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Dostavni sistemi nanometrskih velikosti
Za vnos proteinov in genov

Nanosized Drug Delivery Systems for Proteins and Genes
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V prispevku predstavljamo sisteme in moznosti vnosa proteinskih uc¢inkovin in genov v telo.
Dostavljanje u¢inkovin na mesto delovanja postaja vse bolj pomembno, saj so se z odkritjem
genoma in s tem povezanim znanjem o gensko zasnovanih boleznih pojavile udinkovitejse
in zelo specifi¢ne ucinkovine. Novi sistemi so povecini nanometrskih velikosti (nanodelci, lipo-
somi, nanokompleksi), zgrajeni iz dolo¢enih nosilnih snovi, in imajo Sirok spekter prednosti.
Omogocijo ciljanje v tkivo/celico, povecajo biolosko uporabnost uc¢inkovine, ji podalj$ajo delo-
vanje na ciljnem mestu ter nudijo zas¢ito pred encimsko razgradnjo, e posebej proteinom
in nukleinskim kislinam. Vektorji za vnos genskega materiala v celico so virusni in neviru-
sni. Zaradi velikih pomanjkljivosti virusnih vektorjev postajajo zanimivejsi nevirusni vektorji,
ki vkljucujejo nosilec s kationskim znacajem, kar omogoca povezovanje z negativno nabito
molekulo DNK. Tvorba kompleksov pomeni zas¢ito genskega materiala in olaj$a vnos v celi-
co. Za vodenje procesov v celici, kot so endocitoza, izstop iz lizosoma, razpad kompleksa, vstop
vjedro in vklju¢evanje v jedrno DNK, pripnejo na nosilni sistem specifi¢ne molekule, ki pove-
Cajo ciljanje, zlitje z membranami, spremenijo mikrookolje v celici ali drugace vplivajo na celicne
funkcije, ki olaj$ajo vnos genskega materiala v jedro. S kombiniranjem virusnih in nevirusnih
vektorjev so razvili hibridne vektorje, ki so varnejsi od virusnih in uc¢inkovitejsi od nevirusnih.
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This article reviews most systems and approaches for delivery of protein drugs and thera-
peutic genes into the body. Issues in drug delivery are becoming more important as more
potent and specific drugs become available, with knowledge about diseases available from
the human genome project. To achieve optimal therapeutic efficacy, drug delivery systems
should be customized and very innovative. Novel systems are often nanosized, prepared with
the use of specific excipients, and they also have multifaceted advantages in drug delivery.
These systems in general can be used to provide targeted (cellular/tissue) delivery of drugs,
to improve oral bioavailability, to sustain drug/gene effect at target place, and to improve
the stability of therapeutics agents against enzymatic degradation, especially of protein, pep-
tide and nucleic acid drugs. Vectors for gene delivery can be divided into two major groups:
viral and nonviral. Due to several limitations of viral vectors, nonviral vectors attract more
attention; they consist of a carrier with cationic character that is able to associate with the
negatively charged DNA molecule. Formation of this complex protects DNA against dena-
turation and enables its entry into cells. For specific processes that must take place, such as

1 Asist. dr. Mateja Cegnar, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Askerceva 7, 1000 Ljubljana.
2 Prof. dr. Julijana Kristl, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Askerceva 7, 1000 Ljubljana.

447



448

M. CEGNAR, J. KRISTL DOSTAVNI SISTEMI NANOMETRSKIH VELIKOSTI ZA VNOS ...

MED RAZGL 2005; 44

cell recognition, endocytosis, cytosolic trafficking, endosomal escape, dissociation of the com-
plex, efficient nuclear uptake and gene expression, several specific molecules are attached
to gene delivery devices enabling targeting, fusion with the membrane and changes in the
microenviroment, or other ways of affecting cellular function for successful transgenic expres-
sion. Combinations of viral and nonviral components are hybrid vectors, which are safer than
viral vectors and more efficient than nonviral ones.

uvobD

Prelomnico v razvoju moderne biotehnolo-
gije je v 70-ih letih postavila rekombinantna
tehnologija DNK, ki je vpeljala izdelavo protein-
skih ucinkovin celo v industrijsko proizvodnjo.
Prvi rekombinantni protein, ki se je pred
25 leti pojavil na trzi$cu, je bil inzulin, s ¢imer
je zacrtal strm vzpon tovrstnih ucinkovin
v medicinski uporabi. Danes je na trzis¢u
Evropske unije odobrenih okoli 90 tak$nih
izdelkov. Hiter razvoj je v 80-ih letih botroval
novodobnim t.i. biofarmacevtskim izdelkom,
med katere danes uvr$cajo proteinske ucin-
kovine, izdelane z rekombinantno tehnologijo
DNK, ter monoklonska protitelesa, pridob-
ljena s hibridoma tehnologijo. Vzporedno
pristevajo k biofarmacevtskim izdelkom tudi
novejsa zdravila, ki vkljucujejo fragmente
nukleinskih kislin. Raziskave na podrodju
molekularne genetike so namrec¢ v 90-ih letih
omogocile sekvenciranje ¢loveskega genoma,
kar je razjasnilo nekatere gensko zasnovane
bolezni in prispevalo k boljfemu razumevanju
njihove patogeneze. S tega vidika so obliko-
vali nov nacin zdravljenja, ki posega v genski
ustroj celice. Razvili so koncept genskega
zdravljenja, ki cilja na bolezni, kot so rak,
vnetja, okuzbe, bolezni krvozilnega in Zivéne-
ga sistema ter druge genske napake (1-3).
Prve ucinkovine, ki delujejo na ravni
nukleinskih kislin, so se pojavile v zdravlje-
nju bakterijskih okuzb, virusnih in rakavih
obolenj. Delujejo tako, da onemogocijo delova-
nje ali sintezo nukleinskih kislin pri bakterijah
ali hitrodelecih se virusih in rakavih celicah.
Tovrstne ucinkovine so kinoloni, alkilirajoci
cistostatiki, antimetaboliti 0z. analogi purinskih
in pirimidinskih baz, antracinski antibiotiki,
alkaloidi in druge spojine, ki delujejo bodisi
kot kelatorji molekul DNK, zavirajo delova-
nje encimov ali drugace ustavijo procese
celi¢ne delitve. Navedene ucinkovine so pred-
vsem v klasi¢nih farmacevtskih oblikah.

V peroralnih farmacevtskih oblikah (tabletah,
kapsulah idr.) so najveckrat majhne in stabil-
ne molekule ucinkovin, ki lahko difundirajo
skozi biolo§ke membrane, medtem ko so
pri ve¢jih molekulah pogostejse parenteral-
ne oblike, kot so injekcije in infuzije. Ker
so0 s parenteralnimi oblikami povezani vedji
stroski zdravljenja, manj$a sprejemljivost pri
bolnikih, sistemski toksi¢ni ucinki, veckratno
odmerjanje ter navsezadnje trzni interesi, raz-
vijajo nove farmacevtske oblike, ki se vse bolj
uveljavljajo.

