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Tytut: Projektowanie, wytwarzanie i charakteryzacja nanofarmaceutykéw na przyktadzie

disulfiramu

Pomimo wielu lat badan nie jest znana skuteczna metoda leczenia raka
watrobowokomorkowego. Jedyna zatwierdzona przez FDA metoda z wykorzystaniem
sorafenibu w formie tabletek przedtuza zycie jedynie o kilka miesiecy. Jednym z zadan
inzynierii biomedycznej jest opracowanie 1 wdrazanie nowych koncepcji dostarczania lekow
do wybranych celéw molekularnych poprzez zastosowanie nanofarmaceutykow jako
kierowanych no$nikéw lekow, ktore pozwalaja na gromadzenie si¢ leku specyficznie w
komoérkach nowotworowych oraz obnizaja toksyczno$¢ ogélnoustrojowa leku. Zastosowanie
nanofarmaceutykow pozwala takze na zniwelowanie opornosci wielolekowej, pojawiajacej si¢
podczas leczenia nowotworow przez jednoczesng administracje dwoch lekow w jednym
nos$niku. Jedng z substancji pozwalajaca zablokowac szlaki metaboliczne, odpowiedzialne za
oporno$¢ wielolekowa, jest disulfiram, substancja stosowana w leczeniu chronicznego
alkoholizmu. Disulfiram jest niewielka symetryczng czasteczka, praktycznie nierozpuszczalng
w wodzie. Doniesienia literaturowe potwierdzaja dziatanie cytotoksyczne disulfiramu, ktore

wzmacniane jest przez jony miedzi (I1).

W niniejszej pracy zaprezentowano strategie dostarczania nanofarmaceutykow zawierajacych
disulfiram do raka watrobowokomorkowego. Strategia ta oparta jest o wykorzystanie roznicy
w budowie naczyn wlosowatych oraz o naturalng funkcje watroby do usuwania hydrofobowych
toksyn. Nanofarmaceutyk powinien mie¢ niewielki ujemny potencjat zeta oraz rozmiar nie

wiekszy niz 150 nm.

W czeSci badawczej pracy przeprowadzono badania nad lokalizacja disulfiramu w
dwuwarstwie lipidowej, co pozwala na skuteczniejsze projektowanie liposomowych no$nikoéw
dla disulfiramu. Przedstawione wyniki do§wiadczen wskazuja, ze disulfiram lokalizuje si¢ w

srodkowej czesci dwuwarstwy lipidowej. Zbadano rowniez wydajnos¢ zamykania disulfiramu



w liposomach o réznym sktadzie lipidowym. Uzyskane wyniki wskazuja, iz nie ma korelacji
pomigdzy prostymi parametrami opisujacymi ksztalt lipidu (krytyczny parametr upakowania,
powierzchnia na lipid) a wydajnoscia zamykania. Jednakze, zaobserwowano negatywna
korelacje pomiedzy uporzadkowaniem lipidow krotkiego zasiggu, a wydajnoscig zamykania.
Ponadto stwierdzono, iz nie tylko ilo§¢ wigzan podwojnych w czasteczce lipidu, ale ich pozycja
ma wplyw na wydajno$¢ zamykania. Na podstawie analizy uzyskanych wynikow
zaproponowano, by do biernego zamykania disulfiramu w dwuwarstwie lipidowej wykorzystac¢
liposomy ztozone z DOPC, poniewaz zapewniaja wysoka wydajnos¢ zamykania oraz sg

prostym jednosktadnikowym uktadem.

W dalszej cze$ci pracy analizowano mozliwo$¢ zwickszenia wydajnosci zamykania
disulfiramu poprzez wytworzenie kompleksu z cyklodekstrynami, a tym samym zwickszenie
rozpuszczalnosci, co pozwolitloby na zamknigcie disulfiramu wewnatrz liposomoéw. Na tym
etapie sprawdzono réwniez nowa metode wytwarzania liposomow poprzez kalibracje zelu
lipidowego, ktora cechuje si¢ bardzo duza wydajnoscig zamykania substancji hydrofilowych
wewnatrz liposomow. Otrzymane wyniki wskazujg jednak, iz wydajnos¢ zamykania jest taka
sama jak przy braku cyklodekstryn. Zaproponowano, iz moze to by¢ spowodowane wyparciem
disulfiramu przez tancuchy alkilowe lipidow. W pracy przedstawiono roéwniez wyniki badan
nad mozliwoscig wykorzystania gradientu jonéw miedzi do aktywnego tadowania disulfiramu
do wnetrza liposomoéw. Zbadano wptyw sktadu lipidowego wielkosci gradientu jonéw miedzi
oraz metody wytwarzania gradientu. Otrzymane wyniki wskazuja, Ze metoda generowania
gradientu poprzez kompleksowanie zewnetrznej cze$ci jonow jest wydajniejsza od metody
usuwania jonéw miedzi poprzez ultrafiltracj¢. Ponadto zaobserwowano zalezno$¢ wydajnosci

zamykania od sktadu lipidowego, a co za tym idzie, od przepuszczalnosci btony.

W badaniach nad oddzialywaniem disulfriamu z albuminami wykorzystano model Sterna-
Volmera do okreslenia mechanizmu wygaszania fluorescencji wlasnej tryptofanu w
albuminach. Nastepnie korzystajac z modelu Scatcharda wyznaczono ilo$¢ miejsc wigzacych
oraz stale wigzania disulfiramu do albuminy ludzkiej, wolowej oraz wolowej pozbawionej

kwasow thuszczowych.

Cytotoksyczno$¢ disulfiramu w liposomach zostata poréwnana z disulfiramem w DMSO, ktory
jest standardowym rozpuszczalnikiem wykorzystywanym w badaniach farmakologicznych.

Uzyskane dane pozwalajg stwierdzi¢, ze cytotoksyczno$¢ disulfriamu w liposomach jest



poréwnywalna do tej, gdy disulfiram jest podany z DMSO. Pozwala to na wyeliminowanie

toksycznos$ci indukowanej przez rozpuszczalnik.

Podsumowujac, w pracy przedstawiono niepublikowang wcze$niej strategi¢ dostarczania
nanofarmaceutykow do raka watrobowokomorkowego, a takze wyniki dotyczace lokalizacji
disulfiramu w dwuwarstwie lipidowej oraz 3 nowe metody wytwarzania nanofarmaceutykow
zawierajacych disulfiram. Do okre$lenia sktadu nanofarmaceutykéw opracowano nowe metody
analityczne, oparte gléwnie o wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa. Na podstawie
otrzymanych wynikow wybrano jeden nanofarmaceutyk, ktorego cytotoksyczno$¢ poréwnano
z disulfiramem w DMSO, dowodzac iz nie utracit on aktywnosci terapeutycznej. W pracy, po
raz pierwszy, zaprezentowano rowniez stale wigzania disulfiramu do albumin wyznaczone

metoda fluorescencyjna.



