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UvOoD

Napredak u razumijevanju biologije tumora ostvaren tijekom posljednja dva
desetljeca znadajno je pridonio uspjesnosti u njihovom lije¢enju (slika 1.). Usprkos
tome, prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organi-
zation, WHO), procjenjuje se da je u svijetu 2012. od tumora umrlo priblizno 8,2
milijuna ljudi, a smatra se da ¢e tijekom slijedeca dva desetljeca taj broj narasti na ¢ak
22 milijuna (1).
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Slika 1. Napredak u uspje3nosti lijecenja razlicitih tipova karcinoma ostvaren tijekom zadnja tri desetlie¢a.
lako je kod nekih tipova karcinoma ostvaren zapazen napredak, taj uspjeh se prvenstveno moze pripisati
napretku u dijagnostici i ranom otkrivanju tumora (1).
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Glavni razlog velike smrtnosti bolesnika oboljelih od zlo¢udnih bolesti pripisuje
se nemogucnosti selektivne dostave citostatika u tumorsko tkivo. Zbog nespecifi¢ne
distribucije u organizmu, njihova primjena karakterizirana je brojnim nuspojavama
(slika 2.). Poseban je problem pojava otpornosti tumorskih stanica na djelovanje cito-
statika te posljedi¢ni recidiv bolesti. Novija istrazivanja pokazuju da bi primjena
nanoterapeutika, odnesno uklapanje citostatika u odgovarajuée nosa¢e nanometarske
veli¢ine mogla znacajno pridonijeti njihovoj ciljanoj dostavi u tumorsko tkivo te tako
povedati u¢inkovitost terapije uz istodobno smanjenje nuspojava. Zbog toga ¢e se u
ovom radu pregledno prikazati prednosti koje bi se mogle ostvariti primjenom nano-

terapeutika. Pri tome, teziste ¢e se staviti na one pripravke koji su ve¢ u klini¢koj
primjeni ili u naprednim fazama klini¢kih ispitivanja.
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Slika 2. Najce$ce nuspojave povezane s primjenom konvencionalnih formulacija citostatika (1)

Nanoterapeutici

Nanoterapeutici sadrze djelatnu tvar uklopljenu u razli¢ite nosa¢e nanometarske
velic¢ine, u rasponu od 10 do 100 nm. Najcesée obuhvadaju liposome, micele, poli-

merne i ¢vrste lipidne nanodestice, dendrimere te makromolekularne nosace (slika
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3.). Pravilnim oblikovanjem nanoterapeutika mogude je izbje¢i njihovu eliminaciju
putem bubrega koja je egranicena na Cestice manje od 5 nm, a modifikacijom povr-
$ine vezanjem polietilenglikolskih lanaca (PEG) smanjuje se uklanjanje takvih nano-
Cestica djelovanjem retikuloendotelnog sustava. Na taj se na¢in osigurava produzeno
zadrzavanje nanoterapeutika u sistemskoj cirkulaciji, ¢ime se poveéava vjerojatnost
njihove interakcije s tumorskim tkivom. Za razliku od krvnih Zila zdravog tkiva,
tumorsku vaskulaturu karakterizira pove¢ana permeabilnost za mikro- i nanocestice,
a u isto vrijeme, smanjena je limfna drenaza u tumorskom tkivu. Upravo ta patoloska
promjena omogucava selektivno nakupljanje i produzeno zadrzavanje nanoterapeu-
tika u tumorskom tkivu (2, 3). U usporedbi s njima, lijekovi niske molekulske mase
neselektivno difundiraju kroz endotel krvnih Zila zdravog tkiva, uzrokujuéi znacajne
nuspojave (slika 2.).

Dendrimeri Micele Liposomi
(2-15 nmy) (20-200 nm) (50-300 nm)
Anorganske nanodestice tinearni polimeri Monoklonalna protutijeia
{10-100 nm} {5-20 nm) (5-10 nm)

Slika 3. Shematski prikaz razligitih vrsta nanofarmaceutika koji se primjenjuju u lije¢enju tumora (1).

Uklapanjem citostatika u razli¢ite nanoterapeutike moguce je izbjeci probleme
vezane uz topljivost i kemijsku stabilnost djelatne tvari. Niska topljivost u vodi zna-
¢ajno ogranicava terapijski potencijal citostatika, a moze se popraviti uklapanjem u
razli¢ite nanocestice. Primjerice, topljivost paklitaksela je znacajno povecana for-
mulacijom u albuminske nanodestice (Abraxane®, Abraxis/Celgene). Na taj je na¢in
izbjegnuta uporaba Cremophora EL, solubilizatora koji se koristi za osiguranje toplji-
vosti lijeka u konvencionalnim farmaceutskim oblicima, a ¢ija primjena pridonosi
udestalosti alergijskih reakcija u bolesnika na kemoterapiji (4). Djelatna tvar uklo-
pljena u nanodestice je zati¢ena od razgradnje utjecajem enzima, $to rezultira povolj-
nijim farmakokinetickim profilom lijeka. Nanoterapeutici se mogu dizajnirati tako
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da oslobode uklopljeni sadriaj utjecajem vanjskog podrazaja, ¢ime se poboljsava
selektivnost terapije. Primjerice, uklapanjem doksorubicina u pH-osjetljive nanoce-
stice moZe se znacajno povecati stani¢ni unos i intracelularno oslobadanje lijeka.
Takoder, primjena nanotehnologije moze smanjiti rezistenciju tumorskih stanica na
citostatike (1).

