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Povzetek Imunske celice se nahajajo v telesnih tekoc€inah in tkivih po celotnem organizmu in predstavljajo premikajoCe tar€e za ciljanje z
u¢inkovinami. Zaradi neoptimalnega klasi¢nega nacina dostavljanja u¢inkovin tem celicam, kjer bi le z visokimi vrednostmi proste ucinkovine v
serumu dosegli zadovoljive uCinke, predstavljajo nanodelci priviaGen sistem za dostavo uc€inkovin imunskim celicam. Nanodelce lahko
uporabimo kot dostavne sisteme za bolj u¢inkovit vnos antigenov v antigen predstavitve celice, kot tudi za dostavo ucinkovin dolo¢enim
populacijam limfocitov. S tem dosezemo regulacijo imunskega delovanja ali pa imunski sistem izkoristimo za povec¢anje uginkovitosti vgrajenih
uc¢inkovin v nanodelce pri zdravljenju okuzenih ali tumorskih celic.

Kljuéne besede: nanodelci, ciljanje, protitelesa, celice imunskega sistema

Abstract As the immune cells are distributed in bodily fluids and tissues throughout the organism, they represent a moving target for drug
delivery. In this case a classical approach applying high doses of the drug is not appropriate and, therefore, the use of nanoparticles represents
a good alternative to avoid, or at least decrease its side effects and increase efficacy. Nanoparticles can be used as an efficient delivery system
to enhance the uptake of antigens by antigen presenting cells as well as to target specific lymphocyte populations. With such approach we can
regulate the immune function or merely exploit the function of immune cells to improve efficacy of drug loaded nanoparticles in treatment of
infected or malignant transformed cells.
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limfocitni) imunski odziv. Na ta nacin organizem odstrani spremenjene
celice, kot posledico maligne transformacije ali virusne okuzbe.
Zunajceli¢ni  antigenski peptidi pa nastanejo po vstopu
zunajceli¢nega materiala in se predstavljajo z MHC Il le na antigen
predstavitvenih celicah (APC). Na ta nacin se aktivira CD4* T celi¢ni
imunski odziv (T celice pomagalke), ki lahko posreduje tudi imunski

1 Uvod

Imunski sistem je pomemben za prepoznavanje in odstranjevanje
mikroorganizmov in tujih snovi iz organizma, torej eksogenih spojin, ki
vstopajo iz okolja, kot tudi transformiranih endogenih celic in snovi.
Pravilna in uc€inkovita aktivacija imunskega odziva zagotavlja

normalno delovanje organizma.

Antigeni so lahko endogenega ali eksogenega izvora. Endogene
antigene predstavljajo vecinoma spremenjeni celi¢ni proteini, lahko
tudi glikoproteini ali druge bioloSke molekule, pri eksogenih antigenih
pa gre za predstavitev fagocitiranega materiala. Znotrajceli¢ni
antigenski peptidi, kot deli razgrajenih proteinov vseh metabolno
aktivnih celic, se veCinoma predstavijo na molekulah poglavitnega
kompleksa tkivne skladnosti |I. razreda (MHC |, ang. major
histocompatibility complex type I). Predstavljeni proteini na MHC | po
vezavi na T celi¢ne receptorje aktivirajo citotoksi¢ni T limfocitni (CD8*

odziv s protitelesi oz. humoralni imunski odziv proti tem tujkom. Z
izkoriS§Canjem predstavitve antigena preko endogene ali eksogene
poti, lahko vplivamo na uginkovito aktivacijo imunskega odziva.

Za primerno aktivacijo imunskega sistema je potrebna:

- prisotnost zadostne koli¢ine antigena APC, zlasti makrofagom in
dendriti¢nim celicam,

- nadzorovana predstavitev antigenskih peptidov tarénim imunskim
celicam (T limfociti CD4* in/ali CD8*),

- proliferacija efektorskih celic kot so citotoksi¢ni limfociti T (CTL) in
plazmatke - ohranitev aktiviranega imunskega sistema dalj$i ¢as (1).
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BoljSa predstavitev antigenov, ki bi jo dosegli z u€inkovito dostavo
antigenov fagocitnim APC, bi omogocila mo¢nejsi imunski odziv in s
tem ucinkovitej$e odstranjevanje okuZenih in rakavih celic (2). Zaradi
sposobnosti makrofagov in dendritiénih celic za privzemanje
nanodelcev, so le-ti primerna tar€a za ciljano zdravljenje, ki bi
povzroc€ila u€inkovit imunski odziv.

