano-Cestice u okviru kvantne mehanike nego klasicnog mehanickog
modela [6]. Na razini nano-Cestica, ponasanje i gibanje elektrona je razli€ito od njihova
ponasanja na makro-skali Ssto omogucuje razliCita optiCka, magnetska i elektricna
svojstva. Ovakva priroda nano-Cestica uzrokuje razlike u svojstvima poput toCke
taljenja, fluorescencije, elektricne provodljivosti, magnetske permeabilnosti i kemijske
reaktivnosti [8].

4 -
2
1 {
Side of Cube Area ofside Area of cube surface  Volume Ration of surface area to volume
1cm 1cm? 6*1cm? 1cm? 6/1
2cm 4 cm? 6*4cm? 8 cm? 24/8 =3/1
4cm 16 cm? 6*16cm? 64 cm? 96/64 =3/2

Slika 1. Povecanje omjera povrsSine i volumena smanjenjem Cestica. Prema: Pouran,
HM. 2019. [9]



Materijali u nano-dimenzijama se prema Pokropivny and Skorokhod-ovoj shemi
klasificiraju u 0D, 1D, 2D i 3D [10]. Oznake poput 0D, 1D, 2D i 3D oznacavaju broj
dimenzija u kojima se materijal ne nalazi u nano-skali. 0D nano-Cestice se primjenjuju
u LED, laserima i solarnim ¢elijama, a u njih spadaju kvantne tocke, kvantne toCke po
modelu jezgra-ljuska, Suplje sfere i nano-le¢e (slika 2). 1D nano-Cestice imaju najSiru
potencijalnu uporabu u velikom broju industrija, pa tako i u medicinskom sektoru. Do
sada su sintetizirani sljedeci oblici 1D nano-Cestica: nano-Zice, nano-Sipke, nano-
cjevCice, nano-pojasi, nano-vrpce (slika 3) [11]. 2D nano-strukture podrazumijevaju
Cestice koje su u dvije dimenzije veliCinom izvan nano-skale te imaju svoju primjenu u
fotokatalizatorima, senzorima i nano-reaktorima [12]. Neke od 2D nano-struktura su
razgranate strukture, nano-prizme, nano-plo¢e, nano-zidovi i nano-diskovi (slika 4)
[11]. 3D nano-materijali su tvari koje niti u jednoj od triju dimenzija svojom veli¢inom
ne ulaze u podrucje nano-skale. U 3D nano-materijale podrazumijevaju se disperzije

nano-Cestica, viSebrojni nano-slojevi te snopovi nano-zica [13].

Fig. 1. Typical scanning electron microscope (SEM) and transmission electron microscope (TEM) image of different types of 0D
NSMs, which is synthesized by several research groups. (A) Quantum dots [20], (B) nanoparticles arrays, (C) core-shell
nanoparticles, (D) hollow cubes, and (E) nanospheres. Reprinted by permission of the Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

Slika 2. Prikazi oblika 0D nano-Cestica. Prema: Tiwari et al, 2012. [11]



Fig. 2. Typical SEM image of different types of 1D NSMs, which is synthesized by several research groups. (A) Nanowires, (B)
nanorods [32], (C) nanotubes [33], (D) nanobelts [34], (E) nanoribbons, [35] and (F) hierarchical nanostructures [36]. Reprinted
by permission of the Japan Society of Applied Physics, Elsevier, IOP Publishing Ltd., and ACS publishers.

Slika 3. Prikazi oblika 1D nano-Cestica. Prema: Tiwari et al, 2012. [11]

Fig. 3. Typical SEM and TEM image of different kinds of 2D NSMs, which is synthesized by our and several research groups.
(A) Junctions (continuous islands), (B) branched structures [52], (C) nanoplates [54], (D) nanosheets [55], (E) nanowalls [56],
and (F) nanodisks [57]. Reprinted by permission of IOP Publishing Ltd., The American Ceramic Society, and ACS Publishers.

