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lzvanstanicne vezikule u terapiji
neurodegenerativnih bolesti
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Marin Tota”

\ Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet,

Zavod za medicinsku kemiju, biokemiju i
SaZetak. Potpuni gubitak ili disfunkcija neurona glavna su obiljezja neurodegenerativnih Klinicku kemiju, Rijeka, Hrvatska

bolesti, koje ukljucuju Alzheimerovu bolest, Parkinsonovu bolest, amiotrofi¢nu lateralnu
sklerozu, Huntingtonovu bolest i druge. Trenutatno ne postoje mogucénosti potpunog
zaustavljanja ili preokretanja tijeka ovih bolesti te je postojeca terapija veéinom
simptomatska. No, u zadnje se vrijeme pojavljuju nove terapijske platforme bazirane na
izvanstani¢nim vezikulama. lzvanstani¢ne vezikule su prirodne nanotvorevine svih stanica te
su vrlo perspektivne u terapiji neurodegenerativnih bolesti zbog svoje male imunogenosti,
ciljanih djelovanja na stanice te moguénosti lakog prolaska tjelesnih barijera ukljucujudi i
krvno-mozdanu barijeru. One transportiraju svoj teret izravno do neurona, astrocita ili glija-
stanica, a to ukljuCuje lijekove, proteine, mikroRNA i male interferirajuée RNA. Nadalje,
njihova se povrSina moze modificirati kako bi se poboljSala dostava u podrucja mozga
zahvacena neurodegeneracijom. Postojeca pretklini¢ka istraZivanja pokazala su da tretmani
putem izvanstani¢nih vezikula utjeu na preZivljavanje neurona, smanjuju agregaciju
proteina te moduliraju neuroinflamaciju. Medutim, u smislu klini¢ke translacije postavljaju
se neka pitanja poput efikasnosti ubacivanja malih molekula u izvanstani¢ne vezikule ili
njihove dugorocne sigurnosti. Zaklju¢no, izvanstani¢cne vezikule predstavljaju novi,
revolucionarni terapijski pristup u kompleksnoj patofiziologiji neurodegenerativnih bolesti.

Kljuéne rijeci: ciljana terapija, dostava lijekova, izvanstani¢ne vezikule, neurodegenerativne
bolesti

Abstract. The complete loss or dysfunction of neurons is the main feature of neuro-
degenerative diseases, which include Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, amyotrophic
lateral sclerosis, Huntington’s disease, and some others. At present, there are no available
options to completely stop or reverse the progression of these diseases, and current
therapies are mainly symptomatic. However, recently new therapeutic platforms based on
extracellular vesicles have emerged. Extracellular vesicles are natural nanovesicles produced
by all cells and are very promising in the therapy of neurodegenerative diseases due to their
low immunogenicity, targeted actions on cells, and the ability to easily cross bodily barriers,
including the blood-brain barrier. They transport their cargo directly to neurons, astrocytes,
and glial cells, which may include drugs, proteins, microRNAs, and small interfering RNAs.
Furthermore, their surface can be modified to enhance the delivery to specific areas of the
brain affected by neurodegeneration. Preclinical studies have demonstrated that treatments
using extracellular vesicles enhance neuron survival, reduce protein aggregation, and
modulate neuroinflammation. However, in terms of clinical translation, some questions

arise regarding the efficacy of introducing small molecules into extracellular vesicles or their *Dopisni autor:
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Izvanstanicne vezikule (IV) sve se viSe promatraju
u smjeru njihove moguce terapijske uloge. Uz to,
neizostavna je njihova uloga u dijagnostici razlici-
tih bolesti® i u regenerativnoj medicini’>. Radi se
zapravo o tvorevinama okruzenim lipidnim dvo-
slojem koje se luce iz gotovo svih stanica, a mogu
prenositi razli¢ite vrste molekula®. Izlu¢ivanje IV-a
putem stanica dogada se u fizioloSkim i patolos-
kim stanjima te ih nalazimo u svim bioloski vaz-
nim tekuc¢inama poput krvi, likvora i urina,
primjerice*.

Fizioloski gledano, IV imaju neizostavnu ulogu u
uklanjaju stani¢nog otpada te odrzavanju homeo-
staze tkiva jer se stanice na taj nacin rjeSavaju su-
visnih proteina, ili pak toksina. Ova je cinjenica
posebno znacajna u neurodegenerativnim bolesti-
ma (ND) gdje IV mogu ukloniti patoloske agregate

Izvanstani¢ne vezikule donose veliku nadu u lijecenju
neurodegenerativnih bolesti isporukom lijekova preko
krvno-moZdane barijere u zahvaéene dijelove Ziv€anog
sustava.

