NANOTEHNOLOSKI PRISTOPI ZA ZDRAVLJENJE ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

NANOTEHNOLOSKI
PRISTOP|

ZA ZDRAVLJENJE
ALZHEIMERJEVE

BOLEZNI

NANOTECHNOLOGY-
BASED APPROACHES
FOR THE TREATMENT OF
ALZHEIMER'’S DISEASE

AVTORJI / AUTHORS:

dr. Sebastjan Nemec, mag. farm."
doc. dr. Damijan Knez, mag. farm.?
izr. prof. dr. Petra Kocbek, mag. farm.?
doc. dr. Slavko Kralj, mag. farm."?

T Institut JoZef Stefan, Odsek za sintezo materialov,
Jamova cesta 39, 1000 Ljubljana, Slovenija

2 Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacifo,
ASkerceva 7, 1000 Ljubljana, Slovenija

NASLOV ZA DOPISOVANJE / CORRESPONDENCE:
E-mail: sebastjan.nemec@ijs.si

POVZETEK

Alzheimerjeva bolezen je neozdravljiva nevrodege-
nerativna bolezen, za katero je znacilno propadanje
zivénih celic in izguba kognitivnih funkcij. Trenutno
odobrena zdravila naslavljajo predvsem simptome
bolezni. Stevine nove potencialne zdravilne udin-
kovine, ki vplivajo tudi na potek bolezni, pa so se v
klinicnih raziskavah izkazale kot sorazmerno ne-
uspesne. S tem razlogom v srediSCe raziskav pri-
hajajo novi pristopi zdravljenja Alzheimerjeve bolezni,
ki temeljijo na uporabi nanotehnologije. Izvedena je
bila ze vrsta raziskav, v katerih so proucevali vplive
razlicnih nanodelcev na tarCe, povezane z nastan-
kom in razvojem te bolezni. ProuCevali so ucinke
polimernih nanodelcev, nanodelcev zlata ter Zele-
zovega oksida na samozdruzevanje monomerov
amiloida B in proteina tau v agregate, kot tudi upo-
rabo omenjenih nanodelcev za razgradnjo ze na-
stalih agregatov proteinov. Izsledki teh raziskav pred-
stavljajo pomembno izhodiS¢e za nadaljnje raziskave
in razvoj nanotehnoloskih pristopov za razgradnjo
agregiranih proteinskih struktur in razvoj novih moz-
nosti zdravljenja razlicnih bolezni, ki jih povezujemo
s patoloSkim nastajanjem proteinskih agregatov.

KLJUCNE BESEDE:
Alzheimerjeva bolezen, amiloid 8, nanodelci, nano-
tehnologija, protein tau

ABSTRACT

Alzheimer’s disease is an incurable neurodegener-
ative disease characterized by the degeneration of
neurons and the deterioration of cognitive functions.
The currently approved drugs primarily address the
symptoms of the disease and potential new drugs
have been relatively unsuccessful in clinical trials.
Due to the failure of these new agents, new ap-
proaches to treating Alzheimer’s disease have come
to the forefront of research, including approaches
from the field of nanotechnology. There is already a
number of studies where the effect of mainly poly-
mer, gold, and iron oxide nanoparticles in preventing
the self-aggregation of amyloid B monomers and
tau protein is investigated. In addition, these
nanoparticles are also being investigated for their
ability to disaggregate already formed aggregates
of amyloid 3 and tau protein. The available research
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provides a baseline for further investigation of nano-
technological processes for the development of
new treatment options for various diseases, in ad-
dition to Alzheimer’s, that are associated with patho-
logical protein aggregation.

KEY WORDS:
Alzheimer’s disease, amyloid 3, nanoparticles, nan-
otechnology, tau protein

uvoD

KopiCenje netopnih agregatov proteinov v tkivin povezu-
jiemo z razlicnimi bolezenskimi stanji (1). TakSni netopni
agregati so znacilno prisotni tudi v razli¢nih tkivih pri Stevilnih
nevrodegenerativnih boleznih (2). Kljub intenzivnemu razi-
skovanju in iskanju novih potencialnih zdravilnih u¢inkovin
v zadnjih desetletjih, trenutno razpolozljive terapevtske
moznosti le omilijo simptome nevrodegenerativnih bolezni
in do doloene mere upocasnijo njihovo napredovanie,
medtem ko ne vplivajo na njihove vzroke ali razvoj bolezni.
Vzrokov za nastanek agregatov, ki so lahko v tkivih tudi
normalno prisotni, je ve¢. Njihovo nastajanje je kompleksen
proces, na katerega vpliva preplet razlicnih celi¢nih, (pato)fi-
zioloskih in okoljskih dejavnikov. Le-ti povzrocijo nepravil-
nosti v konformaciji proteinov, kar vodi v njihovo agregiranje
in kopiCenje (3). Tak primer je Alzheimerjeva bolezen (AB),
ki je neozdravljiva nevrodegenerativna bolezen. Povezana
je s poskodbami mozganskega tkiva kot posledica pocasi
napredujoCega propadanja nevronov ter porusenega rav-
novesja izloCanja zivénih prenasalcev. Eden izmed naj-
zgodnejSih znakov AB je izguba kratkoro&nega spomina,
nadaljnje propadanije Zivénih celic pa poleg napredujocega
upada kognitivnih sposobnosti privede tudi do zmanjSanja
sposobnosti opravljanja najbolj osnovnih telesnih in Zivijenj-
skih funkcij (3).