Slika 4. Prikazi oblika 2D nano-Cestica. Prema: Tiwari et al, 2012. [11]



3.1 Svojstva nano-€estica u bioloSkim sustavima

Uvid u ponaSanje nano-Cestica u bioloskim sustavima klju€an je kako bi se Sto bolje
moglo manipulirati nanotehnologijom sa ciliem promicanja zdravlja, odnosno
terapijske i dijagnostiCcke svrhe. RazliCiti mediji koji imaju razliCita svojstva poput
sastav iona, pH vrijednosti, koncentracije kisika te prisutnost organskih tvari utjeCu na
stabilnost, agregaciju i povrSinski naboj nano-Cestica [14, 15]. Nano-Cestice u
medijima se mogu naci u razliCitim stanjima poput zasebnih Cestica sa nabojem, u
agregatima nano-Cestica, kompleksnim agregratima i te mogu biti u interakciji sa
drugim nano-materijalima Sto moze utjecati na njihovu stabilnosti, unos u stanicu,

stani¢nu toksic¢nost i imunokompatibilnost [16, 17, 18].

Osim navedenog, aglomeracija i agregacija nano-Cestica pokazuje nepogodnost u
dijagnostiCkom smislu zbog toga Sto takve formacije nano-Cestica onemogucavaju
toCnu procjenu fotoaktivnosti [19]. Zbog prisutnosti razli€itih proteina u serumu poput
albumina, fibronektina, @ komplemenata, fibrinogena, imunoglobulina te
apolipoproteina, oko nano-Cestica se stvara sloj proteina, odnosno proteinska kruna
(protein corona) koja znatno utjeCe na njihova svojstva [20]. Zbog navedenog
fenomena, ucinkovitost nano-Cestica koje sadrze ligande na svojoj povrSini u svrhu

aktivnog ciljanja bila bi znatno kompromitirana [21].

Ulazak nano-Cestice u stanicu ostvaruje se viSe nacina- fagocitozom,
mikropinocitozom, klatrinskom endocitozom, endocitozom posredovanom kaveolama
ili direktnim transportom kroz stanicnu membranu (slika 5) [22]. lako optimalna veli€ina
nano-Cestice za proces unosenja nano-Cestice u stanicu ovisi o tipu stanicu s kojim
nano-Cestica ulazi u kontakt, vecCina literature navodi 50 nm kao optimalnu veli€inu za
velik broj nano-Cestica [14]. Manje nano-Cestice imaju vecu konstantu difuzije, ali
slabije interakcije sa stanicom za razliku od vecih nano-Cestica. Opcenito je uoceno
da manje nano-Cestice lakSe ulaze u stanicu navedenim procesima [23, 24]. Osim
same veliCine nano-Cestice, za aktivaciju procesa endocitoze potrebna je dovoljno
jaka interakcija izmedu nano-Cestice i stanice [25]. Primjerice, potrebna je odredena
koli¢ina malih nano-Cestice kako bi se pokrenuo proces unoSenja tih Cestica u stanicu.
U nano-Cestica od 10 nm primije¢eno je da se akumuliraju na povrSinu stani¢ne
membrane prije endocitoze, dok se nano-Cestice od 100 nm endocitiraju bez

akumulacije na stanicnu membranu [25]. Osim veli€ine nano-Cestice za proces



endocitoze bitna je i veliCina same stanice. U eksperimentalnom istrazivanju pokazano
je da vece stanice unesu vecCu ukupnu koli€inu nano-Cestica zbog vece dodirne
povrSine izmedu Cestica i stanice, ali da je unos nano-Cestica po stani¢noj povrsini
manji zbog vecle potrosnje energije koji zahtjeva endocitoza [26]. Prisutnost bioloski
aktivnih molekula na povrSini nano-Cestice poput protutijela takoder pospjeSuje unos
nano-Cestice u stanicu [14]. Istrazivanja pokazuju da se nano-Cestice veliCine 100 nm
unose u stanice pretezito procesom endocitoze posredovane klatrinom, dok nano-
Cestice vecCe od 100 nm najceSce bivaju fagocitirane od strane dendritiCkih stanica ili
makrofaga [14, 22]. Bitno je istaknuti da veliina nano-Cestice nije jedino svojstvo koje

odreduje naCin unosa nano-Cestice u stanicu [14].
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Figure 1.

Size-dependent NP uptake mechanisms and cytotoxicity. The figure summarizes observations regarding the role of NP
size on cellular internalization mechanisms, Small NP (<1.4 nm) have been typically reported as cytotoxic due to
oxidative stress induction (ROS) that disrupts the cytoskeleton and damages mitochondria and DNA. NP with
intermediate sized (250-100 nm) can be internalized by caveolae-mediated or clathrin-mediated endocytosis depending
on the cell line and NP material, and finally, bigger NP (150-500 nm) can be internalized by macropinocytosis. In the
case of intermediate- and big-sized Au nanospheres, no cytotoxic effects have been observed. It should be considered that

both the NP material and the cell line influence internalization.

