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Niniejsza praca doktorska przedstawia badania, ktorych celem bylo otrzymanie
i scharakteryzowanie nowej postaci leku do celowanej terapii przeciwnowotworowej w raku
jelita grubego. Testowany terapeutyk jest ztozonym uktadem hybrydowym, w sktad ktorego
wchodzi lek cytotoksyczny (5-fluorouracyl, 5-FU), zamknigty w liposomowym no$niku z
dodatkiem itrakonazolu (1TZ) i kwasu foliowego (FA) (Rysunek 1). Powierzchni¢ liposomu
zmodyfikowano kwasem foliowym, w celu uzyskania efektywnego liganda do celowanej
terapii przeciwnowotworowej. Do ukladu wprowadzono takze lek przeciwgrzybiczy,
itrakonazol, wcelu zahamowania dziatania biatka oporno$ci wiclolekowej komorek

nowotworowych (glikoproteiny P).
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Rysunek 1. Schemat badanego ukladu hybrydowego do celowanej terapii
przeciwnowotworowej.



Cze¢$¢ doswiadczalng poprzedza przeglad literaturowy, w ktorym omowiono terapie
stosowane we wspodtczesnej onkologii 1 ich ograniczenia, mi¢dzy innymi opornosé
wielolekowa komorek nowotworowych. Szczegdlng uwage poswiecono jednemu z osiggnigé
nanomedycyny - terapii celowanej bazujgcej na liposomalnych nos$nikach.

Cz¢$¢ badan wilasnych poswigcona jest badaniom fizykochemicznym oddziatywan
itrakonazolu z monowarstwa i dwuwarstwg lipidowa. Testowano mieszane monowarstwy
lipidowe zbudowane z: 1-palmitoilo-2-oleilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (POPC), 1,2-
dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DPPC), cholesterolu oraz itrakonazolu w roéznym
stezeniu molowym i ustalono maksymalne stezenie itrakonazolu, ktére nie wplywa
destabilizujgco na tworzenie si¢ monowarstw. Jako modelowe dwuwarstwy lipidowe,
w badaniach wykorzystano liposomy konwencjonalne oraz stabilizowane poliglikolem
etylenowym. Wykorzystujac metody eksperymentalne oraz obliczenia teoretyczne ustalono
doktadng lokalizacje itrakonazolu w modelowych dwuwarstwach. Okreslono stalg
przylaczania itrakonazolu do liposomow. Zbadano takze stabilno$¢ 1 rozmiar
modyfikowanych itrakonazolem liposomow.

W toku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze:

e itrakonazol w stezeniu < 15 mol% i w stgzeniu < 5 mol% miesza si¢ catkowicie,
odpowiednio z monowarstwg POPC 1 monowastwa DPPC; przy wyzszych stezeniach
oddziatywania miedzy lipidami a ITZ s3a niekorzystne, co skutkuje separacja faz
i usuwaniem leku z filméw POPC i DPPC,

e dodatek itrakonazolu zwigksza ptynnos¢ dwusktadnikowej monowarstwy POPC/Chol;
warto$¢ stezenia ITZ, ktore zakloca morfologic membrany POPC/Chol jest odwrotnie
proporcjonalna do zawartosci cholesterolu w modelowej btonie,

e dodatek ITZ zwigksza pltynnos¢ dwuwarstwy lipidowej DPPC,

e itrakonazol w membranie POPC lokalizuje si¢ w regionie jej wigzan podwdjnych, blisko
regionu grup karbonylowych i glicerolu,

e ITZ w pegylowanej dwuwarstwie POPC moze zajmowaé dwie rozne pozycje —
W regionie wigzan podwdjnych tancuchéw weglowodorowych POPC oraz na zewnatrz
btony, w regionie tancuchéw polimeru,

e lokalizacja itrakonazolu okreslona metodami eksperymentalnymi koreluje z wynikami
uzyskanymi z symulacji metodg dynamiki molekularnej,

e itrakonazol nie wplywa destabilizujaco na btong fosfolipidowa, ani nie zakldca procesu

formowania si¢ liposomow,



e wraz ze wzrostem st¢zenia [TZ w dwuwarstwie lipidowej rozmiar liposomow wzrasta,
e pegylacja liposomow zwigksza efektywno$¢ przytaczania ITZ do liposoméw.