DIAGNOSTIKA
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

Diagnostika AB je kompleksna in temelji na ve€ metodah.
ObiCajno se postavljanje diagnoze pri¢ne s temeljitim zdrav-

niskim pregledom, kjer se za oceno stanja motenj v kogni-
tivnih sposobnostih uporabljajo standardizirani testi, kot je
kratek preizkus spoznavnih sposobnosti (angl. Mini-Mental
Status Examination, MMSE) in lestvica za oceno kognitivnih
sposobnosti bolnikov z AB (angl. Alzheimer’s Disease As-
sessment Scale-Cognitive, ADAS-Cog) (4-7). Poleg tega
se za diagnostiko uporabljajo laboratorijske preiskave, ki
temeljijo na dolo¢anju koncentracije amiloida (3 in proteina
tau v cerebrospinalni tekocini (angl. cerebrospinal fluid,
CSF), ter slikanje mozganskega tkiva z magnetno reso-
nanco in s pozitronsko emisijsko tomografijo z uporabo
radioaktivnega oznacevalca ®fluorodeoksiglukoza (8). Pri
bolnikin z AB je koncentracija amiloida 8 v CSF obi¢ajno
nizja za priblizno polovico v primerjavi z osebami enake
starosti brez znakov AB (9, 10). Koncentracija amiloida 3 v
CSF se s staranjem fiziolosko znizuje, kar naj bi bilo pove-
zano z odlaganjem amiloida 3 v obliki netopnih amiloidnih
plakov v mozganskem tkivu. Koncentracija proteina tau v
CSF je pri bolnikin z AB v vecini primerov priblizno trikrat
vi§ja kot pri osebah enake starosti brez AB (9, 10).

HIPOTEZE O NASTANKU
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

Uveljavljenih je vec hipotez, ki opisujejo nastanek AB, med
katerimi sta najSirSe sprejeti amiloidna hipoteza in hipoteza
proteina tau. Amiloidna hipoteza predpostavija, da nasta-
nek in kopiCenje agregatov amiloida 3 v mozganskem tkivu
povzro€i napredujo¢ propad zivenih celic in razvoj znadiine
klinicne slike AB (11, 12). Kopicenje agregatov amiloida
se pojavi zaradi prekomernega nastajanja monomerov ami-
loida B in zaradi motenj v odstranjevanju nastalih amiloidnih
struktur. Monomeri amiloida B so neke vrste nukleacijska
jedra, na katera se z nadaljnjim samozdruzevanjem odlozi
Se ve¢ monomerov. To vodi v nastanek kratkih topnih oli-
gomerov, ki nadalie spontano rastejo v daljSe fibrile amiloida
B. Te zrele fibrile amiloida B so netopne frakcije, ki se odla-
gajo v mozganskem tkivu v obliki vecjih agregatov, t. i.
amiloidnih plakov (13). Amiloidno hipotezo potrjujejo dolo-
¢ene dedne mutacije genov, ki pri nosilcih teh mutacij pov-
zro¢ijo motnje v metabolizmu amiloida 3 in vodijo v pojav
t. i. druzinske oblike AB (14). Amiloidni plaki so znacilno
prisotni v mozganskem tkivu pri vecini bolnikov z AB (15).
Ugotovili so, da ima tudi sicer skoraj polovica zdravih ljudi,
starejSih od 70 let, ki nimajo tezav s spominom, v mo-
zganskem tkivu prisotne netopne amiloidne plake (15). Te
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ugotovitve torej nakazujejo, da amiloidna hipoteza ne po-
jasni nastanka AB v celoti in da so verjetno Se drugi me-
hanizmi vpleteni v nastanek te bolezni. Od svoje uveljavitve
je bila amiloidna hipoteza glavno vodilo pri nacrtovanju in
usmerjanju raziskav na podrocju AB (16).