Slika 5. Prikaz nadina unosa nano-€estica u stanicu. Prema: Villanueva-Flores et al,
2020. [14]



Naboj nano-Cestice je bitan parametar kada se promatra unos nano-Cestice pasivnim
putem, odnosno difuzijom, kao Sto je prisutno u eritrocita. Pozitivnho nabijene nano-
Cestice se u vecoj mjeri unose u stanicu, dok negativan naboj i odsutnost naboja

negativno utjeCe na transport nano-Cestice u stanicu [14].

Hidrofobnost utje€Ce na unos nano-Cestica u stanicu na nacin da pospjeSuje prolaz

hidrofobnih nano-Cestica kroz membranu stanice [27].

Oblik nano-Cestice utjeCe na njezin unos u stanicu. Primjerice, sfericni oblici se lakSe
i brze endocitiraju nego nano-Cestice oblika Sipke [28]. lako na eliminaciju nano-
Cestica uvelike utjeCe njezin oblik, veli€ina i molekularni sastav na njezinoj povrsini,

vecina se nano-Cestica iz organizma eliminira renalnim i hepatobilijarnim putem [29].



4. Nanotehnologija i zlo¢udni tumori

Kako bismo mogli uspjesno lijeciti zlocudne tumore, potrebno je poznavati fiziologiju
tumorskih stanica. Tumorske stanice se razlikuju od zdravih po abnormalnosti
regulatornih mehanizama zbog €ega podlijezu nekontroliranoj proliferaciji. S jedne
strane imaju smanjene potrebe za faktorima rasta za razliku od normalnih stanica, s
druge strane neke tumorske stanice proizvode svoje faktore rasta i sami stimuliraju

proliferaciju [30].

Smanjena ekspresija adhezivnih molekula na povrsini €ini tumorske stanice manje

vezane za podlogu, $to dovodi do invazije i metastaziranja tumorskih stanica [30]

Bitno svojstvo normalnih stanica, koje ne ispoljavaju tumorske, je fenomen kontaktne
inhibicije-odnosno prestanka proliferacije u trenutku kada jedna stanica dodiruje
drugu. Zbog izostanka kontaktne inhibicije tumorske stanice nastavljaju proliferirati
Cak i nakon kontakta sa susjednom stanicom te tvore neorganizirane viSeslojne
strukture stanica [30]. Tumorske stanice lu€e ekstracelularne proteaze koje olakSavaju
invaziju u okolne strukture i metastaziranje. Tumori luCe faktore rasta koji potiCu
angiogenezu i na taj nacin osiguravaju vaskularizaciju tumorskog tkiva. Te krvne Zile
nastale angiogenezom razlikuju se od normalnih krvnih ZzZila po vec¢em broj
proliferirajuCih endotelnih stanica, povecanoj tortuoznosti, nedostatku pericita i
abnormalnoj bazalnoj membrani [31]. Pod utjecajem bradikinina, matriksnih
metaloproteinaza, VEGF, NO, prostaglandina tumorske krvne Zile postaju propusnije
od normalnih [32]. Drugo obiljezje koje razlikuje tumorske stanice od normalnih je
visok tlak u intersticijskom odijeljku te nedostatak adekvatno strukturirane limfne
mreze [33, 34]. Tumorske stanice ne prolaze proces stani¢ne diferencijacije poput
normalnih, nego taj proces stani¢ne diferencijacije ostaje zakoCen u ranim stadijima.
Kako bi opstale, odnosno ne bi usSle u apoptozu normalne stanice su stimulirane
faktorima rasta i signalima iz izvanstanicnog matriksa. Tumorske stanice ne trebaju
faktore rasta kako bi prezivjele i u odsutnosti tih faktora ne ulaze u apoptozu te imaju
dulji vijek trajanja. Fenomen da tumorske stanice ne ulaze u apoptozu Cini ih

rezistentnima na zraCenje i kemoterapiju [30].



Tumorske stanice razlikuju se od normalnih po sastavu i ekspresiji receptora na svojo;j
povrsSini. Takve specificne promjene u receptorima na tumorskim stanicama pogoduju
rastu i prezivljenju tumorskog tkiva [35]. Zbog navedenih osobitosti, receptori na

tumorskim stanicama predstavljaju metu u ciljanoj terapiji tumora.

