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1. UvOD

1.1. BILJINI LIJEKOVI

Biljni lijek je lijek koji kao djelatne tvari sadrzi isklju¢ivo jednu ili viSe biljnih tvari, odnosno
jedan ili viSe biljnih pripravaka te njihove kombinacije. Biljne tvari su cijele ili narezane biljke,
dijelovi biljaka, alge, lisajevi ili gljive (u osusenom ili svjezem obliku), te neobradene izlucine
biljaka. Biljni pripravci su pripravci dobiveni razli¢itim postupcima iz biljnih tvari
(usitnjavanje, ekstrakcija, fermentacija, destilacija, proc¢is¢avanje, koncentriranje, tijestenje) te
obuhvacdaju usitnjene ili praskaste biljne tvari, tinkture, ekstrakte, eteri¢na ulja, istisnute sokove
i preradene izlu¢ine biljaka (Zakon o lijekovima, 2018). Daljnjom preradom i ekstrakcijom iz
biljnih se droga i pripravaka dobivaju pojedini fitokonstituensi koji pokazuju farmakoloske
ucinke, odnosno djelatne tvari biljnog porijekla. To su uglavnom sekundarni (specijalizirani)

biljni metaboliti koje biljke sintetiziraju sekundarnim reakcijama iz primarnih metabolita.

Covijek veé tisuéama godina koristi biljke, biljne pripravke i biljne tvari kao lijekove. Najraniji
zapis o koriStenju biljaka u medicinske svrhe datira 2.600 godina prije Krista, u Mezopotamiji,
gdje su ljudi kasalj lijecili uljem obi¢nog ¢empresa (Cupressus sempervirens, Cupressaceae)
(Kufrin, 2018). Biljni lijekovi predstavljaju osnovu tradicionalne medicine od antickih
vremena, a suvremena farmaceutska industrija niknula je na znanstveno utemeljenoj upotrebi
biljaka i njihovih ekstrakata. Naime, razvoj znanosti i tehnologije omogucio je detekciju,
izolaciju i pro¢i§¢avanje sekundarnih metabolita iz biljnog materijala, kojima se zapravo mogu
pripisati farmakoloski ucinci biljnih lijekova. Zahvaljuju¢i tome, izolirani i procis¢eni
fitokonstituensi danas se mogu Kkoristiti direktno kao lijekovi, kao prototip za sintezu
inovativnih (polu)sintetskih lijekova ili kao farmakoloski/biokemijski alati za otkrivanje
molekularnih mehanizama odredenih bolesti. Istrazivanja izoliranih sastavnica ljekovitog bilja
veoma su intenzivna jer se pretpostavlja da je do danas svega 10 % od ukupnog broja
identificiranih biljnih metabolita testirano na farmakoloske ucinke (Dias i sur., 2012), a
preostalih 90 % predstavlja izniman biofarmaceutski potencijal koji tek preostaje istraziti i
iskoristiti.

Dakle, biljni su lijekovi od starih vremena pa sve do danas koriSteni i prepoznati od strane
medicinskih djelatnika, kao i pacijenata (Sachan i Gupta, 2015). Usprkos sve veéem broju
dostupnih modernih sintetskih lijekova, procjene govore da se ¢ak 80 % ljudi u razvijenim

zemljama i dalje oslanja na tradicionalnu medicinu, temeljenu na biljkama. U usporedbi sa
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sinteti¢kim molekulama, aktivne molekule biljnog porijekla imaju bolji sigurnosni profil, bolje
su prihvacene od strane pacijenata te su uglavnom jeftinije za proizvodnju (Verma i Singh,
2008). Medutim, ucinkovitost biljnih lijekova kod klinicke primjene moze biti ogranicena,
buduci da naj¢es¢e samo manji dio doze primijenjenog lijeka dospijeva do ciljnog mjesta, a
ve¢i dio doze distribuiran je u ostale dijelove organizma, u skladu s fizicko-kemijskim
svojstvima lijeka. Takoder, vec¢ina biljnih lijekova pokazuje slabu topljivost, smanjenu
apsorpciju, nestabilnost u jako kiselom pH mediju i brzu biotransformaciju u jetri. Izrazito su
podlozni hidrolitickoj 1 oksidacijskoj razgradnji, Sto predstavlja znacajan problem kod
skladiStenja i Cuvanja biljnih lijekova. lako veliki dio biljnih lijekova pokazuje znacajne
bioloske ucinke in vitro, u velikom broju slucajeva ih je tesko posti¢i U in vivo uvjetima.
Osnovni razlog je losa bioraspoloZzivost djelatnih komponenti biljnih lijekova, zbog ¢ega se ne
postizu zadovoljavaju¢e koncentracije lijeka na mjestu djelovanja. Odstupanje postignute
koncentracije lijeka od terapijske Sirine rezultira ili izostankom ucinka ili povecanom
toksi¢nos¢u (Bonifacio i sur., 2014). Nabrojane nedostatke biljnih lijekova moguce je izbjeci

ili umanjiti primjenom nanotehnologije, tj. uklapanjem u terapijske nanosustave.

Nanotehnologija je znanost koja se bavi prouc¢avanjem i razvojem nanocestica. Nanocestice u
uzem smislu predstavljaju Cestice veli¢ine 1-100 nm, a u Sirem smislu veli¢ine do 1 pum.
Kontrola distribucije djelatne tvari (lijeka) ostvaruje se na na¢in da je lijek uklopljen u
nanonosac, pri cemu takav sustav pokazuje bitno razlicita svojstva i ponaSanje od samog lijeka.
Medu brojnim prednostima koje se postizu uklapanjem djelatnih komponenti biljnih lijekova u
nanosustave, najvaznije Su: povecanje topljivosti i apsorpcije, ciljana doprema na mjesto
djelovanja, potenciranje farmakoloskog ucinka uklopljenog lijeka, smanjivanje toksi¢nih
nuspojava, postizanje ciljanog i/ili kontroliranog ucinka te osiguravanje prikladne
bioraspolozivosti i biokompatibilnosti. Sve navedeno vodi vecoj terapijskoj ucinkovitosti,
boljem sigurnosnom profilu i smanjenju ucestalosti doziranja (Verma i sur., 2013). lako
terapijski nanosustavi imaju veliki potencijal u premoséivanju ranije navedenih nedostataka
biljnih ljekova, potrebno je naglasiti da kompleksnost prirodnih ljekovitih tvari predstavlja
veliki izazov u razvoju terapijskih nanosustava za humanu primjenu. Nanosustavi koji se danas
uvelike istrazuju za uklapanje i primjenu biljnih lijekova su: liposomi, niosomi, polimerne
nanocestice, mikroemulzije, nanoemulzije i ¢vrste lipidne nanocestice. Medu njima se posebno
isti¢u liposomi, o ¢emu svjedoci zaista velik broj objavljenih znanstvenih radova koje se bave

istrazivanjem i razvojem liposomskih pripravaka s uklopljenim biljnim lijekovima.



1.2. LIPOSOMI: STRUKTURA | SVOJSTVA

Liposomi su biorazgradive, netoksi¢ne, koloidne vezikule gradene od jednog ili vise
fosfolipidnih dvoslojeva koji okruzuju jedan ili vise unutarnjih vodenih odjeljaka. Promjer im
se kre¢e od 0,05 do nekoliko desetaka mikrometara. U njih se mogu uklopiti kako hidrofilne
tako i lipofilne i amfipatske djelatne tvari. Hidrofilne tvari se uklapaju u vodeni odjeljak,
lipofilne u lipidni dvosloj, a amfipatske se smjestaju na granici izmedu vodenog i lipidnog

odjeljka.

Fosfolipidni dvosloj ¢ine prirodni ili sinteticki fosfolipidi. Fosfolipidi su po prirodi amfipatske
molekule, diesteri fosfatne kiseline, koji su s jedne strane esterificirani derivatom sfingozina ili
glicerola, a s druge strane kolinom, etanolaminom, serinom, inozitolom ili glicerolom. Sadrze
hidrofilnu ,,glavu* i hidrofobni ,,rep“. U kontaktu s vodom nastaju sferi¢ne vezikule u kojima
su hidrofilne ,,glave“ okrenute prema vodenom odjeljku dok hidrofobni ,,repovi* ¢ine lipidni
dio dvosloja. Fosfolipidi koji se koriste za izradu liposoma mogu biti neutralni (fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin) ili negativno nabijeni (fosfatidilglicerol, fosfatidilserin, fosfatidilinozitol
i fosfatidna kiselina). Najcesce se za pripravu liposoma Koristi lecitin koji predstavlja smjesu
razli¢itih fosfolipida s najve¢im udjelom fosfatidilkolina, u ¢ijem sastavu su lanci masnih
kiselina razli¢ite duljine i stupnja zasi¢enosti. (Polu)sintetski proizvedeni fosfolipidi

kvalitetnija su alternativa lecitinu, zbog tocno definiranog sastava (Vanic, 2012a).

Fosfolipidni dvosloj liposoma, osim fosfolipida, moze sadrzavati i kolesterol i hidrofilne
polimerne lipide. Kolesterol se ugraduje u membranu izmedu molekula fosfolipida te povecava
¢vrstocu i mikroviskoznost dvosloja te smanjuje propusnost membrane za uklopljene hidrofilne
djelatne tvari. Prisustvo kolesterola u dvosloju nacelno ne pokazuje utjecaj na temperaturu
faznog prijelaza (Tc), no ukoliko je taj udio velik, tada ¢e imati utjecaj na Tc. Poznavanje Tc je
iznimno vazno pri proizvodnji i istrazivanju liposomskih terapijskih sustava. Primjerice, §to je
Tc niza, fluidnost membrane je veca, a time je membrana propusnija za uklopljeni sadrzaj, te

je fizicka stabilnost liposoma smanjena (Vanic, 2012a).

Liposomi se mogu klasificirati s obzirom na veli¢inu (promjer), broj dvosloja, strukturna
svojstva ili naCin oslobadanja uklopljenog sadrzaja. Morfologiju vezikula u najvecoj mjeri
definira postupak priprave, a manjim dijelom fosfolipidni sastav. Prema veli€ini vezikula i broju
fosfolipidnih dvoslojeva razlikuju se: unilamelarni, oligolamelarni, multilamelarni i

multivezikularni liposomi. Prema strukturnim svojstvima i nacinu oslobadanja uklopljenog



sadrzaja liposomi se mogu podijeliti na konvencionalne, stericki stabilizirane, povrsinski

modificirane i polimorfne liposome (Slika 1).
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Slika 1. Klasifikacija liposoma prema strukturnim svojstvima i na¢inu oslobadanja uklopljenog

sadrzaja. Preuzeto i prilagodeno iz Riaz i sur. (2018), uz dozvolu izdavaca (MDPI).

Fosfolipidni dvosloj prve generacije liposoma, poznatih kao klasi¢ni ili konvencionalni
liposomi, ¢ine fosfolipidi neutralnog ili negativnog naboja, uz dodatak kolesterola za povecanje
kompaktnosti dvosloja. U in vivo ispitivanjima konvencionalni liposomi su pokazali kratko
zadrzavanje u sistemskoj cirkulaciji te akumuliranje u stanicama retikuloendotelnog sustava i
makrofagima. Stoga su klasi¢ni liposomi prikladni za lijecenje infektivnih oboljenja,
vakcinaciju i dijagnostiku oboljenja organa u kojima se nakupljaju, poput jetre i slezene. Osim
toga konvencionalni liposomi su puno istrazivani kao nosaci lijekova za lokalnu primjenu na

kozu i sluznice (Vani¢, 2012a).



Kako bi se postiglo dulje zadrzavanje liposoma u cirkulaciji razvijeni su tzv. stericki
stabilizirani, dugo-cirkuliraju¢i liposomi koji sadrze hidrofilne polimere kovalentno vezane za
fosfolipidnu membranu (Slika 1). Vezani hidrofilni polimeri (najcesce polietilenglikol, PEG)
pruzaju fizi¢ku zastitu ovojnice liposoma od kontakta s opsoninima i lipoproteinima u Kkrvi,
sprjeCavaju¢i na taj nacin njihovo prepoznavanje od strane makrofaga i stanica
retikuloendotelnog sustava. U odnosu na konvencionalne liposome kojima vrijeme
polueliminacije iznosi do nekoliko sati, stericki stabiliziranim liposomima vrijeme
polueliminacije iznosi ¢ak do 48 sati. Ako su zadovoljavajuce veli¢ine, stericki stabilizirani
liposomi ¢e se selektivno nakupljati u patoloskom podrucju karakteriziranom povecanom
propusnosti kapilara (upale, tumori). Danas na trzi$tu postoje registrirani pripravci stericki
stabiliziranih liposoma s antitumorskim lijekovima (npr. Doxil®, Caelix®) (Bangale i sur.,
2014).

Za razliku od stericki stabiliziranih liposoma ¢ija se terapijska ucinkovitost temelji na pasivnoj
ciljanoj terapiji, povrSinskom modifikacijom liposoma, moguée je posti¢i aktivno ciljano
djelovanje na to¢no odredenim mjestima u organizmu zahvaljujuci specifiénim strukturnim
svojstvima liposoma. PovrSinski modificirani liposomi su zapravo konvencionalni ili steri¢ki
stabilizirani liposomi za ¢iju su ovojnicu, direktno ili posredno preko polimera, vezani ligandi:
antitijela ili aptameri (imunoliposomi), oligo- ili polisaharidi, peptidi, (gliko)proteini, dekstrani,
folati, lektini i dr. Ligandi na povrSini liposoma omogucuju prepoznavanje od strane
odgovarajucih stanica preko specifi¢nih receptora ili antigena eksprimiranih na povrsini stanica.
Liposomi ¢ija je povrsina modificirana ligandima koriste se ponajvise u antitumorskoj terapiji,

ali su mogucénosti primjene mnogostruke, za razli¢ite indikacije (Riaz i sur., 2018).

