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Nanotehnologija pri zdravljenju raka

Nanotechnology in the treatment of cancer

Bojana Mirkovié¢,* Tamara Lah Turngek,? Janko Kos®?

Izvlecek

Izhodis¢a: Zdravljenje rakavih bolezni s
kemoterapijo ima zaradi neselektivnega de-
lovanja citostatikov na delece se zdrave ce-
lice $tevilne nezelene ucinke. Zaradi pojava
nezelenih ucinkov je vcasih potrebno od-
merek zdravila prilagoditi, ob hujsih nezele-
nih ucinkih pa je zdravljenje potrebno celo
prekiniti, kar proces zdravljenja podalj$a in
lahko vpliva na izid. Nezeleni u¢inki kemo-
terapije poslabsajo tudi kakovost Zivljenja
bolnika med samim zdravljenjem in tudi po
njem. Z vklju¢evanjem protitumorskih ucin-
kovin v nanodostavne sisteme (NS), ki pasiv-
no in/ali aktivno ciljajo tumorske celice, se
temu lahko izognemo.

Zakljucki: Vkljucevanje protitumorskih
uc¢inkovin v NS poveca zadrzevanje ucin-
kovine na mestu tumorja zaradi pasivnega
ciljanja (uc¢inka EPR), ki je posledica pove-
&ane prepustnosti tumorskega zilja. Se ve&jo
selektivnost za tumorske celice dosezemo s
pripenjanjem specifi¢nih ligandov na povr-
$§ino NS, ki selektivno prepoznajo ¢ezmerno
izrazene antigene ali receptorje na tumor-
skih celicah. Na ta nacin se zmanj$a medse-
bojno delovanje protitumorskih u¢inkovin z
zdravimi celicami. Formulacije protitumor-
skih uc¢inkovin v NS imajo manj neZelenih
ucinkov in so varnejse v primerjavi s prosto
uc¢inkovino, kar omogoca povisanje odmer-
ka in tako izboljsa uc¢inkovitost zdravljenja.
Do danes sta Evropska agencija za zdravila
(EMEA) in Ameriska agencija za hrano in
zdravila (FDA) za zdravljenje rakavih bo-
lezni odobrili devet zdravil na osnovi NS.
Kljub odobritvam pa varnost NS Se ni za-
dosti raziskana. Toksi¢nost NS povezujejo z

nastankom reaktivnih kisikovih presnovkov,
k toksi¢nim u¢inkom NS pa naj bi pomemb-
no prispevalo tudi medsebojno delovanje s
celicami imunskega sistema in nezadostna
specifi¢cnost NS.

Abstract

Background: Chemotherapy can induce
severe side effects in patients due to nonse-
lective activity towards healthy cells during
the treatment of cancer. This can lead to an
alteration of the dosage regimen and in some
cases to premature cancelation of chemo-
therapy, which reduces its therapeutic effect
and prolongs the treatment period. Adverse
side effects can also influence the patient’s
quality of life during and after the treatment.
Inclusion of anti-tumour drugs in nanocarri-
er systems can reduce the adverse side effects
by passive and/or active targeting of tumour
cells.

Conclusions: Nanocarrier systems achieve
passive targeting of tumours through en-
hanced permeability and retention effect
(EPR effect), which is mainly the result of
leakiness of tumour vasculature. Further-
more, active targeting of tumour cells can be
achieved through the conjugation of target-
ing ligands to the surface of nanoparticles,
which selectively bind antigens or receptors
overexpressed on the surface of tumour cells.
In this way, the interaction between healthy
tissue and anti-tumour drugs is reduced.
Consequently, anti-tumour drugs formu-
lated in nanocarriers have less side-effects
and are safer in comparison with a free drug,
thus enabling higher doses and better efficay
of anti-tumour therapy. To date, European
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Medicines Agency (EMEA) and Food and
Drug Administration (FDA) have approved
nine nanocarrier-based medicines for the
treatment of cancer. The safety of nanopar-
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ticles is yet to be fully explored. However,
their toxicity is known to be enhanced with
reactive oxygen species, which are associated
with inflammation.

Uvod

Rak je skupno ime za raznoliko skupi-
no bolezni, katerih glavna znacilnost je ne-
nadzorovana rast spremenjenih, t.j. rakavih
celic.' Leta 2005 je na obmoéju Republike
Slovenije (RS) za rakom umrlo 5119 ljudi,®
kar ga uvrs¢a na drugo mesto med vzroki
umrljivosti v Sloveniji, takoj za boleznimi
obtocil.® Vzroki za nastanek raka so razli¢ni
in vkljucujejo genetske in okoljske dejavnike,
povzroditelje okuzb ter staranje.*

Nastanek in razvoj raka lahko opisemo
kot vecstopenjski proces, ki se odraza v obli-
ki genetskih sprememb, ki povzrocijo pre-
oblikovanje normalnih, zdravih celic v tu-
morske celice. Tumorski fenotip zajema Sest
osnovnih lastnosti, ki omogocajo rast mali-
gnih tumorjev: neodvisnost od zunanjih ra-
stnih dejavnikov, neodzivnost na dejavnike,
ki zavirajo rast, zmoznost izognitve apoptozi,
sposobnost neomejene delitve celic, sposob-
nost spodbujanja angiogeneze in tumorsko
invazijo ter metastaziranje. Prav slednje je
odgovorno za kar 9o % smrti, povezanih z
rakom.’