Kada se razmatra farmakokinetika i biodistribucija lijekova u kontekstu tumorskih
stanica, potrebno je uzeti EPR ucinak u obzir. EPR ucinak je izraz koji se upotrebljava
u literaturi kako bi se istaknula povecana propusnost tumorske vaskulature i
zadrzavanje lijekova u tumorskom miljeu zbog neadekvatne limfne drenaze (slika 6)
[36].
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Figure 6.1 Schematic representation of tumor targeting by
nanoparticles via EPR effect

Slika 6. Prikaz EPR fenomena u tumorskim stanicama. Prema: Nimesh, S. 2013. [37]
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5. Nanotehnologija u dijagnostici
5.1 Molekularna dijagnostika

Nanotehnologija predstavlja obecavajuce rjeSenje u ranoj dijagnostici zlo¢udnih
tumora na temelju prepoznavanja biomarkera karakteristicnih za odredene tumore.
Nano-Cestice koje se najviSe koriste u navedene svrhe jesu zlatne nano-Cestice,
kvantne toCke, magnetne nano-Cestice, ugljicne nano-cjevCice i nano-zice [38]. Na
njima se nalaze razliCite molekule koje pomazu u prepoznavanju tumorskih proteina.
Kada dodu u kontakt s tumorskim proteinom, nano-Cestice Salju opticki, mehanicki ili
elektriCni signal [39]. Primjerice, silikonske nano-zice koriste peptidne nukleinske
kiseline kao receptor koji prepoznaju miRNA koja potjeCe od Hela stanica [40]. Zbog
prisutnosti negativhog naboja miRNA, pri hibridizaciji peptidnih nukleinskih kiselina i
miRNA nastaje razlika u otporu. Ta se razlika u otporu podudara sa koncentracijom
miRNA u uzorku [40].

5.2 Radiografija

Osim prepoznavanja tumorskih biljega, nano-Cestice se koriste u razliCitim
modalitetima slikovne dijagnostike poput rendgenske radiografije, CT, MR, OCT,
ultrazvuka [2,41]. VecCina nano-Cestica podlijeze fagocitozi od strane makrofaga te
tako dospijeva u organe mononuklearno-fagocitnog sustava, te cine pogodno
kontrastno sredstvo za slikovnu dijagnostiku jetre, slezene i limfnih ¢vorova [41, 42].
Nacini na koje nano-Cestice pomazu u slikovnoj dijagnostici tumorske vaskulature je
putem pasivnog ciljanja gdje se iskoriStava fenomen EPR te aktivnim ciljanjem gdje
se nano-Cestice vezu za promijenjeni endotel [43]. Prisutnost zlatnih nano-Cestica u
tkivu uzrokuje pojacano rasprsenje rendgenskih zraka, ¢ime bi se mogli uociti tumori
vrlo malih dimenzija. Upotreba zlatnih nano-Cestica presvucenih polielektrolitnim
slojem ¢ini obecavajucu metodu dijagnostike zlocudnih tumora jetre. Tumorske
stanice hepatocelularnog karcinom poja¢ano unose nano-Cestice koje se sastoje od
unutarnjeg anionskog sloja i vanjskog kationskog sloja. Kako bi se izbjeglo
dospijevanje zlatnih nano-Cestica u zdrava tkiva koristi se monoklonsko protutijelo
FB50 na povrSini nano-Cestice koje se veze za aspartil (asparaginil)-B-hidroksilazu

koja se nalazi na povrsini tumorskih stanica jetre [44]. Ovisno o koli€ini zlatnih nano-
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Cestica unesenih u stanice hepatocelularnog karcinoma, vidljivost uslijed rendgenskog
rasprsivanja se poboljSava 5.7-17% [44, 45].

