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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
prof. dr hab. A.P. Terzyka. Jest wspdtautorka dwoch publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz poste-
réw prezentowanych na konferencjach. Jej gtéwne zainteresowania naukowe koncentrujg sie wokoét funkcjonalizacji
nanorurek weglowych do celéw biomedycznych (jako no$nikéw lekow) oraz syntezy i wlasciwosci uporzadkowanych
materialéw weglowych.

Dr Marek Wisniewski ukonczyt studia w roku 1998 na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. Prace doktorska (2003)
pod tytulem Filmy weglowe jako materialy modelowe w badaniach mechanizmu katalitycznej redukcji tlenku azotu(II)
za pomocg amoniaku wykonal pod kierunkiem prof. dr hab. J. Zawadzkiego (rozprawa zostata wyrézniona). Jest wspot-
autorem ponad trzydziestu publikacji w czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym oraz ponad czterdziestu komuni-
katéw konferencyjnych. Jego gléwne zainteresowania naukowe koncentruja si¢ wokot kalorymetrii adsorpcyjnej oraz
syntezy nowych materialéw weglowych.

Prof. dr hab. Artur P. Terzyk ukonczyt studia w roku 1991 na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. Prace doktorska
(1995) pod tytutem Kalorymetryczne badanie oddziatywas miedzyczgsteczkowych w uktadzie: adsorbat: mikroporowaty
wegiel aktywny wykonat pod kierunkiem prof. dr hab. G. Rychlickiego (rozprawa zostata wyrézniona). Jest stypendysta
Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (1996 rok). Rozprawe habilitacyjng Wegle aktywne - nowoczesne metody charaktery-
zacji oraz zastosowanie do adsorpcji substancji biologicznie czynnych obronit (z wyréznieniem) w roku 2005. Rozprawa
zostala wyrdzniona takze nagroda Prezesa Rady Ministréw. Tytul profesora zwyczajnego uzyskat w VII 2012 roku. Jest
wspotautorem dwéch monografii: P.A. 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 The-
ory and Practice, Research Signpost, 2008. Od 2008 roku petni funkcje kierownika zespotu Fizykochemii Materiatow
Weglowych. Jest cztonkiem komitetu naukowego konferencji ISSHAC, wspotautorem 160 publikacji w czasopismach
o zasiegu migdzynarodowym oraz 100 komunikatéw konferencyjnych. Jest promotorem dwéch rozpraw doktorskich.
Jego gléwne zainteresowania naukowe koncentruja si¢ wokot zagadnien zwigzanych z adsorpcja z roztwordw, kalory-
metrig adsorpcji oraz teoretycznym opisem proceséw sorpcji zachodzacych na materialach weglowych z zastosowa-
niem modeli analitycznych i symulacji komputerowych.

Mgr Natalia Gurtowska w 2009 r. ukonczyta studia magisterskie na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Mikotaja Koper-
nika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy, 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 zostaty opublikowane w czasopismach naukowych mieszczacych sie na liscie filadel-
fijskiej (6 publikacji) oraz zaprezentowane na kilku konferencjach naukowych w kraju i za granicg. Jest wspotautorem
jednej monografii. Jej zainteresowania naukowe koncentrujg si¢ wokoét poszukiwania nowych zrédet komérek macie-
rzystych ze szczegdlnym uwzglednieniem tkanki ttuszczowej otrzymywanej podczas zabiegdw liposukcji.

Dr hab. Tomasz Drewa, prof. UMK dyplom lekarza otrzymal w 1996 r. w Akademii Medycznej w Gdansku. Od 1999
do 2009 roku pracowal w Katedrze i Klinice Urologii Ogolnej, Onkologicznej i Dziecigcej CM UMK w Bydgoszczy, pod
kierunkiem prof. Zbigniewa Wolskiego. Prace doktorska z onkologii eksperymentalnej pod kierunkiem prof. Mariusza
Wysockiego obronit na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej w Bydgoszczy, gdzie w 1999 roku otrzymal stopien
naukowy doktora nauk medycznych. Dyplom specjalisty w dziedzinie urologii oraz tytut Fellow of the European Board
of Urology (FEBU) otrzymal w 2006 r., kierownikiem specjalizacji byt prof. Zbigniew Wolski. W 2010 Rada Wydziatu
Lekarskiego CM UMK w Bydgoszczy przyznala mu tytut doktora habilitowanego w dziedzinie medycyna - urologia,
na podstawie pracy opisujacej Jego dorobek naukowy, pt. ,Hodowle komoérek macierzystych, zréznicowanych i usta-
lonych linii w wybranych chorobach uktadu moczowo-plciowego. Badania eksperymentalne”. Od 2010 r. pelni funkcje
kierownika Zakfadu Inzynierii Tkankowej CM UMK w Bydgoszczy. Od maja 2010 pracuje w Klinicznym Oddziale
Urologii Onkologicznej, Centrum Onkologii w Bydgoszczy, gdzie zajmuje si¢ nowoczesnymi technikami operacyjnymi
i robotyka w urologii. Jest autorem lub wspotautorem ponad 240 prac naukowych. Przedstawil Iacznie 37 doniesien na
konferencjach miedzynarodowych. Dr hab. Tomasz Drewa dwukrotnie otrzymal Nagrode Naukowa Polskiego Towa-
rzystwa Urologicznego (2001 i 2004) oraz Nagrode Naukowa Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego (2007). Jego
zainteresowania naukowe koncentruja si¢ wokot roli enzyméw lizosomalnych oraz prooksydacyjno-antyoksydacyjnych
w przebiegu réznych chordb, onkologii eksperymentalnej oraz toksykologii in vitro, etiologii i leczenia chorob stercza,
urologii rekonstrukcyjnej, regeneracji tkanek w chorobach skory, eksperymentalnych rekonstrukeji narzadéw ukladu
pokarmowego.

Mgr Joanna Olkowska w 2009 r. ukonczyla studia magisterskie na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Mikotaja Koper-
nika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy, kierunek - biotechnologia, w specjalnosci biotechnologia medyczna.
W tym samym roku rozpoczeta studia doktoranckie z zakresu nauk medycznych. Rozprawe doktorska przygotowuje
pod kierunkiem dr hab. n. med. Aliny Wozniak. Wyniki pracy doktorantki zostaly opublikowane w czasopismach
naukowych mieszczacych sie na liscie filadelfijskiej (5 publikacji) oraz zaprezentowane na kilku konferencjach
naukowych w kraju i za granicg. Jest wspotautorem jednej monografii. Jej zainteresowania naukowe koncentruja
sie na poszukiwaniu nowych zrédet komorek macierzystych ze szczegélnym uwzglednieniem Zrédel plodowych, glow-
nie ptynu owodniowego otrzymywanego podczas zabiegéw planowej amniopunkgji od kobiet cigzarnych.
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ABSTRACT

Traditional anticancer therapy is usually low effective. Popular and common
drugs applied in anticancer therapy are characterized by low solubility and nonspe-
cific biodistribution in an organism. The chemotherapy kills not only cancer but
also healthy cells [4]. Building of modern drug delivery systems based on nano-
carriers is a new method of anticancer treatment. The present study is directed
towards nanomaterials (as carbon nanotubes, liposomes, polymeric micelles) as
modern drug carriers. Thus, we characterized mechanisms of actions of traditional
chemotherapeutics: paclitaxel, cisplatin and doxorubicin (Figs. 3-5) [1, 15, 21]. The
purpose of this study is a description of the bioconjugation of drug-nanocarrier.
Chemotherapeutics can be connected to external or internal surfaces of nanocar-
riers (Fig. 6) [6]. We described two main methods of drug delivery from internal
space of nanocarriers: nanoextraction and nanocondensation (Fig. 7) [32]. The type
of drug-carrier bonding can be covalent or noncovalent. We report recent advances
in the field showing the formation of esters (Figs. 10-11) [28, 29, 53, 54], acethyl-
hydrazone (Fig. 12) [55-61], amides [62-64], and disulfides groups [12, 65]. These
reactions depend on functional groups in structures of drugs and require suitable
modification of nanocarrier surfaces. In practice, the functionalization of nanocar-
rier surface is associated with the covering with polymers including PEG, HPMA,
PG and PLGA [3]. Adsorption is the most popular process of bonding chemothe-
rapeutic and nanomaterials (Fig. 13) [66]. Special attention is paid to electrostatic
interaction between drugs: paclitaxel [74], cisplatin [59, 76, 77], doxorubicin [67-73]
and nanocarriers: carbon nanotubes and/or polymeric micells. By application of
modern anticancer therapy, drugs are preserved from lysosomal degradation and to
fast reaction in biological environment. Finally, nanocarriers improve adsorption of
drug and increase concentration of drug only in cancer tissues [6, 7].

Keywords: drug nanocarriers, anticancer drugs, covalent bonds, adsorption
Stowa kluczowe: nanonos$niki lekéw, leki przeciwnowotworowe, wigzania kowalen-
cyjne, adsorpcja
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

kwas octowy (ang. acetic acid)

nanorurka weglowa (ang. carbon nanotube)
cisplatyna (ang. cisplatin)
N,N-dimetyloaminopirydyna (ang. N,N-dimethylami-
nopyridine)

dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)
dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)
doksorubicyna (ang. doxorubicin)
1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropyl) karbodiimid (ang.
I-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide)
rentgenowska spektroskopia z dyspersja energii (ang.
Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy)

spektroskopia traconej energii elektronu (ang. Elec-
tron Energy-Loss Spectroscopy)

efekt zwigkszonej przepuszczalnosci i retencji (ang.
enhanced permeability and retention)
9-fluorenylometoksykarbonyl-N-hydroksysukcyni-
midu (ang. 9-fluorenylmethoxycarbonyl-N-hydroxy-
succinimide)

spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Fouriera (ang. Fourier Transform Infrared Spectro-
scopy)

bezwodnik glutarowy (ang. glutaric anhydride)
chlorowodorek gemcytabiny (ang. gemcitabini hydro-
chloridum)

heksametylmelamina (ang. hexamethylmelamine)
kopolimer N-(2-hydroksypropylo)metakryloamidu
(ang. N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide copolymer)
wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia elek-
tronowa (ang. High-Resolution Tramission Electron
Microscopy)

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

metoksy-glikol polietylenowy (ang. methoxy-poly-
ethylene glycol)

N-hydroksysukcynimid (ang. N-hydroxysuccinimide)
poli(allil glicydylu eter) (ang. poly(allyl glycidyl ether))
dendrymer poliamidoaminowy (ang. polyamidoamine
dendrimer)

poli(B-benzylo-L-asparginian) (ang. poly(-benzyl-L-
aspartate))
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PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)

PG - poli-L-kwas glutaminowy (ang. poly(L-glutamic acid))

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

PLA - kwas polimlekowy (ang. poly(lactic acid))

PLGA - kwas poli(D,L-mlekowy-ko-glikolowy) (ang. poly(D,L-
lactic-co-glycolic acid))

PPS - poli(siarczek propylenu) (ang. poly(propylene sulfide))

PTX - paklitaksel (ang. paklitaxel)

PyBroP - bromo-tris-pyrrolidinio-fosfoniowy heksafluorofosfo-
ran (ang. bromo-tris-pyrrolidino-phosphonium hexaflu-
orophosphate)

SWCNT - jednoscienna nanorurka weglowa (ang. single-walled
carbon nanotube)

XPS - spektroskopia fotoelektronéw w zakresie promienio-

wania X (ang. X-ray Photoelectron Spectroscopy)
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WPROWADZENIE

Nowotworem okresla sie zaburzenia proliferacji i funkeji komdrek prowadzace
do nieograniczonego wzrostu tkanki objetej procesem patologicznym. Komorki
nowotworowe dzielg si¢ szybciej niz komoérki prawidtowe. Stosowana terapia prze-
ciwnowotworowa obejmuje leczenie miejscowe, ktére oprocz leczenia chirurgicz-
nego wykorzystuje techniki radioterapii, zamrazania lub waporyzacji tkanki badz
systemowe polegajace na podawaniu chemioterapeutykéw, antybiotykow, lekow
dziafajacych na uklad immunologiczny. Celem leczenia jest niszczenie komorek
nowotworowych wrazliwych na stosowane leki [1, 2]. Tradycyjne chemioterapeu-
tyki wprowadzane sa do organizmu droga doustna badz dozylng. Doustne poda-
wanie lekéw (w postaci tabletek) skutkowaé moze zaburzeniem profilu farmakoki-
netycznego leku i w konsekwencji powodowa¢ mniejsze lub wigksze niz wymagane
stezenie chemioterapeutyku w danej tkance lub narzadzie. Skuteczno$¢ tej metody
jest niska i czesto zwigzana z wystepowaniem skutkéw ubocznych [3].