Dostava lijekova,
RNA i proteina

Modulacija
Identifikacija imunog
biomarkera i odgovora
personalizirana sredisnjeg
terapija zivéanog

sustava

Uklanjanje
toksicnih
agregata

Regeneracija i
popravak

Slika 1. Kljuéne uloge izvanstanicnih vezikula (V) u terapiji neurodegene-
rativnih bolesti

proteina poput amiloid-beta (AB) i alfa-sinukleina
(aSyn)*. Nadalje, izvanstanicne vezikule vazne su u
razvoju zivéanog tkiva jer prenose proteine i RNA
molekule klju¢ne za pravilan rad sinapsi, a poslje-
di¢no i pamcenja, ucenja, odnosno cjelokupnog
odgovora na vanjske podrazaje. Ono Sto je fasci-
nantno, jest da IV mogu prelaziti razliCite barijere,
ukljucujuci krvno-mozdanu barijeru (BBB), omogu-
¢ujuci tako prijenos signalnih molekula kroz cijeli
organizam®. Signalne molekule unutar IV-a omogu-
¢avaju komunikaciju srediSnjeg Zivéanog sustava i
periferije, Sto je klju¢no za postizanje neuroloske
homeostaze’. Tako primjerice molekule tipa mi-
kroRNA (miRNA) mogu regulirati genski izrazaj u
ciljnim stanicama®. S druge strane, IV imaju imuno-
modulatornu ulogu®. lzvanstani¢ne vezikule nasta-
le iz T-stanica pospjesuju imunoloski odgovor, dok
one koje luce tumorske stanice mogu djelovati
imunosupresivno. Izvanstani¢ne vezikule odgovor-
ne su i u procesu angiogeneze!® jer prenose mole-
kule poput vaskularnog endotelnog cimbenika
rasta (VEGF).

Osim u neurodegenerativnim bolestima'?*4, neizo-
stavna je njihova uloga u razvoju tumora®®, kardio-
vaskularnim?¢, infektivnim® i kroni¢nim upalnim
bolestima®®. Kod tumora se IV zapravo smatraju
,onkosomima“ jer prenose onkogene proteine i
RNA molekule te olakSavaju metastaziranje stva-
ranjem premetastatskih nisa'®. Prenosenjem inte-
grina i razliCitih proteaza promoviraju adheziju i
invaziju tumorskih stanica na sekundarne lokaci-
je. Pri razvoju kardiovaskularnih bolesti pridono-
se aterosklerozi, trombozi i opcenitoj disfunkciji
endotela. Nadalje, IV mogu pogodovati napredo-
vanju zaraznih bolesti jer mogu prenositi virusne
proteine ili RNA, no i spojeve poput lipopolisaha-
rida (LPS) koji aktiviraju imunosni sustav. Kod kro-
ni¢nih upalnih bolesti prenose proupalne citokine
i enzime, ¢ime se pojacava kroni¢na upala.
Zaklju¢no, IV su kljucni dijelovi medustani¢ne ko-
munikacije i homeostaze, ali i kaskade brojnih pa-
toloskih procesa. Razumijevanje njihove uloge u
ovim procesima neizmjerno je vazno kako bi se
razvile nove terapijske strategije koje e ciljati
samo stvaranje IV-a, koristiti njihove intrinzicne
prednosti ili ¢e ih koristiti u smislu dostave odre-
denih ljekovitih/signalnih tvari. Na Slici 1 vidljive
su najvaznije uloge IV-a u terapijskom pristupu
neurodegenerativnim bolestima.
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IZVANSTANICNE VEZIKULE U TERAPLJI

NEURODEGENERATIVNIH BOLESTI

Broj ljudi oboljelih od ND-a mjeri se u milijunima.
Takva stanja povezana su sa stalnim propada-
njem neurona, ali i cijele neuralne mreze. Rezul-
tat ovakvih stanja su problemi s kretanjem,
mentalnom funkcijom i pamcenjem te govorom i
disanjem. Zajednic¢ka crta ND-a je kompleksna
patofiziologija koja ukljuCuje neuroinflamaciju,
oksidativni stres i agregaciju toksi¢nih proteina.
Dva su najceSca tipa, i to Alzheimerova bolest
(AD) i Parkinsonova bolest (PD), a moZemo tu jos
prikljuciti Huntingtonovu bolest (HD), amiotrofic-
nu lateralnu sklerozu (ALS) i neke druge. Takoder
se u slicnom kontekstu moZe razmatrati i gliobla-
stom (GBM), jedna od najagresivnijih vrsta tumo-
ra srediSnjeg Zivéanog sustava. lpak, usprkos
brojnim istraZivanjima, ne postoje odgovarajudi
oblici ucinkovite terapije ovih bolesti. Takoder, li-
jeCenje je vedinom simptomatsko, tj. za sada ne
zadire u same mehanizme bolesti. No, u zadnje
se vrijeme sve visSe paZznje posvecuje izvanstanic-
nim vezikulama kao moguéim kandidatima za
nove terapijske opcije neurodegenerativnih pore-
mecaja’.

