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HISTOKEMIJA LIPOSOMA I NJIHOVA POVEZANOST S KRVNO-MOZDANOM BARIJEROM

1 Uvod

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) procijenjeno je da se
oko 35% bolesti, koje pogadaju Europljane, odnosi na neurodegenerativne bolesti
srediSnjeg ziv€anog sutava (Brain Disorders: By the Numbers 2014). Mnoge se od
tih bolesti manifestiraju u obliku kronicnih i neizlijecivih stanja te rezultiraju godina-
ma izgubljenog mentalno zdravog Zzivota, a na kraju i smréu. Povezano s navedenom
statistikom, javlja se i trend produljenog zivotnog vijeka, kako u razvijenim, tako i
u slabije razvijenim drzavama (Haub, 2011), Sto znatno pridonosi problemu pove-
¢anja populacije zahvacene neurodegenerativnim bolestima. Zahvaljujué¢i modernoj
tehnologiji, preciznije nanotehnologiji, Ciji je razvoj poceo krajem Sezdesetih godina
proslog stoljeca idejom ameri¢kog fizicara Richarda P. Feynmana da se perspektiva
manipulacije objektima usredotoci na atome i molekule (Feynman, 1960), poceo je
razvoj jedne od dominantnijih grana moderne znanosti - nanomedicine. Temelj ove
interdisciplinarne grane znanosti jest razvoj Sirokog spektra uredaja mikroskopskih
veli¢ina te primjena istih na razini tkiva, stanica, pa ¢ak ih stani¢nih organela (Kru-
kemeyer i dr., 2015), a sve to s ciljem postizanja maksimalne ucinkovitosti lijeka s
minimalnim nuspojavama.

Jos na pocetku dvatesetog stoljeca, ¢ak i prije razvoja nanotehnologije, njemac-
ki znanstvenik Paul Ehrlich prezentirao je tzv. "magic bullet” koncept iza kojeg stoji
ideja o molekuli koja je dizajnirana da specificno donosi lijek do tkiva ili stanica koje
su ostecene ili odgovorne za manifestaciju tretirane bolesti (Zhu, Mei i Tan, 2014).
Prilikom lijeCenja bolesti koje zahvacaju sredisnji Ziv€ani sustav (CNS), najvedi pro-
blem predstavlja krvno-mozdana barijera. Ta je kompleksna struktura zapreka koju
terapeutici moraju premostiti da bi stigli na mjesto djelovanja te se sistem nosaca
molekula pokazao izrazito bitnim u njenom premoscivanju.

Danas, nanomedicina raspolaze tehnikama koje su omogucile preciznu sintezu tak-
vih specifi¢nih nosaca, a tri najvise koristena su biokompatibilni polimeri 1, micele i
liposomi (Krukemeyer i dr., 2015). Liposomi pokazuju najve¢u moguénost manipu-
lacije kada je rije¢ o specificnom usmjeravanju lijeka te su zato najistrazeniji medu
koristenim nanonosacima. Utvrdeno je da mogu biti programirani na nacin da odgo-
varaju na vanjski podrazaj (Vieira i Gamarra, 2016), mogu nositi vise od jednog lijeka
do ciljanog mjesta (Zhu, Mei i Tan, 2014), u njih je moguée inkorporirati molekule
razlic¢ite prirode (antitijela, drugi proteini, ugljikohidrati, nukleinske kiseline...) itd.
Neke se bolesti vec tretiraju lijekovima koji su u kompleksu s liposomima (Chang i
Yeh, 2011), dok ubrzani razvoj znanosti djeluje obecavajuce i za one ostale. Velika
prednost liposoma ispred drugih nanonosaca je ta da imaju sposobnost prijenosa tvari
topivih u vodi, ali i hidrofobnih tvari takoder (Huang, McPherson i MacDonald, 2013).
Moguce je da upravo liposomi revolucionariziraju nacin administracije lijekova za neka
od najzastupljenijih patoloskih stanja CNS, poput Parkinsonove i Alzheimerove bolesti,
mozdanog udara te tumora.

1Biokompatibilni polimeri su tvari koje ne izazivaju aktivaciju trombocita kada se nalaze u krvi te time
ne poticu stvaranje ugrusaka kada cirkuliraju krvotokom i prenose molekule na specificna mjesta (Prasad,
1994).
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2 Liposomi i njihove karakteristike

Pionirska istrazivanja i otkrice liposoma odvijali su se u drugoj polovici proslog sto-
lje¢a. Za prvu definiciju liposoma, 1964. godine, zasluzni su britanski biofizi¢ar Alec
D. Bangham i njegov tim sa SveuciliSta u Cambridgeu, opisavsi nabreknute fosfoli-
pidne sustave, koji slie stani¢noj membrani, te ih nazvavsi multilamelarnim smektic-
kim mezosomima ili, u neformalnom referiranju, bangosomima, prema voditelju tima
(Deamer, 2010). Tek je kasnije, 1968. godine, Gerald Weissmann predlozio naziv
liposomi, koji je uspjesno usvojen i nadalje koriSen, a nastao je kao analogija izrazu
za lizosome (Madni i dr., 2014).

Liposomi su definirani kao umjet-
ne vezikule sastavljene od jednog ili
vise koncentri¢nih slojeva fosfolipod-
nog dvosloja koji okruzuje vodeni medij
(Merriam-Webster, 2017c). Banghamov
eksperiment, koji je doveo do otkrica li-
posoma, temeljio se ha metodi negativ-
nog bojanja razlicitih lecitina dispergira-
nih u kloroformu, osusenih, a zatim re-
suspendiranih u vodi te promatranih pod
elektronskim mikroskopom uz povecanje
od 40 000 i 80 000 puta (A. Bangham i
Horne, 1964). Za negativno bojanje ko-
riSen je kalijev fosfotungstat, a kao re-
zultat su dobivene obojane koncentric-
ne lamele fosfolipidnih dvosloja (Slika 1.)
koje su u kasnijim istrazivanjima sluzile
kao model proucavanja prirode stani¢nih
membrana u razli¢itim uvjetima. Upra-
vo je na proucavanju liposoma utvrdeno
da fosfolipidni dvosloj stani¢nih membra-
na ima svojstvo permeabilnosti i odrza-
vanja koncentracijskog gradijenta (A. D.
Bangham, Standish i C., 1965). Pre-
ma stajalistima nekih znanstvenika (De-
amer, 2010), ovo je otkri¢e membran- ] )
ski ekvivalent otkri¢u strukture dvostru- Slika 1: Elektronsko mikroskopska foto-
ke uzvojnice molekule DNA. grafija dispergiranih Cestica ovolecitina ko-

je su formirale liposome. Jasno se vide ne-
gativno obojane lamele fosfolipidnih dvos-
2.1 Histokemija liposoma loja koje su prikazane kao svijetliji slojevi

