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Wielolekowa opornos¢ komorek nowotworowych na cytostatyki
(MDR; Multi Drug Resistance) okresla stan pacjenta z chorobg
nowotworowg, gdy nowotwor przestaje by¢ wrazliwy na dotychczas
stosowany lek cytostatyczny i jednoczesnie, na szereg innych lekéw
cytostatycznych, o réznej budowie i roznych mechanizmach
dziatania.

MDR to gtdwna przyczyna niepowodzen chemioterapii
nowotworow.

Nalezy podkreslic, ze statystycznie w ponad 50% przypadkow
nowotworow chemioterapia jest metodg z wyboru (pozostate 50%
to inne metody leczenia, w tym usuwanie chirurgiczne guzow i
radioterapia).

W okoto 90% przypadkow nowotworow leczonych cytostatykami
w trakcie leczenia rozwija sie stan wielolekowej opornosci;
nowotwor rosnie pomimo zwiekszania dawek leku a takze pomimo
zastosowania roznych innych lekow cytostatycznych, czy ich
kombinac;ji.



Gtowne mechanizmy rozwoju MDR
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PgP — glikoproteina P,

MRPs — multidrug resistance associated proteins

GST — transferaza glutationu,

SOD - dyzmutaza ponadtlenkowa

CYPs — monooksygenazy nadrodziny cytochromu P-450
gtéwnie CYP3A4/5, CYP2C8, CYP24 i 26A

OATP — organic anion-transporting polypeptide;,

OCT - organic cation transporter




Poprawa skutecznosci chemioterapii nowotworow, szczegdlnie w przypadkach
wielolekowej opornosci (MDR) wymaga dostarczenia jednoczasowo duzej ilosci
leku cytostatycznego dla wywotanie efektu cytotoksycznego przekraczajgcego
mozliwosci komorkowych systemow obrony.

Warunkiem niezbednym jest poprawa selektywnosci transportu lekow
cytostatycznych do komérek guzow nowotworowych z oszczedzaniem
prawidtowych komadrek organizmu.

Przetamanie stanu MDR wymaga dostarczenia do komoérek guza mozliwie
jednoczasowo, kilku réznych lekow/zwigzkéw blokujacych r6zne mechanizmy
komadrkowe lekoopornosci.

Oczekiwania te moga spetni¢ nanoczgsteczkowe nosniki lekow gdyz:

umozliwiajg dostarczenie do komdrek nowotworowych wiekszych ilosci leku
cytostatycznego w poréwnaniu do tradycyjnej postaci leku

okazuja zwiekszong selektywnos¢ transportu do komorek nowotworowych niz
do komoédrek/tkanek prawidtowych

relatywnie nieskomplikowane funkcjonalizowanie powierzchni i wnetrza
nanoczgstek pozwala na fatwe dotgczanie roznych czynnikow terapeutycznych
blokujacych kilka réznych mechanizméw rozwoju MDR.

W prébach przetamania stanu MDR szczegodlnie obiecujace wydaja sie
mezoporowate krzemionkowe nosniki lekow (MSN).



e Zgodnie z definicjg IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
porowate materiaty state, ze wzgledu na srednice por (d) mozna podzieli¢ na:

e mikroporowate (d < 2 nm)
e mezoporowate (2 nm <d <50 nm)
e makroporowate (d > 50 nm).

Stosowane w nanomedycynie mezoporowate krzemionkowe nosniki lekow (MSN)
charakteryzuja sie relatywnie wielkg powierzchnig czgstek (900-1000 m?/g),

duzg objetoscig por (0,5-1,5 cm3/g), jednolita wielkoscig nanoczastek, mozliwoscia
relatywnie tatwego uzyskania potrzebnej srednicy por ( w zakresie: 2-20 nm) poprzez
modyfikowania warunkow syntezy.

Dlaczego MSN mogg byc zalecane w prébach przetamania opornosci wielolekowej ?

