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mgr Karolina M. Werengowska ukonczyla studia w 2010 roku na Wydziale Chemii
UMK w Toruniu. Od 2010 roku odbywa studia doktoranckie na Wydziale Chemii
UMK. Prace doktorska wykonuje pod kierunkiem dr hab. A.P. Terzyka, prof. UMK.
Jest wspoétautorky jednej publikacji w czasopismie o zasiegu miedzynarodowym
oraz posteru prezentowanego na konferencji krajowej. Jej gtéwne zainteresowania
naukowe koncentrujg sie¢ woké! funkcjonalizacji nanorurek weglowych do celow
biomedycznych (jako nosnikéw lekéw) oraz syntezy i wlasciwosci uporzadkowa-
nych materialéw weglowych.

dr Marek Wisniewski ukonczyt studia w roku 1998 na Wydziale Chemii UMK
w Toruniu. Prace doktorska (2003) pt. Filmy weglowe jako materialy modelowe
w badaniach mechanizmu katalitycznej redukcji tlenku azotu(II) za pomocg amoniaku
wykonat pod kierunkiem prof. dr hab. J. Zawadzkiego (rozprawa zostala wyrdz-
niona). Jest wspdtautorem ponad trzydziestu publikacji w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym oraz ponad czterdziestu komunikatéw konferencyjnych. Jego
gltowne zainteresowania naukowe koncentruja sie wokdt kalorymetrii adsorpcyjnej
oraz syntezy nowych materialéw weglowych.

dr hab. Artur P. Terzyk, prof. UMK ukonczyt studia w roku 1991 na Wydziale Che-
mii UMK w Toruniu. Prac¢ doktorska (1995) pt. Kalorymetryczne badanie oddzia-
tywan miedzyczgsteczkowych w uktadzie: adsorbat-mikroporowaty wegiel aktywny
wykonat pod kierunkiem prof. dr hab. G. Rychlickiego (rozprawa zostala wyrdz-
niona). Jest stypendystg Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (1996 rok). Rozprawe
habilitacyjna Wegle aktywne — nowoczesne metody charakteryzacji oraz zastosowa-
nie do adsorpcji substancji biologicznie czynnych obronil (z wyréznieniem) w roku
2005. Rozprawa zostala wyrdzniona takze nagroda Prezesa Rady Ministrow. Jest
wspotautorem dwoch monografii: PA. Gauden, A.P. Terzyk, Zarys teorii adsorpcji
par gazéw w mikroporach materiatow weglowych, WIChiR, Warszawa, 2002; Artur
P. Terzyk, Piotr A. Gauden i P. Kowalczyk (Eds.), Carbon Materials Theory and Prac-
tice, Research Signpost, 2008. Od 2008 roku pelni funkcje kierownika zespotu Fizy-
kochemii Materiatéw Weglowych. Jest cztonkiem komitetu naukowego konferencji
ISSHAC, wspétautorem 160 publikacji w czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodo-
wym oraz 100 komunikatéw konferencyjnych. Jest promotorem dwoch rozpraw
doktorskich. Jego gltéwne zainteresowania naukowe koncentruja si¢ wokol zagad-
nien zwigzanych z adsorpcja z roztwordw, kalorymetrig adsorpcji oraz teoretycz-
nym opisem proceséw sorpcji zachodzacych na materiatach weglowych z zastoso-
waniem modeli analitycznych i symulacji komputerowych.
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mgr Natalia Gurtowska w 2009 r. ukonczyta studia magisterskie na Wydziale Lekar-
skim Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgosz-
czy, kierunek - biotechnologia. W tym samym roku rozpoczeta studia doktoranckie
z zakresu nauk medycznych. Rozprawe doktorska przygotowuje pod kierunkiem
prof. dr hab. Gerarda Drewy. Wyniki pracy doktorantki zostaly opublikowane w cza-
sopismach naukowych mieszczacych sie na liscie filadelfijskiej (6 publikacji) oraz
zaprezentowane na kilku konferencjach naukowych w kraju i za granica. Jest wspot-
autorem jednej monografii. Jej zainteresowania naukowe koncentruja si¢ wokot
poszukiwania nowych Zrédel komédrek macierzystych ze szczegélnym uwzglednie-
niem tkanki tluszczowej otrzymywanej podczas zabiegdw liposukeji.

dr hab. Tomasz Drewa, prof. UMK dyplom lekarza otrzymat w 1996 w Akademii
Medycznej w Gdansku. Od 1999 do 2009 roku pracowal w Katedrze i Klinice Uro-
logii Ogodlnej, Onkologicznej i Dzieciecej CM UMK w Bydgoszczy, pod kierunkiem
prof. Zbigniewa Wolskiego. Prace doktorska z onkologii eksperymentalnej pod
kierunkiem prof. Mariusza Wysockiego obronil na Wydziale Lekarskim Akade-
mii Medycznej w Bydgoszczy, gdzie w 1999 roku otrzymat stopien naukowy dok-
tora nauk medycznych. Dyplom specjalisty w dziedzinie urologii oraz tytut Fellow
of the European Board of Urology (FEBU) otrzymat w 2006, kierownikiem specja-
lizacji byt prof. Zbigniew Wolski. W 2010 Rada Wydzialu Lekarskiego CM UMK
w Bydgoszczy przyznata mu tytul doktora habilitowanego w dziedzinie medycyna
- urologia, na podstawie pracy opisujacej Jego dorobek naukowy, pt. Hodowle komo-
rek macierzystych, zréznicowanych i ustalonych linii w wybranych chorobach uktadu
moczowo - plciowego. Badania eksperymentalne. Od 2010 r. pelni funkcje¢ kierow-
nika Zakltadu Inzynierii Tkankowej CM UMK w Bydgoszczy. Od maja 2010 pracuje
w Klinicznym Oddziale Urologii Onkologicznej, Centrum Onkologii w Bydgosz-
czy, gdzie zajmuje si¢ nowoczesnymi technikami operacyjnymi i robotyka w urolo-
gii. Jest autorem lub wspotautorem ponad 240 prac naukowych. Przedstawit facznie
37 doniesien na konferencjach miedzynarodowych. Dr hab. Tomasz Drewa dwu-
krotnie otrzymal Nagrode Naukowg Polskiego Towarzystwa Urologicznego (2001
i 2004) oraz Nagrode Naukowg Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego (2007).
Jego zainteresowania naukowe koncentrujg si¢ wokét roli enzymow lizosomalnych
oraz prooksydacyjno-antyoksydacyjnych w przebiegu réznych chordb, onkologii
eksperymentalnej oraz toksykologii in vitro, etiologii i leczenia choréb stercza, uro-
logii rekonstrukcyjnej, regeneracji tkanek w chorobach skory, eksperymentalnych
rekonstrukcji narzadéw ukladu pokarmowego.
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ABSTRACT

