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Apstrakt

Eritrociti predstavljaju najzastupljenije ¢celijske komponente krvi (>99%) kod ljudi. Pored
dobro poznatih fizioloskih funkija koje vrSe, oni predstavljaju i prirodne kompartmane krvi
koje ucestvuju u biodistribuciji, metabolizmu i delovanju odredenih lekovitih supstanci. S
druge strane, eritrociti poseduju ogroman potencijal kao nosaci za kontrolisanu i ciljanu

isporuku razli¢itih bioaktivnih jedinjenja, ukljucujuéi i peptide i geneticki materijal.
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Produzeni Zzivotni vek u cirkulaciji, dostupnost, visoka biokompatibilnost i prirodni
mehanizmi za bezbednu eliminaciju, kao i znacajno smanjenje fluktuacije koncentracije
lekovite supstance u plazmi, cine jedinstvene prednosti eritrocita kao nosaca lekovitih
supstanci u poredenju sa konvencionalnim na¢inima administracije lekova.

Ovaj kratki pregled istiCe najznacajnije eksperimentalne rezultate i izglede za primenu
eritrocita kao savremenih nosaca lekovitih supstanci u medicini.

Kljuéne reci: eritrociti; nosaci lekovitih supstanci; intravaskularno dejstvo; ciljanje organa
RES

Uvod
Do danas je pokazano da eritrociti ucestvuju u raspodeli i metabolizmu vise od 50

bioloski aktivnih supstanci (npr. kaptopril, haloperidol, heroin, testosteron, insulin,
kateholamini, penicilamin, daunorubicin) ™. Eritrociti tako, mogu nenamerno posluziti kao
prirodni kompartmani krvi koji ucestvuju u farmakokinetici, biodistribuciji, sporom
otpustanju, metabolizmu i delovanju razli¢itih lekovitih supstanci. Ipak, namerna upotreba
eritrocita kao nosaca za isporuku bioloski aktivnih supstanci je od znatno veceg interesa. Ta
oblast istraZivanja je nastala ranih sedamdesetih godina XX veka, kada je pretpostavljeno da
se dejstvo pojedinih lekova moze poboljsati inkapsulacijom u autologe ili imunoloski
kompatibilne donorske eritrocite, koji bi nakon bezbednog injektiranja u domac¢ina omogucili
dejstvo lekovite supstance na tacno odredenom mestu U organizmu i tokom produzenog
vremenskog perioda . Cinjenica da je nekoliko protokola infuzije lekova inkapsuliranih u
eritrocite trenutno u ispitivanju na ljudima, govori u prilog izuzetnom biomedicinskom

znadaju ove oblasti istrazivanja [,

Eritrociti kao nosaci bioloski aktivnih supstanci: prednosti i mane



Prve eksperimentalne korake u inkapsulaciji neke supstance u eritrocite napravio je
1953. godine Gardos [ koriste¢i kao model supstancu ATP. Marsden i Ostling B! su 1959.
godine izvrsili inkapsulaciju dekstrana molekulske mase od 10 do 250 kDa u eritrocitne
duhove. Cetrnaest godina kasnije, prva ispitivanja inkapsulacije lekovite supstance u cilju
produzene vaskularne isporuke uradili su nezavisno jedan od drugog Ihler ! i Zimmerman €],
a termin eritrocit nosa¢ je 1979. godine prvi put upotrebljen da oznaci eritrocit sa
inkapsuliranom lekovitom supstancom [, Kako ideja o sistemima za produZenu isporuku
bioloski aktivnih supstanci sa ciljanom specificnoS¢u ve¢ decenijama fascinira naucne
krugove, za eritrocite se moze re¢i ne samo da su izuzetno atraktivni, ve¢ posmatrano sa
pojedinih aspekata Gak i jedinstveni nosadi za isporuku bioloski aktivnih supstanci. Zivotni
vek eritrocita, od 100 do 120 dana kod ljudi, izraZzeno nadmasuju druge sisteme za isporuku
aktivnih supstanci, npr. "nevidljive" lipozome modifikovane polietilenglikolom (PEG), &iji je
preénik <100 nm, a zivotni vek <10 h. Takode, eritrociti predstavljaju atraktivne nosace za
intravaskularnu isporuku lekovitih supstanci jer je u njihovom slucaju znatno ograni¢ena
nezeljena ekstravazacija 1,