Zdravljenje rakavih bolezni najpogo-
steje obsega kirur§ko odstranitev tumorja,
radioterapijo in sistemsko zdravljenje raka
s kemoterapijo, ki vklju¢uje citostatike, hor-
monska in bioloska zdravila. Glavna slabost
zdravljenja s citostatiki so nezeleni ucinki
zaradi citotoksi¢nega delovanja na hitro de-
lece se celice zdravih tkiv. Med njihove neze-
lene ucinke pristevamo slabost in bruhanje,
izgubo teka, zaprtje, drisko, vnetje sluznic,
alopecijo, sekundarne novotvorbe, nevtrope-
nijo, ki pri bolnikih z rakom pomeni doda-
tno tveganje za okuzbo, in toksi¢ne uc¢inke na
pljuca, jetra, srce ter spolne organe. Zaradi
pojava nezelenih ucinkov je vcasih potreb-
no odmerek zdravila prilagoditi, ob hujsih
nezelenih ucinkih pa je véasih zdravljenje
potrebno celo prekiniti, kar proces zdravlje-
nja podaljsa in lahko vpliva na izid. Nezeleni
ucinki kemoterapije bistveno vplivajo tudi
na kakovost Zivljenja bolnika med samim
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zdravljenjem in tudi po njem.® Z uporabo
nanodostavnih sistemov (NS), ki pasivno in/
ali aktivno ciljajo tumorske celice, se temu
lahko izognemo.”

Nanotehnologija, nanomedicina
in nanodostavni sistemi

Izraz nanotehnologija oznacuje multidi-
sciplinarni pristop k nacrtovanju, izdelavi,
karakterizaciji in uporabi materialov, struk-
tur, naprav in sistemov z obvladovanjem
snovi v nanomerilu.® Pri tem se predpona
nano- uporablja, kadar ima nek material
ali struktura vsaj eno dimenzijo v obmocju
1-100 nm. Kljub temu v strokovni literaturi
k NS (nanodelcem, ki se uporabljajo kot do-
stavni sistem za uc¢inkovine) pristevamo tudi
delce velikosti do 1 um. V nano obmo¢ju se
fizikalne, kemi¢ne in bioloske lastnosti mate-
rialov znacilno razlikujejo od lastnosti izho-
dnega »makro« materiala, kar je izhodisce za
njihovo uporabo.’

Uporaba nanotehnologije v medicinske
namene se imenuje nanomedicina in obse-
ga uporabo materialov ter naprav v nano-
merilu za diagnosticiranje, preprecevanje in
zdravljenje bolezni. Zajema vse od izboljsave
stabilnosti in topnosti zdravilnih uc¢inkovin
do ciljane dostave ucinkovin ter diagno-
sticiranja in vivo.'® Formulacija zdravilnih
uc¢inkovin v NS ima $tevilne prednosti pred
prostimi uc¢inkovinami: varovanje ucinko-
vine pred prezgodnjo razgradnjo, preprece-
vanje prezgodnjega medsebojnega delovanja
ucinkovine z okoljem, izboljsanje prodiranja
uc¢inkovine v doloceno tkivo (npr. tumor),
omogocanje nadziranega spro$c¢anja uc¢inko-
vine in izboljsanje dostave ucinkovin v celi-
ce.” Glavni namen uporabe NS pri zdravlje-
nju raka je selektivna dostava protitumorskih
uéinkovin tumorskim celicam, s ¢imer se
zmanjsa verjetnost resnih nezelenih ucinkov,
s katerimi se obi¢ajno srecujejo bolniki z ra-
kom in izbolj$a ucinkovitost zdravljenja na
rac¢un vecjega odmerka zdravila. Z uporabo
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NS se izboljsata tudi komplianca bolnikov
in kakovost zivljenja med zdravljenjem in
po njem. Dodatna prednost NS je moznost
izognitve odpornosti na kemoterapevtike, ki
je resen omejitveni dejavnik pri protitumor-
skem zdravljenju."!

Najbolj raziskani NS so polimerni na-
nodelci velikosti od 10 do 1000 nm, ki so
pripravljeni iz sinteznih polimerov, kot so
poliglikolna kislina, polimlecna kislina in
poli(mlec¢na-glikolna) kislina, ali iz narav-
nih polimerov, kot sta hitosan in kolagen.
Sestavljeni so iz nosilnega ogrodja, v katerih
je u¢inkovina raztopljena ali dispergirana ali
na katere je ucinkovina adsorbirana ali ko-
valentno vezana.”'>'* Spro$canje ucinkovi-
ne iz nanodelca poteka nadzorovano preko
povrsinske erozije polimernega matriksa ali
preko difuzije skozi matriks. Ceprav na trgu
ni prisotnega nobenega polimernega nano-
delca za dostavo protitumorskih u¢inkovin,
se $tevilni polimerni nanodelci nahajajo v
fazi predklini¢nih in klini¢nih raziskav.” Ka-
dar je ogrodje nanodelca sestavljeno iz pro-
teinov (npr. albumina), govorimo o protein-
skih nanodelcih. Ce pa je ogrodje nanodelca
sestavljeno iz mono-, di- in trigliceridov in
voskov ter mascobnih kislin, pa govorimo o
trdnih lipidnih nanodelcih. Prednost obeh
sistemov je njuna biokompatibilnost in bio-
razgradljivost.'*

