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STRESZCZENIE

Skutki uboczne wielu obecnie stosowanych lekow, czy ich
niedostateczna biodostepnosc¢ stanowia powazny problem medyczny, z
ktorym musza zmagac sie lekarze i sami pacjenci. Istnieje wiele
substancji o potwierdzonej skutecznosci terapeutycznej, ale ze wzgledu
na ich niekorzystne wlasciwosci wywolujace skutki uboczne, nie moga
by¢ stosowane w klinice. Jedna z powszechnie uzywanych strategii
ulepszania terapii jest poszukiwanie substancji pomocniczych, takich jak
nosniki lekow, ktore modyfikuja droge terapeutykow w organizmie biorcy.
W ten sposob mozna ulatwi¢ dotarcie substancji aktywnej do miejsca
dzialania, opozni¢ jej metabolizm, czy ochroni¢ przed szybkim
usuwaniem przez nerki. Wszystkie te dzialania moga umozliwi¢ obnizenie
dawki substancji aktywnej i tym samym zmniejszenie lub wyeliminowanie
niekorzystnych efektow ubocznych lekow. Nosniki liposomowe zyskaly na
przestrzeni ostatnich lat ogromne zainteresowanie ze wzgledu na swoje
lipofekcyjne wlasciwosci i szerokie spektrum zastosowan. Sklad
liposoméw, ich wielkos¢, ladunek oraz strukture powierzchni mozna
dowolnie modyfikowac, tak aby biodystrybucja i dziatanie niesionego leku
w organizmie bylo optymalne.

Ostatnie badania wykazaly, ze polsyntetyczne, kationowe pochodne
alkoholi poliizoprenoidowych (dalej zwane amino-prenolami lub APren)
posiadaja lipofekcyjne wlasciwosci — ulatwiajg przenoszenie materialu
genetycznego do komorek.

Alkohole poliizoprenoidowe stanowia szeroka grupe hydrofobowych
polimerow, ktore wystepuja we wszystkich zZywych organizmach,
poczynajac od bakterii, az do ssakow. Te liniowe czasteczki zbudowane sg
z 5-150 jednostek izoprenowych z grupa hydroksylowa (-OH) na koncu
alfa (a) i atomem wodoru na koncu omega (). Poliizoprenoidy pelnia
wiele funkcji w komorkach ale przede wszystkim jako komponenty bton
biologicznych wplywaja na ich wlasciwosci.

W badaniach biofizycznych potwierdzono, ze dzieki zdolnosci
alkoholi-poliizoprenoidowych do tworzenia w btonach domen o strukturze
fazy heksagonalnej II, odgrywajgq one role modulatorow blon modelowych,
wplywajac na ich przepuszczalnosc¢ i plynnos¢. Amino-prenole zostaly
uzyskane przez chemiczne przeksztalcenie grupy wodorotlenowej
znajdujacej sie na koncu a czasteczki do czwartorzedowej grupy
amoniowej, co nadalo im specyficzne wlasciwosci, dzieki ktorym te
kationowe lipidy jeszcze latwiej oddziatuja z blonami biologicznymi.

Celem przedstawionej dysertacji bylo zbadanie wlasciwosci amino-
prenoli pod wzgledem ich przydatnosci w medycynie i farmakologii jako



sktadnikow liposomowych nosnikoéw lekow. Do badan wybrano pochodna
zawierajaca 7 jednostek izoprenowych (APren-7).

Badania podzielono na trzy zasadnicze zadania. W pierwszym etapie
badano toksycznos¢ amino-prenoli, natomiast w drugim i trzecim etapie
badano wplyw zamkniecia w nowych nosnikach dwoch wybranych lekow
o roznej charakterystyce, dzialaniu i strukturze, na ich skutecznosc
terapeutyczng, w porownaniu do lekow podanych w klasycznych
rozpuszczalnikach.

ETAP1: Toksycznos$¢ APren-7

Modelem doswiadczalnym byly samce szczurow Sprague-Dawley,
ktore codziennie przez cztery tygodnie otrzymywaly podskorne zastrzyki
ze Swiezo przygotowanych roztworow: (i) liposomy zbudowane z DOPE
(dioleoilo-fosfatydylo-etanoloamina) i badanych  pochodnych, (ii)
yklasyczne” liposomy zbudowane tylko z DOPE lub (iii) wode do iniekcji.
W ciggu czterotygodniowej obserwacji mierzono ciSnienie krwi tetniczej
(pomiary na ogonie nieinwazyjna metoda mankietow okluzyjnych),
prowadzono obserwacje w klatkach metabolicznych, polaczone z dobowa
zbiorka moczu oraz pobierano probki krwi do oznaczen biochemicznych.
CzeS¢ szczurow usSmiercano w celu pobrania narzadow do
przeprowadzenia analizy histopatologicznej i morfometrycznej, a u
pozostalej czesci szczurow badano czynnosc¢ ukladu krazenia i wydalania
(doswiadczenia ostre w narkozie).