Gtowne korzystne cechy mezoporowatych krzemionkowych nanonosnikow lekéw

(MSN) to:

1. duza pojemnos¢, pozwalajgca transportowac znaczne ilosci lekdw,

2. relatywnie tatwe funkcjonalizowanie, przytgczanie do powierzchni
licznych/réznorodnych grup funkcjonalnych zwiekszajacych wigzanie lekéw i ich
uwalnianie, poprawiajacych farmakokinetyke i zmniejszajgcych toksycznos¢ .




Przyktadowa strategia syntezy i funkcjonalizacji

mezoporowatych krzemionkowych nanoczgstek (MSN)
(Huh S., Wiench JW., Yoo JC, Pruski M, Lin VS-Y. Chem Mater 2003; 15: 4247-4256)

Cytowana strategia opiera sie na ko-kondensacji tetraetylortokrzemianu (TEOS)

z roznymi organo-alkoksysilanami w reakcji katalizowanej przez

wodorotlenek sodu i w obecnosci matych stezen zwigzku powierzchniowo P
czynnego CTAB (cetylotrimetyloamonowy bromek). )

<)TEOS

* Mozna uzyskac czastki o roznej wielkosci i o roznej objetosci por modyfikujgc
warunki eksperymentu :

* temperature reakcji kondesacji (podwyzszenie z 20°C do 80°C daje czastki

wieksze i o wiekszej Srednicy por)

* zmieniajgc intensywnos¢ mieszania w2 czasie syntezy

e stosujgc zwigzki powierzchniowo czynne o réznej dtugosci tancuchow weglowych

e stosujgc rozne organo-alkoksysilany do funkcjonalizacji czgsteczki MSN



Mezoporowate krzemionkowe nanoczastki funkcjonalizowane
organicznymi alkoksysilanami (zdjecia z mikroskopu skaningowego)
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Chem Mater 2003; 15: 4247-4256.

niefunkcjonalizowane nanoczgstki krzemionkowe MCM-41 (h)




* Przyjmuje sie, ze stosowane w medycynie
mezoporowate nosniki lekow powinny miec¢ srednice
50 — 100 nm, gdyz te wielkosci nanoczgstek
zapewniajg najlepsze cechy farmakokinetyki
w zastosowaniu in vivo.

e Mhniejsze nanoczqgstki fatwo przechodzq przez sciany
naczyn/uciekajqg do tkanek oraz sq szybciej
usuwane/filtrowane przez nerki.

 Wieksze nanoczqstki sq szybko opsonizowane
i usuwane z krgzenia przez makrofagi i system
komorek fagocytujgcych.



Niektore fizycznych cechy MNSP determinujgce ich los
W organizmie

Wielkos¢: nanoczastki o srednicy ok. 50 nm dostajg sie szybciej do komdrek —sg endocytowane szybciej
anizeli czgstki mniejsze (15-30 nm) lub wieksze (>150 nm). Czastki wieksze od 200 nm szybciej sg usuwane
z krgzenia w procesie fagocytozy. Czgstki mniejsze, ponizej10 nm tatwiej sg wydalane do moczu.

Ksztatt: lepsze cechy w transporcie lekow, (takze kwaséw nukleinowych) okazujg MNSP o ksztatcie
pateczkowatym w poréwnaniu do czgstek kulistych. W badaniach poréwnawczych wtasciwosci
transportowych réoznych ksztattdw MNSP lepsze okazaty sie czastki pateczkowate, wydtuzone (ARs=5).
Ksztatt czgstek mozna zaplanowac zmieniajgc w czasie syntezy MNSP stezenie CTAB w mieszaninie reakc;ji.

Agregacja: wieksze czastki tatwo tworzg agregaty, precypitaty, co zagraza np. embolizacjg naczyn
ptucnych, do ktdérych najpierw dostajg sie MNSP po podaniu dozylnym. Agregaty takze znacznie szybciej
podlegajg fagocytozie/usunieciu z krgzenia. Waznym sposobem zapobiegania agregacji jest
funkcjonalizacja powierzchni MNSP poprzez dofgczenie PEG. Nalezy bardzo doktadnie sprawdzac stan
dyspersji nanoczastek przed podaniem tej postaci leku.

