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Nowe liposomowe formulacje antybiotyku przeciwnowotworowego z grupy antracyklin

Opracowanie skutecznej terapii przeciwnowotworowej jest obecnie jednym z najwiekszych
wyzwan stawianych wspotczesnej nauce. Wydaje sie, ze jednym z najbardziej oczywistych
kierunkow pozwalajacych na zwiekszenie efektywnosci juz istniejacych terapii jest
opracowanie nanono$nikéw lekéw umozliwiajacych ich efektywne dostarczenie leku do
nowotworu. Jednym z pierwszych nano$nikéw lekow dopuszczonym do uzytku byt Doxil®
bedacy liposomowa formulacjq doksorubicyny.

Liposomy sg sztucznie otrzymywanymi pecherzykami lipidowymi zbudowanymi z
dwuwarstwy lipidowej zamykajacymi w swoim wnetrzu roztwér wodny. Dzieki swoim
wlasciwoSciom liposomy moga w swym wnetrzu zamyka¢ miedzy innymi leki
przeciwnowotworowe.

Celem niniejszej rozprawy bylo opracowanie nowej aktywnej metody zamykania
wewnatrz liposomow zwigzkow o stabym charakterze zasadowym oraz lekko zaznaczonych
wlasciwosciach lipofilowych w oparciu o gradient askorbinianu amonu oraz kwasu
askorbinowego. Nowa metoda zamykania pozwolila na stworzenie formulacji liposomowej
epirubicyny, antybiotyku z grupy antracyklin o charakterze przeciwnowotworowym.

W pierwszej czeSci rozprawy opisano podstawowe parametry pozwalajace na aktywne
zamykanie leku za pomoca nowego gradientu, takie jak wydajno$¢ zamykania (ang.
encasulation effeciency - EE), wptyw stosunku lek/lipid na EE, wpltyw pH zewnetrznego na
EE oraz wyznaczono kinetyke zamykania leku wewnatrz liposoméw. Badania te pozwolity na
opracowanie optymalnych warunkéw enkapsulacji leku wewnatrz liposoméw. W kolejnych
doswiadczeniach zbadano stabilno$¢ zaréwno krétko, jak i dlugoterminowa opracowanej
liposomowej formulacji epirubicyny wykazujac, Zze nowo opracowana metoda zamykania
aktywnego leku pozwala na otrzymanie stabilnych formulacji liposomowych.

Nastepnie przebadano stabilnos¢ in vitro opracowanych formulacji w obecnosci
ludzkiego osocza. Okreslono takze stan fizyczny leku wewnatrz liposoméw, wykorzystujac
do tego zar6wno mikroskopie Cryo-TEM, jak i metode dichroizmu kotowego. Uzyskane
parametry liposoméw zawierajacych epirubicyne porownano do opisanych w literaturze a
uzyskanych dzieki zastosowaniu metod opartych na siarczanie amonu oraz wersenianie
amonu. Otrzymane wyniki pozwolily porowna¢ zachowanie leku zamknietego wewnatrz

liposomo6w réznymi metodami.



W nastepnych etapach przebadano aktywno$¢ cytotoksyczng opracowanych formulacji in
vitro wzgledem linii komorkowych mysich oraz ludzkich nowotworéw piersi, wykazujac
zwiekszong aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wynikajacq z zastosowania opracowanej
metody zamykania. W kolejnym etapie badan dokonano korelacji stanu fizycznego leku
wewnatrz liposomoéw z jego aktywnoscig biologiczna in vitro.

Nastepnie dla liposomowych postaci epirubicyny opartych na gradiencie askorbinianu
amonu oraz kwasu askorbinowego okreslono aktywnoS$¢ przeciwnowotworowa na mysim
modelu nowotworu piersi 4T1 oraz poréwnano ich aktywnos¢ z aktywnosScia wolnego leku.
Wykazano zwiekszong aktywno$¢ przeciwnowotworowg obu liposomowych formulacji
wzgledem wolnego leku. Formulacja oparta na gradiencie askorbinianiu amonu
charakteryzowala sie nieznacznie wieksza aktywnoScig przeciwnowotworowa w poréwnaniu
do formulacji opartej na gradiencie kwasu askorbinowego, w zwiazku z czym zostala
wybrana do dalszych badan. Nastepnie dla tej wybranej liposomowej postaci epirubicyny
wyznaczono profil farmakokinetyczny i poréwnano go do profilu uzyskanego dla wolnej
antracykliny.

W drugiej czeSci pracy formulacje liposomowa epirubicyny oparta na gradiencie
askorbinianu amonu ukierunkowano za pomoca kwasu foliowego. Okreslono dla niej
stabilnos¢ krotkoterminowa w warunkach przyspieszonych oraz stabilno$¢ in vitro
w obecnosci ludzkiego osocza, wykazujac zaleznosSci pomiedzy iloscig kwasu foliowego na
powierzchni a stabilno$cia otrzymanych formulacji. Okreslono réwniez wplyw ilosci kwasu
foliowego na powierzchni liposomow, jak i dlugosci linkera, do ktérego byt on przylaczony,
na aktywnos$c¢ cytotoksyczng in vitro. Wreszcie, okreslono lokalizacje leku w komorkach,
porownujac formulacje ukierunkowang do nieukierunkowanej i uzyskujac wyrazng
akumulacje leku w jadrach komoérkowych w przypadku formulacji ukierunkowanych.

W ostatnim etapie prac wyznaczono profile farmakokinetyczne dla formulacji
ukierunkowanych z réznq iloscia kwasu foliowego na powierzchni, korelujac to z czasem ich

krazenia w krwioobiegu.