Otrzymane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze badane amino-prenole nie sa
toksyczne dla organizmow zywych, przynajmniej w zakresie badanych
parametrow. Badane pochodne nie wplynely na rozwoj, czy dojrzewanie
zwierzat. Nie zaobserwowano znaczacych roznic miedzy grupami przy
porownaniu parametrow metabolicznych, czy osoczowych. Analiza
dobowego wydalania albuminy (biomarker uszkodzenia nerek) nie
wykazala negatywnego wplywu badanych pochodnych na funkcjonowanie
tego narzadu. Obraz struktur nerkowych oraz wyniki badan
czynnosciowych byly typowe dla zdrowych szczurow Sprague-Dawley.
Wartosci wskaznikow funkcjonowania ukladu krazenia (ciSnienie krwi,
stan lewej komory serca) takze ksztaltowaly si¢ podobnie we wszystkich
grupach. Na tej podstawie uznano, ze amino-prenole nie sa szkodliwe dla
organizmow zywych i moga byc¢ dalej badane pod wzgledem ich
przydatnosci jako sktadnikow liposomowych nosnikow lekow.

ETAP 2: Efektywnos$¢é desmopresyny zamknietej w nosSnikach
zawierajacych APren-7

Desmopresyna (dDAVP) jest analogiem wazopresyny (AVP),
dzialajacym selektywnie poprzez receptory V2R dla AVP, powodujac
jedynie zahamowanie wydalania moczu (dziatanie antydiuretyczne), a nie



powodujac skurczu naczyn krwionosnych. dDAVP jest powszechnie
uzywanym terapeutykiem w leczeniu moczowki prostej, moczenia
nocnego, czy diagnostyce i leczeniu zaburzen krzepniecia krwi.

Modelem doswiadczalnym byly szczury Sprague-Dawley, u ktorych
po uspieniu i przygotowaniu chirurgicznym wywolywano stan wzmozone;j
diurezy wodnej (2,5% roztwor glukozy podany ze stosunkowo duza
predkoscia (36 ml/kg/h), w celu zablokowania endogennej wazopresyny
oraz umozliwienia zaobserwowania efektu antydiuretycznego dDAVP). Po
30 min. szczurom podawano w krotkiej infuzji dozylnej (60 s) jeden z
nastepujacych roztworow: (i) dDAVP w liposomach z APren-7; (ii) dDAVP
w wodzie; (iii) puste liposomy z APren-7; (iv) wode. Przez dwie godziny
obserwowano zmiany w diurezie, wydalaniu substancji osmotycznie
czynnych oraz osmolalnosci osocza.

Zaobserwowano opoOznienie efektu hamowania wydalania moczu po
podaniu dDAVP w nosniku liposomowym z APren-7, w stosunku do
grupy otrzymujacej dDAVP w wodzie, ale koncowy efekt antydiuretyczny
byl bardzo zblizony w obu grupach. Wydaje sie, ze stopniowe uwalnianie
leku z liposomoéw zawierajacych APren-7 przyczynilo sie do przedtuzenia
dzialania desmopresyny w ustroju, co moze by¢ w wielu przypadkach
bardzo korzystne (rzadsze dawkowanie lekow, ochrona przed degradacja
czy wydalaniem nerkowym). Otrzymano tez dodatkowe potwierdzenie, ze
badane pochodne nie sa szkodliwe dla szczurow Sprague-Dawley po
podaniu dozylnym, przynajmniej w zakresie badanych wskaznikow
ukladu krazenia i wydalania.

ETAP 3: Efektywnos$¢ kandesartanu zamknietego w nosnikach
zawierajacych APren-7

Kandesartan jest lipofilowym lekiem, nalezacym do grupy sartanow,
czyli antagonistow receptorow AT:; dla angiotensyny II (ANG II),
powszechnie uzywanym w leczeniu nadcisnienia.

Modelem doswiadczalnym byly szczury spontanicznie
nadcisnieniowe (SHR), ktore codziennie przez dwa tygodnie otrzymywaty
podskorne zastrzyki ze swiezo przygotowanych roztworow: (i) kandesartan
zamkniety w liposomach z APren-7; (ii) kandesartan w ,klasycznych”
liposomach, zbudowanych tylko z DOPE; (iii) roztwor kandesartanu w
PBS zawierajacym weglan sodu (w stosunku 24:1) lub (iv) sam
rozpuszczalnik (jw.). W ciggu dwutygodniowej obserwacji co drugi dzien
zwierzetom mierzono ciSnienie krwi tetniczej (metoda telemetryczna), raz
w tygodniu prowadzono obserwacje w klatkach metabolicznych oraz
pobierano probki krwi. Po dwoch tygodniach czesSc¢ szczurow usmiercano
w celu pobrania narzadow do przeprowadzenia analizy morfologicznej i
morfometrycznej, a u czesci badano czynnos¢ ukladu krazenia i
wydalania (dosSwiadczenia ostre w narkozie).