In this study we describe the most popular biomedical engineering nanopar-
ticles including carbon nanotubes [17-20], liposomes [4-7], polymeric micells
[11-13], quantum dots [3, 21-23], hydrogels [24-27], dendrimers [14-16] which
are recently considered as modern drug carriers. These nanomaterials are applied
for cancer diagnostic and targeted delivery of active compounds as chemotherapeu-
tics in so called targeted therapy. Thus, we characterized the ideas of targeted the-
rapy for which compositions of carriers with antibody are constructed (Figs. 3, 4).
We also compared the traditional and targeted mechanisms [1, 3, 28-29] of drug
delivery (Fig. 2). During targeted therapy only the essential dose of drug (less than
during conventional chemotherapy) is delivering to the cancer cell. In additional,
the application of targeted therapy reduces side effects, being very characteristic
for the traditional treatment. The anticancer compound can selectively hits the tar-
get only, due to the presence of the ligands attached to the surface of nanocarirer.
We characterized ligands which are often use in nanomedicine: antibodies [33-37],
folic acid [30-33], peptides [33, 38, 39], aptamers [33, 40, 41] and transferrin [33,
42-44]. The purpose of this study is description of the bioconjugation of ligand-na-
nocarrier. This step is necessary and very important in synthesis of the novel drug
delivery systems in targeted anticancer therapy. We report recent advances in the
field showing the formation of amides (Figs. 6-8) [51-57], thioethers (Figs. 9-11)
[52, 60-66], disulfides (Fig. 12) [69], and acethyl-hydrazone groups (Fig. 13) [73].
Special attention is paid to the process such as Diels-Alder (Figs. 14, 15) [74, 75] and
»click chemistry” through the cycloaddition of Huisgen (Figs. 16, 17) [79-82]. We
describe also the reaction of Staudinger [83] and the process of formation Schiff’s
base [84]. The processes enable very mild and selective modification of the carriers
through formation of amide bound. These methods ware less popular but allow the
fictionalization of nanocarriers in biomedical application. Each reaction or process
needs special and individual environment and conditions, which are summarized
in Table 1.

Keywords: nanocarriers of drugs, targeted therapy, ligands, covalent bond, antican-
cer drug delivery system

Stowa kluczowe: nanonosniki lekow, terapia celowana, ligandy, wigzania kowalen-
cyjne, system dostarczania lekéw przeciwnowotworowych
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WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

BSA - surowicza albumina wolowa (ang. bovine serum
albumin)

CcC - click chemistry”

CNT - nanorurka weglowa (ang. carbon nanotube)

DA - reakcja Dielsa Aldera

DSP - ditiobis(propioniansukcynoimidu) (ang. dithiobis(suc-
cinimidylpropionate))

DSPE - fosfatydyloetanolamina (ang. phosphatidylethanola-
mine)

DTT - ditiotreitol (ang. dithiothreitol)

EDC - l-etylo-3-(3-dimetyloaminopropyl) karbodiimid
(ang. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide)

EGF - czynnik wzrostu naskérka (ang. epidermal growth
factor)

EPR - efekt zwiekszonej przepuszczalno$ci i retencji (ang.
enhanced permeability and retention)

FR - receptor foliowy (ang. folate receptor)

MWCNT - wielo$cienna nanorurka weglowa (ang. mutli-walled
carbon nanotube)

NHS - N-Hydroksysukcynoimid (ang. N-hydroxysuccinimide)

PAMAM - dendrymer poliamidoaminowy (ang. polyamidoamine
dendrimer)

PDP - pirydylditiopropionian (ang. pyridyldithiopropionate)

PDP-PE - N-[3-(2-pirydylditio)propionylo]fosfatydyloetanola-
mina (ang. N-[3-(2-pyridyldithio)propionyl]phosphati-
dylethanolamine)

PDP-SA - N-[3-(pirydyltio)propionylo]-stearylamina (ang. N-[3-
-(2-pyridylthio)propionyl]-stearylamine)

PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)

PCL - poli(e-kaprolakton) (ang. poly(e-caprolactone))

P-gp - P-glikoproteiny (ang. P-glycoprotein)

PPF - poli(fumaran propylenu) (ang. poly(propylene fuma-
rate))

RGD - tripeptydarginina-glicyna—kwasasparaginowyArg-Gly-
-Asp

SATA - N-sukcynimidowy-S-acetylotiooctan (ang. N-succin-
imidyl-S-acetylthioacetate)

SPDP - N-sukcynimidowy-3-[2-pirydylditio]-propionian
(ang. N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionate)

SWCNT - jednoscienna nanorurka weglowa (ang. single-walled

carbon nanotube)
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TEG
TEM

TF
QD

- glikol tetraetylenowy (ang. tetraethylene glycol)

- elektronowa mikoskopia transmisyjna (ang. Trans-
mission Electron Microscopy)

- transeferyna (ang. transferrin)

- kropka kwantowa (ang. Quantum Dot)
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WPROWADZENIE

Nanotechnologia jest obecnie bardzo popularng dziedzing, majaca coraz szer-
sze zastosowanie we wspolczesnej medycynie. Tzw. nanomedycyna opiera si¢ na
wykorzystaniu nanomaterialéw jako potencjalnych ,narzedzi” zaréwno w diagno-
styce medycznej jak réwniez w dostarczaniu lekdw czy transferze gendw (Rys. 1 [1])
[1,2].

diagnoza ("urzadzenie") <:’ I::> dostarczanie lekow (terapia)
dostarczanie genoéw (transfekcja) I:> wykrywanie (obrazowanie)
obserwacja transportu leku <::’ :> diagnozowanie/monitorowanie
(znakowanie) (markery choroby)

funkcjonalizowane nanono$niki

Rysunek 1. Zastosowanie nanomedycyny (rysunek wykonany na podstawie [1])
Figure 1. The application of nanomedicine (the figure based on [1])

Nanomedycyna ma na celu m.in. wczesne i szybkie rozpoznanie choroby oraz
rozwijanie tzw. ,,celowanej” terapii przeciwnowotworowej [1, 2]. Terapia wydaje si¢
by¢ korzystna dla pacjentéw, bowiem rokuje poprawa jakosci zycia i jego wydluze-
niem [2, 3].

Role ,nanonarzedzi” spetniajg m.in.:

- liposomy [4-7] - odznaczajg si¢ ré6znorodnoscia strukturalng, co poszerza

ich mozliwo$ci wykorzystania;

- nanoczastki [3, 8-10] - naleza do grupy koloidalnych molekul o rozmia-
rach submikronowych. Stosowane sa nie tylko jako nosniki lekow, ale takze
jako kontrastowe czynniki obrazowania. Gléwng ich zaletg jest przenikanie
przez bariery biologiczne np. krew-mozg;

- micele polimerowe [11-13] - przygotowywane s3 z amfifilowych kopoli-
meréw zlozonych z hydrofilowych (otoczka) i hydrofobowych (korona)
blokéw. Korona strukturalna sklada sie z komponentéw umozliwiajacych
selektywne docieranie do okreslonego miejsca. Cremophor EL jest pierwsza
formg polimerowej miceli, uzyskang na bazie preparatu paklitakselu;

- dendrymery [14-16] - makroczasteczkowe zwigzki z rozgalezieniami doo-
kota wewnetrznej korony. Korzystna ich cecha jest mozliwos¢ kontrolowa-
nia ksztaltu i rozmiaru;