Zaradi neuspeha stevilnih klini¢nih Studij z u¢inkovinami, ki
ciligjo razlicne terapevtske tarCe v kaskadi reakcij nastanka
in odlaganja amiloida B (17), so se amiloidni hipotezi pri-
druzile Se druge hipoteze nastanka AB (18). Ob bok ami-
loidni hipotezi so v zadnjih 20 letih postavili hipotezo pro-
teina tau (19, 20). Tau je znotrajceli¢ni protein, ki stabilizira
strukturo mikrotubulov v citoskeletu zivenih celic. Vezavo
proteina tau na mikrotubule nadzoruje stopnja fosforilacije
tirozinskih aminokislinskih ostankov v strukturi tega pro-
teina. Hiperfosforilacija proteina tau vodi v disociacijo le-
tega z mikrotubulov. To zmanjSa stabilnost mikrotubulov
in povzroCi njihovo razgradnjo ter posledi¢no privede do
okvar v aksonskem transportu. Hiperfosforiliran protein tau
agregira in tvori netopne znotrajcelicne pentlie, kar okvari
znotrajceli¢ni transport snovi in vodi v propad zivénih celic.
Znotrajceli¢ne pentlie proteina tau v mozganskem tkivu so
poleg agregatov amiloida 3 znacilno prisotne pri AB. Koli-
¢ina prisotnih pentelj proteina tau sovpada s stopnjo na-
predovanja AB in stopnjo upada kognitivnih funkcij. Glede
na obseg izvedenih raziskav in zbranih ugotovitev je danes
hipoteza proteina tau sprejeta kot osnova mehanizma na-
stanka AB v enaki meri kot amiloidna hipoteza (21). Stevilne
raziskave nakazujejo na povezave med amiloidnim prekur-
zorskim proteinom (angl. Amyloid Precursor Protein, APP),
agregati amiloida 3 in nastankom pentelj proteina tau. Po-
veCana koli¢ina APP in agregatov amiloida 3 lahko pospesi
fosforilacijo in samozdruzevanije proteina tau ter nastanek
znotrajcelic¢nih pentelj proteina tau in posledi¢no vodi v hi-
trejSi propad Zivenih celic (21).

ZDRAVILNE UCINKOVINE
ZA ZDRAVLJENJE
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

Odobrena in najbolj Siroko uporabljana zdravila, ki so na
voljo za zdravljenje AB, vsebujejo zdravilne ucinkovine, ki
zgolj upocasnijo njeno napredovanie in izboljSajo kognitivne
sposobnosti bolnikov predvsem v za&etnih stadijih bolezni
(22). Delujejo na podlagi povecanja prenosa signala med
Se delujocimi zivénimi celicami in zmanjSevanja neravno-
vesja med zivénimi prenasalci, ki je posledica napredujo-
Cega propadanja nevronov. V Klinicni uporabi sta dve sku-

pini zdravilnih ucinkovin, in sicer zaviralci holin esteraz in
antagonisti receptorjev za prenasalec N-metil-D-aspartat
(NMDA) (23). Zaviralci holin esteraz, kot so rivastigmin, do-
nepezil in galantamin, zmanjSajo razgradnjo acetilholina in
posledi¢no povecajo njegovo koncentracijo v sinapsah ter
tako ojacajo prenos signalov med Se delujoCimi zivenimi
celicami, kar nekoliko izboljSa umske sposobnosti bolnikov
v zgodnijih stadijih AB. Druga skupina ucinkovin, primer je
memantin, zavira delovanje receptorjev NMDA. V mozgan-
skem tkivu bolnikov z AB je lahko prisotna vi§ja koncen-
tracija zivénega prenaSalca glutamata kot pri ljudeh brez
AB, kar je posledica okvarjenih mehanizmov odstranjevanja
glutamata iz sinaps zivenih celic (24). Zadrzevanje gluta-
mata v sinapsah povzroCi stalno aktivacijo receptorjev
NMDA, kar privede do t. i. ekscitotoksi¢nosti in propada
nevronov zaradi prekomerno povisane koncentracije kalcija
v sinapsah zivénih celic. U¢inkovina memantin zavira pre-
komerno aktivacijo receptorjev NMDA in tako upo&asni
propad nevronov zaradi ekscitotoksiCnosti. Omejitev pri
uporabi obeh razredov zdravilnih u¢inkovin, ki sta danes v
uporabi, so Stevilni nezeleni ucinki (23, 24).