5.3 Kompjuterizirana tomografija

Nedostaci kontrastnih sredstava na bazi joda i gadolinija koji se trenutno najviSe
koriste u dijagnostici CT-a su kratko poluvrijeme Zivota, nespecificna biodistribucija i
renalna toksiCnost. Nano-Cestice koje se razmatraju kao alternativa tradicionalnim
kontrastnim sredstvima su polimerom obloZzene nano-Cestice bizmutovog sulfida i
zlatne nano-Cestice [45, 46]. Prednosti nano-Cestica od bizmutovog sulfida u
usporedbi s tradicionalnim jodnim kontrastom su duzZe poluvrijeme Zivota te pet puta
veCa apsorpcija rendgenskih zraka. Takve nano-Cestice smatraju se prikladnim
kontrastnim sredstvom zbog svoje biokompatibilnosti i stabilnosti [45]. Zlatne nano-
Cestice koje imaju Siroku primjenu u medicini ¢ine pogodno kontrastno sredstvo zbog
svog duljeg poluvremena Zivota i povecane apsorpcije rendgenskih zraka. IstraZivanja
su pokazala kako zlatne Cestice promjera 1.9 nm administrirane intravenskim putem
mogu prikazati krvne Zile promjera 100 mikrometara te su zbog toga izvrsno sredstvo
za prikazivanje tumorske vaskularizacije. Pogodno svojstvo navedenih nano-Cestica
je njihov manjak akumulacije u retikuloendotelnom sustavu jetre i slezene te njihova
eliminacija renalnim putem [46]. Nedostatak nano-Cestica ovako malih dimenzija je
njihova toksi¢nost, stoga je potrebno ispitati njihov sigurnosni profil [47, 48]. Razvijene
su preciznije metode CT dijagnostike uporabom zlatnih nano-Cestica koje su
selektivne za specificne tumorske antigene [49]. Primjer toga su zlatne nano-Sipke
konjugirane sa UM-A9 protutijelima koji su specificni za planocelularni karcinom glave
i vrata. Ovaj primjer pokazuje da je uporabom aktivnog ciljanja nano-Cestica moguce
putem CT-a uoCiti prisutnost zlocudnih tumora [49].

5.4 Magnetna rezonanca

Magnetna rezonanca je izvrsno sredstvo slikovne dijagnostike kojim se precizno mogu
prikazati mekotkivne strukture te proucavati fizioloski i metaboliCki procesi u tijelu.
Kontrastna sredstva koja se upotrebljavaju u MR-u mijenjanju vremena relaksacije T1
i T2 jezgara atoma koji se nalaze u njihovoj blizini. Nacin na koji kontrastna sredstva

utjeCu na T1 i T2 ovisi o magnetnim svojstvima kontrastnog sredstva. Paramagnetni
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materijali pokazuju magnetna svojstva samo kada se nalaze u magnetnom polju te
smanjuju oba vremena relaksacije. Magnetni materijali zadrzavaju svoja magnetna
svojstva €ak i prestankom rada magnetnog polja, a djeluju na jezgre tako da smanjuju
T2 dok T1 ne mijenja svoju vrijednost [50]. Nano-Cestice u kojima je magnetizacija u
svakom dijelu jednaka pokazuju superparamagnetna svojstva. Poput paramagnetnih
materijala, pod utjecajem vanjskog magnetnog polja pokazuju magnetna svojstva, no
smjer magnetizacije mozZe se promijeniti ovisno o temperaturi [51].
Superparamagnetni materijali smanjuju vrijednost T2, ali ne utjeCu na vrijednost T1
[50]. Nano-Cestice koje su pogodne kao kontrastna sredstva za MR su nano-Cestice
Zeljezovog oksida odnosno SPIO, fulareni u kojima je enkapsuliran gadolinij te ugljicne
nano-cjevCice koje enkapsuliraju gadolinij. Nano-Cestice Zeljezovog oksida zbog
svojih superparamagnetskih svojstava stjeCu velike magnetske momente uslijed
djelovanja magnetskog polja. Zeliezov oksid kao kontrastno sredstvo omoguéuje
poboljSan relativni kontrast te je potrebna manja doza kako bi se postigao adekvatan
uCinak kontrasta i time se smanjuje toksiCnost i Stetne nuspojave kontrasta na
organizam. Osim navedenog, mala veli€ina i hidrofilan sloj oko nano-Cestice
omogucuju duzi poluvijek zivota. Ferrixan ili Resovist® je nano-Cestica Zeljezovog
oksida koja je u klini¢koj uporabi, dok je ferumoxtran odnosno pod registriranim
imenima Combidex® ili Sinerem® u fazi klinickih ispitivanja [52, 53]. Nedostatak SPIO
nano-Cestica poput Zeljezovog oksida je njihova visoka toksi¢nost u nativnhom obliku
zbog Cega ih je potrebno obloZiti slojem biokompatibilnog materijala poput dekstrana,
glikoproteina ili lipida [50]. Uporaba SPIO nano-Cestica u magnetnoj rezonanci se
pokazala osjetljivijom metodom u otkrivanju metastaza kolorektalnog karcinoma
naspram PET CT-a [54].

