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POVZETEK

Nanodelci s strukturo tekocih kristalov so termodi-
namsko stabilni nanodostavni sistemi z urejeno
strukturo, ki zdruzujejo lastnosti kristalnih trdnih
snovi in tekocin. Njihova edinstvena struktura omo-
goca vgradnjo hidrofilnih, amfifilnih in hidrofobnih
zdravilnih uginkovin. NajpogostejSe prednosti vgrad-
nje zdravilnih ucinkovin v nanodelce s strukturo te-
kocih kristalov, ki jih lahko oblikujemo za razlicne
nacine aplikacije, so zasScita zdravilne ucinkovine,
prirejeno sproscanije in izboljSana bioloSka uporab-
nost. Za peroralno aplikacijo vgrajujemo zdraviine
ucinkovine v nanodelce s strukturo tekocih kristalov
z namenom izboljSanja absorpcije in bioloske upo-
rabnosti slabo topnih zdravilnih u¢inkovin, zaScite
nestabilnih zdravilnih ucinkovin ali preprecevanja
nezelenih ucinkov. Pri dermalni uporabi sta izraziti
prednosti nanodelcev s strukturo tekocih kristalov
prirejeno sproScanje in izboljSana permeabilnost
zdravilnih uc¢inkovin v globlje plasti tkiva. Hkrati na-
nodelci s strukturo tekocih kristalov omogocajo ci-
liano zdravljenje raka ali bolezni mozganov in prina-
Sajo nove priloznosti dostave cepiv in bioloskih
ucinkovin, kot so proteini, peptidi in nukleinske ki-
sline. Preboj teh nanodelcev v klini€no uporabo
upocasnjuje predvsem nepredvidljiva kinetika spros-
¢anja zdravilnih ucinkovin in pomanjkanje biorele-
vantnih modelov in Studij. Kljub temu so nanodelci
s strukturo tekoCih kristalov raznovrsten dostavni
sistem, ki ponuja priloznost za oblikovanje dostopnih
in pacientu prijaznih zdravil.

KLJUCNE BESEDE:

heksosomi, kubosomi, metode izdelave, na lipidih
osnovani dostavni sistemi, nacini aplikacije, nano-
delci, tekodi kristali

ABSTRACT

Liquid crystalline nanoparticles are thermodynam-
ically stable nanodelivery systems with an ordered
structure, combining the properties of crystalline
matter and liquids. Their unique structure enables
incorporation of hydrophilic, amphiphilic, and hy-
drophobic active pharmaceutical ingredients. Their
protection, controlled release, and enhanced
bicavailability are the most common advantages
of liquid crystalline nanoparticles, which can be tai-
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lored for various routes of administration. In oral
delivery, active pharmaceutical ingredients are in-
corporated into liquid crystalline nanoparticles to
improve their absorption and bioavailability, protect
unstable active pharmaceutical ingredients, or pre-
vent their side effects. For dermal application, con-
trolled release and enhanced permeability of active
pharmaceutical ingredients into deeper tissue layers
are key advantages. Moreover, liquid crystalline
nanoparticles enable targeted therapy for cancer
and brain diseases and offer new opportunities for
the delivery of vaccines and biological active sub-
stances such as proteins, peptides, and nucleic
acids. However, clinical translation of these
nanoparticles is hindered primarily by burst release
kinetics and a lack of biorelevant models and stud-
ies. Despite these challenges, liquid crystalline
nanoparticles represent a versatile delivery platform
with the potential to develop accessible and pa-
tient-friendly medicines.

KEY WORDS:

administration routes, cubosomes, hexosomes,
lipid-based delivery systems, liquid crystals,
nanoparticles, preparation methods

uvoD

Uporaba nanotehnoloskih pristopov pri oblikovanju do-
stavnih sistemov odpira nove moznosti za udinkovito in k
pacientu usmerjeno zdravljenje (1, 2). Med njimi so zanimivi
nanodostavni sistemi na osnovi lipidov, med katere uvrs-
¢amo nanodelce s strukturo tekocCih kristalov (angl. liquid
crystalline nanoparticles, LCNP). Tekodi kristali predstavijajo
vmesno stanje med trdno in tekoCo fazo. Sestavijajo jih
delno urejeni hidrati ali solvati dolocenih povrSinsko aktivnih
snovi, ki jih imenujemo mezogeni. Glede na mehanizem
nastanka jih delimo na termotropne, ki nastanejo s spre-
membo temperature, in liotropne, ki nastanejo z dodatkom
topila trdni snovi v odvisnosti od razmerja sestavin in drugih
pogojev, kot je na primer temperatura (3, 4). Termotropni
tekodi kristali se v raziskavah sicer proucujejo kot tempe-
raturno odzivni dostavni sistemi zdravilnih uginkovin, vendar
je primarni raziskovalni fokus na podro&ju dostave zdravilnih
ucinkovin usmerjen v liotropne tekocCe kristale (5).
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NANODELCI S STRUKTURO
TEKOCIH KRISTALOV

Kot dostavne sisteme lahko uporabimo liotropne tekoce
kristale v tako imenovani obliki »bulk« ali kot disperzijo
LCNP. Liotropni tekoci kristali v obliki »bulk« so viskozni
sistemi z makroskopskim videzom gela, kjer mezogeni
tvorijo trodimenzionalno strukturo tekocih kristalov po ce-
lotnem volumnu sistema. Pri tem nastanejo lamelarne,
heksagonalne ali kubi¢ne mezofaze, med katerimi lahko
potece fazni prehod s spreminjanjem pogojev, kot so se-
stava, pH in/ali temperatura. V primerjavi z obliko »bulk«
vecino disperzije LCNP predstavlja disperzni medij, obi-
¢ajno voda ali pufer, v katerem so dispergirani LCNP. Ti
predstavljajo posamezne enote, katerih notranjost tvorijo
mezogeni urejeni v razlicne mezofaze tekocih kristalov,
najpogosteje heksagonalne faze, imenovane heksosomi,
ali kubi¢ne faze, imenovane kubosomi (slika 1). Za razliko
od oblike "bulk” je viskoznost disperzije LCNP zaradi vi-
sokega deleza disperznega medija nizka, prav tako je
potrebna stabilizacija s povrSinsko aktivnimi snovmi, ki
obdajajo nanodelce in preprecujejo njihovo zdruZzevanje
(6). Kubosomi tvorijo kompleksno tridimenzionalno struk-