Y odijeljeni tamnijim linijama (A. Bangham i
Svakom je tipu liposoma zajednicka Holgntg 1I964). yim ting ( g I

osnovna struktura koju cini fosfolipidni
dvosloj koji odvaja vanjsku tekucu fazu
od unutarnje tekuce faze. Molekule fo-
sfolipida orijentirane su na nacin da hi-
drofilne "glave” molekula grani¢e s vodenom otopinom u kojoj se nalaze, te s vo-
denom otopinom koju sadrze, dok su hidrofobni “repovi” molekula orijentirani jedni
prema drugima (Slika 2.). Razlike se mogu ocitovati u kompoziciji dvosloja, povrsin-
skom naboju dvosloja, veli¢ini liposoma, nacinu sinteze itd. Primjerice, kompozicija
dvosloja moze utjecati na rigidnost, odnosno fluidnost liposomalne Cestice. Ako je
Cestica liposoma formirana koristenjem lipida iz prirodnih izvora poput jaja ili soje,
koji sadrze viSe nezasicenih fosfatidilkolina, rezultat ¢e biti ve¢a permeabilnost mem-
brane, ali i manja stabilnosti liposoma. Kontrastno, koriStenjem zasicenih fosfolipida
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s dugim acilnim lancima daje rezultat u obliku rigidnih, nepropusnih, ali dulje stabilnih
liposoma (Akbarzadeh i dr.,, 2013).

Prema Bozzuto i Molinari, 2015, os-
novna podjela liposoma moze se bazirati
na temelju tri kriterija: veli¢ina, lame-
larnost i nacin pripreme. Veli¢ina lipo-
soma moze varirati od nekoliko nanome-
tara do nekoliko mikrometara, ali u me-
dicinske svrhe koriste se Cestice velici-
ne 50-450 nm te se unutar ove ljestvice Hydrophobic Tail
mogu podijeliti na male, srednje i ve- N
like liposome. Nadalje, lamelarost kao
kriterij odnosi se na broj dvosloja unu- { \
tar jedne Cestice liposoma, a dijeli se na ‘ '
unilamelarne cestice (ULVs) i mul-
tilamelarne cestice (MLVs). ULVs se
sastoje samo od jednog dvosloja fosfoli- Slika 2: Prikaz grade Sferiénog Iiposoma i
pida, dok MLVs imaju strukturu poput lu- orijentacije fosfolipida u dvosloju (integra-
ka, tj. sadrze vise koncentri¢nih fosfoli- tedhealth.com, 2017).
pidnih dvosloja (Slika 3.). Posljednji kri-
terij podjele je nacin pripreme koji se u grubo moze odijeliti na dvije metode: direktna
hidratacija lipida u organskom otapalu te metoda prethodnog stvaranja lipidnog filma
koji se kasnije hidratizira (Vise o metodama u odjeljku: Metode pripreme liposoma.).

Hydrophilic Head — “:.

a

Ol

\ Unilamellar Multilamellar )

P

Slika 3: Shematski prikaz i mikroskopska fotografija unilamelarnog (lijevo) te multi-
lamelarnog (desno) liposoma. (Trevisan i dr., 2011).

S druge strane, prema Madni i dr., 2014, liposome se moze podijeliti u vrlo specifi¢-
ne podvrste, a kriterij podjele je razlika u sastavu fosfolipidnog dvosloja s obzirom na
inkorporirane tvari. Tako postoje: arheosomi, kohelati, etosomi, egzosomi, imunoli-
posomi, magnetski liposomi, pH osjetljivi liposomi, temperaturno osjetljivi liposomi,
liposomi koji sadrze plin itd.

Arheosomi su liposomi ¢ija membrana sadrzZi lipide arheja. Bududi da su arhe-
je ekstremofili, nijhovi lipidi se razlikuju od lipida prokariota i eukariota (Madni i dr.,
2014). Njihovi lipidi su eter-lipidi, a to su molekule kod kojih jedan ili viSe ugljikovih
atoma u molekuli glicerola veze alkilni lanac eterskom, a ne uobic¢ajenom esterskom
vezom (Wikipedia, 2017). Takvi su liposomi bipolarni (lanci masnih kiselina nasu-
protnih fosfolipida su spojene - Slika 4), te su otporni na ekstremne vrijednosti ph
i temperature te na oksidativni stres 2. Arheosomi se koriste u sluaju potrebe za

20ksidativni stres je poremecaj ravnoteze prooksidansa (npr. slobodnih radikala, reaktivnih kisikovih
spojeva) i antioksidansa (vitamini C, E i antioksidacijski enzimi) u korist prooksidansa (Zarkovi¢, 2017)
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E3

Conventional
phospholipids

Slika 4: Shematski prikaz strukture membrane arheosoma s bipolarnim fosfolipidima
¢iji su nasuprotni alkilni lanci spojeni.

produljenjem cirkulacije liposoma u organizmu.

Kohelati (eng. cochelates) su liposomi u Ciji su dvosloj inkorporirani anorganski
kationi poput cinka i kalcija ili neki organski kationi (Madni i dr.,, 2014). Kationi su
visSevalentni, a svojim nabojem osiguravaju pojacane kemijske interakcije izmedu fo-
sfolipida u dvosloju te rezultiraju smanjenjem vodene jezgre unutar liposoma zbog
medusobnog priblizavanja molekula fosfolipida. Cestica pokazuje izuzetnu mehanié-
ku izdrzljivost i sposobnost pohranjivanja tvari koje bi inace izazvale jaku imunolosku
reakciju, primjerice - dostavljanje virusnih antigena (Madni i dr.,, 2014).

Etosomi sluze za transdermalni prijenos tvari (Slika 5.), a to su liposomi koji sadr-
Ze velike koliCine etanola u teku¢em mediju kojeg okruzuju. Svojstva etanola u ovom
sluc¢aju omogucuju vecu fleksibilnost dvosloja, dok je stabilnost i dalje postojana, Sto
pomaze boljoj penetraciji takvih liposoma kroz slojeve koze — posebice kroz stratum
corneum (Akhtar, 2016).

Egzosomi su liposomi koji su uobica-
jena pojava u organizmu, a luce ih zdra-
ve stanice u svrhu medusobne komuni-
kacije, te tumorske stanice u svrhu ma-
nipulacije mikrookoliSem u kojem se na-
laze - primjerice, poticanje angiogene-
ze 3 i apoptoze limfocita (Madni i dr,,
2014). Buduci da su takvi egzosomi pro-
izvod specifitnog organizma, oni na svo-
joj povrsini ve¢ sadrze receptore koji im
omogucuju precizno detektiranje tumor-
skog tkiva (Slika 8.), a iz tog su razlo-
ga privlac¢na opcija za daljnju molekular-
nu obradu. Naime, uspjesSno su izolirani -
egzosomi pacijenata koji boluju od neke A\
vrste tumora, te su u njih umetnuti pro- '
tutumorski lijekovi, a tada su takvi lipo-

somi, koji su zapravo imitacija egzosoma  gjika 5: Shematski prikaz penetracije eto-
tih pacijenata, koristeni kao precizan na- soma sa alkoholnom jezgrom (plavo) kroz

Cin dostave terapeutika do samih tumora  stratum corneum koze (Madni i dr., 2014).
(Kooijmans i dr., 2012).