- nanorurki weglowe [17-20] - zbudowane s3 ze zwinietych w cylindry polia-
romatycznych warstw grafenowych. Interesujaca struktura i ciekawe wila-
$ciwosci optyczne, mechaniczne oraz elektryczne sprawiajg, iz z sukcesem
znajdujg zastosowanie w medycynie i biologii. Leki transportowane przy
uzyciu nanorurek weglowych wykazuja korzystniejszy efekt terapeutyczny
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w pordéwnaniu z zastosowaniem samego farmaceutyku. Inng cechg charak-
terystyczng CNTs jest zdolno$¢ do absorpcji promieniowania podczerwo-
nego, ktore zamienione na ciepto moze by¢ wykorzystane do niszczenia
komorek nowotworowych;

kropki kwantowe (QDs) [3,21-23] - zaliczane s3 do grona fluorescencyjnych
zwigzkéw stosowanych w oznaczeniach medycznych. Charakteryzuja
sie szeroka absorpcja oraz waska emisja promieniowania w zakresie
UV-Vis, przez co wykazuja ciekawe wlasciwosci optyczne wykorzystywane
w morfometrii;

hydrozele [24-27] - szeroko rozpowszechnione w zastosowaniu medycznym,
szczegolnie jako no$niki lekow. Gtéwne ich atuty to: biokompatybilnos¢
ibiodegradowalnos¢. Zazwyczaj tworzone sa z polimeréw (np. poli(fumaran
propylenu) PPF) lub biomakroczasteczek (np. chitozanu, alginianu).

Celowana terapia przeciwnowotworowa musi spetnia¢ kilka warunkéw. Po
pierwsze, lek przeciwnowotworowy powinien by¢ dostarczany do komoérek nowot-
worowych przez penetracje barier ukladu krwionosnego, jedynie z niewielkimi
stratami aktywnosci. Po drugie, w tkankach powinien wykazywa¢ wlasciwosci selek-
tywnego zabijania komérek nowotworowych. Ponadto, uwalnianie aktywnej formy
musi odbywac¢ si¢ w sposdb kontrolowany [3]. W czasie celowanej terapii podawane
sg jedynie niezbedne dawki leku (mniejsze niz podczas konwencjonalnej chemio-

terapii),

dzieki czemu minimalizowane sg skutki uboczne [1, 3]. Rozprowadzane

leki przenoszone sg we wnetrzach bagdz na powierzchni nosnikéw (tj. nanorurek
weglowych) poprzez mechanizm pasywny w konwencjonalnej chemioterapii, nato-
miast selektywne dostarczanie takich ,,nanonarzedzi” do komoérki nowotworowej
jest osiagniete poprzez terapie celowana [1] (Rys. 2 [1]).

Klasyczny mechanizm ‘ Terapia celowana , ‘g% Q

o o -~
v e 1
-_\:: |_: ; 'ugl, "
o R iz = b '."!
e .,-‘;«:E e b
‘ Komérka nowotworowa Komérka édhbnka
. «
i  Nosnikleku -.:':'i\ Antycialo-nosmik lelu
Rysunek 2. Mechanizm dostarczania leku w terapii klasycznej i celowanej (rysunek wykonany na podstawie
(1)
Figure 2. The mechanism of drug delivering in classic and targeted therapy (the figure based on [1])
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Klasyczny mechanizm opiera sie na zjawisku kumulacji terapeutykéw (w postaci
nos$nik-+lek) w chorych tkankach poprzez tzw. efekt zwigkszonej przepuszczalnosci i
retencji (ang. enhanced permeability and retention, EPR). EPR okresla sie jako zdol-
nos¢ do selektywnego gromadzenia oraz utrzymywania przez wydluzony czas nano-
czystek — terapeutykéw w tkankach nowotworowych [28]. Wykorzystuje nieprawi-
diowa budowe naczyn krwionosnych w okolicy guza, dzieki czemu lek z fatwoscia
dostaje sie do tkanki otaczajacej komodrki nowotworowe [29].

Leczenie celowane zwigzane jest z dodatkowym przylaczeniem do terapeutyku
ligandow (przeciwcial). Dzieki czemu uklad przenoszenia leku wigze si¢ z odpo-
wiednimi receptorami komorki nowotworowej dziatajac selektywnie. Terapia celo-
wana, w przeciwienstwie do systemowego leczenia konwencjonalnego, opiera sie
na nadekspresji receptora w komdrkach nowotworowych w stosunku do zdrowych
komorek, oraz powinowactwie ligandu do receptora [28]. Gléwnym atutem lecze-
nia celowanego jest dostarczanie chemioterapeutykéw nawet do najbardziej opor-
nych komoérek nowotworowych oraz dlugi czas utrzymywania si¢ w ich wnetrzu.
Dodatkowo zastosowanie takiej techniki skutkuje wysokim stezeniem leku w guzie.
Kolejna zaleta to uniemozliwienie wyptukania leku do krwiobiegu. Najwazniejszym
wyznacznikiem okre$lajacym mozliwo$¢ zastosowania danego rodzaju ligandu
jest immunogenno$¢ [29]. Rozwazania dotyczace najpopularniejszych przykladow
zwigzkow uzywanych jako lekow celowanych zostaly przedstawione w kolejnym
rozdziale.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najwazniejszych sposobéw bioko-
niugacji, jako niezbednego etapu produkcji nowoczesnych ukladéw przenoszenia
lekéw przeciwnowotworowych, na podstawie krotkiego przegladu literaturowego.

1. LIGANDY W TERAPII CELOWANE]

Do najczesciej stosowanych ligandéw w terapii celowanej zalicza si¢ kwas
foliowy i bialka: aptamery, transferyne oraz przeciwciala.

Kwas foliowy charakteryzuje si¢ niewielkim rozmiarem czgsteczkowym,
ponadto jest powszechnie dostepny oraz nie wykazuje immunogennosci. Wspom-
niane cechy umozliwiajg proste tgczenie tego zwigzku z odpowiednimi no$nikami
m.in. liposomami [30], nanorurkami [31, 32]. Zastosowanie kwasu foliowego jako
ligandu umozliwia selektywne oddzialywanie ukladu przenoszenia leku z recepto-
rem foliowym (FR) znajdujacym si¢ na powierzchni komérki nowotworowej m.in.
piersi czy jajnikow. Bardzo czgsto wykorzystywany jest rowniez jako mediator
w selektywnym rozprowadzaniu chemioterapeutykow [33].

Do najbardziej popularnych przeciwcial monoklonalnych stosowanych
w medycynie nalezg: trastuzumab, rytuksymab oraz alemtuzumab [33]. Monoklo-
nalne przeciwciata sg identyczne. Przeciwciata monoklonalne uzyskuje si¢ w wyniku
fuzji komorki nieSmiertelnej (komorki szpiczaka) z limfocytem B wytwarzajacym
przeciwciala o odpowiedniej swoistosci, pobranym od poddanego immunizacji
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zwierzecia lub czlowieka. Czasteczka przeciwciala zbudowana jest z czterech lan-
cuchéw polipeptydowych: dwdch lekkich oraz dwoch cigzkich, polaczonych wig-
zaniami disiarczkowymi (Rys. 3). W obydwu typach ancuchéw wystepujg czesci
zmienne i czeéci stale. Czasteczka przeciwciata zawiera dwie identyczne domeny
Fab (miejsce wigzace antygen, determinujace swoisto$¢ danego przeciwciala) i Fc
(odpowiedzialne za aktywacje przeciwciala z receptorami komoérkowymi) [34].