SLOVAR

Tekodi kristali: snovi, ki imajo lastnosti kristalnih trdnih
snovi (urejenost, anizotropnost, dvolomnost, mehanska
stabilnost) in tekocin (tok).

Liotropni teko€i kristali: tekoCi kristali, ki jih tvorijo
povrsinsko aktivne snovi v topilu.

Termotropni tekogi kristali: tekoCi kristali, ki nasta-
nejo s segrevanjem trdnih snovi.

Mezofaze: razlicne oblike urejenosti molekul v tekodcih
kristalih, ki se med seboj razlikujejo po opticnih in dru-
gih lastnostih (npr. kubicne, heksagonalne, lamelarne
mezofaze). Med njimi lahko pri spremembi pogojev
potece fazni prehod.

Mezogen: molekula, ki tvori tekoCe kristale.
Nanodelci s strukturo tekocih kristalov (LCNP):
termodinamsko stabilni nanodelci z jedrom iz tekocih
kristalov, obdanim z ovojem stabilizatorja (npr. kubo-
somi, heksosomi), ki zdruzujejo prednosti nanodelcev
(npr. velika specificna povrsina) in tekocih kristalov
(spontan nastanek, urejenost, anizotropnost) (3, 82).
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turo iz neprekinjenega ukrivlienega lipidnega dvosloja de-
beline ~3,5 nm in vodnih kanalov s premerom ~5 nm z
razlicnimi simetrijami. V odvisnosti od strukture pod kubi-
¢ne faze spada vec razlicnih ureditev mezogenov imeno-
vanih Im3m, Pn3m ali 1a3d, ki lahko sestavljajo notranjo
strukturo kubosomov (7, 8). Heksosomi pa imajo cilindri-
¢no dvodimenzionalno strukturo Sestkotnih oblik z gosto
Zlozenimi vodnimi kanali. Hitrost spro$¢anja zdravilnih ucin-
kovin iz LCNP je odvisna od notranje strukture oziroma
mezofaze nanodelcev in znacilnosti zdravilne ucinkovine.
Hidrofobne zdravilne ucinkovine prehajajo lipidne dvosloje
dostavnega sistema z difuzijo, zato njihovo hitrost spros-

Canja doloc¢a porazdelitveni koeficient zdravilne ucinkovine.
Hidrofiine molekule pa difundirajo le po vodnih kanalih,
zato je sproScanje teh pocCasnejSe iz heksosomov, Kjer
vodni kanali medsebojno niso povezani, v primerjavi s ku-
bosomi, kjer so vodni kanali povezani (9). Hitrost spros-
¢anja je odvisna tudi od velikosti molekule zdravilne u¢in-
kovine, pri Cemer se manjSe zdraviine ucinkovine spros¢ajo
hitreje. Zanimivo je, da se v kubosome lahko vgrajujejo
proteinske molekule, ki so vecje od premera vodnih ka-
nalov (~5 nm). To bi lahko bila posledica fleksibilnosti ku-
bicne faze, ki omogocCa premikanje molekul skozi vodne
kanale in prehodno tvorbo vecjih prostorov, po katerih se
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Delez vode v sistemu

Slika 1: Razlicne mezofaze spontane organizacije mezogenov glede na delez vode v sistemu. Nanodelci s strukturo tekoCih kristalov se
imenujejo kubosomi, kadar imajo notranjo strukturo kubicnih faz (Im3m, Pn3m ali la3d ali inverzna kubi¢na faza V), oziroma heksosomi, ¢e
izkazujejo heksagonalne faze (heksagonalno ali inverzno heksagonalno) (3, 10, 11). Slika je narejena s pomocjo programa BioRender.

https.//BioRender.com/I64z434.

Figure 1: Liquid crystal mesophases that mesogens can form based on water content in the system. Liquid crystalline nanoparticles are
referred to as cubosomes or hexosomes, when their internal structure corresponds to a cubic phase (Im3m, Pn3m ali la3d or the inverse
cubic phase type IV) or a hexagonal phase (hexagonal or inverse hexagonal phase), respectively (3, 10, 11). Created in BioRender.

https.//BioRender.com/I64z434.
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molekula premika, podobno peristaltiki. Sproscanje vedjin
molekul, predvsem bioloskih, je posledi€no mo¢no upo-
¢asnjeno, na primer v raziskavah se je v 3 tednih iz kubo-
somov sprostilo manj kot 12 % ovalbumina (42,7 kDa) in
ovotransferina (75,8 kDa) (7).

Zaradi svoje lipidne sestave in urejene strukture LCNP
posnemajo bioloske membrane, pri Semer jih odlikuje vi-
soko razmerje med povrsino in volumnom, Stevilni vodni
kanali in termodinamska stabilnost, pri Semer je za sled-
njo pomembna predvsem zadostna koli¢ina disperznega

Preglednica 1: Osnovne sestavine nanodelcev s strukturo tekocCih kristalov kot dostavnih sistemov zdravilnih ucinkovin in funkcionalne
sestavine, ki prispevajo k vgradnji, taréni dostavi ali prirejenemu spros¢anju oziroma delovanju vgrajene zdravilne ucinkovine.