Imunoliposomi su liposomi na ¢ijoj se povrsini nalaze receptori poput monoklo-
nalnih antitijela #, a ona selektivno vezu receptore (Slika 6.) na to¢no odredenim sta-
nicama/tkivima koja tada internaliziraju liposome. Imunoliposomi su posebno vazni

3Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih Zila (Merriam-Webster, 2017a).
4Monoklonalna antitijela su proteini koje proizvodi jedna linija klonova limfocita B, a specijalizirani su za
vezanje samo jedne tvari (Institute, 2017).




HISTOKEMIJA LIPOSOMA I NJIHOVA POVEZANOST S KRVNO-MOZDANOM BARIJEROM

za prijenos tvari koje su potencijalno toksi¢ne ukoliko slobodno cirkuliraju i tako budu
izlozene bilo kojem tkivu (Kooijmans i dr., 2012).

| Targeting Ligand 1 a
T Targeting Ligand 2

\
{ Receptor type 1

¥

? Receptor type 2 F
']

&

Slika 6: Shematski prikaz imunoliposoma s dva tipa monoklonalnih antitijela na po-
vrsini — ligand 1 (zeleno) i ligand 2 (crveno), koji usmjeravaju liposome na tkiva koja
sadrze samo receptor za ligand 1 (a), samo receptor za ligand 2 (c) ili receptore za
oba liganda (b) (Madni i dr., 2014).

Magnetski liposomi (Slika 7.) sadrze tvari poput gadolinija (Gd3*) i zeljeza (Fe3*/
Fe2*) ¢ija magnetska i paramagnetska svojstva omoguduju ciljano dostavljanje tera-
peutika ili djeluju kao kontrastni agensi pri magnetskoj rezonanciji (Madni i dr., 2014).
Takoder, primjenom izmjenjivog magnetskog polja moguce je inducirati otpustanje
terapeutika u to¢no odredenom trenutku.

pH osjetljivi liposomi osmisljeni su
kao odgovor na otkrice da je virusima po- y o Absorbed hydrophobic
treban blago kiseli okoliS kako bi se nji-  Magaetic T
hov proteinski omotac fuzionirao sa sta-  maveparticles _
nicnom membranom i u stanicu otpustio
virusnu DNA. Iz tog su razloga dizajnirani
liposomi koji otpustaju terapeutike upra- Absorbed
vo u kiselim uvjetima kako bi se virusna bydrophitic
invazija efektivnije sprijecila (Madni i dr.,
2014).

Temperaturno osjetljivi liposomi
imaju stabilni fosfolipidni dvosloj sve dok
cirkuliraju krvotokom pri tjelesnoj tem-
peraturi od 37°C. Kada se nadu u po-
druéju zahvacenom hipertermijom (39-
42°C), a takav je slucaj naj¢esce u mi-
krookoliSu koji okruzuje tumor, zbog po-
vecane fluidnosti dvosloja otpustaju te-
rapeutike (Kono i dr.,, 2010).

Liposomi koji sadrze plin modificirani su na nacin da ¢ak do 80% unutarnjeg vo-
lumena cine Cestice u plinovitom stanju, dok preostali volumen sacinjava tekuca faza
sa otopljenim agensima (Madni i dr.,, 2014). Uoceno je da takvi liposomi osciliraju pod
niskim frekvencijama ultrazvuka te ih se moze razlikovati od oscilacija koje producira
okolno tkivo. Na taj nac¢in mogu posluziti kao sredstvo detekcije tumora te je mo-
guce izazvati otpustanje terapeutika vanjskim podrazajem - ultrazvuénim valovima
(Huang, McPherson i MacDonald, 2013).

sabstamces

e Hydrophilic polar
groaps

= Hyvdrophobic polar
groups

Slika 7: Hipotetski model magnetskog li-
posoma koji nosi hidrofobne agense inkor-
porirane u fosfolipidni dvosloj, te hidrofilne
terapeutike i magnetske Cestice smjestene
u vodenoj okolini u sredistu (Ahmad i dr.,
2013).




HISTOKEMIJA LIPOSOMA I NJIHOVA POVEZANOST S KRVNO-MOZDANOM BARIJEROM

2.2 Metode pripreme liposoma

Kada se molekule fosfolipida izlozi vode-
nom okruzenju, dolazi do spontane formaci-
je sfericnih Cestica, a razlog tome je am-
fipatska grada molekule fosfolipida. Fosfo-
lipidi imaju hidrofilni i hidrofobni dio (Slika
9.) sto ih ¢Cini slabo topljivim tvarima u vo-
di, ukoliko ne formiraju dvosloj. Na rubo-
vima dvosloja, koji lezi u ravnini, nalaze se
fosfolipidi Ciji hidrofobni dijelovi sadrze visoku
vrijednost slobodne energije, budué¢i da gra-
nice s vodom. Ta se energija na kraje-
vima ravnine dvosloja moze smanjiti ugrad-
njom novih fosfolipida i formiranjem sferic-
nog oblika (Slika 2). Kako se fosfolipidi pla-
narno postavljenog dvosloja regrupiraju tvo-
re¢i zaobljeni oblik, ukupna energija procesa
najprije raste zbog savijanja dvosloja, a za-
tim se smanjuje i otpusta kako se krajevi
dvosloja spajaju i Cine sferu (Patil i Jadhav,
2013).

U posljednjih 40-ak godina, koncept klinic-
ke upotrebe liposoma kao sredstva doprema-
nja terapeutika postao je uobiCajena pojava u
znanstvenim istrazivanjima, te je doprinio razvo-
ju mnostva metoda za njihovu sintezu in vitro (Al-
len i Cullis, 2012). Osnovne metode sinteze lipo-
soma su efikasne, reproducibilne i jednostavne za
izvodenje, sto omogucuje subjektivno prilagoda-
vanje parametara ovisno o potrebi i cilju istrazi-
vanja, a to je rezultiralo velikim brojem njihovih

Slika 8: Shematski prikaz dije-
la stanice koji izlu¢uje egzosome
(rozi kruzi¢i) te njihovo uvecanje
koje prikazuje razli¢ite receptore
na povrsini egzosoma (Kooijmans
i dr., 2012). (NC = jezgra stanice;
MVB = multivezikularna tijela)

varijanti (Nogueira i dr., 2015). Odabir ispravne metode ovisi o faktorima kao Sto su
kemijske komponente liposoma i/ili priroda tvari koja ¢e biti inkorporirana, toksi¢nosti
i koncentraciji tvari za unos u liposom, vrsta medija u kojem su liposomi dispergirani,
veli¢ina i Zeljeno trajanje "Zivota” liposoma itd. (Bozzuto i Molinari, 2015).