V primeru prekomernega celicnega ali humoralnega imunskega
odziva, ki nastopi pri raznih avtoimunskih obolenjih ter v primeru
limfoproliferatornih bolezni, pa so primerna tar¢a zlasti limfociti. Zaradi
specifi¢nih limfocitnih povr§inskih molekul lahko dosezemo ciljano
dostavo z nanodelci kljub heterogeni porazdelitvi limfocitov v
organizmu.

V nadaljevanju bomo predstavili lastnosti nanodelcev kot dostavnih
sistemov, nacine vgrajevanja klasi¢nih in proteinskih ucinkovin,
predstavili izdelavo taréno-specifi¢cnih nanodelcev ter znacilnosti
specificnega ciljanja posameznih populacij imunskih celic z
nanodelci.

(]

2 Lastnosti nanodelcev

Nanodelci so med Stevilnimi znanimi dostavnimi sistemi nanometrskih
velikosti izredno privlaéni dostavni sistemi (3). So trdni koloidni delci
velikosti 10-1000 nm. Zgrajeni so iz nosilnega ogrodja, v katerih je
ucinkovina raztopljena ali dispergirana ali na katere je ucinkovina
adsorbirana ali kovalentno vezana (4). Tovrstni dostavni sistemi se
odlikujejo po izvrstni zmogljivosti vgradnje ucinkovine in omogocajo
kontrolirano sproscanje ucinkovine kot tudi zascito pred razgradnjo
(5,6). Po intravenski aplikaciji se nanodelci kopi¢ijo v tkivih
mononuklearnega fagocitnega sistema ter tudi v tumorskem tkivu, kar
je posledica tako imenovanega EPR (enhanced permeability and
retention) u¢inka, pri katerem se nanodelci zadrzujejo v tkivih z Ziliem
s povecano prepustnostjo (7). Z vgradnjo tar¢no-specifi¢nih ligandov
na njihovo povrsino (aktivno ciljanje) pa dosezemo specifi¢no ciljanje
v posamezne celice ali tkiva.

2.1 Vgrajevanje véinkovin v nanodelce
Vgradnja ucinkovine v ogrodje nanodelcev lahko poteka med samo
izdelavo ali pa z adsorbcijo na ze formirane nanodelce. Pri prvi metodi
lahko pride do kovalentne vezave med ucinkovino in polimerom. Pri
adsorbciji ucinkovine pa je nastala interakcija med adsorbirano
ucinkovino in nanodelcem lahko nestabilna, zlasti po vnosu pripravka
v organizem (4).

Uspe$nost vgradnje ucinkovine v nanodelce je odvisna od kemi¢ne
sestave polimera, molekulske mase, interakcij u¢inkovina-polimer in
prisotnosti funkcionalnih skupin (esterskih ali karboksilnih) (4,8). V
nanodelce iz hidrofobnih polimerov (PLA - ang. polylactic acid,
polimle¢na kislina; PLGA - ang. polylactic glycolic acid, poliimle¢na
glikolna) kislina) lazje vgrajujemo lipofilne uginkovine. Vgradnja
hidrofilnih ucinkovin predstavlja izziv predvsem zaradi uhajanja
ucinkovine iz notranje v zunanjo vodno fazo.