Powszechnie dostepne leki charakteryzujg sie malg efektywnoscig zwigzana
m.in. z ich ograniczong rozpuszczalnoscia oraz staba i niespecyficzng biodystry-
bucja w tkankach. W konsekwencji niszczg nie tylko patologiczne komorki, ale
takze uszkadzajg prawidtowe [4]. Podaza si¢ za udoskonaleniem technik leczenia.
Nowe metody obejmujg obszar tzw. nanomedycyny, w ramach ktorej proponuje si¢
dostarczanie chemioterapeutykéw za pomoca nanoczastek (np. liposoméw, miceli
polimerowych, nanorurek weglowych). System taki okreslany jest terminem: uktad
submikroskopijno koloidalny, ktéry moze zachowywac si¢ jako:

- nosnik lekow;

- nanosfera — matryca, gdzie lek ulega dyspersji;

- nanokapsulka - zbiornik, w ktérym chemioterapeutyk jest ,uwieziony”

w koronie hydrofobowo/hydrofilowej otoczonej membrang polimerowa.

Od tego nowatorskiego sposobu dostarczania chemioterapeutykéw oczekuje
sie przezwycigzenia licznych barier: hydrostatycznych, hydrofilowych (hydrofobo-
wych), biofizycznych (biochemicznych) oraz opornosci lekowej wiekszosci komo-
rek nowotworowych [5].

Leki transportowane poprzez nanono$niki chronione sg przed przedwczesng
degradacjg lizosomalng oraz zbyt szybka reakcja w biologicznym $rodowisku, co
ogranicza wystepowanie skutkéw ubocznych. Charakteryzuja si¢ wydtuzonym cza-
sem cyrkulacji w ukfadzie krwiono$nym [6, 7]. Nanoczastki polepszaja absorpcje
chemioterapeutyku w tkance nowotworowej i jego wewnatrzkomoérkows penetra-
cj¢. Nanonosniki stosowane sg tez w celu zwigkszenia miejscowego stezenia leku
poprzez mozliwos¢ kontrolowania profilu farmakokinetycznego i dystrybucji che-
mioterapeutyku w organizmie [6].

Efektywno$¢ transportu lekdéw za pomocg no$nikéw bezposrednio zwigzana
jest z rozmiarem materiatu [8]. Mate rozmiary oraz mobilnos$¢ nosnikéw pozwalaja
na szybkie ich wnikanie do komoérek nowotworowych poprzez charakterystyczne
defekty naczyniowe $rédblonka (o $rednicy 100-1000 nm [8]) znajdujace si¢
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w naczyniach krwiono$nych zaopatrujacych nowotwér. W konsekwencji lek fatwiej
dostarczany jest do komdrek nowotworowych i nastepuje polepszenie efektu zwiek-
szonej przepuszczalnosci i retencji (EPR) [9]. Rozmiar nanonos$nikéw pozwala na
efektywny wychwyt systemu dostarczania lekéw przez rézne rodzaje komoérek oraz
selektywng akumulacje w docelowym miejscu [10]. Nowoczesny uklad transportu
lekéw przeciwnowotworowych omija istniejgce w organizmie bariery naturalne,
tj. bariere krew-mozg, kapilary krazenia ptucnego oraz system kapilar skérnych [8].
Nanonosniki z lekiem (< 5 pm), z powodzeniem mogg by¢ podawane droga dozylna,
bowiem najmniejsze naczynia krwiono$ne w organizmie maja srednicg ok. 5-6 pm.
Zastosowanie takiego systemu wyklucza ryzyko powstawania zatoréw [10].

Zasadnicze znaczenie odgrywa takze natura chemiczna powierzchni nosnikoéw.
Wrhasciwie, hydrofobowo$¢ determinuje stopien wigzania nanoczgstki ze sktadnikami
krwi. Wymagania dotyczace minimalizacji opsonizacji oraz wydtuzenia czasu cyr-
kulacji w obiegu krwiono$nym, nanonoséniki spetniaja po pokryciu ich powierzchni
hydrofilowym polimerem, surfaktantem lub biodegradowalnym kopolimerem, np.
politlenkiem etylenu (PEG), poliksamerem czy polisorbatem 80 (Tween 80) [10].

Lek przenoszony za pomoca nano$nikoéw wychwytywany jest przez komorki,
a nastepnie poddawany endocytozie, ktéra moze by¢ wspomagana fagocytoza lub
pinocytozg. Woéwczas nie nastepuje efekt ,szybkiego wypompowania” niewiel-
kich czasteczek leku z komoérek w wyniku dzialania transblonowej pompy lekowej
(np. P-glikoproteiny), jak ma to miejsce podczas tradycyjnej terapii z uzyciem nie-
zwigzanych czastek. Nanonosniki otaczane s przez blone komérkows i nastepnie
transportowane w okolice pecherzykéw endosomalnych. Dopiero wtedy ma miejsce
uwalnianie chemioterapeutyku, z dala od btony komodrkowej i jej pomp zaleznych
od ATP. Efekt ten wzmacnia oddzialywanie leku z komoérka docelows [11, 12].

Szybko$¢ uwalniania leku z nanonosénika zalezna jest od wielu czynnikéw,
m.in. rozpuszczalno$ci chemioterapeutyku, jego dyfuzji przez matryce nosnika oraz
mozliwosci erozji i degradacji systemu przenoszenia czynnikéw przeciwnowotwo-
rowych. Zasadnicze znaczenie ma metoda wiaczenia leku do ukladu przenoszenia.
Podczas gdy, miedzy powierzchnig nanonosnika a chemioterapeutykiem powstajg
stabe wigzania, wéwczas czynnik przeciwnowotworowy uwalniany jest stosunkowo
szybko. Profil uwalniania chemioterapeutyku z systeméw impregnowanych poli-
merem kontrolowany jest szybkoscig dyfuzji leku przez membrang polimerows.
Dodatkowo, uwalnianie lekéw determinowane jest przez rozmiar no$nika. Mniej-
sze nanono$niki charakteryzujg sie duzym stosunkiem powierzchni wlasciwej do
objetosci oraz kumulacja leku bezposrednio przy lub bardzo blisko powierzchni, co
przyspiesza jego uwalnianie [10].

Nanonosnik usuwany jest z organizmu przez makrofagi systemu siateczkowo-
$rédblonkowego, zazwyczaj nie dluzej niz w przeciagu godziny od podania leku.
Dodatkowe pokrycie nanono$nikéw rozpuszczalnymi polimerami, np. PEG wydluza
cyrkulacje leku w krwi zmniejszajac ich wychwyt przez makrofagi [7].
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Wspomniany system z powodzeniem moze zosta¢ zastosowany w celowanej
terapii przeciwnowotworowej, zgodnie z przestankami literaturowymi przedsta-
wionymi w pierwszej czesci pracy [13] poswigconej tematyce chemicznych pota-
czen nanonosnik-ligand. Niniejsza praca stanowi uzupelniajacg cz¢s¢ chemicznych
aspektow celowanej terapii przeciwnowotworowej, opisujagc metody biokoniugacji
lekéw przeciwnowotworowych do nanono$nikéw, jako finalnego etapu syntezy
ukladu ligand-nanonosnik-lek. Utworzony w ten sposdb nowatorski system dostar-
czania lekow przeciwnowotworowych wydaje sie by¢ najefektywniejsza metoda
terapii, ktora pozwala na selektywny wychwyt komdrek nowotworowych.

1. LEKI W TERAPII CELOWANE]

Aktywno$¢ lekow przeciwnowotworowych silnie zwigzana jest z fazami cyklu
komdrkowego (Rys. 1 [14]). Chemioterapeutyki moga wykazywa¢ wzmozona
aktywno$¢ w stosunku do komoérek nowotworowych bez wzgledu na fazg cyklu
zyciowego (leki nieswoiste) bagdz w jednej, konkretnej lub kilku fazach (leki swo-
iste). Komoérki nowotworowe w fazie spoczynkowej (G,) praktycznie w ogdle nie
reagujg na chemioterapeutyki ze wzgledu na fakt, iz wowczas DNA komorki nie
ulega replikacji. W fazie M cyklu komérkowego ma miejsce podzial komorki, zas
fazy S, G,, G, sktadaja sie na interfaze, w ktdrej nastepuje wzrost komorki. Dzialanie
lekéw przeciwnowotworowych w interfazie zwigzane jest z ograniczeniem replikacji
DNA (faza S) oraz zaburzeniami transkrypcji RNA (fazy S, G,, G,)[14].
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Rysunek 1. Fazy cyklu komérkowego (rysunek wykonany na podstawie [14])
Figure 1. Cell cycle phases (the figure based on [14])

Najczesciej stosowanymi lekami w systemowym leczeniu konwencjonalnym sa:
doksorubicyna [15], paklitaksel [16] oraz leki syntezowane na bazie platyny [17]
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(Rys. 2). Rzadziej podawane sg takie chemioterapeutyki jak: metotreksat [18] czy
heksametylmelamina [19].