Konvencionalne metode pripreme li-

hav,

Phosphate

Hydrophilic head

S

Hydrophobic tails

Slika 9: Prikaz grade jedne molekule fosfo- .
lipida. Fosfat i glicerol ¢ine hidrofilni dio,

dok dugi ugljikovodic¢ni lanci mogu biti za-
si¢eni ili nezasi¢eni, a ¢ine hidrofobni dio i
molekule (Boundless.com, 2017).

posoma mogu se podijeliti u (Patil i Jad-

2013):

metode za pripremu multilamelar-
nih vezikula (MLVs),

metode za pripremu malih (SUVs) i
velikih (LUVs) unilamelarnih veziku-
la.

druge strane, neke od alternativnih

metoda su (Patil i Jadhav, 2013):

mikrofluidna metoda,

metoda koristenja superkriti¢nih flu-
ida,

ostale moderne metode.
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Metode za pripremu multilame-

larnih vezikula (MLVs): %% ﬁﬁa A
L] 3 A
(a) HIDRATACIJA FOSFOLIPIDNOG FIL- Phospholipid molecules
MA - metoda u kojoj suhi film pa-
ralelno postavljenih dvosloja jedan = cececccocenee
na drugi (Slika 10.) bude rehidri- m@&."!ﬁw‘”}ﬁﬁ
ran. Rezultat je heterogena smjesa BARRRRARADDINNRARY
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(b) METODA OTAPAJUCIH SFERULA (eng. Jl
solvent spherule method) - snazno *é}\ ) iy
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ra/etanola), koje sadrzi fosfolipide, Wﬂ%&& % =
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kuuma rezultira emulzijom koja sa- %ﬁﬁ%&ﬁ"&%@ﬂmﬁ Fast bilayer ,@,
drzi male lipidne sferule. Evapora- e e {1}
cijom se mice organska faza, te os- Hydrationof lipid bilayers Unilamellar vesicle (UV)

taje vodena otopina lipidnih sferula

koje se konvertiraju u MLVs razliCi-  sjika 10: Shematski prikaz sinteze multi-

tih velicina. lamelarnih i unilamelarnih liposoma meto-
(c) HIDRATACIJA PROLIPOSOMA - sta- d_om_ hidratac_ije par_al_elnih slojeva fosfoli-

bilna, suha i granulirana smjesa pidnih dvosloja (Patil i Jadhav, 2013).

proliposoma, koji imaju inkorporira-

ne terapeutske agense, izlozena vo-

denoj okolini daje otopinu MVLs sa

takoder inkorporiranim terapeuticima.

Metode za pripremu malih (SUVs) i velikih (LUVs) unilamelarnih vezikula:

(a) EVAPORACIJA REVERZNE FAZE (eng. reverse phase evaporation) - sli¢no kao
kod metode otapajucih sferula, postupak ukljuc¢uje hidrataciju fosfolipida otop-
ljenih u organskom otapalu dodatkom vode i snaznim mijeSanjem. Razlika je u
tome Sto se kod metode sferula javlja oil-in-water emulzija koja rezultira MLVs,
dok u ovom slucaju nastaje water-in—-oil emulzija te su rezultat velike unilame-
larne vezikule (LUVSs).

(b) INJEKCIJA FOSFOLIPIDA (OTOPLJENIH U ORGANSKOM OTAPALU) U VODENI ME-
DIJ - u slucaju injektiranja fosfolipida otopljenih u etanolu u vodeni medij, dolazi
do razrjedivanja etanola do kriticnhe koncentracije, sto potice spontano formiranje
malih unilamelarnih vezikula (SUVs). Kada je na mjestu etanola eter, formiranje
SUV liposoma dogada se zbog hlapljenja etera iz otopine. Mijenjanjem parame-
tara zakljuceno je da poveéanjem koncentracije fosfolipida u organskom otapalu
dolazi do formiranja vecih liposoma, ali se formiraju i MLVs.

(c) DIJALIZA DETERGENTOM (eng. detergent dialysis) — u ovoj se metodi koristi
detergent kako bi se formirale micele koje zatim omogucuju otapanje fosfolipida
u vodi. Kasnijim odstranjivanjem detergenta dijalizom > micele bogate fosfolipi-
dima medusobno fuzioniraju te na taj nacin nastaju LUVs.

(d) REDUKCIJA VELICINE I LAMELARNOSTI MLVs - buduéi da je lak$e postic¢i spon-
tanu sinteze multilamelarnih vezikula, razvijene su metode koje omogucavaju
reformiranje MLVs u LUVs i SUVs. Neke od metoda su: tehnika francuskog poti-
skivanja (eng. French press technique; ukljucCuje istiskivanje otopine, koja sadrzi

SDijaliza je proces odvajanja tvari iz otopine na temelju njihove razli¢ite difuzije kroz polupropusnu
membranu (Merriam-Webster, 2017b).
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MLVs, kroz sitne otvore pri uvjetima visokog tlaka), sonifikacija (primjenom ul-
trazvucnih valova moguce je poremetiti strukturu MLVs te nastaju SUV liposomi
velicine 30-50 nm, no posljedica primjene ove metode moze biti degradacija
fosfolipida ili terapeutskog agensa), homogenizacija (otopina liposoma se kon-
tinuirano pumpa kroz sitne otvore i sudara sa cCelicnim zidom homogenizatora
pri vrlo visokom tlaku), istiskivanje kroz polikarbonatne membrane koje sadrze
pore...

Mikrofluidna metoda: koristi protok odredenih tekucina kroz kanale ciji promjer
moze biti u rasponu 5-500 um (Slika 11.). Prednosti ove metode kao tehnike sinteze
liposoma je mogucnost preciznog baratanja volumenima polaznih otopina u nano-
litrima, a to omogucuje stvaranje uvjeta savrsenih omjera za sintezu Zeljenog tipa
liposoma.

Metoda koristenja superkriti¢nih fluida: u kojoj oni obavljaju ulogu organskih
otapala u konvencionalnim metodama. Superkritic¢ni fluidi (SCF) posjeduju karakteris-
tike tekucina i plinova pa i najmanja promjena tlaka i/ili temperature moze promijeniti
gustocu SCF, a time i topljivost tvari u njima. Obavljajuéi ulogu organskih otapala,
omogucuju efikasnije razdvajanje i procis¢avanje lipida iz otopine.