Table 1: Basic components of liquid crystalline nanoparticles as drug delivery systems and functional components that contribute to drug
encapsulation, targeted delivery, controlled release or activity.

Vrsta sestavine

Vloga

Sestavine

Reference

Glicerilmonooleat

Fitantriol

Fosfolipidi

Monogliceridi linolne, stearinske,
dokozaheksaenojske, eikozapentaenojske ali
heptadekaenojske kisline

mozganske bariere

odorranalectin)

Lipidi Tvorilci tekocih kristalov | DOPE (10, 11, 15, 16)
Gliceriimonooleileter
Monoelaidin
Fosfatidiletanolamin
Oleoiletanolamin
PEG-ilirani fosfolipidi
Glikolipidi
Poloksamer 407
Poloksamer 188
Povrsinsko Fizikalna stabilizacija Polisorbat 80 (11, 19-21)
aktivne snovi disperzije Cremophor EL ’
Soli zol¢nih kislin
Propoksilat Procetyl®
Podaljsan ¢as
zz?giivzlirveg:;r; PEG-ilirani lipidi (npr. DSPE-PEG2000) (10)
opsonizacije
Mukoadhezivnost Hitosan (19)
Prirejeno sproscanje Hialuronska kislina 22)
zdravilne uginkovine Hitosan
Ostalo Vgradnja siRNA, mRNA, | Kationski lipidi (npr. DOTAP, DDAB, razvejan 11
DNA poli(etilenimin)) (1)
Folna kislina
Tar¢no zdravljenje Peptidi, ki izboljSajo privzem v celice (D4, TAT)
(tumorji, mozgani) Laktoferin (11,23, 24)
Monoklonska protitelesa
IzboljSan prehod krvno- | Lektin, ki se veze na olfaktorno sluznico (angl. (25)

DOPE - dioleoilfosfatidiletanolamin, PEG — polietilenglikol, DSPE-PEG — 1, 2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamin-poli(etilen glikol), DOTAP
— 1,2 dioleoiloksi 3 (trimetilamonijev) propan, DDAB — didecildimetilamonijev bromid.
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medija (12). Za razliko od liposomov, ki v celice vstopajo
z endocitozo, lahko LCNP zaradi negativne ukrivljenosti
membrane tvorijo ve¢ interakcij s celicno membrano in
se z njo tudi zlijejo, kar omogoca izboljsan privzem LCNP
v primerjavi z liposomi. Hkrati pa je zlivanje z membrano
vzrok za potencialno toksi¢nost LCNP, saj se lipidi zaradi
zlivanja z membrano vanjo vgradijo in lahko porusijo
njeno strukturo in v membrani tvorijo pore (13, 14).
Osnovni gradniki oziroma mezogeni v LCNP so amfifilni li-
pidi, gliceril monooleat (GMO) in fitantriol. V raziskavah so
bili uporabljeni tudi fosfolipidi, monogliceridi drugih mase-
obnih kislin (linolne, stearinske, dokozaheksaenojske, ei-
kozapentaenojske), gliceriimonooleileter, monoelaidin, fos-
fatidiletanolamin, oleoiletanolamin, glikolipidi in fosfolipidi z
vezanimi verigami polietilenglikola (11, 15, 16). GMO je
najpogosteje uporablien lipid zaradi svoje biokompatibilnosti
in biorazgradljivosti, vendar je obcutljiv na oksidacijo in hi-
drolizo, kar lahko vpliva na stabilnost nanodelcev po apli-
kaciji in dolgoro¢no stabilnost disperzije LCNP (6). Deluje
Sibko hemaliti€éno, zato moramo posebno pozornost na-
meniti varnosti parenteralnih formulacij z GMO (17). Fitan-
triol je sicer odporen na hidrolizo, vendar drazi kozo, zato
kot pomozna snov v zdravilih ni priporocliiv v koncentracijah
visjih od 3 % (18). Hkrati je toksiCnost LCNP odvisna od
njinove sestave, pri Cemer lipidi z razvejanimi verigami, kot
je fitantriol, destabilizirajo celicne membrane ob Zlivanju z
njimi (13, 14).

Za doseganije fizikalne stabilnosti koloidne disperzije na-
nodelcev so pomembne sestavine LCNP stabilizatorii, kot
so poloksamer 407, polisorbat 80 in zol¢ne kisline (19). Za
stabilizacijo LCNP iz GMO in fitantriola se uporablja tudi
derivat polietoksietiliranega ricinusovega olja (Cremophor),
fizikalno stabilnost LCNP na osnovi fitantriola pa je prav
tako mogoce izboljSati z dodatkom polietilenglikol (PEG)-
iliranih fitanil kopolimerov (20, 21).

Z optimizacijo sestave in povrsine LCNP lahko oblikujemo
dostavne sisteme, ki so odzivni na razlicne pogoje, kot so
pH, ionska moc¢, temperatura. Ti dejavniki sprozijo fazni
prehod med posameznimi fazami notranje strukture LCNP
in posledi¢no prirejeno spros¢anje zdravilne ucinkovine na
tarénem mestu. Prav tako lahko taréno dostavo dosezemo
s spremembo povrSine LCNP z razli¢nimi funkcionalnimi
sestavinami (preglednica 1). Raziskovalci ta pristop najpo-
gosteje proucujejo za peroralno aplikacijo zdravilnih ucin-
kovin ali v primeru dostave protitumornih zdravilnih ucin-
kovin ter bioloSkih ucinkovin. Dostava slednjih z LCNP je
Se posebej zanimiva z vidika zaSCite zdravilne ucinkovine
in njenega podaljSanega sproScanja, kar zmanjSa pogo-
stost odmerjanja in olajsa zdravljenje (11).