541 Resovist®

Resovist® odnosno Ferucarbotran je druga SPIO nano-Cestica koja je odobrena za
uporabu u klini¢koj praksi. Koristi se kao kontrastno sredstvo u MR-u pri prikazivanju
retikuloendotelnog sustava. Navedeno kontrastno sredstvo svoju primjenu ima u
dijagnostici hepatocelularnog karcinoma, ciroze jetre te prije resekcijskih zahvata na
jetri i transplantacije jetre. Sigurnosni profil Ferucarbotrana je pomno ispitan te mala

koli¢ina kontrastnog sredstva koja se upotrebljava za dijagnostiku ne predstavlja
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sigurnosni rizik za pacijente. U dinami¢kim MR snimanjima Ferucarbotran se drugacije
ponasa od gadolinija. Doza Zeljeza koja se unosi u organizam je 10 puta niZza od doze
gadolinija koja se koristi kao kontrastno sredstvo. Zbog sporijeg unosa kontrasta u
retikuloendotelni sustav, Resovist® ima duze poluvrijeme Zivota. Povecéanje signala u

T1 slikama je manje, ali traje duze [35].
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6. Nanotehnologija u terapiji

6.1 Isporuka protutumorskih lijekova pomocéu nano-¢estica

Konvencionalni protutumorski lijekovi unato€ svojoj ucinkovitosti donose mnogo
Stetnih nuspojava zbog svoje visoke toksi¢nosti i manjka selektivnosti [55, 56, 57].
Drugi problem zbog kojeg se smanjuje ucinkovitost kemoterapije je rezistentnost
tumorskih stanica na lijekove. Ta se rezistentnost ostvaruje promijenjenim
metabolizmom lijekova, smanjenim unosom lijeka, odnosno povecanim izbacivanjem
ljeka iz stanice, poveCanim popravkom stanica, preusmjeravanjem signalne
transdukcije te mutacijama na ciljnim molekulama tumora [57, 58]. Primjenom
nanotehnologije u lije€enju tumora povecala bi se ucinkovitost tumorskih lijekova, a
smanjila ucestalost Stetnih nuspojava te bi se zaobiSao problem tumorske
rezistentnosti na kemoterapeutike [59, 60]. Nano-Cestice u terapiji tumorskih stanica
se najCesce primjenjuju kao sustavi isporuke protutumorskih lijekova. Nano-Cestice u
kojima su pohranjeni protutumorski lijekovi dolaze u razli€itim oblicima: kao polimerne
nano-Cestice, nano-emulzije, liposomi, micele, dendrimeri, kvantne toCke i ugljicne
nano-cjevcice [61, 62]. Nacini na koje nano-Cestice umanjuju rezistentnost tumorskih
stanica na lijekove je zaobilaZzenjem transportera odgovornih za izbacivanje lijeka iz
stanice, stimuliranjem pro-apoptotskih faktora i suprimiranjem anti-apoptotskih faktora
[63, 64].

6.1.1 Pasivno ciljanje

Prema nacinu isporuke lijekova u kontekstu nano-nosaca razlikujemo aktivno ciljanje
odnosno active targeting i pasivno ciljanje ili passive targeting (slika 7). Pasivno
ciljanje uvjetovano je svojstvima nano-Cestice poput veliCine, naboja i oblika te
karakteristicnim svojstvima tumora poput njegove vaskulature [61]. Zbog povecane
propusnosti tumorskih krvnih Zila i neadekvatne limfne drenazZe dolazi do nakupljanja
nano-Cestica u tumorska tkiva [1, 65, 32]. Primjeri lijekova koji se oslanjaju na
mehanizam pasivnog ciljanja jesu Abraxane® i DaunoXome®.