V Klini¢nih preskusanijin so Stevilne nove potencialne zdra-
vilne ucinkoving, ki so bodisi male molekule, kratki peptidi
ali specifina protitelesa, ki ciljajo razlicne stopnje v kaskadi
reakcij nastanka in kopi¢enja amiloida B. TakSni primeri so
(iy zaviralci sekretaz 3 in y ter modulatoriji sekretaz ainy za
zmanijsanje nastanka monomerov amiloida 3, (ii) zaviranje
agregiranja monomerov amiloida 3 s sciloinozitolom in (iii)
specificni kratki peptidi za zaviranje agregacije amiloida 3
in razgradnjo amiloidnih plakov (25-31). V predklini¢nih in
klini¢nih raziskavah so tudi Stevilna monoklonska protite-
lesa, ki ciljajo in pospesijo odstranjevanje amiloida 3 iz mo-
zganskega tkiva bolnikov z AB (32). Dvema protitelesoma,
adukanumab in lekanemab, je Ameriski urad za zdravila in
prehrano (FDA) odobril uporabo za zdravljenje AB (33),
medtem ko Evropska agencija za zdravila klinicne uporabe
ni odobrila (34). Zaradi slabe ucinkovitosti zdravljenja AB
in nezelenih ucinkov se je adukanumab leta 2024 umaknil
s trga (35). Julija 2024 je FDA za zdravlienje AB odobril
monoklonsko protitelo donanemab, ki je v klini¢nih Studijah
ucinkovito zavrlo napredovanje AB ter statisti¢no pomem-
bno izboljSalo kognitivhe sposobnosti bolnikov (36).
Poleg ucinkovin, ki vplivajo na amiloid 3, so v razli¢nih
fazah klini¢nih preskusanj tudi ucinkovine z (i) delovanjem
na hiperfosforilacijo proteina tau in nastanek znotrajceli¢nih
pentelj proteina tau, (i) kelatorji kovinskih ionov, (jii) proti-
vnetne ucinkovine in (iv) razlicne snovi z antioksidativnim
delovanjem (37-40). Raziskave in vitro so pokazale tudi
nevroprotektivno delovanje snovi, ki jih vnaSamo s hrano,
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kot so razliéni polifenoli, kvercetin, resveratrol in kurkumin
(838-40). Kljub obetavnim rezultatom raziskav in vitro je po-
membna pomanijkljivost navedenih snovi njihova nizka bio-
loSka uporabnost in omejeno prehajanje krvno-mozganske
pregrade (37-40).

IZBRANI NANOTEHNOLOSKI
PRISTOPI DELOVANJA
NA AGREGATE PROTEINOV

Zaradi Stevilnih neuspehov ucinkovin v klini¢nih preskusa-
njih, kljub njihovim vzpodbudnim rezultatom in vitro, priha-
jajo v ospredje raziskav alternativni pristopi zdravljenja AB.
Del raziskav se je tako usmeril v razvoj nanotehnoloSkih
pristopov za zaviranje samozdruzevanja monomerov ami-
loida B in proteina tau v vecje strukture in razgradnjo ne-
topnih agregatov amiloida B na manjSe strukture, kar bi
lahko pospesilo njihovo izloCanje iz mozganskega tkiva
(41, 42). V nadaljevanju so predstavljeni izbrani primeri na-
notehnolo$kih pristopov, Kjer izzive, povezane z zdravlje-
njem AB, naslavlja uporaba razli¢nih vrst nanodelcev.

5.1 POLIMERNI NANODELCI

Uporaba polimernih nanodelcev je v biomedicinskih apli-
kacijah ze dobro uveljavljena. Njihova priprava je natan¢no
raziskana in se uspesno izvaja v industrijskem merilu. Pri-
marno se polimerni nanodelci uporabljajo kot nanodostavni
sistem zdravilnih u¢inkovin. V danasnjem Casu se polimerni
nanodelci proucujejo tudi za razvoj novih pristopov zdra-
vljenja bolezni, kot je AB. Cabaleiro-Lago in sodelavci so v
raziskavi in vitro dokazali, da polimerni nanodelci na osnovi
zmesi poliakrilamidov zakasnijo ter upocasnijo samozdru-
Zevanje monomerov amiloida B v kratke oligomere, pri Ce-
mer na nadaljnje podaljSevanje ze nastalih kratkih oligo-
merov v daljSe oligomere in fibrile niso imeli vpliva (43). Ta
fenomen so raziskovalci pripisali vezavi monomerov in oli-
gomerov amiloida 3 na povrsino nanodelcey, kar je zmanj-
Salo moznosti samozdruzevanja monomerov. S spremi-
njanjem razmerja med razliénimi poliakrilamidi, iz katerih
so pripravljali nanodelce, so vplivali na lastnosti povrsine
nanodelcey, zlasti na njeno hidrofobnost. Dokazali so, da
je zaviranje nastanka kratkih oligomerov ucinkovitejSe z
nanodelci z manj hidrofobno povrsino zaradi ve¢ vodikovih
vezi, ki se vzpostavijo med monomeri in kratkimi oligomeri
amiloida 3 in povrSino nanodelcev. Jha in sodelavci so v
podobni raziskavi in vitro uporabili nanodelce hitosana in

nanodelce na osnovi zmesi hitosana in kopolimera mleéne
ter glikolne kisline (PLGA) (44). Nanodelci hitosana so upo-
Casnili samozdruzevanje monomerov amiloida 3 v oligo-
mere amiloida {3 in inducirali segmentacijo ze prisotnih fibril
amiloida 3. Nanodelci, pripravijeni iz zmesi hitosana in
PLGA, pa so v primerjavi z nanodelci hitosana Sibkeje za-
virali agregiranje monomerov amiloida 3 in razgradnjo fibril
amiloida B, kar nakazuje na pomemben vpliv sestave in
posledi¢no lastnosti povrSine nanodelcev na ucinkovitost
razgradnje agregatov amiloida (3 (44).