Pored dugog vremena poluzivota i ograniCene ekstravazacije, druge prednosti
eritrocita kao sistema za isporuku biologki aktivnih supstanci bi bile sledeée B9 visok nivo
biokompatibilnosti, naroCito ako se za inkapsulaciju koriste autologi eritrociti ¢ime se
isklju¢uje mogucnost nezeljenog aktiviranja imunskog sistema; potpuna biodegradabilnost i
¢injenica da njihovom razgradnjom ne nastaju toksicni produkti; izbegavanje nezeljenog
imunskog odgovora na inkapsuliranu bioloski aktivnu supstancu; pozeljan opseg veli¢ine i
relativno uniformna veli¢ina i oblik; svojstvo neometane cirkulacije kroz organizam;
spreCavanje  degradacije inkapsulirane aktivne supstance endogenim faktorima;
modifikovanje farmakokinetickih i farmakodinamickih parametara lekovitih supstanci;

znacajno smanjenje fluktuacija koncentracije lekovite supstance u plazmi u poredenju sa



konvencionalnim nacdinima administracije lekova; znacajno povecanje intervala izmedu
uzimanja leka jer lekovi ostaju terapeutski aktivni u duzem vremenskom periodu; moguénost
smanjenja sporednih efekata lekova; zastita organizma od toksi¢nih efekata lekovitih
supstanci (od npr. antineoplastika); sposobnost prelaska u organe retikuloendotelnog sistema
(RES) i ciljane isporuke lekovite supstance u ove organe.

Primena eritrocita kao nosaCa bioloski aktivnih supstanci pokazuje i pojedine
nedostatke 3891 Glavni problem predstavlja njihovo in vivo uklanjanje od strane organa
RES-a usled odredenih oSteCenja na membrani ili u unutrasnjem sadrzaju eritrocita (npr.
deplecije eritrocitnih sistema za skladiStenje i kori§¢enje energije, sistema za transport azot
oksida i metabolizam) koja se javljaju tokom procesa inkapsulacije. Ta pojava, ozbiljno
limitira Zivotni vek eritrocita nosaca u cirkulaciji i u nekim slucajevima moze prouzrokovati
toksikoloske probleme. Kako makrofage RES-a i drugi profesionalni fagociti eliminisu
ostarele i oSteCene eritrocite, tako je izuzetno teSko izbeéi preuzimanje i eritrocita nosaca od
strane fagocita i omoguciti da inkapsulirana supstanca deluje samo unutar lumena
vaskularnog sistema. U cilju izbegavanja navedenih problema, najve¢i napori su ulozeni u
ispitivanje mehanizma biokompatibilnosti eritrocita, njihovog oSte¢enja pri procesu
inkapsulacije i na¢ina ¢uvanja [ S druge strane, fagocitoza eritrocita nenamerno
modifikovanih tokom procesa inkapsulacije lekovite supstance, moze posluziti i kao prirodni
put isporuke agenasa u makrofage RES-a, sto u smislu ciljane isporuke lekova danas dobija
sve veci znacaj i eksperimentalne potvrde.

Inkapsulirani eritrociti, kao nosaci bioloskog porekla, mogu pokazivati neke
inherentne varijacije u karakteristikama i u procesu inkapsulacije, u poredenju sa drugim
sistemima za isporuku aktivnih supstanci. Skladistenje inkapsuliranih eritrocita predstavlja
dodatni problem, u cilju ¢ijeg prevazilaZzenja se danas ispituje ¢uvanje eritrocita nosaca u

izotoni¢nim puferima koji sadrze esencijalne nutrijente, kao i na niskoj temperaturi, uz



dodatak nukleozida ili helatora, primena liofilizacije sa glicerolom ili gel imobilizacije. Kao
otezavajuce faktore u radu sa eritrocitima kao nosa¢ima lekova, vazno je ista¢i i uvek
postoje¢u mogucnost kontaminacije u zavisnosti od porekla krvi, neophodnost posebne
opreme i okruZenja za izvodenje procesa inkapsulacije i rigorozne kontrole u procedurama
prikupljanja i rukovanja sa uzorcima eritrocitima.

Uzimajuéi u obzir sve navedene prednosti i mane, eritrociti mogu da sluze kao
optimalna vrsta nosaca za lekovite supstance koje treba da ispolje farmakoloSko dejstvo u
vaskularnom sistemu ili koje treba da budu isporucene u celije koje uklanjaju prestarele
eritrocite iz cirkulacije. U poslednje tri decenije, znacajni istrazivacki napori se ulazu kako bi
se dokazala ispravnost ove paradigme i uspostavila klini¢ki primenjiva strategija za isporuku

lekovitih supstanci koriS¢enjem eritrocita kao nosaca.