Izvanstani¢ne vezikule sudjeluju u stani¢noj ko-
munikaciji te su vazne u neuroloskoj homeostazi,
ali poznato je i da imaju ulogu u nastanku neuro-
degenerativnih poremecaja. Vrlo su stabilne te
mogu promovirati ili inhibirati razvoj ND-a ovisno
o teretu koje nose, ¢ime postaju vrlo interesan-
tan terapijski alat. U cilju dostave lijekova mogu
se koristiti nativni egzosomi, jedna od najcesce
koristenih klasa IV-a u istraZivanjima opcenito, ili
se pak njihova povrsina moze modificirati razlici-
tim molekulama u svrhu ciljane dostave na to¢no
odredeno mjesto terapije.

Veliki broj dosad objavljenih radova pokazao je
znacajnu ulogu egzosoma u tretmanu ND-a. Pri-
mjerice, nativni egzosomi mogu se koristiti za do-
stavu kurkumina koji posjeduje protuupalno,
antimikrobno, ali i neuroprotektivno djelovanje?.
Cest je problem oteZano ubacivanje lijekova u IV
nakon postupka njihove izolacije te se u tom smi-
slu razmatrala metoda koriStenja vezanja hidrofil-
nih liganada na membranski kolesterol ili njihova
direktna adsorpcija ako su hidrofobne grade.
Kurkumin se agregirao na IV u gustoci molekula
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10°— 107 direktnom adsorpcijom, dok se kod druge
metode vezao na IV u gustoéi molekula 10*— 10°.
Obje su metode uspjesno inkorporirale kurkumin
u 1V, ali se moralo paziti na stabilnost i koncentra-
ciju potencijalnog inkorporiranog spoja unutar
izvanstani¢nih vezikula kako bi one bile terapijski
ucinkovite?. Autori su zakljucili da su potrebne
dodatne optimizacije za uvjete in vivo.

Za uspjesnu dopremu IV-a do mikroglija-stanica
mogu se koristiti egzosomi koji nose kurkumin
(Exo-cur) putem intranazalne, neinvazivne admi-
nistracije. U modelima upale mozga inducirane
lipopolisaharidom, eksperimentalnog encefalo-
mijelitisa i GL26 tumorskog modela koji prezenti-
ra glioblastom, Exo-cur je inducirao apoptozu na
mikroglija-stanicama uz smanjenje upale, odno-
sno pridonio je terapeutskom ucinku?.

Tijekom ubacivanja lijekova u IV javlja se problem
potencijalnog ostec¢enja njihove membrane. U
svrhu nalazenja optimalne metode ubacivanja
doksorubicina u IV istrazivano je Sest razlicitih po-
stupaka: koinkubacija, elektroporacija, ekstruzija,
smrzavanje, sonifikacija te metoda koja koristi
povrsinski aktivne tvari?®. Metode koinkubacije i
elektroporacije imale su najvecu koncentraciju
doksorubicina po IV-u te su bile i najvise funkcio-
nalne izazvavsi jacu apoptozu u odnosu na ostale.
Metode ekstruzije i sonifikacije negativno su utje-
cale na integritet membrane te posljedi¢no i na
terapijsku ucinkovitost?.

IV U TERAPUJI ALZHEIMEROVE BOLESTI

U studiji koja je istrazivala prekid medudjelovanja
proteina prekursora amiloida-beta (APP) i protei-
na Fe65 koristene su HT22 hipokampalne Ziv€ane
stanice miSeva za stvaranje egzosoma koji bi se
ciliano dopremali u Ziv€ane stanice s poveéanim
izrazajem APP-a. Inace se pretjerana ekspresija
APP-a te njegovo medudjelovanje s proteinom
Fe65 povezuje s patogenezom Alzheimerove bo-
lesti (AD). Navedeni egzosomi stanica HT22 modi-
ficirani su da imaju poviSen sadrzaj proteina Fe65
te je u njih ubacen i korinoksin-B za koji je pozna-
to da potice autofagiju. Autofagijom se razgradu-
ju brojni proteini skloni agregaciji, pa se u tom
smislu i razmatra metodom terapije za AD. Ovako
pripravljeni Fe65-modificirani egzosomi donose
korinoksin-B do neurona koji imaju povedan izrazaj
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APP-a te posljedicno smanjuju kognitivhu degra-
daciju i razvoj AD-a u miseva® 2%, Razliite vrste eg-
zosoma nastalih iz mati¢nih stanica mogu se
koristiti u terapiji AD-a, a dio je vec¢ u fazi klini¢kih
istrazivanja?’. Primjerice, mezenhimalne mati¢ne
stanice imaju protuupalni i imunomodulatorni
ucinak, u principu uklju€uju interakciju s amiloi-
dom-beta (Ab) smanjujuéi njegov izrazaj®.