Gao in sodelavci so v raziskavah in vitro ter in vivo na
transgenih miSih proucCevali delovanje polimernih nanodel-
cev PLGA z oblogo na osnovi celicne membrane eritrocitov
(45). Na povrsino nanodelcev so vezali molekulo T807, ki
je oznacevalec za slikanje s pozitronsko emisijsko tomo-
grafijo in selektivno cilja hiperfosforilirane proteine tau, v
oblogo nanodelcev pa so vgradili kurkumin, ki ima antiok-
sidativno in nevroprotektivno delovanje. V raziskavi in vitro
na nevronih so pokazali selektivno vezavo hiperfosforilira-
nega proteina tau na nanodelce in zmanjSanje stopnje fos-
forilacije proteina. V nadaljevanju so proucevali porazde-
lievanje nanodelcev pri misih kot tudi njihovo prehajanje
skozi krvno-mozgansko pregrado ter soCasno vrednotili
sproSCanje vgrajenega kurkumina. V. mozganskem tkivu
miSi so opazili zmanjSanje koncentracije hiperfosforilirane
oblike proteina tau in zmanjSanje propada zivénih celic ter
izboljSanje kognitivnih sposobnosti misi (45).

Saleem in sodelavci so proucevali nevroprotektivni ucinek
nanodelcev hitosana z vgrajenim krisinom na modelu AB
z zarodki rib cebric (46). Krisin je flavon z antioksidativnim
in nevroprotektivnim delovanjem, njegovo ucinkovitost pa
omejuje predvsem slabo prehajanje krvno-mozganske pre-
grade. V raziskavi so krisin vgradili v nanodelce hitosana in
tako povecali koncentracijo le-tega v mozganskem tkivu
zarodkov rib cebric. Dokazali so zas¢itno delovanje krisina
na nevrone pred nevrotoksicnimi ucinki agregatov amiloida
B, manjSo prisotnost agregatov amiloida 3 v mozganskem
tkivu, izboljSanje kognitivnih sposobnosti in spomina ter
sinapti¢ne funkcije na modelu AB (46).

Raziskave dokazujejo, da polimerni nanodelci vplivajo na
procese fibrilacije in tvorbe agregatov amiloida B. Poleg
tega lahko polimerni nanodelci razgrajujejo tudi ze nastale
agregate amiloida 3 v manjSe topne frakcije. U&inkovitost
zaviranja fibrilacije in razgradnje amiloida 3 je odvisna od
interakcij med polimernimi nanodelci in strukturami amiloida
B, pri Cemer so te interakcije odvisne od fizikalno-kemijskih
lastnosti nanodelcev. Te lastnosti lahko uravnavamo s ke-
mijsko sestavo nanodelcev in funkcionalizacijo njihove po-
vrsine. Nadalje, z vezavo ustreznih specificnih afinitetnih li-
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gandov na povrSino nanodelcev lahko dosezemo njihovo
ciliano vezavo in taréno ucinkovanje na strukture amiloida
B. Polimerni nanodelci so lahko tudi nanodostavni sistem
za ucinkovine z nevroprotektivnim delovanjem, ki sicer iz-
kazuijejo slabo biolosko uporabnost (43-46 ).