Nanoterapeutici za pasivnu dostavu lijeka u tumor

Patoloske promjene u gradi krvnih Zila do kojih dolazi tijekom rasta i razvoja
tumora omoguduju pasivnu, ciljanu dostavu citostatika primjenom nanofarmaceu-
tika. Maniji solidni tumori nemaju razvijenu vaskulaturu te kisik i nutrijente iz svog
okruzenja dobivaju difuzijom. Rastom tumora (>2 mm?) dolazi do stani¢ne hipoksije
$to dovodi do prekomjerne ekspresije proangiogenetskih faktora rasta — faktora rasta
podrijetlom iz trombocita (PDGF), vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) i
faktora nekroze tumora-alfa (TNF-0) koji aktiviraju endotelne stanice, $to poslje-
di¢no dovodi do stvaranja lumena krvne Zile. Nezrela vaskulatura se remodelira i
stabilizira pericitima i stanicama glatkih misica, no taj je proces cesto nedovrsen te
rezultira prosirenim i zavojitim krvnim Zilama nepravilnog oblika. Na endotelnim
stanicama novonastalih krvnih Zzila su prisutne pore velicine 200 do 800 nm $to
dovodi do povecane vaskularne permeabilnosti, ekstravazacije i akumulacije nanote-
rapeutika u intersticijskom prostoru tumora (2). Treba napomenuti da veli¢ina pora
na endotelu normalnih krvnih Zila iznosi od 5 do 10 nm. Nadalje, u tumorskom
tkivu nema limfnih Zila ili su nefunkcionalne, $to pridonosi selektivnom nakupljanju
nanofarmaceutika u tumoru. Ta pojava se naziva EPR efekt (engl. Enhanced Permea-
bility and Retention efféct) i karakteristi¢na je za ve¢inu tumora, osim za hipovasku-
larne tumore prostate i gusterate (3). Kako bi se omogucilo pasivno nakupljanje
nanofarmaceutika u tumorskom tkivu, potrebno je izbje¢i njihovo uklanjanje djelo-
vanjem retikuloendotelnog sustava te im osigurati dovoljno dugu sistemsku cirkula-
ciju. U tom smislu, veli¢ina, naboj i svojstva povrsine nanocestica su od klju¢nog
znacenja. Jako nanocestice veli¢ine do 400 nm mogu bez ogranicenja pro¢i kroz pro-
pusni endotel krvnih Zila tumora, &estice ve¢e od 100 nm se uklanjaju u jetri, a manje
od 10 nm su podlozne renalnom klirensu. Zbog toga je optimalna veli¢ina nanofar-
maceutika od 10 do 100 nm. Takoder, preferiraju se neutralne i negativno nabijene
Cestice, jer su pozitivne podlozne brzom klirensu u bubregu. Nadalje, nanoéestice je
nuzno zastititi od opsonizacije i fagocitoze, ¢ime im se produzava vrijeme sistemske
cirkulacije. To se naj¢es¢e postize pegilacijom, tj. vezanjem lanaca polietilenglikola na
povrsini nanofarmaceutika (4).

Na ciljanu pasivnu dostavu nanofarmaceutika u tumor klju¢nu ulogu ima stu-
panj vaskularizacije tumora, koja varira kod razli¢itih vrsta tumora. Nadalje, tlak
intersticijske teku¢ine u tumoru je ¢esto povisen, Sto nepovoljno djeluje na transport
nanofarmaceutika u tumorsko tkivo (2, 3).

602



V. Valenti¢, M. Jug: Primjena nanoterapeutika u lije¢enju tumora, Farmaceutski glasnik 71, 11/2015

Nanoterapeutici za aktivhu dostavu lijeka u tumor

Aktivna dostava lijeka u tumor postize se vezanjem specifi¢nih liganada na povr-
$inu nanocestica. Ligandi se vezu za receptore koji su prekomjerno eksprimirani na
povrsini tumorskih stanica, a nisu prisutni na zdravim stanicama. Naj¢e$¢e prouca-
vani ligandi uklju¢uju monoklonska protutijela, fregmente protutijela ili druge
ligande proteinske i neproteinske strukture. Nakon vezanja liganada i receptora dolazi
do endocitoze nanoterapeutika u tumorske stanice. Na taj nacin osigurava se selek-
tivno uniStenje tumorskih stanica (2). Za selektivnu dostavu nanofarmaceutika u
tumorske stanice koriste se ligandi koji se vezu na sljedece tipove receptora:

(i) Transferinski receptor. Rije¢ je o prijenosnom proteinu za molekulu transferina,
koji se nalazi na stani¢noj membrani i omogucuje receptorom posredovanu
endocitozu transferina i Zeljeza. Kod nekih tipova tumora, ekspresija transferin-
skog receptora je povecana i do 100 puta u odnosu na zdrave stanice.

(ii) Folatni receptor. Folatni receptor zastupljen je u dva izooblika: folatni receptor-a
je prekomjerno eksprimiran kod 40 % karcinoma, dokeje folatni receptor-f8
prekomjerno eksprimiran na aktiviranim makrofagima i na povrsini malignih
stanica hematopoetskog podrijetla.