Med bolj raziskane NS sodijo tudi lipi-
dni nanodelci (liposomi in miceli), ki imajo
$tevilne ugodne lastnosti, kot so biokom-
patibilnost, biorazgradljivost in sposobnost
vklju¢evanja hidrofobnih in hidrofilnih
uc¢inkovin.” Liposomi so sferi¢ni lipidni ve-
zikli velikosti od 20 nm do 4 um, ki so lahko
sestavljeni iz enega ali ve¢ koncentri¢nih li-
pidnih dvoslojev in enakega Stevila prostorov
z vodo. Hidrofilne u¢inkovine se vgrajujejo
v vodni medij v osrednjem delu liposoma,
medtem ko se hidrofobne uc¢inkovine vgra-
jujejo v lipidni dvosloj. Evropska agencija za
zdravila (EMEA) in AmeriSka agencija za
hrano in zdravila (FDA) sta do danes odo-
brili Ze stiri pripravke za zdravljenje raka na
osnovi liposomov (Tabela 1), zaradi ¢esar so
liposomi najbolj zastopani NS pri zdravljenju
raka.”'®"® Miceli so sferi¢ni koloidni delci
nanometrskih velikosti (<50 nm), ki so po-
dobno kot liposomi sestavljeni iz amfifilnih

molekul. Njihova struktura pa je razli¢na od
fosfolipidov v liposomih, zato v vodnih me-
dijih tvorijo micele s hidrofobnim jedrom in
hidrofilnim plas¢em in ne koncentri¢nih li-
pidnih dvoslojev. Zaradi njihove strukture, ki
omogoca vgradnjo hidrofobnih uéinkovin,
se uporabljajo predvsem za pripravo formu-
lacij v vodi slabo topnih u¢inkovin.'®

Posebna skupina so NS so polimerni ko-
njugati, to so molekule polimera, na katere so
kovalentno vezani proteini ali nizkomoleku-
larne zdravilne uc¢inkovine. Polimerno kom-
ponento NS najpogosteje predstavljajo line-
arni polimeri, kot so polietilenglikol (PEG),
N-(2-hidroksipropil)metakrilamid  kopoli-
mer in poliglutaminska kislina.'® Polimer iz-
bire pri vecini proteinskih konjugatov je PEG,
dobro poznana farmacevtska pomozna snov,
ki ni toksi¢na in ne imunogena. Konjugacija
proteinov s hidrofilnimi verigami PEG pove-
¢a stabilnost in topnost proteinov ter zmanj-
$a njihovo imunogenost, ledvi¢ni ocistek in
privzem v celice retikuloendotelijskega siste-
ma (RES). S PEG konjugirani protein se dalj
¢asa zadrzuje v krvi, kar zmanjsa potrebo po
pogostem odmerjanju zdravila. Nizkomo-
lekularne ucinkovine se obic¢ajno naklju¢no
porazdeljujejo po telesu, kar je glavni vzrok
za nezelene ulinke kemoterapevtikov. Temu
se lahko izognemo s pripravo polimernih ko-
njugatov, ki se dalj ¢asa zadrzujejo v krvi in v
vedji meri na mestu tumorja.'” Za zdravljenje
rakavih bolezni so odobrena tri zdravila na
osnovi polimernih konjugatov, njihovo Ste-
vilo pa naj bi se v naslednjih nekaj letih se
povecalo (Tabela 1).

Na podroc¢ju NS veliko obetajo dendrime-
ri. Gre za globulame, polimerne nanodelce z
dobro opredeljeno strukturo nanometrskih
velikosti (10-100 nm) in visoko stopnjo raz-
vejanosti. Njihova zgradba omogoca vgra-
jevanje ucinkovin v prostore znotraj den-
drimera, funkcionalne skupine na povrsini
dendrimera pa poleg pripenjanja uc¢inkovin
omogocajo tudi pripenjanje ligandov za ak-
tivno ciljanje tumorskih celic.®

NS so lahko tudi anorganskega izvo-
ra. Mednje priStevamo zlate nanokapsule,
ogljikove nanocevke ter magnetne in poro-
zne silicijeve nanodelce. Zlate nanokapsule
so nanodelci, ki jih sestavlja s plastjo zlata
obdano jedro iz silicijevega oksida. Zlato je
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Tabela 1: NS za zdravljenje raka, ki sta jih odobrili FDA in/ali EMEA.710:16:17:25729

Abraxane®

Doxil®/Caelyx®
DaunoXome®

Myocet®

Neulasta®
Oncaspar®

Ontak®

Zinostatin Stimalmer®

paklitaksel

doksorubicin

daunorubicin

doksorubicin

PEG-granulocitne kolonije
stimulirajoci faktor (G-CSF)