Kljub temu pa obstajajo Stevilne moznosti optimizacije vgradnje
hidrofilnih u¢inkovin: izbira postopka izdelave, uporaba pomoznih
snovi, ustrezna pH vrednost, neionizirana in ionizirana oblika
ucinkovine, molekulska masa polimera. Alternativha moznost je
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kemijska vezava ucinkovine preko razgradljive vezi, ki naj bi
omogocila boljSo vgradnjo ucinkovine ter njeno kontrolirano
sproscanje (8).
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Slika 1: Vgradnja proteinske ucinkovine v nanodelce z dvojno
emulzijsko metodo (A) in nanoprecipitacijo (B). Sonikacija
polimera, raztoplienega v organski fazi v prisotnostni vodne
raztopine proteina vodi v nastanek emulzije V./O.
Sonikacija emulzije V,/O v prisotnosti vecje koli¢ine
zunanje vodne faze da emulzijo V,/O/V, Po ekstrakciji
organskega topila nastanejo nanodelci (A). Pri injiciranju
raztopine polimera v organski fazi v vodno fazo s
proteinom, se zgodi nanoprecipitacija. Po odparitvi
organskega topila se tvorijo nanodelci (B).

Figure 1:  Encapsulation of protein drug in nanoparticles by double-
emulsion method (A) and nanoprecipitation (B). Sonication of
polymer dissolved in organic phase in the presence of an
aqueous protein solution leads to the formation of a W,/O
emulsion. Sonication of the W,/O emuision in the presence of
outer aqueous phase gives a W,/OW, emulsion.
Nanoparticles arise after extraction of a liquid organic phase
(A). When the solution of polymer in organic phase is injected
into an aqueous solution with protein, the nanoprecipitation
takes place after the solvent evaporation. The nanopatrticles
are formed after the solvent evaporation (B).

Ena najobetavnejsih aplikacij nanodelceyv je ciljana dostava peptidnih
in proteinskih ucinkovin (9). Zaradi njihove hidrofilne narave je
obi¢ajna metoda priprave dvojna emulzijska metoda (10) ali
nanoprecipitacija (slika 1).

2.2 lIzdelava taréno specifiénih

nanodelcev

Najvecja prednost nanodelcev kot dostavnih sistemov je, da jih lahko
konjugiramo s specifi¢nimi ligandi in dosezemo tar¢no ciljanje. Taréno
specificne nanodelce lahko naredimo iz biopolimerov, na primer
zelatine ali serumskega albumina (11), pegiliranih PLGA kopolimerov
z vgrajenimi reaktivnimi funkcionalnimi skupinami. Nedavno so
sintetizirali Stevilne kopolimere z uvedbo biotina (12), reaktivnimi
amino (13) ter sulfhidrilnimi skupinami (14), ki jih lahko uporabimo za
pritrditev proteinskih u¢inkovin v nedenaturirajo¢ih pogojih (slika 2).
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Slika 2:  Struktura PEG-PLA kopolimera s funkcionalnimi skupinami.
A-Biotin-PEG-PLA; B-maleinimido propionat PEG-PLA;
C-maleinimid-PEG-PLA; D-sukcinimidil tartrat PEG-PLA;
E-sukcinimidil sukcinat, F-aldehid-PEG-PLA.
Figure 2:  Structure of functionalized PEG-PLA. A-Biotin-PEG-PLA;

B-maleinimido propionate; C-maleimide-PEG-PLA; D-
succinimidyl tartrate PEG-PLA; E- succinimidyl succinate
PEG-PLA; F-aldehyde-PEG-PLA

Interakcija biotin-avidin je izredno moc¢na (K = 10™ M) in zelo
primerna za povezavo nanodelcev z biotiniliranimi protitelesi preko
avidinskega vmesnika (15) oziroma za vezavo konjugatov avidin-
protitelo na biotiniliran polimer nanodelcev (slika 3).
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Slika 3:  Priprava imunonanodelcev na osnovi interakcije biotin-
avidin.
Figure 3: Manufacturing of immunonanoparticles via interaction

biotin-avidin.