5.2 NANODELCI IN NANOPALCKE
ZLATA

Poleg polimernih nanodelcev se za prepreCevanije agrega-
cije amiloida 3 in proteina tau ter razgradnije fibril amiloida
B proucCujejo tudi anorganske nanodelce, kot so nanodelci
Zlata in zelezovega oksida. Nanodelci zlata, kot tudi nano-
palCke zlata, se na podrocju AB proucCuijejo za razgradnjo
agregatov amiloida B. Kogan in sodelavci so dosegli raz-
gradnjo fibril amiloida 3 s fototermicnim ucinkom nanopalCk
Zlata v raziskavi in vitro (47). Pri obsevanju nanopalCk zlata
s svetlobo v bliznjem infrardeGem obmodju le-te sproscajo
toploto. Graf na sliki 1A prikazuje fluorescenco ThT amiloida
B in nanopalCk zlata po osvetlitvi s svetlobo valovne dolzine
808 nm. Osvetlitev fibril amiloida B s svetlobo valovne dol-
Zine 808 nm v prisotnosti nanopalCk zlata povzro¢i zmanj-
Sanje intenzitete fluorescence ThT, kar nakazuje razgraje-
vanje fibril amiloida 3. Posnetka presevne elektronske
mikroskopije (TEM) na sliki 1A prikazujeta fibrile amiloida 3
z adsorbiranimi nanopalckami zlata. V nadaljnjin poskusih
na nevronih in vitro so proucevali vpliv fibril amiloida @ in
vpliv fragmentov agregatov amiloida 3 na zivost nevronoy,
pri Cemer so ugotovili, da nanopalCke zlata niso zmanjSale
zivosti celic, fragmenti agregatov amiloida B pa so bili v
primerjavi z zrelimi fibrilami amiloida 3 manj toksicni. Poskusi
so pokazali tudi, da razgradnja agregatov amiloida 3, ki so
jo dosegli z nanopalckami zlata in osvetlitvijo z bliznjo in-
frardeCo svetlobo, ni imela vpliva na zivost celic (47). V
podobni raziskavi so Lin in sodelavci dosegli toplotno raz-
gradnjo fibril amiloida 8 z uporabo nanopalck zlata z na
povrsini vezanimi molekulami polietilenglikola in osvetlitvijo
s pulzno lasersko svetlobo z valovno dolzino 800 nm (48).
Graf na sliki 1B prikazuje fluorescenco ThT fibril amiloida 3
in nanopalck zlata po izpostavitvi laserski svetlobi. 1zpo-
stavitev fibril amiloida B laserski svetlobi v prisotnosti na-
nopalCk zlata povzroci zmanjSanje fluorescence ThT, kar
nakazuje razgradnjo fibril amiloida B. Uporaba pulznega
nacina osvetlitve za razgradnjo fibril amiloida (3 je bila u€in-
kovitejSa od stalne osvetlitve. Avtorji raziskave so razgradnjo
fibril amiloida B potrdili tudi z mikroskopijo na atomsko silo
(slika 1B). Z raziskavami in vitro na nevronih so pokazali,
da toksi¢nost nastalih fragmentov agregatov amiloida 3 ni
vecja od toksicnosti zrelih fibril amiloida 3, hkrati pa je tok-

si¢nost nastalih fragmentov agregatov bistveno manjSa od
toksi¢nosti topnih frakcij, t.i. oligomerov amiloida 3. Rezul-
tati raziskave dokazujejo, da toplotna razgradnja fibril ami-
loida B z nanopalCkami zlata ne privede do nastanka oli-
gomerov amiloida B, ki izkazujejo vecjo toksi¢nost na zivéne
celice v primerjavi s fragmenti agregatov amiloida 3 (48).

5.3 NANODELCI ZELEZOVEGA OKSIDA

Nanodelci Zelezovega oksida so se ze uveljavili v Klini¢ni
uporabi kot kontrastna sredstva pri slikanju z magnetno
resonanco in kot zdravilna uc¢inkovina za zdravljenje dolo-
¢enih vrst anemij. Nanodelce zelezovega oksida odlikujejo
nizka toksi¢nost, biokompatibilnost, dobra magnetna od-
zivnost in moznost raznolike funkcionalizacije njihove po-
vrsine. Loynachan in sodelavci so v raziskavi dosegli to-
plotno razgradnjo fibril amiloida B na manjSe koscke z
uporabo magnetnih nanodelcev Zelezovega oksida in upo-
rabo magnetne hipertermije (49). Nanodelci Zelezovega
oksida se v izmeni¢nem magnetnem polju pri visoki fre-
kvenci (> 100 kHz) segrejejo in posledi¢no oddajajo toploto
v bliznjo okolico. Selektivno ciljanje fibril amiloida 8 so razi-
skovalci v raziskavi dosegli z vezavo specifinega kratkega
peptida LPFFD na povrSino magnetnih nanodelcev. Do-
datno so steri¢no stabilizacijo nanodelcev zelezovega ok-
sida v disperziji dosegli z vezavo molekul polietilenglikola.
Graf na sliki 1C prikazuije fluorescenco ThT fibril amiloida 3
in nanodelcev zelezovega oksida po izpostavitvi izmeni-
¢nemu magnetnemu polju (oranzni stolpci). Zeleni stolpci
prikazujejo fluorescenco ThT kontrolnih vzorcev z enako
sestavo in brez izpostavitve izmeni¢nemu magnetnemu
polju. Izpostavitev fibril amiloida B izmenicnemu magnet-
nemu polju v prisotnosti nanodelcev Zelezovega oksida
privede do zmanjSanja intenzitete fluorescence ThT zaradi
razgrajevanja fibril amiloida (. Avtoriji raziskave so razgra-
jevanje amiloida B z nanodelci zelezovega oksida dodatno
pokazali s TEM (slika 1C). V nadaljevanju raziskave in vitro
S0 na nevronih proucevali nevrotoksi¢nost fibril v prisotnosti
nanodelcev Zelezovega oksida in izpostavitvi izmeni¢nemu
magnetnemu polju. Raziskave so pokazale, da razgradnja
fibril amiloida B z magnetnimi nanodelci zmanjSa celi¢no
smrt nevronov (49).