Novejsi nosilni sistemi za vnos u¢inkovin
v telo imajo prednosti, kot so zas¢ita ucin-
kovine v fizioloskih pogojih, nadzorovano
spro$c¢anje u¢inkovine, zmanj$anje neZelenih
ucinkov, manjse Stevilo odmerjanj ter pospe-
$ena dostava ucinkovin s kratko razpolovno
dobo (1, 2). Med slednjimi so predvsem pro-
teini in genski fragmenti s svojo znacilno
zgradbo (slika 1). Njihova bioloska uporabnost
je skoraj vedno omejena zaradi fizioloskih ovir
v organizmu. Mednje pristevamo fizikalne
ovire, kjer celicne membrane ovirajo prehod
velikim in hidrofilnim molekulam, kot so pro-
teini in nukleinske kisline, ter encimske ovire,
kjer med mnozico najrazli¢nej$ih encimov
lahko izpostavimo proteaze in RNK-aze ozi-
roma DNK-aze (3-5).

Metode in tehnologije, ki jih uporabljajo
za izdelavo nosilnih sistemov za proteinske
ucinkovine in gene, so si v osnovi podobne,
vendar se med seboj vseeno nekoliko razli-
kujejo. Proteini namre¢ obstajajo v nativni
tridimenzionalni strukturi, ki pogojuje njiho-
vo terapevtsko delovanje, zato proizvodnja
njihovih nosilnih sistemov prvotno temelji na
zagotovitvi najugodnejsih pogojev izdelave,
ki ohrani popolnost proteina. Denaturirani
protein ima poleg neucinkovitosti §e dodat-
ne slabosti, kot so nezeleni stranski u¢inki in
imunski odziv.

Za razliko od proteinskih ucinkovin zah-
tevajo geni za svoje delovanje le kemijsko
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Slika 1. Strukfurna zgradba DNA fragmenta in proteina je eden najpomembnejsih dejavnikoy, ki vpliva na izbiro ustrezne farmaceviske

oblike.

celovitost fragmentov nukleinskih kislin, ven-
dar je sposobnost za doseganje ucinkovitega
izraZanja genskega materiala v celici pogojena
s povsem drugacnimi dejavniki. Ce je mesto
delovanja proteinskih uc¢inkovin bodisi zunaj
ali znotraj celice, je tarca genskih fragmen-
tov vedno znotraj celice oz. $e dlje - v samem
jedru celice. Zato morajo sistemi za ynos genov
premostiti mnogo ve¢ encimskih in fizikalnih
ovir, preden doseZejo svojo taro. Sele po uspe-
$ni vkljucitvi gena v jedrno DNK pride do
transgenskega izrazanja in terapevtskega odzi-
va, kar je odvisno predvsem od lastnosti
genskega vektorja (npr. plazmida) ter stanja
celice.

V prispevku bomo predstavili pristope in
dostavne sisteme za vnos proteinskih ucin-
kovin in genov, od katerih so slednji Sele
v eksperimentalni fazi, medtem ko sistemi
s proteini Ze stopajo na trzno podrodje.

SISTEMI ZA VNOS
REKOMBINANTNIH
PROTEINSKIH UCINKOVIN

Prve proteinske ucinkovine, ki so utrle pot v kli-
ni¢no uporabo, so uporabljali za nadomestno
zdravljenje. Z razvojem biotehnoloskih metod
in sekvenciranja genov je postalo proteinsko
inZenirstvo ucinkovito orodje za sintezo novih
proteinskih u¢inkovin: rekombinantnih krv-
nih faktorjev, rekombinantnih hormonov,
citokinov, cepiv, monoklonskih protiteles in
terapevtskih encimov (1, 2). Zaradi slabosti,
ki jih imajo proteinske ucinkovine v fiziolos-

kih pogojih, uveljavljajo razli¢ne pristope,
s katerimi lahko izbolj$ajo biolosko uporabnost
proteinov, spremenijo njihovo imunogenost,
razpolovno dobo, hitrost delovanja idr. V ta
namen raziskujejo razlicne kemijske spremem-
be proteinov, ki zakrijejo njihove nezelene
lastnosti, ter nove moznosti dostave glede na
mesto njihovega vnosa ali farmacevtsko obli-
ko, ki jo vnesejo v organizem. Vse spremembe,
ki jih izvajajo s proteini, so mozZne Sele ob
dobrem poznavanju fizikalno-kemijskih last-
nosti proteinov (npr. velikosti, molekulske
mase, konformacijske stabilnosti idr.), njegove
farmakokinetike (razpolovne dobe) in far-
makodinamike (farmakoloskega delovanja,
imunogenosti idr.) ter njegove klini¢ne uporabe
(zeleni odmerek, mesto vnosa) (6). Klasi¢ne
parenteralne oblike skusajo vse bolj nadome-
stiti z novimi pristopi, metodami in sistemi
za dostavo proteinskih ucinkovin, vendar je
mnogokrat njihov prehod iz bazi¢nih raziskav
v stopnjo razvoja Se vedno omejen s kljucnimi

Tabela 1. Kfjucni dejavniki pri oblikovanju nosilnih sistemov
s proteinskimi ucinkovinami (1).

Podrotje Tezave in slabosti
proizvodnja stroski proizvodne, prenos v vecje merilo,
izkoristek
stabilnost vpliv proizvodnie in nosilnega sistema
na proteinsko ucinkovino
bioloska uporabnost  delez ucinkovine v sistemskem obtoku
varnost/toksicnost  vpliv nosilnega sistema na mesto aplikacije

in njegova toksicnost
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Slika 2. Aktivna tidimenzionalna zgradba proteinske ucinkovine
in dejavniki, ki vplivajo na konformaciisko stabilnost pri oblikovanju.

vprasanji o proizvodnji, stabilnosti proteina
(slika 2), bioloski uporabnosti, varnosti oz. tok-
si¢nosti konc¢nega izdelka idr. (tabela 1) (1, 2).

Nanodelci za parenteralni vnos

Vecino danes dostopnih proteinov na trzis¢u
dajejo parenteralno. Proizvajalci so zato usme-
rili razvoj novejsih farmacevtskih oblik k tak-
$nim injektabilnim sistemom in pripomockom,
ki olajsajo vnos v organizem in povecajo spre-
jemljivost pri bolnikih. To so injekcije v ovoj-
nini, ki si jih bolniki lahko dajejo kar sami,
taki so npr. avtoinjektorji oz. injekcijske briz-
ge v obliki peresa za inzulin, rekombinantni
rastni hormon idr. (1, 7).

Ker ima vecina proteinskih u¢inkovin krat-
ko razpolovno dobo, jih je treba veckrat inji-
cirati. Da bi se izognili pogostemu dajanju, Ze

Tabela 2. Biorazgradivi polimeri za nadzorovano sprostanje proteinov.
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razvijajo ‘depo’ oblike ali pa proteine kemij-
sko modificirajo. Med slednjimi postopki je
pogosto pegiliranje oz. kovalentno vezanje
polietilenglikolnih (PEG) verig na proteinsko
ucinkovino. Tako proteinu povecajo biolos-
ko uporabnost, podalj$ajo razpolovno dobo,
zmanjsajo imunogenost in proteolitsko raz-
gradnjo ter obenem povecajo stabilnost ali
topnost. Med pegiliranimi proteini najdemo
na trzis¢u PEG-adenozin deaminazo (Ada-
gen® — Enzon/NPS Pharmaceuticals), PEG-as-
paraginazo (Oncaspar® — Rhone-Poulenc Rorer),
PEG-interferon alfa-2b (PEG-INTRON® -
Schering-Plough) in PEG-interferon alfa-2a
(PEGASYS® - Roche) (7).

