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ABSTRACT

The progress of medicine and cosmetology corresponds to the increase in the
need for new drug design and delivery methods, due to the already common cancer
risk, as well as other diseases, which are still difficult for curing. Regardless of the
type of active substance and its final application, the selection and synthesis of the
appropriate carrier is crucial to provide the pharmaceutics to the target with the
controlled release for a set period of time, including the intelligent activity.

Depending on the way the bioactive substance is bound to carriers in the drug
delivery systems (DDS) they are classified onto: carriers that physically encapsulate
them inside i.e. liposomes, solid lipid nanoparticles, nanostructural lipid carriers,
nanoparticles (nanocapsules, nanospheres), micelles, and carriers that chemically
bind the active substance, i.e. conjugates, polyplexes.

The current studies are emphasized to achieve the most perfect improvement,
which concerns the efficiency of encapsulation, the ability to deliver several
compounds simultaneously or sequentially, the productive release, the elimination
of side products, the replacement of synthetic polymers by natural, biodegradable,
biocompatible and non-toxic polymers. These carriers are also developed in terms
of sensitivity to stimuli (one or several simultaneously or sequentially activated)
and adapted for combined therapy.

Although the subject of active substance delivery with the use of carriers is
already widely studied, these are still a needs for the designing of new or the
enhancement of the already known DDS. Working on this issue there is hope that
today still incurable diseases, neoplastic diseases, as well as the diagnosis of these
diseases themselves, will be possible to control and treat in the future. This report
presents the current state of the knowledge in the area of DDS, focusing on newly
developed solutions in the last years.

Keywords: conjugates, micelles, liposomes, nanoparticles, polymeric carriers
Stowa kluczowe: koniugaty, micele, liposomy, nanoczastki, nos$niki polimerowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— kontrolowana polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem
atomu (ang. Atom Transfer Radical Polymerization)

— kamptotecyna

— kontrolowana polimeryzacja rodnikowa (ang. Controlled
Radical Polymerization)

— uklady dostarczania substancji aktywnych (ang. Drug
Delivery Systems)

— doksorubicyna

dipalmitoilofosfatydylocholina

— metakrylan 2-hydroksyetylu
N-(2-hydroksypropylo)metakrylamid

metaloproteazy macierzy (ang. Matrix Metalloproteinases)

obrazowaniec metoda rezonansu magnetycznego (ang.
Magnetic Resonance Imaging, MRI)

— nanostrukturalne lipidowe nosniki (ang. Nanostructural
Lipid Carriers)

— fosfatydylocholina

— poli(metakrylan 2-dimetyloaminoetylu) (ang. poly(2-
(dimethylamino)ethyl methacrylate))

— glikol polietylenowy

— polietylenoimina

— polimer kwasu glutaminowego

— poli(metakrylan 2-hydroksyetylu)

— poli(metakrylan eteru monometylowego glikolu oligo-
etylenowego) (ang. poly(oligo(ethylene glycol)
monomethylether methacrylate))

— paklitaksel

— kroétkie interferujace kwasy rybonukleinowe (ang. small
interfering ribonucleic acid)

— stale lipidowe nanoczastki (ang. Solid Lipid Nanopar-
ticles)
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WPROWADZENIE

Gwaltowny rozwoj medycyny i kosmetologii obserwowany w ostatnich latach
przyczynit si¢ niewatpliwie do wydluzenia sredniej dtugosci zycia, a takze wiekszego
uswiadomienia ludzi w zakresie dbatosci o zdrowie. Skutkuje to wzrostem
zapotrzebowania na nowe, ulepszone farmaceutyki i sposoby ich dostarczania, ze
wzgledu na powszechnie wystgpujace zagrozenie choroba nowotworowa, a takze
innymi nadal trudnymi do wyleczenia chorobami. Rownolegle rozwija si¢ rowniez
potrzeba ulepszania i projektowania nowych produktow kosmetycznych, ktore
spektakularnie i szybko wplywaja na poprawe wygladu skoéry cztowieka. Niezaleznie
jednak od rodzaju substancji aktywnej, kluczowa jest synteza i dobor odpowiedniego
nosnika, ktory zapewni nie tylko dostarczenie zwiazku do okreslonego miejsca, ale
takze bedzie wykazywal mozliwo$¢ kontrolowanego uwalniania substancji przez
zalozony okres czasu. Zastosowanie nosnikow jest rowniez konieczne ze wzgledu na
mala mase czasteczkowa powszechnie stosowanych substancji aktywnych, co
powoduje, ze sa one szybko metabolizowane i wydalane przez organizm, a takze
obserwuje si¢ ich niekorzystna biodystrybucje [1]. W przypadku transdermalnych
systemow dostarczania istotnym czynnikiem, ktory nalezy rozwazy¢ przy ich
projektowaniu jest zdolnos¢ do efektywnego przenikania przez skore. Istotna kwestia
jest réwniez nietoksycznos¢ i biokompatybilnos¢ nosnika, ktory dodatkowo moze
ulega¢ biodegradacji. Szeroko wykorzystywane w tej roli sa dekstryny, a takze polimery
tj. glikol polietylenowy (PEG), polimer kwasu glutaminowego (PGA) i N-(2-
hydroksypropylo)metakrylamid (HPMA) [2, 3].

Nosniki w uktadach dostarczania substancji aktywnych (DDS) mozna podzieli¢ ze
wzgledu na sposéb zwiazania substancji na dwie grupy: nosniki fizycznie zamykajace
(enkapsulujace) je w swoim wnetrzu oraz nosniki chemicznie wiazace si¢ z substancja
aktywna, czyli koniugaty.