PEG-L-asparaginaza

paklitaksel, vezan na

albuminske nanodelce

liposomi STEALTH®
liposomi
liposomi
polimerni konjugat s

proteinom

polimerni konjugat s
proteinom

fuzijski protein interlevkina-2 z
difteria toksinom

kopolimer stirena in anhidrida
maleinske kisline, konjugiran z

neokarzinostatinom (SMANCS) el

biokompatibilen material, katerega valen¢ni
elektroni (plazmoni) ob obsevanju s svetlo-
bo dolocene valovne dolzine nihajo. S spre-
minjanjem razmerja med debelino plasti
zlata in velikostjo jedra lahko vplivamo na
valovno dolZino opti¢ne resonance nanodel-
ca. Zlate nanokapsule lahko po obsevanju s
svetlobo ustrezne valovne dolzine to absor-
birajo ali razprsijo. V prvem primeru pride
do segrevanja delca (AT ~ 30-35°C), kar se
lahko izkoristi za termi¢no unicenje tumor-
skih celic, medtem ko razprsitev svetlobe
omogoca slikanje tumorjev. Zlate nanokap-
sule tako omogocajo hkrati zdravljenje in
diagnosticiranje bolezni.'® Podoben nacin
delovanja imajo magnetni nanodelci iz Ze-
lezovega oksida (Fe,0Os), ki prav tako omo-
gocajo termoterapijo in slikanje tumorjev
hkrati, vendar pa magnetni nanodelci spro-
$¢ajo toploto po izpostavitvi alternirajocemu
magnetnemu polju.'®

Ogljikove nanocevke lahko opisemo kot
cilindri¢ne strukture, sestavljene iz benze-
novih obrocev.”® Sodijo v druzino fulerenov,
ki poleg diamanta, grafita in aktivnega oglja
predstavljajo eno od alotropskih oblik oglji-
ka. Glede na strukturo jih delimo na eno-
slojne ogljikove nanocevke, ki imajo premer
0,4-2,0nm in so dolge 20-1000 nm in vec-
slojne ogljikove nanocevke, ki imajo premer
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imunotoksin (fuzijski protein)

polimerni konjugat s

metastazirani rak dojke

Kaposijev sarkom, metastazirani rak
dojke, rak jajénikov, multipli mielom v
kombinaciji z bortezomibom

Kaposijev sarkom

v kombinaciji s ciklofosfamidom za
zdravljenje metastazirane oblike raka
dojke, Kaposijev sarkom, rak jajénikov

prepreCevanje nevtropenije, povezane
s kemoterapijo

akutna limfoblastna levkemija

kutani T-celi¢ni limfom
hepatocelularni karcinom

1,4-100 nm in so dolge 1 do ve¢ pm. Nefunk-
cionalizirane nanocevke imajo hidrofobni
znacaj in so netopne v vodnih medijih, zato
se obi¢ajno derivatizirajo, pri cemer nastane-
jo vodotopni konjugati.**

Porozni silicijevi nanodelci so biokompa-
tibilni in biorazgradljivi nanodelci iz silicije-
vega dioksida, ki imajo satovju podobno po-
rozno strukturo. Njihova velikost se giblje od
50 do 300 nm, pore pa so lahko velike od 2 do
6 nm. Silicijevi nanodelci imajo zaradi poro-
zne strukture visoko zmogljivost vkljuceva-
nja ali adsorpcije u¢inkovin in moznost nad-
zorovanega sproscanja uc¢inkovin. Za razliko
od ostalih organskih NS so bolj odporni na
toploto, pH, mehanski stres in hidrolizo. Po-
rozni silicijevi nanodelci se internalizirajo v
celice s pinocitozo in s klatrinom posredova-
no endocitozo.*

Ciljana dostava nanodostavnih
sistemov do tumorskih celic

Selektivno ciljanje tumorskih celic in
tumorskega tkiva z NS lahko dosezemo na
dva nacina, pasivno in aktivno. Pasivno ci-
ljanje tumorjev je posledica uc¢inka povecane
prepustnosti in zadrzevanja, tj. u¢inek EPR
(angl. enhanced permeability and retention
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effect). Ko trdni tumorji dosezejo velikost
2-3 mm’, postane izmenjava hranil in kisika
med tumorjem in njegovim okoljem oteZena.
Da bi lahko nemoteno rasel naprej, se v tu-
morju sprozijo procesi angiogeneze. Zaradi
hitre angiogeneze se novo nastalo zilje moc-
no razlikuje od normalnega, saj je nepravil-
ne strukture in visoko prepustno s Stevilni-
mi fenestracijami velikosti od 100 nm do 2
um. Gladkomisi¢na plast je pogosto odsotna,
zaradi Cesar je svetlina tumorskega zilja v
stanju stalne dilatacije, odtekanje limfe pa
je otezeno. Posledica omenjenih lastnosti je
povecana ekstravazacija in zadrzevanje NS
na mestu tumorja, saj zdravo zilje drugod po
telesu zanje ni prepustno. Na nizkomoleku-
larne uc¢inkovine uc¢inek EPR ne deluje, saj
slednje po vstopu v tumor hitro oddifundira-
jo nazaj v krvni obtok in se odstranijo skozi
ledvice.”'2%24

Aktivno ciljanje tumorskih celic temelji
na pripenjanju ligandov na povrsino NS, ki
specificno prepoznajo (in se veZejo na) mo-
lekule na povrsini tumorskih celic (antigen
ali receptor) ter na ta na¢in omogocajo se-
lektivno zadrzevanje NS na mestu tumorja.
Ligande za aktivno ciljanje delimo na pro-
teine (protitelesa in njihove fragmente), nu-
kleinske kisline (aptamere) in ostale ligande
(peptide, vitamine in ogljikove hidrate).”'!