Druga moZnost za podalj$anje delovanje
proteinske ucinkovine so depo oblike. V to
skupino uvrscajo vsadke, mikrosfere, nanodel-
ce ter injektabilne gele. Med vsadke uvrséajo
tudi novejse osmotske Crpalke, ki jih najvec-
krat vstavijo podkozno s kirurskim posegom.
Nekateri med temi sistemi omogocajo tudi
ponovno polnjenje Ze vnesenih ¢rpalk, s cimer
lahko prilagodijo odmerjanje proteinske ucin-
kovine za posameznega bolnika ali dolo¢eno
zdravljenje (1, 7).

Trenutno je razvoj na podrocju depo oblik
usmerjen v uporabo biopolimerov, ki se v orga-
nizmu razgradijo na biolosko skladne in raz-
gradljive spojine. Izmed naravnih polimerov
uporabljajo peptide (kolagen, Zelatino, albu-
min idr.) in polisaharide (hitosan, alginat,
$krob, dekstran, celulozo, hialuronsko kisli-
no idr.), od sinteznih pa najpogosteje polie-
stre (polilaktide (PLA), poliglikolide (PGA),

Polimeri

Mehanizem razgradnje

Naravni
proteini: albumin, globulin, Zelatina, kolagen, kazein
polisaharidi: 3krob, celuloza, hitosan, dekstran, alginat

Sintezni

poliortoestri

polianhidridi

poliamidi

polialkilcianoakrilati

poliestri (laktidi/glikolidi, polikaprolaktoni)
polifosfazeni

psevdopoliaminokisline

encimska razgradnja (proteaze, kolagenaze . ..)
encimska razgradnja (amilaze, alginaze), kislinska hidroliza

esterska hidroliza, esteraze
hidroliza

hidroliza

hidroliza

esterska hidroliza, esteraze
hidroliza, raztapljanie
encimi, profeaze
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polikaprolaktone), polianhidride, poliortoe-
stre, polifosfazene ter poliaminokisline (tabe-
la2) (1,5, 7).

Pri naravnih polimerih najpogosteje upo-
rabljajo metodo premreZenja makromolekul
v sisteme razli¢nih geometrij. Vendar imajo
tudi ti svoje pomanjkljivosti: slabo ohranjajo
obliko zaradi nabrekanja, imajo majhno trdnost,
njihova sestava niha in je slabse razloZena,
lahko so prisotni razli¢ni kontaminanti ali
preostanki reagentov, dodanih pri izdelavi.
Vse vec¢ uporabljajo sintezne polimere, ki so
Cistejsi in imajo znano sestavo. S spreminja-
njem njihove molekulske mase, stereokemije
monomerov, razmerja komonomerov ter obli-
ke polimernih verig lahko dobijo Sirok spekter
polimerov z razlicnimi tehnoloskimi last-
nostmi in obna$anjem v in vitro ter in vivo
pogojih (6).

Izdelava nosilnih sistemov iz sinteznih
polimerov poteka najveckrat z emulzijskimi
metodami, ki vkljucujejo uporabo organskih
topil in fizikalno tehnologkih postopkov. Oboje
ima velik vpliv tako na lastnosti farmacevt-
ske oblike, ki jo Zeljjo izdelati, kot na celovi-
tost oz. stabilnost proteinske ucinkovine, ki
jo med postopkom vgrajujejo (1, 6, 8, 9, 10).
Uporabljajo organska topila, ki raztapljajo
polimer, vendar minimalno vplivajo na sta-
bilnost proteina in jih po izdelavi enostavno

odstranijo. Slika 3 prikazuje postopek za izde-
lavo mikrosfer ali nanodelcev. Tudi vsadke
pogosto izdelujejo z emulzijskimi metodami,
le da uporabijo drugacne tehnike vlitja v kalu-
pe doloc¢enih geometrij (1, 6). Izbira vecsto-
penjskega emulzijskega postopka je odvisna od
stabilnosti proteina. Ce je protein v kristalni
obliki stabilen tudi v organskem topilu, ga lah-
ko dispergirajo v polimerno organsko fazo kar
v suhi obliki (enoemulzijski postopek). V vedi-
ni primerov pa protein najprej raztopijo v vod-
ni fazi, ga $ele nato emulgirajo v organsko fazo
s polimerom in tvorijo predemulzijo (slika 3).
Naslednje stopnje izvedejo pri obeh postop-
kih podobno. Z dodatkom zunanje vodne faze,
ki vsebuje stabilizator, pripravijo emulzijo oz.
dvojno emulzijo. Z velikostjo vnosa fizikalnih
obremenitev med emulgiranjem definirajo
sistem, bodisi mikrosfere ali nanodelce. V kon¢-
ni stopnji organsko topilo odstranijo iz nastalih
mikrosfer ali nanodelcev pod zniZanim tla-
kom ali z dodatkom zunanje vodne faze, ki
povzroci difuzijo organskega topila iz nastalih
delcev. Slednje je moZno le v primeru, ko je
organsko topilo delno topno v vodi in njegova
topnost hitro narasca z veCanjem deleZa vod-
ne faze (6, 8).

Zaizdelavo vedjih delcev, mikrosfer, pogosto
uporabljajo tehnologijo suSenja z razprse-
vanjem, kjer za razliko od zgoraj omenjenega

Dvoemulzijski postopek za izdelavo mikro- ali nanodelcev
a) tvorba primarne emulzije

L

vodna raztopina

proteina mesanje

—

raztopina polimera
v organskem fopilu

b) tvorba dvojne emulzije

®

primarna emulzija

primarna emulzija

(v/0)

vodna raztopina
s stabilizatorjem

o odparevanie (L p)
o difuzija v vodno fazo

meSanje (emulzija v/o/v) , —— 'Sﬁ"unle
odstranjevanie organskega topila:

—p o irar;je delcev (locevanie,

centrifugiranje idr.)

o liofiliziranje (!eltev (suho
stabilno stanje)

el

disperzija polimernih
delcev s proteinom

Slika 3. Dvoemulziiski postopek za izdelavo mikrosfer ali nanodelcev. v — voda, 0 — ole.
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postopka disperzijo polimera z ucinkovino
razprsijo v toku vrocega zraka, ki sproti odstra-
ni uporabljena topila (6). Novejsi je postopek,
kjer proteinsko ucinkovino dispergirajo v raz-
topino polimera, nato pa disperzijo razprsijo
v tekoCem dusiku, ki od nastalih delcev odteg-
ne topilo (7). Lupron Depot® je prvi dostavni
sistem na trZi$¢u, ki vsebuje uc¢inkovino lev-
prolid acetat, vgrajeno v mikrosfere PLGA,
katerega dajanje je enkrat mesecno in je
namenjen zdravljenju raka na prostati (11).
Podobne oblike s proteinskimi uc¢inkovinami,
ki jih najdemo na trziS¢u, so predstavljene
v tabeli 3 (6, 7, 12).