Wigzanie z biatkami osocza, opsonizacja nanoczgstek we krwi: natychmiast po podaniu do krwi
nanoczastki optaszczone zostajg albuminami, potem zamienianymi na opsoniny. Opsonizacja
nanonosnikdw lekéw jest niekorzystnym zjawiskiem, gdyz takie czgstki sg bardzo szybko usuwane z krwi
prze komaorki fagocytujgce (zanim w odpowiedniej ilosci dotrg do miejsc docelowych). Nanoczgstki mate
(< 20 nm) sa relatywnie stabiej opsonizowane, a wieksze (> 200 nm) fatwo podlegajg opsonizacji i
usunieciu przez komorki makrofagi. Sposobem na wydatne zmniejszenie opsonizacji jest pokrycie
nanoczgstek hydrofilnym ptaszczem PEG, lub aminokwasami: lizyng, cysteina.



* Przyktady zastosowania
mezoporowatych nanoplatform
krzmionkowych w transporcie lekéw
do komadrek linii nowotworowych
opornych na cytostatyki



N J . -

Phos-MSNP
ACS Nano 2010; 4: 4539-4550.

Obraz mezoporowatych nanoczgstek krzeminkowych-MSNP (100-120 nm, $rednica poréow: 2-2,5 nm)
funkcjonalizowanych:

1. fosfonianami (3-hydroksysilylpropyl metylofosfonian) ; elektroujemne, pozwalaja na stabilizacje i
kontrolowanie wtasciwosci powierzchni MSNP i utatwiajg przytaczenie doksorubicyny (posiadajacej
tadunek dodatni),

2. okrytych polietylenoaming (PEIl), (tadunek dodatni) do elektrostatycznego zwigzania siRNA.

Obrazy z elektronowego mikroskopu transmisyjnego, strzatki pokazujq ptaszcz PEIl i napowierzchni MNSP



Mezoporowe nanoczgastki funkcjonalizowane (fosfoniany)
do przytaczenia doksorubicyny i PEI do przytaczenia Pgp siRNA.
Losy w komadrce raka kolczystokomorkowego KB-V1,
opornego na chemioterapie

Pgp j
(knockdown) SiIRNA-PEI-Dox-MSNP
» Dox # Pgp siRNA -4 PEI
KB-V1 linia ludzkiego kolczystokomdrkowego raka wargi gornej, ACS Nano, 2010, 4 (8), pp 4539-4550

z wysokq ekspresjq Pgp. DOI: 10.1021/nn100690m
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Komorki KB-V1 po 72 godz. od dodania do hodowli doksorubicyny,
a) samej [2ug/mL] b) zamknietej w MSNP, c) w nanoczastkach MNSP optaszczonych PEl,
oraz d) ze zwigzanym elektrostatycznie Pgp siRNA. Obrazy z mikroskopu konfokalnego.
Po prawe;j stronie wyliczona zawarto$¢ doksorubicyny w jagdrach komérek KB-V1 po 72 godz. inkubacji

ACS Nano 2010; 4: 4539-4550.
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Nanoplatforma lekowa: siRNA-PEI-Dox-MNSP znaczgco zmniejszata odsetek
zywych komoérek po 72 godz. inkubacji hodowli KB-V1 (wzrost apoptozy i nekrozy komadrek

i efekt byt obserwowany w nizszych stezeniach doxorubicyny.
KB-V1 - linia oporna na cytostatyki z nadekspresjg Pgp (MDR-1)

KB-31 - linia ,odnos$nikowa” przecietnie wrazliwa na cytostatyki | ACS Nano 2010; 4: 4539-4550.




Mezoporowe krzemowe nanoczgsteczki wypetnione
cytostatykiem — doksorubicynag i funkcjonalizowane z udziatem
PAMAM do przytaczenia i transportu siRNA blokujacego
powstawanie biatka antyapoptotycznego Bcl-2.