Uporaba monoklonskih protiteles, ki spe-
cificno prepoznajo antigene, povezane s tu-
morskimi celicami, je eden pogostejsih siste-
mov za aktivno ciljanje tumorskih celic z NS.
V ta namen se lahko uporabljajo cela protite-
lesa ali pa le njihovi delci (Fab, Fab’ in scFv).
Pri tem morajo biti izpolnjeni Stirje pogoji:
antigen mora biti bolj izrazen na tumorskih
kot na zdravih celicah, antigen mora igrati
pomembno vlogo pri napredovanju bolezni,
na povrsini celic se mora nahajati v stabilni
obliki in mora biti prisoten na ¢im vecjem
delezu tumorskih celic in pri ¢im vec¢jem de-
lezu tumorjev razli¢nega tipa.”'! Protitelesa,
zlasti Zivalskega izvora, so imunogena. Hi-
merna, humanizirana in humana protitelesa
sicer zmanjsajo verjetnost imunskega odziva,
vendar pogosto na racun zmanjsane afinitete
protiteles. Na afiniteto protitelesa lahko vpli-
va tudi konjugacija protitelesa na povrsino
NS. Poleg imunogenosti in na¢ina konjugaci-
je je uporaba protiteles omejena tudi s prosto

krozec¢imi antigeni v krvnem obtoku, z neza-
dostnim prodiranjem v tumor in z morebi-
tno spremembo antigena v ¢asu. Zato se far-
macevtska tehnologija vse bolj usmerja tudi
v druge nacine aktivnega ciljanja tumorjev.'!

Tumorske celice na svoji povrs$ini ¢ezmer-
no izrazajo receptorje za rastne faktorje in vi-
tamine. Ti jim omogocajo vzdrzevanje proli-
feracije in metabolizma na visoki ravni. Tak
primer je receptor za zilnoendotelijski rastni
faktor-2 (VEGFR-2), ki je ¢ezmerno izrazen
na povrsini endotelijskih celic tumorske-
ga zilja. Uporaba VEGEF ali proti VEGFR-2
usmerjenih protiteles kot ligandov za aktivno
ciljanje onemogoci vezavo naravnega liganda
na receptor in omogoci z receptorjem posre-
dovano endocitozo NS. Ker vezava VEGF na
VEGFR-2 sprozi angiogenezo, poleg aktivne-
ga ciljanja tumorja dosezemo tudi antiangio-
geni ucinek. Na podobnem pristopu temelji
aktivno ciljanje tumorskih celic preko trans-
ferinskih in folatnih receptorjev. Oba recep-
torja sta v primerjavi z normalnimi celicami
v veji meri izrazena na povrsini tumorskih
celic. Transferin je serumski glikoprotein, ki
sluzi prenosu Zeleza do celic, medtem ko je
folna kislina vitamin, ki je potreben za sin-
tezo gradnikov DNK (purinov in pirimidi-
nov). Konjugacija folne kisline ali transferina
na NS s protitumorsko uc¢inkovino izboljsa
znotrajceli¢cno dostavo ucinkovine in s tem
ucinkovitost zdravljenja. Glavna slabost teh
sistemov je, da te receptorje izrazajo tudi hi-
tro rastoce zdrave celice, kot so fibroblasti,
epitelijske in endotelijske celice, kar pomeni
vecjo toksi¢nost in manj$o uc¢inkovitost pro-
titumorskega zdravljenja.”'*

Nanodostavni sistemi,
odobreni za terapijo raka

Do danes je bilo za klini¢no uporabo
odobrenih ze 24 zdravil, izdelanih z nano-
tehnologijo. Njihova prodaja pa je presegla
5,4 milijard dolarjev. Ve¢ina NS so liposomi
in polimerni konjugati (80 %).** NS za zdra-
vljenje raka, ki sta jih odobrili FDA in/ali
EMEA, so navedeni v Tabeli 1. Sledi podrob-
nejsi opis zdravil za zdravljenje raka z NS, ki
so odobrena v EU.
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Abraxane®

Abraxane® je indiciran za zdravljenje me-
tastatskega raka na dojki pri bolnicah, pri
katerih je bilo zdravljenje prve izbire neuspe-
$no, ali pri bolnicah, pri katerih zdravljenje
z antraciklinom ni indicirano. Zdravilo vse-
buje 130 nm velike nanodelce ¢loveskega se-
rumskega albumina, konjugiranega s pakli-
takselom, in ima bistveno drugacne lastnosti
od drugih formulacij paklitaksela.*>** Pa-
klitaksel je slabo vodotopna uc¢inkovina, ki
se v klasi¢nih formulacijah zaradi poveca-
nja topnosti nahaja v mediju iz etanola in
makrogolglicerol ricinolata (1:1) in se pred
infundiranjem red¢i s fiziolosko raztopino
ali 5-odstotno raztopino glukoze. Klasi¢na
formulacija zahteva uporabo posebnih vseb-
nikov brez di(2-etilheksil)ftalata, dolgotraj-
no infundiranje (3 ure) in predmedikacijo s
kortikosteroidi (deksametazon) in antihista-
miniki (difenhidramin, cimetidin, ranitidin)
za preprecevanje preobcutljivostnih reakcij.
Predmedikacija z antihistaminiki in korti-
kosteroidi je vir $tevilnih medsebojnih de-
lovanj z zdravili, ki jih bolnik prejema poleg
paklitaksela.’® Kovalentna vezava paklita-
ksela na albumin poveca topnost paklitakse-
la in omogoca njegovo dajanje brez socasne
uporabe toksi¢nih organskih topil.'> S tem
se izognemo uporabi posebnih vsebnikov,
podaljsanemu casu infuzije (ta se skrajsa na
30 minut) in predmedikaciji. Na albumin ve-
zani paklitaksel je tako varnejsi in omogoca
povecanje odmerka za kar 50 %, kar je eden
od razlogov za vecjo ucinkovitost zdravlje-
nja. Vecjo ucinkovitost lahko pripisemo tudi
vedjemu zadrzevanju na mestu tumorja. To
je posledica uc¢inka EPR in medsebojnega
delovanja albumina z albondinom, glikopro-
teinom na povrsini endotelijskih celic, ki in-
ducira endotelijsko transcitozo.*>*