Omejitve pri izdelavi mikrosfer ali nanodel-
cev sta kompleksnost proizvodnega postopka
in delez oz. izguba ucinkovine pri vgrajeva-
nju (1). Alternativa omenjenim oblikam so
injektabilni geli ali in situ parenteralni dostav-
ni sistemi, ki so manj zahtevni za izdelavo in
omogocajo vnos vecjih koncentracij protein-
ske ucinkovine (1, 5). V ta namen uporabljajo
tekoco obliko razli¢nih polimerov, ki po injici-
ranju v telesu ustvarijo depo sistem, v katerega
je ujeta uéinkovina. Med tovrstne sisteme
uvricajo: termoplasti¢ne polimere, ki so pri
povisani temperaturi tekoci, po injiciranju se
v telesu strdijo in tvorijo depo obliko; in situ
premreZevalne polimere, ki imajo pripete
funkcionalne skupine za medsebojno premre-
Zenje v telesu; in situ obarjalne sisteme, kjer
polimer raztopijo v organskem topilu, ki se po
injiciranju zmesa s telesnimi teko¢inami in
zapusti polimer v trdni obliki; ter sisteme,
ki pri telesni temperaturi gelirajo in nadzo-
rovano sproscajo ucinkovino (5, 13). Primer
dostavnega sistema na trzis¢u je SABER™.
To je dostavni sistem oz. biorazgradljivi gel,
sestavljen iz polimera saharoza acetatizo-
butirata v fiziolosko sprejemljivem topilu
(etanol, benil benzoat idr.), ki po injiciranju
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difundira in zapusti polimer v poltrdnem sta-
nju (1, 7).

Sproscanje proteinske ucinkovine, ki se
vkljudi v nastali sistem, je odvisno od njene
difuzije skozi gelsko resetko. Poglavitni dejavni-
ki so velikost molekul proteinske uc¢inkovine,
koli¢ina vgrajenega proteina, njegova topnost
in molekulska masa, sestava polimernega nosil-
ca ter velikost in oblika nastalega ogrodja (11).

Novejsi so dostavni sistemi, ki sprosca-
jo u¢inkovino glede na spremembo v telesu
oz. mikrookolju. Razvijajo jih z ucinkovina-
mi, ki ne zahtevajo konstantnih plazemskih
koncentracij, temvec¢ se sproscajo glede na
drazljaje, bodisi notranje, ki so odvisni od
potreb organizma (t.1i. sistemi z zaprto zan-
ko), ali zunanje, ki jih po potrebi izvajajo na
sistem (t.1i. sistemi z odprto zanko) (4, 14).

Sistemi z zaprto zanko so najbolj raziska-
ni za zdravljenje sladkorne bolezni, kjer se
inzulin spro$ca glede na spremembe v kon-
centraciji glukoze. Taki so pH-odvisni sistemi
in sistemi kompetitivne desorpcije. Pri prvem
vgradijo v nosilni polimer inzulin in encim
glukoza-oksidazo, ki pretvarja glukozo v glu-
konsko kislino. Zaradi nastanka kisline se zniza
pH v nosilcu, kar omogoci sproscanje inzu-
lina. Do spros$canja pride zaradi povecane
topnosti inzulina pri nizkem pH ali zaradi
pH-odvisnega polimera, ki pri nizkem pH
nabreka in omogodi spro$canje inzulina zara-
di porusene strukture polimernega ogrodja.
Pri kompetitivni desorpciji izkoriscajo vecjo
afiniteto glukoze za dolocen ligand, ki zato
sprosti inzulin. Primera sta kompeticija glu-
koze, ki ima vedjo afiniteto, in glikoziliranega
inzulina s konkavalinom A, ali fazni prehod
polimera premreZenega s konkavalinom iz gel
stanja v sol stanje, kjer se z vezavo glukoze na
konkavalin zmanj$a premreZenost. Podobni

Tabela 3. TrZno dostopni polimerni dostavni sistemi s profeinskimi ucinkovinami (odobreni od ameriske Agencile za hrano in zdravila — FDA).
PLA - polimer mleche kisling, PLGA — kopolimer mleche in glikolne kisfine, sc. (subkutano) — v podkoZe, im. (intramuskulamo) — v misico.

Idravilo Protein Polimer Vnos Bolezenski znaki

Lupron Depot® levprolid acetat PLA sc./im. rak na prostati

Nutropin Depot® rekomb. &l. rastni hormon PLGA sc./im. pomanjkanje rastega hormona
Toladex® goserelin acefat PLA S rak na prostati

Sandostatin LAR® okreotid acetat PLGA sc./im. akromegalija, rak v prebavnem fraktu
Trelstar Depo® triptorelin pamoat PLGA sc./im. agonist gonadolibering
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so sistemi, ki izrabljajo $e druge interakcije,
kot so antigen-protitelo, encim-substrat idr.

Sistemi z odprto zanko omogocijo sprosca-
nje proteinske u¢inkovine glede na spremembe,
ki jih povzrocijo od zunaj. Na vneseni sistem
delujejo z magnetnim poljem, ultrazvokom,
elektri¢nim poljem, temperaturo, svetlobo ali
mehansko silo, zaradi ¢esar nastanejo v njem
fizikalne spremembe, ki povecajo spros¢anje
ucinkovine iz nosilca (14).

Neparenteralne farmaceviske
oblike

Vse vec je raziskav, kjer kot alternativo parente-
ralnim oblikam razvijajo neinvazivne dostavne
sisteme. NajpogostejSe poti vnosa neparente-
ralnih oblik so skozi pljuca, skozi koZo ter skozi
usta. Vsaka izmed njih ima svoje ovire, ki jih
prikazuje tabela 4 (1).

Ker se bioloska uporabnost proteinskih
ucinkovin po neparenteralnem vnosu zmanj-
$a za veC kot polovico, morajo pri sistem-
skem zdravljenju ob visokih koncentracijah
proteina e vedno uporabljati parenteralno
pot. Obratno pa je lahko lokalno zdravljenje
z dostavo proteinske uéinkovine na mesto
delovanja veliko uc¢inkovitejse Ze pri majhnih
odmerkih v primerjavi s parenteralnim vno-
som (1, 6).

Dostavni sistemi skozi pljuca

Pljuca predstavljajo obetajoCo pot vnosa
ucinkovine v telo ne le za lokalno, temvec tudi
sistemsko delovanje. Absorpcija je hitra zara-
di velike specifi¢ne povrsine pljuc in tesnega
stika med alveolarnim epitelijem in krvnim
obtokom (1, 7, 15). Vendar so v §tudijah
dokazali, da je sistemska absorpcija inzulina
skozi pljucale 10 do 15% v primerjavi s podkoz-

Tabela 4. TeZave in slabosti pri neinvazivni dostavi proteinskih
ucinkovin.