Kolejnym etapem badan bylo utworzenie i scharakteryzowanie liposomalnego no$nika
5-fluorouracylu, modyfikowanego kwasem foliowym (0,5mol%) i itrakonazolem (15 mol%).
Zbadano efektywno$¢ enkapsulacji S-fluorouracylu 1 kinetyke uwalniania leku
Z liposomalnego uktadu hybrydowego.

Uzyskane w toku badan rezultaty pozwolity wysung¢ nastepujace wnioski:

e dodatek ITZ nieznacznie polepsza efektywnos¢ enkapsulacji 5-FU w ukierunkowanych
kwasem foliowym liposomach,

e pokrycie liposoméw kwasem foliowym zmniejsza szybko$¢ uwalniania 5-FU
zZ lipidowego nos$nika, ale dodatek itrakonazolu do membrany niweluje ten efekt,

e profil uwalniania 5-FU z liposomoéw jest kontrolowany przez dyfuzje¢ i mozna go opisaé
modelem Higuchiego.

Przeprowadzone badania biologiczne in vitro z uzyciem linii komoérkowej
gruczolakoraka okreznicy (Caco -2) obejmowaly okre§lenie wplywu itrakonazolu, zarowno
jego postaci wolnej, jak i zwigzanej z liposomowym no$nikiem, na hamowanie opornosci
wielolekowej komoérek nowotworowych. Oceniajgc zmiang morfologii komorek Caco-2 pod
wplywem dziatania itrakonazolu oraz jego synergistyczne dziatanie z S-fluorouracylem
dowiedziono jego hamujacych wlasciwosci na opornos¢ komorek rakowych na cytostatyki.
Badania poziomu ekspresji biatka- glikoproteiny P, oraz genu ja kodujacego — gen MDR1 -
potwierdzity uzyskane wyniki.

Lini¢ Caco-2 — bogatg w receptory dla kwasu foliowego wykorzystano takze w celu
ustalenia skutecznoéci dziatania utworzonego uktadu hybrydowego in vitro. Wykazano, ze
zamkniecie  S-fluorouracylu w  liposomach  modyfikowanych kwasem  foliowym
i itrakonazolem zwigksza cytotoksycznos¢ leku. Potwierdzono, takze, ze wychwyt uktadu
hybrydowego przez komorki zachodzi przy udziale receptora dla kwasu foliowego.

Badania in vivo to wazny etap badan nad nowymi lekami przeciwnowotworowymi.
Dlatego ostatnim krokiem bylo okreslenie biodystrybucji opisywanego uktadu hybrydowego
invivo z wykorzystaniem myszy do$wiadczalnych, ktérym wszczepiono komorki
nowotworowe raka jelita grubego. Zaobserwowano, ze:

e testowany uklad hybrydowy dostaje si¢ naczyniami krwiono$nymi do podskdérnego guza
nowotworowego HT-29 juz po 10 minutach od podania i utrzymuje si¢ w guzie do 6
godzin,



e akumulacja uktadu hybrydowego w guzie nowotworowym jest poréwnywalna z jego
akumulacja w watrobie,

e uklad hybrydowy koncentruje si¢ w guzie nowotworowym, nerkach, 1 watrobie,
natomiast nie akumuluje si¢ w mozgu i w $ledzionie, co sugeruje funkcjonowanie
mechanizmu ukierunkowanego dostarczania leku do tkanek posiadajacych receptory
kwasu foliowego oraz jego metabolizowanie w takich narzadach jak watroba i nerki,

e uklad hybrydowy jest eliminowany z organizmu w czasie nie przekraczajacym 24 godzin,
co S$wiadczy o tym, ze nie jest trwale akumulowany w badanych narzadach
wewnetrznych,

e nerki stanowig gtéwng droge wydalania preparatu z organizmu zwierzecia.

Wyniki zebrane w toku przeprowadzonych eksperymentéw stanowig bardzo dobra podstawe
do opracowania innowacyjnego leku leczacego nowotwor jelita grubego. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w tematyce niniejszej pracy wcigz pozostaje wiele zagadnien wymagajacych

badan i rozwoju.