Miejsce wigzania Miejsce wiazania
antygenow antygendw

29 »

Zmienna odleglos¢

Lekki lanicuch

Ciezki lancuch

A\

Rysunek 3. Schemat struktury przeciwciafa (rysunek wykonany na podstawie [35])
Figure 3. The scheme of an antibody (the figure based on [35])

Przeciwciala sg szeroko stosowane w leczeniu neoadjuwantowym, gdyz sa
wysoce specyficzne do receptoréw komorek nowotworowych. Jednakze koszt ich
zastosowania jest bardzo wysoki [33]. Dodatkowo polaczenie przeciwciata z nano-
czasteczkami wydaje sie zwiekszac ich efektywnos¢ i specyficznos¢ (Rys. 4 [34]).
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Rysunek 4. Zalety polaczenia przeciwcialo-nanoczastka (rysunek wykonany na podstawie [34])
Figure 4. The advantages of antibody-nanoparticle binding (the figure based on [34])
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Stuart i wspolpracownicy [36] przedstawili przylaczenie monoklonalnego
przeciwciala do powierzchni liposomu, z kolei grupa Li [37] zaproponowata wigza-
nie P-gp (P-glikoproteiny) do nanorurek weglowych w celu dostarczenia doksorubi-
cyny do komorek bialaczkowych. Cytotoksyczno$¢ doksorubicyny przenoszonej za
pomoca ukladu dostarczania lekéw Ap-SWCNTs znacznie wzrosta wobec opornych
wielolekowo komorek biataczki in vitro. Udowodniono, ze przylaczenie przeciwciala
do nosnika tworzy obiecujacy i efektywny uklad selektywnego dostarczania lekow
(w tym przypadku doksorubicyny) do komoérek nowotworowych.

Innymi stosowanymi w celowanej terapii ligandami sg peptydy zawierajace
ugrupowania argininy i/lub lizyny [33]. Uktad uzyskany na bazie polaczenia siRNA-
peptyd jest szybko wychwytywany przez odpowiednie komoérki, powodujac efek-
tywne ,wyciszenie” okreslonego genu [38]. Selektywne docieranie do guza mialo
takze miejsce przy zastosowaniu peptydu arginina-glicyna-kwas asparaginowy
(RGD) zwiazanego z SWNTs, ktorych powierzchnia zostala otoczona tancuchami
PEG (glikol polietylenowy) [39].

Réwniez dekorowanie nosnikéw aptamerami (oligonukleotydy lub peptydy
odznaczajagce si¢ niskim poziomem immunogennos$ci) jest stosunkowo proste
i nie wymaga duzego nakladu finansowego. Zastosowanie ich w celowanej terapii
wydaje sie by¢ obiecujace [33]. Badano mozliwosci ich polaczenia z siRNA lub
z nanorurkami weglowymi [40, 41]. Van den Bossche i inni [41] zaproponowali
wewngtrzkomdrkowe przenoszenie biologicznie aktywnych aptameréw za pomoca
wielo$ciennych nanorurek weglowych. Potaczenie takie (MWNT-Apt) daje mozli-
wosci uzyskania nowych uktadéw dostarczania lekow.

Powszechnie dostepnym biatkiem jest takze transferyna. Transferyna nalezy do
glikoprotein [33]. Heidel [42] zaproponowal biokoniugacje nanonosnikéw z trans-
feryna w terapii przeciwko miesakowi Ewinga. Podobne rozwigzanie przedstawita
grupa Hu-Lieskovan [43], z kolei Tietze i inni [44] zastosowali transferyne chemicz-
nie polaczong z nosnikiem polimerowym przeciwko neuroblastomie (Neuro2A).

Istnieja dwa sposoby przylaczenia ligandu do no$nika — przez oddzialywania
kowalencyjne i niekowalencyjne [29]. Pierwszy typ wigzan okazuje si¢ by¢ bardziej
efektywny, chociazby ze wzgledu na wysoka stabilnos¢ i odtwarzalnos¢ polaczen
[45] niz w przypadku zastosowania niekowalencyjnych oddzialywan (adsorpcja)
[46-48]. Chemiczne polgczenia sg bardziej pozadane ze wzgledu na mozliwos¢ pre-
cyzyjnej kontroli gestosci i orientacji wigzanych czasteczek z powierzchnig nosnika
[28]. Efektywnos¢ wigzania kowalencyjnego uzalezniona jest od rodzaju i umiej-
scowienia grup funkcyjnych na powierzchni ligandu oraz ilosci dostepnych miejsc
do powiazania ligand-nosnik. Dodatkowo, podczas syntezy aktywnos¢ ligandu
powinna zosta¢ zachowana [45]. W zwiazku z powyzszym, gtéwna uwaga w dal-
szych rozwazaniach zostala poswiecona oddzialywaniom kowalencyjnym.
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2. POLACZENIA KOWALENCYJNE

Praktycznie kazdy typ oddzialywan kowalencyjnych wymaga wstepnej mody-
fikacji powierzchni nosnika, ktéra nastepnie wigze si¢ z czasteczka ligandu. Tzw.
bifunkcjonalizacja jest niezbedna w efektywnej, celowanej terapii przeciwnowotwo-
rowej. Dekoracja krzemionkowych mikroczgsteczek tanicuchami glikolu tetraety-
lenowego (TEG) i biatkiem (przeciwcialem) polepsza polaczenie tak uzyskanego
ukfadu z blong komérkows oraz umozliwia migracje do komérki nowotworu ztosli-
wego — miedzyblonniaka (mesothelioma). Uwolniona wowczas doksorubicyna jest
bardziej skuteczna w niszczeniu komoérek guza niz w przypadku stosowania samego
leku. W przypadku modyfikacji nosnika tylko biatkiem, miatoby miejsce jedynie
gromadzenie czgstek przy okreslonej komorce bez mozliwosci ich uwewnetrznienia
(Rys. 5 [49]) [49].

mikroczastki: tylko Ab mikroczastki: Ab+TEG

ﬁ*@:e@ £

v

T

nanoczastki _‘5’.
Z

Rysunek 5. Oddzialywania modyfikowanych czastek z komorka (rysunek wykonany na podstawie [49])
Figure 5. The interaction of modified particles with cell (the figure based on [49])

Do najbardziej popularnych i powszechnych kowalencyjnych metod zalicza si¢:
tworzenie wigzan amidowych oraz tioeterowych [28].