3 Specifiéno ciljanje imunskih
celic z nanodelci

3.1 Specifiéno ciljanje makrofagov z
nanodelci

Makrofagi so imunske celice, ki sluZzijo prepoznavanju in

odstranjevanju spremenjenih in starajo¢ih celic, delcev ter invazivnih

mikrobov in so sposobni endocitoze makromolekulskih ligandov

preko Stevilnih specializiranih receptorjev na plazemski membrani
(16). Ciljana dostava ucinkovin makrofagom je zlasti pomembna v
primeru infekcijskih bolezni, pri katerih makrofagi sluzijo kot mesto
proliferacije znotrajceli¢nih mikrobov (npr. pri tuberkulozi, brucelozi,
legionarski bolezni, listeriozi, salmonelozi) (17). Vecji vnos ucinkovin v
makrofage dosezemo z vgrajevanjem ucinkovine v nanodelce, ki jih
makrofagi fagocitirajo, kar znatno poveca ucinkovitost delovanija.
Tako so pri vezavi ucinkovin amfotericina B, primakina ter tudi
pentamidina na nanodelce dosegli vec€jo ucinkovitost proti
znotrajcelicnemu patogenu Leishmania donovani in manj$o
toksi¢nost v celi¢nih kulturah, kot v primeru raztopine (18, 19).
Prednost ciljanega vnosa ucinkovin z nanodelci je zlasti posledica
selektivnega celi¢nega privzema in doseganja visjih koncentracij
uc¢inkovin v makrofagih (20).

Vlogo makrofagov so proucevali v kokulturi makrofagne celi¢ne linije
J774.A1 in M5076 celic retikularnega sarkoma, ki so ji dodali
nanodelce z doksorubicinom (21). Dokazali so, da je citotoksi¢ni
ucinek doksorubicina (ICgj) 5 krat vecdji v kokulturi kot pa na samih
celicah retikularnega sarkoma, in sicer tako v prosti obliki, kot
vgrajenega v nanodelce. Kljub temu, da je prost ali v nanodelce
vgrajen doksorubicin enako uc€inkovit v sistemu in vitro, pa ni tudi in
vivo, saj vgradnja v nanodelce povzroCi kopi¢enje v Kupfferjevih
celicah in s tem manjSo tkivno distribucijo kot pri prostem
doksorubicinu. Makrofagi torej sluzijo kot rezervoar ucinkovine po
fagocitozi nanodelcev. Hkrati nanodelci povzrocijo aktivacijo
makrofagov, respiratorni izbruh ter spro$¢anje citotoksi¢nih
dejavnikov iz makrofagov, kar ucinkuje sinergisticno doksorubicinu
(21).

Pomembna terapevtska tar¢a so tudi monociti in makrofagi v
ateroskleroticnih lezijah. Ko prepoznajo poskodbo, se aktivirajo in
izrazajo specificne celicne adhezijske molekule, ki omogocajo
migracijo v intimo Zile, kjer izloCajo vnetne citokine, kemokine in
metaloproteaze matriksa, ki poslabSajo te lezije. Nanodelci
predstavljajo obetaven pristop za modulacijo teh vnetnih procesov z
dostavo anti-proliferativnih ter anti-remodelirajo¢ih u€inkovin na mesto
vnetja. Z vgradnjo paklitaksela, mo¢ne anti-neoplasti¢ne uc¢inkovine v
albuminske nanodelce, so dosegli zmanjSanje rasti neointime po
intravenski aplikaciji v kunce (22).

Makrofagi v centralnem  Zivénem  sistemu  povzro&ajo
nevroinflamatorne bolezni in so pomembna tarca zlasti pri zdravljenju
multiple skleroze (MS), vnetne bolezeni centralnega zivCevja. Pri
eksperimentalnem alergijskem encefalomielitisu, ki sluzi kot Zivalski
model MS, so pri podganah z odstranitvijo makrofagov uspeli
prepreciti klini€no manifestacijo bolezni (23). Znano je, da pri MS
povecéana prehodnost hematoencefalne membrane omogoca prehod
nanodelcev in so zato obetaven dostavni sistem za zdravljenje
tovrstnih nevroloSkih motenj v prihodnosti.