331

METODE IZDELAVE
NANODELCEV S STRUKTURO
TEKOCIH KRISTALOV

Metode izdelave LCNP temeljijo na dveh glavnih pristopih,
in sicer 1) »od zgoraj navzdol« (angl. top-down) z disper-
giranjem liotropnih tekocih kristalov (v obliki »bulk<«) z vi-
soko-energijskimi metodami, 2) »od spodaj navzgor«
(angl. bottom-up) s spontanim oblikovanjem LCNP ob
vnosu manjse koli¢ine energije (6) in 3) s tehnologijo mi-
krofluidike, ki omogoca natancen nadzor procesnih pa-
rametrov (11). ShematiCen prikaz metod izdelave LCNP
je podan na sliki 2.

Metoda »od zgoraj navzdol«: \/ okviru te metode najprej
zdruzimo lipidno fazo z vodno fazo, s ¢imer spodbudimo
samourejanje lipidnih molekul in nastanek tekocih kristalov
v obliki »bulk« (6). Po zdruzitvi lipidne in vodne faze poca-
kamo, da nastanejo tekodi kristali v obliki »bulk« po celot-
nem volumnu disperzije, najpogosteje pa neposredno po
zdruzitvi obeh faz so€asno z nastankom oblike »bulk« po-
teka njihovo dispergiranje v LCNP z uporabo visokoener-
gijskih metod, kot so soniciranje in visokostrizna ali viso-
kotlatna homogenizacija. Za optimizacijo procesa izdelave
LCNP ali pove€anja ucinkovitosti vgrajevanja zdravilne ucin-
kovine lahko obe fazi pred zdruzitvijo segrejemo, kar ime-
nujemo emulzijska metoda. Za raztapljanje zdravilne ucin-
kovine v lipidni fazi so pogosto potrebna tudi organska
topila, kot so kloroform, etanol ali tetrahidrofuran, ki jin
pred meSanjem z vodno fazo odparimo. Ta pristop omo-
goca tvorbo nanodelcev z nadzorovano velikostjo in ozko
porazdelitvijo velikosti (indeks polidisperznosti 0,1-0,4),
vendar ni primeren za vgradnjo zdravilnih ucinkovin, ob-
Sutliivin na visoko temperaturo ali mehanski stres, ali za iz-
delavo LCNP na vecji proizvodni skali (6, 11).

Metoda »od spodaj navzgor«: Inovativno nizkoenergijsko
metodo, pri kateri je klju¢na uporaba hidrotropa, so razvili
Spicer in sodelavci in obicajno poteka s kapljanjem lipidne
faze v vodno fazo ali obratno med meSanjem na magnet-
nem mesalu (26). Pri tej metodi hidrotrop omogoca solu-
bilizacijo molekul mezogena, ki ob meSanju tvorijo nuklea-
cijska jedra v vodni fazi, iz katerih spontano nastanejo
nanodelci. Primerni hidrotropi so etanol, PEG ali propilen-
glikol, hkrati pa so za tvorbo nanodelcev s samozdruzeva-
njem lipidov klju¢ni tudi specificni pogoji (razmerje sestavin,
temperatura). Prednost metode »od spodaj navzgor« je
izogib tvorbi tekocCih kristalov v viskozni obliki »bulk« in
vnos manjSe koliine energije, zato je zlasti primerna za
nestabilne zdravilne ucinkovine, kot so bioloske ucinkovine.
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Slika 2: Metode izdelave nanodelcev s strukturo tekocih kristalov (6, 11, 19). Slika je narejena s pomocjo programa BioRender.

https://BioRender.com/k140693.

Figure 2: Methods for the preparation of liquid crystalline nanopatrticles (6, 11, 19). Created in BioRender.https://BioRender.com/k140693.

Ta metoda omogoca izdelavo LCNP na vecji skali in je
okolju prijazna trajnostna metoda. Omejitve pa predstavijajo
daljsi ¢as, ki je potreben za vzpostavitev strukture LCNP,
moznost zaostanka organskih topil in SirSa porazdelitev
velikosti, zato je v nekaterih primerih potrebno dodatno
soniciranje ali homogenizacija (6).

Tehnologija mikrofluidike: Ta metoda omogoca natan-
¢en nadzor nad procesom mesanja lipidne in vodne faze v
mikrokanalih in kontinuirano proizvodnjo LCNP. Pri tem
nastanejo homogene disperzije LCNP z ozko porazdelitvijo
velikosti. Ta metoda je stroSkovno ucinkovitejSa in omogocCa
hitrejSo izdelavo LCNP v primerjavi s prej omenjenima me-
todama, predvsem pa omogoca nadzor nad velikostjo in
porazdelitvijo velikosti LCNP (27, 28). Za medprocesno
spremljanje strukture nastalih nanodelcev s tehnologijo mi-
krofluidike je v razvoju sklopliena metoda ozkokotnega
rentgenskega sipanja (28).
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Z nadaljnjimi postopki, kot sta suSenje z razprSevanjem ali
suSenje z zamrzovanjem, lahko LCNP pretvorimo v trdno
obliko predvsem pri oblikovanju formulacij za nanos na
nosno sluznico ali v plju¢a (29).

NACINI APLIKACIJE
NANODELCEV S STRUKTURO
TEKOCIH KRISTALOV

LCNP se proucujejo za razlicne vrste aplikacij (slika 3)
(6, 30-39). Glede na nacin aplikacije LCNP kot nano-
dostavni sistemi za zdravilne ucinkovine izkazujejo razli-
¢ne prednosti, med katerimi izstopa predvsem izboljSana
bioloSka uporabnost vgrajene ucinkovine. Hkrati je za
LCNP znacilen ucinek poveane prepustnosti in zadr-
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zevanja, kar lahko izkoriS¢amo za tar¢no zdravljenje tu-
morjev (6).