Polimorfni liposomi koriste svojstvo lipidnog polimorfizma za kontrolirano oslobadanje
uklopljenog sadrzaja. Razli¢itim podrazajima iz okruzenja u kojem se polimorfni liposomi
nalaze nastaju promjene molekularnog oblika fosfolipida ili neke druge membranske
komponente, §to rezultira promjenom integriteta membrane, odnosno destabilizacijom

liposomske ovojnice te oslobadanjem uklopljenog lijeka. U polimorfne liposome se ubrajaju:

a) pH-osjetljivi liposomi - pri nizim vrijednostima pH okruzenja u kojem se nalaze, primjerice
u endosomu stanice, podlijezu destabilizaciji i fuziji s membranom endosoma te oslobadaju
uklopljeni sadrzaj u citoplazmu stanice prije kontakta s lizosomom;

b) temperaturno-osjetljivi liposomi - uslijed promjene tj. porasta temperature u patoloskom

okruzenju oslobadaju uklopljeni sadrzaj;



c) kationski liposomi - sastoje se od kationskog lipida koji interakcijom s nukleinskim
kiselinama stvara lipid-DNA komplekse (lipoplekse), a oni fuzijom s plazmatskom

membranom ulaze u stanicu (Vanic i sur., 2012b).

Dodatak odredenih konstituensa u sastav lipidne membrane moze bitno utjecati na elasti¢nost
membrane te posljedi¢no na fizikalno-kemijska svojstva i permeabilnost liposoma in vivo.
Klasifikaciju liposoma moguce je provesti i s obzirom na rigidnost, tj. elastiCnost lipidnog
dvosloja. U tom kontekstu razlikuju se klasi¢ni (konvencionalni) liposomi i elasti¢ni liposomi,
u koje se ubrajaju deformabilni liposomi, propilenglikol liposomi, etosomi i invasomi (Elsayed
i sur., 2007) (Slika 2).

Deformabilni liposomi u svom sastavu, osim fosfolipida, imaju rubni aktivator, koji je po
kemijskoj strukturi jednolancani surfaktant (kolat, deoksikolat, Brij®, Tween®, Span® itd.).
Interkaliranje rubnog aktivatora u lipidni dvosloj uzrokuje njegovu djelomi¢nu destabilizaciju,
¢ime liposomska ovojnica postaje elasti¢nija, tj. fluidnija. Pritom treba obratiti paZznju na
koncentraciju rubnog aktivatora. U literaturi se deformabilni liposomi jo§ mogu pronaci pod
®

nazivima: elasti¢ni liposomi, fleksibilni liposomi, ultrafleksibilni liposomi ili Transferosomi

(Elsayed i sur., 2007).

Primjena propilenglikola tijekom izrade liposoma takoder ¢e doprinijeti elasti¢nosti dvoslojeva
formiranih vezikula. Propilenglikol liposome karakterizira veca uspjesnost uklapanja djelatnih
tvari u odnosu na konvencionalne i deformabilne liposome istog fosfolipidnog sastava zbog

solubilizacijskog uc¢inka propilenglikola (Vani¢ i sur., 2014; Manconi i sur., 2009).

Etosomi su liposomi s visokim udjelom etanola u disperziji (20 - 45 %). Prisutni etanol
povecéava fluidnost (elasti¢nost) membrane i solubilizaciju djelatnih tvari, te ima utjecaja na
veli¢inu etosoma. Provedena ispitivanja potvrduju manji promjer etosoma u odnosu na
konvencionalne liposome istoga fosfolipidnog sastava (Godin i Touitou, 2000, 2003). Brojna
istrazivanja pokazuju da elasti¢cnost membrane doprinosi boljoj penetraciji liposoma i/ili
uklopljenog lijeka u dublje slojeve koZe u odnosu na klasi¢ne liposome (Hua, 2015; Vani¢,
2015).
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Slika 2. Klasifikacija liposoma s obzirom na elasti¢nost/rigidnost lipidnog dvosloja. Preuzeto i

prilagodeno iz Hua (2015), uz dozvolu izdavaca (Frontiers).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Usprkos velikom napretku farmaceutske industrije u sintezi novih lijekova, biljke i dalje imaju
nezamjenjivu ulogu u biomedicini, a bioloski aktivni spojevi biljaka mogu biti izolirani i
prociséeni na jednostavan nacin te se potom koristiti direktno, kao lijekovi i dodaci prehrani, ili
indirektno, kao modeli/ishodisne tvari za razvoj novih (polu)sintetskih lijekova. U prilog tome
ide podatak da je u razdoblju izmedu 1981. i 2006. priblizno polovica odobrenih lijekova

porijeklom iz prirodnih izvora (Ferreira i Pinto, 2010).

Primjena biljnih lijekova i pripravaka popularna je medu pacijentima zbog uvrijeZenih stavova
o ucinkovitosti, ali i manjoj Stetnosti prirodnih lijekova. Medutim, osnovni problem je
nedovoljna definiranost i standardiziranost njihovog kemijskog sastava. Nadalje, bioloski
aktivne komponente biljnih lijekova (polifenoli, terpeni, alkaloidi, saponini, itd.) uglavnom su
veoma kompleksne molekule, velike molekulske mase, ¢ija je klinicka primjena limitirana
kemijskom nestabilno$¢u, slabom topljivos¢u i apsorpcijom Kkoja rezultira niskom

bioraspolozivo$¢u. Problemati¢an aspekt njihove in vivo primjene je i potencijalna toksi¢nost.

Uklapanjem u liposome moguée je posti¢i znacajno poboljSanje farmakokinetickih i
farmakodinamickih svojstava djelatnih tvari iz biljaka: ve¢u topljivost, produljeno oslobadanje,
vecu koncentraciju djelatnih tvari na mjestu djelovanja, smanjenje citotoksi¢nosti, povecanu
stabilnost i bioraspolozivost te manju potrebnu dozu lijeka za ostvarivanje terapijskog ucinka.
Pregledom dostupne znanstvene literature ustanovljeno je da su u liposome uklapane razli¢ite
izolirane aktivne tvari iz biljnih droga, eteri¢na ulja te biljni ekstrakti. U okviru ovog
diplomskog rada obradene su iskljucivo liposomske formulacije s uklopljenim aktivnim
tvarima (fitokonstituensima) izoliranima iz biljnih droga, s ciljem njihove biomedicinske
primjene. Pritom je sistematizacija dostupnih istrazivanja provedena s obzirom na kemizam

uklopljene djelatne komponente.



3. MATERIJALI | METODE

Za proucavanje literature u okviru teme ovog diplomskog rada pretrazivane su on-line
znanstvene baze podataka (PubMed, Science Direct) te je pregledana dostupna znanstvena
literatura, udzbenici u tiskanom i elektronickom obliku i ¢lanci u struénim ¢asopisima. Pritom
su koristene kljuéne rije¢i na engleskom jeziku: liposomes, phytochemicals, encapsulation,
stability, solubility, bioavailability, cytotoxicity, targeted delivery, topical delivery, antitumor
activity, antioxidant activity, antimicrobial activity, antiinflamatory activity, wound healing,
alcaloids, terpens, polyphenols, taxanes, saponins, flavonoids, flavones, diterpenoids,
Onvyde®, Margibo®, Brakiva®, Lipocurc®.

Znanstvena literatura proucavana je analiticki i kriticki, prvenstveno zbog definiranja
Znanstvenog 1 stru¢nog problema, a potom i istrazivanja postojec¢ih znanja o temi koju obraduje
ovaj diplomski rad. Pri proucavanju relevantnih znanstvenih ¢lanaka izdvojeni su najznacajniji
rezultati istrazivanja, rasprave i zakljucci. Pri pretrazivanju znanstvene literature trazeni su
odgovori na specifi¢na pitanja vezana za temu ovog diplomskog rada, a na temelju pronadenih

informacija izvedena su vlastita razmatranja proucavane problematike.



4. RASPRAVA

Djelatne tvari biljnog porijekla (bioloski aktivni fitokonstituensi) uglavnom su sekundarni
metaboliti biljaka, a zasluzne su za farmakoloski u¢inak biljnih lijekova. One su nuzne i za
standardizaciju biljnih lijekova, pri cemu sadrzaj pojedinih aktivnih tvari ovisi o vrsti i starosti
biljke, vremenu sakupljanja i ¢imbenicima okolisa. Aktivne tvari se s obzirom na kemizam

mogu svrstati u razlicite skupine: alkaloide, polifenole, terpene, saponine, lektine i dr.

4.1. ALKALOIDI

Alkaloidi se definiraju kao biljni spojevi s dusikom, koji ve¢ u malim koli¢inama djeluju na
srediS$nji ziv€ani sustav (CNS) ljudi i Zivotinja. Pojavnost alkaloida ograni¢ena je na odredene

biljne porodice, a biljke koje ih sadrze ve¢inom se ubraju u otrovne biljne vrste (Roy, 2017).

Kapsaicin je alkaloid karakteristi¢an za biljne vrste iz roda Capsicum i porodice Solanaceae,
a U najvec¢im se koli¢inama nalazi u sjemenkama doti¢nih biljnih vrsta. Kada se primjenjuje
lokalno, kapsaicin djeluje kao iritans i rubefacijens, stvarajuci osjecaj peckanja i zarenja, $to je
posljedica aktivacije vaniloidnih receptora. Zahvaljujuéi Sirokom rasponu farmakoloskih
uc¢inaka na kardiovaskularni, di$ni i Ziv¢ani sustav, kapsaicin se intenzivno istrazuje u polju
medicine 1 farmacije. Dosad su zabiljezeni protuupalni i antioksidativni ucinci, ucinak na
smanjenje lipidne peroksidacije, u¢inak na pretilost, analgetski i antitumorski ucinci (Cirino i
sur., 2016). Medutim, klini¢ka primjena kapsaicina limitirana je zbog loSe topljivosti u vodi te
kratkog poluvremena zivota, odnosno niske bioraspolozivosti. Zhu i suradnici (2015) razvili su
stabilnu liposomsku formulaciju kapsaicina s ciljem povecanja njegove bioraspolozivosti nakon
oralne primjene. Uklapanjem kapsaicina u liposome pripravljene film metodom iz sojinog
fosfatidilkolina, kolesterola, natrijevog kolata i izopropil miristata, postignuto je brze
oslobadanje lijeka in vitro, te do 3,34 puta veca bioraspolozivost in vivo (Stakori) u odnosu na

suspenziju kapsaicina.

Osim za sistemsku primjenu, uklapanje kapsaicina u liposome pokazalo se kao dobar pristup i
za topikalnu primjenu kapsaicina. In vivo studija na Stakorima pokazala je bolji protuupalni
ucinak i superiornost deformabilnih liposoma s kapsaicinom u odnosu na komercijalno
dostupan gel (Thermagel®) u tretiranju artritisa (Sarwa i sur., 2015). Autori pretpostavljaju da

je bolja ucinkovitost liposomske formulacije u odnosu na klasi¢ni gel rezultat bolje
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permeabilnosti kroz kozu, $to su i potkrijepili permeacijskom ex vivo studijom na kozi Stakora
te primjenom konfokalne laserske mikroskopija. Prikladnost liposoma kao nosaca za kapsaicin
dodatno su potvrdili i testom kozne podnosljivosti in vivo na Stakorima, kojim je utvrdena bolja
tolerancija liposomskog u odnosu na klasi¢ni topikalni pripravak (gel). Naime, iritirajué¢i u¢inak

i osjecaj zarenja, 0snovna je nuspojava i glavni nedostatak topikalne primjene kapsaicina.

Intravezikalna primjena kapsaicina predstavlja uc¢inkovit tretman urinarne inkontinencije, ali
taj put primjene, kao i topikalna primjena na kozu, uzrokuje lokalnu nadrazenost i edem
sluznice mokraénog mjehura. Animalna studija na Stakorima pokazala je da uklapanje u
liposome ima povoljan zastitni u¢inak na mokra¢ni mjehur, ¢ime se zna¢ajno Smanjuje iritacija
u odnosu na kontrolnu, etanolnu otopinu kapsaicina (Cirino i sur., 2016). U pilot studiji iz 2015.
godine ispitivana je sigurnost i analgezijski uc¢inak liposomskog kapsaicina kod pacijenata s
postherpetickom neuralgijom. Pokazano je da je liposomski pripravak kapsaicina siguran za
primjenu, usprkos tome §to je kod pojedinih pacijenata, analgezijski ucinak liposomskog

kapsaicina bio marginalan (Teixeira i sur., 2015).

Kamptotecin je prirodni citotoksi¢ni alkaloid izoliran iz biljke Camptoteca accuminata
(Cornaceae), koja se koristila jo$ u tradicionalnoj kineskoj medicini za lije¢enje koznih bolesti
i karcinoma. Kamptotecin ima snazno antitumorsko djelovanje na mnoge vrste karcinoma
(inhibitor topoizomeraze 1), ukljucujuc¢i karcinom jajnika, mokra¢nog mjehura, pluca i
kolorektalni karcinom, no upotreba mu je ograniCena zbog slabe topljivosti i nestabilnosti
aktivnog oblika (laktona) u humanom serumu. Watanabe i suradnici (2008) su uklapanjem
kamptotecina u liposome koji su sadrzavali 3,5-bisdodeciloksibenzojevu kiselinu i PEG te
humani serumski albumin na povrsini liposoma, uspjeli povecati stabilnost I antitumorski
ucinak kamptotecina. Takav liposomski pripravak pokazao je usporeno oslobadanje
kamptotecina te produljeno zadrzavanje u krvotoku miSeva nakon i.v. primjene. Takoder, u
usporedbi s otopinom kampotecina, liposomski pripravak pokazao je gotovo 10 puta bolje
zadrzavanje u tumorskom tkivu 24 sata nakon primjene. Stovise, pri dozi 15 mg/kg zabiljezena
je znacajna inhbicija tumorskog rasta kod miSeva, bez znaCajnog gubitka tjelesne mase

eksperimentalnih Zivotinja.