Doxil®, Caelyx® in Myocet®

Doxil® je bil prvi liposomski pripravek,
ki ga je za zdravljenje Kaposijevega sarkoma
leta 1995 odobrila FDA. Zdravilo Doxil® je
pod imenom Caelyx® prisotno tudi na ob-
mocju EU. Poleg Kaposijevega sarkoma je
indicirano za zdravljenje metastaziranega
raka dojke, raka jaj¢nikov in multiplega mi-
eloma v kombinaciji z bortezomibom. Cae-
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lyx®/Doxil® je pegiliran liposomski pripravek
doksorubicinijevega klorida, ki ima zaradi
drugac¢ne formulacije ucinkovine spreme-
njen farmakokineti¢ni profil kot standardni
pripravki doksorubicinijevega klorida. Sle-
dnji imajo hiter ocistek in se izdatno poraz-
deljujejo po tkivih, medtem ko se v liposome
vgrajeni doksorubicin zadrzuje predvsem v
krvnem obtoku in na mestu tumorja zaradi
u¢inka EPR. Zaradi spremenjenega poraz-
deljevanja ima Caelyx®/Doxil® v primerjavi s
standardnimi pripravki doksorubicinijevega
klorida manj izrazite nezelene ucinke, kot so
kardiotoski¢nost, lokalna toksi¢nost, slabost,
bruhanje, nevtropenija in alopecija. Med ne-
zelenimi ucinki, ki so pri Caelyx®/Doxil® bolj
izrazeni kot pri prosti u¢inkovini, so stoma-
titis, mukozitis in palmarno-plantarna eri-
trodizestezija. Ti u¢inki so vecinoma blagi,
vendar lahko v hujsih primerih privedejo do
podaljsanja ali celo do prekinitve zdravlje-
n] a.27,33

Myocet® je liposomski pripravek dokso-
rubicinijevega klorida, ki na povrsini lipo-
somov ne vsebuje verig PEG. Indiciran je
za zdravljenje raka jaj¢nikov, Kaposijevega
sarkoma ter metastazirane oblike raka dojk v
kombinaciji s ciklofosfamidom.”*® Myocet®
ima podobno kot Caelyx®/Doxil® spremenjen
profil porazdeljevanja, pri cemer se v manjsi
meri porazdeli v srce in sluznico prebavil kot
standardni pripravki doksorubicina, zaradi
Cesar ima manj izrazite nezelene ucinke. Ob
zdravljenju z Myocetom® se lahko pojavijo
naslednji nezeleni uc¢inki: okuzba, nevtrope-
ni¢na vrocica, nevtropenija, trombocitope-
nija, anemija, slabost, bruhanje, mukozitis,
stomatitis, diareja, alopecija, utrujenost in
lokalna toksi¢nost.?®