U studiji koja je koristila IV iz ljudske plazme (plV)
istrazivan je potencijal IV-a za prijenos lijekova
koji imaju protuupalna i antioksidativna svojstva.
Konkretno se ovdje koristio donepezil (DNZ).
Izvanstanicne vezikule iz ljudske plazme specific¢-
no su odlazile u mozdano tkivo, i to bez toksi¢nih
ucinaka. Znatno su smanjile razinu slobodnih ra-
dikala te omogucile kombinirani neuroprotektivni
i protuupalni ucinak DNZ-a. Takoder, studija
napominje da su potrebna dodatna istraZivanja i
klini¢ka ispitivanja te skaliranje sustava za Siru te-
rapeutsku uporabu za AD%.

Sljedeca studija po prvi je put pokazala da izvan-
stani¢ne vezikule nastale iz Ziv€anih stanica
(hiPSC-NSC-IV) mogu modificirati tijek AD-a. Na-
vedene izvanstani¢ne vezikule inkorporiraju se u
mikrogliju, smanjuju izrazaj gena povezanih s ak-
tivacijom NLRP3 inflamasoma i IFN-1. Mikroglija
je zadrzala fagocitnu funkciju. Takoder je doslo
do smanjenog izraZzaja gena vezanih za IFN-1 i in-
terleukin-6 (IL-6) te smanjene hipertrofije astroci-
ta u hipokampusu. Neuropatoloski gledano,
smanjeno je stvaranje amiloidnih plakova te je
smanjena fosforilacija proteina tau u hipokampu-
su. lzvanstani¢ne vezikule nastale iz Ziv€anih sta-
nica bile su primijenjene intranazalno, odnosno
nude novu, neinvazivhu metodu terapije AD-a
koja ima za cilj modulaciju transkriptoma astroci-
ta i mikroglije®.

Umjetno stvorene ili modificirane vezikule mogu
prenositi male interferiraju¢e molekule RNA (siR-
NA), lijekove, imunomodulatore, mogu lako pro-
laziti razliite barijere u organizmu te ne izazivaju
imunoloski odgovor. Na taj nacin postaju odli¢ni
kandidati za terapiju ND-a.

Posebnom pripremom, odnosno modifikacijom
IV mogu postati platforme za dostavu lijekova. Ta-
kve modificirane izvanstanicne vezikule smanjuju
rizik od imunog odgovora domacina, lako prolaze
BBB te dostavljaju lijek direktno u CNS. Mjesto
dostave moze se i dodatno prilagoditi modificira-
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njem povrsine izvanstanicnih vezikula kako bi one
za metu imale to¢no odredene stanice. Modifici-
rane izvanstani¢ne vezikule prenose lijekove, mo-
lekule RNA i DNA i peptide. Primjerice, IV nastali
iz M2 mikroglije (M2-1V) imaju funkcionaliziranu
povrsinu putem peptida RVG29 baziranog na po-
lidopaminu (PDA) koji cilja neurone. Takoder, do-
datak fluorescentnih boja, radioaktivnog joda, I
te superparamagneti¢nog Zeljezovog oksida omo-
gucavao je vizualizaciju IV-a u realnom vremenu i
na nivou cijelog organizma. Na ovaj nacin stvore-
na je platforma za dodatak razlic¢itih funkcional-
nih jedinica na povrsinu IV-a te njihovo koristenje
u klinickom, odnosno terapijskom smislu. Modifi-
cirane izvanstanic¢ne vezikule ciljano su dolazile u
mozak miSeva zahvac¢en mozdanim udarom, a sve
se moglo lako pratiti metodama dinamicke vizua-
lizacije. U istoj studiji vidjelo se da se IV arterij-
skim putem nakupljaju u mozgu, a sami M2-1V
pokazali su neuroprotektivni ucinak putem miR-
221-3p i miR-423-3p preko p38/ERK apoptot-
skog puta®!. Slicno je pokazano i u studijama
gdje je pokazana neuroprotektivna uloga miR-
423-3p i miR-532-5p prilikom apoptoze induci-
rane hipoksijom. Jo$ je jedan sli¢an primjer
RVG-om modificirana povrsina malih IV-a kori-
Stenih za dostavu siRNA kod miSeva. Ovako mo-
dificirane izvanstanicne vezikule nakupljale su se
u mozgovima AG6 miSeva i sprjecavale vertikal-
nu transmisiju virusa zika. Modificirane izvansta-
nicne vezikule prolazile su placentarnu i BBB
barijeru i smanjile infekciju u mozgu fetusa. Ta-
koder, iste izvanstani¢ne vezikule smanjile su
upalu i neurolosko ostecenje miseva*%. Jedan od
pionirskih radova koji je koristio peptid RVG po
prvi je put pokazao moguénost uporabe IV-a za
dostavu lijekova. U tom su se radu koristili nedo-
zreli dendriti za izolaciju IV-a zbog smanjene
imunogenosti. Dendriti su modificirani da poka-
zuju izrazaj Lamp2b membranskog proteina koji
je vezan na RVG kako bi se ciljala dostava prema
neuronima. Izvanstani¢ne vezikule nosile su mo-
lekulu siRNA koja se ubacila metodom elektro-
poracije. Molekula GAPDH siRNA inaktivirala je
specificne gene u neuronima, mikrogliji i dendri-
tima. Takoder je znacajno smanjen izraZaj gla-
snickog RNA (mRNA) i proteina koriste¢i BACE
siRNA. Smanjen izrazaj BACE1 potencijalno ¢e
smanjiti koncentraciju Ab kod AD-a*.