Po endocitozi nanodelcev v makrofage, se le-ti prenesejo v lizosome,
kjer se razgradijo in sprostijo ucinkovino. Da bi se izognili razgradnji
ucinkovine v kislem okolju lizosoma so razvili nove strategije za
dostavo ucinkovine v citoplazmo. Za destabilizacijo lizosomske
membrane dodajajo v nanodelce kationske povrSinsko aktivne snovi.
Drugacen pristop izkoris¢a polimere s sposobnostjo ohranjanja pH
vrednosti med 7.2 in 5.0, kot so polietilenimini (PEIl) in imidazol-
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vsebujoci polimeri, ki lahko pufrajo endosom in potencialno inducirajo
njegovo predrtje (24). Klasi¢ni primer citoplazemske dostave je tudi
uporaba pH obd&utljivin polimerov. Le-ti ostanejo nespremenjeni pri
nevtralnem in bazi¢nem pH, v kislem okolju pa se razgradijo in
destabilizirajo membrano lizosoma. Pri tem sprostijo svojo vsebino
sprva v lizosom in nato v citoplazmo. Koncept citoplazemske dostave
so izpopolnili s koenkapsulacijo listeriolizina O, ki permeabilizira
membrano fagosoma za prehod nosilca.

3.2 Specifiéno ciljanje limfocitov z
nanodelci

Limfociti so pomembne tare za ciljano zdravljenje, zlasti v primeru
njihove hiperproliferacije, ki je opazna pri avtoimunskih obolenijih,
zavraCanju presadkov in levkemijah. Imunoterapija, ki jo omogo&ajo
specificna monoklonska protitelesa, usmerjena proti antigenskim
oznadevalcem na limfocitih, zagotavlja specifi€éno imunosupresijo in
se uveljavlija kot obetavna alternativa klasi¢nim ucinkovinam v
hematologiji in onkologiji.

Za zelo ucinkovito se je izkazala vgradnja citotoksi¢nih ucinkovin v
ogrodje nanodelcev z vezanimi protitelesi proti antigenom limfocitov.
Prednost takSnega pristopa predstavlja kombinacija specifi¢nosti ter

Leto Monoklonsko Taréa zdravila Vrsta Indikacije
odobritve | protitelo (zdravilo)
1986 Muromonab CD3 na membrani  |mije IgG2a |zavrnitev
(Orthoclone limfocitov T presajenih
KT3°®) organov
1997 : receptor za IL-2 na |humanizirano .
Daclizumab (NNt o zavrnitev
(Zenepax®) ??gggg\)h limfocitin 1gG1 presajenih ledvic
1998 Rituksimab CD20 na membrani |himerno IgG1|ne-Hodgkinov
(Rituxan®) limfocitov B limfom
1998 Baziliksimab receptor za IL-2 na |himerno IgG1|zavrnitev
(Simulect®) aktiviranih limfocitih presajenih ledvic
T (CD25)
2000 Gemtuzumab CD33 na humanizirano|akutna mieloidna
(Mylotarg®) levkemijskih celicah |IgG4-toksin | levkemija
konjugat
2001 Alemtuzumab CD52 na limfocitih - | humanizirano |kroni¢na limfocit-
(MabCampath®) |Tin B 1gG1 na levkemija
2002 0Y-ibritumomab  |CD20 na membrani gg{g#gﬁlg Hﬁ]}lg%dgkinov
e - .
(Zevalin®) limfocitov B konjugat
2003 1|-tositumimab  |CD20 na membrani |misje IgG1- ’
(Bexxar®) limfocitov B radionuklid Rﬁ]}g?ﬂdgkmov
konjugat
2003 Efalizumab LFA-1 antigen na  |Humanizirano| terapija
(Raptiva®) levkocitih 19G psoriaze
2004 Natalizumab o, podenota o,,B; in|humanizirano|multipla
(Tysabri®) o,B, integrinov 1gG4 skleroza
2005 / / / /

Preglednica 1:  Monoklonska protitelesa, usmerjena proti imunskim
celicam, registrirana kot ucinkovine za klinic¢no

uporabo pri Evropski agenciji za zdravila (EMEA).