(iii) Glikoproteini eksprimirani na povisini stanica. Lektini su proteini koji prepo-
znaju i vezu ugljikohidratne dijelove glikoproteina koji su eksprimirani na povr-
$ini stanice. Interakcija lektina i ugljikohidrata je vrlo specifi¢na. Stanice karci-
noma cesto eksprimiraju drukéije glikoproteine od normalnih stanica te se
vezanjem lektina na povrSinu nanodestica moze usmjeriti njihovo djelovanje.
No, i neki tipovi stanica, kao $to su primjerice stanice karcinoma kolona poka-
zuju prekomjernu ekspresiju specificnih tipova lektina (galektin 1 i 3), pa je
vezanjem odgovaraju¢ih polisaharida na povriinu nanofarmaceutika moguée
ostvariti njihovu ciljanu aktivnu dostavu u tumorske stanice.

(iv) Receptor za epidermalni faktor rasta (EGFR). EGFR pripada skupini tirozin-
kinaznih receptora ¢ijom se aktivacijom stimuliraju klju¢ni procesi ukljuéeni u
rast i progresiju tumora ukljuc¢ujudi proliferaciju, angiogenezu, invaziju i meta-
staziranje. EGFR je ¢esto prekomjerno eksprimiran kod raznih solidnih tumora
ukljuéujuéi kolorektalni karcinom, karcinom skvamoznih stanica glave i vrata,
karcinom nemalih stanica plu¢a, kao i kod karcinoma jajnika, bubrega, guste-
rate i prostate, a pesebice kod karcinoma dojke (HER-2 kod 14-91 % bolesnika).

Osim tumorskih stanica, aktivna ciljana dostava nanoterapeutika usmjerena je i
na endotelne stanice krvnih Zila tumora (2). Uni$tavanje endotela krvnih Zila kod
solidnih tumora dovodi do odumiranja tumorskih stanica, uglavhom u sredistu
tumora, zbog manjka kisika i nutrijenata, a moze regulirati i veli¢inu tumora te nje-
govu sposobnost metastaziranja. Ovaj pristup pruza odredene prednosti, jer ne zahti-
jeva ekstravazaciju nanofarmaceutika te je njegovo vezanje na odgovarajude receptore
moguée odmah nakon intravenozne injekcije pripravka. Pri tome je, zahvaljujudi
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genetskoj stabilnosti endotelnih stanica krvnih Zila, smanjen rizik od razvoja rezis-

tencije na citostatik, a markeri endotelnih stanica su eksprimirani neovisno o tipu
tumora, §to omogucuje $irok spektar primjene takvog lijeka. Za specifiénu aktivnu

dostavu nanofarmaceutika u endotclne stanice tumorskih krvnih Zila koriste se ligandi
koji se vezu na sljedece tipove receptora:

(i)

(ii)

(iii)

Faktor rasta vaskularnog endotela (VEGFR) i njegovi receptori, VEGFR1 i
VEGFR?2 koji imaju ulogu u angiogenezi i neovaskularizaciji tumora. Hipoksija
i onkogeni reguliraju razinu VEGF u tumorskim stanicama koji regulira funk-
ciju VEGF receptora na endotelnim stanicama tumora. Moguca su dva pristupa
u reguliranju angiogeneze putem VEGF: 1) ciljano djelovanje na VEGFR-2
kako bi se smanjilo vezanje VEGF i inducirala endocitoza i 2) ciljano djelovanje
na VEGF kako bi se sprije¢ilo vezanje liganda za VEGFR-2.

Integrin oy je receptor na endotelnim stanicama za koji sc vezu proteini izvan-
stani¢nog matriksa (fibrinogen, fibronektin, vibronektin, trombospondin, oste-
opontin). Integrin a3 je visoko eksprimiran na endotelnim stanicama koje su
u fazi neovaskularizacije, a slabo je eksprimiran na endotelnim stanicama u fazi
mirovanja i u veéini zdravih organa. Vazan je zbog sudjelovanja u signalnim
putevima ovisnima o kalciju koji reguliraju migraciju endotelnih stanica.
Ciklicki i linearni derivati RGD (ArgGly-Asp) pokazuju specifi¢no vezanje na
o3 integrinski receptor.

Adhezijska molekula vaskularne stanice-1 (VCAM1) je transmembranski gliko-
protein nalik imunoglobulinu koji je eksprimiran na povrsini endotelnih tumor-
skih stanica. VCAM-1 inducira adheziju stanica, klju¢ni korak u angiogenezi.
VCAM-1 je prekomjerno eksprimiran kod raznih vrsta tumora ukljucujuci leu-
kemiju, karcinom dojke i plu¢a, melanom, karcinom bubreznih stanica, karci-
nom zZeluca i nefroblastom.

Metaloproteinaze matriksa (MMP) pripadaju skupini endopeptidaza ovisnih o
cinku. MMP razgraduju ekstracelularni matriks i imaju vaznu ulogu u angioge-
nezi i metastaziranju, odnosno, u migraciji i invaziji endotelnih stanica, stvara-
nju kapilara te pokre¢u antigen-prezentirajuce stanice. Membranski tip 1 MMP
je eksprimiran na endotelnim tumorskim stanicama uklju¢ujuci karcinom
pluca, Zeluca, debelog crijeva i grli¢a maternice, glioma i melanoma. Aminopep-
tidaza N/CD13, metaloproteinaza koja uklanja aminokiseline s N-terminalnog
segmenta peptida ili proteina, je receptor na povrsini endotelnih stanice uklju-
¢en u invaziju tumora, razgradnju ekstracelularnog matriksa i metastaziranje
tumora. NGR (Asn-Gly-Arg) peptid se veze za aminopeptidazu.