Osim slabe topljivosti i kemijske nestabilnosti, jedan od nedostataka primjene kamptotecina
jest izrazena toksicnost. Izucavanje kamptotecina kroz tri je desetljeca dovelo do razvoja
polusintetskih derivata kamptotecina (topotekan, irinotekan, lurtotekan), kod kojih su zadrzana
protutumorska svojstva, a smanjena toksi¢nost. Topotekan i irinotekan su uspjesno uklapani u

liposomske sustave razlicitog sastava i povrSinskih modifikacija, koji su pokazali superiorna
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farmakokineticka i farmakodinamicka svojstva u odnosu na neliposomske analoge. Dapace,
liposomske preparacije topotekana i irinotekana nadisle su okvire laboratorijskih i pilot studija
te su zazivjele u klinici. Primjerice, liposomski irinotekan (Onvyde®) je 2015. godine odobren
od strane Ameri¢ke Agencije za hranu i lijekove (engl. US Food and Drug Administration,
FDA) za lijeCenje metastatskog adenokarcinoma gusterace (i.v.), u kombinaciji s 5-
fluorouracilom i leucovorinom, kod pacijenata koji su prethodno lijeceni gemcitabinom (Wen
i sur., 2017; FDA Onivyde® Prescribing information). | druge liposomske formulacije
irinotekana, kao i njegovog aktivnog metabolita SN-28 (7-etil-10-hidroksi-kamptotecin),
nalaze se trenutno u razli¢itim fazama klinickih istrazivanja za brojne indikacije (kolorektalni
karcinom, mikrocelularni karcinom pluca, karcinom Zeluca, karcinom dojke, gliom) (Bulbake
i sur., 2017; Wen i sur., 2017). Liposomska formulacija topotekana (Brakiva®) namijenjena
lijeCenju tumora pluca i dojke, trenutno je u fazi II klini¢kih ispitivanja (BCIQ), bas kao i
liposomska formulacija lurtotekana (OSI-211) koja se ispituje za lijeCenje tumora jajnika, vrata
i glave (Bulbake i sur., 2017).

Matrin je alkaloid izoliran iz biljke (Sophora flavescens, Fabaceae) koja se tradicionalno
koristi u kineskoj medicini u svrhu smanjivanja aktivnosti jetrenih enzima, kod prevencije
hepaticke fibroze te kod lijeCenja ikterusa. Za matrin je poznato da posjeduje antibakterijsko,
antialergijsko, antivirusno, antiaritmijsko te protuupalno djelovanje (Zhaowu i sur., 2009), a
mnoge studije pokazuju da posjeduje 1 antitumorske ucinke: inhibira proliferaciju tumorskih
stanica, inducira stani¢nu proliferaciju i apoptozu te inhibira invazivnost i metastaziranje
malignih tumorskih stanica (Liu i sur., 2010). Budu¢i da je matrin relativno mala molekula
(Mr=248,37), karakterizira ga slobodan prijelaz kroz stijenku krvnih zilu i brzo raspodjeljivanje
u zdrava tkiva, kao i tendencija nakupljanja u jetri, slezeni i bubrezima, zbog ¢ega samo manja
koli¢ina matrina uspije sti¢i do ciljanog tumorskog tkiva. U cilju postizanja ciljanog djelovanja
matrina na tumore predlozeno je njegovo uklapanje u dugo-cirkulirajuce liposome oblozene
PEG-om za koji je kemijski vezan ciklicki RGD-peptid (arginin-glicin-aparaginska kiselina),
ligand kojeg prepoznaje nekoliko integrinskih receptora. Preliminarna ispitivanja na razli¢itim
tumorskim stani¢nim linijama (A375 melanomske stanice, Bcap-37 stanice tumora dojke i HT-
29 stanice tumora kolona) potvrdila je ciljanu dopremu matrina u tumorske stanice te znacajno
bolje antitumorsko djelovanje u odnosu na kontrolu (matrin otopljen u hranidbenom mediju)
(Liu 1 sur., 2010). Antitumorski u¢inak matrina potvrden je i na gliomskoj tumorskoj stani¢noj
liniji BT 325 u studiji Hana i suradnika (2014), koji su koristili PEG-ilirane liposome kao

nanonosace matrina.
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Uzevsi u obir nedostatke/nuspojave vezane uz intramuskularni i intravenski put primjene
(kratko vrijeme polueliminacije, brza razgradnja, nestabilnost, bol i upala prilikom aplikacije),
Zhaowu i suradnici (2009) su istrazivali mogucnost topikalne primjene matrina na kozu
(transdermalna primjena). Kao nanosaci odabrani su etosomi, budu¢i da dokazano pospjeSuju
uklapanje i dostavu tesko topljivih lijekova u/kroz kozu. Prilikom priprave etosoma, koriStene
su razli¢ite koncentracije etanola i fosfolipida te je ustanovljeno da vece koncentracije etanola
i fosfolipida doprinose boljem i u¢inkovitijem uklapanju matrina. Perkutana permeacija kroz
kozu Stakora (ex Vvivo) znacajno je pospjeSena primjenom etosomskog matrina u odnosu na
vodenu i vodeno-etanolnu otopinu matrina. Na in vivo modelu induciranog eritema na
Stakorima, utvrdeno je da uklapanje matrina u etosome pospjeSuje njegovu protuupalnu
aktivnost. Zanimljivo, podnosljivost etosoma in vivo bila je samo neznatno manja od

podnosljivosti fizioloSke otopine, ali i znacajno veca od vodeno-etanolne otopine matrina.

Etosomi su se pokazali obecavaju¢im nanonosa¢ima i1 kod (trans)dermalne primjene
tetrandrina (Fan i sur., 2013), bisbenzil-izokinolinskog alkaloida koji se ekstrahira iz korijena
vrste Stephania tetrandra (Menispermaceae). Tetrandrin je molekula koja pokazuje brojne
bioloske ucinke: neselektivna inhibicija kalcijevih kanala, indukcija apoptoze kod razli¢itih
tipova stanica, hvatanje slobodnih radikala, poticanje glikogeneze i smanjenje koncentracije
glukoze u krvi. Stoga farmakoloski wucinci tetrandrina ukljucuju imunosupresivno,
antiproliferativno, antitumorsko i protuupalno djelovanje. Na trzistu je tetrandrin dostupan u
obliku tableta i injekcija, no sistemski nacin primjene je problemati¢an zbog niske
bioraspolozivosti i nuspojava u vidu intestinalnih i bubreznih o$tecenja, te potencijalne
hepatotoksi¢nosti. Fan i suradnici (2013) su stoga ispitivali mogucnosti lokalne primjene
tetrandrina u terapiji artritisa. Kako bi se postigla efektivna terapijska koncentracija tetrandrina
na mjestu djelovanja, lijek je uklopljen u etosome. Ex vivo ispitivanjem permeabilnosti na
modelu koze Stakora, koriStenjem Franz difuzijske celije, pokazano je da je permeacija
etosomskog tetrandrina tijekom 24 sata znacajno veca od klasi¢nih liposoma s tetrandrinom i
otopine tetrandrina u smjesi vode, etanola i propilenglikola. Takoder, primjenom etosoma
postignuto je 1 znacajno bolje odlaganje tetrandrina u kozu (6,95 £ 0,22 %) u odnosu na klasicne
liposome (4,10 + 0,79 %) i otopinu lijeka (2,60 + 0,44 %), a superiornost etosoma s obzirom na
dubinu i opseg penetracije dodatno je potvrdena konfokalnom laserskom pretraznom
mikroskopijom. Nadalje, antiartriti¢ki u¢inak testiran je in vivo na modelu induciranog edema
Sape Stakora. Etosomi su pokazali smanjenje volumena edema za 66 %, $to je bilo znacajno

bolje od negativne kontrole (fizioloska otopina). Za klasi¢ne liposome i otopinu tetrandrina
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utvrdeno je smanjenje volumena edema za 48 %, odnosno 45 %, pri ¢emu nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu. Istovjetan odnos medu ispitivanim
formulacijama uocen je i za utjecaj na stupanj otecenosti edema, a opisani rezultati potvrduju
znacajan antiartriticki u¢inak etosomskog tetrandrina. Posebno je zanimljivo istaknuti da je u
ovoj studiji etosomski tetrandrin pokazao bolji protuupalni terapijski potencijal od

komercijalno dostupnog pripravka deksametazona (mast).

Brucin je jedan od 16 razli¢itih alkaloida izoliranih iz sjemenki vrste Strychnos nux-vomica
(Loganiaceae). Ova se biljka tradicionalno koristi u mnogim azijskim zemljama za olaksavanje
boli uzrokovane artritisom ili razliitim traumama. Usprkos iznimnim protuupalnim i
analgetskim svojstvima, klini¢ku primjenu brucina ogranic¢ava visoka stopa ozbiljnih nuspojava
koje ukljucuju jake konvulzije, porast krvnog tlaka ili cak smrtonosno trovanje. Stoga je za
farmaceutsku primjenu brucina potrebno razviti prikladan ljekoviti oblik, s ciljem uklanjanja ili
minimaliziranja opasnih nuspojava, uz istovremeno zadrzavanje farmakoloskih uc¢inaka. Kao
sigurna i u¢inkovita formulacija za transdermalnu primjenu brucina predlozeni su deformabilni
liposomi sastavljeni od lecitina, kolesterola, natrijevog deoksikolata i Tween®-a 80. Provedena
in vitro ispitivanja su pokazala da se uklapanjem u deformabilne liposome postize sporije
oslobadanje brucina, kao i zna¢ajno bolja permeacija kroz kozu te manje nakupljanje u kozi
miseva (ex vivo) u odnosu na otopinu lijeka. Farmakodinamicka istrazivanja liposomskog
brucina na misevima pokazala su ne samo jaci, ve¢ i dulji protuupalni i analgetski uéinak
liposomskog pripravka u odnosu na otopinu brucina, pri ¢emu je uéinak bio ovisan o
primijenjenoj dozi. Osim toga, na albino kuni¢ima testirana je akutna toksi¢nost i provedeni su
testovi iritacije liposomske formulacije, pri ¢emu je ustanovljeno da uklapanje brucina u
deformabilne liposome rezultira smanjenjem njegove toksi¢nosti (LDso > 100 mg/kg) te
izostankom iritirajuceg ucinka na kozu (ukljucujucéi intaktnu kozu i kozu narusenog integriteta
roznatog sloja) (Qin i sur., 2007). Daljnja ispitivanja iste grupe autora provedena s polu¢vrstim
pripravkom brucina (liposomi uklopljeni u karbopolski gel) pokazala su da se liposomskim
pripravkom postize produljeno 1 kontrolirano oslobadanje brucina (42 % brucina nakon 8 h) i
dobra permeabilnost brucina kroz kozu mieva ex vivo (fluks 39 pg/cm?nakon 12 h) u odnosu
na kontrolni gel (otopina brucina u gelu) (Wang i sur., 2009). Kao i u prethodnoj studiji (Qin i
sur., 2007), za procjenu terapijske ucinkovitosti liposomskog gela brucina koristeni su misevi,
odnosno nociceptivni test (engl. acetic acid-induced writhing test) i model induciranog edema
uske (engl. xylene-induced mouse ear edema). Dobiveni rezultati potvrduju protuupalni i

analgetski ucinak ispitivanih gelova, pri ¢emu je liposomski pripravak pokazao bolje u¢inke od

14



kontrolnog pripravka u ispitivanom rasponu doza (7,5-30 mg/kg). Osim toga, primjenom
liposomskog gela nisu zabiljezeni znakovi akutne dermalne toksic¢nosti ili dermalne iritacije

(neovisno o integritetu koze) (Wang i sur., 2009),

Osim analgetskih i protuupalnih u¢inaka, alkaloidi sjemenki Strychnos nux-vomica pokazuju i
izvrsne citotoksi¢ne ucinke, a najjace inhibitorne uc¢inke na proliferaciju humanih HepG2 i
SMMC 7721 tumorskih stanica pokazao je upravo brucin. Medutim, zbog dobre topljivosti u
mastima brucin pokazuje tendenciju nakupljanja u mozgu i znacajnu toksicnost za sredisnji
zivéani sustav (Li i Wang, 2017), zbog ¢ega je terapijska Sirina brucina veoma suzena. U svrhu
poboljsanja njegovog terapijskog indeksa, Li i suradnici (2013) su proveli istrazivanja s
brucinom uklopljenim u dugo-cirkuliraju¢e liposome, a ispitivane liposomske formulacije
pokazale su bolju dopremu brucina u tumorsko tkivo od jednake doze kontrolnog pripravka
brucina. Komparacijom 3 razli¢ite fosfolipidne kompozicije liposoma, utvrdeno je da su s
obzirom na fizikalno-kemijska svojstva, stabilnost, oslobadanje lijeka in vitro i tkivnu
distribuciju in vivo (miSevi), liposomi sastavljeni od sojinog fosfatidilkolina (SPC),
hidrogeniranog  sojinog  fosfatidilkolina ~ (HSPC),  kolesterola i  PEG-iliranog
distearoilfosfoetanolamina (DSPE) optimalna formulacija za uklapanje brucina i njegovu

kontroliranu dopremu u tumorsko tkivo nakon i.v. primjene.

Li i Wang (2017) su razvili stabilnu liposomsku nanoformulaciju brucina dodatkom tzv. NGR-
peptida kao povrSinskog liganda. In vitro ispitivanjima je dokazano da dodatak NGR-peptida
ne utjece na veli¢inu 1 zeta potencijal liposoma kao niti na brzinu oslobadanja brucina iz
liposoma. lako bez razlika u farmakokinetickim parametrima, NGR-liposomi su pokazali
povecanje bioraspolozivosti brucina u odnosu na klasicne liposome (bez povrSinske
modifikacije NGR-om). Stovise, in vivo studijom na mi$evima dokazana je smanjena toksi¢nost
NGR-liposoma i znatno veca ucinkovitost u lijeCenju tumora (HepG2 model). Povecana
antitumorska aktivnost povezuje se s prepoznavanjem NGR-peptida na povrsini liposoma

posredstvom NGR-receptora prisutnog na povrsini tumorskih stanica.