Pomimo, ze temat nosnikéw substancji aktywnych jest juz obecnie szeroko
przebadany, ciagle istnieje potrzeba syntezy nowych badz ulepszonych systemow. Praca
nad tym zagadnieniem daje nadzieje, ze choroby uwazane obecnie za nieuleczalne,
w tym choroby nowotworowe, a takze sama diagnostyka tych schorzen stana sie
mozliwe do opanowania i wyleczenia. Niniejsza praca prezentuje obecny stan wiedzy
na temat kluczowych grup DDS, skupiajac sie na nowo opracowanych rozwiazaniach
w ostatnich latach.
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1. KONIUGATY

Koniugaty, nos$niki kowalencyjnie wiazace substancje aktywne, wykazuja
szereg zalet aplikacyjnych, m.in. wplyw na zmniejszenie immunogennosci leku,
odporno$¢ na degradacje, lepsza biodostepnosé, a takze przedtuzony czas
uwalniania i dziatania substancji w organizmie. Jest to kluczowe w przypadku
chemioterapii, gdyz skutkuje wysyceniem komdrek nowotworowych lekiem
i wigksza efektywnoscia procesu terapeutycznego. W zaleznosci od rodzaju
koniugowanej substancji wyroznia si¢ koniugaty no$nik-lek, nosnik-biatko
(peptyd), a takze no$nik-DNA (polipleksy, kompleksy polielektrolitowe).

W przypadku koniugatow typu nos$nik—lek substancja aktywna moze by¢
zwiazana z polimerem bezposrednio badz za pomoca tacznika. Ponadto, do nos$nika
moze by¢ przylaczona grupa modyfikujaca jego rozpuszczalno$¢ oraz tzw.
czasteczka tropowa odpowiedzialna za rozpoznawanie tkanek docelowych (Rys. 1)
[4]. Pierwszym koniugatem tego typu, ktory przeszedt do fazy badan klinicznych
byt koniugat doksorubicyny (DOX) z HPMA [5] i galaktozaming petnigca role
czasteczki tropowej, ktory wykazat mozliwo$¢ skutecznego leczenia pierwotnego
raka watroby, jak i zmian przerzutowych [6]. W kolejnych latach do I lub II fazy
badan klinicznych przeszly takze koniugaty HPMA z paklitakselem (PTX) [7],
kamptotecyng (CPT) [8], PEG-CPT [9], a takze PGA-PTX [10]. Obecnie
w syntezie no$nikow polimer-lek bierze sie pod uwage kilka nowych rozwigzan.
Jest to m.in. ,koniugacja przez” polegajaca na otrzymaniu w pierwszej kolejnosci
koniugatu leku z (makro)monomerem, ktory nastepnie poddaje sie polimeryzacji.
Przyktadem jest otrzymanie makromonomerow na bazie PEG z DOX i CPT, ktdre
tworzg gwiazdziste szczotki polimerowe z wykorzystaniem kompleksu cisplatyny
z norbornenem jako $rodka sieciujacego. Uklad taki jest zdolny do uwalniania
trzech substancji aktywnych jednoczesnie (DOX, CPT, cisplatyna) [11]. Metoda ta
zostata takze przeprowadzona z powodzeniem dla dziatania lekow tj. ibuprofen
i naproksen [12], kwas ferulowy [13] oraz morfina [14]. Popularne sg tez koniugaty
wrazliwe na dziatanie bodzcow, np. swiatto lub/i temperatura. Ostatnie doniesienia
wskazuja na dogodno$¢ laczenia terapii fototermicznej z chemioterapig. Ta
pierwsza potencjalnie poprawia skuteczno$¢ chemioterapii, ktéra oparta jest na
polimerycznych nanoczastkach zawierajacych leki. Zachowanie takie wykazuja
liposomy zbudowane z koniugatéow lipidowych analogu chloryny, ktére moga
skutecznie absorbowaé i zamienia¢ energi¢ S$wietlng na cieplo do terapii
fototermicznej, jak rowniez uwalnia¢ enkapsulowane w liposomie leki [15].

Kolejnym podejsciem jest wykorzystywanie supramolekularnych koniugatow
proleku. Proleki sa farmakologicznie nieaktywnymi lub mniej aktywnymi
pochodnymi  leku, ktéore maja na celu poprawe rozpuszczalnosci
lub farmakokinetyki lekow. Niektore koniugaty lipid-lek sg juz w badaniach



NOWE ROZWIAZANIA I MODYFIKACJE POLIMEROW YCH NOSNIKOW SUBSTANCJI AKTYWNYCH 487

klinicznych /Il fazy, np. koniugat kwasu dokozaheksaenowego i PTX
(Taxoprexin), kwasu elaidynowego i cytarabiny (Elacytarabina) oraz kardiolipiny
i gemcytabiny [16]. Ponadto prowadzone sa badania nanoliposomow
otrzymywanych z amfifilowych koniugatéw, np. dwie hydrofobowe czasteczki CPT
potaczone z krotkim tancuchem hydrofilowego PEG, ktéry utworzyt stabilne
nanoliposomy o wysokiej efektywnosci enkapsulacji tego leku i srednicy 100 nm
[17].

Postep w Dbiotechnologii umozliwit synteze wielu nowych biatkowych
czynnikéw terapeutycznych. Niestety ich powaznymi ograniczeniami jest mata
stabilnos¢, immunogennosc¢ i krotki okres biologicznego pottrwania. Rozwigzaniem
okazaty si¢ by¢ koniugaty tych czynnikow z no$nikami polimerowymi (Rys. 1),
w ktorych szczegbélne znaczenie ma PEG. Technike przylaczania biatka do tego
polimeru nazywa si¢ powszechnie ,,PEGylacjg”. Biatka I generacji tj. L-asparginaza
czy deaminaza adenozynowa po przylaczeniu do tancucha PEG, a takze
modyfikowane PEGiem biatka II generacji (np. Neulasta'") wykazaly lepsze
dziatanie od ich niemodyfikowanej wersji [18]. Szczegblng zaleta PEG-ylowanych
biatek jest spowolnione uwalnianie i zwiekszenie komfortu pacjenta poprzez brak
koniecznosci czestego podawania leku. Obecne badania skupiaja si¢ na
wykorzystaniu kontrolowanych polimeryzacji rodnikowych (CRP) w syntezie
koniugatéw nosnik-biatko, zastosowania nowych struktur polimerowych, a takze
zminimalizowania etapow syntezy koniugatéw. Koniugaty polimer—biatko sg
najczesciej otrzymywane z wykorzystaniem metod tj. ,grafting to” lub ,.grafting
from”.  Metoda ,grafting to” opiera si¢ na reakcji sprzegania pomiedzy
funkcjonalizowanym tancuchem polimerowym i czasteczka biatka [19, 20],
podczas gdy metoda ,,grafting from” polega na polimeryzacji (najczgsciej CRP)
z wykorzystaniem odpowiednio zmodyfikowanej czasteczki biatka, ktore po
zainicjowaniu polimeryzacji nadal zachowuja swoja funkcjonalnos¢ [21-23].
Przyktadowo, inicjator kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem
atomu (ATRP) zawierajacy grupe pirydylodisiarczkowa uzyto do polimeryzacji
metakrylanu 2-hydroksyetylu (HEMA), dzigki czemu otrzymano polimer o matlej
dyspersyjnosci zawierajacy reaktywne grupy koncowe wzgledem biatka (albumina
surowicy Dbydlecej). Inne zastosowane inicjatory to pochodne biotyny,
z zabezpieczonymi grupami maleimidowymi i aminoksylowymi, zawierajace grupy
azydkowe [23]. Pomimo duzej popularnosci powszechnie stosowanych jako
biozgodne nosniki polimeréw tj. PEG, PHEMA, poli(metakrylan eteru metylowego
glikolu oligoetylenowego) (POEGMA), w ostatnich latach duzy nacisk kladzie sie
na zastgpienie ich np. dekstryng, polipeptydami, czy polioksazolinami, ktore
poprawiajg farmakokinetyke biatek [23].