C)

D)

oH NHy

Rysunek 2. Chemiczna struktura lekow: (A) paklitaksel, (B) doksorubicyna, (C) cisplatyna, (D) karboplatyna
(rysunki wykonane na podstawie [15-17])

Figure 2. Drug chemical structures: (A) paclitaxel, (B) doxorubicin, (C) cisplatin, (D) carboplatin (figures
based on [15-17])

1.1. PAKLITAKSEL

Paklitaksel nalezy do grupy diterpenoidéw. Jego strukturalna nazwa to:
5[,20-epoksy-1,2a,4,7/3,108,13a-heksahydroksytax-11-en-9-jeden,4,10-dioctan-
2-benzoesan 13-ester z (2R,3S)-N-benzoilo-3-fenyloizoseryna (PTX). Paklitaksel
otrzymuje si¢ w sposdb naturalny. Jest skladnikiem ekstraktu z kory cisu. Zwigzek
jest wysoce lipofilowy i praktycznie nierozpuszczalny w wodzie. Gtéwnie orga-
niczne zwigzki stanowig grupe rozpuszczalnikow paklitakselu: polioksyetylowany
olej rycynowy EL (Cremophor EL), glikole polietylenowe, chloroform, aceton, eta-
nol oraz metanol. Ze wzgledu na fakt, iz paklitaksel wykazuje aktywnos¢ przeciwno-
wotworows, stosowany jest jako lek (Taxol) w postaci roztworu 50% Cremophor EL
i 50% odwodnionego alkoholu. Wtasciwosci lecznicze paklitakselu zwigzane sa
z wystepowaniem w jego strukturze o$mioczlonowego pierscienia taksanowego,
czterocztonowego pierécienia oksetanowego oraz homochiralnego, estrowego tan-
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cucha przy weglu C13. Dodatkowo, dostepna grupa hydroksylowa w pozycji 2 tan-
cucha estrowego polepsza aktywnos¢ terapeutyczng paklitakselu [1, 16].

Paklitaksel wplywa na polimeryzacj¢ dimeréw tubulin bez koniecznosci hydro-
lizy guanozylotrifosforanu (GTP). W wyniku reakcji powstaja stabilne mikrotubule
przy jednoczesnym hamowaniu procesu depolimeryzacji. Paklitaksel wigze si¢
z f-podjednostka tubulin w mikrotubulach gtéwnie przez ugrupowania taksonowe.
Ostatecznie, w wyniku zaburzenia naturalnej, dynamicznej rownowagi pomiedzy
procesami polimeryzacji i depolimeryzacji, ma miejsce $mier¢ komoérek zwigzana
z zahamowaniem podzialéw komoérkowych [1, 2, 16]. Mechanizm dziatania pakli-
takselu schematycznie przedstawia Rys. 3 [1].

Polimeryzacja
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7 Stabilizacja
g e mikrotubuli
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Dimery tubulin Paklitaksel Mikrotubule

N
g
&
g
[0]

\

Depolimeryzacja

Rysunek 3. Mechanizm dziatania paklitakselu (rysunek wykonany na podstawie [1])
Figure 3. Mechanism of paclitaxel action (the figure based on [1])

Paklitaksel zaliczany jest do lekéw wykazujgcych dwufazowg aktywnosé, ponie-
waz wywoluje apoptoze komorek w fazie G, oraz M cyklu komérkowego [1, 20]
(Rys. 1). Stosowany jest w leczeniu rakéw piersi, jajnikow, pluc oraz wielu innych
nowotwordw. Paklitaksel indukuje skutki uboczne, migdzy innymi neurotoksycznos¢
czy nefrotoksycznoé¢. Toksyczno$é leku zwigzana jest ze zbyt duza zawartoscig oleju
rycynowego. W konsekwencji, pacjentom przyjmujacym lek na bazie paklitakselu
podaje sie sterydy oraz redukujace przeciwhistaminy [2, 20]. Obecnie trwaja bada-
nia nad udoskonaleniem terapii z wykorzystaniem paklitakselu, a przede wszystkim
nad zminimalizowaniem skutkéw ubocznych, ktére jej towarzysza. Badania sku-
pione sg na nowych metodach dostarczania leku, ktore jednoczesnie eliminowalyby
potrzebe stosowania polioksyetylowanego oleju rycynowego EL oraz zwigkszaly sta-
bilno$¢ chemioterapeutyku w organizmie. Alternatywa okazuje si¢ by¢ dostarczanie
paklitakselu za pomocg nanonos$nikéw (patrz tekst dalej) [1].
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1.2. ZWIAZKI KOMPLEKSOWE PLATYNY

Zwigzki kompleksowe platyny stanowig obszerng i wazna grupe lekéw stoso-
wanych w tradycyjnej chemioterapii. Najpopularniejsze z nich to: cisplatyna oraz
karboplatyna [21]. Wlasciwosci lecznicze omawianych zwigzkéw wynikajg z ich
specyficznej budowy. W strukturze wystepuja cztery ligandy, dwa z nich odznaczajg
sie charakterem obojetnym, za$ pozostale sg aktywne i muszg znajdowac sie w pozy-
cji cis. Pod wzgledem budowy chemicznej zwiagzki kompleksowe platyny naleza
do czynnikéw alkilujacych. Leki na bazie platyny zaliczane s3 do grupy zwigzkow
o dzialaniu nieswoistym. W konsekwencji ich efektywnos¢ jest niezalezna od fazy
rozwoju komorki nowotworowej [14].

Cisplatyna (DDP) - cis-diaminadichloroplatyna(Il) - jako pierwsza z grupy
analogéw zwigzkow platyny, stosowana byla i jest do tej pory w terapii przeciw-
nowotworowej [17]. Chemioterapeutyk jest $wiattoczuly i ulega dekompozycji
w $rodowisku wodnym ze wzgledu na zmiany polozenia atoméw chloru [22]. DDP
najczesciej do organizmu pacjenta podawana jest droga dozylng w postaci wodnego
roztworu soli. Wprowadzana forma cisplatyny jest nieaktywna, dopiero w orga-
nizmie nastepuje jej uaktywnienie [24].

Wrhasciwie, o mechanizmie dziatania DDP (Rys. 4 [21]) nie wiadomo jeszcze
wszystkiego. Lek wykazuje swoje wlasciwoséci cytotoksyczne poprzez wigzanie
sie z DNA i nastgpnie ingerowanie w naturalng transkrypcje i/lub replikacje nici
kwasu nukleinowego [17]. Aktywna forma DDP powstaje w organizmie pacjenta
poprzez podstawienie jednego anionu chlorkowego czasteczka wody. Proces ten
jest mozliwy poprzez warunki panujgce w organizmie (niski poziom stezenia chlor-
kow ok. 100 mM w komorce). Utworzone kationowe kompleksy wigzg sie z DNA,
a dokladniej z pozycja N7 zasady purynowej — guaniny badZ w mniejszym stopniu
adeniny. Powstajace wigzania poprzeczne znajduja si¢ zaréwno w obrebie jednej, jak
i obu nici DNA. Takie polgczenia gwarantujg aktywnos¢ przeciwnowotworowa leku
[21]. Powoduja wywijanie, zawijanie i zaginanie nici. Ograniczaja wewnatrzkomor-
kowe procesy, jak replikacje, transkrypcje oraz naprawe DNA, co w konsekwencji
wywoluje zahamowanie podziatéw i $mier¢ komérki nowotworowej [21, 25]. Wia-
$ciwosci cytotoksyczne wzmagane s3 poprzez wigzanie cisplatyny (przed wniknie-
ciem do komorki) m.in. z fosfolipidami wystepujacymi w blonie komérkowej [17].
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Rysunek 4.  Mechanizm dziatania DDP (rysunek wykonany na podstawie [21])
Figure 4. Mechanism of DDP action (the figure based on [21])
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W szerokim zakresie DDP stosowana jest w leczeniu raka pluc, jajnikéw, jader,
pecherza moczowego oraz nerek [17]. Jednakze DDP nie jest lekiem selektywnym,
przez co uszkadza takze zdrowe tkanki. Toksycznie wplywa na komorki nerek,
ukladu nerwowego i narzad stuchu. Dodatkowo powoduje problemy zofadkowe
oraz niewydolno$¢ krazenia [22, 24].

Karboplatyna (cis-diamina-[1,1-cyklobutandikarboksylato] platyna(II)) jest
jednym z analogéw cisplatyny. W swojej strukturze chemicznej zawiera ligandy
tworzace pierscien chelatowy, ktory nadaje duzg stabilnos¢ zwigzku. Charakteryzuje
sie stabym powinowactwem do biatek. Karboksylanowy ligand w strukturze leku
zwieksza jego rozpuszczalno$¢ w wodzie, co umozliwia fatwe przenikanie leku przez
barier¢ krew-mozg. Chemioterapeutyk wwigkszos$ciusuwanyjestzorganizmurazem
z moczem w niezmienionej postaci. Karboplatyna wykazuje mniejsza skutecznosé
dzialania niz cisplatyna w stosunku do guzéw mozgu, rakéw glowy i szyi, przetyku
oraz biataczek i chfoniakéw. Z kolei efektywnos¢ lekow jest zblizona w leczeniu raka
pluc czy jajnikéw [17]. Mechanizm dzialania leku na DNA jest praktycznie taki sam,
jak w przypadku cisplatyny. Reakcja z zastosowaniem karboplatyny jest wolniejsza
(ok. 10-krotnie) i wymaga zdecydowanie wigkszego stezenia (20-40 razy wigksze)
[21]. Okazuje sie, ze karboplatyna jest lepiej tolerowana przez nerki oraz ukfad ner-
wowy niz cisplatyna. Powoduje wystepowanie nudnosci i wymiotéw o mniejszym
nasileniu, w konsekwencji polepsza komfort zycia pacjentéw. Najprawdopodobniej,
mniejsza toksycznos$¢ zwigzana jest z bardziej stabilnymi grupami opuszczajacymi
niz jony chlorkowe wystepujace w strukturze DDP [17, 21].

Oproécz karboplatyny, znanych jest wiecej analogéw cisplatyny o dziataniu cyto-
toksycznym. Jednakze, cisplatyna i karboplatyna, sg najczesciej wykorzystywane we
wspotczesnej onkologii z calej gamy zwigzkéw platynowych wykazujgcych aktyw-
no$¢ przeciwnowotworows [17].

1.3. DOKSORUBICYNA

Doksorubicyna ((75,95)-7-[(2R,4S,5S,65)-4-amino-5-hydroksy-6-metylook-
san-2-yl]oksy-6,9,11-trihydroksy-9-(2-hydroksyacetyl)-4-metoksy-8,10-dihy-
dro-7H-tertraceno-5,12 dion)) (DOX) zaliczana jest do grupy antybiotykow
antracyklicznych. W strukturze chemicznej DOX mozna wyr6zni¢ dwa gtéwne
ugrupowania: aglikonowe oraz cukrowe (tzw. daunozamina). Ugrupowanie agliko-
nowe sklada si¢ z czterech pierscieni oznaczonych odpowiednio: A, B, CiD (Rys. 2).
Cukier (3-amino-2,3,6-trideoksy-L-fukozyl) polaczony jest z pierScieniem A wigza-
niem glikozydowym [15]. Czteropierscieniowa struktura jest charakterystyczna dla
rodziny zwiazkow antracyklin i powoduje ich zabarwienie w $rodowisku wodnym,
np. DOX barwi si¢ na czerwono. W warunkach fizjologicznych cze$¢ czasteczek
leku ulega dysocjacji, za$ okolo polowa pozostaje neutralna. Jednakze tylko niezyd-
socjowane czgsteczki chemioterapeutyku wnikaja do komorek w ramach dyfuzji
pasywnej. Badania in vitro udowodnily znaczny wplyw wewnatrz- oraz zewnatrz-
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komodrkowego pH na wychwyt i dystrybucje antybiotykéw antracyklicznych [26].
Doksorubicyna nalezy do grupy lekéw najskuteczniej i najefektywniej dziatajacych
w fazie S cyklu komdrkowego [14, 27]. Dodatkowo jej najwieksza aktywnos$¢ ma
miejsce podczas monoterapii, czyli zaraz po zdiagnozowaniu nowotworu [27].