Vinka alkaloidi su skupina alkaloida izolirana iz zimzelene biljke Catharanthus roseus (Vinca
rosea) i drugih biljaka iz roda Catharantus (Apocinaceae). Pokazuju izvanredne citotoksi¢ne
ucinke, zbog Cega se koriste u kemoterapiji tumorskih bolesti (limfomi, leukemije, tumori
dojke, tumori pluca, neuroblastomi i dr.) te kao imunosupresivi. Djeluju na nacin da se vezu za
tubulin, inhibiraju¢i formiranje diobenog vretena i mitozu stanica u metafazi te blokirajuéi i
druge funkcije stanica ovisne o mikrotubulima (fagocitoza leukocita, kemotaksija, provodenje

ziv€anih impulsa 1 dr.). Najznacajniji ¢lanovi obitelji vinka alkaloida su vinkristin, vinblastin,
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vindezin, vinorelbin i vinflunin. Moguée nuspojave primjene tih lijekova ukljucuju leukopeniju,

perifernu neuropatiju, alopeciju, nekrozu mekih tkiva, pojavu ¢ireva i dr. (Moudi i sur., 2013).

Pregledni rad Boman i suradnika (1994) donosi sazet i informativan popis ranih istraZivanja
vinkristina uklopljenog u liposome. Uspjesnost uklapanja vinkristina bila je ve¢a od 90 %, a
(fosfo)lipidni sastav liposoma su ¢inili fosfatidilkolin iz jajeta (EPC) ili distearoilfosfatidilkolin
(DSPC), uz dodatak kolesterola (55/45, n/n). In vitro oslobadanje vinkristina iz EPC/kolesterol
liposoma tijekom 24-satne inkubacije u puferu, serumu ili krvi miseva, bilo je znacajno brze od
DSPC/kolesterol liposoma (Mayer i sur., 1990). Nadalje, toksi¢nost vinkristina je zna¢ajno
smanjena uklapanjem u liposomske formulacije. DSPC/kolesterol liposomi su pokazali 1,7-2,1
puta manje vrijednosti LDso nakon i.v. primjene u odnosu na injekcijsku otopinu
vinkristinsulfata (Oncovin®), a utvrden je i manji pad tjelesne mase Zivotinja tretiranih
liposomskim pripravkom, kao i smanjena dermalna toksi¢nost (misevi) (Mayer i sur., 1993).
Supstitucija DSPC-a sfingomijelinom (SM) i dodatak 10 mol% gangliozida (Gmz1) u liposome
s vinkristinom, rezultirali su znacajno boljim farmakokinetickim profilom (50-100 veca
koncentracija i produljeno vrijeme zadrzavanja u krvi) te boljim nakupljanjem vinkristina u
tumorskom tkivu (do 60 puta vece koncentracije vinkristina unutar tumora) (Boman i sur.,
1994; Webb i sur., 1995). Daljni razvoj liposomskih formulacija vinkristina pokazao je kako
povrsinska modifikacija PEG-om rezultira dodatno produljenim zadrzavanjem liposoma u
cirkulaciji, ali i povecanim otpustanjem lijeka iz liposoma. Za sve ispitivane liposomske
formulacije vinkristina potvrdeni su bolji citotoksi¢ni ucinci in vitro i antitumorski u¢inci in
ViVO na zivotinjama (Boman i sur., 1994; Mayer i sur., 1990, 1993, 1995; Webb i sur., 1995),
Sto je pokrenulo niz daljnjih istrazivanja, koja su u konacnosti dovela do razvoja injekcija
liposomskog vinkristin-sulfata, prve i jedine liposomske formulacije vinkristina koja je pod
zastiéenim imenom Marqibo® 2012. godine odobrena za primjenu u lije¢enju akutne

limfoblasti¢ne leukemije kod ljudi (Silverman i Deitcher, 2013; www.margibo.com/).

Margibo® sadrzi vinkristin uklopljen u liposome sastavljene od sfingomijelina i kolesterola u
molarnom omjeru 60:40 (tzv. Optisomi®), a u klini¢kim je studijama pokazao poveéanu dostavu
lijeka u tumorsko tkivo, pozeljan farmakokineticki profil, smanjenu incidenciju i ozbiljnost
neuroloskih nuspojava te moguénost primjene i U pedijatriji (Helwick, 2013; Pathak i sur.,
2014).

Osim vinkristina, uklapanjem u liposome pobolj$ana su farmakokineti¢ka i farmakodinamicka
svojstva vinblastina, polusintetickog vinka alkaloida. Alocrest®, i.v. liposomski pripravak

vinblastina (Optisomi®) indiciran je za lije¢enje tumora dojke i pluéa, a trenutno se nalazi u fazi
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I klini¢kih ispitivanja. Sfingosomska formulacija vinorelbin tartarata (INX-0125), namijenjena
terapiji solidnih tumora, takoder se trenutno nalazi u fazi I klinic¢kih ispitivanja (Bulbake i sur.,
2017).

Za razliku od spomenutih sfingosomskih formulacija vinkristina i vinblastina (Margibo®,
Alocrest®, ¢ija se primjena temelji na pasivnoj ciljanoj dopremi lijeka u tumorsko tkivo, Noble
i suradnici (2009) su uklopili vinkristin u imunoliposome za aktivnu ciljanu terapiju karcinoma
dojke. Pokazali su da se povrsinskom modifikacijom DSPC/kolesterol/PEG-DSPE liposoma s
fragmentima HER2-antitijela moze posti¢i 63 puta ja¢i citotoksi¢ni u¢inak vinkristina na
stanice raka dojke BT474 te ¢ak 233 puta jaci citotoksi¢ni u¢inak na SKBR3 stanice in vitro
(Noble i sur., 2009).

4.2. POLIFENOLI

Polifenoli su vrlo raznolika skupina bioloskih spojeva, a zajednicko im je da nastaju
biosintezom iz zajedni¢kog intermedijera, fenilalanina, odnosno bliskog prekursora Sikiminske
kiseline . Osnovu kemijske strukture polifenola ¢ini aromatski prsten s jednom ili vise
hidroksilnih skupina. Polifenoli se, s obzirom na broj fenolnih prstenova koje sadrze i s obzirom
na strukturne elemente koji te prstenove povezuju, mogu podijeliti u nekoliko glavnih skupina:
flavonoidi, stilbeni, fenolne kiseline i lignani, koji se zatim dijele u manje podskupine (Slika
3). U prirodi su prisutni uglavnhom u konjugiranom obliku, tj. u obliku glikozida, s jednom ili
vise Secernih jedinica koje su vezane na hidroksilne skupine, a mogu se konjugirati i s drugim
tvarima, kao Sto su razlicite karboksilne i organske kiseline, amini, lipidi ili drugi fenolni

spojevi (Pandey i sur., 2009).
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Slika 3. Strukturna klasifikacija polifenola

Pregledom znanstvene literature objavljene tijekom proteklih 20-ak godina moguce je uociti
trend rasta istrazivanja primjene polifenola u podru¢ju biomedicine, nutricionizma i
prehrambene tehnologije. Razlog tome su ubikvitarnost u biljnom svijetu, velika zastupljenost
u hrani biljnog porijekla, iznimna antioksidativna svojstva te moguca uloga u prevenciji
razli¢itih bolesti 1 poremecaja kojima je uzrok oksidativni stres, poput karcinoma,
kardiovaskularnih bolesti i neurodegenerativnih bolesti. Osim toga, poznato je da polifenoli
mogu modulirati aktivnost velikog broja enzimskih sustava i stani¢nih receptora (Manach i sur.,
2004). Medutim, zbog kemijske raznolikosti polifenola, opseg apsorpcije i bioraspolozivost im
znacajno varira, a u velikoj mjeri podlijeZu i metaboliziranju u jetri i u crijevima od strane
intestinalne mikroflore. Jedan od nacina kojima se nastoje optimizirati svojstva polifenola i

omoguciti njihova klini¢ka primjena je uklapanje u liposome.
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4.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su §iroko rasprostranjeni u prirodi, mjesovitog su biogenog podrijetla, a nastaju
kombinacijom puta Sikiminske kiseline i acilpolimalonatnog puta. Dosad je identificirano vise
od 6.400 flavonoida, a prema topljivosti se dijele na lipofilne i hidrofilne flavonoide. U prirodi
su najrasprostranjeniji flavoni i flavonoli, a zajedno s flavanonima, antocijanidinima i
izoflavonoidima cine vise od 80 % poznatih flavonoidnih spojeva. Flavoni i flavonoli se
konkretno razlikuju u prisutnosti hidroksilne skupine u flavonolima. Sto se ti¢e izoflavonoida,
oni su ograni¢eni na porodicu Fabaceae, a otkriveno je viSe stotina izoflavonoida s razli¢itom
primjenom (antifungalna primjena, insekticidi, fitoestrogeni i dr.) (Vladimir-Knezevi¢ i
Blazekovi¢, 2015). Zbog visokog stupnja kemijske nezasi¢enosti flavonoidi su relativno
nestabilni, posebice u bioloskom okruzenju. Takoder, pokazuju nisku topljivost i losu
bioraspolozivost, te im je stoga primjena u nutraceutske i farmaceutske svrhe limitirana (Huang

i sur., 2017).
4.2.1.1. Flavoni

Baikalein je flavon prisutan u korijenu biljke Scutellaria baicalensis (Lamiaceae), a po
kemijskoj strukturi je 7-D-glukuronska kiselina. Znacajan je zbog svog antivirusnog,
antibakterijskog, antitumorskog, antioksidativnog i protuupalnog djelovanja, no kao i vecina
sekundarnih biljnih metabolita, pokazuje slabu topljivost i slabu oralnu bioraspolozivost koja
iznosi svega 2,2 %. Uklapanjem u razli¢ite vrste liposoma zabiljezeno je znacajno poboljSanje
bioraspolozivosti baikaleina. Primjerice, u odnosu na suspenziju baikaleina, liposomi
pripravljeni iz Tween-a 80®, Phospholipon-a 90H® i limunske kiseline (maseni omjer 50/96/50)
pokazali su €ak trostruko bolju oralnu bioraspolozivost 1 2,94 puta vecu vr$nu koncentraciju
baikaleina u plazmi Stakora in vivo. Uz navedeno, postignuta je 1,25-5,59 puta veca

koncentracija flavona u jetri, slezeni i plu¢ima eksperimentalnih zivotinja (Wei i sur., 2014).

Na tragu prethodnih studija koje su dokazale znacajan inhibitorni u¢inak baikaleina na stanice
tumora mjehura i grlica maternice (HeLa i U14 stani¢ne linije), Li i suradnici (2016) su
pripravili liposome s baikaleinom s kojima je povecana inhibicija rasta tumorskih stanica in
vitro (HeLa tumorska stani¢na linija) i in vivo na miSevima (cervikalni tumor), te postignuto

sporije oslobadanje baikaleina in vitro.
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Zanimljivo je spomenuti da je primjenom liposomski uklopljenog baikaleina inhibirano
nakupljanje lipida i formiranje ekstracelularnog matriksa na Hs68 humanim dermalnim
fibroblastima, te je povecana supresija enzima lipogeneze i poveéan proupalni odgovor. Takvi
rezultati idu u prilog moguc¢oj primjeni preparacije liposoma s baikaleinom za poticanje

cijeljenja rana i obnavljanje integriteta koze (Fang i sur., 2018).

Vogonin je, kao i baikalein, flavon izoliran iz korijena biljke Scutellaria baiclensis, koji takoder
pokazuje Sirok spektar djelovanja: protuupalno, antioksidativno, antikonvulzijsko,
antitumorsko, neuroprotektivno i antivirusno djelovanje (posebice kod hepatitisa B).
Antitumorsko djelovanje zasniva se na inhibiciji proliferacije i migracije stanica, inhibiciji
angiogeneze te indukciji apoptoze i diferencijacije stanica. Medutim, slaba topljivost vogonina
u vodi ogranicava njegovu potencijalnu medicinsku primjenu. Kako bi se povecala
bioraspolozivost, Tian i suradnici (2014) su uklopili vogonin u SPC/kolesterol liposome uz
dodatak gliciretini¢ne kiseline (GA) kao povrSinskog liganda. GA je izabrana radi postizanja
selektivnosti liposoma, buducéi da je dokazano postojanje specifi¢nih veznih mjesta za GA na
membrani hepatocita te povecan afinitet nanocCestica modificiranih s GA za humane jetrene
stanice. Kako bi dokazali da GA omogucuje ciljanu dopremu vogonina, usporedivali su u¢inke
postignute otopinom vogonina, konvencionalnim SPC/kolesterol liposomima s vogoninom i
GA-modificiranim liposomima s vogoninom. In vitro testovi citotoksi¢nosti na trima razli¢itim
stani¢nim linijama (hepatociti L-02, hepati¢ke neparenhimalne stanice LX-2, HepG2 tumorske
stanice) potvrdili su da uklapanje u liposome doprinosi boljem unosu vogonina u stanice i
potenciranju citotoksi¢nog u¢inka u odnosu na kontrolni pripravak vogonina. GA-liposomima
je postignut 1,6 puta veéi unos u HepG2 stanice u odnosu na liposome bez GA, te 2,5 puta veci
unos u HepG2 stanice nego u L-02 stanice. To znaci da se vezanjem GA za povrsinu liposoma
omogucuje razlikovanje tumorskih od zdravih stanica, odnosno selektivni unos lijeka u
tumorsko tkivo, sto je potvrdeno i in vivo. Nakon sistemske primjene GA-liposoma s
vogoninom (injekcija) potvrdeno je brzo nakupljanje vogonina u tumoru i jetri miseva. Najveca
koncentracija vogonina utvrdena je u tumorskom tkivu, te je bila ve¢a od one postignute
primjenom liposoma bez povrsinske modifikacije. Terapijska superiornost GA-modificiranih
liposoma u odnosu na konvencionalne liposome s vogoninom, potvrdena je i in Vivo,

ispitivanjem inhibitornog u¢inka na rast solidnih tumora.