2.1. GRUPA AMIDOWA

Grupy karboksylowe znajdujace si¢ na powierzchni nosnika aktywowane sa
za pomocg EDC (1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropyl) karbodiimidu). Reagent
ten jest powszechnie stosowanym karbodiimidem zdolnym do tworzenia réznych
polaczen chemicznych. Jego zaleta jest stosunkowo duza rozpuszczalnosé¢ w wodzie,
ktéra umozliwia bezposrednie zastosowanie w wodnej mieszaninie reakcyjnej bez
wstepnego rozpuszczania w zwigzkach organicznych. Takie warunki okazujg sie by¢
odpowiednie dla przyfaczenia czasteczek bioaktywnych. Mechanizm dziatania EDC
polega na reakcji zwigzku z ugrupowaniami karboksylowymi i utworzeniu bardzo
reaktywnego produktu posredniego - acylaminoestru, ktory reaguje nastepnie
z nukleofilem, czyli pierwszorzedowq aming tworzac wigzanie amidowe.
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Rysunek 6. Schemat reakcji tworzenia grupy amidowej
Figure 6. The scheme of the formation of amide group

Zasadniczg zaleta metody jest brak wstepnej modyfikacji ligandu, ktéra mogtaby
spowodowac czesciowa utrate jego aktywnosci [45, 50]. Niestety w przypadku wig-
zania aminokwaséw mogloby doj$¢ do aktywacji grup karboksylowych pochodza-
cych od bialka. Grupy te nalezy wiec zablokowa¢ przed procesem np. za pomoca
NHS (N-hydroksysukcynimidu). Grupa Ishida [51] zaproponowala przylaczenie
transeferyny (TF) do liposomu dekorowanego glikolem polietylenowym (PEG).
W tym celu zastosowano DSPE-PEG-COOH, ktéry dostarczal niezbednych ugru-
powan karboksylowych. Utworzony uklad TF-PEG-liposom charakteryzowal sie
interesujacymi wlasciwosciami: dlugim czasem biodystrybucji oraz duzg akumula-
cja w guzie moézgu. Maruyama [52, 53] czy Blume [54] wraz ze wspolpracownikami,
takze opisywali tworzenie wigzan amidowych ligandéw z powierzchnig liposomoéw
otoczonych PEG-COOH. Z kolei grupa Zenga [55] opisala polaczenie czynnika
wzrostu naskorka (EGF) z grupa karboksylowa no$nika micelarnego. Wygenerowany
uklad zastosowano w celowanym dostarczaniu chemioterapeutykow. Wiazanie ami-
dowe spotykane jest takze w literaturze dotyczacej nanorurek weglowych. Ou wraz ze
wspolpracownikami [56] zaprezentowali modyfikacje SWNT glikolem polietyle-
nowym oraz przeciwcialem mAb, ktore bylo selektywnie wychwytywane przez
komorki nowotworowe zawierajace receptor integryny. Schematyczny przebieg pro-
cesu biokoniugacji pokazany jest na Rysunku 7.
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Rysunek 7. Schemat procesu syntezy SWCNT-PEG-mAb
Figure 7. The scheme of the synthesis of process SWCNT-PEG-mAb

Otrzymany uklad SWNT-PEG-mAb wykazywat wysoka dyspersje w $rodo-
wisku wodnym, duzg stabilno$¢ oraz minimalng cytotoksycznos¢. Dodatkowo
odznaczal si¢ duzym powinowactwem do receptoréw komdrek nowotworowych, co
znacznie zwiekszylo jego wychwyt [56]. Zhang i wspdtpracownicy [57] zmodyfiko-
wali utleniong powierzchni¢ MWCNT za pomocg biokompatybilnego dendrymeru
poliamidoaminowego (PAMAM). Lanicuchy PAMAM zostaly z powodzeniem przy-



CHEMICZNE ASPEKTY CELOWANE] TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]. CZESC 1. 901

faczone do nanorurek weglowych, co potwierdzily zdjecia TEM. Powstaly uklad
MWCNTs-PAMAM odznaczal sie bardzo dobra dyspersja i stabilno$cia w $rodo-
wisku wodnym. Dodatkowo podjete badania ukazaly mozliwo$¢ potencjalnego
zastosowania w terapii genowej oraz bialkowej w celu dostarczania biomolekut
(57].

Powyzsze rozwazania obejmowaly aktywacje grupy karboksylowej znajdujacej
sie na powierzchni nosnika. Istnieje takze mozliwos¢ aktywowania pierwszorzedo-
wej grupy aminowej no$nika, faczacej si¢ z grupa aminowg ligandu przez utworze-
nie posredniego estru. Schemat takiego procesu przedstawiono na Rysunku 8 [28].
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Rysunek 8.  Schemat reakcji grupy aminowej nosnika z grupa aminowsg ligandu
Figure 8. The scheme of the reaction of carrier amine group with ligand amine group

Taki mechanizm ma miejsce przy zastosowaniu homobifunkcjonalnego ditio-
bis(propionianu sukcynoimidu) (DSP). Zwigzek ten zostal wykorzystany w synte-
zie nosnika leku zastosowanego w celowanej terapii przeciwnowotworowej raka
piersi [58]. Czynnik DSP aktywowal grupe aminowa polietylenoiminy. Utworzenie
estru z NHS umozliwito dalszg reakcje z monoklonalnym przeciwcialem, trastuzu-
mabem. Metodologia okazala si¢ bardzo skuteczna i selektywna w genowej terapii
przeciwnowotworowe;j.
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2.2. GRUPA TIOETEROWA

Rysunek 9.  Schemat reakcji tworzenia grupy tioeterowej
Figure 9. The scheme of the formation of thioether group

Reakcja pomiedzy grupg tiolowa ligandu a weglem C, imidu maleinowego
przytaczonego do no$nika R, umozliwia powstanie wigzania tioeterowego, charak-
teryzujacego sie bardzo duzg trwalo$cig [45]. Jest stabilne przez 24 h w ludzkim
osoczu w obecnosci czynnika redukujacego, np. DTT [59]. Na ogoél opisana reak-
cja zgodna ze schematem przedstawionym na Rysunku 9 przebiega w stosunkowo
krotkim czasie i tagodnych warunkach (temperatura pokojowa, srodowisko wodne
[28]). Niestety, reaktywnos¢ grup tiolowych bardzo szybko ulega zmniejszeniu
w roztworze, co skutkuje niewystarczajaca iloscig tych ugrupowan, aby mogta zajs¢
reakcja z duzg wydajno$cia. Wowczas dodatkowo stosowane moga by¢ czynniki
aktywujace (np. SPDP - N-sukcynimidowy 3-[2-pyridylditio]-propionian oraz
SATA - N-sukcynimidowy-S-acetylotiooctan), a nastepnie odbezpieczajace reagenty
redukujace (np. DTT - ditiotreitol). Niereaktywne grupy tiolowe moga wywoly-
waé niepozadane reakcje uboczne. Utworzenie uktadéw tioeterowych majacych
zastosowanie w medycynie, z jednej strony wymaga spelnienia wielu kryteriow, za$
z drugiej, pozwala na osiggniecie wysokiej selektywnosci dostarczania lekdéw oraz
dostatecznie dlugiego czasu ich cyrkulacji w obiegu krwi [45, 28].