Nanofarmaceutici osjetljivi na podrazaj

Nova strategija u postizanju selektivne dostave lijeka u tumor je usmjerena

prema razvoju nanoterapeutika osjetljivih na podrazaj. Rije¢ je o nanocesticama koje

su neaktivne u sisternskoj cirkulaciji, a aktiviraju se po dolasku u tumorsko tkivo
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djelovanjem razli¢itih endogenih ili egzogenih ¢imbenika. Aktivirani oblik nanofar-
maceutika omogucuje oslobadanje uklopljenog lijeka ili njegovu interakciju s ciljnim
tkivom, smanjujudi sistemsku izloZenost citostatiku. Endogeni podrazaji posljedica su
specifi¢nosti tumorske grade i uklju¢uju promjene u pH vrijednosti, prekomjernu
ekspresiju odredenih enzima i prisustvo reducensa u hipoksi¢noj okolini tumora. Pri-
mjerice, kod solidnih tumora je pH-vrijednost ekstracelularne tekucine niza (pH 6,0
—7,0) u odnosu na sistemsku. Takoder, pH-vrijednost unutar intracelularnih orga-
nela se razlikuje u odnosu na onu u citoplazmi ili krvi, pa se moze iskoristiti kako bi
se osiguralo intracelularno oslobadanje lijeka iz nanofarmaceutika (1, 2). Vanjski
podrazaji ukljucuju fizikalne podrazaje kao sto su temperatura, svjetlost, ultrazvuk,
magnetske i elektri¢ne sile.

Intenzivno se radi i na razvoju multifunkcionalnih nanocestica koje bi omogu-
¢ile istodobnu dijagnozu i lije¢enje karcinoma. Nadalje, takav suvremeni nanofarma-
ceutik bi mogao omoguditi objedinjavanje vise razli¢itih terapijskih pristupa te isto-
dobno ciljano djelovanje na stanice karcinoma i endotelne stanice tumorskih krvnih
zila (1).

Nanofarmaceutici u klini¢koj primjeni

Konjugati lijeka

Konjugati lijeka su trenutno najuspjesniji nanoterapeutici u klinickoj primjeni
(tablica 1.). Ubrajaju se u nanofarmaceutike zbog veli¢ine od 5 do 20 nm (slika 3.).
Djelatna tvar je kovalentno vezana za protutijela, peptide ili polimere, ¢ime se osigu-
rava ciljana dostava lijeka u tumor, bez nuznog utjecaja na njegovu topljivost, stabil-
nost ili biorazgradivost (1, 5).

Tahlica 1. Odobreni nanofarmaceutici bazirani na konjugatima lijeka i protutijela.

Naziv {Proizvodac) Protutijelo Meta Lijek Indikacija Odobreno
o ... ., 20
Mylotrag Gemtuz’ufnab CD33  kalikeamicin Akutna”ml;elolcna (poviden
(Pfizer/\Wyeth) ozogamicin leukemija
2010.)
Adcetris ’ Brentkammab CD30 Molnorr?eul Ne—Hodgl<1nov 2011,
(Seattle Genetics) vedotin auristatin E  limfem
Kadcyla® (Roche/ .
Genentech/ Trastuz.urnab HER2 emtansin Ka.rcmom 2013.
: emtansin dojke
ImmunoGen)
Zevalin® Ibritumomab Ltrij-90 ili NeHodgkinov
(IDEC/Spectrum)  tiuksetan @Ro Indij-111 limfom 202
2003.

Bexxar® (Corixa/

GlaxoSmith/Kline)

Ne-Hodgkinov

limfom

‘Tositumomab CD20  Jod-131

(povuden

2014.)
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Konjugati lijeka i antitijela koji su odobreni za klinicku primjenu uklju¢uju
trastuzumab-emtansin za lije¢enje HER2 pozitivnog karcinoma dojke te brentuksi-
mab-vedotin za lije¢enje CD3@ pozitivnog Hodgkinovog limfoma i anaplasti¢nog
limfoma velikih stanica. Trastuzumab se pokazao uc¢inkovitim u klini¢koj upotrebi
kao pomoc¢no i palijativno sredstvo. Konjugacija s emtansinom (DM1), inhibitorom
mikrotubula biljnog podrijetla, znacajno povecava antitumorsku aktivnost trastuzu-
maba.

Vedotin ili monometil auristatin E je citostatik koji se zbog toksi¢nosti ne pri-
mjenjuje u slobodnom obliku. Vezanjem za anti-CD30 antitijelo (vendotin brentuk-
simab) djelovanje lijeka se selektivno usmjerava na stanice karcinoma koje eksprimi-
raju CD30 protein $to mu znatno smanjuje toksi¢nost, a u isto vrijeme zadrzava
u¢inkovitost u lije¢enju bolesnika s Hodgkinovim limfomom, ostvarujuéi smanjenje
tumora u 94, a potpunu remisiju u 33 % bolesnika u ITT skupini (engl. intention-to-
trear) (1).

Kod polimernih konjugata, lijek je putem odgovarajti¢e skupine vezan na poli-
mer te ¢ini terapijski sustav velicine od 5 do 18 nm, koji moze znac¢ajno promijeniti
farmakokineticki profil konjugiranog lijeka (2). Trenutno je vise od 15 antitumorskih
polimernih konjugata lijeka u klinickim ispitivanjima. Svi se nakupljaju u tumorima
putem EPR efekta. Polimerni konjugat N-(2-hidroksipropil)metakrilamidnog kopo-
limera (HPMA) i doksorubicina, PK1, uzrokuje znac¢ajno manju kardiotoksi¢nost i
pojavu alopecije u odnosu na slobodni doksorubicin, a tijekom druge faze klini¢kih
ispitivanja je pokazao obecavajucu terapijsku aktivnost u lije¢enju karcinoma dojke i
karcinoma nemalih stanica plu¢a. Modifikacijom kopolimerne okosnice HPMA konju-
gata galaktozaminskim ostacima, ostvarena je aktivna ciljana dostava doksorubicina u
jetru (1).