5.4 NANODELCI GRAFENA

Nanodelce grafena intenzivno proucujejo za uporabo v
biomedicini zaradi njihovih Stevilnih uporabnih lastnosti,
kot so biokompatibilnost, kemijska stabilnost, protimikro-
bno in antioksidativno delovanje ter moznost enostavne
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funkcionalizacije njihove povrSine (50). Prav tako se napo-  lavci so pokazali zaviralni uCinek nanodelcev grafena na
droCju AB proucuje ucinek nanodelcev grafena na nastanek  nastanek pentelj proteina tau (51). Nanodelci grafena so
agregatov amiloida 3 in pentelj proteina tau. Zhu in sode-  prehajali krvno-mozgansko pregrado in so preprecili sa-
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Slika 1: Prikaz izbranih primerov intaktnih in razgrajenih struktur amiloida 3 z razli¢nimi nanotehnoloskimi pristopi. A) Graf prikazuje
fluorescenco tioflavin T (ThT) amiloida  in nanopalCk zlata (AuNRS) po osvetlitvi s svetlobo pri 808 nm. Na posnetkih s presevnega
elektronskega mikroskopa (TEM) so fibrile amiloida 8 z adsorbiranimi nanopalckami zlata. Merilo: 500 nm. Prirejeno po (47). B) Graf prikazuje
fluorescenco ThT fibril amiloida B in nanopalCk Zlata po izpostavitvi laserski svetlobi. Posnetka z mikroskopom na atomsko silo (AFM)
prikazujeta fibrile amiloida [ pred izpostavitvijo laserski svetlobi (sredina) in ostanke fibril amiloida 3 po izpostavitvi laserski svetlobi (desno).
Merilo: 2 um. Prirejeno po (48). C) Graf prikazuje fluorescenco ThT fibril amiloida B in nanodelcev Zelezovega oksida z vezanim peptidom
LPFFD (MNP-PEG-LPFFD) in brez (MNP-PEG) po izpostavitvi izmeni¢nemu magnetnemu polju (AMF). Posnetka TEM prikazujeta fibrile
amiloida B z adsorbiranimi nanodelci Zelezovega oksida pred in po izpostavitvi AMF. Merilo: 2 um (sredina) in 1 um (desno). Prirejeno po (49).
Figure 1: Overview of selected examples of intact and disrupted amyloid B structures using various nanotechnological approaches. A) The
chart shows thioflavin T (ThT) fluorescence of amyloid 8 and gold nanorods (AuNRs) samples after irradiation with light at 808 nm. The
transmission electron microscope (TEM) images show amyloid (3 fibrils with attached gold nanorods. Scale bars: 500 nm. Adopted from
(47). B) The chart shows ThT fluorescence of amyloid [ fibrils after laser treatment in the presence of gold nanorods. The atomic force
microscope (AFM) images show amyloid (3 fibrils before (middle) and after laser irradiation (right). Scale bars: 2 um. Adopted from (48). C)
The chart shows the ThT fluorescence of amyloid 8 and iron oxide nanoparticles with (MNP-PEG-LPFFD) and without (MINP-PEG) surface-
attached targeting peptides before and after exposure to an alternating magnetic field (AMF). The TEM images show amyloid (3 fibrils with
attached iron oxide nanoparticles before and after exposure to AMF. Scale bars: 2 um (middle) and 1 um (left). Adopted from (49).
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mozdruzevanje monomerov proteina tau in posledi¢no na-
stanek pentelj proteina tau. Avtorji so tudi pokazali, da
lahko nanodelci grafena razgradijo ze nastale pentlie pro-
teina tau s tvorbo interakcij -, ki se vzpostavijo med na-
nodelci grafena in proteinom tau v pentljah (51).