Kirpotiniin. [60] wygenerowali selektywne uklady przenoszenia farmacetykow
na bazie liposomu, cholesterolu oraz PEG modyfikowanego DSPE (ang. phosphati-
dylethanolamine, DSPE), do ktorych przylaczone byly przeciwciala anty-HER2 Fab
z wykorzystaniem wolnych grup tiolowych. Synteza opierala si¢ na dwoch ideach.
Pierwsza z nich obejmowala sprzezenie przeciwciata blisko podwdjnej warstwy
liposomu. Z kolei druga, alternatywnie, polegala na wigzaniu ligandu do koncowych
tancuchéw PEG. Wykazano, ze mozliwo$¢ wychwytu utworzonego uktadu anty-
HER2-immunoliposom koreluje z gesto$cig powierzchni komdérki nowotworowe;j
oraz z efektem zahamowania wzrostu guza. Dodatkowo efektywno$¢ wzrasta wraz
z ilo$cig uwewnetrznionych przeciwcial Fab. Podobna metodyka, z zastosowaniem
réznych przeciwcial, byla stosowana z powodzeniem m.in. przez Maruyama [52],
Allena [61], Hansena [62], Zalipskyego [63] wraz z innymi. Park i wspotpracownicy
[64] takze uzyskali immunoliposomy analogiczng metoda, efektywnie wykorzystane
do dostarczania leku przeciwnowotworowego, mianowicie doksorubicyny.
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Anhor wraz ze wspolpracownikami [65], jako pierwsi zaproponowali tioete-
rowe przylaczenie monoklonalnego przeciwciala, transtuzumabu, do nanoczasteczki
wypelnionej cytostatycznym lekiem, doksorubicyng. Kowalencyjne wigzanie miato
miejsce pomigdzy grupa tiolowa ligandu a maleinoimidowa nosnika (Rys. 10 [65]).
Reakcja poprzedzona byla wstepna modyfikacja nosnika polegajaca na kumulacji
czasteczek doksorubicyny oraz aktywacji nanoczasteczki w wyniku zastosowania
estru PEG-R-imidu maleinowego-w-NHS. Zastosowany ligand umozliwil efek-
tywny wychwyt ukfadu przeciwnowotworowego przez receptor HER2 komorek raka
piersi, ktory dzialal selektywnie tylko na komdrki nowotworowe uwalniajac w nich
jedynie niezbedng dawke leku wykazujaca wydtuzony czas cyrkulacji. Uzyskanie
takich efektow pozwolilo na eliminacje¢ skutkéw ubocznych w powszechnie stoso-
wanej chemioterapii. Nanoczasteczki okazaly sie bardziej efektywne niz liposomy
stosowane do gromadzenia doksorubicyny. Te pierwsze charakteryzowaly si¢ wigk-
$z3 pojemnoscig, szczelnoscig oraz stabilnoscig.
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Rysunek 10. Schemat reakeji przec1wc1ala transtuzumabu z nanoczgsteczka poprzez wiazanie tioeterowe
Figure 10.  The scheme of the reaction of transtuzumab antibody with nanoparticle by thioether binding

Przylgczenie biatka do nanoczastek za pomocg wigzania tioeterowego opisata
grupa badawcza Gindy [66]. Nosnik (PEG-b-PCL ang. poly(ethylene glycol)-b-
-poly(e-caprolactone)) modyfikowano imidem maleinowym, z kolei zastosowa-
nym ligandem byla albumina (BSA) zawierajgca wolne ugrupowania — SH. Proces
prowadzony byl w $rodowisku wodnym. Analiza rozmiaru no$nika przed oraz po
procesie potwierdzita kowalencyjne przylaczenie albuminy do jego powierzchni.
Wzrost stezenia biatka w roztworze podczas reakcji powodowal zwiekszenie ilosci
powstajacych wigzan BSA-nanoczastka.

Znane s takze alternatywne sposoby syntezy, w ktérych grupy tiolowe znajduja
sie na powierzchni nos$nika, za$ maleinoimidowe na powierzchni ligandu. Ugrupo-
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wania tiolowe moga by¢ wprowadzane za pomocg amin badz grup karboksylowych,
zgodnie ze schematami zamieszczonymi na Rysunku 11 [45, 28].
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Rysunek 11.  Schemat reakeji grup maleinoimidowych ligandu z grupami tiolowymi no$nika wprowadzonymi
za pomocg amin badz grup karboksylowych

Figure 11.  The scheme of the reaction of ligand maleimide group with carrier thiol group which were initia-
ted by amines or carboksylate groups

Metody bazujace na utworzeniu wigzan amidowych oraz tioeterowych sa gtow-
nymi sposobami stosowanymi do uzyskania polaczenia ligand-nosnik. Przedsta-
wione kolejne rodzaje sg pochodnymi wyzej omdwionych [28].

2.3. GRUPA DISIARCZKOWA

Jednym z najszybciej oraz najlatwiej powstajacych polaczen na bazie dwdch
grup tiolowych (pochodzacych odpowiednio od noénika i ligandu) jest wiagzanie
disiarczkowe (Rys. 12).

R,—SH + HS—R, ———>  R,—S—S—R,

Rysunek 12. Schemat reakcji tworzenia grupy disiarczkowej
Figure 12.  The scheme of the formation of disulfide group

Grupy tiolowe ligandu moga powstawa¢ w wyniku redukeji innego wigzania
disiarczkowego [67], badZ poprzez zastosowanie odpowiednich odczynnikéw, jak
SATA lub SPDP [68]. Z kolei na powierzchnie nanono$nika wprowadzane sg zazwy-
czaj ugrupowania PDP-PE, PDP-SA, PDP-PEG-DSPE, gdzie zrédlem grup tiolo-
wych jest PDP [28].

Jednym z przykladow powyzszej reakeji jest utworzenie wigzania disiarczko-
wego pomiedzy liposomem monenzyny a monoklonalnym przeciwcialem anty-
My?9. Powierzchnia no$nika byla dekorowana PDP-SA, za$ ligand modyfikowano
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przy uzyciu SPDP. Wprowadzone przeciwcialo zachowalo swéj stopient immunore-
aktywnosci. W konsekwencji uzyskany uktad silnie dziatal na komorki linii biatacz-
kowej (HL-60) [69].

2.4. GRUPA N-ACETYLOHYDRAZONU

Sprzezenie ligandu zawierajacego ugrupowania hydroksylowe z no$nikiem, na
ktdérego powierzchni znajduja si¢ ugrupowania hydrazydowe, poprzedzone jest utle-
nieniem w celu wytworzenia grup aldehydowych (Rys. 13) [45]. Najczesciej stoso-
wanymi czynnikami utleniajagcymi sg nadjodan sodu [70] oraz oksydaza galaktozy
[71]. Zaleta takiej metodyki jest $cista kontrola modyfikacji ligandu [72], jednakze
okazuje sie by¢ malo wydajna [62].

0 4||H 0
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Rysunek 13.  Schemat reakcji tworzenia grupy N-acetylohydrazonu
Figure 13.  The scheme of the formation of acethyl-hydrazone group

Hardingiwspolpracownicy [73] opisali przylaczenie przeciwciata (C225) zawie-
rajgcego ugrupowania aldehydowe z grupami hydrazydowymi liposoméw. Badania
in vivo pokazaly, ze aktywno$¢ przeciwciala w immunoliposomie zostalta w pelni
zachowana. Uzyskany uklad charakteryzowal si¢ wydluzonym czasem przebywa-
nia w krwiobiegu oraz wysoka immunogennoscig. Szczegdlng zaleta wykorzystanej
metodologii jest fatwa kontrola syntezy struktury immunoliposomu.