15



6.1.1.1 Abraxane® i DaunoXome®

Abraxane® je paklitaksel vezan uz albumin koji se koristi u lijeCenju metastatskog
karcinoma dojke [66]. Istrazivanja su pokazala da Abraxane® dublje dopire u tumorska
tkiva i ima pojacano protutumorsko djelovanje u usporedbi sa konvencionalnim
paklitakselom [67]. Za razliku od paklitaksela koji se primjenjuje u konvencionalnom
obliku, Abraxane® je pokazao 1.5 puta vecu maksimalno dozu koji pacijenti toleriraju
[66, 68]. DaunoXome® je daunorubicin inkapsuliran u liposom i odobren je od strane
FDA za lije€enje uznapredovalog Kaposijevog sarkoma [68, 61]. U istrazivanju
provedenog 2002. godine dokazano je da su tumorske stanice osjetljivije na djelovanje
DaunoXome-a nego na djelovanje slobodnog daunorubicina. Smatra se da je uzrok
tome zastiCenost lijeka u liposomu od strane P-glikoproteina i drugih proteina koji

povecavaju multirezistentnost tumora na lijekove [80]

6.1.2 Aktivno ciljanje

Za razliku od pasivnog ciljanja, aktivno ciljanje je specifican oblik ciljanja lijekova koji
se zasniva na specifi€noj interakciji liganda na nano-Cestici i receptora na tumorskoj
stanici [61]. Svaka tumorska stanica na svojoj povrsini sadrzi mnostvo bioloSki aktivnih
molekula od kojih veliki broj €ine receptori. Ekspresija tih receptora najcesce je takva
da ide u korist rastu tumorskog tkiva, stoga neki receptori na tumorskim stanicama
nastaju de novo i ne nalaze se na normalnim stanicama istog tkiva, dok neki receptori
pokazuju prekomjernu ekspresiju [35]. Primjeri ovakvog fenomena je prekomjerna
ekspresija folatnog receptora u 90% tumora jajnika, zatim osteosarkoma,
koriokarcinoma [61]. Aktivno ciljanje za razliku od pasivnog olakSava proces unosa
nano-Cestice u tumorsku stanicu, dok se pasivnim ciljanjem nano-Cestice samo
dovode u intersticij tumora [69]. Aktivnim ciljanjem moguce je vrlo precizno postiCi
isporuku lijeka inkapsuliranog u nano-Cestice u odredena mjesta u stanici ¢ime se
maksimalno smanjuju Stetne nuspojave lijeka. PEGilirane nano-Cestice od hitozana
koje na povrsini imaju transferin primjer su aktivnog ciljanja te pokazuju uspjeh u
prijenosu paklitaksela do tumorskih stanica [70]. Prednosti takve Cestice su mogucnost
primjene povecane terapijske doze te blokiranje P-glikoproteina koji vrsi izbacivanje
ljeka iz stanice [70]. NanocCestice paklitaksela koje na svojoj povrSini imaju
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hijaluronsku kiselinu pokazuju se uc€inkovitima u lije€enju tumora koji na svojoj povrsini
eksprimiraju CD44 receptor. Istrazivanjima iz 2015 godine ustanovljeno je 4 puta veci
unos navedenih nanocestica u tumorske stanice te se tumorski rast usporio 31.89%.
Navedeni ucinci aktivne isporuke protutumorskih lijekova nanocCesticama bi mogli

povecati vrijeme prezivljenja [81].

Passive targeting

ligand
associate

Active targeting

Fig. (4). Liposome mediated active and passive drug targeting. Active tar-
geting involves conjugation of ligands to the liposome that bind to a specific
target cell receptor. Passive targeting can be mediated by internalization or
local high-concentration release of the drug.

Slika 7. Isporuka lijekova putem aktivnog i pasivnog ciljanja. Prema: Chaturvedi et al,
2018. [61]

6.2 Fototermalna i magnetotermalna terapija

Fototermalnom terapijom i magnetotermalnom terapijom postize se uniStenje
tumorskog tkiva toplinskom energiju pritom koristeCi nano-Cestice. Nano-Cestice u
fototermalnoj i magnetotermalnoj terapiji isporuCuju toplinsku energiju kada su
stimulirane vanjskim podrazajem poput laserom u fototermalnoj ili oscilirajuéim
magnetnim poljem u magnetotermalnoj terapiji [71]. U fototermalnoj terapiji koriste se
metalne nano-Cestice, prirodni kromofori i markeri koje apsorbiraju svjetlo poput
indocyanin green ili naftalocijanin [61]. Cilj fototermalne terapije je isporuka
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fototermalnih sredstava poput navedenih nano-Cestica koje precizno denaturiraju
proteine i time uniStavaju tumorsko tkivo bez zahvacanja zdravog tkiva. Korisno
svojstvo nano-cCestica veli€ine 10-100 nm je apsorpcija svjetlosti i pretvaranje svjetlosti
u toplinsku energiju [72]. Osim uniStavanja tumorskog tkiva toplinskom energijom,
zamijecCeno je posebno svojstvo zlatnih nano-Cestica koje uniStavaju tumorsko tkivo
mehanickom energijom uslijed stvaranja kavitacija [73, 74]. Ono Sto Cini fototermalnu
terapiju obecCavaju¢om je njezin sinergistiCki protutumorski ucCinak kada se
upotrebljava zajedno s kemoterapijom. Kombinacija fototermalne terapije |
kemoterapije rezultira pojaCanom citotoksi¢noscu alkilirajucih lijekova i lijekova na bazi
platine [74]. Kao Cestice od posebnog interesa u termo-kemoterapiji se proucavaju
zlatne nano-Cestice zbog toga Sto se mogu Koristiti i kao nosaci za lijekove i zbog
njihove sposobnosti konverzije svjetlosne energije u toplinsku uslijed izlaganja
laserom [76]. Nano-Cestice koje se upotrebljavaju u magnetotermalnoj terapiji poput