Powszechnie wiadomo, ze najskuteczniejszymi nosnikami gendw s3
wirusy. Niestety ich istotnymi ograniczeniami jest wywolywanie odpowiedzi
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immunologicznej oraz wybidrczo$¢ dzialania. Alternatywnym rozwigzaniem jest
projektowanie i synteza tzw. poliplekséw, czyli koniugatow polimer-DNA
powstajacych pomiedzy dodatnio naladowanymi polimerami a ujemnie
natadowanym DNA (Rys. 1). Kluczowymi parametrami polimeru decydujacymi
o efektywnosci dziatania koniugatu polimer-DNA sa jego tadunek, rozmiar
i hydrofobowos$¢. Pomimo wielu modyfikacji i ulepszen poliplekséw ciagle
wykazujg mniejszg efektywnos¢ niz wirusy. Nadzieja moga okaza¢ sie jednak tzw.
polimery endosomolityczne tj. polietylenoiminy (PEI), poliamidoaminy, chitozany
i polilizynoimidazole, charakteryzujace si¢ wrazliwoscia na zmiany pH [2]. Szeroko
badane PEI wywotujag kumulacj¢ aniondw chlorkowych, ktéra prowadzi do
osmotycznego pecznienia endosomoéw i uwolnienia kompleksu [18]. Jedna
z nowosci w zakresie uktadow polimerowych stosowanych w terapii genowej jest
wykorzystanie argininy, ktéra wzbogacono oligopeptydy szczepione PEI oraz
zmodyfikowane krotkotancuchowym PEG. Dzigki wprowadzeniu argininy
zwigksza si¢ wychwyt komorkowy i poprawia transport poliplekséw przez bariere
krew-moézg, wprowadzenie PEG zapewnia biokompatybilno$¢ i ,,niewidzialno$¢”
dla ukfadu siateczkowo-$rodblonkowego watroby, natomiast PEI utatwia
kondensacje DNA i transfekcje genow [24]. Skuteczny transfer gendw do guza
wykazuje takze nowy pH-wrazliwy polimer zaprojektowany do nasladowania
wirusowych mechanizméw uwalniania, zbudowany z kationowego bloku
poli(metakrylan eteru monometylowego glikolu oligoetylenowego—co-metakrylan
2-dimetyloaminoetylu) (P(OEGMA-co-DMAEMA)) i bloku poli(metakrylan 2-
diizopropyloaminoetylu—co-metakrylan  pirydylodisiarczkuetylu) [25]. Innym
rozwigzaniem jest polaczenie dobrze znanych PEI z liposomami, co daje nowa
platforme¢ do dostarczania DNA tzw. lipopolipleksy o wigkszej skutecznosci
i biokompatybilnosci w poréownaniu do standardowych poliplekséw. PEI
zapewniaja kondensacje kwaséw nukleinowych i latwiejsze uwalnianie
endosomalne, za$ lipidowa otoczka wplywa na poprawe stabilnosci, efektywny
wychwyt komorkowy i niskg cytotoksycznos¢ [26]. Nowym podejsciem
w projektowaniu no$nikow jest wykorzystanie materiatéw ze zrédet odnawialnych
np. utlenionej skrobi i chitozanu. Stwierdzono, ze polipleksy o wigkszej zawartosci
skrobi sa odpowiednie dla wysokiej wydajnosci kompleksowania kationowych
srodkéw przeciwinfekcyjnych i zachowania funkcji bakteriobdjczej. Natozenie
warstwy chitozanu na anionowy polipleks pozwolitlo na zastosowanie minimalnej
ilosci polimeru kationowego i utatwilo kompleksowanie plazmidowego DNA [27].
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Rysunek 1. Schematyczna budowa koniugatéw réznego typu
Figure 1. Schematic structures of various types of conjugates