Ostale moderne metode sinteze: ukljucuju metode poput hladnog susenja
dvostrukih emulzija (eng. freeze drying of double emulsions; smrzavanje i susenje
organske otopine lipida koji formiraju liposome, te kasnije dodavanje vode prilikom
c¢ega se formira homogena smjesa MLVs koji se kasnije mogu tretirati u svrhu dobi-
vanja SUVs i/ili LUVs), koristenje membranskog kontaktora za sintezu lipida (otopina
fosfolipida u etanolu istiskuje se kroz membranski kontraktor u vodenu otopinu i pri
tome se formiraju liposomi), hidrataciju fosfolipida natalozenih na nanomaterijale...

Oil+ surfactant
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Slika 11: Shematski prikaz sinteze sferi¢nih Cestica koristenjem mikrofluidne metode
(Vitor, Casagrande Sipoli i Gaziola De La Torre, 2015).
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3 Krvno-mozdana barijera

Krajem 19. stoljec¢a, njemacki Nobelovac Paul Ehrlich proveo je istrazivanje u ko-
jem je modelnim organizmima intravenozno ubrizgao boju (tripansko modrilo) te je
primijetio da je boja bila lokalizirana periferno, odnosno da mozdano tkivo nema jed-
naki afinitet bojanja kao ostali organi periferije. Nesto kasnije, poc¢etkom 20. stoljeéa,
njegov je ucenik, njemacki kirurg Edwin Goldmann, proveo isti eksperiment, ali - re-
cipro¢no. Goldmann je boju ustrcao direktno u cerebrospinalnu tekucinu (CSF) ledne
mozdine te je primijetio da u tom slucaju periferni organi nisu bili zahvaceni bojom,
vec se ona zadrzala samo u podrucju mozga i ledne mozdine, tj. srediSnjeg Ziv€anog
sustava (CNS) (Vieira i Gamarra, 2016). Nakon ovih prvotnih, te niza pokusa koji
u slijedili, tek su 1960-ih godina znanstvenici Reese i Karnovsky uspjeli vizualizira-
ti (Slika 12.) krvno-mozdanu barijeru (BBB) na endotelu krvnih Zila CNS (Reese i
Karnovsky, 1967).

Neuroni mozga i ledne mozdine koriste kom-
pleksne mreze za medusobnu komunikaciju ko-
riste¢i kemijske (neurotransmiteri, modulatori) i
elektricne (sinapticki potencijal, akcijski potenci-
jal) signale. Kako bi takva signalizacija bila pre-
cizna, reproducibilna i pouzdana, potrebni su me-
hanizmi za o¢uvanje homeostaze ionskog sastava
intersticijske tekucine koja okruzuje zivéane sta-
nice (Joan Abbott, 2013). Takoder, neuronima
je potreban konstanan izvor kisika i nutrijenata,
udaljen maksimalno 8-20 pm (Tajes i dr.,, 2014),
a koji je omogucen brojnim kapilarama koje ula-
ze u tkivo CNS. Iz tog je razloga evolucijom doslo
do modifikacije kriti¢nih podrucja CNS, koja pred-
stavljaju snazne strukturne i biokemijske barije-
re, a nalaze se na tri glavna podrucja u CNS (Joan
Abbott, 2013):

¢ epitel koroidnog pleksusa (modificirane epen- 5%
dimske stanice koje oblazu mozdane klijetke §
te izlucuju CSF),

¢ epitel arahnoidne mozdane ovojnice koja Cini

vanjski ovoj CNS, Slika 12: Elektronsko mikroskop-

e endotel mozdanih kapilara koji se naziva ska slika (x 20 000) uzduZnog

krvno-mozdana barijera. presjeka dijela mozdane krvne zi-
le misa u ciji je krvotok ubrizga-
.- v na hrenova peroksidaza. Vide se
3_'_1 Anatomija krvno-mozdane ba-  ¢itrocita obojana u crno zbog
rijjere endogene peroksidazne aktivnos-
ti hemoglobina, te lumen kapilare
koji sadrzi crno obojene produkte
egzogenih peroksidaza. S druge
strane endotelnih stanica krvne Zi-
le nema crnog obojenja (Reese i
Karnovsky, 1967).

Izraz krvno—-mozdana barijera (BBB) se koristi
za opisivanje jedinstvenih svojstava stanica ko-
je su zasluzne za formiranje krvnih zila mozga.
Takve krvne Zile su kontinuirane, nefenestrirane
krvne Zzile sa jos dodatnih svojstava koja im omo-
gucuju striktnu regulaciju kretanja iona, moleku-
la i stanica izmedu krvi i CNS (Daneman i Prat,
2015). BBB je sastavljena od endotelnih stanica
povezanih ¢vrstim ¢vorovima (eng. tight juncti-
ons sa pripadaju¢om bazalanom membranom te
stanicama (periciti, nozice astrocita) koje ih okru-
zuju i tvore dodatni sloj oko kapilare.
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Prema Daneman i Prat, 2015, stanice koje tvore krvno—-mozdanu barijeru su:

Endotelne stanice (ECs) su jednostavne ploCaste epitelne stanice nastale iz me-
zoderma, a Cine stijenku krvnih Zila. Promjer vecih zila, poput velikih arterija i vena,
mogu Ciniti desetci endotelnih stanica, dok promjer stijenke najmanje kapilare cini
samo jedna EC (Slika 13.) koja spaja svoje krakove i ¢ini lumen kapilare (Daneman i
Prat, 2015). BBB ECs imaju specificne karakteristike koje ih razlikuju od ECs perifernih
krvnih Zila. Neke od karakteristika BBB ECs su: nemaju fenestracija (otvora), imaju
manji broj endocitoznih vezikula (Sto ograni¢ava transcelularni put tvari), ¢vrsti ¢vo-
rovi kojima su povezane susjedne ECs onemogucavaju paracelularni put tvari, imaju
veci broj mitohondrija (metabolicki su aktivnije, tj. produciraju vise ATP-a koji je po-
treban za aktivni prijenost tvari kroz membranu) te imaju specijalizirane transportne
sisteme (Tajes i dr.,, 2014). Transport tvari preko membrane ECs odvija se pomocu
dva tipa transportnih molekula, a to su efflux transporters (ETs) i highly specific nu-
trient transporters (NTs) (Daneman i Prat, 2015). ETs su lokalizirani na lumenalnoj
strani membrane endotelnih stanica te prenose male lipofilne molekule u krv, koje bi
u suprotnom difundirale u sloj stani¢cne membrane. NTs su transporteri specijalizirani
za prenosenje odredenih nutrijenata iz krvi u CNS, te odvodnju otpadnih produkata iz
CNS u krv. Osim ograni¢enog prolaska molekula kroz i izmedu endotelnih stanica, ECs
takoder eksprimiraju znatno manje leukocitnih adhezijskih molekula (eng. /eukocyte
adhesion molecules, LAMs) sto limitira koli¢inu imunoloskih stanica koje ulaze u CNS
(Daneman i Prat, 2015).
krvnih Zila, periciti) koje su prilozene s ablumenalne strane krvnih Zzila i/ili umetnute
u bazalnu membranu (BM). Zidne stanice kapilara BBB su periciti (Slika 13.), a oni
su mezenhimske stanice koje se nalaze umetnute u BM, izmedu endotelnih stanica i
astrocitnih nozica, a pruzaju svoje nastavke koji se mogu protezati ¢ak i preko nekoliko
endotelnih stanica (Daneman i Prat, 2015). Imaju ulogu u odrzavanju vaskularnog
tonusa i stabilnosti jer sadrze kontraktilne proteine, zaduzeni su za popravak krvnih
Zila, reguliraju infiltraciju imunoloskih stanica, angiogenezu te protok krvi u mozgu
s obzirom na njegovu aktivnost (Daneman i Prat, 2015; Tajes i dr., 2014). Vazno je
spomenuti da je omjer pericita i endotelnih stanica u kapilarama BBB otprilike 1:3, dok
je, primjerice, u takoder vrlo aktivnom tkivu poput misi¢nog, omjer 1:100 (Daneman
i Prat, 2015).