Mesto dostave Tezave in slabosti

epitelijske celice, proteaze, alveolarni
makrofagi, vprasliiva dostava ucinkovine,
definirani odmerki, hifra absorpciia
rozena plast koZe, proteaze, makrofagi,
absorpfivna povising koze

epitelijske celice prebavil (fesni stiki),
proteaze, ekstremne vrednosti pH

dostava skozi pljuta

dostava skozi kozo

dostava skozi usta

no injekcijo, ki znasa 20 do 30 % intravenskega
odmerka (1). Razliko pripisujejo mnozZici enci-
mov, ki so prisotni v pljucih in zato zmanjsajo
biolosko uporabnost inzulina. Druga teZava
je odziv plju¢. Odvisno od posamezne protein-
ske ucinkovine lahko ta izzove razli¢ne lokalne
ucinke na plju¢no tkivo oz. je lahko njen odme-
rek za sistemsko delovanje prevelik, da bi jo
vnesli skozi pljuca. Proizvajalci vse ve¢ uva-
jajo nove pristope in ovojnino, ki olaj$ajo
in izbolj$ajo dostavo proteinske ucinkovine
v plju¢ne alveole, kjer je absorpcija najinten-
zivnejs$a. Nacrtujejo taksne oblike, ki tvorijo
aerosole z Zelenimi lastnosti, bodisi disperzi-
jo trdih delcev ali vodnih kapljic v zratnem
toku. Najpomembnejsa lastnost tovrstnih oblik,
ki doloc¢a mesto dostave v pljucih, je povprecni
masni aerodinamic¢ni premer delca. Ta para-
meter vkljucuje velikost, obliko in gostoto
delca, ki naj bi za dostavo globoko v pljuc-
ni sistem znasal 1 do 3um (7, 15). Z vidika
stabilnosti proteina so najprimernejsa far-
macevtska oblika pragki za inhaliranje. Za
izdelavo praskov, ki morajo imeti veliko disper-
zibilnost in preto¢nost, pogosto uporabljajo
tehnologijo susenja z razpr$evanjem ali novejso
tehnologijo z uporabo superkriti¢nih teko-
¢in. Inhalacijske farmacevtske oblike imajo
prednost, da ne zahtevajo sterilnosti, ki je za
parenteralne oblike obvezna, pa¢ pa natan¢no
doloceno najvedje Stevilo nepatogenih mikroor-
ganizmov (17). Kljub temu izdelujejo tovrstne
farmacevtske oblike ve¢inoma v brezkuznih
pogojih z nadzorovano vsebnostjo vlage v zra-
ku. Pogosto dodajo proteinski u¢inkovini e
spojine, ki §¢itijo njeno strukturo med razpr-
Sevanjem ali preprecijo vezavo vlage na delce
in tvorbo agregatov. Zas¢ito pred encimi lahko
doseZejo z vkljucevanjem proteinske ucinkovi-
ne v biorazgradljive nanodelce ali mikrosfere.
Tovrstne sisteme lahko nacrtujejo tudi tako,
da zadrZijo spro$¢anje proteina v pljucih dalj-
Se ¢asovno obdobje. Namrec¢, poskusi na Zivalih
so pokazali, da ima v porozne delce vgrajeni
inzulin 12 ur daljSe delovanje, kot ¢e je v prosti
obliki. Kljub potencialu omenjenih sistemov
je dostava skozi pljuca omejena le na pro-
teinske ucinkovine, ki delujejo v nizkih oz.
srednjih koncentracijah ter ne povzrocajo
stranskih ucinkov niti lokalnega draZenja
pljucnega tkiva (1, 2, 7).
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Dostavni sistemi skozi koZo

Najvedja ovira pri dostavi proteinske ucinko-
vine skozi koZo je rozena plast. Sele motnja
v oviralni funkciji koZe privede do absorpcije
vedjih molekul ali delcev skozi njo (liposomi,
nanodelci idr.). Povecan prehod delcev v kozo
dosezejo z iontoforezo, elektroporacijo, z upo-
rabo ultrazvoka ali pospesevalca toka delcev
v koZo.

Pri iontoforezi uporabljajo obliZem podob-
ne sisteme, ki jih po namestitvi na koZo
prikljucijo na elektri¢ni tok majhne jakosti (go-
tota toka = 500 uA/cm?). Transport molekul
v koZo omogocata elektromigracijski (tok ionov
v elektriénem polju) in elektroosmozni tok.
Slednji nastopi pri uporabi elektricnega toka
na negativno nabiti bioloski membrani, kjer
protiioni ustvarjajo dodaten pretok molekul od
anode h katodi. Zaradi tega lahko z iontofo-
rezo dostavljajo v koZo tudi nenabite in vedje
molekule, npr. proteine (16, 18, 21). Med testi-
ranimi proteini (kot so inzulin, kalcitonin,
paratireoidni hormon, vazopresin, somatosta-
tinidr.) (16) so le redki primerni za dostavljanje
z iontoforezo glede na odmerek, ki je potre-
ben za dosego farmakoloskega delovanja, in
fizikalno-kemijske lastnosti proteina. Najvecjo
uporabnost je iontoforeza dosegla z razvo-
jem neinvazivnega diagnosti¢nega orodja, ki
na podlagi nasprotnega elektroosmotskega
toka iz koZe izlo¢i nenabite molekule, kot je glu-
koza. Sistem Glucowatch® (Cygnus Inc., ZDA),
ki je namenjen bolnikom s sladkorno bolez-
nijo, omogoca hitro in neinvazivno spremljanje
ravni glukoze v krvi (slika 4). Sistem ima
v stiku s koZo dve identi¢ni hidrogelni plos¢i-
ci z elektrodama, ki zbirata glukozo, ki jo nato
prek encimsko katalizirane reakcije zazna bio-
senzor in pretvori v ¢itljiv signal. Z razvojem
bioinZenirstva in mikroelektronike je sistem
v obliki ro¢ne ure zelo priroc¢en za uporabo;
signalna opozorila $e dodatno opomnijo bol-
nika na nastop kriti¢nih vrednosti glukoze
v krvi (18, 19).

Pri elektroporaciji povecajo vnos ucinko-
vin v koZo tako, da nanjo dovajajo kratke
elektriéne impulze, ki lokalno povzrocijo
spremembe v membranah. Prenos molekul
je odvisen od napetosti, trajanja, obsega in
Stevila povzrocenih impulzov (20). Kot ucin-
kovito so dokazali kombinacijo elektroporacije
in iontoforeze, ki sinergisticno poveca vnos
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g = glukoza
i = negativni ion
2 = pozifivni ion

Slika 4. Sistem Glucowatch® (Cygnus Inc., ZDA).

molekul v koZo. Z uporabo ultrazvoc¢nih sond
zmanjsajo barierno funkcijo koZe zaradi kavi-
tacije (velike lokalne tla¢ne razlike), ki moti
urejenost lipidov med keratinociti v roZeni pla-
sti. Pri vseh nastetih pristopih lahko povecajo
prehod molekul skozi koZo tudi s pospeseval-
ci absorpcije, surfaktanti.