SIRNA

ﬁ G2 PAMAM

WOV Bel-2 siRNA

o Doxorubicin

(PAMAM: dendrymery
polilamido aminowe)

SiRNA — krotki interferujgcy RNA
(w tym przyktadzie rozpoznajqcy
i niszczgcy mRNA dla biatka Bcl-2

Pharmaceutics 2013, 5, 294-317; doi:10.3390/pharmaceutics5020294



Mezoporowate krzemionkowe nanoczgstki otoczone
dwuwarstwa lipidowa (MNS/liposomy; Protocells).

e Otoczenie mezoporowatych nanoczgsteczgstek krzemionki
dwuwartwag lipidowa (MNSP+liposomy) tgczy w sobie:

korzystne cechy IMSN - mozliwoéé ,zatadowania” znacznej ilosci czastek

leku cytostatycznego, dodatkowo cytotoksyn (np. egzotoksyna btonicza, rycyna)
wieksza stabilnos¢, selektywnosé dla komorek nowotworowych, mozliwosé
zatadowania takze zwigzkdéw utatwiajgcych obrazowanie —np. kropki kwantowe
(strategia teranostyczna — jednoczesne obrazowanie diagnostyczne i
leczenie),kwasow nukleinowych np. siRNAs,

° korzystne cechy Iiposoméw (zwiekszona selektywnosc transportu do
komoérek nowotworowych, zmniejszona immunogennos¢, mozliwosé dotaczenia
wielu réznych czynnikdw na powierzchni dwuwarstwy lipidowej (peptydy
kierunkowe, peptydy fuzjogenne-destabilizujgce endosomy).

Rdzen mezoporowy takiej czgstki (protocell) stabilizuje fluktuacje dwuwarstwy
lipidowej liposomowej otoczki, znaczgco zwieksza stabilnos¢ dwuwarstwy lipidowe;.
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1 Hour

48 Hours

Hodowle komorek ludzkiego watrobiaka i prawidtowych hepatocytow
w obecnosci mezoporowatych krzemionkowych nanoczgastek - otoczonych
dwuwarstwa lipidowa (MNS/liposomy; Protocells).

A. B.

Annexin V Merge Annexin V Merge

ll. - v
SRR Y
Ny
. 3 V,
”
| ]
5] i
o .

Hodowle komodrek watrobiaka Hep 3B (A.) i hodowle prawidtowych hepatocytéw ludzkich (B.)
inkubowane przez 1 godz. i przez 48 godz. w obecnosci Protocells nastepnie komarki barwione
mieszaning fluorochromoéw (Aneksyna V-FITC/PI), lub barwione DNA komdrek (Hoechst 33342)
Zdjecia z mikroskopu konfokalnego, znacznik skali: 20 pm.

ACSNano 2012; 6: 2174-2188




Takie nanoczastki (Protocells) z peptydem kierunkowym do ludzkiego watrobiaka Hep B3
(targeting peptide SP94) pordwnane w hodowlach komérek ludzkiego watrobiaka

i w hodowlach komérek prawidtowych: limfocytéw, komarek srédbtonka naczyn miaty
zdecydowanie wieksze powinowactwo do komérek watrobiaka niz do komérek
prawidtowych (10.000 x).

Pecherzyki endosomowe (optaszczone klatryng) tatwiej unikaty degradacji lizosomowej
(dzieki obecnosci dwuwarstwy lipidowej) w mechanizmie tzw. ,ggbki protonowej”

i stopniowo uwalniaty cargo (protocell) do cytozolu komdérkowego w czasie >12 godz.
(w czasie 72 godz. cata zawartos¢ komorkowa pecherzykow endosomowych zastata
uwolniona do cytozolu)

W hodowlach komdrek opornego na chemioterapie (MDR) watrobiaka takie
nanokonstrukty (protocells), obtadowane , koktailem” lekdw cytostatycznych i toksycznych,
okazaty dziatanie cytotoksyczne i proapoptotyczne 10°-10° x (sic!!) wieksze w poréwnaniu

z liposomowymi nosnikami tych lekow.

Funkcjonalizowane PEI protocells transportowaty Srednio 6,5 pg Bcl2 siRNA w 10 pg
protocells (65 % wt), dla poréwnania, nie zawierajgce lipidéw MNSP funkcjonalizowne PEI
zawieraty 1 ug Bcl2 siRNA w 10 pg MNSP (10% wt).