Astrociti su velika skupina glija stanica koji pruzaju svoje nastavke (Slika 13.) do
neurona i do kapilara BBB te imaju ulogu njihovih poveznica. Zbog neurovaskularne
veze kojoj posreduju, astrociti imaju ulogu reguliranja kontrakcije/relaksacije glatkih
misi¢a u stijenkama mozdanih arteriola i pericita koji okruzuju kapilare, Ssto omogu-
¢ava optimiziranje dotoka krvi u potrebite dijelove mozga (Daneman i Prat, 2015).
Uz to, imaju i vaznu ulogu u formaciji i odrzavanju krvno-mozdane barijere (osigu-
ravaju Cvrste veze izmedu endotelnih stanica, sadrze akvaporine kojima reguliraju
ionski sastav i volumen BBB), te imaju ulogu u ekspresiji i polariziranoj lokalizaciji
transportera u membrani endotelnih stanica (Tajes i dr., 2014).

3.2 Histokemija krvno-mozdane barijere

U novije doba, uporabom sofisticiranih eksperimentalnih pristupa ® na podruéju ge-
nomike i proteomike krvno-mozdane barijere, otkriven je niz molekula eksprimiranih
od strane endotelnih stanica, a koje su vrlo vazne za razumijevanje strukture i tran-
sporta tvari kroz BBB (Daneman i Prat, 2015). Podatci su usporedivani s endotelnim
stanicama neneuralnih tkiva te je na temelju toga zakljucivano o vaznosti pojedinih
molekula BBB. Endotelne stanice i periciti BBB izluCuju izvanstanicni matriks koji se
naziva vaskularna bazalna membrana, dok astrocitni nastavci izluCuju parenhimsku

6Koridtenjem microarray tehnologije, RNA sekvenciranja i masene spektroskopije na proc¢is¢enim mikro-
vaskularnim segmenatima BBB, prociS¢enim endotelnim stanicama te kultiviranim endotelnim stanicama
(Daneman i Prat, 2015).

10



HISTOKEMIJA LIPOSOMA I NJIHOVA POVEZANOST S KRVNO-MOZDANOM BARIJEROM

\J
Xé’

o

3\
\
N
\

tight junction ;
endothelium - ,/0 %
¥ I

basal A\l

pericyte { lamina

neuron

’:; end foot

astrocyte
. microglia

Slika 13: Shema prikazuje poprecni presjek mozdane kapilare ciji promjer Cini jedna
endotelna stanica (Zuto), a okruzuju je periciti (zeleno) i nozice astrocita (plavo) koji
¢ine dodatni sloj oko kapilare (Joan Abbott, 2013).

bazalnu membranu koja je nastavak vaskularne (Daneman i Prat, 2015). Bazalne
su membrane u osnovi ablumenalni 30-40 pm debeli slojevi molekula poput kolage-
na tipa IV, heparin sulfat proteoglikana, laminina, fibronektina i ostalih glikoproteina
(Serlin, Shelef i Friedman, 2015), iako se razlikuju u nekim tipovima molekula.

Osim molekula bazalne membrane, otkrivene su molekule zasluzne za formiranje
¢vrstih ¢vorova (eng. tight junctions) izmedu endotelnih stanica, te transporteri
koji sudjeluju u prijenosu tvari izmedu krvi i CNS. Endotelne stanice CNS su poveza-
ne Cvrstim ¢vorovima/spojevima (TJs) koji onemogucavaju paracelularni prolaz iona
i molekula iz krvi u CNS i obratno. TJs se formiraju interakcijom transmembran-
skih proteina, koji su takoder povezani sa citoskeletom vlastite stanice, na apikalnim
stranama lateralnih dijelova ECs (Slika 14.). Istrazivanja (Daneman i Prat, 2015) su
pokazala da su TJs propusni za nenabijene molekule maksimalne veli¢ine 4 nm, dok
vece molekule ne propustaju paracelularnim putem, Sto sugerira da TJs formiraju pore
promjera otprilike 4 nm. Transmembranske molekule koje sudjeluju u formiranju TJs
su klaudini, okludini te JAMs (eng. junctional adhesion molecules) (Daneman i Prat,
2015). Klaudini ¢ine porodicu transmembranskih molekula ¢ije ¢etiri domene prolaze
kroz stani¢nu membranu, a zaduzeni su za formiranje paracelularnih membrana ili
pora koje regulirajupropusnost TJs (Gunzel i Yu, 2013). Okludin je protein sa takoder
Cetiri transmembranske domene, ali njegova ulog ase vise ocCituje u stabilizaciji TJs,
a ne formiranju, kao Sto je to uloga klaudina (Cummins, 2012). JAMs cine veliku
imunoglobulinsku porodicu proteina koje, izmedu ostalih, eksprimiraju i epitelne, tj.
endotelne stanice kako bi omogucile medusobni kontakt sa susjednim stanicama, a
posebno su eksprimirani u podrucju TJs (Ebnet i dr., 2004).