(o]
NAD(P)H + H* o
o 0, —— H)0,
NAD(P)"
o

Rysunek 5. Jednoelektrodowy cykl redoks antracyklin (rysunek wykonany na podstawie [15])
Figure 5. One-electron redox cycling of anthracyclines (the figure based on [15])

Antracykliny, w tym DOX, sg wysoce aktywnymi czgsteczkami, ktore wykazuja
duze powinowactwo do DNA. Mechanizm dzialania omawianej grupy lekow polega
na interkalacji czasteczki leku pomiedzy sasiadujace zasady podwojnej helisy DNA
[9, 26, 27]. Zwigzanie chemioterapeutyku powoduje odsunigcie od siebie zasad
oraz lokalne skrecenie helisy DNA w kierunku odwrotnym do pierwotnego [26].
W konsekwencji nastepuje uposledzenie naprawy DNA, ograniczenie syntezy DNA
i RNA oraz zahamowanie aktywnoéci wielu enzymdéw komoérkowych. Zahamowa-
nie aktywno$ci topolimerazy II inicjuje $mier¢ komorki [15, 26, 27]. Antracykliny
powoduja przerwanie nici DNA w wyniki powstawania wolnych rodnikéw, gene-
rowanych podczas jednoelektronowego podstawienia do grupy chininowej (,,piers-
cien C”) (Rys. 5 [15]). Proces wspomagany jest przez oksydoreduktazy. Semirod-
niki redukuja tlen do reaktywnej formy O, ktéra nastepnie tworzy H,O,. Podczas
cyklu nastepuje rozerwanie wigzania pomiedzy ,,pierscieniem A” a daunozaming.
Semirodniki wywoluja zahamowanie aktywnosci enzyméw oddechowych w mito-
chondriach i utlenianie blony lipidowej [15, 27]. W cyklu redoks DOX ma miejsce
uwolnienie Zelaza z zapaséw wewnatrzkomorkowych. Wowczas tworzy si¢ uktad
lek-zelazo, ktéry zamienia O; oraz H,O, w silniej dzialajacg forme "*OH [15]. Tak
generowane uszkodzenie blon komoérkowych odgrywa zasadniczg role w mecha-
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nizmie aktywnosci chemioterapeutykéw z rodziny antracyklin w stosunku do
komdrek nowotworowych [15], jest jednak takze przyczyna toksycznoséci lekow z tej
grupy [14].

Doksorubicyna stosowana jest najczesciej w leczeniu raka piersi, pluc, jajnikow,
pecherza moczowego, kosci, réznych nowotworéw wieku dziecigcego, migsakow
tkanek miekkich, chtoniakdéw oraz biataczek [15, 26]. Gléwnymi skutkami ubocz-
nymi DOX sg kardiotoksycznos¢ i depresja szpiku [2].

2. POLACZENIA NANONOSNIK-LEK

Leki w celowanej terapii przeciwnowotworowej moga by¢ gromadzone zaréwno
na zewnatrz jak i we wnetrzu otwartych nanono$nikéw (Rys. 6 [6]), w sposdb nie-
specyficzny (np. adsorpcja) lub kowalencyjny [6].

Lek moze zosta¢ ,wlaczony” do nanonosnika podczas syntezy nosnika badz po
jego uformowaniu. Gromadzenie chemioterapeutyku uzaleznione jest od rozpusz-
czalno$ci leku w substancji pomocniczej matrycy, masy czasteczkowej, oddziatywan
lek-nanonosénik, rodzaju wystepowania grup funkcyjnych na powierzchni nano-
no$nikéw [10]. Material, z ktérego zbudowany jest nanonosnik powinien charak-
teryzowac si¢ biernoscig chemiczng oraz duza czystoscia, co zapewni optymalne
warunki kontrolowanego dostarczania leku [3].
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Rysunek 6.  Przylaczenie leku do powierzchni no$nika oraz umieszczenie go wewnatrz (rysunek wykonany na
podstawie [6])
Figure 6. The drug conjugation to surface of a carrier and an entrapment process (the figure based on [6])

Bardzo czesto nanonosniki poddawane sg wstepnej modyfikacji przed wpro-
wadzeniem na ich powierzchni¢ chemioterapeutykéw. Najpopularniejsza funk-
cjonalizacja obejmuje zastosowanie polimeréw. Kilka naturalnych i syntetycznych
polimeréw strukturalnie liniowych badz zwinietych stosowanych jest w praktyce
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medycznej, m.in.: glikol polietylenowy (PEG), kopolimer N-(2-hydroksypropylo)-
metakryloamid (HPMA), kopolimer polistyrenu z bezwodnikiem maleinowym,
poli-L-kwas glutaminowy (PG) oraz kwas poli(D,L-mlekowy-ko-glikolowy) (PLGA)
[3]. Biokoniugacja leku z polimerem ma na celu poza ogdlnym polepszeniem dzia-
tania, wydluzenie cyrkulacji chemioterapeutyku w obiegu krwiono$nym oraz jego
trwale i kontrolowane uwalnianie w $cisle okreslonym miejscu [7, 9, 28, 29]. Dodat-
kowymi atutami tego polaczenia jest biodegradowalna natura polimeréw, ktéra
w przypadku PLGA umozliwia degradacje nanono$nikéw do form kwasu mleko-
wego oraz glikolowego, ktére nie wykazuja wlasciwosci toksycznych dla organizmu
[28]. Najpopularniejszy sposrod wymienionych polimeréw to PEG, ktéry charakte-
ryzuje si¢ duzg rozpuszczalnoscia w wodzie. Zastosowanie PEG w medycynie jest
bezpieczne, ze wzgledu na jego cechy, mianowicie: biodegradowalno$¢, minimalng
toksyczno$¢ oraz kontrolowane wlasciwosci mechaniczne [5, 7]. Polimery z jednej
strony polepszaja akumulacje leku w okreslonym miejscu, jednak stwarzajg bariere
sferyczng pomigdzy nanono$nikiem a komoérka nowotworowa, co utrudnia wychwyt
wewnatrzkomodrkowy [9].

2.1. LEK WEWNATRZ NANONOSNIKA

Wewnetrzne $ciany nanonosnikéw (np. CNTs) w przeciwienstwie do zewnetrz-
nych charakteryzuja sie wieksza energig oddzialywania w stosunku do adsorbowa-
nych molekut (wplyw krzywizny). W zwigzku z tym czasteczka leku przenoszona
w $rodku nanonosénika izolowana jest od wplywu otaczajacego srodowiska i jed-
noczes$nie chroniona przed przedwczesng aktywacja i procesem degradacji. Unie-
mozliwione jest wowczas oddzialywanie chemioterapeutyku ze zdrowymi tkankami
(30, 31].

Chemioterapeutyk moze zosta¢é wprowadzony do wnetrza nanonosnika za
pomocg nanoekstracji i nanokondensacji (Rys. 7 [32]). Wéwczas nosnik staje si¢
tzw. ,nanokontenerem” [19, 31].

Nanoekstracja standardowo prowadzona jest z fazy cieklej i w temperaturze
pokojowej. Idea opiera si¢ na odpowiednim doborze rozpuszczalnika wzgledem
wprowadzanej czasteczki. ,Gos¢” powinien wykazywac¢ stabe powinowactwo do
rozpuszczalnika oraz zdecydowanie wieksze do nanonos$nika. Staba rozpuszczalnosé
wprowadzanych molekut w rozpuszczalniku umozliwia ich ,zawieszenie” w fazie
cieklej i stopniowa dyfuzje do wnetrza nosnika [32].

Nanokondensacja, podobnie jak proces nanoekstrakcji, prowadzona jest
w fazie cieklej w temperaturze pokojowej. Jest stosunkowo prosta i szybka. W tym
przypadku wprowadzane czasteczki musza charakteryzowaé sie jednoczesnie
wysokim powinowactwem do rozpuszczalnika oraz nanonosénika. Ogolna zasada
nanokondensacji polega na adsorpcji czasteczek rozpuszczalnika na wewnetrznych
i zewnetrznych $cianach nosnika. Czasteczki ,,go$cia” przenikajg przez utworzona,
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cienkg warstwe i wigza si¢ ze $ciang nosnika w najkorzystniejszym energetycznie
miejscu poprzez oddziatywania van der Waalsa [32].
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Rysunek 7. Nanoekstrakcja, nanokondensacja (rysunek wykonany na podstawie [32])
Figure 7. Nanoextraction, nanocondensation (the figure based on [32])

W zaleznosci od $rednicy nanonosnikéw, wprowadzane czgsteczki moga ukla-
da¢ si¢ m.in. w pojedyncze badz podwdjne tancuchy lub tworzy¢ faze o utozeniu
zygzakowatym [32].

Metoda nanoekstrakeji zostata niedawno szczegdétowo opisana [19]. Proces pole-
gal na umieszczeniu leku przeciwnowotworowego — heksametylmelaminy (HMM)
wewnatrz CNTs. Umieszczono takie C,, jako zamkniecie otwartych zakonczen
CNTs. Proces nanoekstracji poprzedzony byl potraktowaniem CNTs mieszaning
kwaséw (HNO,, H,SO,). Pozwolilo to na otwarcie CNTs oraz wytworzenie ugru-
powan karboksylowych, ktére stanowily bariere ,wejscia” dla innych czasteczek.
Autorzy udowodnili, iz tak przygotowane CNTs s3 odpowiednimi kandydatami do
bycia no$nikami lek6éw. Stabilna struktura CNTs oraz C, chronity lek. Dodatkowo
dobdr odpowiednich komponentéw uszczelniajacych nanorurke pozwolit na kon-
trolowane uwalnianie leku z jej wnetrza [19].
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Tripisciano i wspélpracownicy [33] w swojej pracy zaprezentowali uklad jed-
nosciennych nanorurek weglowych (SWCNTs) wypelnionych cisplatyna stosowany
w badaniach raka prostaty. Wstepna faza przygotowywania ukladu obejmowata
otwarcie struktury SWCNTs poprzez zastosowanie mieszaniny HNO,:H SO, (1:2).
Lek wprowadzano do wnetrza przygotowanych SWCNTs metodg nanokondensacji
kapilarnej. Materiat weglowy rozproszono w roztworze dimetyloformamidu (DMF)
z DDP. DMF z ukladu po reakgji zostal usuniety za pomocg mieszaniny acetonu
z metanolem, za$ pozostalosci DDP na zewnetrznej powierzchni SWCNTs odmyto
woda. Nanorurki weglowe ograniczyly wytracanie si¢ leku w srodowisku wodnym
oraz zminimalizowaly jego degradacj¢. Obecnos¢ cisplatyny w nanorukach weglo-
wych potwierdzity badania, m.in. FTIR, spektroskopii Ramana, HR-TEM oraz
EDX. Autorzy przeprowadzili analizy oceniajace wplyw réznych stezen ,wolnego”
leku oraz cisplatyny wewnatrz nanonosnika na zywotnos¢ komorek nowotworo-
wych. Zaobserwowano wprost proporcjonalng zaleznos¢ niszczenia chorych tkanek
wraz ze wzrostem zawartosci no$nika SWCNTs-DDP. Dodatkowo, wyzsze stezenie
SWCNTs-DDP wywierato tak samo silny wplyw na komoérki nowotworowe jak
»wolny” lek, przy czym nowatorski uklad powodowat mniej skutkéw ubocznych.
W innej pracy Tripisciano i wspotpracownicy [34] wykorzystali takze metode
nanokondensacji kapilarnej, tym razem do napelnienia wielo$ciennych nanorurek
weglowych (MWCNTs) réwniez cisplatyna. Metodyka uwewnetrznienia chemiote-
rapeutyku w strukturze MWCNTs byla taka sama jak dla SWCNTs. Jedyna réznica
polegala na zmianie czynnika oczyszczajacego i otwierajacego nanorurki. Mianowi-
cie w przypadku wielo$ciennych nanonorurek weglowych zastosowano 12 M HCL
Wykorzystanie takiej samej metodyki wypelnienia materiatéw weglowych charak-
teryzujacych sie odmienng ilo$cia $cian skutkuje inng efektywnoscig przenoszenia
czasteczek leku, zgodnie z wynikami zamieszczonymi w Tabeli 1.