Luteolin, tj. 3',4',5,7-tetrahidroksiflavon je Siroko rasprostranjen u prirodi. Nalazi se u brojnim
vrstama voca, povrca i ljekovitog bilja. Posjeduje brojne bioloske ucinke, a najvazniji Su

kemoprotektivno, protuupalno, antialergijsko i antitumorsko djelovanje. Antitumorski u¢inci
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luteolina su ispitivani na razli¢ite tipove tumora: tumore pluca, glave, vrata, prostate, dojke,
kolona, jetre, cervikalne tumore i melanome (Wu i sur., 2018). Slaba bioraspoloZzivost nakon
oralne primjene, uz nisku topljivost u vodi osnovni su motiv za istrazivanje i razvoj novih
formulacija i nacina primjene luteolina. Wu i suradnici (2018) su proveli istrazivanja s
liposomskim pripravkom luteolina za mogucu terapiju kolorektalnog kacinoma. Uklapanjem u
liposome postignuto je produljeno oslobadanje luteolina in vitro pri ¢emu je nakon 120 h
oslobodeno 80 % luteolina. Takoder, koncentracija luteolina u plazmi miSeva izmjerena 2 h
nakon intravenske injekcije (50 mg/kg) bila je 10 puta veca za liposomski luteolin nego za
kontrolu (otopina luteolina u dimetilsulfoksidu, DMSO), sto znac¢i da se uklapanjem u liposome
smanjuje klirens luteolina. Usporedba antitumorskog ucinka liposomskog i kontrolnog
pripravka luteolina provedena je in vitro i in vivo na tumorskim stanicama (nediferencirani
adenokarcinom debelog crijeva). Utvrdeno je da liposomski pripravak luteolina inhibira rast
tumorskih stanica efikasnije od kontrolnog pripravka. Usprkos evidentnoj superiornosti
liposomskog luteolina s obzirom na promatrane farmakokineticke i farmakodinamicke
parametre, u studiji nije zabiljeZena potpuna inhibicija rasta tumora in vivo, zbog ¢ega autori
navode potrebu daljnje optimizacije preparacije liposoma po pitanju (fosfo)lipidnog sastava,

veli¢ine i povrsinskih svojstava.

Setyawati i suradnici (2017) su uklopili luteolin u deformabilne liposome pripravljene iz
Phospholipon-a 90H® i Tween-a 80®. Medutim, u tom je istrazivanju naglasak bio na

tehnoloskim aspektima razvoja formulacije, bez ispitivanja farmakoloskih u¢inaka in vivo.

4.2.1.2. Flavonoli

Flavonol koji se smatra jednim od najboljih antioksidansa medu flavonoidima jest kvercetin.
Kvercetin je ubikvitaran u biljnom svijetu, a u ve¢im se koli¢inama mozZe naéi u brojnim
vrstama voca i povréa. Istrazivanja pokazuju da se antioksidativni uinci kvercetina ostvaruju
na nekoliko nacina: direktnim ,,hvatanjem* slobodnih radikala, modulacijom genske ekspresije,
interakcijom s razli¢itim enzimskim sustavima, inhibicijom lipidne peroksidacije ili keliranjem
iona prijelaznih metala (Baghel i sur., 2012). Nadalje, na molekularnoj razini kvercetin izravno
inhibira razlicite proupalne medijatore i signalne molekule kao Sto su ciklooksigenaza-2 (COX-
2), inducibilna sintaza dusikovog oksida (iNOS) i transkripcijski nuklearni faktor-B (NF-«xB).
Priprem i Sutthiparinyanont (2013) su proveli istrazivanja u kojima je ispitivan utjecaj 6

razli¢itih liposomskih formulacija kvercetina na inhibiciju proupalnih medijatora (COX-2, NF-
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«kB) u humanim epitelnim MCF-10A stanicama. Testirane liposomske formulacije pripravljene
su film metodom iz smjese EPC-a, kolesterola i Span®-a 60 u molarnom omjeru 1:1:1,
kvercetina (0,3 mM) bez ili uz dodatak PEG-a (25 %, m/m), natrijevog alginata (0,05 %, m/m
i piperina (0,035 mM). Piperin je alkaloid karakteristi¢an za crni papar, za koji je dokazano da
povecava permeabilnost i bioraspolozivost razli¢itih djelatnih tvari kada se primjenjuju oralnim
putem. Smatra se da piperin povecava fluidnost i dinamiku membrana, stupajuci u interakcije s
fosfolipidima, te bi mogao utjecati na bioraspolozivost uklopljenog kvercetina. Western blot
analizom utvrdili su da je ekspresija COX-2 potpuno inhibirana upotrebom PEG-iliranih
liposoma s kvercetinom. Istovremeno, upotrebom piperin-kvercetin liposoma zabiljezeno je
smanjenje ekspresije COX-2 za oko 40 %, dok za ostale liposomske preparacije i neliposomski
kvercetin nije zabiljezena znacajnija COX-2 inhibicija. Za PEG-ilirane liposome s kvercetinom
(7,5 uM) dokazano je inhibitorno djelovanje na transkripcijsku aktivnost NF-xB, tj.
citoprotektivna i protuupalna aktivnost, za razliku od slobodnog kvercetina u jednakoj dozi
(DMSO otopina). Rezultati provedenih istrazivanja ukazuju na vaznost lipidnog sastava i
povrsinske modifikacije liposoma na citoprotektivni u¢inak kvercetina. Naime, za razliku od
alginata, dodatak piperina ili povrSinska modifikacija liposoma PEG-om, rezultirali su
poboljsanim citoprotektivnim uéincima formulacije in vitro, pri ¢emu se PEG-ilirana

liposomska formulacija pokazala optimalnom.

Za kvercetin je dosada potvrdeno protuupalno, antialergijsko, imunomodulatorno,
antimikrobno, kardioprotektivno i antitumorsko djelovanje (Fan i sur., 2003), a veoma su
zanimljivi pozitivni u¢inci kvercetina na CNS: neuroprotektivno i antianksiozno djelovanje te
potenciranje kognitivnih funkcija mozga. No, za potencijalnu primjenu kvercetina u
moduliranju neuroloskih funkcija, potrebno je premostiti problem niske distribucije kvercetina
u mozak nakon oralne primjene, brzog metabolizma i slabe penetracije kroz krvno-mozdanu
barijeru. Kombinacijom nazalnog puta primjene i liposoma moguce je posti¢i uéinkovitu
dopremu u mozak, budu¢i da liposomi §tite kvercetin od razgradnje 1 brze eliminacije te poticu
penetraciju lijeka kroz krvno-mozdanu barijeru i njegovu distribuciju u mozdano tkivo.
Ucinkovitost oralno primjenjene suspenzije kvercetina u vodi (300 mg/kg dnevno)
usporedivana je s oralnom i nazalnom primjenom liposomskog kvercetina (20 pg dnevno) in
vivo. Rezultati bihevioralnih testova na glodavcima potvrdili su anksioliticki u¢inak i porast
kognitivnih funkcija za slobodni i liposomski kvercetin. Intranazalnom primjenom postignut je
brzi uéinak pri nizoj dozi u odnosu na oralno primijenjen kvercetin. Pritom su za isti put

primjene PEG-ilirani liposomi s kvercetinom pokazali znacajno bolji anksioliti¢ki i kognitivni

22



ucinak pri nizoj primjenjenoj dozi od konvencionalnog kvercetina (Priprem i sur., 2008). Tong-
Un i suradnici (2010) su pokazali da intranazalna primjena PEG-iliranog liposomskog
kvercetina povecava gustocu i prezivljavanje kolinergi¢kih neurona u hipokampusu, ¢ime je
potvrden neuroprotektivni potencijal kvercetina i mogucénost primjene u prevenciji

neurodegenerativnih bolesti.

Kao jedan od klju¢nih probavnih organa koji iz organizma neprestano eliminira toksine, jetra
je podlozna oste¢enjima uzorkovanim oksidativnim stresom. Buduéi da kvercetin djeluje kao
odlican antioksidans, izrodila se ideja o moguc¢im hepatoprotektivnim u¢incima ovog flavona.
Ex vivo testovi inhibicije lipidne peroksidacije na homogenatu jetre Stakora pokazali su da je
antioksidativni u¢inak 50 puta jac¢i u slu¢aju liposomskog kvercetina (ICso = 136,94 + 52 ug/ml)
u usporedbi sa suspenzijom kvercetina (ICso = 3.198,86 + 43 pg/ml). In vivo evaluacija
hepatoprotektivnog djelovanja potvrdila je uéinkovitost oralno primijenjenog kvercetina, bilo
u suspenziji ili u liposomskoj formulaciji. Pritom su razine biokemijskih markera
hepatotoksi¢nosti kod pokusnih zivotinja bile znacajno nize za skupinu tretiranu liposomskim

kvercetinom u odnosu na skupinu tretiranu kvercetinom u suspenziji (Shaji i lyer, 2012).

4.2.2. Fenolne kiseline

RuZmarinska kiselina (RA) je ester kavene kiseline i 3,4-dihidroksifenil mlije¢ne kiseline.
Nalazi se u mnogim biljkama, posebice iz porodice Lamiaceae, a prvi je put izolirana iz
ruzmarina (Rosmarinus officinalis). Brojna istrazivanja potvrduju Sirok raspon bioloskih
ucinaka RA: antioksidativno, antimutageno, antibakterijsko, antivirusno, antifungalno,
neuroprotektivno i hepatoprotektivno djelovanje. lako je iznimno snazan antioksidans, RA je
slabo topljiva u vodi te kemijski vrlo nestabilna. S ciljem poboljsanja topljivosti i fizikalno-
kemijske stabilnosti, RA je uklopljena u dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC)/kolesterol liposome
i nanosfere pripravljene iz kopolimera mlije¢ne i glikolne kiseline (PLGA). Fizikalno-kemijska
karakterizacija pokazala je uspje$no uklapanje RA i u liposome (55,6 %) i u nanosfere (43,4
%). Srednji promjer liposoma bio je nesto manji od nanosfera (426 nm u odnosu na 736 nm),
dok je zeta potencijal bio blago negativan za oba tipa nanocestica. Stabilitetna studija provedena
je pri razli¢itim temperaturama uskladistenja (4 °C, 25 °C, 40 °C) tijekom 3 mjeseca. Utvrdeno
je da fizicka stabilnost nanosustava s RA ovisi 0 uvjetima pohrane pripravaka; nanosustavi su
ostali stabilni pri 4 °C, dok je pri viSim temperaturama uskladiStenja opaZena agregacija

nanocestica. Degradacija nanocestica pratila je kinetiku prvog reda te je takoder bila znacajno
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brza pri visim temperaturama skladiStenja. lako su se liposomi pokazali nesto stabilnijima od
nanosfera, oba testirana nanoterapijska sustava povoljno su utjecala na stabilnost RA. Procjena
antioksidativnih u¢inaka RA nanosustava provedena je in vitro, primjenom sintetskih slobodnih
radikala i testa fosfolipidne peroksidacije, kojima je dokazana produljena antioksidativna
aktivnost RA-nanoformulacija tijekom 24 sata, uz nesto bolju uc¢inkovitost liposoma u odnosu
na nanosfere (Yiicel i Seker Karatoprak, 2017). Ista istrazivacka grupa provela je istrazivanja
moguce topikalne primjene RA koristenjem etosoma. Etosomi pripravljeni s 30 % etanola su
pokazali sli¢nu uspje$nost uklapanja RA (66 %) kao i konvencionalni liposomi analognog
lipidnog sastava (62 %), te sli¢an profil oslobadanja RA in vitro. Uklapanje RA u etosome ili
konvencionalne liposome nije znacajno utjecalo na sposobnost inhibicije enzima kolagenaze i
elastaze, niti na sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije, a konvencionalni su se liposomi po
tom pitanju pokazali nesto uspjesnijima od etosoma. S druge strane, u odnosu na vodeno-
etanolnu otopinu RA, oba su tipa liposoma omogucila bolju penetraciju fenolne kiseline u kozu
miseva ex Vvivo. Pritom su etosomi pokazali permeaciju RA u dublje slojeve koze u odnosu na
konvencionalne liposome (Yiicel i suradnici, 2019), Sto se moze pripisati djelovanju etanola
kao promotora penetracije te je u skladu s brojnim prethodnim studijama koje potvrduju bolji

penetracijski potencijal etosoma u odnosu na konvencionalne liposome (Elsayed i sur., 2007).