Table 1: Monoclonal antibodies against immune ceélls,
approved by European Agency for the Evaluation of

Medicinal Products (EMEA).
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znatno vegje dostave. Za ciljano dostavo ucinkovin limfocitnim
celicam je bistvena izbira tarCnega antigena na limfocitih. Med
monoklonskimi protitelesi, ki jih je Evropska agencija za zdravila
odobrila za uporabo v terapevtske namene kot samostojne ucinkovine
ali v obliki konjugatov s toksini, kemoterapevtiki ali radionuklidi, jih je
10 usmerjenih proti antigenom limfocitnih celic (Preglednica 1).

Monoklonska protitelesa za ciljanje limfocitov
Muromonab-CD3 se uporablja v terapiji za preprecevanje zavrnitve
presadkov. Humanizirano anti-CD3 monoklonsko protitelo (HuM291)
je usmerjeno proti invariantni € verigi T celi¢cnega receptorja CD3 in
inducira apoptozo selektivno v aktiviranih T limfocitih. Je v fazi
klini¢nih testiranj za terapijo CD3* T-celi¢nih limfomov (25). Dokazali
so, da vezava nanodelcev s pritrijenimi protitelesi proti CD3 antigenu
na limfocitih T sproZi tudi receptorsko posredovano endocitozo. V
primeru, da je v nanodelcih vgrajena citotoksi¢na ucinkovina, imajo
nanodelci, oznaceni z anti-CD3 protitelesi, sinergisti¢ni uc¢inek (15).

Pri ne-Hodgkinovem limfomu je taréni antigen CD20, ki se nahaja na
limfocitih B. CD20 je hidrofoben transmembranski protein, odgovoren
za zacCetno aktivacijo celi¢nega ciklusa ter celi¢ne diferenciacije.
Antigen najdemo na povrsini rakavih celic pri ve¢ kot 90% celic B ne-
Hodgkinovih limfomov. Po vezavi rituksimaba se preko Fc regije
protitelesa aktivira imunski odgovor. Predpostavljen mehanizem
delovanja je vezava komplementa s posledi¢no lizo celice (CDC, cell
dependent cytotoxicity), ali pa pride do vezave Fc regije na receptor
(FcR), ki se nahaja na celicah naravne imunosti in sledi odstranitev
celice z aktivacijo celi¢nih efektorskih sistemov (ADCC, antibody
dependent cell cytotoxicity). V in vitro poskusih so tudi nakazali
moznost, da vezava protiteles na CD20 sproZi apoptoti¢no smrt
celice. Na ta nacin je povzro¢ena smrt rakavih celic limfoma, vendar
pa tudi normalnih limfocitov B. Beta sevanje *°Y-ibritumomaba in **'I-
tositumimaba pa hkrati povzro¢i poskodbe celic s tvorbo prostih
radikalov v tar¢nih in sosednjih celicah. Patentirali so
radioimunoterapijo ne-Hodgkinovega limfoma, ki temelji na uporabi
radionuklidnih nanodelcev, oznaenih z monoklonskimi protitelesi.
Osnovna strategija tovrstnega pristopa je povecana dostava in
kopiCenje radionuklida na tarénem mestu, kjer povzroCi terapevtsko
sevanje.

Gemtuzumab je protitelo proti CD33 antigenu in je povezan z
molekulami kaliheamicina preko bifunkcionalnega povezovalca. Pri
vezavi protitelesa na antigen se tvori kompleks, ki se internalizira, nato
pa se v lizosomih mieloidne celice sprosti kaliheamicin, ki se veze na
DNA v podroc¢ju malega zleba. Posledica vezave je prekinitev dvojne
vija¢nice DNA in smrt celice. Vgradnja kaliheamicina v nanodelce, ki
bi bili oznageni z anti-CD33 protitelesi bi povecala citotoksicni uginek,
saj bi v nanodelce lahko vgradili znatno vec kaliheamicina napram 4-
6 molekulam, ki se vezejo na eno molekulo protitelesa.