Na podstawie otrzymanych wynikow mozna sadzi¢, ze kandesartan
podany w liposomowych nosnikach 2z APren-7 wykazywal lepsza
antyhipertensyjng skutecznos¢ w porownaniu do pozostatych grup
otrzymujacych lek.

Wyrazne roznice miedzy poszczegdlnymi grupami byly widoczne juz
od 6 dnia podawania leku. Zaobserwowano istotne obnizenie
skurczowego ciSnienia tetniczego (SBP) w grupie otrzymujacej
kandesartan w liposomach z APren-7 w porownaniu do pozostalych grup.
Obnizenie SBP poglebialo sie w tej grupie prawie do konca
doswiadczenia, osiagajac maksymalna wartos¢ (najniZzsze ciSnienie) w
dniu 13.

Najwyzsza skutecznos¢ kandesartanu podanego w liposomach z
APren-7 sposrod wszystkich zastosowanych nosnikow potwierdza takze
analiza zmian poziomu kreatyniny w osoczu — historycznie jednego z
najstarszych i najczesciej badanych biomarkerow ukladu wydalniczego.
Stezenie kreatyniny istotnie obnizylo sie¢ jedynie w grupie otrzymujacej
kandesartan w nosnikach z APren-7, co moze SwiadczyC o poprawie
czynnosci nerek, najprawdopodobniej dzieki najwiekszemu obnizeniu
ciSnienia krwi tetniczej w wyniku blokowania receptorow AT: dla ANG II.
Pod uwage mozna rowniez brac pewne antyoksydacyjne wilasciwosci
samych amino-prenoli.

Na podstawie zaobserwowanych roznic, mozna przypuszczacC, ze
kandesartan wykazuje lepsza skutecznos¢ antyhipertensyjna po podaniu
w nosniku z APren-7. Wydaje sie, ze lepsza efektywnosc¢ leku podanego w
nowych nosnikach, wynika z obecnosci samych amino-prenoli. Efekt
wywolany podaniem kandesartanu w ,klasycznych” liposomach byt
widoczny pozniej niz dla pozostatych grup otrzymujacych lek, a wielkosc
obnizenia SBP w kolejnych dniach doswiadczenia byla zblizona do
zaobserwowanej w grupie otrzymujacej kandesartan w weglanie sodu.



Podsumowanie

W przedstawionej rozprawie badano potencjalne zastosowanie
pochodnych alkoholi poliizoprenoidowych, zwanych amino-prenolami,
jako skladnikow liposomowych nosnikow lekow. Przedstawione powyzej
badania mozna podsumowac w kilku punktach:

1. APren-7 podawany podskérnie przez cztery tygodnie szczurom
Sprague-Dawley, nie spowodowal zadnych zmian w strukturach i
czynnosci ukladu wydalniczego oraz krazenia; nie mial wplywu na
dojrzewanie i wzrost zwierzat. Takze po podaniu dozylnym szczurom w
uspieniu nie zaobserwowano negatywnych zmian w badanych
parametrach, dlatego wnioskuje sie, Ze nie jest on szkodliwy dla
organizmow zywych w zakresie badanych parametrow i moze byc
stosowany jako skladnik liposomowych nosnikow lekow.

2. Zamkniecie desmopresyny w liposomach z APren-7 spowodowato
niewielkie op6znienie w jej dziataniu, ale koncowy efekt antydiuretyczny
byt bardzo zblizony do zaobserwowanego w grupie otrzymujacej
desmopresyne w wodzie. Wydaje sie, ze powolne uwalnianie leku z
liposomowego nosnika powodujace przedtuzenie jego dzialania moze byc
w wielu przypadkach bardzo korzystne.

3. Zamkniecie kandesartanu w liposomach z APren-7 polepszyto jego
antyhipertensyjna skutecznoS¢ w porownaniu do kandesartanu
rozpuszczonego w roztworze weglanu sodu oraz zamknietego w
klasycznych liposomach. Wydaje sie, ze lepsze wlasciwosci nowych
nosnikow, wynikaja z obecnosci samych amino-prenoli, poniewaz jedynie
przy ich zastosowaniu kandesartan obnizal poziom kreatyniny w osoczu,
wykazujac pewne protekcyjne dzialanie w odniesieniu do nerek.