4.2.3. Stilbenoidi

Resveratrol (RES) i epikatehin (EPI) su prirodni polifenoli poznati po svojim
antioksidativnim 1 protuupalnim ucincima, zbog ¢ega imaju potencijala u lijeenju razlicitih
upalnih stanja, uklju¢ujudi i vaginitis. Medutim, klini¢ka primjena RES-a i EPI-a limitirana je
njihovom slabom topljivosti u vodi koja se odrazava u niskoj bioraspoloZivosti. Uklapanjem u
liposome poboljsana je bioraspolozivost RES-a, a time i njegova i bioloska u¢inkovitost te je
omoguceno kontrolirano oslobadanje uklopljenog RES-a u vaginalnom tkivu (Jeraholmen i
sur., 2015). Kako bi se omogucilo zadrzavanje liposoma s RES-om i EPIl-om na mijestu
primjene, isti su uklopljeni u kitozanski gel. Kitozan je izabran kao polimer za izradu hidrogela
zbog svoje biokompatibilnosti, biorazgradljivosti i intrinzi¢nih anitmikrobnih svojstava.
Kitozanski gel takoder omogucava kontrolirano oslobadanje uklopljene aktivne tvari, a
posjeduje i mukoadhezivna svojstva, zbog cega je prikladna podloga za lijekove namijenjene
lije¢enju vaginalnih infekcija. Protuupalni u¢inak ispitivan djelovanjem EPI- i RES-liposoma
na inhibiciju stvaranja dusikovog oksida (NO) u lipopolisaharid-induciranim makrofagima,

pokazao je da EPI-liposomi uzrokuju jacu inhibiciju stvaranja NO. Antioksidativni uéinak
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promatran je na diamonijevoj soli 2-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonske kiseline (ABTS)
i 1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) slobodnim radikalima te je ustanovljeno da liposomski EPI
ima znacajno jace antioksidativno djelovanje na spomenute slobodne radikale od vitamina C i
E. UmjeSavanjem liposoma u kitozanski gel dodatno je usporeno oslobadanje uklopljenih
polifenola. RES-liposomi u hidrogelu uzrokovali su smanjenu sposobnost prezivljavanja
HaCaT stanica (keratinociti) pri koncentraciji od 10 pg/ml, dok pri pri nizim (1 pg/ml) i viSim
(50 pg/ml) koncentracijama RES-a nisu zabiljezeni citotoksi¢ni uéinci. S druge strane, EPI-
liposomi, kako u tekucoj disperziji, tako i u obliku gela, nisu bili citotoksi¢ni do koncentracije
50 pg/ml (Jeraholmen i sur., 2019).

4.2.4. Ostali fenolni spojevi

Kurkumin je spoj koji pripada posebnoj skupini polifenola, tzv. kurkuminoidima, a izolira se
iz korijena biljne vrste Curcuma longa (Zingiberaceae). Lipofilna je molekula te stoga lako
ulazi u stanicu permeacijom kroz staniénu membranu. Posjeduje iznimno S$irok spektar
bioloskih djelovanja, uklju¢ujuéi antibakterijski, antispazmoliticki, antikoagulantni,
protuupalni i antitumorski u¢inak. Medutim, spoj je iznimno osjetljiv na svijetlo, loSe je
topljivosti, nestabilan je pri gastrointestinalnom pH, brzo se metabolizira i eliminira iz
organizma. Brojne provedene studije pokazuju da je losa fizikalno-kemijska i farmakokineticka
svojstva kurkumina moguée poboljsati njegovim uklapanjem u liposome. Primjerice,
uklapanjem u PEG-ilirane liposome omoguéeno je produljeno oslobadanje kurkumina in vitro
te produljeno zadrzavanje u sistemskoj cirkulaciji nakon i.v. primjene (Stakori), pri ¢emu je
vrijeme polueliminacije bilo 13 puta dulje od kontrolnog pripravka kurkumina, odnosno 1,8
puta dulje od klasi¢nih liposoma (You i sur., 2014). Dulje zadrzavanje PEG-iliranih liposoma
s kurkuminom u sistemskoj cirkulaciji dokazano je i u ranijoj animalnoj studiji na zeevima
(Awasthi i sur., 2003), dok je ex vivo studijom u serumu krava utvrdena ravnomjernija
distribucija vezikula, bez agregacije te znacajno povecanje stabilnosti PEG-iliranih liposoma s

kurkuminom u odnosu na klasi¢ne liposome (Guo i Wang, 2013).

Osim PEG-iliranih liposoma (You i sur., 2014; Awasthi i sur., 2003; Guo i Wang, 2013; Hong
i sur., 2008; Lin i sur., 2012), kao nosaci kurkumina ispitivani su i liposomi ¢ije je povrsina
modificirana ligandima za postizanje aktivne ciljane terapije, smanjenje potrebne doze lijeka i

mogucih nuspojava te krace trajanje terapije. Lu i suradnici (2012) su primjenom film metode
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priredili tzv. folat-modificirane liposome s kurkuminom, za koje je dokazano znacéajno
povecanje stabilnosti i topljivosti kurkumina u odnosu na vodeno-etanolnu otopinu kurkumina.
S obzirom da su folatni receptori hipereksprimirani u mnogim tumorskim stanicama,
primjenom liposoma c¢ija je povrSina modificirana folatima moglo bi se posti¢i ciljano

antitumorsko djelovanje (Gupta i sur., 2017).

Kombinacija hijaluronske kiseline (Zhao i sur., 2013) ili natrijevog hijaluronata s
kurkuminskim liposomoma (Manca i sur., 2015), takoder se pokazala zanimljivim pristupom
za unaprijedenje fizikalno-kemijskih svojstava liposoma, povecanje njihove stabilnosti te
postizanje odgodenog 1 kontroliranog oslobadanja uklopljenog kurkumina. Hijalurosomi s
kurkuminom komparirani su s klasi¢nim liposomskim kurkuminom uzimaju¢i u obzir
fizikalno-kemijske parametre i sposobnost dopreme lijeka u kozu in vitro (koza svinje).
Takoder, provedena je i evaluacija biokompatibilnosti i prevencije oksidativnog stresa na
humanim keratinocitima in vitro, dok je u¢inkovitost takvog inovativnog terapijskog sustava u
pospjesivanju cijeljenja rana i reepitelizaciji koze provedena in vitro (humani keratinociti) i in
vivo (miSevi). Rezultati opisanog istrazivanja potvrdili su da dodatak hijaluronana imobilizira
fosfolipidne vezikule, znacajno povecava uspjesnost uklapanja kurkumina, povecava stabilnost
vezikula, optimizira reoloska svojstva terapijskog sustava za topikalnu primjenu te potencira
bioloske ucinke uklopljenog kurkumina, ¢ime su potvrdeni potencijali primjene takvog

nanosustava za lijecenje strukturalnih i funkcionalnih ostecenja koze (Zhao i sur., 2013).

Svojstva liposoma, njihov terapijski potencijal i ponasanje in vivo ovisit ¢e o fizikalno-
kemijskim svojstvima lijeka, ali i samih vezikula. Zato prilikom razvoja liposomske formulacije
veliku paznju treba obratiti na metodu priprave liposoma i odabir konstitutensa. U istrazivanju
kojeg su proveli Hasan i suradnici (2014) pripravljeni su liposomi s kurkuminom koristeci
lecitin iz 3 razli¢ita izvora: sojin lecitin, lecitin uljane repice i lecitin izoliran iz lososa, dok su
metoda izrade i koli¢ine fosfolipida bile jednake za sve preparacije. Rezultati fizikalno-
kemijske karakterizacije su pokazali da je prosje¢ni promjer vezikula manji za liposome s
kurkuminom u odnosu na ,,prazne” liposome. Maksimalna topljivost liposomskog kurkumina
bila je 0,25-0,28 mg/ml za liposomski kurkumin, §to je mnogostruko povecanje u odnosu na
8,33 ng/ml, kolika iznosi topljivost kurkumina u vodi. Utjecaj kompozicije i koncentracije
pojedinih konstituensa na citotoksi¢nost testiranih liposomskih formulacija ispitan je na
stanicama tumora dojke MCF7. Uklapanjem u liposome citotoksi¢nost kurkumina je znacajno

smanjena te su se optimalnom formulacijom pokazali liposomi pripravljeni iz lecitina lososa.
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Antiinflamatorni, antiproliferacijski i citotoksi¢ni u¢inci Lipocurc®-a, inovativne liposomske
formulacije kurkumina koja je nedavno prosla fazu I klinickog istrazivanja, ispitivani su na
humanim sinovijalnim fibroblastima (SW982) i makrofagima miseva (RAW264). Naime,
slobodni kurkumin (DMSO otopina kurkumina) ¢ak i pri malim koncentracijama (5 ug/ml) ima
toksi¢ne ucinke na sinovijalne fibroblaste i makrofage dok liposomski oblik (Lipocurc®)
znaCajno smanjuje toksi¢nost kurkumina. Uz spomenutu toksi¢nost otopine kurkumina,
prisutna je i inhibicija stani¢ne proliferacije od oko 50 % koja kod liposomskog kurkumina
iznosi svega 10 %. Lipocurc® je u koncentraciji od 10 pg/ml pokazao antiinflamatorni u¢inak
tako $to u potpunosti blokira sintezu IL-6, a sintezu TNF-a za 80 %. Iz rezultata proizlazi da
liposomski kurkumin (Lipocurc®) u¢inkovito reducira ekspresiju proupalnih citokina/kemokina
u sinovijalnim fibroblastima i makrofagima, bez znacajnijeg utjecaja na vijabilnost stanica
(Kloesch i sur., 2016). Studija Ng i suradnika (2018) takoder ukazuje na potencijale
liposomskog kurkumina za lijeenje upalnih bolesti. Naime, na imortaliziranim humanim
stanicama diSnih puteva (Bci-NS1) postignuta je znacajna redukcija ekspresije proupalnih
markera (IL-6, 11-8, IL-183, TNF-a), pri ¢emu se uspje$nijom pokazala liposomska preparacija
s nizom koncentracijom kurkumina (1 pg/ml) u odnosu na pripravak liposoma s 5 ug/ml

kurkumina.

Antitumorski uéinci kurkumina posebno su zanimljivi za moguéu primjenu u klini¢koj praksi.
In vitro studije su potvrdile da kurkumin snazno utje¢e na aktivnost nekoliko enzima i
koenzima, na transkripcijske faktore, protein kinaze i faktore rasta (Feng i sur., 2017). Osim
dokazane ucinkovitosti, kurkumin se pokazao sigurnim i tolerabilnim pri vrlo visokim dozama,
a sve nabrojano ¢ini ga atraktivnom molekulom za brojne istraZivace koji se bave razvojem
onkoloskih lijekova, §to je danas najaktualnije i jedno od najkompleksnijih podrué¢ja suvremene
medicine i farmacije. Stoga ne iznenaduje zaista pozamasan broj publikacija koje se bave
razvojem liposomskih formulacija kurkumina za ciljano djelovanje na odredene vrste tumora
pluca, prostate, dojke, jetre, cerviksa, osteosarkom i druge tumore (Feng i sur., 2017). Sazeti

pregled takvih istrazivanja prikazan je u Tablici 1.
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Tablica 1. Ispitivanja liposomskih formulacija kurkumina za (ciljano) djelovanje na odredene vrste tumora. Preuzeto i prilagodeno iz Feng i sur.,

(2017), uz dozvolu Dove Medical Press-a.

TIP ISTRAZIVANJA

In vitro (Lewis LL/2 stanice)
In vivo (miSevi)

In vitro (A549 stanice)

In vitro (HelLa i SiHa stanice)

Grli¢ maternice

In vitro (HeLa stanice)

In vitro (MCF-7 stanice)

REZULTATI

Stagnacija LL/2 stanica u G2/M fazi

PoboljSana dostava i poboljSani
antitumorski u¢inak

Poboljsan inhibitorni u¢inak na
proliferaciju tumorskih stanica

Veca citotoksi¢nost, poticanje
stanicne apoptoze

Veca citotoksi¢nost, poticanje
stani¢ne apoptoze

Povecana stabilnost i dostava u
stanice; veca citotoksi¢nost

Poboljsana bioraspolozivost;
inhibicija stani¢nog ciklusa; indukcija
apoptoze

Povecana antitumorska aktivnost

LITERATURA

Wang i sur., 2013

Lini sur., 2012

Rahman i sur., 2012

Apiratikul i sur., 2013

Saengrit i sur., 2014

Huang i sur., 2014

Hasan i sur., 2014

Dhule i sur., 2012
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In vitro (PC-3 stanice)

Prostata In vitro (LNCaP i C4-2B stanice)

In vivo (miSevi)

In vitro (Bel-7402 stanice)

In vitro (HepG2 stanice)

In vitro (KHOS stanice)

Osteosarkom

Povecani unos lijeka u stanice; ciljani
antitumorski ucinak; inibicija stanicne
proliferacije

Poboljsana bioraspolozivost;
poboljSani antitumorski u¢inak

Povecana koncentracija kurkumina u
serumu i tkivu prostate; inhibicija
rasta stanica; indukcija apoptoze

Inhibicija proliferacije stanica;
indukcija apoptoze

Povecana citotoksi¢nost

Stagnacija stanica u G2/M fazi;
poboljSana citotoksi¢nost

Vecéi unos u stanice; poboljsan
antitumorski u¢inak

Tian i sur., 2014

Thangapazham i sur., 2008

Narayanan i sur., 2009

Li i sur., 2006

Apiratikul i sur., 2013

Dhule i sur., 2014

Dhule i sur., 2012
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4.3. DITERPENOIDI

Diterpenoidi pripadaju Sirokoj skupini prirodnih spojeva koji nastaju metabolizmom 2E, 6E,
10E-geranil-geranil-difosfata (GGPP), a sadrze 20 ugljikovih atoma. Pronadeni su u razli¢itim
zivotinjskim organizmima, ali su rasprostranjeniji u biljkama. Najzastupljeniji su u biljkama
porodice Lamiaceae (forskolin) i Asteraceae (steviozid) (Vladimir-Knezevi¢ i Blazekovic,
2015). Diterpenoidima se smatraju diterpeni kod kojih su metilne skupine pomaknute/uklonjene

ili su dodani atomi kisika u molekulu.

Taksani su kompleksni diterpenoidi, prirodni produkti biljnih vrste Taxus brevifolia, Taxaceae
(paklitaksel) ili njihovi polusintetski derivati (docetaksel). Za taksane kao skupinu spojeva

karakteristi¢na je slaba topljivost u vodi, zbog ¢ega ih je potrebno uklapati u prikladne ljekovite
oblike.