Slabost omenjenih pristopov je, da koZo
poskodujejo, jo drazijo ali izzovejo imunski
odgovor. Prav tako je vprasljiva tudi stabilnost
proteinske ucinkovine ob prisotnosti tako
fizikalnih kot kemijskih pospesevalcev. Kljub
povecani prepustnosti koZe je dostava protein-
skih u¢inkovin skozi njo z omenjenimi pristopi
primerna le za primere, ki zahtevajo majhne
odmerke. Namre¢, absorptivna povrsina koZe
je omejena na majhen predel, protein pa po
prehodu skozi roZeno plast pricakajo tudi
makrofagi in celice imunskega odziva, ki
dodatno zmanj$ajo njegovo biolosko upo-
rabnost (1, 2).

Dostavni sistemi skozi usta

Jemanje zdravila skozi usta je najbolj zaZele-
na pot vnosa ucinkovine v telo, vendar je za
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proteine skoraj nemogoce zaradi majhne bio-
loske uporabnosti. Vendar so raziskovalci na
podrodju dostavnih sistemov za proteinske
ucinkovine odkrili moZnosti, s katerimi bi lah-
ko vnasali proteine v telo tudi peroralno. Med
omenjenimi pristopi so dostavni sistemi, ki
zas¢itijo proteinsko uc¢inkovino pred agresiv-
nim bioloskim okoljem (pH, encimi ipd.),
podaljsajo ¢as zadrZevanja na sluznici preba-
vilin s tem povecajo moznost absorpcije. Eden
zanimivej$ih pristopov so biorazgradljivi
nanodelci, ki zaradi majhnih velikosti preha-
jajo v Peyerjevo pot, limfni sistem, kjer se
absorbirajo skozi t.1. celice M. Zaradi taréne-
ga mesta se zdi tovrstna dostava z nanodelci
primerna tudi za vnos cepiv (1, 5). Peroral-
ni vnos nanodelcev obeta veliko pri lokalnem
zdravljenju v prebavilih, npr. pri Cronovi
bolezni, saj lahko delci zaradi nanometrskih
velikosti prodirajo globoko v obolelo tkivo in
se tam zadrzijo dalj Casa.

NANOSISTEMI ZA VNOS
TERAPEVTSKIH GENOV

Gensko zdravljenje je nova metoda, s katero
bi lahko popravljali napake v genskem zapisu
celic ali povecali izraZanje genov, ki kodira-
jo dolocene terapevtske proteine. V gensko
zdravljenje Stejemo vsak poseg v genski zapis
celice ob uporabi polinukleotidov oz. razli¢nih
fragmentov nukleinskih kislin. V to skupi-
no uvrscajo protismiselne oligonukleotide, ki
z vezavo onemogocijo izrazanje doloCenega
gena, in ribocime, molekule RNK z encimsko
aktivnostjo (3, 22).

Vektorji so sistemi za vnos terapevtskih
genov v telo. Zanje velja, da morajo biti varni,
netoksi¢ni, neimunogeni, omogo¢iti morajo
za$Cito genskega materiala, prenos do tar¢nih
celic, ciljanje, ter vstop v celice in sprostitev
genskega materiala. Drugi vidiki, ki zade-
vajo vkljuCevanje gena, transgeno izraZanje
in terapevtski odziv, so odvisni predvsem od
ucinkovitosti genskega fragmenta in njegove
vloge v patogenezi dolo¢ene bolezni.

Za uspes$no gensko zdravljenje se mora
v celici odviti vrsta zapletenih bioloskih pro-
cesov: vnos vektorja z genskim materialom
v telo bodisi lokalno v tkivo ali sistemsko
v krvni obtok, prenos vektorja do tarénega tki-
va oz. celice in prepoznavnost receptorja,
vstop vektorja v celico, njegov transport do
celi¢nega jedra in spro$canje genskega mate-
riala iz vektorja v jedro celice, prepisovanje
genske informacije v jedru, prevajanje infor-
macij iz nastale mRNK v ustrezen protein
v citoplazmi, vezava in delovanje proteina na
receptor, ki je lahko znotraj celice (intrakri-
ni mehanizem) ali na njeni povrsini (avtokrini
mehanizem) ali na sosednji tar¢ni celici (pa-
rakrini mehanizem). V nekaterih primerih
protein vstopi v sistemski krvni obtok in
deluje na oddaljene celice in tkiva (endokrini
mehanizem) (npr. rastni faktor, eritropoetin,
koagulacijski faktorji itd.), kjer prek receptor-
jev povzroca bioloski ucinek (3, 22).

Vektoriji za vnos terapeviskih
genov

K sistemom za vnos genov priStevamo viru-
sne, nevirusne in hibridne vektorje ter ex vivo

Tabela 5. Gensko zdravijenje na stopnji klinichih testiranj v svetovnem merilu (26).

Vekior Stevilo klinicnih festiranj

Bolezen

Virusni vekforii

refrovirus 161
adenovirus 135
poksvirus 37
adenoasociacijski virus 9
drugi virusi 6
Nevirusni vekiorji

kompleks liposom-DNA 57
prosta DNA 59
vnos RNA 6

pistola za vnos genov 5

rak, aids, hemofilija idr.

rak, cisticna fibroza, krvoZilne bolezni idr.
rak

cisticna fibroza, hemofilija, rak na prostafi
rak

rak, cisticna fibroza, bolezni koronark idr.
rak, bolezni arterij idr.

rak

kozni rak
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spremenjene presajene celice (3, 8, 23-25).
Najpogosteje uporabljani vektorji, ki so na
stopnji klini¢nih testiranj, so prikazani v tabe-
li5 (26).

Virusni vektorji

Na podrodju sistemov za vnos terapevtskih
genov so kot prve razvili virusne vektorje.
Virusi Ze v osnovi vkljucujejo princip preno-
sa genskega materiala. Vektorje izdelajo tako,
da v virusu dolocCene gene, ki kodirajo za viru-
sne proteine, zamenjajo s terapevtskimi geni.
V ta namen najpogosteje uporabljajo retroviru-
se in adenoviruse, sledijo jim herpes simpleks
virus, adenoasociacijski virusi ter poksvirusi.
Virusi se razlikujejo po velikosti, obliki verige
DNK/RNK (enovija¢na ali dvovijacna), kapaci-
teti dednega materiala ter uc¢inkovitosti oku-
Zenja celic, ki so bodisi v stanju mirovanja ali
celi¢ne delitve. Vsak virusni vektor ima svoje
prednosti in slabosti. Npr. retrovirusi so neu-
¢inkoviti pri nedelecih se celicah, kar bi celo
pomenilo ciljanje na hitrodelece se rakave
celice, vendar so tudi slednje lahko v stanju
mirovanja. Obratno so adenovirusi ucinko-
viti pri delecih in nedelecih se celicah. Ker so
le-ti tudi ¢loveski naravni patogeni, fiziolosko
prisotna protitelesa v organizmu zmanjsajo
njihovo u¢inkovitost. Poksviruse uporabljajo
za cepljenje, ker so manj toksi¢ni in imajo veliko
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zmo7nost za vnos tujega genskega materia-
la (3, 23, 24).