medicina fluminensis 2026, Vol. 62, No. 1, p. 69-77




M. Tota: Izvanstanicne vezikule u terapiji neurodegenerativnih bolesti

Modifikacija IV-a RVG-om koristi se i za dostavu
mikro-RNA (miRNA), mRNA, kruznog RNA i prote-
ina.

IV U TERAPUJI PARKINSONOVE BOLESTI

Ako pogledamo mogucnosti IV-a za dostavu lije-
kova kod Parkinsonove bolesti, dolazimo do sli¢nih
saznanja. U radu koji je koristio IV mezenhimalnih
maticnih stanica (MSC) s kurkuminom, ispitivana
je moguénost nove vrste terapije za PD. U tu se
svrhu koristio poseban nanonosac koji se koristio
intranazalno. Koristenjem ovog nosac¢a smanjeno
je nastajanje agregata alfa-sinukleina (aSyn). Ta-
koder se poboljsala funkcija i prezivljavanje neu-
rona. Kurkumin i MSC pridonijeli su smanjenju
neuroinflamacije karakteristicne za PD. Ovo se
postiglo djelovanjem kurkumina na proupalne ci-
tokine i slobodne radikale te samim izvanstanic-
nim vezikulama koje promoviraju protuupalnu
sredinu u mozgu. U misjem je modelu isti nosac
znacajno poboljsao kretanje i koordinaciju dajuci
dobre osnove funkcionalnih prednosti ovakve te-
rapije®.

Vazno je reci da se izvanstanicne vezikule iz me-
zenhimalnih mati¢nih stanica (MSC-1V) mogu ko-
ristiti kod razlicitih vrsta patologija mozga. Mogu
se koristiti kod moZdanog udara, autizma te kod
AD-a i PD-a. Perets i suradnici istraZivali su MSC-
IV obiljeZzene nanocesticama zlata u cilju njihova
boljeg pra¢enja metodom racunalne tomografije
(CT). Same izvanstanicne vezikule bile su davane
intranazalno kako bi se zaobisSla BBB barijera, a
pracene su tijekom 96 sati nakon administracije u
patoloskim i zdravim misjim modelima. MSC-IV
nakupljale su se u patoloski relevantnim podrudji-
ma mozga te je njihovo zadrzavanje bilo znacajno
96 sati nakon primjene. Takoder su se unosile
pretezno u neurone, a zanemarivo u mikrogilju i
astrocite. Kod zdrave, kontrolne skupine miseva
MSC-IV uklanjale su se ve¢ nakon 24 sata pokazu-
juéi minimalno zadrzavanje u mozgu u odsustvu
patoloskih signala. Kod PD-a su se MSC-IV naku-
pljale u regiji substantia nigra u kojoj se dogada
karakteristican gubitak dopaminergi¢kih neuro-
na. Slicno je i kod AD-a gdje se one nakupljaju u
hipokampusu i korteksu, tj. podrucjima nakuplja-
nja amiloidnih plakova te izraZenije neuroinfla-
macije®*. Opcenito je ova studija potvrdila
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uporabu izvanstani¢nih vezikula iz mezenhimal-
nih mati¢nih stanica kod bolesti gdje se traZi nji-
hova dostava u podrucje neuroinflamacije.
Svakako bi bilo dobro probati koristiti modificira-
ne izvanstani¢ne vezikule za ciljano nakupljanje,
prosiriti modele koristeci veée Zivotinje te probati
di¢i razinu cijelog modela za koriStenje u klini¢-
kim istraZivanjima. Kombinacijom s CT metodom
dobiva se uvid u njihovu raspodjelu i ucinkovitost
u realnom vremenu.