Potgczenie stabilnosci MNSP z korzystnymi cechami otoczki/dwuwarstwy lipidowe;j
(Protocell) stanowi typ bardzo wydajnego i korzystnego systemu transportu lekéw, w tym
jednoczesnego dostarczenia do komorek lekédw cytostatycznych, toksyn pochodzenia
biologicznego, kwasdw nukleinowych, do komdrek nowotworowych i stwarza realne
perspektywy jednoczesnego i wielokierunkowego dziatania przeciwnowotworowego, co jest
warunkiem przetamania stanu wielolekowej opornosci komérek MDR.

‘ ACSNano 2012; 6: 2174-2188.




 Droga nanoczasteczkowych nosnikow lekow
do guzow nowotworowych



Réznice unaczynienia guza i tkanki
prawidtowej

A. Normal tissue

Journal of Controlled Release 2010; 148: 135-146.



Patologia srodbtonka naczyn guzow nowotworowych

Normal blood vessel Tumor blood vessel

Abnormal
sprouts

Endothelial @ Defective endothelial
cells monolayer

Cold Spring Harbor Perspect Med. 2012; 2: a006536



Transport bierny i transport aktywny zwigzkow
niskoczgsteczkowych (lekdw) i nanoczgstek
(EPR; Enhanced Permeability and Retention)

Passive transport Active transport
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Journal of Controlled Release 2010; 148: 135-146.



* Transport nanoczgstek
przez btone komodrkowsa



Rodzaje endocytozy
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Klatryna i transport pecherzykowy
s = zalezny od klatryny

dynamina (GTP-aza)

50 nm

(b) coated vesicle

ety
% J
(a) triskelion structure



Kaweola i kaweolina: schemat budowy,
oraz zdjecie elektronowomikroskopowe
kaweoli z nabtonka pecherzykow ptucnych

dynamina
(GTP-aza)

cargo

Kaweolina wystepuje powszechnie w $rédbtonku naczyn,
fibroblastach, komérkach miesni gtadkich.
Kaweole tworzg sie w obszarach btony komdrkowej wzbogaconych

W cholesterol i sfingolipidy (tak samo jak rafty ptaskie).
Przyjmuje sie, ze kaweole sg odmiang raftéw, obok raftéw ptaskich.



e Ucieczka endosomow przed
degradacja lizosomalng



Ucieczka endosomow przed degradacjg lizosomalna
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pH cytozolu 7,2; wczesnych endosomoéw 6,4- 6,0; pdznych endosomoéw 5,0-6,0; lizosomow 4,0-4,5.
Peptydy fuzjogennne, np. HSWYG (bogaty w histydyne fragment peptydowy N-koricowego segmentu hemaglutyniny wirusa grypy)
w pH 6,4-6,8 ugrupowanie imidazolowe podlega protonac;ji, struktura peptydu zmienia sie na a-helikalng, destabilizuje
btone endosomalng, prowadzi do naptywu jonéw Cl- i wody-» obrzmienie i pekniecie endosomoéw z uwolnieniem cargo,

ale dzieki temu endosom unika fuzji z lizosomami i degradacji.
ACCOUNTS OF CHEMICAL RESEARCH = 792-B01 = 2013 = Vol 46, No. 3



Model rozpadu pecherzykéw endodomowych
rozpoczyna aktywnos¢ pompy protonowe;j
(proton sponge effect)
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 Farmakokinetyka
mezoporowatych

krzemionkowych nanoczastek
— nosnikow lekow



Parametry osoczowe farmakokinetyki MNSP po jednorazowym
dozylnym podaniu *C-MNSP [0,5 mg]

myszom Balb/c ;