Eritrocitima posredovana isporuka bioloski aktivnih supstanci: intravaskularno dejstvo

i ciljanje makrofaga i drugih tipova celija

1z krajnje pojednostavljene prakticne tacke glediSta, za eritrocite se moze reci da lice
na trajne putne torbe od elasti¢nog materijala koje je stvorila majka priroda ¥l Ovakvim
slikovitim prikazom moze se objasniti zaSto su prvi koraci u ispitivanju eritrocita kao nosaca
bioloski aktivnih supstanci, napravljeni upravo u cilju obezbedivanja produzenog oslobadanja
ovih supstanci u vaskularnom sistemu.
Primeri farmakolos§ki aktivnih supstanci i agenasa za vizuelizaciju, koji se pomoc¢u eritrocita
isporuduju u vaskularni sistem, ukljuéuju razli¢ite enzime i fluorescentne boje [12,
eritropoetin za produzenu stimulaciju hematopoeze %, hemoglobinski kofaktor inozitol
heksafosfat za poboljsanje kapaciteta prenosa kiseonika [l anti-trombocitni heparin [*°,
amikacin za anti-parazitsku terapiju % 71 insulin [8 fluoro-AMP 1 i metotreksat za

hemoterapiju kancera 2%, izotope za pradenje rezervi krvi korii¢enjem gama-scintigrafije i



magnetne rezonance 211 antisens oligonukleotide 2?1, plazmidnu DNK za gensku terapiju 2!
i nedavno magnetne nanocestice 241,

Kako teoretski, minimalno promenjeni eritrociti mogu imati produZeno vreme
cirkulacije, prvi koraci u in vivo ispitivanju aktivnih supstanci inkapsuliranih u eritrocite
izvrSeni su na modelima supstanci koje imaju sposobnost degradacije toksi¢nih jedinjenja.
Usled ograni¢enog kapaciteta inkapsulacije eritrocita, potentni i specifiéni enzimi Su Se
pokazali kao mnogo efektivniji "teret" za eritrocite od neenzimskih antidota kao S§to je
glutation %1, Tako je, vise od deset razli¢itih enzima za detoksikaciju do danas inkapsulirano
u eritrocite nosace sa ciljem ispitivanja te hipoteze, ukljuujuéi urikazu za eliminaciju
mokraéne kiseline [®] tiosulfat-cijanid sulfotransferazu (AKA rodanazu) koja prevodi
cijanide u manje toksiéne tiocijanate [?7, fosfotioesteraze koje antagonizuju organofosfatna
jedinjenja, poput otrova paraoksona [?8l alkoholnu oksidazu i alkoholnu dehidrogenazu za
eliminaciju metanola i drugih toksi¢nih alkohola [?* %I i |-asparaginazu BY. Derivati
pojedinih enzima dobijeni modifikacijom sa polietilenglikolom (PEG-enzimi, delimi¢no
maskirani od imunskog sistema) su takode inkapsulirani u humane, misje i ov¢ije eritrocite
[32]

Drugi pristup primeni eritrocita kao nosaca je konjugacija farmakoloski aktivnih
supstanci na povrsinu eritrocita preko specifi¢nih povrsinskih vezuju¢ih molekula. Tako se za
eritrocite moze reé¢i da su idealni nosac¢i za tromboliticke agense 33 kao $to su klinicki
primenjivi tkivni tip aktivatora plazminogena (tPA) i urokinaze (UPA). Molekuli tPA
konjugovani sa eritrocitima zadrzavali su se u cirkulaciji deset puta duZe nego slobodni tPA
341 i kod miseva su pokazali znatno efikasnije ublazavanje simptoma ishemije mozga i
mozdanog udara %1,

Normalne funkcije makrofaga koriste se za ciljanu isporuku raznih supstanci u ove

¢elije. Makrofage RES-a fagocitiraju eritrocite koji su nenamerno ili namerno modifikovani



tokom inkapsulacije i to se koristi kao prirodni put isporuke agenasa kojima se eliminiSu
mikroorganizmi koji se nalaze unutar makrofaga .. Primer je antivirotik azidotimidin, koji
je, ovako isporucen, pokazao jaci antivirusni efekat u odnosu na slobodnu lekovitu supstancu
kako u ¢elijskoj kulturi 7 tako i na modelu mi$a sa HIV infekcijom 8l Sli¢ni rezultati
dobijeni su i sa drugim antiviroticima inkapsuliranim u eritrocite 3% %°1 kao i sa antisens
agensima koji inhibiraju replikaciju virusa HIV-1 u inficiranim éelijama 3,