Tabela 1. Efektywnos¢ dostarczania DDP przez SWCNTs [33] oraz MWCNTSs [34]
Table 1. Effectiveness of DDP delivery by SWCNTs [33] and MWCNTs [34]

SWCNTs MWCNTs
Tlo$¢ leku wewnatrz CNTs 21 pg/100 pug CNTs 13,6 ug/100 ng CNTs
Tlos¢ uwolnionego leku 68% 95%
Szybkos$¢ uwalniania leku Wolniej Szybciej
glz;(ss, yligal;;(z):ir: “rrlljistqpilo uwolnienie 72 h 48h

Praktycznie cala ilo$¢ zgromadzonego leku w MWCNTs jest uwalniania, co
wedlug autoréw moze $wiadczy¢ o ochronie struktury chemioterapeutyku. Praw-
dopodobnie w systemie DDP-MWCNTs nie wystepuja wzajemne oddziatywania,
ktére moga mie¢ miejsce dla ukladu DDP-SWCNTs i powodowaé dezaktywacje
leku. Wspomniane oddziatywania wynikajg z obecno$ci wewnatrz CNTs grup funk-
cyjnych, ktore powstaly w wyniku traktowania SWCNTs czynnikiem utleniajacym
(HNO,:H,SO,) i nie zostaty dostatecznie usunigte. W konsekwencji mimo wigkszej
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zawarto$ci DDP zgromadzonej wewnatrz SWCNTs niz w MWCNTS, zostata uwol-
niona mniejsza ilo$¢ leku.

DDP wprowadzona zostala do wnetrza nanoczastki otoczonej kopolimerem
przez grupe badawcza Gryparis [35]. Uklad zastosowano przeciwko nowotworowi
prostaty. Lek zachowywal swojg aktywnos¢ po wprowadzeniu do nosénika. Selek-
tywne dostarczanie DDP przez nanoczastki do komorek nowotworowych pozwolito
na uzyskanie lepszego efektu terapeutycznego w poréwnaniu do stosowania wod-
nego roztworu DDP w tradycyjnej terapii. Uzyskany system okazal si¢ bezpieczny.
Cisplatyna z powodzeniem wprowadzana jest takze do innych nanono$nikéw: miceli
polimerowych [36, 37] czy liposoméw [38, 39]. Badania in vivo oraz in vitro skiero-
wano przeciwko réznym typom linii nowotworowych: chloniaka (J6456) [38], jelita
grubego (C26) [38, 39], pluc [39], zotadka (MKN 45) [37]. Prace jednoznacznie
potwierdzajg, ze enkapsulacja DDP wewngtrz nanono$nikéw polepsza aktywno$é
leku i zmniejsza skutki uboczne, poprzez lokalne uwalnianie odpowiedniej dawki
w chorych komoérkach [36-39].

Grupa badawcza Hampela umiescita karboplatyne we wnetrzu nanorurek
weglowych [40]. Po otwarciu nanonoénika lek zostal wprowadzony tzw. metoda
»mokrg”. Wyniki uzyskane z EELS oraz XPS wskazywaly na calkowite zachowanie
struktury karboplatyny. Cytotoksyczno$¢ nosnika wypelnionego lekiem analizo-
wano testem Zywotno$ci. Karboplatyna hamowata wzrost komoérek nowotworo-
wych krwi. Praca potwierdza skuteczno$¢ stosowania nanorurek weglowych, jako
nanono$nikéw chemioterapeutykow [40]. Wprowadzenie doksorubicyny do wne-
trza nanoczastek o $rednicy 100 nm przedstawita grupa Mitra [41]. Dodatkowo, lek
sprzezono z dekstranem, w celu zmniejszenia skutkéw ubocznych wywolywanych
przez DOX. Uklad przenoszenia leku nanoczastka-DOX uzyskano metoda odwroé-
conej mikroemulsji. Powierzchnia systemu pokryta byta polisacharydem - chito-
zanem, zwickszajacym hydrofilowos¢ nosnika. Autorzy [41] udowodnili nie tylko
minimalizacj¢ toksycznych skutkow, ale takze polepszenie efektu terapeutycznego
chemioterapeutyku w nanoczastce w stosunku do ,wolnej” doksorubicyny. Zaob-
serwowano in vivo zmniejszenie si¢ objetosci guza po 4 tygodniach stosowania
ukladu nanoczastka-DOX, co nie bylo widoczne podczas terapii z wykorzystaniem
tylko leku. Dodatkowo, czas obiegu doksorubicyny w krwi oraz ilo$¢ jej akumulacji
w komorce nowotworowej ulegly polepszeniu.

Lince [42] oraz Park [43] takze opisali proces umieszczenia doksorubicyny
wewnatrz nanoczgsteczek. Lince [42] opisal nanoczgstki syntezowane na bazie
biodegradowalnego i biokompatybilnego kopolimeru. Zastosowanie nanono$nika
polimerowego wywolato polepszenie aktywnos$ci leku umieszczonego wewnatrz
oraz minimalizacj¢ jego mozliwych skutkéw ubocznych. W zwiazku z tym zwigk-
szyl sie komfort zycia pacjentéw poddanych tej terapii. Park [43] podobnie jak Lince
[42] przedstawil umieszczenie doksorubicyny wewnatrz nanoczastki polimerowej
z dodatkowg warstwg zlota (Rys. 8 [43]). Uzyskano interesujacy uklad, mianowicie
DOX wewnatrz nanoczastki otoczonej PLGA i warstwg Au, laczacy w sobie tra-
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dycyjna chemioterapie i fototerapig. Jego skutecznos¢ zbadano wzgledem komorek
nowotworowych szyjki macicy. Nowatorska terapia charakteryzowala si¢ wysoka
efektywnos$cia terapeutyczng oraz stosunkowo krotkim czasem leczenia. System
DOX-PLGA-Au selektywnie dostarczal nie tylko lek do komoérki nowotworowej,
ale takze powodowatl wzrost temperatury, ktory wzmagal niszczenie chorych tka-
nek. Cieplo generowane bylo w wyniku absorpcji promieniowania NIR przez nano-
czastki zlota.

warstwa Au

Rysunek 8.  Schematyczny diagram DOX-PLGA-Au (rysunek wykonany na podstawie [43])
Figure 8. Schematic diagram of DOX-PLGA-Au (the figure based on [43])

Dokosorubicyna w terapii przeciwnowotworowej z powodzeniem byla réwniez
stosowana wewnatrz liposoméw przez m.in. Matsumura [44] oraz Gabizon [45]
oraz miceli przez Kataoka [46].

Paklitaksel takze moze zosta¢ z powodzeniem wprowadzony do wnetrza nano-
no$nikow. Koziara i inni [47] zastosowali paklitaksel wewnatrz nanoczastki w bada-
niach in vitro z uzyciem dwdch linii pochodzacych z guzéw moézgu U-118 oraz
HCT-15. Udowodniono zwigkszenie aktywnosci cytotoksycznej chemioterapeutyku
oraz ograniczenie dzialania transblonowej pompy lekowej, co pozwolito na polep-
szenie wychwytu leku przez komorki nowotworowe. Uzyskany system przenoszenia
PXL doskonale przenikatl przez bariere krew-mozg, ktdra nastrecza wiele trudnosci
w tradycyjnej terapii. Analiza ukladu PXL-nanoczastka potwierdzita stabilizacje
struktury leku. Z kolei autorzy Ruan i Feng [48] dodatkowo udowodnili, ze uwalnia-
nie paklitakselu z nanoczgstki utatwione jest poprzez pokrycie powierzchni nano-
nosnika kopolimerem PLA-PEG-PLA. Hydrofilowe ugrupowania PEG wewnatrz
hydrofobowych segmentéw PLA prawdopodobnie odpowiedzialne sg za polepsze-
nie uwolnienia chemioterapeutyku z nanoczastki [48]. Skutecznos¢ i efektywnos¢
umieszczenia paklitakselu wewnatrz nanoczastki polimerowej potwierdzil takze
Fonseca wraz ze wspotpracownikami [49].

Paklitaksel z powodzeniem przenoszony jest takze wewngtrz miceli polimero-
wych. Grupa badawcza Hamaguchi [50] zaprezentowata nowg forme PXL, miano-
wicie - NK105, czyli lek przenoszony w miceli (Rys. 9 [50]).
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PEG powtoka
zewnetrzna
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Rysunek 9.  Schematyczna struktura NK105 (rysunek wykonany na podstawie [50])
Figure 9. Schematic structure of NK105 (the figure based on [50])

Wprowadzenie NK105 do organizmu odbywato si¢ bez dodatku Cremophor
EL oraz etanolu, co jest nieuniknione w tradycyjnym leczeniu. Nowa forma chemio-
terapeutyku wykazywala podobne kliniczne korzysci do wczesniej stosowanych.
Jednakze jej zdecydowang zaleta okazala si¢ mniejsza toksyczno$¢ wywolywana
w obwodowym ukfadzie nerwowym oraz zdecydowanie mocniejsza aktywnosé
polepszajaca efekt EPR [50]. Podobne umieszczenie paklitakselu wewnatrz miceli
polimerowej w postaci Genexol-PM zaprezentowala grupa badawcza Kima [51],
ktdra potwierdzila skuteczno$é nowej formy.

2.2. LEK NA ZEWNATRZ NANONOSNIKA

Powszechnym sposobem dostarczania chemioterapeutykéw jest chemiczne
badz fizyczne przytaczenie/gromadzenie leku na zewnetrznej powierzchni nano-
no$nika wykorzystujace jego wlasciwosci chemiczne oraz duzg powierzchnie [31].
Czasteczka leku moze by¢ sprzegana z grupami funkcyjnymi nanonosénika lub poli-
merem otaczajagcym nanonos$nik za pomoca wigzan kowalencyjnych tworzacych
grupy: estrowe, amidowe, N-acetylohydrazonu. Polgczenia te powinny odznaczaé
sie niska trwaloscig, pozwalajaca na uwolnienie chemioterapeutyku [52]. Dodat-
kowo wigzanie no$nik-lek powinno charakteryzowac sie wrazliwoscig na pH, kto-
rego warto$¢ musi by¢ nieznacznie wieksza (o 0,5-1 jednostke) niz pH panujace
w przecietnych tkankach i krwi [12]. Leki o strukturze plaskiej i aromatycznej moga
by¢ takze adsorbowane na odpowiednio przygotowanej powierzchni nanonosnika,
najczesciej w wyniku oddzialywan -7 [52].