Radiopeptidi ¢ine specifi¢nu skupinu konjugata lijeka, koji se velicinom od 1
nm nalaze na donjoj granici obuhva¢enom konvencionalnom definicijom nanotera-
peutika. Najéesée koriSteni terapeutski radiopeptidi su DOTATOC” i DOTATATE".
Radiopeptidi se sastoje od peptidne komponente koja odreduje specifi¢nost dostave
spoja i kelatora koji veze radioizotop (npr. *°Y ili ¥"7Lu). DOTATOC i DOTATATE
se vezu uglavnom na receptor za somatostatin 2 te dopremaju radioizotop selektivno
do stanica koje prekomjerno eksprimiraju taj tip receptora. Uglavnom je rije¢ o neu-
roendokrinim stanicama. Podaci tre¢e faze klinickih ispitivanja u¢inkovitosti tih radio-
peptida biti ¢e dostupni tijekom 2017. godine (1).

Lipidne nenocestice

Od razli¢itih tipova lipidnih nanodestica koje se ispituju kao terapijski sustavi u
terapiji tumora, istaknuto mjesto zauzimaju liposomi (slika 2., tablica 2.). Rije¢ je o
sferi¢nim fosfolipidnim vezikulama u kojima je unutarnja vodena faza obavijena jed-
nim ili vi$e koncentri¢ne obavijenih fosfolipidnih dvosloja. U odnosu na konjugate
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Tablica 2. Ostali nanofarmaceutici odobreni za terapiju karcinoma.

Proizvod {Kompanija) Nosat

Abraxane®

(Abraxis/Celgene)

DaunoXome®

(Galen)

DepoCyt® (Pacira)

Doxil/Caelyx®
(Johnson &
Johnson)

Genexol-PM*
(Samyang
Biopharm)

Lipo-Dox® (Taiwan

Liposome)
Marqibo® (Talon)

Mepact® (Takeda)

Myocet®
(Cephalon)

NanoTherm®
(Magforce

Nanotechnologies)

Oncaspar®
(Enzon/Sigma-tau)

Zinostatin
stimalamer®
(Yamanouchi)

Lijek vezan
za albumin

Liposom

Liposom

Liposom

PEG-PLA
kopolimerne
micele

Liposom

Liposom
Liposom

Liposom

Nanocestice
zeljezovog
oksida
Konjugat
PEG-ai
proteina

Konjugat
polimera i
proteina

Lijek

Paklitaksel

Daunorubicin

Citozin arabinozid

(Citarabin)

Doksorubicin

Paklitaksel

Doksorubicin

Vinkristin

Mifamurtid
MTP-PE

Doksorubicin

L-asparaginaza

Konjugat
neocarzinostatina i
kopolimera stirena i

maleinskog anhidrida

(SMANCS)

Indikacija

Karcinom dojke,
karcinom gusterace,
karcinom nemalih
stanica plu¢a

Kaposijev sarkom

Neoplasti¢ni
meningitis

Kaposijev sarkom
Karcinom jajnika
Karcinom dojke

Multipli mijelom

Karcinom dojke
Karcinom plu¢a
Karcinom jajnika

Kaposijev sarkom
Karcinom dojke
Karcinom jajnika

Akutna limfocitna
leukemija

Osteosarkom

Karcinom dojke

Glioblastom

Leukemija

Karcinom jetre
Karcinom bubrega

Odobreno

2005.

1996.

1999.

1995.
1999.
2003.
2007.
(Europa,
Kanada)

2007.
(Juzna

Koreja)

1998.
(Tajvan)

2012.
(SAD)

2009.
(EU)

2000.
(Europa)

2010.
(Europa)

2006.

1994.
(Japan)
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lijeka, koji mogu vezati od 1 do 6 molekula lijeka, liposomi imaju kapacitet uklapanja
lijeka veci za 3 do 4 reda veli¢ine (1, 5). Do sada registrirani liposomalni pripravci
ostvaruju selektivno nakupljanje u tumorskom tkivu zahvaljujuéi EPR efektu. Pegili-
rani liposomalni doksorubicin (Doxil® ili Caelyx®) je prvi registrirani nanofarmaceu-
tik. Odobren je 1995. za lijecenje Kaposijevog sarkoma povezanog s HIV-om, a 1998.
godine za rekurentni karcinom jajnika. Uklapanjem doksorubicina u pegilirane lipo-
some znacajno je preduzeno vrijeme sistemske cirkulacije lijeka, pri ¢emu poluvri-
jeme eliminacije takvog nanofarmaceutika iznosi 45 h, u odnosu na 10 h za slobodni
lijek. Takoder, liposomalna formulacija osigurava 4—16 puta ve¢u dopremu lijeka u
tumorsko tkivo uz istodobno smanjenje kardiotoksi¢nosti doksorubicina. Zanimljivo,
kod liposomalne formulacije doksorubicina, znacajno je povecana ucestalost pojave
palmarno-plantarne eritrodizestezije, kozne reakcije na lijek koja zahvaca Sake i sto-
pala (6). Trenutno je osim Doksila za klinicku primjenu odobreno jo$ pet nanotera-
peutika: nepegilirani liposomski doksorubicin (Myocet®), nepegilirani liposomski
daunorubicin (DaunoXome®), nepegilirani liposomski citarabin (DepoCyt®), lipo-
somski vinkristin sulfat (Marqibo®) i liposomski mifamurtid (Mepact®). Niti jedna od
Sest odobrenih liposomskih formulacija nema svojstvo aktivne ciljane dostave, no
uklapanjem doksorubicina, daunorubicina i vinkristina u liposome znacajno je pro-
duzeno vrijeme sistemske cirkulacije lijeka uz postizanje prihvatljivijeg toksikoloskog
profila lijeka i posljedi¢no smanjenje nuspojava (1, 6-7).