(sSrednica nanoczastek: 30-35 nm)

dose mg 0.5
Clinitial) pg/mL 154.0
t, - hr 0.38

1 hr 78.4
AUC,, pg-hr/mL 445.5
AUC, .. ug-hr/mL 1099.4
CL mL/h/kg 18.2

| Va mL/kg 2058.1]
Vs ml 46.8
ky2 hr™! 1.58
ks, hr™' 0.11
kg hr™ 0.14

Nano Lett 2012; 12: 5532-5538.
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Figure 2. (a) Mean tissue concentration of '*C-SiNP (33 nm) over a
24 h sampling time, following single 0.5 mg intravenous administration
to BALB/c male mice. Data are expressed as the mean of 5 animals +
the standard error of the mean. (b) Mean tissue concentration of '*C-
SINP (33 nm) over a 56 day sampling time following single 0.5 mg
intravenous administration to BALB/c male mice. Data are expressed
as the mean of 5 animals + the standard error of the mean.

Dystrybucja narzgdowa i wydalanie po
jednorazowym podaniu myszom dozylnie:
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Figure 3. Mean concentration of "*C-SiNP (33 nm) in urine and feces
over a 24 h sampling time following single 0.5 mg intravenous
ressed as
micrograms of "*C-SiNP/ml of urine and micrograms of "*C-SiNP/g
of feces. Results are the mean of 5 animals + the standard error of the

administration to BALB/c¢ male mice. Data are ¢

mcan.

Nano Lett 2012; 12: 5532-5538.



Badania toksycznosci mezoporowatych
krzemionkowych nanoczgstek (MNSP)

Systematyczne badania in vivo toksycznosci MNSP dopiero sie rozpoczynaja.

Dostepne wyniki obserwacji * wskazujg, ze jednorazowe podanie dozylne MNSP szczurom lub myszom
prowadzito do gromadzenia >80% podanej ilosci MNSP w watrobie, sledzionie i w ptucach.

Stwierdzono:
1. brak objawdéw toksycznosci ostrej , zaburzen funkcji uktadu sercowo naczyniowego, zmian parametréw
morfologicznych i biochemiczne krwi.
2.badania sekcyjne/histologiczne narzgdéw wewnetrznych zwierzat po 8 tygodniach od podania
MNSP wykazaty obecnosé ziarniniakow (granuloma) skupisk makrofagow obtadowanych
fagocytujgcych ciato obce (MNSP) w watrobie i w $ledzionie. W mniejszym stopniu (po
podaniu dozylnym) takze w ptucach obserwowano makrofagi zawierajgce sfagocytowane MNSP.
Innych nieprawidtowosci w strukturze histologicznej narzgdéw wewnetrznych szczuréw nie stwierdzono.

Liczba ziarniniakdw i ich wielko$¢ byta znamiennie wieksza w przypadku podania nanoczastek
krzemionkowych anizeli nanoczastek silikonowych, co wigze sie ze znacznie szybszym usuwaniem czgstek
silikonowych z krgzenia drogg nerek.

Ziarniniaki zawierajg pobudzone do fagocytozy makrofagi i na obrzezach skupisk makrofagéw — limfocyty.
Obserwowany byt lokalny odczyn zapalny (z reguty niewielkiego nasilenia) w okolicy tych zmian Stwierdzono
lokalnie podwyzszone stezenie pro-zapalnych cytokin IL-1, [I-6, TNF-a, natomiast nie obserwowano zmian
w surowicy krwi i w badaniach biochemicznych. Oznacza to, ze pomimo obecnosci ziarniniakow, funkcja
watroby nie byta zaburzona.

Nalezy podkresli¢, ze badania te dotyczyty MNSP nie modyfikowanych, a przytgczenie roznych
modyfikatoréow powierzchni, czgstek funkcjonalizujgcych moze znaczaco zmieni¢ farmakokinetyke

i wptywac na toksycznos¢ takich nanoplatform transportu lekéw.

* Materials 2012; 5: 1873-1889.; ACSNano 2011; 5:5390-5399.



Toksycznos¢ MNSP w hodowlach komorkowych

W hodowlach ludzkiej linii keratynocytéw (HaCaT) 24-godzinna inkubacja z MNSP (20 nm i 100 nm)
prowadzita do wzrostu liczby komérek martwych dopiero w duzych stezeniach MNSP w hodowlach

(500 pg/ml i 1000 pg/ml).