2.2.1. Grupa estrowa

Wigzanie estrowe tworzone pomiedzy doksorubicyng a nanono$nikiem zazwy-
czaj osiggane jest w wyniku biokoniugacji pierwszorzedowej grupy hydroksylowej
(-C=0CH,OH) chemioterapeutyku z grupa karboksylowg znajdujaca sie na zakon-
czeniach polimeru, np. PLGA otaczajacego nanonosnik (Rys. 10 [28]) badZ pomig-
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dzy grupg aminowg DOX a hydroksylowa PLGA (Rys. 11 [29]). W pierwszym
przypadku proces zachodzi w obecnosci PyBroP/DMAP. Podczas reakcji pierwszo-
rzedowa amina ugrupowania cukrowego w DOX chroniona jest przez Fmoc-Osu,
a nastepnie odbezpieczana [28]. Z kolei druga mozliwos¢ polega na reakcji pierw-
szorzedowej aminy w czasteczce leku z terminalna grupa hydroksylowa w PLGA
uprzednio poddang aktywacji chloromréwczanem p-nitrofenylu [29].

Fmoc-OSu, DMF

3h, 88%

NH
OH #

PLGA5005,PyBroP
DMAP,TEA, CH ,Cl,, 15h

NHFmoc
OH

NH,

OH

Rysunek 10. Schemat reakcji tworzenia wigzania estrowego DOX-PLGA (rysunek wykonany na podstawie
(28])
Figure 10. The scheme of the formation of ester bound DOX-PLGA (the figure based on [28])

Yoo i wspdtpracownicy w swoich pracach [28, 29] opisywali tworzenie wigza-
nia estrowego pomiedzy doksorubicyna a PLGA na nanono$niku. Oddzialywanie
byto generowane odpowiednio miedzy grupami hydroksylowa-karboksylowa [28]
oraz aminowg-hydroksylowa [29]. Nowoczesne systemy dostarczania leku prze-
badano zaréwno in vivo jak i in vitro na linii komérek nowotworowych HepG2.
Wykazano, iz w obydwu przypadkach, lek polaczony chemicznie z PLGA byl lepiej
wychwytywany przez chore tkanki, w poréwnaniu do chemioterapeutyku, ktéry
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byl umieszczony wewnatrz nanoczastki dekorowanej PLGA. Dodatkowo, przy-
aczenie doksorubicyny wigzaniem estrowym z polimerem charakteryzowalo sie
wigkszg pojemnoscig wzgledem leku. Chemicznie zwigzana DOX uwalniana byta
w sposob ciagly przez ponad miesigc, podczas gdy niezwigzany chemioterapeutyk
- w przeciggu ok. 5 dni (czyli znacznie szybciej) [28, 29]. Autorzy wykazali propor-
cjonalng zalezno$¢ szybkosci uwalniania leku z nanono$nika od masy czasteczkowe;j
polimeru pokrywajacego jego powierzchni¢. W badaniach in vivo, doksorubicyna
przenoszona za pomocg jedynie nosnika, podana jednorazowo wykazata zblizona
aktywno$¢ do ,wolnego” leku podawanego przez caly dzien [28].

o (|:H3
OZNOO_ﬁ_CI + HO | _CH o~
o
)
o) CH, o) CH,
Pirydyna, CHCl, O,N o—c—o l o OH
| o o
0
(o] n (o]

CH,

=0

(2]

I
[0}
n

CH,

OH

n (o)

Rysunek 11. Schemat reakcji tworzenia wigzania estrowego DOX-PLGA (rysunek wykonany na podstawie
(29])
Figure 11. The scheme of the formation of ester bound DOX-PLGA (the figure based on [29])

Inne leki przeciwnowotworowe, np. paklitaksel, rowniez moga oddziatywac
z nanonosnikiem poprzez wigzanie estrowe. Li i wspotpracownicy [53] przylaczyli
paklitaksel wigzaniem estrowym do powierzchni polimerowego nosnika otoczo-
nego poli-L-kwasem glutaminowym (PG). Zaobserwowano in vivo wzrost aktyw-
noéci terapeutycznej leku w stosunku do raka jajnika typu OCa-1, w poréwnaniu do
tradycyjnej terapii bazujgcej na podawaniu ,,zwyktego” PTX. Dodatkowo, stezenie
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uwalnianego chemioterapeutyku z nanoczastki pozostawalo wzglednie state w cho-
rych tkankach: 489, 949 oraz 552 ng/g podczas dozowania odpowiednio w czasie
5,48 i 144 h. Autorzy udowodnili, ze polaczenie PG-PTX wykazuje mniejszg tok-
syczno$¢ niz PTX. Wzrost aktywnosci nowatorskiego ukladu zwigzany jest z jego
lepszym wychwytem przez komoérki nowotworowe oraz dluzszym czasem biody-
strybucji poprzez poprawienie efektu EPR. Rezultat ten sugeruje, ze zastosowanie
labilnego wigzania estrowego pomiedzy no$nikiem polimerowym a chemiotera-
peutykiem jest uzyteczna metodg do projektowania nowatorskich systeméw dostar-
czania lekéw. Taki sam sposob laczenia paklitakselu z nosnikiem polimerowym
zastosowalta rowniez grupa badawcza Milasa [54], ktéra potwierdzita skutecznos¢
metody.

2.2.2. Grupa N-acetylohydrazonu

Grupa N-acetylohydrazonu tworzona jest w wyniku sprzezenia grupy aldehy-
dowej z hydrazydowa. Takie polaczenie pomigdzy nanonosnikiem a lekiem wyka-
zuje zwigkszony poziom cytotoksycznosci w stosunku do niektdrych linii komoérek
nowotworowych [55]. Doksorubicyna zawiera w swojej strukturze ugrupowanie
aldehydowe pozwalajace na faczenie leku z terminalnymi grupami hydrazydowymi
znajdujacymi si¢ na powierzchni odpowiednio przygotowanych nanono$nikéw.
Najczesciej grupy hydrazydowe pochodza od polimerdéw otaczajacych noéniki [56],
np. poli(allil glicydylu eter) [57] (Rys. 12 [57]), poli(tlenek etylenu)-polilaktyd [58],
poli(tlenek etylenu)-poli(allil glicydylu eter) (PEO-PAGE) [56], HPMA [55].
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Rysunek 12.  Schemat reakcji tworzenia grupy N-acetylohydrazonu DOX-polimer (rysunek wykonany na pod-
stawie [57])

Figure 12.  The scheme of the formation of acethyl-hydrazone group DOX-polimer (the figure based on
[571)
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Reakcja sprzegania leku z nanonosnikiem powinna by¢ przeprowadzana
w obecnosci buforu (np. octanowego [57], fosforanowego [56]) lub w warunkach
bezwodnych, (np. mieszanina dimetylsulfoksydu z metanolem [57], DMSO/AcOH
z dodatkiem bezwodnego siarczanu sodu [56]). Proces jest katalizowany kwasami,
co pozwala na uzyskanie wiekszej wydajnosci polaczenia [57]. Uzyskane wigzanie
jest nieaktywne w $rednio kwasnym srodowisku. Cecha ta stanowi atut polaczenia,
gdyz wzmaga selektywnos¢ uwalniania chemioterapeutyku w guzie, gdzie panuje
nizsze pH niz w osoczu krwi. Niska warto$¢ pH w komérkach nowotworowych
wywolana jest ich niedotlenieniem [57].

Uklad micelarny na bazie amfifilowego, diblokowego kopolimeru zawieraja-
cego hydrofilowy politlenek etylenu i blok hydrofobowy zawierajacy DOX zapro-
ponowany przez Vetvicka i wspolpracownikow [57] wykazywal 20 razy mniejsza
toksycznos¢ niz ,wolny” lek oraz wydtuzony czas cyrkulacji w obiegu krwiono$nym.
W stosunku do komdrek chloniaka typu EL-4 T zaobserwowano obiecujacg aktyw-
no$¢ terapeutyczng. Mianowicie, 75% myszy ulegta calkowitemu wyleczeniu. Dodat-
kowo, traktowanie myszy systemem micelarnym wywotato specyficzng odpornos¢
na powstawanie komorek nowotworowych [57].

Hruby iinni [56] opisali tworzenie grupy N-acetylohydrazonu pomiedzy dokso-
rubicyng a no$nikiem micelarnym dekorowanym PEO-PAGE. Autorzy wykazali, ze
lek uwalniany jest szybciej z nanonoénika przy pH odpowiadajacym pH w endoso-
mach (pH 5,0) niz przy pH osocza krwi (pH 7,4). Prawdopodobnie, efekt ten zwig-
zany jest z przesunieciem réwnowagi pomi¢dzy wolnymi czgsteczkami DOX a zwig-
zanymi z no$nikiem w kierunku uwalniania leku w pH 5,0 niz pH 7,4. Wieksza ilo$¢
wolnych molekul DOX przy pH 5,0 wywolana jest wzrostem stopnia protonizacji
ugrupowan aminowych i hydrazydowych kopolimeru. Yoo wraz z innymi [58] takze
zaprezentowali opisywany typ wigzania pomiedzy doksorubicyna a micelg polime-
rowa uzyskang na bazie poli(L-kwasu mlekowego) (PLA) oraz metoksy-glikolu
polietylenowego (mPEG). Lek zostal przytaczony do terminalnych grup PLLA-PEG
aktywowanych wstepnie hydrazyna tworzacg ugrupowanie hydrazydowe na no$niku
reagujgcym nastepnie z grupami hydroksylowymi doksorubicyny. Autorzy wysuneli
hipoteze stwierdzajacg, ze doksorubicyna polaczona wigzaniem charakteryzujacym
sie malg trwatoscia w kwasnym srodowisku, szybko dostarczana jest do wnetrza
komérek nowotworowych poprzez mechanizm endocytozy i tam uwalniana dziala
silnie cytotoksycznie [58].

Leki na bazie platyny, podobnie jak doksorubicyna wykazujg strukturalne
wlasciwosci umozliwiajgce polgczenie nanonosnik-lek z wytworzeniem grupy
N-acetylohydrazonu. Zespot badawczy Aryala [59] zaproponowal biokoniu-
gacje kopolimeru PEG-PLA zakonczonego ugrupowaniami hydrazydowymi
PEG-PLA-NH-NH, z kwasem lewulinowym modyfikowanym analogiem cisplatyny
Pt(IV). W wyniku polaczenia dwoch komponentéw w stosunku 2:1 powstal ukiad
polimer-cisplatyna tworzgcy nastgpnie nanoczasteczke o rozmiarze 100 nm. Zasto-
sowanie metody przylaczenia kowalencyjnego leku do powierzchni nanoczgstki
umozliwilo kontrolowanie ilosci gromadzonych molekul chemioterapeutyku na
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nanonosniku. Nanoczastki polimerowe przenoszace cisplatyne polepszyty jej wlasci-
wosci cytotoksyczne wzgledem komorek nowotworowych jajnikéw w poréwnaniu
do tradycyjnej chemioterapii. Autorzy udowodnili mniejszg strate leku podczas kra-
zenia nanoczgstki w obiegu krwiono$nym w warunkach naturalnego pH. Sposdéb
zaproponowany przez autoréw [59], majacy na celu szybkie uwalnianie duzej dawki
leku z nanonosnikéw do komdrek nowotworowych zdecydowanie polepsza efek-
tywno$¢ terapeutyczng chemioterapeutyku i rokuje dobrze na przyszto$¢ leczenia.