4.1 (PER)ORALNA APLIKACIJA

Klju¢na prednost peroralne in oralne aplikacije zdravilnih
ucinkovin, vgrajenih v LCNP, je izboljSana biolosSka uporab-
nost, ki temelji na razli¢nih dejavnikih. Poleg zaSc¢ite zdraviine
ucinkovine pred vplivi prebavnega trakta je pomembna last-
nost LCNP tudi bioadhezivnost zaradi sposobnosti privzema
vode in dehidracije sluznic, kar vodi v mukoadhezijo. Hkrati
struktura LCNP omogoca olajSano zlivanje z membrano in
dostavo zdravilnih u€inkovin z endocitozo, posredovano s
klatrini, kaveolini ali lipidnimi rafti (6, 32, 40, 41). Zaradi
podobnosti bioloSkim membranam LCNP solubilizirajo slabo
topne zdravilne ucinkovine, kot je na primer ciklosporin A,
ter izboljSajo njihovo absorpcijo oziroma prikrijejo okus
(80, 31, 42). Vgradnja slabo topnih protitumornih zdravilnih
ucinkovin v LCNP, na primer paklitaksela in doksorubicina,
poleg izboljSane bioloSke uporabnosti omogoca tudi manjso
pojavnost nezelenih ucinkov (30, 41, 6). Zaradi teh lastnosti
S0 raziskave na podrocju LCNP usmerjene tudi v peroralno
aplikacijo bioloskih ucinkovin, na primer inzulina ali protimi-
krobnih peptidov AP114, DPK-060 in LL-37, ki se trenutno
vecinoma aplicirajo parenteralno (11). Pri tem je pomembna
izbira gradnikov za tvorbo LCNP za peroralno aplikacijo,

saj se GMO in estri mascobnih kislin lahko razgradijo ob
prisotnosti lipaz v tankem ¢revesu, medtem ko so fitantriol
in etrski derivati stabilni (6).

4.2 (TRANS)DERMALNA APLIKACIJA

Stevilne raziskave obsegajo dostavo zdravilnih uginkovin v
ali skozi kozo s pomocjo tekocih kristalov, ki v rozeni plasti
koze tvorijo depo obliko, iz katere se sproS¢a zdravilna
ucinkovina v globlje plasti koze. Tekodi kristali v obliki »bulk«
so zaradi visoke viskoznosti in konsistence gela nepo-
sredno primerni za nanos na kozo, kljub nizji viskoznosti
pa se za dermalno aplikacijo uporabljajo tudi disperzije
LCNP (8, 32, 33). Pomembna prednost tekocih kristalov in
njihovih disperzij je sestava teh sistemov, saj obicajno vse-
bujejo GMO in oleinsko kislino (pogosto prisotno kot neci-
stoto GMO), ki delujeta kot pospeSevalca penetracije ter
povecata obseg dostave zdravilne ucinkovine v globlie plasti
koze (43). Disperziie LCNP so raziskovalci uporabili za zdra-
vlienje aken, pri Cemer so pri vgradniji zdravilnih ucinkovin,
kot je azelainska kislina, dokazali prirejeno sproscanje, iz-
boljSano terapevtsko ucinkovitost in manj drazenja koze
ter sistemskih nezelenih ucinkov (44). Podobno so razisko-
valci ugotovili tudi pri vgradniji drugih zdravilnih ucinkovin v
LCNP, na primer protivnetne zdravilne ucinkovine diklofe-
naka, protiglivicne zdraviine ucinkovine Iulikonazola ter apre-

NANODELCI S STRUKTURO
TEKOCIH KRISTALOV

Okularna
aplikacija

(Per)oralna
aphkacua

(Trans)dermalna
aplikacija

Aplikacija v
sluhovod

Nazalna
aplikacija

Parenteralna
aplikacija

Aplikacija v
pljuca

Slika 3: Proucevani nacini aplikacije nanodelcev s strukturo tekocCih kristalov. Slika je narejena s pomocjo programa BioRender,

https.//BioRender.com/b27n791.

Figure 3: Explored administration routes for liquid crystalline nanoparticles in research. Created in BioRender.

https.//BioRender.com/b27n79.
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milasta za zdravljenje luskavice (45-47). LCNP prav tako
predstavljajo pomemben pristop k reSevanju izzivov, pove-
zanih z odpornostjo na antibiotike, saj omogocajo ucinkovito
zdravljenje s protimikrobnimi peptidi (npr. LL-37), ki so slabo
topni in obcutljivi na razgradnjo (48).

Preko tvorbe depo oblike v rozeni plasti LCNP omogocajo
tudi transdermalno dostavo zdravilnih u€inkovin kot alter-
nativo peroralni aplikaciji, s ¢imer se lahko izognemo ne-
zelenim ucinkom v gastrointestinalnem traktu. Primer so
nesteroidni antirevmatiki, kot sta etodolak za zdravljenje
revmatoidnega artritisa in tenoksikam za zdravljenje
osteoartritisa, ki povzrocajo poskodbe zelodéne sluznice
(34, 49). Nezeleni ucinki so pogosti tudi pri imunosupre-
sivnih zdravilnih u¢inkovinah za zdravljenje kroni¢nih bolezni,
kot sta kolhicin za zdravljenje protina in rapamicin za zdra-
vljenje luskavice (50, 51).