Da bi postigli aktivnu ciljanu dostavu, nuzno je modificirati povr$inu liposoma
vezanjem protutijela ili njihovih fragmenata. Medutim, time se znacajno smanjuje
vrijeme sistemske cirkulacije nastalih imunoliposoma. Smatra se da prisutnost Fc fra-
gmenta protutijela pridonosi uklanjanju imunoliposoma iz sistemske cirkulacije dje-
lovanjem retikuloendotelnog sustava. Stoga se preferira koristenje protutijela bez Fc
fragmenta. Na primjer, protutijelima kao $to su anti-EGFR koje djeluje protiv recep-
tora faktora epidermalnog rasta (npr. C225, cetuksimab) ili anti-VEGFR2 (pr.
DC101) protutijelo na ljudski ¢imbenik rasta vaskularnog endotela, moguce je pro-
teolitickom digestijom ukloniti Fc fragmente. Preostali Fab’ fragmenti se mogu
potom kovalentno vezati za maleimidne grupe na kraju (1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamin-N-[amino(polictilen glikol) lanaca koji je uklopljen u lipidnom dvo-
sloj liposoma. Rezultati predklini¢kih ispitivanja terapijske ucinkovitosti imunolipo-
soma s doksorubicinom bili su obecavajudi, no u klinickim ispitivanjima je uocena
izrazena mijelosupresija, zbog koje se terapija morala prekinuti (1).

Polimerne nanecestice

Polimerne nanodestice mogu biti nacinjene od prirodnih ili sintetskih polimera.
Abraxane® (nab-paklitaksel) je za sada jedini registrirani nanoterapeutik baziran na
prirodnim polimerima (tablica 2.). Rije¢ je o nanocesticama paklitaksela veli¢ine oko
130 nm, u kojima je lijek vezan na humani serumski albumin, a koristi sc u lijece-
nju karcinoma dojke, pluca, gusterace i karcinoma nemalih stanica pluc¢a. Nakon iv.
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primjene, nanodestice brzo disociraju u topljive komplekse paklitaksela i albumina,
prosje¢ne veli¢ine 10 nm (6). Kao §to je ve¢ spomenuto, na taj je nacin poveéana top-
ljivost lijeka te je izbjegnuta uporaba Cremophora EL, ¢ija se primjena u konven-
cionalnim farmaceutskim oblicima paklitaksela povezuje s poveéanom uéestalosti
alergijskih reakcija u bolesnika na kemoterapiji. Nadalje, nab-paklitaksel je moguce
rekonstituirati u fizioloskoj otopini u koncentraciji od 2 do 10 mg/mL, dok je kod
formulacije s Cremoforom EL maksimalna koncentracija koja se moze prirediti u
rasponu od 0,3 do 1,2 mg/mL. Uslijed toga, volumen infuzije te vrijeme primjene je
znacajno smanjeno (30 min za nab-paklitaksel vs. 3 h za konvencionalnu formula-
ciju), a nije potrebna predmedikacija primjenom koritikosteroida i antihistaminika.
Takoder, izbjegava se opasnost vezana uz ekstrakciju plastifikatora iz infuzijskih vre¢a
i cijevi do koje dolazi zbog prisustva Chremofora EL u konvencionalnoj formulaciji
4).

Medutim, kod nab-paklitaksela je uo¢ena povecana ucestalost neuroloskih nus-
pojava u odnosu na konvencionalnu formulaciju lijeka, $to se povezuje s promjenama
u farmakokinetici lijeka oblikovanog u nanoéestice. Iako nab-paklitaksel nije nanote-
rapeutik s aktivnom ciljanom dostavom, prisustvo albumina pridonosi transcitozi
nanodestica putem gp60-albuminskih receptora prisutnih na endotelu krvnih zila.
Vezanjem albumina za povrsinski gpG0 receptor dolazi do vezanja kaveolina-1 te stva-
ranja kaveola, transcitoti¢nih vezikula. Na taj nacin albumin potpomaze endotelnu
transcitozu sastojaka plazme i povec¢ava njihovu dopremu u tumor. Smatra se da nab-
paklitaksel djeluje ciljano na tumorsko tkivo zbog visoke metabolicke potraznje i
aktivnog transporta proteina plazme potrebnih za anaboli¢ke procese u stanicama
tumora. Nab-paklitaksel moze biti transportiran u tumor vezanjem na osteonektin,
matricelularni protein koji je klju¢an za progresiju razlicitih tipova karcinoma. Oste-
onektin i kaveolin-1 su ¢esto prekomjerno eksprimirani kod nekih tipova karcinoma
dojke, pluca i prostate $to objasnjava nakupljanje lijekova vezanih za albumin kod tih
tipova karcinoma (2, 8).