2.5. GRUPY POLICYKLICZNE

Reakcja Diesla Aldera DA (Rys. 14) polega na cykloaddycji dienu i dienofila
w celu utworzenia zwigzku bicyklicznego. Wykorzystanie tego typu polaczen pod-
czas sprzegania ligandow z nosnikami lekdw jest korzystne ze wzgledu na wysoka
wydajno$¢ reakeji oraz mozliwo$¢ przeprowadzenia w stosunkowo prosty sposob
i w dogodnych warunkach. Wydajnos¢ przyfaczenia przeciwciata do nanono$nika
za pomocg reakcji DA moze sigga¢ nawet do 100%. Wynika to z wysokiej selektyw-
nosci w pierwszym etapie. Uklad ligand-nanonosnik generowany na drodze reak-
cji DA powoduje wywolanie specyficznych wigzan pomiedzy ligandem a komoérka
nowotworows [28].
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Rysunek 14. Schemat reakcji tworzenia grup policyklicznych
Figure 14.  The scheme of the formation of policyclical group
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Rysunek 15. Schemat reakcji DA przeciwciata anty-HER2 z powierzchnig polimerowego no$nika
Figure 15.  The scheme of DA reaction of antibody anti-HER2 with the surface of polymeric micells



CHEMICZNE ASPEKTY CELOWANE] TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]. CZESC L. 907

Shi i wspodlpracownicy [74] wykorzystali reakcje DA w celu sprz¢zenia prze-
ciwciata anty-HER2 z powierzchnig polimerowego no$nika, zgodnie ze schema-
tem reakcji przedstawionym na Rysunku 15. Noénik syntetyzowany byl zgodnie
z metodg ,,miekkiego tempaltowania”.

Grupa furanowa na zewnetrznej powierzchni nosnika spelniata role diena, zas
dienofilem byta grupa maleimidowa przeciwciata. Obserwowano korelacje efektyw-
nosci techniki wraz z wydtuzeniem czasu prowadzenia reakcji DA oraz ze wzrostem
stosunku nanoczgstka:przeciwciato. Uzyskany immunosystem zbadano pod wzgle-
dem skutecznosci w stosunku do raka piersi [75, 76].

2.6. GRUPY WPROWADZANE PRZEZ CC

Termin CC (ang. click chemistry) zostal wprowadzony przez grupe badawcza
Kolb [77] i obejmuje polaczenia matych elementéw z heteroatomem (C-X-C).
Reakcje nalezace do grupy ,click chemistry” charakteryzuja si¢ szerokim zasig-
giem, wysoka wydajnoscia, stereospecyficznos$cia oraz nieszkodliwymi produktami
ubocznymi. Takie procesy wymagaja: (i) prostych warunkéw ich prowadzenia, (ii)
tatwo dostepnych reagentdw, (iii) tagodnych i tatwych do usuniecia rozpuszczalni-
kéw (np. wody).

Powstajacy produkt powinien by¢ stabilny w fizjologicznych warunkach oraz
prosty do wyizolowania. Najczesciej stosowanymi metodami do oczyszczania,
jesli jest to konieczne, sg krystalizacja oraz destylacja [77]. W grupie reakcji ,,click
chemistry” wegiel-heteroatom wyrdznia si¢ cztery najwazniejsze typy [77, 78]
(Rys. 16):

- cykloaddycja — np. katalityczna cykloaddycja azydkowo-alkinowa Huis-

gena;

- substytucja nukleofilowa — np. otwieranie pierscienia heterocyklicznych
elektrofili;

- reakcje karbonylowe niealdolowego typu — np. formowanie mocznika, tio-
mocznika, hydrazonu;

- reakcje wigzan wielokrotnych wegiel-wegiel — np. epoksydacja, dihydroksy-
lacja.
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Rysunek 16.  Typy reakcji ,,click chemistry”
Figure 16.  Types of ,.click chemistry” reaction

Na szczegdlng uwage zastuguje najpopularniejszy proces w grupie ,click
chemistry”, mianowicie reakcja cykloaddycji Huisgena. Polega na tworzeniu 1,2,3-
-triazolu w wyniku 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomiedzy azydkami a koncowymi
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grupami alkilowymi w obecnosci katalizatora — miedzi(I) [28, 78]. Prawdopodobny
mechanizm reakgji jest zgodny ze schematem na Rysunku 17 [78].

L
R4 7\

/L\ ‘\\\—H R1‘KCU\L/Cu

 / A\

CuL =—= cCcu Cu
L
A 22
B
B—H
R e N\
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Cu Cu R4 Cu Cu
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Rysunek 17. Schemat reakcji cykloaddycji Huisgena
Figure 17.  The scheme of Huisgen’s cycloaddition

Duza popularnos¢ reakeji zwigzana jest z zastosowaniem tatwo dostepnych
reagentdw, ktore toleruja m.in. tlen, wode, biologiczne molekuly oraz duzy zakres
skali pH, a takze wykazuja odporno$¢ na ekstremalne warunki. Dodatkowo cha-
rakteryzuja sie stabilno$cig w wiekszoséci rozpuszczalnikéw, w tym réwniez orga-
nicznych [78]. Efektywne polaczenie ligand-liposom na bazie cykloaddycji Huis-
gena przedstawil w swojej pracy Hassane wraz ze wspdtpracownikami [79]. W roli
ligandu zastosowano pochodng a-D-mannozylu z grupa azydkows, za$ liposom
zawieral grupy z potrdjnym wigzaniem. Badania potwierdzily niezbedny dodatek
katalizatora Cu(I), w celu osiagniecia wysokiej wydajnosci. Uzyskany produkt oka-
zal sie idealny, jako selektywny immunosystem [79].

Z cykloaddycjg Huisgena zwigzane sg pewne ograniczenia. Zaréwno zbyt duzy
deficyt elektronéw w strukturze dienu lub zbyt duzy nadmiar w strukturze dieno-
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fila spowoduje, ze reakcja nie zajdzie. Niekorzystnie na wydajnos¢, a zarazem efek-
tywnos¢ cykloaddycji Huisgena wplywa réwniez wystepowanie wigzan pomiedzy
alkinami, tzw. homopolgczenia alkinowe, zamiast azydek-alkin. Innym problemem
jest zastosowanie miedzi(I), jako katalizatora w procesie ,,click chemistry”, co ogra-
nicza jego mozliwosci praktyczne w dziedzinie farmacji. Dostarczanie zbyt duzej
dawki miedzi do organizmu ludzkiego wplywa na drastyczne pogorszenie jego
kondycji [78]. Katalizowanie reakcji noé$nika z biatkami, kwasami nukleinowymi
moze skutkowaé mutacja badz zmniejszeniem aktywnosci bioczgsteczki [28]. Mimo
wspomnianych ograniczen, cykloaddycja Huisgena jest jedng z najcze$ciej stoso-
wanych, korzystnych i wszechstronnych reakeji [78]. Badania De i wspotpracowni-
kow [80] potwierdzajg mozliwosci wykorzystania ,,click chemistry” do otrzymania
celowanego ukladu przeciwnowotworowego, poprzez przylaczenie kwasu foliowego
do micelarnego nosnika. Lu i inni [81] takze dekorowali nanoczasteczki selektyw-
nymi ligandami wykorzystujac cykloaddycje Huisgena. Proces okazal si¢ efektywny,
poniewaz ok. 400 molekul peptydéw (modyfikowanych kumaryng) zostalo przyta-
czonych do kazdej nanoczastki. Analiza intensywnosci fluorescencyjnej kumaryny
potwierdzita skuteczno$¢ reakcji pomiedzy biatkiem zawierajacym grupe alkinowa
a nonoczastka z grupa azydkows [81].