4.3 OKULARNA APLIKACIJA

Po aplikaciji zdravilnih u€inkovin na oCesno sluznico pride
zaradi solzenja, mezikanja in drugih ovir do hitrega od-
stranjevanja s povrSine oCesa, kar posledi¢no zahteva po-
gostejSe odmerjanje. To lahko naslovimo z vgradnjo zdra-
vilnih u¢inkovin v LCNP, ki se na o¢esni sluznici zadrzujejo
dalj Casa zaradi vecje viskoznosti disperzije kubosomov
in manjSe povrsinske napetosti v primerjavi s suspenzijo
ali raztopino zdravilne ucinkovine. Hkrati je za nanodelce
znacilna boljsa adhezija v primerjavi z vedjimi delci enake
sestave, pri LCNP pa je ta lastnost Se bolj poudarjena za-
radi sposobnosti privzema vode, ki vodi v mukoadhezijo
(52, 58). Prirejeno sproS¢anje so raziskovalci dokazali pri
vgradnji latanoprosta in beklometazona v LCNP za zdra-
vlienje oCesne hipertenzije (12, 35, 36). Vgradnja antibiotika
vankomicina v LCNP je povecala penetracijo v oesno
tkivo, kar je izrazito izboljSalo uc¢inkovitost zdravljenja bak-
terijskega keratitisa, pri katerem je znacilna penetracija
bakterij v globlje plasti rozenice, ki jih vankomicin v obliki
raztopine ne doseze (54).

4.4 PARENTERALNA APLIKACIJA

Peptidne in proteinske zdravilne uc¢inkovine so nestabilne v
prebavnem traktu, zato jih najpogosteje apliciramo paren-
teralno. Zaradi hitre razgradnje s proteazami v krvi in izlo-
Canja skozi ledvice pa imajo peptidi in manjsi proteini po-
gosto kratek razpolovni ¢as, od nekaj minut do nekaj ur
(65). Z vgradnjo teh zdravilnih u¢inkovin v LCNP lahko po-
daljSamo njihov razpolovni Cas ter zmanjSamo pogostost
odmerjanja, kar je pacientu prijaznejSe in stroskovno ucin-

kovitejSe. Na primer vgradnja somatostatina v LCNP je raz-
polovni as v krvi podgan po intravenski aplikaciji podaljSala
iz nekaj minut na ve¢ kot eno uro v primerjavi z raztopino
zdravilne ucinkovine v pufru (56). Omejitev pa je hitro za-
¢etno sproscanje zdravilne ucinkovine, ki je Sibko adsorbi-
rana na povrsini nanodelcev ali je vgrajena blizu povrsine in
zato lahko relativno hitro difundira iz LCNP, kar lahko vodi
do nezelenih ucinkov (57). Ta fenomen je treba nasloviti te-
kom razvoja dostavnega sistema ter ga po potrebi omejiti
z drugimi pristopi, kot je vgradnja polimera, ki omogoca
geliranje in situ ali z drugim primernim nacinom.

LCNP omogocajo tudi dostavo zdravilnih ucinkovin skozi
krvno-mozgansko pregrado, kar je zazeleno predvsem pri
zdravljenju bolezni centralnega Ziv€evja, na primer Alzhei-
merjeve bolezni, shizofrenije, multiple skleroze in raka. Mo-
hammad in sodelavci so proucili razliko med heksosomi in
kubosomi pri dostavi fenitoina v mozgane in ugotovili, da
kubosomi omogocajo ucinkovitejSo dostavo zdraviline ucin-
kovine v mozgane v primerjavi s heksosomi (58). Ciljano
terapijo glioblastoma v mozganih in zmanjSanje sistemske
toksi¢nosti sta nedavno dosegli dve skupini raziskovalcev
s povrsinsko modifikacijo kubosomov s peptidom angio-
pep-2 (38, 39).

Kubosomi ojaCajo odziv imunskega sistema na dostavljen
antigen v primerjavi s samim antigenom, kar kaze, da so
kubosomi lahko primerni nosilci tudi za cepiva in adjuvante
(569). Z vgradnjo ionogenih lipidov lahko oblikujemo pH-
odzivne LCNP in tako izboljSamo prehod zdravilnih ucin-
kovin iz endosomov v citosol po privzemu v celico oziroma
modificiramo povrsino LCNP z imunomodulatornimi mo-
lekulami in tako dosezemo adjuvantno delovanije (60).

4.5 NAZALNA APLIKACIJA

Poleg prehoda skozi krvno-mozgansko pregrado lahko
zdravilne ucinkovine v mozgane z LCNP dostavimo preko
nosne sluznice, kar so dokazali Wu in sodelavci, ki so upo-
rabili povrsinsko maodificirane kubosome z mukoadhezivnim
peptidom odoranalektinom. V primerjavi z nemodificiranimi
kubosomi so ti znacilno izboljSali dostavo peptidne zdravilne
ucinkovine humanina v mozgane skozi olfaktorno regijo
nosne sluznice in njegovega ucinka, najverjetneje zaradi
boljSe absorpcije kot posledice daljSega ¢asa zadrzevanja
na sluznici (25). Podobno je podaljSan ¢as zadrzevanja in
izboljSan privzem v mozgane mogoce doseci z izdelavo
disperzije LCNP z donepezilom, ki se aplicira v obliki kapljic
za nos in gelira in situ (61).