Opisywany typ wigzania mozliwy jest takze pomigedzy molekulami paklitakselu
a nanonos$nikami, np. dendrymerem. Dendrymery poliamidoaminowe (PAMAM)
okazujg si¢ by¢ odpowiednimi nanono$nikami dla lekéw przeciwnowotworowych.
Rdzen zbudowany jest z alkilowanych czasteczek diamin poltaczonych z trzeciorze-
dowymi aminami. Oddalone grupy aminowe nanonosnika umozliwiajg fatwa funk-
cjonalizacje z lekami. Modyfikacja powierzchni dendrymeru za pomocg paklitakselu
zostala zastosowana w leczeniu raka jajnikéw. Dodatkowo nanonosnik sfunkcjona-
lizowano celowanym ligandem w postaci biatka LXW7 pozwalajacym na wychwyt
konkretnych komoérek nowotworowych. Metodyka okazala si¢ efektywna i spowo-
dowala eliminacj¢ nowotworu. Dendrymer modyfikowany lekiem zostal wstrzyk-
niety w okolice guza. W kwasnym pH, wobec komérek nowotworowych, wigzanie
lek-nanonos$nik uleglo rozerwaniu, nastgpito uwolnienie leku i jego aktywacja [60].
Rodrigues wraz ze wspotpracownikami [61] zaproponowali biokoniugacje paklitak-
selu z polimerowym nosnikiem - glikolem polietylenowym PEG. Reakcja wyma-
gala wstepnej modyfikacji czasteczek chemioterapeutyku. Uzyskano maleimidowe
pochodne paklitakselu poprzez przylaczenie ugrupowania maleimidowego do cza-
steczkileku. Proces polegal poczatkowo na syntezie pochodnej estrowejleku w pozycji
C-2’-OH w wyniku zastosowania kwasu 4-acetylbenzoesowego. Powstaly produkt
posredni zapewnial obecnos¢ odpowiedniej grupy karbonylowej niezbednej do
polaczenia pochodnej kwasu maleiminowego zawierajacej ugrupowanie hydrazy-
dowe. Uzyskana maleimidowa pochodna paklitakselu reagowala szybko i selektyw-
nie poprzez podwojne wigzanie z grupa tiolowa PEG tworzaca tioeterowe wigza-
nie i finalny produkt. Autorzy dowiedli skutecznos¢ metody w sferze zachowania
struktury i jednoczesnego polepszenia aktywnosci leku w warunkach in vitro oraz
in vivo.

2.2.3. Grupa amidowa

Wigzanie amidowe powstaje w wyniku reakcji grupy karboksylowej z nukle-
ofilem zawierajacym pierwszorzegdowa aming. Tworzenie wigzania amido-
wego pomiedzy SWCNTs a zwigzkiem platyny zaproponowal Feazel wraz ze
wspotpracownikami [62]. Autorzy sfunkcjonalizowali jedno$cienne nanoruki
weglowe fosfolipidem z aming wewnatrz struktury. Lancuch glikolu poliety-
lenowego (PEG) pomiedzy grupa aminowg a zakotwiczonym fosfolipidem
polepszyt rozpuszczalno$¢ SWCNTs oraz oddalil grupy funkcyjne od powierz-
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chni nanorurek. Do tak przygotowanego materialu przylgczono zwigzek
o.6t-[Pt(NH,),CL(OEt)(O,CCH,CH,CO,H)], jako ,prolek” Mechanizm reakcji
opierat si¢ na zastosowaniu EDC oraz N-hydroksysukcynimidu (NHS). Utworzony
produkt posredni faczyl si¢ wigzaniem amidowym z PEG na powierzchni SWCNTs.
Uzyskany uktad wychwytywany byl i uwewnetrzniany w endosomach organizmu,
w ktorych niskie pH pozwolito na uwolnienie aktywnego zwigzku - cisplatyny
(DDP). Zastosowanie opisanej metodyki pozwolito na unikniecie m.in. stabej cyr-
kulacji i dystrybucji leku w krwi oraz zmniejszylo toksyczno$¢ DDP wzgledem
komorek zdrowych [62].

Dostarczanie przez SWCNTs paklitakselu, przytaczonego wigzaniem ami-
dowym, opisal w swojej pracy Liu wraz ze wspotpracownikami [63]. Poczatkowo
sfunkcjonalizowano nanorurki weglowe za pomoca glikolu polietylenowego z ugru-
powaniem aminowym (PEG-NH,). Z kolei do struktury czasteczki leku wprowa-
dzono grupe karboksylowa w pozycji C-2’-OH. Przylaczenie PTX do sfunkcjonali-
zowanych nanorurek weglowych mialo miejsce w obecnosci czynnika aktywujacego
EDC/NHS. Lek przylaczony do nanonoénika wykazywal w badaniach in vivo
znacznie wigkszg rozpuszczalnosé niz kliniczna forma PTX - Taxol. Toksycznosé¢
wspomnianych struktur PXL jest podobna. Uktad SWCNTs-PXL w pordéwnaniu do
Taxolu charakteryzowat sie dluzszym czasem przebywania w obiegu krwionosnym,
wigkszym (ok. 10-krotnie) wychwytem przez komoérki nowotworowe oraz silniej-
szym efektem terapeutycznym. Nowa formula paklitakselu wykazywata zdolnos¢
powolnego zmniejszania objetosci guza przy niewielkich dawkach chemioterapeu-
tyku (5 mg/kg PTX). Wszystkie wspomniane wlasciwosci przyczynity sie do zmniej-
szenia skutkéw ubocznych [63].

Inny lek, jakim jest doksorubicyna, takze moze zosta¢ przylaczony do nano-
nosnika poprzez wigzanie amidowe. Liu wraz ze wspolpracownikami [64] zapro-
ponowali biokoniugacje DOX do powierzchni poliamidoaminowego dendrymeru.
Skuteczno$¢ oraz efektywno$¢ uzyskanego ukiadu dostarczania leku okreslono
wzgledem komodrek nowotworowych dziasta linii Ca9-22. Cytotoksycznos$¢ przeno-
szonego chemioterapeutyku zwiekszyla sie w poréwnaniu do terapii z wykorzysta-
niem ,wolnego” leku.

2.2.4. Grupa disiarczkowa

Wigzanie disiarczkowe pomiedzy lekiem a nanono$nikiem jest odpowiednie
w celu selektywnego dostarczania i kumulowania wysokiego stezenia chemiotera-
peutyku. Wiekszos¢ lekéw i nanonosnikéw nie posiada w swojej budowie grup
tiolowych, jednakze odpowiednia ich modyfikacja pozwala na uzyskanie wigzania
disiarczkowego. Struktury chemioterapeutykdw zawierajace ugrupowania aminowe
badz karboksylowe wigza np. peptydy, ktore sg nosnikami grup tiolowych. Uklad
taki umozliwia utworzenie wigzania disiarczkowego [12].
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Paklitaksel polaczony wigzaniem disiarczkowym do powierzchni jednoscien-
nych nanorurek weglowych zastosowano w leczeniu biataczki linii LI210FR. Lacz-
nik disiarczkowy zostal przylaczony w pozycji C-2’ leku. Z drugiej strony no$nik
- nanorurki weglowe poddano modyfikacji poprzez: utlenienie, wprowadzenie
ugrupowan amidowych oraz funkcjonalizacje ugrupowaniami aminowymi. Ponadto
autorzy zastosowali biotyne, jako celowany ligand. Traktowanie komorek biatacz-
kowych nowoczesnym ukladem dostarczania paklitakselu skutecznie je niszczylo.
Chemioterapeutyk uwalniany byt w postaci aktywnej poprzez rozerwanie wiazania
disiarczkowego po uwewnetrznieniu nowatorskiego ukladu [65].

2.2.5. Adsorpcja
Chemioterapeutyki gromadzone s3 takze na zewnetrznej powierzchni nano-

no$nikéw w wyniku adsorpcji fizycznej, dzigki oddzialywaniom elektrostatycznym
pomiedzy powierzchnig noénika a bioczasteczka (Rys. 13 [66]).

+ + + + 4+

+
+ & = - +
- +
-+ 3

- - + +
-Nanoczastka- + o+ +
- +

+ ++ + ++
LT + + + +++

Rysunek 13. Oddziatywanie elektrostatyczne nanoczgstka-bioczasteczka (rysunek wykonany na podstawie
[66])
Figure 13. Electrostatic interaction of nanomolecule-biomolecule (the figure based on [66])

Kataoka wraz ze wspdlpracownikami [67] opisali adsorpcje fizyczng dokso-
rubicyny na powierzchni nosnika micelarnego syntezowanego z kopolimeru
blokowego PEG-PBLA. Uktad lek-nanono$nik uzyskano w wyniku oddzialy-
wan 7-7 pomiedzy ugrupowaniem antracyklinowym DOX a segmentami ben-
zylowymi PBLA. Lek przenoszony za pomocg polimerowej miceli wykazywal
wiekszg aktywnos¢ w poréwnaniu do wolnego leku. Micele formowane na bazie
PEG-PBLA wydluzaly czas cyrkulacji DOX w krwiobiegu, prawdopodobnie dzieki
sterycznemu mechanizmowi stabilizujacemu i maskujacemu. Greisha wraz ze
wspotpracownikami [68] wykazali 13-krotny wzrost stezenia leku wewnatrz guza
S-180, podczas przenoszenia doksorubicyny adsorbowanej na powierzchni miceli
polimerowej w poréwnaniu do wolnego cytostatyku. Nowy system przenoszenia
leku charakteryzowal si¢ polepszeniem wlasciwosci terapeutycznych, przy jedno-
czesnym obnizeniu skutkéw ubocznych [67].

Z kolei grupa Ali-Boucetta [69] zaproponowata niekowalencyjne polaczenie
DOX z nanorurkami weglowymi. Wielo$cienne nanoruki weglowe funkcjonalizo-
wane za pomocg trojblokowego kopolimeru (Pluronic F127) charakteryzowaly si¢
wigkszym rozproszeniem w §rodowisku wodnym, co pozwolifo na uzyskanie supra-
molekularnego kompleksu z lekiem przeciwnowotworowym za sprawg oddziatywan
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m-m. Autorzy udowodnili wzrost cytotoksycznos$ci DOX w polaczeniu z nanorur-
kami weglowymi wzgledem komorek raka piersi MCF7 niz w przypadku dzialania
samego chemioterapeutyku. Autorzy udowodnili, ze zastosowanie MWCNTs uta-
twito dostarczenie leku do chorych tkanek przez bariery biologiczne oraz polepszyto
jego aktywnos¢. Skutecznos$¢ wykorzystania kompleksu MWCNTs-DOX determi-
nowana byla poprzez efektywne i nastepujace w odpowiednim momencie uwalnia-
nie leku [69]. Hester i inni [70], réwniez zaprezentowali niekowalencyjny kompleks
DOX z jednosciennymi nanorurkami weglowymi. Dodatkowo do nanonosnika
zawierajacego ugrupowania karboksylowe przylaczyli monoklonalne antyciato, jako
celowany ligand. Przeprowadzone badania przez autoréw udowodnity, ze SWCNTs
moga by¢ stosowane do usprawnienia przenoszenia lekéw przeciwnowotworowych
[70]. Efektywnos$¢ i podwyzszong aktywno$¢ DOX adsorbowanej na powierzchni
nanorurek weglowych sfunkcjonalizowanych polisacharydem potwierdzila takze
grupa Hanga [71], modyfikowanych PEG - grupa Liu [72], za$ amfifilowym kopo-
limerem PEG, PPS, - grupa Crescenzo [73].