2. LIPOSOMY

Do grupy nosnikéw, w ktdrych lek jest enkapsulowany poprzez oddziatywania
fizyczne naleza liposomy. Sa to struktury kuliste o rozmiarach od 50 nm do kilku
um zbudowane najczgsciej z  fosfolipidéw, glikolipidow, cholesterolu
i biopolimerow [28]. Ich struktura wyr6znia si¢ podwojng warstwa lipidowa, ktéra
zapewnia im budowe przypominajacag blong komodrkowg i w konsekwencji
umozliwia wykorzystanie ich jako modeli do badania wilasciwosci skory. Dzigki
bilaminarnej otoczce penetracja skdry jest ulatwiona, przez co dostarczenie
zwigzkow aktywnych jest bardziej efektywne. Z tego wzgledu, liposomy sg obecnie
czgsto stosowane w produktach kosmetycznych. Zastosowanie liposoméw
w kosmetykach umozliwia utrzymanie odpowiedniego nawilzenia skory
i efektywniejsze wchianianie enkapsulowanych substancji aktywnych. W tym celu
we wnetrzu liposomu ,,zamyka” si¢ rowniez substancje nawilzajace, np. kwas
hialuronowy. Z kolei modyfikacja powierzchni liposoméw za pomoca PEG
umozliwia zastosowanie ich jako no$niki lekow, gdyz stajg sie wtedy
Hhiewidzialne” (ang. stealth liposomes) dla ukladu siateczkowo-srodblonkowego
watroby, ktéry eliminuje je z uktadu krazenia [29]. W przygotowaniu liposomdéw to
typ i ilos¢ fosfolipidow determinujg ich koncowg strukture, wlasciwosci jonowe
srodowiska wodnego, a takze czas hydratacji. W zalezno$ci od warunkéw mozna
otrzymac liposomy wielowarstwowe i jednowarstwowe [30]. W przypadku
wykorzystania liposomow jako DDS wyrdzniamy cztery typy: konwencjonalne
liposomy, liposomy PEGylowane, liposomy ukierunkowane na ligand i liposomy
teranostyczne [31]. Konwencjonalne liposomy charakteryzuje wystepowanie
dwuwarstwy lipidowej, sktadajacej sie z kationowych, anionowych lub oboj¢tnych
(fosfo)lipidéw i cholesterolu, ktora obejmuje (optaszcza) wodny rdzen (Rys. 2a)
[31]. Zaréwno dwuwarstwa, jak i rdzen moga zamyka¢ odpowiednio
zwiazki hydrofobowe i/lub hydrofilowe. Badania nad potencjalem klinicznym
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konwencjonalnych liposomow rozpoczgtly sie w latach 80. XX wieku, w wyniku
czego uklady te okazaly si¢ przydatne ze wzgledu na poprawe indeksu
terapeutycznego kapsutkowanych lekow, tj. DOX i amfoterycyna [32]. Wlasciwosci
liposomow i zachowanie in vivo mozna modyfikowac przez dodanie hydrofilowej
powloki polimerowej z PEG na ich powierzchni, co poprawia ich stabilnos¢
i zwieksza czas krazenia we krwi [31]. Liposomy ukierunkowane na ligand mozna
stosowa¢ do terapii celowanej przez przylaczenie odpowiednich ligandéw (np.
peptydoéw, przeciwciat i weglowodanow) do jego powierzchni lub na koncu
tancuchéw PEG [31]. W przypadku liposomow teranostycznych pojedynczy system
zawiera jednocze$nie sktadnik obrazujacy i sktadnik terapeutyczny [31].

a) b)

wodny rdzer obszar hydrofobowy hydrofilowa ,gtowa”

dwuwarstwa
lipidowa

Rysunek 2. Schematyczna budowa a) liposomu b) miceli polimerowej
Figure 2. Schematic structure of a) liposome and b) polymeric micelle

Liposomy wykorzystano jako mno$niki szerokiego zakresu zwigzkéw
biologicznie aktywnych i $rodkow diagnostycznych, w tym do terapii genowe;j.
Nowsze strategie ulepszania konwencjonalnych Iub ,niewidzialnych” systemow
liposomalnych obejmuja aktywne celowanie, naladowane lipidy, uwalnianie
wyzwalane przez okreslone czynniki i preparaty wielofunkcyjne [33]. Ponadto
wiele uwagi poswiecono modyfikacjom dwuwarstwy lipidowej z natadowanymi
lipidami [33]. Dodanie natadowanych lipidéw do dwuwarstwy liposomalnej
odegrato istotng rol¢ w opracowaniu bioadhezyjnych, mukoadhezyjnych i opartych
na kwasie nukleinowym uktadéw dostarczania. Wazng grupg liposomow sg takze te
wrazliwe na dzialanie bodzca [34]. Termoczule liposomy uznano za jeden
z najbardziej wydajnych rodzajéw nanonos$nikow do dostarczania lekow.
Przykladem sg termoczule liposomy otrzymane przez nalozenie warstwy poli(/V-
izopropyloakrylamidu) z koncowg grupg karboksylowag na
dipalmitoilofosfatydylocholing (DPPC) [35], liposomy zawierajace DPPC,
fosfatydylocholing (PC) i czynnik targetujacy o zoptymalizowanych stosunkach
molowych [36], a takze kompleks elektrostatyczny kwasu cynamonowego i PEI,
ktéry unieruchomiono nastgpnie na powierzchni liposomowej PC z jaja kurzego
[37]. Szczegolnie atrakcyjne sa liposomy wrazliwe na $wiatlo, dla ktérych ze
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wzgledu na réznorodnos$¢ parametrow, tj. dlugos¢ fali, czas trwania, intensywno$¢
i Srednica wigzki, mozna uzyska¢ pozadany profil uwalniania i poziom penetracji
tkanki [34] np. uktad azobenzen-liposom/DOX wykazywat wrazliwo$¢ na $wiatto
podczerwone uwalniajac w tych warunkach enkapsulowang substancje [38]. Jedna
z nowych strategii projektowania liposomow jest modyfikacja ich powierzchni za
pomoca polimerow pH-czulych np. liposomy pokryte polidopaming [39]. Innymi
uktadami sg liposomy wrazliwe na ultradzwigki, a takze na dziatanie dwdch
bodzcéw jednoczesnie np. pH i temperature [40], temperature i ultradzwieki [41]
lub pH i enzym [42]. Znane sa takze liposomy z nanoczgsteczkami ztota, z ktorych
uwalnianie enkapsulowanej substancji jest aktywowane S$wiattem w poblizu
podczerwieni i silnie zalezy od temperatury i pH [43].

Ciekawym rozwigzaniem jest wykorzystanie bakteryjnego polimeru do
utworzenia liposomow, ze wzgledu na jego biokompatybilnos$¢, biodegradowalnosé
i wspomaganie kontrolowanego uwalniania substancji czynnych w skorze.
Przyktadem sa liposomy utworzone z poli(3-hydroksymaslanu), PC i cholesterolu,
ktére moga byé stosowane jako no$niki np. antyoksydantdw, substancji
przeciwstarzeniowych czy srodkow przeciwbakteryjnych w kosmetykach [44].
Otrzymano rowniez liposomy z enkapsulowang albuming surowicy bydlece;j.
Stosujac ten system, mozliwe jest kapsutkowanie lekéw hydrofobowych we
wnetrzu  wodnego rdzenia. Wtlasciwosci  fizykochemiczne  wytworzonych
liposomow mozna wzglednie fatwo regulowaé przez proporcje sktadnikow,
a efektywno$¢ enkapsulacji substancji hydrofobowych poprawiono dzieki
zwigzaniu ich z albuming [45].