Jedna jako interesantna nova metoda terapije
PD-a povezuje uporabu IV-a s epigenetskom re-
gulacijom pomocu platforme CRISPR (engl. Clu-
stered regularly-interspaced short palindromic
repeats). Klju¢ni protein u razvoju PD-a jest aSyn
koji kodira gen SNCA. Promjena u metilaciji SNCA
primijecena je u patologiji PD-a te se ispituje nje-
zina potencijalna uloga u smislu terapije PD-a. U
tu su svrhu koriSteni modificirani egzosomi koji
nose peptid RVG, sgRNA te dCas9-DNMT3A fuzij-
ski protein, sve skupa u RVG-CRISPRi-IV vezikula-
ma. Pomocu peptida RVG izvanstanicne vezikule
vezu se na neurone preko acetilkolinskih recepto-
ra, a sgRNA je posebno dizajniran da veze CpG
mjesta na genu SNCA. Fuzijski protein omogucava
metilaciju DNA bez cijepanja te precizno epige-
netsko editiranje SNCA. RVG-CRISPRi-IV znacajno
su pridonijele motori¢kim sposobnostima i koor-
dinaciji te smanjile koli¢ine transkripata SNCA i
aSyn u mozgu te usporile razvoj PD-a%*. Ova me-
toda prikaz je moguénosti fino reguliranog gen-
skog izrazaja putem epigenetike, a bez rizika
permanentne genetske modifikacije. Takoder, di-
rektno se utjeCe na stvaranje aSyn, tj. na razvoj
bolesti za razliku od simptomatske terapije. CRI-
SPRi-IV mogu se u tom smislu razmatrati i u dru-
gim neurodegenerativnim poremecajima poput
AD-a ili HD-a.

Jos jedna nova mogucénost predstavlja hibridnu
metodu nanonosaca koja povezuje IV s nanolipo-
somima (NLP). Nanoliposomi mogu enkapsulirati
hidrofobne tvari. U sljede¢em radu ispitivane su
hibridne vezikule koje nose baicalein, IV-NLP-Ba
te one koje nose oleoeuropein, IV-NLP-Ole. Same
izvanstani¢ne vezikule potjecale su od mezenhi-
malnih mati¢nih stanica ljudske pupcane vrpce
(hUC-MSC) zbog biokompatibilnosti i niske imu-
nogenosti. Baicalein se koristio za sprjeCavanje
agregacije aSyn, a oleuropein uz to promovira di-
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sagregaciju toksi¢nih proteinskih jedinki. Obje vr-
ste IV-a pokazale su smanjenu agregaciju aSyn,
smanjile su propagaciju toksi¢nih oligomera te su
olaksavale razgradnju postojecih fibrila aSyn. Po-
tonje nije bilo moguée samo koristenjem NLP na-
nonosaca®’. | ova hibridna platforma moze se
koristiti za ostale neurodegenerativne bolesti
svoje biokompatibilnosti, ciljane dostave te direk-
tne terapije.

IV U TERAPIJI OSTALIH
NEURODEGENERATIVNIH BOLESTI

| kod ostalih neurodegenerativnih bolesti koristi
se IV kao nova terapijska platforma. Kod Huntin-
gtonove bolesti radi se o abnormalnom poveca-
nju CAG trinukleotidnih ponavljanja u genu za
protein huntingtin (HTT) pri ¢emu se stvara muti-
rani oblik (mHTT) koji postupno oste¢uje moZda-
ne stanice®. Simptomi se ocituju promjenom
mentalnih sposobnosti, manjkom koordinacije te
problemima s kretanjem, a sve se to vremenom
pogorsava. Bolest ima i kompleksniju patogenezu
koja ukljucuje vise ¢imbenika unutar stani¢nih
puteva ¢ime se mogucnosti terapije dodatno
smanjuju. No, i ovdje se moze koristiti metoda
CRISPR koja ima za metu mHtt alele da bi se sma-
njio broj CAG ponavljanja. Sam CRISPR-Cas9 su-
stav sastoji se od Cas9 nukleaze koja uvodi
lomove (DSB) na dvolan¢anom DNA i sgRNA koji
usmjerava Cas9 na odredeno mjesto na DNA. Ra-
zlikujemo dva tipa mehanizama popravka DSB-a:
nehomologno spajanje krajeva (engl. non-homo-
logous end joining; NHEJ) i homologijom usmje-
ren popravak (engl. homology directed repair;
HDR). Editori baza (primjerice deaminaze fuzira-
ne na dCas9) omogucavaju zamjenu pojedinacnih
nukleotida bez stvaranja DSB-a, Sto se moze kori-
stiti za popravak patoloskih CAG ekspanzija. NHEJ
je mehanizam sklon pogreskama i ¢esto rezultira
tockastim mutacijama, dok HDR omogucuje uba-
civanje cjelovitih gena na mjesto loma, pa se kori-
sti u uredivanju genoma®. Kako je divlji tip Cas9
iz bakterije Streptococcus pyogenes (WT-SpCas9)
zapravo ovisan o NGG PAM motivu pri prepozna-
vanju ciljane sekvencije, grupa autora razvila je
posebnu varijantu SpCas9-NG koja ¢e prepozna-
vati upravo te motive. SpCas9-NG se zatim koristi
za smanjivanje patoloskih CAG ekspanzija u ma-
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ticnim stanicama miSeva s HD-om. Nakon djelo-
vanja SpCas9-NG uocen je popravak fenotipskih
abnormalnosti u diferenciranim neuronima“.
Izvanstani¢ne vezikule takoder se mogu koristiti u
terapiji HD-a. Joshi i suradnici pokazali su da male
izvanstanic¢ne vezikule (slV) nastale iz Ziv¢anih
maticnih stanica mogu prenositi DNAJB6 Saperon
te sprijeciti nakupljanje mHTT u mozgu miseva i
odgoditi pocetak bolesti®!.