Buduci da su endotelne stanice specijalizirane za nepropustanje nespecific¢nih koli-
¢ina molekula kroz i izmedu svojih membrana, postoje specijalizirani transportni sus-
tavi koji ukljuc¢uju dva tipa transportera: efflux transporters (ETs) i nutrient trans-
porters (NTs). ETs koriste hidrolizu ATP-a za transport tvari u smjeru suprotnom od
njihovog koncentracijskog gradijena, dok NTs prenose tvari niz njihov koncentracij-
ski gradijent (Daneman i Prat, 2015). Glukoza i aminokiseline ulaze i izlaze putem
specificnih nosaca - solute carriers, smjestenih na lumenalnoj ili ablumenalnoj strani
membrane, ioni ulaze putem ionskih kanala i nosaca, ali kontrolirano jer je njihova
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koncentracija u krvi razli¢ita od one u CNS, dok velike molekule poput peptida i prote-
ina ulaze endocitoznim vezikulama (Serlin, Shelef i Friedman, 2015). Upravo je ovaj
posljednji nacin unosenja tvari (npr. velikih molekula poput terapeutika) od interesa
znanstvenicima kako bi se dizajnirale specificne vezikule koje ¢e biti prepoznate od
strane endotelnih stanica BBB. Na taj bi se na¢in omogucio prijenos tvari, koje u ne-
kim drugim uvjetima poput samostalnog kolanja krvotokom, ne bi uspjele proéi kroz
membranu endotelnih stanica u CNS.

glutt Mct1 Lat1  Tfr
Blood

Endothelial cell

CNS Parenchyma

Slika 14: Shema prikazuje molekule ukljucene u formiranje ¢vrstih spojeva izmedu
endotelnih stanica, te transportne molekule BBB (Daneman i Prat, 2015).
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4 Povezanost liposoma s krvno—-mozdanom barije-
rom

Postoji nekoliko razli¢itih nacina na koje je moguce premostiti krvno-mozdanu ba-
rijeru s ciljem dostavljanja lijekova radi tretiranja bolesti CNS. Nacini premoscivanja
mogu se kategoorizirati u tri velike grupe: invazivhe metode, farmakoloske metode
i fizioloSke metode (Vieira i Gamarra, 2016). Invazivhe metode ukljucuju aplika-
ciju lijeka direktno u tkivo CNS tehnikama poput mikroCipova, uvodenja katetera,
prekidanja krvno—-mozdane barijere (Vieira i Gamarra, 2016). Invazivne metode sa
sobom povlace nuznost hospitalizacije, ali i rizike poput oSte¢enja mozdanog tkiva,
toksicnost, infekcije itd. Sljedeca kategorija metoda su farmakoloske metode koje
uklju¢uju medicinsko-biokemijske alternacije molekula kako bi one bile pogodnije za
premoscivanje BBB. Primjer jednog od pokusSaja alternacije lijeka jest sinteza ma-
lih, izrazito lipofilnih molekula koje bi mogle pasivno difundirati kroz sloj endotelnih
stanica, no time se gube sve prednosti koje bi lijek imao u polariziranoj formi (Vi-
eira i Gamarra, 2016). Posljednji, ali i najnapredniji, tip metoda prijenosa velikih
molekula preko BBB su fizioloske metode koje se temelje na principu iskoriStavanja
transcitoznog/endocitoznog potencijala endotelnih stanica BBB ciljajuci na specificne
transportne receptore koje ECs eksprimiraju (Vieira i Gamarra, 2016). Medutim, ne-
dovoljna koncentracija cirkuliraju¢eg terapeutika koja stigne do CNS, prijevremena
razgradnja, nespecificno vezanje na druge receptore itd. su razlozi koji i fizioloske
metode stavljaju u drugi plan.

Uz korak razvitku nanotehnologije, razvila se i grana nanomedicine u kojoj su
znanstvenici pronasli rjeSenje za nedostatke koji se javljaju s prethodno navedenim
metodama premoscivanja BBB. Od velike raznolikosti sintetiziranih nanocestica, lipo-
somi obecavaju najvedi potencijal za postizanje Zeljenog cilja, a to je Sto efikasnija
dostava lijeka sa Sto manje negativnih ishoda ili nuspojava. Liposomi se u medicini
koriste u dvije svrhe - terapeutskoj i dijagnostickoj svrsi (Akbarzadeh i dr., 2013).

4.1 Terapeutska svrha

Inkapsulacija aktivnog oblika lijeka u liposom stiti molekulu od prijevremene en-
zimatske razgradnje ili imunoloske i kemijske inaktivacije. Takoder, minimalizira se
izlaganje lijeka zdravom tkivu pa je koncentracija tvari, koja dospije do Zeljenog tkiva,
veca (Bozzuto i Molinari, 2015). Prema podacima (Nogueira i dr., 2015), do 2015.
godine pokrenuto je vise od 1500 klini¢kih studija s liposomima kao temeljem istra-
Zivanja za primjenu lijecenja ljudi.

Kada je rijeC o lijeCenju neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove bolesti
(AD) ili Parkinsonove bolesti (PD), liposomi potencijalno poboljSavaju ishode lijece-
nja, vise nego Sto ih ima sam terapeutik. AD je progresivno i ireverzibilno stanje
demencije, tj. gubitka kognitivnih sposobnosti, koje dovodi do atrofije mozdanog tki-
va i neurodegeneracije, a naj¢esce pogada ljude u Sezdesetim godinama (NIA, 2017).
Neuropatogenezom je utvrdeno da u mozdanom tkivu osobe koja pati od AD dolazi do
nakupljanja netopljivih agregata poput depozita B—amiloida i stvaranja neurofibrilar-
nih tracaka tau proteina u kori mozga i subkortikalnoj sivoj tvari (MSD, 2017). Tako-
der, neki podaci (Vieira i Gamarra, 2016) govore i o drugim mogucéim uzrocima poput
deficita u kolinergickim neurotransmiterskim sustavima, povecane razine slobodnih
radikala u CNS ili ve¢e koncentracije proupalnih citokina. Povezano s nedostatkom
kolinergic¢kih sustava 7, javlja se smanjena koli¢ina neurotransmitera acetilkolina, a
time je onemogucena pravilna i brza komunikacija izmedu neurona. Iz tog su razlo-
ga danas najkoristeniji tretmani za ublaZzavanje simptoma AD - acetilkolinesterazni
inhibitori (Rees i Brimijoin, 2003). Inhibitori sprjeCavaju aktivnost enzima za razgrad-
nju acetilkolina i time omogucavaju njegovu dovoljnu koli¢inu, ali njihova je aktivnost

7Kolinergi¢ni sustav je mreZa neurona koji koriste neurotransmiter acetilkolin u prenodenju akcijskog
potencijala (Kreutzer, DelLuca i Caplan, 2011).
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povezana i sa snaznim nuspojavama (Vieira i Gamarra, 2016). Istrazivanja (Vieira i
Gamarra, 2016) su pokazala da su acetilkolinesterazni inhibitori inkorporirani u lipo-
some i aplicirani intranazalno pokazali znatno vecu efikasnost u tretiranju nuspojava,
nego slobodno cirkuliraju¢e molekule terapeutika.

Povezanost liposoma i BBB jo$ je uvijek nedovoljno eksperimentalno usavrSeno
podrucje da bi se ta strategija koristila na Sirem spektru oboljelih, no postoje lijekovi
poput onih protiv gljivicnih infekcija, tumora jajnika/dojki, sarkoma itd., koji se vec
dugi niz godina u primijenjuju u sastavu liposoma (Chang i Yeh, 2011).