3. LIPIDOWE NANOCZASTKI

Do polimerowych nanoczastek nalezg gltéwnie stale lipidowe nanoczastki
(SLN), nanostrukturalne lipidowe nosniki (NLC), nanokapsuty i nanosfery. SLN
zostaly opracowane w celu przezwycigzenia ograniczen innych no$nikéw
koloidalnych, takich jak emulsje i liposomy. SLN to sferyczne czastki o srednicach
od 40 — 1000 nm utworzone z lipidow stalych (tristearynian, tripalmitynian,
niektore glicerydy, woski, nienasycone kwasy tluszczowe) w temperaturze
pokojowej, ktore sg rozpuszczone w fazie wodnej z dodatkiem emulgatora (Rys. 3).
W zaleznosci od sposobu przygotowania, SLN mozna stosowaé zaréwno do lekoéw
hydrofilowych, jak i hydrofobowych, a w poréwnaniu z innymi systemami, maja
one wiele zalet tj. fatwos¢ przygotowania, niski koszt, mozliwos¢ produkcji na duzg
skale, doskonala stabilno$¢ fizyczna, dobry profil uwalniania, przygotowanie bez
rozpuszczalnika organicznego i brak toksycznosci [46]. Z kolei do typowych
wad SLN nalezy zaliczy¢ tendencje wzrostu czasteczek lipiddw, sktonnos¢ do
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zelowania, dynamike przejs¢ polimorficznych i ich naturalng mata szybkos¢
inkorporacji spowodowang krystaliczna struktura statego lipidu.

NLC zostaty wprowadzone jako nastgpna generacja SLN pod koniec lat 90.,
aby wyeliminowa¢ mozliwe trudnosci SLN. NLC poprawiaja stabilnos¢, tadownos¢
i zapobiegaja wydalaniu leku podczas przechowywania. Ztozone sa z mieszaniny
statych lipidéw z olejami, co powoduje obnizenie temperatury topnienia oraz
zwigkszenie ilosci sktadnika aktywnego rozpuszczonego w mieszaninie lipidowe;j
(Rys. 3) [46]. SLN i NLC maja niezwykle szeroki zakres zastosowan i okazaly si¢
bardzo skuteczne w kontrolowanej penetracji skory przez kilka substancji
aktywnych jednoczesnie np. w dostarczaniu lekéw. SLN $wietnie sprawdzaja si¢
takze w przypadku transportu substancji kosmetycznych, poniewaz chronig
kapsutkowane sktadniki przed degradacja (np. niestabilny koenzym Q10 i retinol,
ktére pozostaja stabilne w SLN przez dtuzszy czas) [47, 48], oraz poprawiaja
przenikanie srodkow aktywnych do warstwy rogowej i zwiekszaja zawartos¢ wody
w skérze [49]. Wlasciwosci te sprawiaja, ze SLN sg idealne do potencjalnego
uzycia w kremach na dzien. SLN byly réwniez uzywane w perfumach, poniewaz
wydtuzaja ich czas uwalniania [50]. SLN i NLC sa doskonatymi nosnikami
zwigzkow stosowanych w przemysle spozywczym, przez co poprawiajg jakosé
przemystowa 1 odzywcza zywnosci. Przykladami substancji czynnych
dostarczanych przez SLN i NLC w przemysle spozywczym sa likopen, luteina i 5-
karoten [51].

SLN NLC

I substancja aktywna
B state lipidy
[ ciekte lipidy

Rysunek 3. Schematyczna budowa SLN i NLC
Figure 3. Schematic structures of SLN and NLC

Nowe doniesienia na temat SLN i NLC dotycza gléwnie poprawy
selektywnosci i penetracji tych no$nikow w zastosowaniach medycznych. W tym
celu modyfikuje sie gtownie powierzchnig takich nanoczastek. Przyktadem sg SLN
powleczone warstwa kopolimeru PEG lub chitozanem ze szczepionym jednostkami
kwasu foliowego, jako nosniki PTX w inhalacyjnej terapii nowotworu pluc [52] lub
SLN powleczone chitozanem i zatladowane lekiem przeciwgruzliczym —
ryfampicyna [53]. Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja na efektywna
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enkapsulacje metotreksatu w SLN funkcjonalizowanych za pomoca transferryny
lub insuliny, co znacznie poprawito ich zdolno$¢ do pokonania bariery krew-mdzg
[54]. Ponadto opisano wysoce efektywna enkapsulacje nikotyny [55], a takze
enkapsulacje wielonienasyconych kwasow ttuszczowych omega-3 w SLN, ktérych
matryca lipidowa zawiera resweratrol zestryfikowany kwasem stearynowym, co
zwigkszyto skutecznos¢ wprowadzania tych kwaséw do komorek i zapobieglo ich
peroksydacji oraz degradacji [56]. Z kolei zastosowanie cholesterolu bedacego
skladnikiem blony komoérkowej w preparatach lipopleksowych wzbudzilo
zainteresowanie z powodu skutecznej transfekcji, a tym samym nowych mozliwosci
syntezy nos$nikéw wykorzystujacych cholesterol lub jego pochodne, ktére moga
znacznie zwiekszy¢ dostarczanie i aktywno$¢ kwaséw nukleinowych. Rowniez
kationowe SLN obcigzone oleinianem cholesterylu $wietnie sprawdzaja sie
w ukierunkowanym dostarczaniu kwaséw nukleinowych [57]. W przypadku wielu
szczepionek wymagane jest stosowanie silnych uktadéw adiuwantowych
(powodujacych wzmocnienie poszczepiennej odpowiedzi odpornosciowej na
podany antygen) zapewniajacych wystarczajagcg immunogennosé. Dobrze znanymi
uktadami adiuwantowymi sg nanoemulsje skwalenu. W najnowszych badaniach
opracowano SLN  zawierajace  skwalen, ktore wykazaty  doskonatg
biokompatybilno$¢ i wiasciwosci stymulujace odporno$é¢ [58]. Ponadto opisano
innowacyjna, jednoetapowa technike nano-suszenia rozpytowego do wytwarzania
SLN w postaci suchych proszkow [59].