Raziskave s tovrstnimi sistemi vse bolj
upadajo zaradi slabih izidov nekaterih klinic-
nih testiran;. Sistemi so namrec¢ problemati¢ni
zaradi svoje varnosti, neZelene virulence, muta-
geneze in kancerogeneze, lahko izzovejo
imunske reakcije, zahteven je izbor ustrezne
celi¢ne linjje za razmnoZevanje virusa in s tem
povezano teZavno ci$¢enje. Zato iz omenjenih
razlogov vse bolj razvijajo nevirusne vektor-
je (3, 25).

Nevirusni vektorji

Prednosti, ki jih imajo nevirusni vektorji pred
virusnimi, so enostavnej$a izdelava in prenos
proizvodnje v vedje merilo, vedja prilagodljivost
priizdelavi in obseZnost dednega materiala,
so varnejsi in manj imunogeni v in vivo pogo-
jih. Njihova slaba stran je manjsa ucinkovitost
pri okuZenju celic z dednim materialom (25).

Pri oblikovanju tovrstnih nevirusnih vektor-
jev je mogoce najti skupna izhodisca s sistemi
za vnos proteinskih ucinkovin v telo. Tako pro-
teini kot geni so hidrofilni, pomembno raz-
liko pa predstavlja struktura omenjenih spojin.
Ker proteini zahtevajo za svoje delovanje nativ-
no tridimenzionalno konformacijo, morajo ves
Cas izdelave ohraniti strukturo nespremenje-
no. Obratno pa geni za svoje delovanje potre-

polikation
1 ligondom

ruzpad endo/llzosomu

disociacija
komple\lﬁ:@%)o

} tvorba kompleksu
/vslopENA
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izstop kompleksu iz ,
endo/lizosoma l

vezuvu kompleksna
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Slika 5: Vnos dednega materiala z nevirusnimi vektorji v celico: zdruZevanje kationskega nosilca in liganda z molekulo DNA, vezava
kompleksa na receptor celice, vstop kompleksa v celico — endocitoza, razpad endo,/lizosoma z nabrekfjivimi-endosomaliticnimi polimer,

izstop kompleksa iz vezikla in vstop molekule DNK v celicno jedro.
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bujejo le kemijsko celovitost fragmentov (8).
Zato je moZno tehnologijo izdelave sistemov
za vnos proteinskih u¢inkovin z vidika stabil-
nosti prenesti tudi na tiste za vnos genov. Izbi-
ra najustreznejsih pogojev izdelave je namrec
Ze prilagojena za nestabilne ucinkovine, bodi-
si proteine ali gene. Vedji problem za vnos
genov v celico je izbor pomoznih spojin. V ta
namen so razvili ustrezne nosilce, ki omogoca-
jo vgradnjo in zas¢ito DNK, jo ciljano dosta-
vijo do celice in v celico ter jo na tar¢nem
mestu tudi sprostijo (slika 5). Nosilci, ki jih
uporabljajo za vnos DNK v telo, imajo kation-
ski znacaj in so bodisi polimeri, lipidi ali
peptidi (3, 24, 30-33).

Polimerni nanodelci z DNK - polipleksi

Od naravnih kationskih polimerov sta najpo-
gostejSa kolagen in hitosan, med sinteznimi
pa so najveckrat polilizin, polietilenimin, polia-
midoamin in polimetakrilati, ki z DNK tvorijo
komplekse, imenovane polipleksi. Polimeri so
lahko linearni ali razvejani, dendrimeri, (sli-
ka 6), ki tvorijo razlicne komplekse z DNK.
Ugodna lastnost kationskih polimerov je
velika pufrska kapaciteta, saj po vstopu v celico
pride polimerni vektor v endosom ali lizo-
som. Zaradi nizkega pH veZe polimer veliko
protonov, pri ¢emer nabreka in destabilizira
membrano lizosoma, ki posledi¢no razpade.
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Slika 6. Struktura kationskega dendrimera poliamidoamina.

Slednje omogoci spros¢anje genskega mate-
riala iz endosoma ali lizosoma, kar je klju¢no
za ohranjanje njegove stabilnosti v neugod-
nem okolju in prenos v citoplazmo ter nada-
Jje v celi¢no jedro. Drugi nacin, ki vektorju
omogoca destabilizacijo lizosomskih in endo-
somskih membran, je vkljucevanje fuzoge-
nih peptidov v polimer. S pripetjem tarénih
ligandov na polimerno ogrodje lahko vektor
usmerijo do ciljnih celic, obloga iz polietilen-
glikolov (PEG) pa lahko dodatno stabilizira
sistem v obtoku in zmanj$a moZnost, da bi

DNA

enostopeniski postopek

® oY
Y R PEG
o+t _ P
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Slika 7. Razlicne strategiie tvorbe pegiliranih (PEG) kompleksov molekule DNA s kationskim polimerom polietileniminom (PEl) fer dodanim

ligandom.
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celice imunskega odziva prepoznale vektor
(slika 7) (24, 27, 31).

Liposomi in lipidni kompleksi
z DNK - lipopleksi

Najbolj znani lipidni nosilni sistemi so liposomi,
ki so se tudi prvi pojavili v genskem zdravlje-
nju (28, 34, 35). Razvili so nove lipidne nosilce,
in sicer so anionske in nevtralne lipide, ki
jih pogosto uporabljajo za izdelavo liposoma,
zamenjali s kationskimi. Z vkljuCevanjem
kationskih skupin v lipide liposomov so dose-
gli ustrezno zdruZevanje z molekulami DNK.
Kationski lipidi so amfifilne molekule z dve-
ma lipofilnima repoma in kationsko glavo.
Pogosti kationski lipidi so DOTAP (1,2-diole-
oil-3-trimetilamonijev propan), DOTMA
(N-[1-(2,3-dioleil) propil]-N,N,N-trimetila-
monijev klorid), ter drugi, ki lahko imajo
v hidrofobnem delu holesterolski ostanek
(24, 26, 32, 35). Njihova struktura je pomemb-
na zato, ker tvorijo ustrezne lamelarne vezikle
znacilne za liposome (slika 8, 9).

Lipopleksi so kompleksi iz liposomov in
DNK, kjer je molekula DNK ujeta med ve¢
liposomi (slika 10, A). Tvorijo jih s postopkom
hidratacije suhega lipidnega filma. Zaradi sla-
be stabilnosti in agregacije je treba tovrstne
sisteme uporabiti takoj po njihovem nastan-
ku. Za izbolj$anje vnosa genov so liposomom
dodali $e nevtralne kolipide (holesterol,
DOPE - dioleilfosfatidiletanolamin idr.), ki
vplivajo na konformacijske spremembe oz.

MED RAZGL 2005; 44

fluidnost membranskih sistemov in olajsajo
vnos liposomov v celico oz. izstop DNK iz
membrane lizosoma. Razvili so $e novejse
sisteme, kjer je DNK vkljuc¢ena v notranjost
liposoma (slika 10, B). Sistem izdelajo tako,
da molekulo DNK najprej vezejo na pozitiv-
no nabiti protamin in Sele nato zdruZijo
v kompleks z liposomi. Zaradi preureditve
liposomskih lipidov nastane kompakten
sistem spontano (kompleks LPD). Tovrstni
sistemi imajo vedji ucinek najverjetneje zaradi
manjse velikosti kot navadni lipopleksi (22, 24,
32, 35, 36).