Paklitaksel se dobiva izolacijom iz vrste Taxus brevifolia, Taxaceae i jedan je od najznacajnih
biljnih lijekova koji se koristi u kemoterapiji zadnjih 20-25 godina. Vrlo slaba topljivost u vodi,
ali i u uljima, predstavlja veliki izazov u razvoju novih terapijskih sustava (formulacija)
prikladnih za primjenu u kemoterapiji. Jedan od pokusaja razvoja terapijskog sustava za
paklitaksel bilo je uklapanje paklitaksela u Cremophor® (neionogena povrsinski aktivna tvar,
solubilizator i emulgator). Medutim, u toj je formulaciji paklitaksel ispoljio svoju toksi¢nost i
uzrokovao po Zzivot opasne anafilakticke reakcije. Nasuprot Cremophor®-u, uklapanjem
paklitaksela u liposome smanjila bi se njegova toksi¢nost na zdrave stanice, poboljsao
antitumorski u¢inak i podnosljivost ¢ime bi se znacajno unaprijedila terapija. Bitnu ulogu kod
uklapanja paklitaksela u liposome ima omjer lijeka i lipida. Velika koncentracija lipida moze
biti problemati¢na po pitanju potencijalne toksi¢nosti liposomske formulacije te je otezavajuéi
parametar tijekom proizvodnje liposoma u industrijskim razmjerima (Straubinger i
Balasubramanian, 2005). Rane i Prabhakar (2009) su uklapali paklitaksel u pH-osjetljive
liposome razli¢itog fosfolipidnog sastava. Liposomi sastavljeni od Phospholipon®-a 90G,
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPC) i kolesteril-hemisukcinata pokazali su optimalna

svojstva s ¢ak 94 %-tnom uspjesnosc¢u uklapanja lijeka te brzim otpustanjem lijeka pri pH 5,5.

Liposomi s paklitakselom pokazali su djelovanje na razlicite ekstrakranijalne tumore,
ukljucujuéi glioblastom. Glioblastom je jedan od najagresivnijih primarnih malignih tumora
mozga, S veoma loSom prognozom za pacijenta. Na stani¢noj liniji humanog glioblastoma U87

MG dokazan je znacajan antiproliferativni ucinak formulacije PTX-LIPO (liposomi s
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paklitakselom), pri ¢emu je zabiljezeno znacajno smanjenje vijabilnosti tumorskih stanica u
ispitivanom rasponu koncentracija (0,01-100 pg/ml). Antitumorski (antigliomski) ucinak
potvrden je i in vivo ispitivanjima na miSevima. Naime, nakon primjene PTX-LIPO u
kombinaciji s pulsnim ultrazvukom zabiljezeno je znacajno nakupljanje paklitaksela u
tumorskom tkivu i produljenje Zivotnog vijeka za 20,8 % u odnosu na netretirane zivotinje
(Shen i sur., 2017).

Docetaksel je taksan polusintetskog porijekla koji se koristi u lijeCenju razli¢itih vrsta tumora,
a znacajan je zbog letalnog uc¢inka na rast tumorskih stanica. Posebno je u¢inkovit kod solidnih
tumora, ukljucujuci tumore jajnika, dojke, pluca te glave i vrata. Neki podaci govore da je
docetaksel ucinkovitiji i sigurniji za primjenu od paklitaksela, medutim, docetaksel, kao i
paklitaksel pokazuje slabu topljivost u vodi i uzrokuje razne nuspojave kao §to su neutropenija,
periferna neuropatija i reakcije preosjetljivosti. Stoga su brojna istrazivanja usmjerena na
uklapanje docetaksela u nanosustave poput liposoma, polimernih micela i nanosfera kako bi se
pokazali su se upravo liposomi i to pH-osjetljivi liposomi koji omogucuju kontrolirano
oslobadanje uklopljene djelatne tvari u blago kiselom okruzenju (= pH 5,5), kakva su i tumorska
tkiva (Vani¢, 2012a). U istrazivanju kojeg su proveli Zhang i suradnici (2012), u¢inak pH-
osjetljivih docetaksel liposoma pripravljenih iz fosfatidiletanolamina (PE) i oleinske kiseline je
usporedivan s klasi¢nim oblikom docetaksela (Duopafei®) ex vivo na uzorcima seruma i tkiva
miseva nakon intravenske primjene te pracenjem farmakokinetickih parametara in vivo. In vitro
studija je pokazala da se unutar 8 sati oslobodilo 80 % lijeka iz Duopafei® pripravka dok se
samo 20 % oslobodilo iz liposoma. Kontrolirano otpustanje docetaksela iz liposoma, rezultiralo
je njegovim produljenim zadrzavanjem u cirkulaciji. Takoder, u usporedbi s Duopafei®
pripravkom, za liposomski docetaksel zabiljezene su veée koncentracije u jetri i slezeni Sto
upucuje na veéu distribuciju lijeka u organe retikuloendotelnog sustava, bez akumulacije u

ostalim organima.

Liposomski pripravci paklitaksela LED-ETU (DOPC/kolesterol/kardiolipin) i Endotag-I
(dioleoiltrimetilamonijpropan/DOPC) trenutno se nalaze u fazi II klinickih studija. U fazu Il
klinickih testiranja usla je i preparacija docetaksela (ATI-1123) bazirana na tehnologiji protein-

stabiliziranih liposoma (PSL®, Azaya Therapeutic) (Bulbake i sur., 2017).

Triptolid (TP) je diterpenoid prisutan u biljci Tripterygium wilfordii (Celastraceae), koja se
tradicionalno koristi u kineskoj medicini. TP pokazuje viSestruke bioloske ucinke poput:

protuupalnog, imunosupresivnog i antitumorskog djelovanja te suprimiraju¢eg ucinka na
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plodnost muzjaka u sisavaca. Zbog njegovog protuupalnog djelovanja moguca je primjena u
lijeCenju autoimunih bolesti, posebice reumatoidnog artritisa. Medutim, klinicka upotreba TP-
a je ograni¢ena zbog ozbiljne toksicnosti koju ispoljava na gastrointestinalni, hepaticki,
kardiovaskularni, hematopoetski i urogenitalni sustav. Kako bi se zaobiSao prvi prolazak kroz
jetru i smanjila incidencija i ozbiljnost gastrointestinalnih nuspojava primjene TP-a, predlozena
je njegova transdermalna primjena, u obliku flastera s liposomskim hidrogelom (TP-LHP)
(Chen i suradnici, 2015). Prvi korak u razvoju TP-LHP terapijskog sustava, bila je priprava
liposoma s uklopljenim TP-om, pri ¢emu su kao kostituensi koristeni EPC i kolesterol, a film
metoda kao metoda priprave. Srednji promjer liposoma iznosio je 202 nm, a uspjesnost
uklapanja TP-a bila je 84 %. Liposomske disperzije uklopljene su u hidrogel, koji je potom
nanesen u obliku filma na flastere, a dobiveni kompleksni terapijski sustav (TP-LHP)
kombiniran je s tretmanom mikroigli u svrhu pospjesivanja transdermalne apsorpcije TP-a.
Farmakokineticka i farmakodinamicka analiza TP-LHP-a provedena je na animalnom modelu
kolagenom induciranog artritisa na stakorima. Farmakokineticka analiza pokazala je da se
primjenom TP-LHP u kombinaciji s mikroiglama sporije postize vr$na koncentracija u plazmi,
uz zna€ajno dulje zadrzavanje TP-a u plazmi i znacajno povecanje bioraspoloZivosti u
usporedbi s intraglutealnom injekcijom TP-a. Farmakodinamicka analiza je pokazala da
primjena TP-LHP-a tijekom 4 tjedna rezultira smanjenjem stupnja oteknuca zglobova u svim
testiranim dozama (10, 20 i 40 mg/kg). Istovremeno je utvrdeno znac¢ajno smanjenje razine IL-
6 i IL-1B u serumu $takora, a imunokemijskim testovima utvrdena je i supresija ekspresije
jetrene fetalne kinaze-1, jetrene tirozin kinaze-4 i hipoksijom-inducibilnog faktora-lo u
sinovijalnoj tekucini. Opisani rezultati potvrduju prikladnost liposomske formulacije TP-a u
kombinaciji s tehnologijom mikroigala, kao sigurnog i ucinkovitog pristupa u lijeCenju

reumatoidnog artritisa (Chen i suradnici, 2015).

Protuupalni u¢inci TP-a uklopljenog u liposome potvrdeni su i u studiji Yuan i suradnika
(2017). Liposomi sastavljeni od HSPC-a i kolesterola (4:1, n/n) te povrsinski modificirani
dodatkom 3,5-dipentadeciloksibenzamin hidroklorida (TRX-20) u razli¢itim koncentracijama
(6 %, 11 % ili 14 %, m/m), pripravljeni po uzoru na formulaciju Morimota i suradnika (2007).
Oni su naime dokazali da se TRX-modifikacijom liposoma promovira njihov unos u
mezangijalne stanice (MS), a TRX-liposomi u studiji Yuan i suradnika (2017) dodatno su
modificirani polietilenglikolom (PEGsoo0) kako bi se povecalo vrijeme polueliminacije i
zadrzavanje TP-a u ciljanom tkivu (glomeruli). Znacajni protuupalni uc¢inci TRX-liposoma i

PEGso00- TRX-liposoma dokazani su in vitro (MS u kulturi), pra¢enjem inhibicije oslobadanja
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dusikovog oksida (NO) i TNF-o nakon stimulacije stanica lipopolisaharidima, pri ¢emu je
dokazan bolji ucinak od neliposomskog TP-a u istoj dozi (DMSO otopina TP-a razrijedena
hranjivim medijem). Liposomske formulacije su pokazale ucinkovitost i in Vivo, uspjes$no
reduciraju¢i simptome membranske nefropatije kod Stakora i1 znacajno poboljsavajuci
relevantne biokemijske markere (proteinurija, serumski kolesterol i albumin). Usprkos
pozitivnim rezultatima, valja napomenuti da su in vitro eksperimenti na izoliranim MS u kulturi
pokazali citotoksi¢ne u¢inke TRX-liposoma, ovisne o udjelu TRX-20 u formulaciji. 1z tog
razloga sigurnost primjene TX-liposoma ostaje otvorenim pitanjem, koje zahtjeva dodatne

testove toksicnosti in vivo i/ili daljnju optimizaciju liposomskog pripravka.

Ciljana doprema TP-a posredstvom liposoma istrazivana je i u podrucju antitumorske terapije.
Naime, nekoliko je studija pokazalo da TP ne djeluju samo citotoksi¢no na Stanice tumora
pluca, ve¢ ih ujedno ¢ine podloznijima za djelovanje drugih kemoterapeutika in vitro. Medutim,
slaba topljivost (0,017 mg/ml) i toksi¢ni ucinci na niz organskih sustava ogranicavaju
iskoriStavanje znacajnog antitumorskog potencijala TP-a. Kako bi se usmjerilo djelovanje
uklopljenog TP-a na ciljane tumorske stanice u organizmu, Lin i suradnici (2017) su pripravili
imunoliposome vezanjem antitijela za karbonsku anhidrazu IX na povrSinu liposoma. Nakon
in vivo pulmonarne primjene TP-imunoliposoma (misevi), zabiljeZeno je nakupljanje liposoma
u plué¢ima i zadrZavanje na ciljanom mjestu djelovanja tijekom 96 sati. Takav visokospecifi¢ni
biodistribucijski profil TP-imunoliposoma omogucio je znac¢ajno bolju inhibiciju rasta tumora
u odnosu na klasi¢ne TP-liposome i kontrolni pripravak TP-a, pri ¢emu za ispitivane liposomske
formulacije (imunoliposome i klasi¢ne liposome) histopatoloskom analizom jetre nisu

detektirani hepatotoksi¢ni u¢inci.

4.4. SAPONINI

Saponini su skupina bioloskih spojeva koji su u manjem ili ve¢em udjelu prisutni u brojnim
biljnim vrstama. Po kemijskoj strukturi saponini su amfipatski glikozidi, a postoje dvije
osnovne skupine saponina koje se razlikuju prema aglikonskom dijelu (sapogeninu):
triterpenski saponini i steroidni saponini, koji sluze kao ishodne supstancije za polusintezu
steroidnih lijekova. Naziv ove skupine spojeva vezan je uz zajednicko svojstvo saponina da
otapanjem u vodi stvaraju intenzivnu pjenu poput sapuna (Vladimir-Knezevi¢ i Blazekovié,
2015).
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Glycyrrhiza glabra (sladi¢) je zeljasta biljka koja pripada porodici Fabaceae. Bioaktivni
ekstrakt sladi¢a sadrzi mnoge ljekovite spojeve kao Sto su primjerice izoflavonoid glabridin,
razli¢iti polifenoli i saponini. Dikalijev glicirizinat je saponin koji je moguce izolirati iz korijena
sladi¢a ekstrakcijom s vodom. Uvelike se koristi u u dermatologiji za kondicioniranje koze te
kao protuupalni i smirujuci agens. Kemijski je stabilna molekula, dobro topljiva u vodi, a zbog
emulgirajuceg djelovanja te izrazito slatkog okusa koristi se i kao pomocna tvar u izradi
ljekovitih i kozmeti¢kih pripravaka (Trotta i sur., 2002). Moguc¢nost uklapanja dikalijevog
glicirizinata (DKG) u liposome te primjene u lijeCenju akutnog/kroni¢nog dermatitisa
istrazivali su Trotta i suradnici (2002). Njihova se formulacija temeljila na deformabilnim
liposomima pripravljenima iz SPC-a ili HSPC-a, u kombinaciji s DKG-om (2:1, 4:1 ili 8:1;
m/m) koji je istovremeno bio djelatna tvar i rubni aktivator (surfaktant koji doprinosi
elasti¢nosti liposomske membrane). Na temelju srednjeg promjera vezikula prije i poslije
ekstruzije kroz membranske filtere (promjera pora 100 nm) utvrdeno je da dodatak DKG-a u
liposome rezultira znacajnim povecanjem deformabilnosti fosfolipidne membrane u odnosu na
klasi¢ne PC- i HPC-liposome. Povecana elastiénost membrane liposoma moze biti korisno
svojstvo za (trans)dermalnu primjenu uklopljenog lijeka, buduc¢i da se na taj na¢in olakSava
prolazak liposoma kroz intercelularne prostore roznatog sloja koze u dublje slojeve epidermisa
te fuzija liposoma sa stanicama koze. Superiornost deformabilnih liposoma s DKG-om, s
obzirom na permeaciju i zadrzavanje u kozi, dokazana je ex vivo na uzorcima svinjske koze. Za
liposomski DKG zabiljeZzena je znac¢ajno bolja doprema DKG-a u kozu u odnosu na vodenu

otopinu DKG-a, micelarni DKG i U/V emulziju DKG-a.