4. NANOKAPSULY I NANOSFERY

Nanokapsuly to sferyczne czasteczki zbudowane z pltynnego badz zelowego
rdzenia, ktory otoczony jest membrang polimerowa (Rys. 4a). We wnetrzu
zawierajg substancje biologicznie aktywna, ktére wykazuja hydrofobowy charakter
(np. retinol) i tatwiej ulegaja procesowi kapsulkowania. Otoczka degraduje pod
wplywem czynnikow zewngtrznych, dzigki czemu nosniki te charakteryzuja sig¢
kontrolowanym uwalnianiem substancji aktywnej. Ponadto nanokapsuly poprawiaja
stabilno$¢ enkapsulowanych substancji i redukujg mozliwe dzialanie podrazniajace.
Najczesciej wykorzystywanym polimerem w tworzeniu nanokapsut jest chitozan,
a takze cykliczne oligocukry, czyli cyklodekstryny [60]. Z kolei nanosfery to
koloidalne, stale nanoczastki, ktoére zawieraja rozpuszczong substancje aktywng
w matrycy (Rys. 4b). Wnetrze tego nosnika posiada nieciggla oraz porowata
strukturg. Hydrofilowe substancje aktywne ulegajg rozpuszczeniu i adsorpcji
w trakcie polimeryzacji. Nanosfery najczesciej otrzymuje si¢ z poli(alkilo
cyjanoakrylanu) i jego pochodnych. Takie systemy gwarantuja zwigkszenie
trwatosci zwigzkow hydrofilowych, np. witaminy C.
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Al b) substancja aktywna

rdzen
wodny lub olejowy

membrana polimerowa " matryca polimerowa

Rysunek 4.  Schematyczna budowa a) nanokapsuty i b) nanosfery
Figure 4. Schematic structures of a) nanocapsule and b) nanosphere

Istnieje obecnie wiele nowych przyktadow dotyczacych réznorodnych
mozliwosci zastosowania nanosfer i nanokapsul. W przypadku wykorzystania tych
struktur jako nosniki lekéw, gléwnie przeciwnowotworowych, ciekawym
rozwigzaniem jest stworzenie nanokapsut, ktorych powloke buduja oddzialujace
elektrostatycznie migdzy soba pektyna i chitozan, a uwalnianie enkapsulowanej
substancji nastepuje w zaleznosci od pH [61]. W przypadku terapii
przeciwnowotworowej warto zwroci¢ uwage na nanosfery utworzone z albuminy
surowicy bydlecej i polifenoli uwalniajace DOX pod wpltywem odpowiedniego
srodowiska, jakim jest obecnos¢ trypsyny i glutationu [62] lub uktady podwdjnie
ukierunkowane, ktore atakuja dwa kluczowe miejsca komdrek nowotworowych
(mitochondria i jadra), oparte na nanosferach z azotku wegla zmodyfikowanych
kwasem hialuronowym 1 mitochondrialnym peptydem lokalizujacym [63].
Ciekawym przyktadem jest tez rozwigzanie problemu doustnego podawania stabo
rozpuszczalnych i charakteryzujacych si¢ niska przepuszczalnoscia lekow tj.
eksemestan i resweratrol stosowanych w leczeniu raka piersi. Zaproponowano
wykorzystanie naturalnie wystepujacego hydrofobowego biatka — zeiny, do
otrzymania polimerowych nanokapsulek, jako alternatywy dla powszechnie
stosowanych hydrofobowych polimeréw syntetycznych. Opracowane nanokapsutki
sktadaja si¢ z oleistego rdzenia nanoemulsji O/W zawierajacego leki, pokrytego
usieciowang powlokg zeiny. Oleisty rdzen powoduje solubilizacj¢ substancji
aktywnych, a biatkowa otoczka zapewnia odpornos¢ na trawienie [64]. Takie
dwufunkcyjne nanokapsutki biatkowe moga stuzy¢ zaréwno do obrazowania
metoda rezonansu magnetycznego (MRI), jak i terapii fotodynamicznej poprzez
zmieszanie czesciowo zhydrolizowanej o-laktoalbuminy, fotouczulacza (Rose
Benegal) oraz jonow Gd*" i Ca®*. Obecno$é kationu paramagnetycznego Gd** moze
pomoéc w tworzeniu si¢ nanosfer, a takze potencjalnie wykorzystanie w MRI [65].
Nanosfery sa takze otrzymywane z wykorzystaniem biomasy, np. uboczny produkt
przemystu papierniczego — alkaliczna lignina Kraft, ktéra po dodaniu wody do jej
roztworu z tetrahydrofuranem formuje puste nanosfery [66].
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S. MICELE POLIMEROWE

Konsekwencja wystepowania w polimerze fragmentéw hydrofilowych
i hydrofobowych jest ich specyficzne zachowanie w roztworze, ktére polega na
sktonnosci do ulegania samoorganizacji oraz tworzenia struktur o uporzadkowane;j
budowie tj. micele (sferyczne/kuliste i cylindryczne) czy struktury lamelarne. Jedng
Z najczesciej przyjmowanych form jest struktura micelarna. Typowe micele
w roztworze wodnym s3 agregatami tancuchéw polimerowych, ktérych
hydrofilowa czgs¢ stanowi warstwe zewnetrzng stykajaca si¢ z otaczajacym
rozpuszczalnikiem, za$ nierozpuszczalne hydrofobowe fragmenty organizuja sie
wewnatrz miceli tworzac jej rdzen. Tego typu uklad nazywany jest micelg normalng
(typu olej w wodzie) (Rys. 2b). W rozpuszczalnikach niepolarnych fragmenty
hydrofilowe ustawiaja si¢ do wnetrza miceli, za$ hydrofobowe sa zwrdcone na
zewnatrz (uktad woda w oleju) tworzac tzw. micele odwrdcona. Waznym aspektem,
ktéry nalezy wzia¢ pod uwage projektujac micele, jest struktura i wlasciwosci
polimeréw, ktére je tworza. Wiasciwosci miceli mozna modulowaé poprzez zmiang
réwnowagi hydrofobowo-hydrofilowej w polimerze, ale takze poprzez modyfikacje
powierzchni ligandami umozliwiajacymi terapi¢ celowana. Micele polimerowe
najczesciej sg badane pod katem zastosowania jako nosniki substancji aktywnych
w medycynie, a ostatnio takze w kosmetologii.