3.3 Dostava antigenov dendritiénim

celicam z nanodelci
Dendriticne celice so celice imunskega sistema v tkivih in so
profesionalne APC, sposobne stimulacije naivnih T limfocitov pri
primarnem imunskem odzivu. So moc¢nejSe APC kot monociti in
makrofagi ali limfociti B. To imunostimulatorno kapaciteto gre pripisati
visoki ravni izrazanja MHC in kostimulatornih molekul (CD40, CD80 in
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CD86), kot tudi njihovi sposobnosti produkcije citokinov IL-12 in IFN-
o. Zatorej je sploSno mnenje, da je tar¢no ciljanje dendriticnih celic
bistveno za razvoj uspednega imunskega odgovora.

Dendriticne celice privzamejo raztopino proteinov, peptidov, celi¢nih
lizatov ter RNA in DNA, z namenom indukcije antigen-specificnega
imunskega odziva, saj te spojine same ne zmorejo inducirati
mocnega in Sirokega imunskega odziva, pa¢ pa se morajo v APC
razgraditi v imunogene peptide. Proteinske ucinkovine obi¢ajno
sprozijo moc¢an humoralni imunski odziv, vendar Sibak T celi¢ni
citotoksi¢ni odziv (CTL). Zatorej je potrebno uveljaviti nove strategije,
ki bi izvale moc¢an celi¢ni in tudi humoralni imunski odziv. Nanodelci
so zlasti zanimivi kot stabilni dostavni sistem antigenov (26) za
aktivacijo T celicno posredovanega imunskega odziva (27), saj
omogocajo tako kontrolirano dostavo, kot tudi zas¢ito antigena. Lahko
uravnavajo posamezne imunske odzive, vlju¢no s povecanim
odzivom CTL (28). Dendriticne celice, stimulirane z nanodelci z
majhnimi koli¢inami antigena, lahko sprozijo moc¢no T- celi€no
proliferacijo in indukcijo IFN-y. Sam wucinek nanodelcev na
dozorevanje dendriti¢nih celic pa je majhen.

Privzem biorazgradljivih PLGA delcev je pri dendriti¢nih celicah skoraj
tako uginkovit kot pri visoko fagocitnin makrofagih in je odvisen od
velikosti delcev, funkcionalnih skupin na povrsini in zeta potenciala
(29). Nezrele dendriti¢ne celice mo¢no privzemajo antigen, vendar pa
se privzem zmanj$a po dozorevanju in migraciji dendriti¢nih celic v
sekundarne limfati¢ne organe. Tako nezrele kot zrele dendrititne
celice privzemajo ucinkoviteje z antigenom napolnjene nanodelce ter
prazne nanodelce, ne pa tudi samih antigenov (slika 4). Eksogeni
antigeni vstopijo v celice preko receptorsko posredovane endocitoze
ali pinocitoze, nanodelci pa s fagocitozo (30).

Slika 4:  Fagocitoza PLGA nanodelca (bela puscica) v dendriticne
celice. SEM posnetki kaZejo dendriticno celico (levo),
privzem nanodelca (sredina) in ovijanje membrane okoli
delca (desno). Merilo = 1 um (38).

Figure 4. Phagocytosis of PLGA nanoparticle (white arrow) by

dendritic  cells.  Scanning electron  microscope
photomicrographs show dendritic cell (left), uptake of
nanoparticle (middle) and wrapping up of cell membrane
(right). Bar = 1 um (38).

Povegana fagocitoza nanodelcev z antigenom lahko povzrodi
preobremenitev endosomov in pride do odpusc¢anja antigena v
citosol, kjer se veze na sintetizirane MHC | molekule in se predstavlja
CD8 citotoksi¢nim T limfocitom (navzkrizna predstavitev). Torej lahko
dendriticne celice predstavljajo proteine, dostavijene z nanodelci
preko MHC | in Il molekul in sprozijo CD8* in CD4* imunski odziv, kar

je bistveno pri sprozanju ucinkovitega imunskega sistema pri
tumorskih obolenjih in infekcijskih boleznih.