4.5. RAZLICITO

Usni¢na kiselina (UA) je dibenzofuranski spoj koji je u prirodi dosad pronaden iskljucivo u
razli¢itim vrstama liSajeva (rod Usnea). Ekstrakti liSajeva tradicionalno su se koristili u
narodnoj medicini: eksterno za tretiranje i poboljsano cijeljenje rana ili interno za grlobolju,
zubobolju i vrudicu. | zaista, moderna znanost dokazala je znacajno antibakterijsko,
antifungalno i antivirusno djelovanje UA invitro (NIH), sto je potaknulo istrazivanja u podrucju
proc¢is¢avanja i izolacije UA. Osim antibakterijskog ucinka na Gram-pozitivne bakterije i
mikobakterije, UA posjeduje antifungalni ucinak, djeluje protuupalno, inhibitor je mitoze i
antitumorski agens. Kao i brojni drugi sekundarni metaboliti biljaka s dokazanim bioloskim

uéincima, UA je uklapana u liposome s ciljem poboljsanja njezinih farmakokinetickih i
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farmakodinamickih svojstava. U istrazivanjima brazilskog istrazivackog tima (Lira i suradnici,
2009), UA je uklopljena u liposome razli¢itog povrSinskog naboja, a potom je provedeno
odredivanje antimikrobnog ucinka, dostava UA u makrofage te citotoksi¢nost pripravljenih
formulacija na kulturi stanica J774 makrofaga. Pozitivno nabijeni PC/kolesterol/stearilamin
liposomi bili su fizicki stabilni tijekom 180 dana pohrane pri 4 °C. Za razliku od njih, kod
negativno nabijenih PC/kolesterol/fosfatidna kiselina liposoma zabiljezena je precipitacija UA
7 dana nakon priprave liposoma, a kod neutralnih liposoma u roku 2 sata. Pozitivno nabijeni
liposomi su bili stabilni i u testovima ubrzanog starenja, zbog ¢ega je ta formulacija odabrana
za daljnja testiranja. Njihov srednji promjer iznosio je oko 100 nm, zeta potencijal 9 Mv, a
uspjesnost uklapanja UA bila je gotovo 100 %-tna (99,6 £ 0,2 %). Uklapanjem UA u liposome
postignuto je kontrolirano oslobadanje lijeka iz liposoma zbog snazne interakcije UA s
fosfolipidima liposoma. In vitro ispitivanja oslobadanja UA iz liposoma pokazala su bimodalnu
Kinetiku. Pritom se u prvih 8 sati oslobodilo oko 20 % uklopljene UA, nakon cega se
oslobadanje usporava i prati kinetiku prvog reda. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) i
minimalna baktericidna koncentracija (MBK) ispitana je na kulturama Mycobacterium
tuberculosis. MIK za UA liposome iznosio je 5,8 pg/ml, dok je za DMSO otopinu UA iznosio
6,5 pg/ml. Razlika u MBK-ovima bila je dvostruka: 32 pg/ml za otopinu UA u odnosu na 16
pg/ml za UA liposome. Medutim, UA liposomi pokazali su i znacajnije citotoksi¢ne ucinke
(IC50=12,5 pg/ml) u odnosu na otopinu UA (ICs50=22,5 pug/ml), §to se moze dovesti u vezu s
efikasnijim unosom liposomske UA u stanice makrofaga J774 te duljim zadrzavanjem u njima
(30 sati) (Lira i sur., 2009). U nastavku istrazivanja, autori su pokazali da se uklapanjem UA u
liposome postize snazan antimikobakterijski u¢inak UA na rezistentne sojeve M. tuberculosis
te da se istovremenom primjenom UA liposoma i antituberkulotika rifampicina, mogu postici

sinergisticki antimikobakterijski ucinci in vitro (Ferraz-Carvalho i sur., 2016).

Po uzoru na narodnu medicinu i tradicionalnu primjenu ekstrakata liSajeva za tretiranje rana,
razvijeni su inovativne obloge s UA za tretiranje opekotina. Prvi korak u razvoju funkcionalnih
obloga bilo je uklapanje UA u liposome (PC:UA=18:1, w/w), nakon cega su liposomi
pomijesani s kolagenskom disperzijom (2 %-tna disperzija kolagena u 0,5 M octenoj kiselini i
20 % plastifikatora) u omjeru 1:4 (v/v). Iz dobivene smjese izraden je tanki film koji je koristen
kao obloga za tretiranje opeklina drugog stupnja na in vivo animalnom modelu (Stakori).
Zivotinje su tretirane kolagenskim filmom, kolagenskim filmom s praznim liposomima ili
kolagenskim filmom s UA-liposomima. Rezultati histoloske i imunohistokemijske analize

potvrdili su da obloge s UA liposomima nakon 14 dana omogucuju brzu supstituciju kolagena
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tipa III s kolagenom tipa I, a nakon 21 dan omogucuju znacajno gusc¢u kolagenizaciju i brzu

epitelizaciju rana.

Dialil-sulfid (DAS) je djelatna tvar izolirana iz ¢e$njaka (Allium sativum, Liliaceae) za koju je
dokazano da posjeduje siroki spektar bioloskih ucinaka od kojih su najizrazeniji: snizavanje
koncentracije lipida u krvi, antimikrobno i antitumorsko djelovanje. Smatra se da se
antitumorski ucinak DAS-a temelji na modulaciji detoksifikacijskih enzima i izrazenom
antioksidativnom ucinku, $to je dokazano in vivo na animalnim modelima kemijski induciranih

karcinoma (Khan i sur., 2007).

Na animalnom je modelu (albino misevi) ispitano djelovanje DAS-liposoma kao
kemoterapeutika u lijeCenju papiloma tumora koze induciranog policiklickim aromatskim
ugljikovodikom (2,4-dimetoksibenzaldehid, DMBA) (Khan i suradnici, 2007). Studija je bila
koncipirana na nacin da su misevi 3 puta tjedno tijekom 12 tjedana bili izlagani djelovanju
DMBA-om koji ima citotoksi¢no, mutageno i kancerogeno djelovanje na ljude i Zivotinje te su
unutar sat vremena od DMBA ekspozicije primjenjivani liposomi s uklopljenim DAS-om.
Pritom su koristene 2 razli¢ite liposomske formulacije; konvencionalni EPC/kolesterol
liposomi i pH-osjetljivi liposomi, sastavljeni od dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) i
kolesteril-hemisukcinata. Primjenom DAS-liposoma postignuto je odgadanje tumorigeneze te
znacajna redukcija u broju i veli¢ini DMBA induciranih papiloma tumora. Inhibicija rasta
tumora (u odnosu na netretirane zivotinje) iznosila je 94 % u miseva tretiranih pH osjetljivim
liposomima, odnosno 84 % u miseva tretiranih konvencionalnim liposomima, §to predstavlja
znagajno poboljsanje u¢inka u odnosu na slobodni, neliposomski DAS (70 %). Stovise, tretman
liposomskim formulacijama rezultirao je boljim prezivljavanjem Zivotinja, pri ¢emu je na kraju
istrazivanja potvrden izostanak pojave tumora u 23 % zivotinja tretiranih konvencionalnim
liposomima, odnosno 34 % u skupini tretiranoj pH-osjetljivim liposomima. Western blot

analizom na citogenetskoj je razini potvrdena pojacana ekspresija gena za supresiju tumora.
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5. ZAKLJUCAK

Uklapanjem djelatnih tvari biljnog porijekla u liposome odgovarajuceg sastava i fizikalno-
kemijskih svojstava mogucée je premostiti brojne problematicne aspekte biomedicinske
primjene fitokonstituensa. Rezultati brojnih in vitro, ex vivo i in vivo ispitivanja opisanih u
ovom radu pokazuju da uklapanje djelatnih tvari biljnog porijekla u liposome rezultira:
povecanjem stabilnosti uklopljene djelatne tvari tijekom skladiStenja i u bioloSkom okruzenju,
produljenim 1 kontroliranim oslobadanjem, povecanjem bioraspolozivosti, potenciranjem

farmakoloskih uc¢inaka i terapijske u¢inkovitosti, kao i smanjenjem iritacija i toksi¢nosti.

Najveci dio istrazivanja provedenih s liposomski uklopljenim biljnim djelatnim tvarima odnosi
se na antitumorsku terapiju. O iznimnoj vrijednosti i klinickoj primjenjivosti liposoma kao
nosaca biljnih lijekova svjedo¢i ne samo ogroman broj provedenih in vivo istrazivanja, ve¢ i
respektabilan broj liposomskih formulacija koje su u fazama klinickih ispitivanja (Alocrest®,
Brakiva®, INX-0125, OSI-211, LED-ETU, Endotag-l, LE-SN38, ATI-1123) ili su &ak

odobrene za humanu primjenu (Margibo®, Onivyde®).
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6. POPIS OZNAKA | KRATICA

ABTS
CNS
COX -2
DAS
DKG
DMBA
DOPC
DMSO
DPPC
DPPH
DSPC
DSPE
EPC
EPI
FDA
GA
GGPP
HPC
HSPC
Inos
IL-6
IL-1B
MBK
MIK
MS
NO
NF-xB
NGR
PC
PE
PEG

diamonijeva sol 2-azino bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonske kiseline

srediSnji ziv€ani sustav
ciklooksigenaza 2

dialil-sulfid

dikalijev glicirizinat
2,4-dimetoksibenzaldehid
dioleolifosfatidilkolin
dimetilsulfoksid
dipalmitoilfosfatidilkolin
1-difenil-2-pikrilhidrazil
distearoilfosfatdidilkolin
distearoilfosfoetanolamin
fosfatidilkolin iz jajeta

epikatehin

Americka agencija za hranu i lijekove
gliciretini¢na kiselina

2E, 6E, 10E-geranil-geranil-difosfat
hidrogenirani fosfatidilkolin
hidrogenirani sojin fosfatidilkolin
inducibilna sintaza dusikovog oksida
interleukin

interleukin 1

minimalna baktericidna koncentracija
minimalna inhibitorna koncentracija
mezangijalne stanice

dusikov oksid

transkripcijski nuklearni faktor
asparagin-glicin-arginin
fosfatidilkolin

fosfatidiletanolamin

polietilenglikol
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PEG-DSPE
PLGA
PTX-LIPO
RA

RES

RGD
SN-28
SPC
TNF-a

TP
TP-LHP
TRX-20
UA

PEG-ilirani distearoilfosfoetanolamin
kopolimer mlijecne i glikolne kiseline
liposomi s paklitakselom

ruzmarinska kiselina

resveratrol

arginin-glicin-aparaginska kiselina
7-etil-10-hidroksikamptotecin

sojin fosfatidilkolin

faktor nekroze tumora o

triptolid

flaster s liposomskim hidrogelom triptolida
3,5-dipentadeciloksibenzamin hidroklorid

usni¢na kiselina
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8. SAZETAK

Bioloski aktivni spojevi poput alkaloida, terpena, polifenola i saponina mogu biti izolirani iz
biljaka te se potom Kkoristiti kao lijekovi ili kao ishodisne sirovine za razvoj novih
(polu)sintetskih lijekova. Medutim, djelatne tvari biljnog porijekla uglavnom su kompleksne
organske molekule, velike molekulske mase, kemijski nestabilne i slabe topljivosti §to
ograni¢ava njihovu klinicku primjenu zbog lose apsorpcije te posljediéno niske
bioraspolozivosti. Uklapanjem u biorazgradive i biokompatibilne nanosustave moguce je
poboljsati farmakokineticka i farmakodinamska svojstva biljnih lijekova i time znacajno
unaprijediti terapiju. Medu brojnim istrazivanim nanosustavima primjena liposoma je od
iznimnog znacaja zbog moguénosti postizanja ciljane terapije na nivou oboljelih organa, tkiva
ili unutarstaniénom nivou, potenciranja bioloskog uc¢inka, poveéanju stabilnosti uklopljenog
biljnog materijala, povecanja bioraspolozivosti, poboljSanog sigurnosnog profila formulacije,
smanjenja nezeljenih nuspojava i toksi¢nosti na zdrave stanice. Provedena najznacajnija ex
Vivo, in vivo i klinic¢ka istrazivanja obuhvacéena ovim radom Sistematizirano su prikazana prema

kemizmu uklopljene djelatne tvari.
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9. SUMMARY

Biologically active phytochemicals such as alkaloids, terpenes, polyphenols and saponins can
be isolated from plants and formulated as drugs or used as crude materials for development of
(semi)synthetic drugs. Generally, phytochemicals are complex organic molecules,
characterized by a large molecular weight, chemical instability and low water solubility,
causing poor absorption, low bioaivailability and therefore limited clinical use. Incorporation
of phytochemicals into biodegradable and biocompatible nanosystems can improve their
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties and thus significantly enhance the
therapeutic outcome. Among the numerous investigated nanocarriers, liposomes have been
demonstrated to be particularly suitable due to the proven ability to: achieve accumulation of
the phytochemicals in the diseased tissues or intracellularly, potentiate biological effects and
bioaivailability, enhance stability of the incorporated plant material, promote safety profile of
the formulation and decrease undesirable side effects or potential citotoxicity. This work
presents an overview of the selected ex vivo, in vivo and clinical investigations, systematized

according to the chemical features of the incorporated phytoconstituent.
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