Antigen prezentujuca funkcija makrofaga i drugih ¢elija imunskog sistema koristi se
za isporuku raznih antigena u cilju poja¢avanja imunskog odgovora ¥2, Pri tome eritrociti
igraju vaznu ulogu i kao adjuvansi, prezentuju¢i viSestruke kopije antigena i stimuliSuci
nespecifiéni imunski odgovor M3, Pomoéu eritrocita se u makrofage mogu isporuéiti i
citokini, interleukini i interferoni i doprineti efikasnijoj stimulaciji imunskog odgovora 141,

Posebno vaZzna ispitivanja odnose se na isporucivanje anti-tumorskih lekova pomocéu
eritrocita. Inkapsulacija ovih lekova u nosaée ograni¢ava ispoljavanje njihovog toksi¢nog
efekta u organizmu i poboljsava njihovu isporuku u tumore, preko nekoliko mehanizama,
kako specifiénih (npr. preko ciljnih antitela) tako i manje specificnih (npr. usled efekta
povecanja propustljivosti i zadrzavanja tipi¢nog za solidne tumore). Iako lipozomi, linearni
polimeri i polimerne micele danas predstavljaju najpopularnije nosae za anti-tumorske
lekove, eritrociti kao nosaci anti-tumorskih lekova takode mogu naci primenu u terapiji
tumora, obezbedujuc¢i produzenu cirkulaciju lekovite supstance. U prilog tome, govore
rezultati koji su pokazali da se inkapsulacijom hidrofobnog dekalinijuma u mi§je eritrocite
obezbeduje znatno duze vreme poluzivota (5-6 dana) u cirkulaciji u poredenju sa PEG-
lipozomskom formulacijom (4 sata) . Formulacija humanih autologih eritrocita sa
inkapsuliranim  srodnim  antraciklinskim antibiotikom daunorubicinom, pripremljena
koris¢enjem metodologije koja izbegava umrezavanje membrana eritrocita, je ubrizgana

pacijentima sa akutnom leukemijom i pokazano je produzeno prisustvo daunorubicina u



plazmi i manji neZeljeni efekti nego pri davanju slobodne forme leka (61, Sli¢no je nadeno i
kod primene autologih eritrocita sa inkapsuliranim doksorubicinom kod pacijenata sa
limfomom 71,

Eritrociti su dugo vremena ispitivani kao sredstvo za intracelularnu isporuku
genetickog materijala. Najve¢i napori u ovoj oblasti su usmereni na isporuku malih
oligonukleotida u citoplazmu u cilju interferencije u procesu sinteze proteina. Prvi
eksperimenti radeni su na celijskoj kulturi i obezbedili su prva poredenja sa lipozomalnim
antisens sistemima 8. Novija ispitivanja su pokazala da peptidna nukleinska kiselina
(“peptide nucleic acid”, PNA) inkapsulirana u eritrocite moze inaktivirati replikaciju virusne
RNK u kulturi humanih makrofaga inficiranih virusom HIV ¥4 Ispitivanja na Zivotinjskom
modelu, sa eritrocitima koji su nosili DNK plazmida, pokazala su produzenu ekspresiju
transgena, ¢ak do 3 dana, u mononuklearnim leukocitima krvi 2, ali do ekspresije transgena
nije dolazilo u organima RES-a. U nedavnim ispitivanjima, eritrociti sa inkapsuliranim
antisens nukleotidima su bili opsonizovani u plazmi i vrsili isporuku "tereta” u jetru 2%,
Klini¢ka primena lekovitih supstanci inkapsuliranih u eritrocite

Prva klinicka primena eritrocita kao nosafa izvrSena je U supstitucionoj terapiji
enzimima. Beutler i saradnici su prvi ispitali placentarnu glukocerebrozidazu inkapsuliranu u
eritrocite za selektivnu isporuku u makrofage ©%. Terapija je bila uspe$na, ali je pristup
kasnije izmenjen primenom modifikovanog rekombinantnog enzima koji je prepoznat od
strane receptora za manozu na makrofagima, a eritrociti kao nosa¢i vise nisu koris¢eni Y,
Nasuprot tome, eritrociti se kao pogodni nosaci i dalje klinicki ispituju u slu¢aju adenozin
deaminaze (ADA) koju je prvi inkapsulirao Bah B2, Ispitivanja na ljudima pokazala su da
PEG-ADA inkapsulirana u eritrocite ima duze vreme cirkulacije od nativne ADA
inkapsulirane u eritrocite, ali da obe formulacije ipak imaju relativno kratko vreme poluzivota