U klinickim ispitivanjima nab-paklitaksel je pokazao poveéanu ucinkovitost
kod bolesnika s karcinomom dojke u usporedbi s konvencionalnom formulacijom
paklitaksela (Taxol®). Pri tome je 33 % bolesnika tretiranih nab-paklitakselom imalo
pozitivan odgovor na terapiju uz prosje¢no vrijeme prezivljavanja od 65 tjedana, dok
je u skupini bolesnika lije¢enoj konvencionalnom formulacijom taj postotak iznosio
19 %, a vrijeme prezivljavanja 55,7 tjedana (9). Kod bolesnika s karcinomom guste-
rae, lije¢enje nab-paklitakselom u kombinaciji s gemcitabinom je produljio preziv-
ljavanje bolesnika u odnosu na skupinu koja je primala monoterapiju gemcitabinom.
Primjenom nab-paklitaksela u kombinaciji s karboplatinom u bolesnika s uznapredo-
valim karcinomom pluéa nemalih stanica usporena je progresija bolesti, no ukupno
vrijeme prezivljavanja nije bilo znacajno dulje u odnosu na skupinu bolesnika koja je
primala konvencionalnu formulaciju paklitaksela u kombinaciji s karboplatinom.
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Utinkovitost nab-paklitaksela potaknula je razvoj novih nanofarmaceutika baziranih
na albuminu s docetakselom i rapamicinom, koji su trenutno u klinickim ispitiva-
njima (1).

Kopolimerne micele

Kopolimerne micele (slika 3., tablica 2.) su skupina nanofarmaceutika gradene
od blok kopolimera, koji pokazuju svojstvo spontane samoorganizacije u vodenom
mediju. Pri tome, hidrofobni dijelovi kopolimera ¢ine jezgru micele u koju je uklo-
pljen lijek, dok su hidroflni dijelovi kopolimera orijentirani prema povrsini micele,
osiguravajudi topljivost i stericki stabilizirajuéi nastalu strukturu. Kopolimerne micele
nacinjene od ambifilnih kopolimera polietilenglikola (PEG) i poliaminokiselina
razvijene su kao terapijska platforma za primjenu razli¢itih citostatika (5, 10). U kli-
ni¢kim ispitivanjima je dokazano da se uklapanjem cisplatina u kopolimerne micele
bazirane na PEG-poliglutaminskoj kiselini (Nanoplatin®) moze zna¢ajno smanjiti
ucestalost nuspojava lijeka, kao $to su oto- i neurotoksi¢nosti te mucnina. Smatra se
da su te nuspojave uzrokovane visokim plazmatskim koncentracijama slobodnog
cisplatina, karakteristi¢nim za i.v. primjenu konvencionalnih fermulacija ovoga lijeka.
Uklapanjem lijeka u kopolimerne micele, dolazi do stvaranja koordinativno-kovalen-
tne veze izmedu cisplatina i poliaminokiselinskih ogranaka blok kopolimera koji ¢ine
jezgru micele. Na taj se nadin postize produzeno oslobadanje cisplatina iz micela, te
sc izbjegavaju visoke plazmatske koncentracije slobodnog lijeka, koje uzrokuju nave-
dene nuspojave. Najce$¢e nuspojave zabiljezene tijekom 1. faze klinickih ispitivanja
Nanoplatina® su ukljucivale slabost (52,9 %), muéninu i gubitak teka (47,1 %),
povraanje (41,2 %), te slabljenje bubrezne tunkcije (35,3 %). Tijekom primjene
Nanoplatina® u dozama od 90 do 120 mg m 2 pojava oto- i neurotoksi¢nosti, koje su
karakteristi¢ne za cisplatin, nije uocena (11). U tijeku je III. faza klini¢kih ispitivanja
ucinkovitosti Nanoplatina® u lije¢enju karcinoma gusterace (1, 10). Takoder, obeca-
vajule je rezultate pokazala i micelarna nanoformulacija paklitaksela. Uklapanjem
paklitaksela u micele nadinjene od kopolimera gradenog od PEG i modificiranog
poliaspartata uspje$no je pripremljena parenteralna formulacija ovog tesko topljivog
lijeka bez uporabe organskih otapala. Rezultati predklini¢kih ispitivanja pokazuju da
primjenom takve micelarne formulacije paklitaksela dolazi do nakupljanja lijeka u
tumoru, rezultirajuéi 25 puta veéim koncentracijama lijeka u tumorskom tkivu u
odnosu na one ostvarene primjenom slobodnog lijeka, a istodobno je znacajno sma-
njena njegova neurotoksi¢nost (12). Klinic¢ka ispitivanja u¢inkovitosti micelarne for-
mulacije paklitaksela u lije¢enju karcinoma Zeluca i karcinoma dojke su u tijeku (10).

Zanimljivi rezultati su ostvareni i uklapanjem citostatika u kopolimerne micele
gradene od blok kopolimera baziranih na kitozanu i njegovim derivatima. Kitozan,
deacetilirani produkt hitina je biokompatibilian i biorazgradljiv polimer koji u struk-
turi sadrzi mnogobrojne —OH i ~NH, skupine, koje omogucuju njegovu kemijsku
modifikaciju (13). Uklapanjem doksorubicina u kopolimerne micele bazirane na
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blok kopolimerima karboksimetilkitozana i stearinske kiseline ostvareno je produ-
zeno zadrzavanje lijeka u cirkulaciji uz pH-ovisno oslobadanje, a zamijeéeno je pove-
¢ano nakupljanje doksorubicina u jetri i slezeni. Takoder, intenzivno se istrazuje pri-
mijena kopolimernih micela baziranih na kitozanskim blok kopolimerima kao nosaca
za male interferirajuée ribonukleinske kiseline. Smatra se da bi se primjenom takvih
nanofarmaceutika moglo posti¢i utiSavanje razli¢itih onkogena ili eksprimiranje
tumor supresorskih gena (5).