Obecne badania bazujg gléwnie na sposobach wytworzenia miceli
wielofunkcyjnych, docelowego dostarczania lekéw, wrazliwych na bodzce, a takze
probie zastgpienia syntetycznych polimerow zwigzkami naturalnymi. Opisano m.in.
nowe pH-czule micele bazujace na chitozanie do enkapsulowania kurkuminy
stosowanej w leczeniu schorzen okreznicy [67], pentablokowy kopolimer PEG,
PHEMA i poli(metakrylan N, N-dietyloaminoetylu) funkcjonalizowanego kwasem
foliowym z enkapsulowang DOX [68], PEGylowany PTX i PEG, w ktérych
enkapsulowano wolny PTX [69]. W podobnej roli przebadano micele amfifilowych
polimeréw szczotkowych, np. poliakrylan z tancuchami bocznymi PEG, ktore
stanowia stabilng powloke hydrofilowa, jak i poprawiaja rozpuszczalnosé
przeciwnowotworowego kompleksu rutenu (II) w wodzie [81]. Ciekawym
przyktadem sg tez micele amfifilowego koniugatu otrzymanego przez sprzgganie
hydrofilowego chitozanu z kwasem retinowym przy uzyciu cystaminy jako
lacznika, ktére uwalniaja enkapsulowang PTX pod wplywem zachodzacych reakcji
redox [70]. Dostarczanie dwoch substancji jednoczesnie jest przedmiotem wielu
badan [71] np. PTX i cisplatyna w micelach poli(2-oksazoliny) [72], resweratrol
i docetaksel w micelach na bazie PEG i polilaktydu [73]. Z kolei badania
amfifilowych kopolimeréw HEMA mialy na celu wyeliminowanie z ukladu
standardowego inicjatora ATRP (2-bromoizomaslanu etylu) poprzez zastapienie go
pochodng powszechnie znanego retinolu (witamina A), ktoéry odpowiada m.in. za
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redukcje przebarwien skory i zmarszczek, a jednoczesnie zwigksza biozgodnos¢
polimetakrylanu. Takie struktury micelarne wykazaly zdolno$¢ kontrolowanego
uwalniania witaminy C i kwasu ferulowego [74].

Potaczenie lekow chemoterapeutycznych i siRNA staje si¢ nowym sposobem
leczenia raka. W zwigzku z tym potrzebna jest bezpieczna i skuteczna platforma
no$nikowa ich dostarczania. W tym celu opracowano amfifilowe uklady
monometoksyPEG modyfikowanego kwasem linolenowym i rozgateziona PEI
modyfikowang kwasem linolenowym sprzezong z metotreksatem, ktdre nastepnie
po wymieszaniu utworzyly micele, gdzie inkubowano siRNA [75]. Micele sa
réwniez otrzymywane przez fotopolimeryzacje diacetylenowych $rodkow
powierzchniowo czynnych, ktore tworzg uktady polidiacetylenowe do dostarczania
hydrofobowych lekow, jak rowniez wigkszych biomolekut tj. kwasy nukleinowe.
Dodatkowe korzysci w postaci wyciszenia genow nowotworowych poprzez
interferencje RNA przynosi wprowadzenie grup histydynowych na powierzchni
tych systemow [76].

Powyzsze przyklady dotycza miceli z udzialem polimeréw otrzymywanych
glownie poprzez wykorzystanie metod CRP. Warto jednak zwroci¢ uwage na
mozliwo$¢ syntezy tych nosnikdw poprzez wykorzystanie reakcji ,.click”, czyli
zachodzacych z duzg wydajnoscia i szybkoscig proceséw sprzegania odpowiednich
grup funkcyjnych. Wsrod wielu typow reakcji okreslanych jako ,.click” tj.
cykloaddycja Dielsa-Aldera, nukleofilowe otwarcie pierscienia czy reakcje typu
niealdolowego z karbonylem, najwieksze zainteresowanie zyskata reakcja 1,3-
dipolarnej cykloaddycji Huisgena zachodzaca pomiedzy terminalnym alkinem
i azydkiem w obecnosci katalizatora Cu(l), w wyniku czego tworzy si¢ pierscien
triazolowy. Zastosowanie katalizatora powoduje znaczne zwigkszenie szybkosci
reakcji, a takze zapewnia regiospecyficznos¢ otrzymywanych produktow. Reakcja
»click” ma obecnie coraz wigksze zastosowanie w réznych obszarach chemii
materiatlowej np. polimerowe rusztowania w inzynierii tkankowe;j, projektowanie
nowych lekow, nanosensory, znakowanie czasteczek biologicznych [77].
Szczegolnie czgsto stosujac strategie ,,click” otrzymuje si¢ polimery wrazliwe na
rézne czynniki zaréwno egzogenne ($wiatlo, temperatura, ultradzwigki, pole
elektryczne lub magnetyczne), jak i endogenne (pH, reakcje redox, stgzenie
enzymow) [77]. Zmiany temperatury mogg by¢ wywolywane przez dziatanie
zewnetrzne, ale rowniez moga by¢ wewngtrzng odpowiedzia organizmu na zmiany
patologiczne. Micele wrazliwe na $wiatlo, a takze pole magnetyczne i elektryczne
sa chetnie badane ze wzgledu na duzg tatwos¢ i wygode zastosowania podczas
terapii oraz niskie wymagania sprzgtowe. W przypadku wrazliwosci uktadow
micelarnych na pH i zmiany potencjalow redox, wykorzystuje si¢ roznice
w warto$ciach tych czynnikéw pomiedzy tkankami zdrowymi, a zmienionymi
chorobowo.
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Termoczule micele, np. poli(N-izopropyloakrylamid)-b-poli(metakrylan
metylu) [78], poli(N-winylokaprolaktam)-b-poli(N-winylo-2-pirolidon) [79],
poli(N-(2-hydroksypropylo)metakrylamid)-b-poli(metakrylan 2-(2-metoksyetoksy)
etylu) [80] charakteryzuja si¢ kontrolowang szybkoscig uwalniania leku po
zainicjowaniu zewnetrznym zrédlem ciepta lub zimna. Strategie click”
wykorzystano m.in. do syntezy szczepionych polipeptydow, a takze alifatycznych
poliweglanéw, o wlasciwosciach termoczutych. Przykladem jest szczepienie
funkcjonalizowanego azydkiem glikolu oligoetylenowego na poli(y-propargilo-L-
glutaminianie), ktory enkapsulowano DOX przyspieszajac jej uwalnianie po
obnizeniu temperatury [82].