(20 dana u poredenju sa 12 dana respektivno, §to je duze od vremena poluzivota slobodne



PEG-ADA koje je iznosilo 3 do 6 dana) [°2. Klini¢ke studije koje je sprovela ista istrazivacka
grupa, a koje su ukljucivale veoma ogranic¢en broj pacijenata (1 do 2 po studiji), u nedavnoj
publikaciji su pokazale da kod pacijenata koji su tokom devet godina bili na terapiji PEG-
ADA inkapsuliranom u eritrocite (ukupno primljenih 225 infuzija, jedna na svake 2-3
nedelje) nije zabelezena pojava nezeljenih efekata, a da je zapazeno prolazno, ali znacajno,
poboljsanje broja limfocita, odrzivi nivo imunoglobulina i ADA aktivnosti u krvi, kao i
klinicko poboljsanje %, Slede¢i primer je asparaginaza, enzim koji iz krvi uklanja
aminokiselinu asparagin koja je od suStinske vaznosti za limfoblastnu proliferaciju.
Asparaginaza je uspesno inkapsulirana u eritrocite i evaluirana u pilot klinickim ispitivanjima
u cilju tretmana limfoblastne leukemije 4. Nedavno je i timidin-fosforilaza inkapsulirana u
eritrocite i primenjena kod pacijenta sa genetskom deficijencijom ovog enzima u
mitohondrijama. Tretman je doveo do poboljSanja biohemijskih rezultata, ali se klini¢ko
stanje pacijenta ipak nije poboljsalo %,

Istrazivac¢i sa Univerziteta u Urbinu u Italiji, prvi su uveli u klini¢ku upotrebu
eritrocite kao nosace za produzeno otpustanje deksametazona, analoga glukokortikoida. Rossi
i saradnici ©°® inkapsulirali su u autologe eritrocite deksametazon-21-fosfat kao prolek koji ne
difunduje, ali se u prisustvu enzima unutar eritrocita defosforiliSe i sporo oslobada u
cirkulaciju kao deksametazon. Farmakokineticka ispitivanja u razli¢itim grupama pacijenata
su pokazala da jedna primena autologih eritrocita sa deksametazon-21-fosfatom (8-15mg)
moze osloboditi koli¢inu deksametazona za najmanje jedan mesec odrzavanja terapijski
relevantne koncentracije leka u plazmi dovoljne da se zasite glukokortikoidni receptori od 80-
85% P71, Tokom godina je ista istrazivacka grupa ispitala efikasnost i bezbednost ovog
tretmana kod bolesnika sa hroniénom opstruktivnom bolesti plu¢a (HOBP) 81 kod pacijenta
sa cisti¢nom fibrozom P71 i inflamatornim bolestima creva (IBD) P8, U svim slugajevima,

kod pacijenata je uoceno poboljsanje bez pojave nezeljenih efekata analoga kortikosteroida.



Ovi ohrabrujué¢i rezultati pilot klinickih ispitivanja nagoveStavaju da ¢e eritrocitima
posredovana isporuka antiinflamatornih supstanci na¢i primenu u terapiji akutnih i hroni¢nih
inflamatornih bolesti.
Zakljucéak

Eritrociti mogu posluZiti kao nosaci brojnih bioloski aktivnih supstanci, obezbedujuci
kako produzeno dejstvo unutar vaskularnog sistema, tako i ciljano dejstvo na organe RES-a.
Dati saZzetak najvaznijih eksperimentalnih rezultata pokazuje brojne potencijalne
biomedicinske primene eritrocita kao nosaca, $to ih svrstava u jedinstvene i obecavajuce, ali i
dalje nedovoljno razvijene platforme za isporuku lekovitih supstanci i Siroku primenu u

savremenoj terapiji.

Abstract

The erythrocytes are the most abundant cellular components (>99%) of blood in humans.
Besides their well known physiological functions, they serve as a natural blood compartment
participating in biodistribution, metabolism and action of certain drugs. On the other hand,
the erythrocytes possess potential carrier capabilities and can be used for the controlled and
targeted delivery of various bioactive compounds, including peptides and genetic materials.
The erythrocytes feature some unique advantages compared to other delivery systems, such
as high biocompatibility, biodegradability, long life-span, remarkable decrease in
concentration fluctuations in steady state in comparison to the conventional methods of drug
administration etc. This short review accentuate the most significant experimental results and

perspectives of medical applications of novel drug delivery systems based on erythrocytes.

Key words: erythrocytes; carrier; intravascular drug delivery; targeting RES organs
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