Zeljezovog oksida imaju svoju primjenu i kao kontrastno sredstvo u MR [76].

6.3 Genska terapija

Genska terapija je jedan od modaliteta lije€enja zlocudnih tumora €iji se mehanizam
djelovanja zasniva na zamjeni defektnog gena kopijom zdravog gena, inaktivacijom
defektnog gena ili uvodenjem novog gena koji ima terapijske uCinke [61, 77]. Uloga
nanotehnologije u genskoj terapiji je koriStenje nano-Cestica kao sustava koji ¢e
isporuciti odreden gen na ciljno mjesto u stanici [61]. Prednost uporabe nano-Cestica
naspram viralnih vektora je bolji sigurnosni profil [37]. Kako bi genska terapija pomocu
nanotehnologije bila u€inkovita nuzna je stabilnost kompleksa nano-Cestice i gena koji
se transportiraju u njoj, unos nano-Cestice u stanicu, bijeg od endosoma kako
kompleks ne bi podlegao razgradnji lizosomskim enzimima, transport kroz citoplazmu
i dospijevanje u jezgru kako bi moglo doéi do transkripcije gena [37]. Zbog niske
toksi¢nosti, niske imunogenicnosti, visoke biokompatibilnosti i pozitivnog ionskog

naboja nano-Cestice od hitozana Cine obecCavajuée vektore u genskoj terapiji [78, 79].
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Figure 5.1 Schematic representation of the mechanism of
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Slika 8. Mehanizam genske terapije pomocu nano-Cestica. Prema: Nimesh, S. 2013.

[37]
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7. Zakljuéak

Nano-Cestice postaju zastupljene u sve vecem broju znanstvenih disciplina te
nanotehnologija ima sve veci znaCaj u onkologiji. Nanotehnologija nudi nove
mogucnosti u lijeCenju i dijagnostici zlocudnih tumora koje bi mogle promijeniti
negativan ishod bolesti u velikom broju pacijenata. KoriStenjem nano-Cestica u
molekularnoj dijagnostici, zloc¢udnih tumori bi se dijagnosticirali u ranijim stadijima te
bi lijeCenje istih poluCilo vete uspjehe. Osim u molekularnoj dijagnostici, zbog
pogodnih svojstava, nano-Cestice se upotrebljavaju i kao kontrastno sredstvo u
slikovnoj dijagnostici poput CT, MR te radiografiji. U lijeCenju zloCudnih tumora
povecavaju efikasnost vecC postojecih protutumorskih lijekova jer omogucuju ciljano
dopremanije lijeka na zeljeno mjesto. S druge strane smanjuju toksi¢ne nuspojave koje
nastaju zbog manjka selektivnosti konvencionalnih lijekova. Fototermalna i
magnetotermalna terapija toplinsko energijom destruktivno djeluju na tumorska tkiva
te imaju sinergisticki u€inak ako se kombiniraju sa kemoterapijom. U genskoj terapiji
nano-Cestice se razmatraju kao pogodnija alternativa viralnih vektorima zbog boljeg
sigurnosnog profila. Zbog mogucnosti raznolike primjene u medicini nanotehnnologija
se smatra obec¢avaju¢om granom za razvoj medicine. S obzirom da je nanotehnologija
mlada znanost, utjecaj nano-Cestica u bioloskim sustavima, njihov sigurnosni profil i

ucinkovitost nije dovoljno istraZen da bi se upotrebljavale u svakodnevnoj praksi.
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