4.2 Dijagnosticka svrha

Liposomi su dobro poznati primarno kao sredstva za dostavljanje terapeutski ak-
tivnih molekula, no u njih je takoder moguce inkorporirati neinvazivna kontrastna
sredstva koja sluze u dijagnosticke svrhe. Primjerice, jedan od vedéih problema u te-
rapiji glioma (tumora glija stanica) jest njegova detekcija u ranim fazama razvoja.
Kod glioma, potencijalno najbolja meta za detekciju rastu¢eg tumorskog tkiva jest
mjesto pojacane angiogeneze. Ovdje se jos jednom istiCe prednost velike biokemij-
ske varijabilnosti liposoma s obzirom na njihovu mogucnost sadrzavanja magnetskih,
opticki aktivnih i kemijski aktivnih tvari koje se lako detektiraju. Neke od moder-
nih metoda detekcije su magnetska rezonancija (MRI), opti¢ko snimanje, ultrazvuk
i SPECT tomografija (eng. single-proton-emission computed tomography) (Vieira i
Gamarra, 2016). Provedena su istrazivanja (Vieira i Gamarra, 2016) u kojima su di-
zajnirani liposomi sadrzavali specifi¢cne receptore za poznate molekule eksprimirane
na angiogenetski aktivnim stanicama te je MRI tehnikom detekcije dobivena jasna
linija tumorskih margina, a PET (eng. positron emission tomography) snimanjem
struktura glioma.

Nanotehnologija daje mogucnost sinteze i multifunkcionanih, tzv. teragnostickih
(eng. theragnostic), liposoma koji imaju ujedinjenu terapeutsku i dijagnosti¢ku ulogu.
Takvi liposomi sadrze razli¢ite molekule sposobne za vezivanje nanocestice na ciljano
tkivo, biomarkere za detekciju lokacije izvana, inaktivhe molekule koje reagiraju na
vanjski podrazaj te na taj nacin iniciraju ispustanje terapeutika i sl. (Allen i Cullis,
2012). No, kako se kompleksnost nanocestica odmice od osnovnog modela prema
slozenijem, povecava se riziCnost i tezina izvedivosti, ali i cijena cijelog procesa.
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5 Sazetak

Uz korak rapidnom razvijanju nanoindustrije u posljednjih nekoliko desetaka godi-
na, trend mijenjanja perspektive na mikroskopsku razinu javlja se i u podruéju medi-
cine. Od njihovog otkri¢a u drugoj polovici proslog stolje¢a, nanocestice su pokazale
izniman potencijal u poboljSanju metoda lijecenja ljudskih bolesti. Javlja se varijetet
nanocestica poput micela, biokompatibilnih polimera, mikrocipova i sli¢nih, no pose-
ban naglasak stavlja se na liposomalne nanocestice. Liposomi su sferi¢ne strukture
veli¢ine 50-450 nm sastavljene od jedne ili viSe koncentri¢nih fosfolipidnih membrana
koje su organizirane tako da "glave” fosfolipida vanjskog sloja i “glave” fosfolipida unu-
tarnjeg sloja dvosloja granice s vodenim medijem. Upravo zbog ovakve orijentacije
fosfolipida, liposomi imaju mogucost inkapsuliranja lipofilnih (unutar samog dvosloja)
i hidrofilnih (unutar srediSnjeg vodenog medija) tvari. Metode pripreme liposoma nisu
striktno ogranicene pa je tako moguce prilagoditi osnovni model prireme prema zelje-
nom ishodu, a to je dobivanje liposoma specifi¢cnog dizajna koji ¢e inkapsulirane tvari
dostaviti do specifi¢nog tkiva. Dizajn liposoma moze se razlikovati s obzirom na njiho-
vu veli¢inu, lamelarnost (broj dvosloja u jednoj Cestici), sastav tvari, koje Cestici daju
posebna svojstva poput naboja, u dvosloju itd. Ta se karakteristika pocela promatrati
sa velikim zanimanjem kada je rijeC o neurodegnerativnim bolestima poput Alzheime-
rove bolesti, Parkinsonove bolesti, glioma i sl. U slu¢aju bolesti sredisSnjeg ziv€anog
sustava (CNS) najveci problem predstavlja krvno-mozdana barijera koja je lokali-
zirana na c¢vrstoj vezi izmedu endotelnih stanica mozdanih kapilara i drugih stanica
(pericita, astrocitnih nastavaka, neuronskih nastavaka) koje tvore dodatni Cvrsti sloj
oko njih. Rezultati dosadasnjih istrazivanja sa liposomima kao terapeutskim agen-
sima, Cija je zadaca dostavljanje terapeutika do specificnog tkiva, i dijagnostickim
agensima, koji sadrze molekulske markere za detekciju stanja nekog tkiva, pokazali
su se pozitivnom smjernicom za daljnji razvoj. Do danas se na trzistu nalazi velik broj
lijekova koji koriste upravo liposome kao nanonosace, no za bolesti, ¢ija je etimologija
neuroloske prirode, taj je stupanj tek potrebno dostici.
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6 Summary

Following the steps of currently rapid development of nanotechnology, medicine
has turned its perspective in the same way and that is the synthesis of nanoparticles
which will improve our dealing with modern health issues. Since their discovery in
the second half of the 20th century, nanoparticles have shown nothing but promising
outcomes in solving diseases which humankind is coping with. There is a variety of
available nanoparticles like micelles, biocompatible polymers, microchips etc., but the
most optimistic and worth to mention ones are liposomal nanoparticles. Liposomes are
spherical particles, which vary from 50 to 450 nm in size, and are composed of one or
more concentric phospholipid bilayers. Bilayers are oriented in a way that the "heads”
of outer and inner phospholipid molecules in a bilayer are in contact with aqueous
medium. A formation of a bilayer like this provides liposomes to encapsulate both
lipophlic and hydrophilic molecules in their membrane or aqueous core, respectively.
Due to the great diversity of possible liposomal designs, methods of synthesis may
vary from experiment to experiment. Liposomes can be designed differently by the
criteria like size, lamellarity, types of molecules incorporated in their membranes etc.
This interesting characteristic became popular in a field of developing therapeutics
that are ment to ease the symptoms or even cure some of the neurodegenerative
diseases like Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, gliomas etc. When it comes to
central nervous system (CNS) illnesses, there is a problem in overcoming the blood-
brain barrier (BBB) which strictly regulates the transferal of molecules between blood
and CNS. BBB is localized in the endothelial cells of brain capillaries and other types of
cells (pericytes, astrocyte foots, neuronal foots) which form another protective layer
over those capillaries. Results of current experiments showed that liposomes have a
great future in being therapeutic (which are programmed to carry a therapeutic drug)
and diagnostic (which carry biomarkers for external detecting) agents. Up until now,
many liposomal drugs are being used in treating diseases, but the ones which will be
specialized in overcoming the BBB have yet to reach this level.
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