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) progresivna
je bolest koja zahvaca motoricke neurone, a kao i
ostale neurodegenerativne bolesti ima limitirane
mogucnosti terapije. lako su terapije mati¢nim
stanicama dale odredene rezultate®® %, trenutac-
no se razvijaju terapije putem IV-a. U radu koji je
koristio MSC-IV, pokusala se modulirati neurotok-
si¢nost astrocita. U tu su svrhu koristeni astrociti
iz ledne mozdine ALS miSeva (SOD1G93A) i hu-
mani astrociti iz stanica pacijenata s ALS-om. Po-
kazano je da MSC-IV smanjuju neurotoksi¢nost
misjih i humanih astrocita. Kod ljudskih astrocita
MSC-IV povecale su antioksidacijski c¢imbenik
Nrf2 i smanjile ukupno stvaranje reaktivnih kisi-
kovih vrsta (ROS), dok se u SOD1G93A astrocitima
smanjila neuroinflamacija i patoloska aktivacija.
Ovakvi terepijski ucinci pripisani su specificnim
miRNA koji prenose IV. Supresiju upalnog puta
omogucile su miR-466q i miR-467f djelujuci na
Mapk11, dok su miR-466m-5p i miR-466i-3p pro-
movirale antioksidativni odgovor povecanjem ak-
tivnosti Nrf2. U konacnici, MSC-IV modulirale su
patolosku aktivaciju astrocita, smanjile upalu i
pojacale antioksidativhu obranu®.

U ovom kontekstu moZemo sagledati i vrlo agre-
sivhu vrstu tumora Ziv€anog sustava nazvanu
GBM. Postoje brojne sli¢cnosti GBM-a i ND-a, a
uklju€uju nakupljanje mutiranih proteina, oksida-
tivni stres te neuroinflamaciju i poremecaj BBB-a.
U terapiji GBM-a takoder se koriste egzosomi Cija
je povrsina modificirana specificnim ligandima.
Kao nova strategija u terapiji GBM-a moZze se ko-
ristiti dostava antisensnog miRNA oligonukleoti-
da za miR-21 (AMO-21) ¢ime se postize njegova
inhibicija. Smanjena koncentracija miR-21 ima te-
rapijski ucinak kod GBM-a. Za dostavu AMO-21
koristeni su egzosomi Cija je povrsina modificira-
na peptidom T7 koji veZe receptore za transferin.
Kod GBM-a dolazi do pretjerane ekspresije recep-
tora transferina, ¢ime ovako modificirani egzoso-
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mi postaju odli¢no sredstvo za ciljanu dostavu u
stanice GBM-a. U uvjetima in vitro ovakvi egzoso-
mi T7 pokazali su se ucinkovitijim od nemodifici-
ranih egzosoma ili od kontrolnih egzosoma RVG.
Ova nova strategija mogla bi biti vrlo ucinkovita u
lije¢enju GBM-a u smislu sniZzavanja koncentracije
miR-21%,

| ovdje se pokazuje nezamjenjiva uloga IV-a kod
dostave biomolekula, utjecaja na neuroinflamaci-
ju i oksidativni stres te gensku modulaciju.

1ZAZOVI I BUDUCI SMJER TERAPIJE

PUTEM IV-a

lako se IV terapijska platforma za neurodegenera-
tivne bolesti Cini jako obecavaju¢om i mo¢nom,
ipak treba uzeti u obzir i prevladati moguce
zapreke kako bi se ona translatirala u klinicka
istrazivanja. Jednu takvu zapreku ¢ini sama kom-
pleksnost patologije neurodegenerativnih bolesti
koja ukljuéuje vise ¢imbenika poput agregacije
proteina, neuroinflamacije te oksidativnog stre-
sa. Ovo pokazuje potrebu za razvojem multimo-
dalne vrste IV terapije. S druge strane treba
poraditi i na tome kolika se koli¢ina nekog terape-
utika moZe ubaciti i prenijeti putem izvanstanic-
nih vezikula, a da one ne izgube svoj integritet.
Svakako se i ovdje moze poraditi na optimizacija-
ma tehnika poput elektroporacije ili sonifikacije,
odnosno i na vrsti stanica od kojih potjecu izvan-
stani¢ne vezikule.