Paklitaksel, takze z powodzeniem adsorbowany jest na powierzchni odpo-
wiednio modyfikowanego nanono$nika. Tian wraz ze wspotpracownikami [74]
»0sadzili” PTX na powierzchni nanorurek weglowych poprzez oddzialywania 7-7.
MWCNTs wstepnie zmodyfikowano, aby uklad MWCNTs-PTX byt skuteczny
wzgledem komorek nowotworowych. Funkcjonalizacja obejmowata kowalencyjne
przylaczenie polietylenoiminy do utlenionej powierzchni nanonosnika i nastepnie
utworzenie wiazania amidowego pomiedzy sfunkcjonalizowanymi MWCNTs a kwa-
sem foliowym, jako celowanym ligandem. Przeprowadzone przez badaczy analizy
wykazaly wzrost rozpuszczalnos$ci leku przenoszonego w ukladzie MWCNTs-PTX
oraz docieranie chemioterapeutyku tylko do komdrek nowotworowych. Paklitaksel
przenoszony za pomoca sfunkcjonalizowanych nanorurek weglowych wykazywat
wigkszg aktywnos¢ in vitro w poréwnaniu do terapii wykorzystujacej sam lek. Polep-
szenie wlasciwosci cytotoksycznych pozwala na stwierdzenie, ze wlasciwie zmodyfi-
kowane CNTs sg odpowiednimi no$nikami lekéw przeciwnowotworowych [74].

Adsorpcja kompleksow platyny zwiazana jest ze stabilno$cia ligandéw azoto-
wych 1 mobilno$cia jonéw chlorkowych. Pozytywnie naladowany akwakompleks
cisplatyny jest dzigki temu silnie adsorbowany na nanonos$nikach. Adsorpcja cispla-
tyny w duzej mierze zalezy od oddziatywan elektrostatycznych [75]. Grupa badaw-
cza Barrouga [76] zajmowala si¢ adsorpcja cisplatyny na nanono$nikach. Autorzy
wykazali wzrost adsorpcji leku na powierzchni nosnika oraz nieznaczny wzrost
szybkos$ci uwalniania leku wraz z temperatura. Cytotoksyczno$¢ chemioterapeu-
tyku testowana byta in vitro na komorkach nowotworowych kostniakomigsaka linii
K8. Oddzialywania elektrostatyczne pomigdzy cisplatyna a powierzchnia nano-
czastki nie wptyngly na pogorszenie aktywnosci stosowanego chemioterapeutyku.
Li i wspotpracownicy [77] adsorbowali cisplatyng na nanoczastkach hydroksyapa-
tytu (Fe5, Fe/Ca=5%). Dodatkowo wykonali prébg poréwnawcza umieszczajac
uzyskany kompozyt DDP-Fe5 wewnatrz mikrosfery PLGA. Lek uwalniany byt
zdecydowanie szybciej z DDP-Fe5 (25 dni) niz z DDP-Fe5-PLGA (55 dni). Kom-
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pozyt Fe5/PLGA charakteryzowal si¢ korzystnymi wlasciwo$ciami pozwalajacymi
na odpowiednie uwalnianie DDP w poroéwnaniu do samego polimeru, co wpty-
neto obiecujaco na zastosowanie tej nowej formy cisplatyny. Analog cisplatyny
jakim jest karboplatyna wprowadzita na powierzchni¢ nanorurek weglowych grupa
Haase [78]. Proces adsorpcji leku okazat si¢ pomyslny, poniewaz chemioterapeutyk
skutecznie hamowat wzrost guza. Efektywnos$¢ przenoszonego leku byta wigksza
w porownaniu do zastosowania ,,samej” karboplatyny.

Mimo wielu literaturowych opiséw oddzialywan elektrostatycznych lekow
przeciwnowotworowych z nanono$nikami, w praktyce bardziej preferowane sa wia-
zania kowalencyjne, ze wzgledu na mozliwos¢ kontrolowania iloéci oraz orientacji
taczonych indywiduéw podczas prowadzenia reakeji [66].

PODSUMOWANIE

Opisane powyzej sposoby wprowadzania lekow przeciwnowotworowych na
powierzchnie nanono$nikéw to tylko nieznaczna grupa mozliwosci. W literaturze
spotyka si¢ takze m.in. jonowe kompleksy cytostatykow z nosnikami, np. cisplatyny
z nanoczgsteczka syntetyzowang na bazie kwasu hialuronowego [79] czy doksorubi-
cyny z kompleksem bloku jonomerowego i surfaktantem [80]. Autorzy udowodnili,
ze zastosowane przez nich nanonoéniki sa odpowiednimi uktadami do przenosze-
nia i dystrybucji lekéw przeciwnowotworowych [79, 80].

Funkcjonalizacja kowalencyjna nanono$nikéw za pomocg 1,3-dipolarnej
cykloaddycji jest szeroko stosowanym mechanizmem w biokoniugacji ugrupo-
wan niezbednych do przenoszenia terapeutykéw. Terminalne grupy aminowe na
powierzchni nanonosnikéw stanowig idealne, reaktywne centra do przylaczenia
czasteczek funkcyjnych [81]. Pastorin wraz ze wspolpracownikami zaprezentowali
wykorzystanie reakeji 1,3-dipolarnej cykloaddycji w celu funkcjonalizacji MWCNTs
i wygenerowania odpowiednich grup laczacych sie z uaktywnionymi ugrupowa-
niami karboksylowymi leku - metotreksatem. Opisane polaczenie zmniejszyto
wewnatrzkomdrkowg bariere wychwytu czynnika cytotoksycznego i zwiekszylo
efektywno$¢ dzialania [18].

Ciekawe wydaja sie by¢ polaczenia dwoch lekéw przeciwnowotworowych z jed-
nym nanonosnikiem. Kilka no$nikow lekéw wykazuje charakterystyczne whasciwosci
pozwalajace na laczenie réznych chemioterapeutykéw, np. nanoczastki polimerowe,
liposomy. Celem metodyki jest konkurencyjne dostarczanie chemioterapeutykoéw
do komérek nowotworowych i jednoczesny wzrost efektywnosci terapii. Wazne
jest, aby leki taczone byly za pomoca wiazan tatwo podlegajacych hydrolizie
w celu niezaleznego gromadzenia lekow wewnatrz komoérek nowotworowych po
ich uwolnieniu [11]. Metodyka bazujaca na dostarczaniu wigkszej ilosci lekow na
jednym nanono$niku moze wplywaé na zniesienie opornosci lekowej i skutkowac
zdolnoscia do regulowania odpowiedniej 1 wystarczajacej dawki dostarczanego
chemioterapeutyku [82].
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Aryal wraz ze wspélpracownikami [11] zaprezentowali gromadzenie polg-
czonych kowalencyjnie lekéw przeciwnowotworowych: paklitakselu z chlorowo-
dorkiem gemcytabiny (GEM) na powierzchni nanoczastki. Podczas biokoniugacji
lekéw autorzy musieli zmierzy¢ sie z problemem réznicy hydrofobowosci pomiedzy
chemioterapeutykami. Paklitaksel modyfikowano poprzez przeksztalcenie najbar-
dziej reaktywnej grupy hydroksylowej 2’-OH na karboksylowg i nastepnie wpro-
wadzono bezwodnik glutarowy (GA). Grupa karboksylowa zwigzku posredniego
reagowala nastepnie z GEM. Cytotoksycznos¢ lekow w poréwnaniu do ich wolnych
odpowiednikéw znacznie wzrosta wzgledem guza prostaty XPA3 [11]. Podobne
strategie moga by¢ takze stosowane dla innych rodzajow i potaczen lekow, tak jak
zaprezentowali Hang 1 inni taczac doksorubicyne z docetakselem [82].

WNIOSKI

Synteza nowoczesnych systemoéw dostarczana lekéw okazuje si¢ by¢ bardzo
wazna w dostarczaniu chemioterapeutykéw. Uzycie nanonosnikéw umozliwia
osiggniecie znacznie wiekszej aktywnosci lekdw w poréwnaniu do ich samodziel-
nego dziatania. Nanonosniki calkowicie izolujg czgsteczki leku przed srodowiskiem
biologicznym, co minimalizuje degradacj¢ enzymatyczng chemioterapeutyku [7].
Zastosowanie nanonos$nikow w celu dostarczania lekéw zwieksza ich rozpuszczal-
noé¢ i jednoczesnie wydtuza czas dystrybucji w obiegu krwiono$nym. Przetamuje
typowe bariery biologiczne takie jak krew-mozg, co umozliwia docieranie leku
w miejsca stabo dostepne dla klasycznej chemioterapii. Nowatorski system dostarcza-
nia lekéw w postaci celowany ligand-nanonosnik-lek spelnia wszystkie wymagania
efektywnego i bezpiecznego leczenia przeciwnowotworowego: stezenie przenoszo-
nego leku jest adekwatne w organizmie i zapewnia efektywng dawke; cytotoksycz-
no$¢ chemioterapeutyku jest wysoka w stosunku do komérek nowotworowych [83].
Dostarczanie lekéw za pomocg nanono$nikéw otwiera droge do leczenia chordb
charakteryzujacych sie tzw. opornoscig wielolekowa [6].

Lek moze by¢ gromadzony na powierzchni nanonosnika badz w jego wnetrzu.
Odpowiednia modyfikacja nosnikéw pozwala na chemiczna biokoniugacje leku
w wyniku tworzenia grup m.in.: amidowej, estrowej, disiarczkowej czy N-acetylo-
hydrazonu. Kazdy typ reakcji wymaga wstepnego przygotowania powierzchni nano-
noénika poprzez wygenerowanie odpowiednich grup funkcyjnych zapewniajacych
mozliwo$¢ danego polgczenia. Proces syntezy lek-nanonosnik uzalezniony jest
takze w duzej mierze od struktury stosowanego chemioterapeutyku. Mozliwe jest
takze niekowalencyjne oddzialywanie nanonosnika z czynnikiem cytotoksycznym,
ktére jednak nie zapewnia zbyt duzej stabilnosci potgczenia oraz ilosciowej kontroli
gromadzonych czgsteczek leku.

Aktualne badania nad funkcjonalizacja nanono$nikdéw celowanymi ligan-
dami (przeciwciatami, kwasem foliowym, biatkami) oraz lekami cytostatycznymi
pozwalaja na selektywne dostarczenie odpowiedniego stezenia chemioterapeutyku
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do konkretnej komoérki nowotworowej [9, 31]. Na podstawie przytoczonych przy-
ktadéw zaréwno w czeséci I pracy jak i II mozna stwierdzi¢, ze celowana terapia
przeciwnowotworowa stanowi przyszlosciowy kierunek rozwoju leczenia choréb
nowotworowych.
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