Nanorurki weglowe réwniez poddawane sa modyfikacji z wykorzystaniem
cykloaddycji Huisgena. Tak sfunkcjonalizowane no$niki weglowe przebadano pod
wzgledem selektywnego dostarczania metotreksatu do komdrek nowotworowych
piersi [82].

Opisane powyzej typy wiazan kowalencyjnych ligand-no$nik naleza do naj-
czesdciej stosowanych w praktyce. Jednakze mozna wyrdézni¢ w tym zakresie jeszcze
wiele innych odmian. Alternatywna i bardzo efektywng metoda funkcjonalizacji
nosénika okazuje si¢ tworzenie wigzan amidowych pomiedzy azydkami a ugrupowa-
niami trifosfinowymi znane jako reakcja Staudingera. Proces umozliwia chemicznie
selektywng modyfikacje, zazwyczaj przeprowadzany jest w temperaturze pokojowej
w wodnym $rodowisku i nie wymaga zastosowania katalizatora.

Grupa Zhanga [83] wykorzystata reakcje Staudingera do sprzezenia glikolipo-
somu z lipidem zawierajacym terminalne ugrupowania trifosfinowe. Opisano syn-
teze pecherzykow liposoméw otoczonych ugrupowaniami trifosfinowymi tgczacymi
sie nastepnie z azydkami laktozy (ligand). Zastosowane warunki reakcji nie zmienity
rozmiaru oraz struktury nosnika, a takze nie zaburzyly jego funkcjonowania [83].
Metoda jest wszechstronna oraz ukierunkowana w szczegdlnosci na czasteczki roz-
puszczalne w wodzie. Moze okaza¢ si¢ uzyteczna podczas taczenia innych rodzajow
ligandow do powierzchni no$nika [83].

W literaturze spotyka si¢ takze wigzanie pierwszorzedowej aminy z wolng
grupa aldehydowa ligandu tworzace zasade Schift’a [45]. Miedzy innymi, metodyka
ta zostala wykorzystana podczas sprzezenia transferyny (TF) z polilaktydem oto-
czonym taficuchami cholesterolowymi zawierajacymi na powierzchni zgromadzone
czasteczki indometacyny. Analiza badan uktadu TF-no$nik na komdrkach nowo-
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tworowych glejaka potwierdzila jego bioaktywnos¢ oraz dala szanse zastosowania
jako efektywnego uktadu przenoszenia lekéw w celowanej terapii przeciwnowotwo-

rowej [84].

Najwazniejsze oddzialywania kowalencyjne wraz z niezbednymi warunkami

reakcji pozwalajacymi na uzyskanie wydajnego wigzania zestawia Tabela 1.

Tabela 1. Typy wigzan kowalencyjnych ligand-no$nik
Table 1. Types of covalent ligand—carrier bindings

911

Nazwa Grupa funkcyjna | Grupa funkcyjna |  Warunki procesu Literatura
EDC, NHS,
pH 7,5-8,5, 2-24 h,
Grupa amidowa Karboksylowa Pierwszorzedowa 4°C [51-57]
lub
TP
Grupa tioeterowa Maleinoimidowa Tiolowa pH >7,4-24h, TP [52, 60-66]
Grupa o
N-acetylohydrazonu Hydrazydowa Hydroksylowa 24 h, 5-6°C [73]
pH 8,0, 2-24 h, 4°C
Grupa disiarczkowa Tiolowa Tiolowa lub [69]
TP
Dielsa-Aldera Furanowa Maleinoimidowa | pH 5,5,2-6 h, 37°C [74, 75]
,»Click chemistry” .
(HDC) Azydek Alkin Cu(I), TP, 2-3 h [79-82]
Staudingera Azydek Trifosfinowa PBS, pH 7,4, 6 h, TP [83]
Zasada Schiff’a Ple?wszorzgdowa Aldehydowa pH 9,2, TP [84]
amina
Oznaczenia: TP — temperatura pokojowa
PODSUMOWANIE

W ostatnich latach znaczaco wzrasta zainteresowanie zwigzane z rozwojem
nanotechnologii w medycynie. Nanomaterialy okazuja sie by¢ wszechstronnymi
»harzedziami” zaréwno do diagnostyki nowotworowej jak i do celowanego dostar-
czania aktywnych zwigzkow takich jak cytostatyki. Selektywne dziatanie lekami za
pomoca nanomaterialéw umozliwia: redukcje dawki, czyli minimalizacje skutkow
ubocznych, ochrone czasteczki leku przed degradacja oraz polepszenie jego stabil-
nosci. Terapia celowana zwigzana jest z modyfikacja powierzchni no$nikdéw, ktéra
ma znaczacy wplyw na fizyko-chemiczne wlasciwosci oraz efekt terapeutyczny.

Funkcjonalizacja nanono$nikow stosowanych w celowanej terapii stanowi roz-
norodng game reakcji chemicznych. Typ syntezy ukladu dostarczania lekéw dobie-
rany jest w taki sposob, aby bioczasteczki zachowywaly w pelni swoja aktywnos¢.
Najczesciej ligand taczy si¢ z nosnikiem za pomocg wigzania kowalencyjnego, ktore
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charakteryzuje si¢ wieksza stabilnoscig niz oddzialywanie niekowalencyjne. Dodat-
kowo chemiczna reakcja determinowana jest przez rodzaj ligandu, a dokladnej
przez umiejscowione na jego powierzchni grupy funkcyjne. Nanonosnik powinien
by¢ odpowiednio przygotowywany poprzez wprowadzenie niezbednych ugrupo-
wan laczacych sie z ligandem. Do najbardziej popularnych polaczen kowalencyj-
nych zalicza si¢ wigzania amidowe oraz tioeterowe. Reakcje tworzace ugrupowa-
nia disiarczkowe lub N-acetylohydrazonu takze stosowane sa do syntezy uklfadow
dostarczania lekéw. Z omoéwionych typow wigzan najwieksza wydajnoscia i stabil-
no$cig wyrdznia si¢ oddzialywanie tioeterowe. Konwencjonalne metody zazwyczaj
wymagajg zastosowania reagentéw organicznych, przez co powstaja liczne reakcje
uboczne a polaczenie jest malo stabilne. Alternatywnym rozwigzaniem sg procesy
oparte na mechanizmach opartych na procesach Dielsa-Aldera oraz ,.click chemi-
stry”, ktore szeroko i z powodzeniem stosowane sa do dekorowania nosnikéw bio-
czasteczkami [28].

Dotychczasowe wyniki badan in vitro oraz in vivio [37, 49, 65] sugerujg, ze opi-
sane w niniejszej pracy nowoczesne uklady dostarczania lekéw powinny by¢ skutec-
zniejsze 1 efektywniejsze w stosunku do komoérek nowotworowych niz tradycyjna
chemioterapia. Zastosowanie wigec nanomedycyny ze szczegélnym uwzglednieniem
aktywnego celowania wydaje si¢ by¢ bardzo obiecujace.

Biorgc pod uwage powyzisze rozwazania, nalezy sadzi¢, ze niezbedne sa
dalsze badania majace na celu opisanie metod wigzania lekéw z powierzchnig
nanono$nikéw, jako finalnego etapu syntezy uktadéw dostarczania chemioterapeu-
tykow w celowanej terapii.
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