Nazalna aplikacija predstavlja alternativo peroralni apli-
kaciji, ko ta ni mogoc¢a, na primer med kemoterapijo, ki
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povzroCa slabost in bruhanje. Z vgradnjo zdravilne ucin-
kovine proti slabosti, granisetrona, v LCNP so raziskovalci
ugotovili povecanje bioloske uporabnosti in nalaganje
granisetrona v mozganih. Na ta nacin se je podaljSal raz-
polovni ¢as granisetrona, kar je prispevalo k manj pogo-
stemu odmerjanju in omogocilo hiter nastop ucinka (62).
Z nazalno aplikacijo se lahko izognemo obseznemu pred-
sistemskemu metabolizmu zdravilnih u€inkovin, kot v pri-
meru tizanidina za zdravljenje miSi¢nih kréev pri multipli
sklerozi (63). Pomembno novost so nedavno predstavili
Deruyver in sodelavci, ki so za zdravljenje shizofrenije iz-
delali farmacevisko obliko za nos v obliki praska za nos
s paliperidonom vgrajenim v kubosome. Nazalna aplika-
cija je pacientom prijaznejSa alternativa intramuskularni
injekciji, ki je sicer potrebna zaradi slabe topnosti palipe-
ridona. PovrSino kubosomov so raziskovalci modificirali
z mukoadhezivnim hitosanom, in formulacijo pretvorili v
trdno obliko s suSenjem z razprSevanjem. Pri tem so na-
stali aglomerati mikro velikosti (mediana premera med
13 in 20 pm), za katere je znacilno, da se po aplikaciji
zadrzijo v nosni votlini. Za potrditev ucinkovitosti in var-
nosti takSnega dostavnega sistema pa so potrebne Se
raziskave in vivo (64).

4.6 APLIKACIJA V PLJUCA

Nanodelci, vklju¢no z LCNP, zaradi majhne velikosti ob
vdihovanju lahko dosezejo v alveolarno regijo plju¢ in so
zato primeren dostavni sistem za aplikacijo zdravilnih ugin-
kovin v plju¢a. Trenutno so v raziskavah LCNP z vgrajenimi
zdravilnimi u¢inkovinami za zdravljenje pljucnih bolezni, kot
je pliu¢na fibroza in rak plju¢. Nifuroksazid ima poleg anti-
bioti¢nega tudi protivnetno in antifibroticno delovanje, ven-
dar ima zaradi slabe topnosti nizko bioloSko uporabnost.
V raziskavi in vivo so ugotovili, da kubosomi z vgrajenim
nifuroksazidom v primerjavi s suspenzijo zdravilne ucinko-
vine bolj ucinkovito zmanjSajo fibroticne lezije in vnetni
odziv v pljucih, saj solubilizirajo zdravilno ucinkovino in tako
izboliSajo njeno biolosko uporabnost (65). LCNP so primerni
tudi za dostavo protitumornih zdravilnih ucinkovin zaradi
izboljSanega privzema v rakave celice in manjSe pojavnosti
nezelenih ucinkov, kot v primeru dispezie kubosomov z
bedakilinom (66). IzboljSanje aktivhega privzema LCNP v
rakave celice lahko dosezemo tudi z modifikacijo povrSine
kubosomov tudi s hondroitin sulfatom in laktoferinom, kot
je bilo dokazano v raziskavi in vivo na misih, kjer so potrdili
zmanjSanje velikosti in Stevila tumorjev, kar predstavija velik
potencial za neinvazivno in varnejSe zdravljenje plju¢nega
raka v prihodnosti (37, 67).

4.7 OSTALE RAZISKAVE

Za izboljSano dostavo zdravilnih u¢inkovin proucujejo tudi
razlicne formulacije LCNP, ki 8e niso opredeliene glede na
nacin aplikacije. LCNP se zelo pogosto pojavijajo v razi-
skavah za tar¢no dostavo protitumornih zdravilnih ucinko-
vin. Poleg ucinkovitejSe terapije in manjSe pojavnosti ne-
zelenih ucinkov so raziskovalci taréno zdravljenje tumorjev
dosegli z razvojem kubosomov s pH-odzivnim sproscanjem
v kislem okolju (pH 5,5-6,5), ki je znacilno za tumorje
(22, 68). S tem pristopom so na primer izboljSali citotoksi-
¢no delovanje zdravilnih u€inkovin paklitaksela, fluoksetina
in sorafeniba, vgrajenih v kubosome (68-70). Aktivno cilja-
nje rakavih celic z LCNP je mogocCe doseci tudi z vezavo
specificnih sestavin za modifikacijo povrsine, kot je folna
kislina, za katero rakave celice izrazajo vec receptorjev kot
zdrave celice, ali z vezavo monoklonskih protiteles za spe-
cificno tar¢o (11). Zanimiv pristop so predstavili Mokhtar in
sodelavci, ki so za zdravljenje raka dojk izdelali kubosome
s kombinacijo protitumornih zdravilnih u¢inkovin. Ekseme-
stan so vgradili v kubosome, nato pa so njihovo povrsino
modificirali s konjugatom laktoferina in metotreksata. Pri
tem se je metotreksat, vezan z amidno vezjo, cepil Sele v
lizosomu rakavih celic, kar je zmanjSalo pojav nezelenih
ucinkov, kubosomi pa so za vstop v rakave celice izkoristili
mehanizem aktivnega in pasivnega cilianja. Laktoferin je
poleg aktivnega privzema preko receptorjev spremenil na-
boj kubosomov v bolj pozitivnega, kar je olajSalo interakcije
s celi¢nimi membranami in pasivni privzem v celice (24).
Na podro¢ju odpornosti na antibiotike so raziskovalci z
modifikacijo povrSine kubosomov s pozitivnim lipidom 1,2-
dioleoiloksi-3-(trimetilamonijev)propan (DOTAP) izboljsali
privzem vgrajenega hidrofobnega antibiotika (novobiocina)
v Gram-negativne bakterije, ki imajo negativen naboj na
povrsini. Prav tako so kubosomi preprecili vezavo zdravilne
ucinkovine na serumski albumin in kot dostavni sistem
omogocili u€inkovito antibiotiéno delovanje tudi za druge
podobne zdravilne uc¢inkovine (71).