PREDNOSTI IN SLABOSTI
UPORABE NANODELCEV NA
PODROCJU ZDRAVLJENJA
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

Dostava zdravilnih u€inkovin in vstop nanodelcev v mozgan-
sko tkivo je svojevrsten izziv, saj mozgansko tkivo obdaja
krvno-mozganska pregrada, ki jo lahko prehajajo plini,
majhne in relativno lipofilne organske molekule in molekule,
kot so na primer glukoza, peptidi in proteini, ki se preko
pregrade prenaSajo s specificnimi prenasalci (52). Za po-
tencialno uporabo nanodelcev pri zdravljenju nevrodegene-
rativnin bolezni je pomemben njihov ucinkovit prehod iz
krvnega obtoka v centralni ziveéni sistem, kar pa krvno-mo-
7ganska pregrada otezuie ali celo preprecuje (52). Na prehod
nanodelcev preko krvno-mozganske pregrade vpliva vec
dejavnikov, kot so njihova velikost in oblika ter lastnosti nji-
hove povrsine (562, 53). Njihov prehod lahko izboljSamo z
vezavo specificnih molekul na povrsino nanodelcev, kot so
razlicne povrsinsko aktivne snovi, apolipoproteini, transferin
in specifi¢ni peptidi, ki omogocijo prehajanje pregrade s po-
mocjo specificnih prenasalcev, ki so tam naravno prisotni
(63). Druga moznost za doseganie terapevtske koncentraciie
nanodelcev v mozganskem tkivu je njihova neposredna in-
trakranialna aplikacija, kar pa je zelo invaziven pristop (54).
Prednosti polimernih nanodelcev so dobro raziskane me-
tode njihove priprave in enostavne funkcionalizacije, med-
tem ko so zlasti nanopalCke zlata zanimive zaradi zmoznosti
sproScanja toplote ob osvetlitvi z bliznjo infrardeCo svetlobo,
ki prodira globoko v Clovesko tkivo. Tako s polimernimi
nanodelci kot tudi z nanopalckami zlata so raziskovalci
uspeSno dosegli razgradnjo fibril in agregatov amiloida 3
oziroma preprecili zdruzevanje monomerov amiloida 3 v fi-
brile in agregate. Magnetne nanodelce zelezovega oksida
pa lahko brezsti¢no usmerjamo na daljavo z zunanjim mag-
netnim poljiem.

Kljub obetavnim rezultatom raziskav in vitro je uporaba na-
nodelcev v razvoju novih nacinov zdravljenja AB Se v zaCetni
fazi. Glavni izzivi, ki jih bo potrebno nasloviti pred uporabo
nanodelcev za zdravljenje AB, so: (i) izboljSanje dostave
nanodelcev v mozgansko tkivo, (i) zagotavljanje varnosti

uporabe nanodelcey, (i) ugotavijanje njihovega (dolgoro-
¢nega) vpliva na zdravje bolnikov, (iv) ugotavljanje prisotnosti
morebitnih nezelenih uc¢inkov nanodelcev v netarénih tkivih
ter (iv) raziskave absorpcije, porazdelievanja, metabolizma
in izloCanja nanodelceyv iz telesa (doloditev farmakokineti-
¢nih lastnosti nanodelcev). Poleg tega bo potrebno vzpo-
staviti ustrezno regulativo, ki bo definirala fizikalno-kemijske
parametre nanodelcev za uporabo pri zdravijenju AB in
tudi drugih bolezni.

SKLEP

Uporaba nanodelcev se v zadnjih letih raziskuje kot perspe-
ktivni pristop zdravijenja AB. Dosedanije raziskave so poka-
zale, da lahko razliéni nanodelci zavirajo agregiranje amiloida
B oziroma povzrodijo razgradnjo Zze nastalih amiloidnih plakov
v manjSe fragmente. Trenutno so za namen razvoja novih
terapij zdravljenja AB v srediSCu raziskav polimerni nanodelci
in nanodelci oziroma nanopalCke zlata. V Stevilnih predklini-
¢nih raziskavah so potrdili uspesno razgradnjo fibril amiloida
B v manjSe fragmente in pokazali, da so manjsi fragmenti
amiloida manj citotoksicni za nevronske celice v primerjavi z
zrelimi fibrilami amiloida 3. Preostale vrste anorganskih na-
nodelcev so trenutno v raziskavah novih terapevtskih pri-
stopov AB precej redko zastopane.

Kljub Stevilnim odprtim izzivom je potencial uporabe na-
nodelcev za zdravljenje AB velik. Nadaljnje raziskave bodo
verjetno usmerjene v razvoj novih vrst nanodelcev z ustre-
zno velikostjo, obliko, koloidno stabilnostjo in ustreznimi
fizikalnimi lastnostmi za uCinkovito prepreCevanje agregacije
amiloida 3 ali proteina tau in za doseganje ucCinkovite raz-
gradnje plakov amiloida (3 ali pentelj proteina tau. Potrebne
bodo nadaljnje poglobliene raziskave za boljSe in celovitejSe
razumevanje interakcij med nanodelci in amiloidom B ali
proteinom tau, kar bo osnova za doseganje vecje ucinko-
vitosti in varnosti uporabe nanodelcev za zdravijenje AB.
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