Nadalje so ugotovili, da lipidne komplek-
se z DNK lahko tvorijo tudi v odsotnosti
membranskih lamelarnih struktur, znacil-
nih za liposome. Tako so razvili lipidne
nanodelce z DNK. Najprej naredijo mesa-
ne micele kationskih lipidov in povrsinsko
aktivnih spojin. Ko dodajo molekule DNK,
spontano nastajajo kompleksi med lipidi in
DNK, po ¢iséenju pa se lipidi in povrsinsko
aktivne molekule prerazporedijo in tvorijo
strukture v obliki polZa, kamor se ujame
molekula DNK. Dokazali so, da je vnasanje
tuje DNK v celico s tovrstnimi sistemi bolj-
Se, kljub temu pa zelo pogojeno z velikostjo
nastalih delcev, razmerjem nabojev med
kationski lipidi in molekulami DNK, koncen-
tracijo povrsinsko aktivne snovi, prisotnostjo
kolipidov ter sestavo pufra, kjer nastajajo
omenjeni delci (22).

-
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Slika 8. Molekula fosfolipida in strukture, ki lahko nastanejo po spontanem organiziranju tovrstnih molekul



MED RAZGL 2005; 44

\/\/\/\/2\/\/\/\)?\ @
/\/\/\/E/\/\/\/\[(O\J\/ ’|"<
0
0

\/\/\/\/Z\/\/\/\/U\o

DOTAP

DOPE

0

/\/\/\/E/\/\/\/\n/o\)\/ O\P,O\/\NH’
/r\ 3
00

Slika 9. Kemijski strukturi kationskega in nevtralnega lipida in okrajSani imeni (26).

Peptidni nanodelci

S posnemanjem naravnih mehanizmov, ki jih
izkoriScajo celice same, uporabljajo kot nosil-
ce za DNK tudi kationske peptide, polilizin,
protamin, histon in druge (24). Z vezavo raz-
licnih peptidov oz. ligandov na vektor so
dokazali u¢inkovito ciljanje v razli¢ne celice
ali tkiva, ki bolj ali manj specifi¢no izrazajo
dolocene receptorje. Med nastetimi so recep-
torji za integrin, transferin, nevrotenzin,
inzulin, manozo, laktozo, rastni faktor ter
druge hormone. Tudi z monoklonskimi pro-
titelesi ali doloCenimi fragmenti protiteles
lahko ucinkovito usmerijo vektor do tarce (37).

Nadalje uporabljajo domene dolocenih para-
zitnih peptidov, ki imajo fuzogene lastnosti
in izbolj$ajo vkljuditev vektorja v celicno mem-
brano (ali zlitje vektorja s celicno membrano).
Ugotovili so tudi, da pri vnosu dednega materia-
la v jedro sodelujejo kratke peptidne molekule
(t.1i. NLSs-nuclear localisation signals), ki jih
prepozna regulacijski sistem za prenos gen-
skega materiala v jedro. Proteinsko inZenirstvo
je odprlo novo pot ideji o sintezi takega protei-
na, ki bi zdruZeval razli¢ne vektorjeve lastnosti,
potrebne za vsako fazo vnosa DNK v celicno
jedro. Razvili so t.i. multifunkcionalne proteine;
dva sta prikazana na sliki 11. Proteini so kom-
binirani tako, da imajo domeno s kationskim

+

Oc)%

||posom|
+

O
O§O+

CEO

liposom-DNA kompleks

liposomi

.O

liposom-protamin-DNA kompleks (LPD)

Slika 10. Primerjava razlicnih kompleksov molekule DNK s kationskimi liposomi. A: tvorba lipopleksa, kier je DNK ujeta med kationskimi

liposomi. B: predhodno zdruZevanje molekule DNK s kationskim protaminom in naknadno vgrajevanje v liposome (kompleks LPD).
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GD5 N-| FLAG His Gal4

toksin difterije stV |C
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lys FMDV RGD

NLSCt N- T

Slika 11. Multifukcionalna proteina GD5 in NLSCt kot vektorja za vnos genskega materiala v celico.

znacajem za ucinkovito vezanje DNK (pri GD5:
Gal4 in Lys; pri NLSCt: Lys), domeno za ciljanje
do tar¢nih celic (pri GD5: fragment protitele-
sa scFV; pri NLSCt: ligand za receptor-integrin:
FMDV RGD fragment) ter dolo¢eno domeno
za vstop v celico oz. izstop iz lizosoma (pri GD5:
fuzogeni peptid toksina difterije); ali prenos
vjedro (pri NLSCt: SV40NLSs) (37).

Hibridni vektorji

Hibridni vektorji so kombinacija nevirusnih vek-
torjev in dologenih virusnih komponent. Sled-

nje so dodane zato, da bolje posnemajo lastno-
sti virusov, ki omogocajo ucinkovitejSo trans-
fekcijo kot nevirusni vektorji (slika 12) (25).

Vnos terapeviskih genov
z ex vivo spremenjenimi celicami

Presajanje tkiv je Ze dolgo znana strategija
nadomeséanja ali popravljanja bioloskih
nepravilnosti v organizmu (transfuzija krvi,
presaditev kostnega mozga idr.). Gensko inZe-
nirstvo in celi¢na biologija sta odprli moznost
vnosa terapevtskega gena v odvzete celice in

transferin-PLL

kompleks polimer-DNK
polipleks

¥
vezava Ii?
vnos v celico ob prisotnosti virusnih delcev

anda (transferina) na receptor in povean

taréna celica

Slika 12. Tvorba kompleksa med molekulo DNK in transferin-polilizinom (PLL). Transferin omogoca vezavo na receptor tarcne celice,

dodani inakfivirani virusni delci pa olajSajo vstop v celico.
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njihovo gojenje ex vivo, ki jih nato ponovno
vnesejo v organizem. Najustreznejse so hemato-
poeti¢ne in endotelijske celice, celice kostnega
mozga in Zivcevja. Nekatere Ze testirajo za
zdravljenje angiogeneze, Parkinsonove bolez-
ni in aidsa (3, 8).

SKLEP

V prispevku smo predstavili najnovejse smer-
nice na podro¢ju novih dostavnih sistemov,
ki Se zdale¢ niso dosegli vrha svojih zmoz-

nosti (38). Rezultati nasih $tudij in drugih
avtorjev kaZejo, da novodobne ucinkovine
zahtevajo specifi¢no izpopolnjene farmacevt-
ske oblike in ovojnino za ciljani vnos v telo
in prirejeno sproscanje. Vzporedno z razvo-
jem biotehnologije, genskega inZeniringa in
nanotehnologije je treba razvijati in dograje-
vati tudi znanje iz farmacevtske tehnologije,
edinega orodja, ki dejansko oblikuje veliko
molekulo ucinkovine v ucinkovito in varno
zdravilo. Zaete raziskave kazejo, da je pomemb-
no zlivanje izkusenj iz razlicnih podrodij.
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