Duze zainteresowanie wzbudzaja réwniez micele polimerowe wrazliwe na
Swiatto dzigki duzej fatwosci kontroli proceséw fotoreakcji inicjowanych na
zewnatrz organizmu. Dwie najczgstsze strategie wykorzystywane w micelach
wrazliwych na $wiatto to fotoizomeryzacja, polegajaca na przeksztatceniu zwigzku
chemicznego w jego izomer na skutek dostarczenia $wiatta, a takze
fotorozszczepienie, czyli rozszczepienie wiazania na skutek fotolizy. Micele takie
otrzymano poprzez wprowadzenie chromoforu spiropiranu do fancucha bocznego
poliweglanu wykorzystujac reakcje ,.click”. Reakcja przebiegala pomiedzy
funkcjonalizowanym azdykiem spiropiranem, a amfifilowym kopolimerem
blokowym PEG i poli(5-metylo-5-(2-nitrobenzoksykarbonylo-1,3-dioksan-2-onu))
z bocznymi grupami alkinowymi. Utworzone micele ulegaty rozpadowi w ciagu 10
minut pod wplywem promieniowania UV, ktore inicjowalo przemiane spiropiranu
w merocyjanine [83].

Micele reagujace na zmiane pH wyzwalajg lek gtownie w odpowiedzi na silnie
kwasowe mikrosrodowisko zmian nowotworowych. Dobrym rozwigzaniem jest
zastosowanie w nosnikach pH-czutych wiazania oksymowego np. otrzymanego
w wyniku reakcji ,.click” pomiedzy azydkowa pochodng DOX i kopolimerem
z terminalng jednostka biotyny i wigzaniami alkinowymi [84]. Dzigki
wprowadzeniu wigzania oksymowego utworzone micele uwalnialy substancje
aktywne w warunkach stabo-kwasowych.

Naturalnie wystepujace w organizmach zywych enzymy charakteryzujace sig¢
wysoka selektywno$cig sg alternatywnym bodzcem, ktory moze wywotaé
degradacje i rozpad miceli. Powszechnie stosowane metaloproteazy macierzy
(MMP) degraduja wszelkiego rodzaju biatka macierzy zewnatrzkomorkowej. W ten
sposob substancja aktywna wewnatrz komorek nowotworowych, dzigki depegylacji
wywolywanej przez MMP, skutecznie aktywuje rozpad miceli i szybkie uwolnienie
enkapsulowanego leku (DOX) [85]. Micele takie tworzy np. kopolimer otrzymany
w wyniku reakcji ,,click” pomiedzy azydkiem PEG, a peptydem z terminalng
grupg alkinows, a nastepnie polimeryzacji z otwarciem pierScienia N-
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karboksybezwodnika B-benzylo-L-asparginianu i czesciowej hydrolizy segmentow
B-benzylo-L-asparginianu.

UWAGI KONCOWE

Wiréd polimerowych nosnikow substancji biologicznie aktywnych wyréznia sig
kilka gtéwnych, dobrze znanych juz i przebadanych grup. Sa to koniugaty, liposomy,
nanoczastki lipidowe i polimerowe, w tym micele. Od lat trwaja badania dotyczace
sposobu ich otrzymywania, mozliwosci modyfikacji, sposobdw enkapsulowania
i efektywnego uwalniania. Czy to jednak oznacza, ze nie warto dalej si¢ nimi
zajmowac? Czy wszystkie mozliwosci zostaty juz wyczerpane? Niniejsza publikacja
wskazuje, ze pomimo wielu poprzednich doniesien literaturowych, naukowe
zainteresowanie nosnikami wzrasta. Nacisk kladzie sie przede wszystkim na ich
doskonalenie, poprawe efektywnosci dzialania, mozliwosci dostarczania kilku
zwiazkow jednoczesnie, kontrolowane uwalnianie, a takze podejmowane sa proby
eliminowania syntetycznych polimerow na rzecz biopolimeréw gwarantujacych
biodegradowalnosc¢, biozgodno$¢ i nietoksycznos¢. Szczegdlnie czesto wykorzystywane
sa obecnie chitozan, skrobia, cyklodekstryny, polilaktyd i PEG. Nosniki te sa rowniez
ulepszane pod katem wrazliwosci na dziatanie bodZzcow zaréwno egzogennych, jak
i endogennych (jeden lub kilka jednoczesnie), oraz przystosowania do terapii celowane;j.
Obecnie dazy sie do zmniejszenia ilosci etapdw syntezy no$nikow, wieckszej wydajnosci
i lepszej charakterystyki ewentualnych produktow posrednich. Powszechnie stosowane
w syntezie no$nikéw metody CRP lub kontrolowana insercyjno-koordynacyjna
polimeryzacja z otwarciem pierscienia (ROP) taczy si¢ ze strategia chemii ,,click”.
Niewatpliwie waznym powodem badan prowadzonych w zakresie DDA jest proba
wygrania nieréwnej dotychczas walki z chorobami nowotworowymi, a takze innymi
schorzeniami, nad ktérymi dzisiejsza medycyna nie jest w stanie zapanowac. Tym
samym uzyskujemy odpowiedZ na powyzej postawione pytanie, Ze wraz z tworzeniem
catkowicie nowych platform nosnikowych dla lekow, nalezy dopracowac¢ te istniejace,
w miar¢ dobrze poznane uklady, ktore w wielu schorzeniach przynosza juz oczekiwane
rezultaty.
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