Anorganske nanocestice

Anorganske nanocestice se uglavnom koriste u dijagnosticke svrhe te da bi se
poboljsala u¢inkovitost radioterapije. Trenutno se u klinickim ispitivanjima istrazuje
sigurnost primjene nanocesticazeljezovog oksida kao kontrastnog sredstva pri snima-
nju tumora magnetskom rezonancijom (1).

Novi pristup u lije¢enju solidnih tumora osigurava NanoTherm®, vodena kolo-
idna disperzija magnetskih nanocestica Zeljezovog oksida kojesse iniciraju izravno u
tumor (tablica 2.). Rije¢ je o biokompatibilnim nanoéesticama Zeljezovog oksida s
aminosilanskom ovojnicom promjera priblizno 12 nm koje se aktiviraju promjenji-
vim magnetskim poljem te stvaraju toplinu. Ovisno o trajanju terapije i temperaturi
postignutoj u tumoru, stanice tumora se nepovratno o$tecuju ili postaju osjetljivije za
dodatnu kemoterapiju ili radioterapiju. Ovim je pristupom moguce boriti se protiv
tumora Stedeéi zdravo tkivo. Zahvaljujué¢i aminosilanskoj ovojnici nanodestice ostaju
na mjestu primjene te su omoguceni ponovljeni tretmani. U klinickim istraZivanjima
je potvrdena sigurnost i u¢inkovitost primjene NanoTherm magnetnih nanocestica u
kombinaciji s perkutanom radioterapijom u lije¢enju rekurentnog glioblastoma. U
odnosu na kontrolnu skupinu, zabiljezeno je do 13 mjeseci dulje prezivljavanje bole-
snika koji su bili lije¢eni NanoTherm®-om. Klini¢ka primjena NanoTherm®-a odo-
brena je u Europskoj uniji 2010. godine (14, 15).

ZAKLJUCAK

U zadnjih je par desetlje¢a razvoj nanofarmaceutika bio usmjeren prema opti-
mizaciji fizikalno-kemijskih svojstava nanocestica, kao $to su veli¢ina, oblik, svojstva
povrsine, naboj i karakteristike oslobadanja lijeka kako bi se poboljsao farmakokine-
ticki profil lijeka te osigurala njegova selektivna dostava. Razvijen je niz razli¢itih
tipova nanofarmaceutika s citostaticima od kojih su mnogi u klini¢ckoj primjeni.
Rije¢ je o pripravcima koji osiguravaju pasivnu ciljanu dostavu citostatika u tumor
zahvaljujuéi prolasku nanocestica kroz propusnu tumorsku vaskulaturu, ¢ime je zna-
¢ajno smanjena sistemska toksi¢nost tih lijekova. Rezultati novijih istrazivanja nagla-
$avaju vaznost razumijevanja utjecaja grade i fiziologije tumora na farmakokinetiku,
biodostupnost i intratumorsku penetraciju nanocestica. Optimizacija postoje¢ih
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nanofarmaceutika uvaZavajudi specifi¢nosti tumorskog okruzenja rezultirat ¢e razvo-
jem novih terapijskih sustava nanometarske veli¢ine, koji ¢e znacajno pridonijeti
dijagnozi, lijecenju te prevenciji karcinoma.

Nanopharmaceuticals in cancer therapies
by V. Valenti¢, M. Jug
Abstract

Nanopharmaceuticals (1-100 nm) represent an opportunity of improving the
cancer treatment. Due to its unique characteristics, nanopharmaceuticals have many
advantages over conventional chemotherapy. The most important advantage is the
potential of targeted delivery of drugs to the tumor tissue resulting in lower systemic
toxicity which is the most prominent disadvantage of conventional chemotherapy.
Nanoparticles can passively reach the tumor tissue through the leaky vasculature
surrounding the tumor due to the increased permeability and retention effect. In
active targeting, targeting ligands are attached at the surface of the nanocarrier for
binding to appropriate receptors overexpressed by the tumor cells or tumor vascula-
ture and not expressed by the normal cells. Stimuli-sensitive nanocarriers respond to
physical, chemical, or biological stimuli that promote the release of the drug. Multi-
finctional nanocarriers have several useful properties. Theranostics are an emerging
subsct of multifunctional nanocarriers which provide both the diagnosis and trea-
tment with the same nanoformulation. Various types of nanopharmaceuticals have
been used in clinical cancer treatment, including drug conjugates, lipid or polymer-
based nanocarriers and inorganic nanoparticles. At the present, the most successful
nanomedicine therapeutics in clinical cancer care are drug conjugates. Most clinically
available nanocarrier-based cancer therapeutics are passively targeted first-generation
nanomedicine drugs. In order to reach the target site, nanoparticles have to avoid
degradation by the mononuclear phagocyte system and renal filtration, extravasate
into tumor compartment, travel through the tumor stroma against high interstitial
fluid pressure gradients, and then interact with target cells or release the drug payload
for pharmacological effect. Therefore, for optimal delivery it is necessary to optimize
not only the physicochemical properties of the nanoparticles, but also to consider the
tumor microenvironment.
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