V tem pomenu so dendriticne celice pomembna tar¢a za dostavo
cepiv z nanodelci, saj ucinkovita dostava bodisi proteinov ali
genskega materiala po predstavitvi na MHC molekulah omogoca
ucinkovit imunski odziv. Profilakticno cepivo, ki ga sestavlja neaktivni
HIV-1-konkanavalin A, imobiliziran na nanodelcih (HIV-ND), so dali
miskam. HIV-ND so fagocitirale dendriti¢ne celice v plju¢ih in sprozile
mocan protitelesni imunski odziv v genitalnem predelu ter specifi¢ni
citotoksi¢ni imunski odziv v vranici (31).

Dendriti€ne celice vsebujejo Stevilne povrSinske molekule, ki jih lahko
koristimo za ciljano dostavo s taré¢no specificnimi nanodelci. Znani
primeri povrSinskih molekul so: CD1a (MHC-II), ki je antigen
predstavitvena molekula, CD86, CD80 in CD40 so kostimulatorne
molekule, CD83 je oznacevalec dozorevanja, CCR7 je kemokinski
receptor, vklju¢en v transport zrelih dendriti¢nih celic v T celi¢no
podrocCje bezgavk. Dodatek nanodelcev tudi spremeni raven
izrazanja razli¢nih povrsinskih molekul dendriti¢nih celic, kar dodatno
poveca ciljano dostavo (32).

4 Zakljuéek

Tar¢no specifiéni nanodelci so dostavni sistemi izbora za zdravilne
ucinkovine in antigene celicam imunskega sistema v primeru Stevilnih
imunskih pomanjkljivosti, kot so imunska obolenja ter boleznim, kjer je
imunski sistem kompromitiran in ne nudi ustreznega odziva, kot so
rakava obolenja, virusne infekcije ter infekcije z znotrajceli¢nimi
patogeni.

Sprozijo Zeljen imunski odziv po predelavi antigena v antigen
predstavitvenih celicah. Dostava antigenov APC z nanodelci sprozi
celovit efektorski imunski odziv, in sicer mo&an protitelesni imunski
odziv in povecanje odziva citotoksi¢nih limfocitov proti antigenom, ki
so bili vgrajeni v nanodelce. V tem smislu razvijajo nanodelce za
vakcine, ki omogocCajo znatno vi§je odzive, kot jih nudijo trenutno
uporabljane adjuvantne spojine (alum, QuilA, monofosforil lipid A).
Glede na nastajanje protiteles so odzivi primerljivi imunizaciji s
kompletnim Freundovim adjuvansom in pri CD8* celicnem odzivu
primerljivi ex vivo pulzirajo¢i imunizaciji dendriti¢nih celic. Po drugi
strani pa tolerogene dendriticne celice sprozijo odziv regulatornih T
limfocitov ter imunske tolerance in so terapevtska tar¢a v primeru
avtoimunih obolenj ter pri zavrac¢anju presadkov.

V primeru zdravljenja prekomernega celicnega ali humoralnega
imunskega odziva (avtoimunska obolenja ali zavraganje presajenih
organov) pa so zlasti limfociti primerna tar¢a za nanodelce. Na
podlagi specificnih limfocitnih povrSinskih molekul lahko dosezemo
ciljano dostavo kljub neenakomerni porazdelitvi teh celic v organizmu,
vgradnja uc€inkovin v nanodelce pa omogoc¢a dostavo vecjih koli€in
ucinkovine in s tem mocnejsi terapevtski odziv.

Prihodnost tega izredno hitro razvijajo¢ega podrocja obeta izboljSanje
nanodelcev kot nosilnih sistemov. Razen vloge nosilca lahko
dosegajo tudi ciljanje dolocenih tkiv, celic in organel. Uporaba
polimernih nanodelcev kot nosilcev ucinkovin je ze dobro raziskana.
Razvoj nanodelcev za ciljano dostavo ucinkovine s pomocjo vezanih
ligandov, je v teku. PreuCevanje nanodelcev, ki bi dosegali tako
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dostavo ucinkovine, ciljanje, kot tudi diagnosti¢ni ali terapevtski odziv,
pa je Sele na zasnovnem nivoju, vendar obstaja velika verjetnost za
njihov uspesen razvoj in uporabo.
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