Neulasta®

Neulasta® vsebuje pegiliran granulocitne
kolonije stimulirajo¢i dejavnik (PEG-GCSF),
ki se uporablja za preprecevanje nevtropeni-
je, ki je posledica kemoterapije. Kovalentna
modifikacija GCSF s PEG podaljsa plazemski
razpolovni ¢as in zmanj$a imunogenost pro-
teina. Zato se PEG-GCSF daje le enkrat, in si-
cer na drugi dan cikla kemoterapije, medtem
ko je za isti ucinek pri nepegiliranem GCSF
zdravilo potrebno dajati dva tedna vsak
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dan.'” Med pogostejse nezelene u¢inke Neu-
laste® pristevamo bolecine v kosteh, alergijske
reakcije, zvi$anje vrednosti secne kisline, al-
kalne fosfataze in laktat-dehidrogenaze, sla-
bost, splenomegalijo, bole¢ine na mestu inji-
ciranja, bolec¢ine v prsih, glavobol, artralgijo,
mialgijo, bole¢ine v hrbtu, udih in vratu.*
Zunaj meja EU se poleg zdravil Abraxa-
ne® in Neulasta® za zdravljenje raka upora-
bljajo $e naslednja zdravila z NS: Doxil®, Da-
unoXome®, Oncaspar®, Ontak® in Zinostatin
Stimalmer®. DaunoXome® je liposomska
formulacija daunorubicinijevega citrata, ki
jo je FDA za zdravljenje Kaposijevega sar-
koma odobrila pol leta kasneje kot Doxil®.
Formulacija daunorubicina v liposome za-
§¢iti uc¢inkovino pred kemijsko in encimsko
razgradnjo, zmanj$a vezavo proteinov in
privzem ucinkovine v zdrava tkiva. V $tudi-
jah, opravljenih na zivalih, so ugotovili, da
se DaunoXome® predvidoma zaradi uc¢inka
EPR v vedji meri zadrzuje na mestu tumorja
kot prosta uc¢inkovina. Glavni neZeleni ucin-
ki zdravila DaunoXome® so mielosupresija,
kardiotoksi¢nost, lokalna toksi¢nost, alope-
cija, slabost in bruhanje.** Zdravilo Onca-
spar®, ki vsebuje pegilirano obliko encima
L-asparaginaze, se uporablja za zdravljenje
akutne limfoblastne levkemije. Nativna obli-
ka encima lahko povzroci preobcutljivostne
reakcije in ima sorazmerno nizek plazemski
razpolovni ¢as (8-30 ur), ki zahteva vsako-
dnevno dajanje zdravila 4 tedne. Pegilirana
oblika encima je manj imunogena kot nativ-
na in ima daljsi plazemski razpolovni ¢as (14
dni), kar omogoca enkratno dajanje zdravila
na 2 tedna. Ob zdravljenju z zdravilom On-
caspar” se lahko pojavijo naslednji nezeleni
ucinki: alergijske reakcije, hiperglikemija,
pankreatitis, tromboza, hiperbilirubinemija,
poviSana raven transaminaz in koagulopati-
ja.!®17*% Zdravilo Ontak® je fuzijski protein
interlevkina-2 (IL-2) s toksinom difterije in
je indicirano za zdravljenje koznega T-ce-
licnega limfoma. Fuzijski protein se preko
fragmenta IL-2 veZe na receptor za IL-2 na
povrsini malignih celic. Vezava povzroci
z receptorjem posredovano endocitozo in
znotrajceli¢no sprostitev toksina difterije, ki
je nosilec citotoksi¢nega ucinka. Zdravljenje
z zdravilom Ontak® lahko povzroci naslednje
nezelene ucinke: povisano telesno tempera-

turo, slabost, utrujenost, bruhanje, diarejo,
glavobol, periferni edem, kaselj, dispnejo,
pruritus, sindrom kapilarnih razpok, infu-
zijske reakcije in motnje vida.>® Zinostatin
Stimalmer® je zdravilo, ki se od leta 1994
uporablja za zdravljenje hepatocelularnega
karcinoma na Japonskem. Zdravilo vsebu-
je proteinsko uc¢inkovino neokarzinostatin,
kovalentno vezano na kopolimer stirena in
anhidrida maleinske kisline. Neokarzinosta-
tin je znan po izraziti mielosupresiji in tezav-
nem dajanju, saj zahteva skrbno spremljanje
hitrosti infundiranja. Kovalentna modifika-
cija zmanj$a imunogenost proteina, izbolj-
$a njegovo stabilnost in podalj$a plazemski
razpolovni ¢as ter poveca zadrzevanje pro-
teina na mestu tumorja zaradi uc¢inka EPR.
S kovalentno modifikacijo zagotovimo tudi
njegovo topnost v hidrofobnem kontrastnem
sredstvu Lipiodol®, ki nam omogoca daja-
nje zdravila naravnost v jetrno arterijo ter s
tem zmanj$anje nezelenih ucinkov neokar-
zinostatina. Med pogostejse nezelene ucinke
zdravila sodijo povi$ana telesna temperatura,
bolecina v trebuhu in mrzlica ter prehodno
povisanje vrednosti encima alanin-transa-
minaze. Dajanje v jetrno arterijo tudi lahko
povzroci resnejSe nezelene ucinke, kot so
okvare jetrnega zilja in atrofija jeter, ki lahko
v resnejsih primerih vodijo v jetrno odpo-
Ved.16,17,37

Nezeleni ucinki nanodostavnih
sistemov pri zdravljenju raka

Nanotehnologija ze dolgo ¢asa omogoca
$tevilne novosti tako pri zdravljenju rakavih
bolezni kot tudi na stevilnih drugih podro-
¢jih. Kljub temu pa se o varnosti uporabe
nanodelcev sprasujemo Sele danes. To lepo
ponazori dejstvo, da od 1,2 milijarde dolarjev,
ki jih v ZDA namenijo nanotehnologkim raz-
iskavam, le 1 % porabijo za raziskave o varno-
sti nanodelcev in njihovem vplivu na zdravje
in okolje. Z varnostnim vidikom nanoteh-
nologije se ukvarja sorazmerno nova veda
nanotoksikologija, ki prou¢uje molekularne
mehanizme toksi¢nosti nanodelcev in meha-
nizme vstopa nanodelcev v telo ter ocenjuje
tveganje ob izpostavljenosti nanodelcem.'®*®