Sljedeca zapreka svakako je i ciljana dostava na
mjesto degeneracije, a to se moZe poboljsati ra-
zvojem novih vrsta liganada i peptida koji ¢e opti-
mizirati dostavu u odredena podrucja mozga,
odnosno odredene stani¢ne vrste.

Ostale zapreke koje treba uzeti u obzir, ticu se op-
timizacije i povecanja opsega procesa stvaranja
IV-a dostatne kvalitete i Cistoce, pronalazenja na-
¢ina da se smanji njihova imunogenost i brzog
izluCivanja izvan cirkulacije te provjere njihovih
mogucih protutumorskih ucinaka.

Ipak, buduénost terapije ND-a putem IV-a ¢vrsto
je utemeljena uz bazi¢na i klinicka istrazivanja
usmjerena prevladavanju opisanih zapreka. Mo-
difikacija IV-a revolucionalizirat ¢e dostavu lijeko-
va, omoguditi precizno ciljanje dijelova organizma
pomocu povrsinskih liganada i/ili peptida. Skalira-
nje cijelog procesa izolacije, dobivanja i funkcio-

nalizacije povrSine te novih metoda ubacivanja
lijekova u IV povecat c¢e njihovu ucinkovitost i ra-
niju klini¢ku translaciju. Nove metode ubacivanja
lijekova ukljucivat ¢e procese mikrofluidne tehno-
logije te kombinaciju IV-a s ostalim nanocestica-
ma kako bi se stvorili hibridni sustavi za dostavu
lijekova. Ovakvi hibridni sustavi omogudit ¢e do-
stavu lijekova uz molekule RNA i proteina ¢ime ce
se odjednom djelovati na viSe ¢imbenika odgo-
vornih za nastajanje i razvoj ND-a. Nadalje, perso-
nalizirane terapije koristit ¢e stanice dobivene od
samog pacijenta za ovakvu vrstu autologne do-
stave. Koristeci sve navedene mehanizme, izvan-
stani¢ne vezikule imaju mogucénost znacdajno
prilagoditi krajolik terapije neurodegenerativnih
bolesti zadiru¢i duboko u sam njihov nastanak.

Modifikacija povrsine izvanstani¢nih vezikula utjece na
biokompatibilnost te omogucuje jos precizniju isporuku
lijekova s molekulama RNA i proteina Cime ce se
odjednom djelovati na vise ¢imbenika odgovornih za
nastajanje i razvoj neurodegenerativnih bolesti.

ZAKLJIUCAK

Izvanstani¢ne vezikule nude novu i vrlo prilagod-
ljivu terapijsku platformu za lije¢enje neurodege-
nerativnih bolesti. Takva platforma nadilazi
trenutacne terapijske limite u smislu ciljanja sa-
mog uzroka bolesti. Izvanstani¢ne vezikule posje-
duju intrinzicku biokompatibilnost, prolaze
barijere organizma ukljucujuci i BBB te mogu pre-
nijeti razlicite vrste terapeutika na ciljana mjesta.
Ciljano djelovanje posebice je vazno u komplek-
snoj patofiziologiji Alzheimerove i Parkinsonove
bolesti, ali i u drugim neurodegenerativnim bole-
stima. Posebnim metodama modifikacije izvan-
stani¢ne vezikule lako se dopremaju tocno na
mjesta zahvacena neurodegeneracijom i vrlo su
efikasne u dostavi terapeutika ¢cime omogucavaju
modifikaciju bolesti za razliku od drugih, ve¢inom
simptomatskih tretmana. Takoder, zadnje se vri-
jeme sve viSe koristi i CRISPR metoda gdje se tijek
bolesti moZe usporiti zamjenom ostecenih gena.

Ipak, postojeée metode treba skalirati na vece
razmjere, odrzati kvalitetu te proizvesti izvansta-

ni¢ne vezikule koje su sigurne i ucinkovite za du-
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gotrajno koriStenje. Ovakva translacija terapije
bazirane na IV-u u klinicku praksu zahtijevat ¢e
poboljSane metode izolacije, napredovanja u bio-
inZenjerskom smislu te vrlo rigorozna i detaljna
klinicka ispitivanja. Takoder je vrlo bitno da se
ovakva IV platforma moze prilagoditi specifi¢nim
zahtjevima pojedinih pacijenata, odnosno vrlo su
vazne u smislu razvoja personalizirane i precizne
medicine.

Konacno, terapija bazirana na IV-u nalazi se u
svojim zacetcima, ali se veé sada vidi njezin ogro-
man potencijal u borbi protiv neurodegenerativ-
nih poremecaja. Buduca inovativna istrazivanja te
biotehni¢ke modifikacije dalje ¢e razviti ovu plat-
formu Sto ¢e u konacnici omoguditi ucinkovitu vr-
stu terapije koja zadire u sam nastanak i tijek
ovakvih vrsta poremecaja.

Izjava o sukobu interesa: Autor izjavljuje kako ne po-
stoji sukob interesa.
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