Pomembno podrodje raziskav LCNP je tudi dostava zdra-
vilnih ucinkovin na osnovi kratke interferenéne RNA (siRNA),
ki nevtralizira mRNA in povzroCi utiSanje genov (72). Zaradi
negativnega naboja siRNA ne more prehajati bioloskih
membran, zato mora dostavni sistem za ucCinkovito terapijo
zagotoviti prehod membran in hkrati zascititi zdravilno ucin-
kovino v serumu pred razgradnjo ter zagotoviti njen izstop
iz endosoma v citosol (73). Za vgradnjo siRNA v liposome,
lipidne nanodelce ali LCNP se uporabljajo pozitivno nabiti
lipidi, kot so DOTAP in derivati, didecildimetilamonijev bro-
mid, lipofektin, dioleoilfosfatidiletanolamin ali razvejan
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poli(etilenimin), ki se vkljucijo v strukturo nanodelcev in
omogocajo vezavo siRNA (74). Ti kationski lipidi lahko za-
radi interakcij z negativno nabito celi€no membrano indu-
cirajo apoptozo in povzrodijo nezelene ucinke. Med naste-
timi nanodostavnimi sistemi LCNP zahtevajo nizji delez
kationskih lipidov za ucinkovito vgradnjo siRNA in so po-
sledi¢no bolj varni. Poleg tega izboljSajo ucinkovitost vgra-
jene siRNA, izrazeno kot utiSanje genov in vitro, najverjet-
neje zaradi sproscanja zdravilne ucinkovine iz endosoma
v citosol (75, 76). Vgradnja siRNA v LCNP za dermalno
aplikacijo omogoca lokalno modifikacijo izrazanja genov v
koznih celicah in zdravljenje razli¢nih bolezni, kot so vitiligo,
luskavica, melanom ali alergijske bolezni (77, 78). Za zdra-
vljienje vitiliga so Bentley in sodelavci razvili heksosome s
siRNA, ki so zdravilno ucinkovino uspesno dostavili v celice,
kar je vodilo v manjSe izrazanje gena za TyRP-1. Opazili so
tudi manjSo toksi¢nost heksosomov v primerjavi s kom-
pleksom siRNA in polielektrolita poli(etilenimin)-a, povezanih
z elektrostatskimi interakcijami, kjer polielektrolit lahko in-
teragira s celicno membrano in povzroci citotoksi¢ne ucinke
(77, 78). S poli(etilenimin)-om so raziskovalci izdelali tudi
formulacijo kubosomov za vgradnjo siRNA in povr§ino ku-
bosomov modificirali s transkripcijskim aktivacijskim pep-
tidom (TAT), ki omogoca aktivni privzem v celice. Kubosomi
s peptidom TAT v kozi niso penetrirali globlie od spodnjih
plasti povrhnjice, izboljSali pa so ucinkovitost delovanja,
najverjetno zaradi nastanka skupka zdravilne ucinkovine s
kationskim polimerom in peptidom TAT, ki je prispeval k
aktivnemu privzemu v fibroblaste (23).

V razvoju so tudi nove pomozne snovi za vgrajevanje siRNA
v LCNP, ki predstavljajo varnejSo alternativo mo¢no poziti-
vno nabitim molekulam, kot je DOTAP. Raziskovalci so na
primer predlagali metalo-kubosome, kjer so poleg GMO
uporabili lipidni kompleks s cinkom, cink(ll)-bisdipikolilamin
(Zn,BDPA), ki kompleksira molekulo siRNA. Kubosomi iz
GMO omogocajo vkljucevanije lipida Zn,BDPA in komplek-
sov tega lipida s siRNA, pri Cemer poteCe fazni prehod iz
diamantne kubicne v primitivno kubi¢no mezofazo. Do da-
nes na podlagi raziskav in vitro Se niso potrdili uCinka siRNA
in zmanjSanja izrazanja genov (79).

Trenutno Se ni odobrenih formulacij z LCNP na trgu, je pa
podijetie Camurus AB razvilo tehnologijo FluidCrystal® kot
platformo s prirejenim sproscanjem razli¢nih zdravilnih ucin-
kovin, ki temelji na tekodih kristalih v obliki »bulk«. Trenutno
je na trgu odobreno zdravilo za subkutano aplikacijo bu-
prenorfina za zdravljenje odvisnosti od opioidov, ki omo-
goca spontan nastanek tekocih kristalov in situ ter prirejeno
sproS€anje vgrajene zdravilne ucinkovine v obdobju do
enega meseca (80, 81).
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Edinstvena struktura in lastnosti LCNP izboljSajo biolosko
uporabnost zdravilnih ucinkovin ter njihovo ucinkovitost,
zato predstavljajo obetaven nanodostavni sistem za do-
stavo tako sinteznih kot bioloskih ucinkovin. Kljub temu je
potrebno nasloviti Se nekaj izzivov LCNP, ki omejujejo nji-
hovo vkljucitev v klinicne Studije, v prvi vrsti hitro zaCetno
sproSCanje vgrajene zdravilne ucinkovine. Kljucnega po-
mena je tudi razvoj biorelevantnih modelov za spremljanje
obnaSanja LCNP in vivo. Ne glede na izzive pa so LCNP
raznovrsten in prilagodljiv dostavni sistem, ki kaze moznosti
za Siroko uporabo in napredek na podrocju razvoja zdravil,
ki so stroSkovno ucinkovitejSa in pacientu prijaznejsa.

IZJAVA

Delo je nastalo v okviru raziskovalnega programa
(P1-0189) in raziskovalnega projekta (L1-3160), ki ju je so-
financirala Javna agencija za znanstvenoraziskovalno in
inovacijsko dejavnost Republike Slovenije.
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