Efekt cytotoksyczny w najwiekszym badanym stezeniu [1000 pg/ml]
uzalezniony byt od wielkosci nanoczgstek: w hodowlach z obecnoscig

MNSP 20 nm po 24 godzinach stwierdzono 83% martwych keratynocytéw
natomiast w hodowlach z MNSP 100 nm liczba komadrek martwych - 01

wynosita okoto 10%.

Po inkubacji komdrek przez 30 min. z MNSP stwierdzono wzrost poziomu
wewngatrzkomérkowych ROS o ponad 80% w przypadku czgstek 20 nm,
natomiast nie stwierdzono takiej stymulacji ROS w po inkubacji

z czgstkami 100 nm. Wskazuje to, ze za efekt cytotoksyczny MNSP 20 nm
w gtéwnej mierze odpowiada wzrost produkcji wolnych rodnikéw
szeregu tlenowego w ludzkich keratynocytach.

Nie stwierdzono dziatania draznigcego badanych MNSP na skore
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myszy, nie obserwowano takze proliferacji i aktywac;ji limfocytow
w lokalnych weztach chtonnych .

Mol Cell Toxicol 2013; 9: 67-74.




Toksycznos¢ MNSP w hodowlach komorkowych, c.d.

W hodowlach ludzkich komérek srédbtonka naczyn z zyty pepowinowej (HUVEC) inkubacja

z MNSP 310 nm prowadzita do wzrostu wytwarzania ROS, wzrostu uszkodzen DNA (test
kometowy), nasilenia wydzielania pro-zapalnych cytokin (ll-6, 11-8) i czynnika von Willebranda
(VWEF), ktory dziata silnie pro-koagulacyjnie (zwieksza adhezje ptytek do srédbtonka, nasila agregacje
ptytek). Wskazuje to, ze zastosowanie MNSP moze zaburzac funkcje srédbtonka w stopniu
sprzyjajacym rozwojowi chorob uktadu sercowo-naczyniowego. Toksycznos¢ dla komérek
Srodbtonka byta zalezna od wielko$ci MINSP i byta wieksza w przypadku czgstek >224 nm (spadek
zywotnosci hodowli 0 40-60%). Nie obserwowano cytotoksycznosci w stezeniach 16 nm — 200 nm
(test redukcji MTT).

310-P (15 min) | D. ' 310-P (24 h)

s e .

Control Komarki HUVEC w mikroskopie konfokalnym inkubowane

z MNSP 310 nm przez 15 min. i 24 godz.

VWEF (zielone ziarnistosci) wykrywany przez mysie przeciwciata —=FITC,
MNSP (czerwone ziarnistosci) sprzezone z fluorochromem-perylenem.
strzatka zaznaczone zew natrzkomorkowe witékna uwolnionego

z endotelium VWF.

Biomaterials 2011; 32: 8385-8393.




Podsumowanie toksycznosci MNSP
po podaniu dozylnym:

e Dotychczasowe badania pokazujg, ze MNSP 50-100 nm nie
okazujg efektéw toksycznosci ostrej, natomiast trzeba uwaznie
monitorowac funkcje watroby (przetrwatfa obecnosc
ziarniniakow i lokalnego odczynu zapalnego moze prowadzic¢
do uszkodzen hepatocytow). Nalezy takze zwroci¢ uwage na
stan srodbtonka naczyn (wykrywanie dysfunkcji srodbtonka
i mikroalbuminurii), oraz monitorowac funkcje ptytek krwi
ze wzgledu na mozliwy efekt pro-koagulacyjny i pro-zapalny
wptywu MNSP na komorki srodbtonka.

 Powyzsze rozwazania dotyczg wytacznie czastek MNSP
nie funkcjonalizowanych. Wprowadzenie grup funkcyjnych
do struktury MNSP moze w stopniu zasadniczym zmieni¢
dziatanie toksyczne i wymaga kazdorazowo osobnych badan.



