1 STRESZCZENIE

Ponizsza praca ma na celu zaprezentowanie wstepnych badan efektywnosci przygotowanych
formulacji liposomowych lub lipidowych wzgledem wybranych modeli komdérkowych,
ktérych zadaniem jest mozliwie najlepsze odwzorowanie elementow farmakokinetyki
obejmujacych dystrybucje substancji lub no$nika w organizmie oraz ewentualne przyszle
zastosowanie. Gléwnym zalozeniem, w oparciu o ktore przygotowano zestaw badan, jest
istotnos¢ procesu endocytozy. Zaklada sig, ze jest to krytyczny etap w przypadku
farmakokinetyki nanofarmaceutykéw. Po podaniu doustnym lub dozylnym najwazniejszym
czynnikiem wplywajacym na ilo$¢ dostgpnej substancji czynnej w docelowym miejscu
dzialania jest eliminacja (ang. clearance), zwigzana bezpodrednio z szybkoscia wycieku leku
oraz pobierania samego nanonoénika przez uklad fagocytarny (ang. mononuclear phagocyte
system, MPS). Nosnik po dotarciu do komdrek docelowych lub w ich otoczenie, pobierany
jest na drodze szlakéw endocytotycznych. Mozliwos¢ selekcji szlaku endocytotycznego
zaangazowanego w internalizacje nosnika pozwala na celowanie w okre$lone mechanizmy
komérkowe, jak rowniez optymalizacje nosnika pod wzgledem wewnatrzkomorkowe;j
dystrybucji substancji czynnej. Ewaluacja farmakokinetyki nanofarmaceutyka in vitro
wymaga doboru odpowiednich linii komorkowych, ktore odzwierciedlaja krytyczne elementy
biodystrybucji, eliminacji czy efektywnosci w modyfikacji komorek docelowych. Ten ostatni
element oceniany jest na podstawie analiz cytotoksycznodci, pozwalajgcych na okreslenie
efektywnodci substancji czynnej, jak rowniez lokalnych parametréw, ktdre musza byé

uwzglednione na etapie projektowania nanofarmaceutyka.

Zastosowanie nanonosnikéw pozwala na ograniczenie negatywnych skutkéw ubocznych
stosowanych terapeutykdw, co jest szczegolnie istotne w przypadku chordb nowotworowych.
Jednoczesnie niezmiernie wazne jest zachowanie ich skutecznosci (aktywnosci substancji
aktywnej). W przypadku antybiotykoopornosci, koniecznym jest natomiast zastosowanie
srodkéw nie posiadajacych sprecyzowanego celu molekularnego, na ktére mikroorganizmy
moga uzyska¢ odpormo$¢ na drodze mutacji genetycznych. Leczenie szeregu choréb
wspolistniejacych, w tym bardzo popularnej anemii, wymaga rozwiazania problemu
bolesnych wkhi¢ domigsniowych preparatow zelazowych, przez polepszenie wchianiania
tego pierwiastka z ukladu pokarmowego. Kazdy z tych przypadkéw musi by¢ rozpatrywany
w kontekscie najlepszych parametréw farmakokinetycznych, farmakodynamicznych oraz
farmakogenetycznych, ktére powinny stanowi¢ fundament dla prac badawezych zaréwno na

poziomie badan in vitro, jak i in vivo.

W pierwszej czefci pracy przedstawiono nowatorskie podejscie do rozwigzania kwestii

obecnosci substancji draznigcych w popularnych srodkach antyseptycznych zawicrajacych



w swoim sktadzie chlorowodorek oktenidyny. Formulacja przygotowana na bazie lipidu,
zostala przebadana pod katem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wzgledem bakterii
Escherichia coli. Nastgpnie wykonano szereg analiz fizykochemicznych popartych dynamika
molckularna, w celu okreslenia mechanizmu dziatania substancji aktywnej, ktorych punktem
odniesienia byla dos¢ dobrze poznana chlorheksydyna. Na tym etapie zastosowanym
modelem byly odpowiednio przygotowane formulacje liposomowe (neutralne, o sktadzie 100
mol% POPC oraz ujemnie naladowane, imitujace blon¢ bakteryjna o skladzie 30 mol%

DOPG i 70 mol% POPC).

W drugiej czesci poddano badaniu formulacje z doksorubicyng, szeroko stosowanym
antybiotykiem z grupy antracyklin, ktérego aktywnos¢ przeciwnowotworowa, jak réwniez
szereg efektow ubocznych sg dobrze poznane. Wykorzystano do tego celu formulacje, ktérej
struktura wewngtrzna zostala usztywniona przez heparyng, na ktorej wykrystalizowano
doksorubicyng. Uktad ten badany byl pod katem efektywnosci dostarczania wzgledem
wybranych szlakow endocytotycznych, na bazie: w pierwszej kolejnosci badan
mikroskopowych z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, a nastgpnie w oparciu
o badania biologii molekularnej, w tym real-time PCR oraz metode Western Blot. Celem tych
badann bylo okreslenie szlakow endocytotycznych zaangazowanych w proces pobierania
nanoagregatow w najwiekszym stopniu. W kolejnym kroku wykonano analizy
cytotoksycznosci przygotowanych preparatdw wzgledem komercyjnego leku Caelyx®.
Wykorzystane modele pozwolily na odwzorowanie grup komorck docelowych po podazy

dozylnej, dla doksorubicyny (makrofagi, rak piersi oraz rak watroby).

W trzeciej czeSci przygotowano zestaw preparatéow liposomowych na bazie soli zelaza
(nieorganicznej, organicznej oraz kompleksu), ktore zostaly przeanalizowane pod katem
efektywnodci zamykania, cytotoksycznosci wzgledem linii komérkowej raka jelita grubego
(standardowego modelu stosowanego w badaniach nad podaza doustng) oraz generowania
reaktywnych form tlenu, co jest glownym efektem ubocznym zwigzanym z suplementacja

zelaza.

Wszystkie  badania  cytotoksycznosci  czy  aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej
przeprowadzone zostaly zgodnie z odpowiednimi zalozeniami normatywnymi, w tym Ksiega
Jakosci Laboratorium Osrodka Badawczo-Rozwojowego Wojewodzkiego Szpitala

Specjalistycznego.

Uzyskane wyniki $wiadcza o szerokim potencjale nanonosnikow liposomowych oraz
lipidowych, do modyfikacji farmakokinetyki i farmakodynamiki charakteryzowanych

w pracy substancji czynnych. Odpowiednia modyfikacja formulacji umozliwia uzyskanie



terapi celowanej, w oparciu o dobor wilasciwosci fizykochemicznych nanofarmaceutyka oraz

daje szerokie mozliwosci ich wykorzystania.