Lastnosti nanodelcev, kot so velikost, ve-
lika specifi¢cna povr$ina, kemijska sestava,
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topnost in geometrija, ki so sicer zasluzne za
njihove pozitivne ucinke, so hkrati tudi osno-
va za njihove toksi¢ne uc¢inke. Od vseh naste-
tih naj bi bili velikost in specificna povrsina
najbolj zasluzni za toksi¢ne ucinke nanodel-
cev. Velikost delcev v nanomerilu vpliva na
fizikalno-kemijske lastnosti materiala in tudi
na medsebojno delovanje z bioloskimi tkivi.
Prve in druge se znacilno razlikujejo od la-
stnosti materiala v makromerilu. Z zmanj-
$evanjem velikosti nanodelcev se povecuje
njihova specificna povrsina, kar pomeni, da
se vedje Stevilo atomov ali molekul nahaja
na povrsini delca. V primeru, da povrsin-
ske molekule posedujejo reaktivna mesta,
pomeni vecja specificna povrsina tudi vec¢jo
reaktivnost. Slednjo najpogosteje povezujejo
z nastankom reaktivnih kisikovih presnov-
kov, ki naj bi bili eden poglavitnih elemen-
tov citotoksi¢nosti nanodelcev. Reaktivni
kisikovi presnovki lahko povzrocijo lipidno
peroksidacijo, poskodbe genskega materiala
in denaturacijo proteinov. Preko aktiviranja
na oksido-reduktivne spremembe obcutlji-
vih NFkB (angl. nuclear factor kappa B) in
MAPK (angl. mitogen-activated protein ki-
nase) naj bi povzrocili vnetje. Visok oksida-
tivni stres lahko povzroéi apoptozo celice.*

Pomemben vidik toksi¢nosti NS je med-
sebojno delovanje s celicami imunskega sis-
tema. Vsi odobreni NS za zdravljenje raka
(Tabela 1) se dajejo intravensko. Takoj po
vstopu v krvni obtok se pri¢nejo na njihovo
povrsino odlagati plazemski proteini (op-
sonini), ki olajsajo fagocitozo v fagocitno
sposobne celice imunskega sistema. Najvecji
delez k odstranjevanju NS iz krvnega obtoka
prispevajo makrofagi jetrnih celic, t.i. Kupf-
ferjeve celice. Po fagocitozi se v makrofagih
sprozi oksidativni izbruh, ki prispeva k na-
stanku reaktivnih kisikovih presnovkov in
provnetnih citokinov.*>*! NS lahko sprozijo
tudi humoralni imunski odziv. Pri tem so
lahko protitelesa usmerjena proti ogrodju
NS ali proti specifi¢cnim ligandom, ki se na-
hajajo na njihovi povrsini. Slednja pomenijo
vedjo nevarnost, saj lahko zaradi navzkrizne
reaktivnosti vezejo in onesposobijo telesu la-
stne bioloske molekule.*

Pomembno vlogo pri varnosti NS igra
vrsta nosilca. Molekulska masa, topnost, bi-
okompatibilnost, biorazgradljivost in ocistek
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so lastnosti, ki odloc¢ajo o usodi nosilca po
sprostitvi ucinkovine na mestu delovanja.
Kadar govorimo o nebiorazgradljivih poli-
merih, morajo biti manjs$i od 40 kDa, kar je
velikost, ki $e omogoca izloc¢anje skozi led-
vice. V nasprotnem primeru lahko pride do
kopicenja polimera v telesu. Nekateri nosilci
lahko povzrocijo imunsko ali alergi¢no reak-
cijo, zlasti ob ponovnem dajanju zdravila.**

Poglavitni problem zdravljenja z nano-
delci, ki so usmerjeni proti specificnemu an-
tigenu ali receptorju na povrsini tumorskih
celic, je specifi¢nost. Pogosto so antigeni in
receptorji, proti katerim so usmerjeni ligandi
na nanodelcih, prisotni tudi na normalnih
in ne samo na tumorskih celicah, kar lahko
povzroci nezelene ucinke. Tak primer je bil
imunokonjugat BR96-doksorubicin, usmer-
jen proti antigenu Lewis-Y, ki je prisoten pri
75 % primerov raka na dojki. Imunokonjugat
je na misjem modelu in vivo izkazoval zna-
¢ilen protitumorski ucinek in je imel manjso
toksicnost kot u¢inkovina sama. Ko so $tudi-
jo ponovili na psih, je imunokonjugat pov-
zro¢il akutno enteropatijo zaradi vezave na
antigenu Lewis-Y podobne antigene na epi-
telijskih celicah v prebavilih. V II. fazi klini¢-
ne Studije na ljudeh je BRg96-doksorubicin
izkazoval poleg gastrointestinalne toksi¢no-
sti le omejen protitumorski ucinek, zato so
klini¢no $tudijo v tej fazi ukinili.”

Zakljueki

Vkljucevanje protitumorskih ucinkovin
v NS poveca zadrzevanje u¢inkovine na me-
stu tumorja zaradi pasivnega ciljanja (u¢inka
EPR) in aktivnega ciljanja, ki temelji na pri-
penjanju specificnih ligandov na povrsino
NS. Na ta nacin se zmanj$a medsebojno de-
lovanje protitumorskih uc¢inkovin z zdravimi
celicami in s tem povezani nezeleni ucinki.
Formulacije protitumorskih uc¢inkovin v NS
imajo manj nezelenih uc¢inkov in so varnejse
v primerjavi s prosto u¢inkovino, kar omo-
goca povecanje odmerka in po tem izbolj-
$anje ucinkovitosti zdravljenja. Na trgu se
nahaja devet zdravil za zdravljenje raka na
osnovi NS, vendar pri¢akujemo, da se bo to
$tevilo v kratkem $e povecalo.
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