WNIOSKI:

Zastosowanie nanoczgsteczkowych nosnikow lekdw przeciwnowotworowych
jest w chwili obecnej jedyna racjonalng droga do przetamania stanu
wielolekowej opornosci nowotwordow na cytostatyki (MDR), poprawy
skutecznosci chemioterapii onkologicznej.

Dane pismiennictwa wskazuja, ze szczegdlnie obiecujgcym materiatem do
uzyskania takich postaci lekdw onkologicznych sg mezoporowate krzemionkowe
nanoczastki (MNSP), szczegdlnie MNSP otoczone dwuwarstwa lipidowa
(MNSP+liposomy; Protocells).

W perspektywach zastosowania takich postaci lekow onkologicznych nalezy
uwzglednia¢ zarowno mozliwe odlegte dziatania niekorzystne (uszkodzenia
srodbfonka naczyn i ryzyko powiktan naczyniowych, mozliwosc¢ zaburzen funkcji
waqtroby — przetrwate ziarniniaki), ale tez wazy¢ stan kliniczny pacjenta; jest to
chory w stanie niewrazliwosci nowotworu na cytostatyki, chory w stosunku do
ktorego dotychczasowe postepowanie medyczne okazato sie nieskuteczne.

Zastosowanie nanoczgsteczkowych nosnikow lekdw rokuje duze nadzieje na
przetamanie niemocy chemioterapii nowotwordow, na przetamanie stanu MDR.









Problemy farmakokinetyki nanoczgsteczkowych
nosnikow lekéw przeciwnowotworowych

1. dystrybucja NPs drogg krwi
2. selektywnosc¢ transportu do komaorek nowotworowych

3. internalizacja lekdw do komdérek nowotworowych —
wykorzystywane réznych typéw endocytozy

4. wewnatrzkomoérkowy transport/losy NPs i
kontrolowane uwalnianie (,,zastawki molekularne” i , ucieczka
przed degradacja lizosomalng”)

5. usuwanie NPs z organizmu, czas retencji w komadrkach

6. zagadnienia toksycznosci NPs.



Kontrolowane wewngatrzkomérkowe
uwalnianie lekow. Zastawki molekularne

 Uwalnianie cargo z MSN po przedostaniu sie do cytozolu
opiera sie na zjawiskach : rozerwania wigzan,
protonacji/deprotonacji, zmianach konformacji, kompetyciji
chemicznej zwigzkdéw, ktére dotgczone zostaty do powierzchni
nanoczgstki mezoporowej. Zmiany powyzsze mogg byc
wywotane czynnikami endogennymi i egzogennymi.

 Endogenne: 1. zmiany pH w czasie dojrzewania endosomow i
kwasne pH lizosomow, 2. zmiany potencjatu redox w
komoérkach nowotworowych, 3.



Kontrolowane uwalnianie
lekdw z MSNs
Stymulacja zewnetrzna (UV).

Heksagonalne kanaliki/pory MSN wypetnione

lekiem (paclitaxel) zamkniete sq nanoczgstkami ztota
dotgczonymi do MSN poprzez zwiqgzek fotolabilny
(linker, zawierajgcy bromek amonowy w ztoZonej
strukturze organicznej TUNA*) przytgczony
elektrostatycznie (,zastawka molekularna”).

MSN podany byt do hodowli fibroblastéow i do hodowli
hepatocytrow, zostat szybko internalizowany na drodze
endocytozy i nie okazywat dziatania cytotoksycznego,

a takze wczesniejszego uwalniania leku (przed
zewnetrznq stymulacjq) .

Ekspozycja na swiatto UV -» ten tqcznik przeksztatcaf sie
w natadowany ujemnie, nanoczgstki ztota odtqczaty sie
z powierzchni por, uwalniajgc fadunek zawarty

w porach (paclitaxel). Prowadzito to do znaczgcego
efektu toksycznego w badanych hodowlach komorek.

@ *TUNA: tioundecylo-tetraetylenoglikoeter-o-
nitrobenzyloetylodimetylo bromek amonu

J Am Chem Soc 2009; 131: 3462-3463.



