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PRZEDMOWA

Niniejszy XXXIV tom jest zbiorem artykuléow serii Na pograniczu
chemii i biologii. Zawiera on 14 artykuléw podzielonych na dwie czeéci:
biologia chemiczna 1 nanobiomedycyna.

W czesci dotyczacej biologii chemicznej znajdujq sie artykuly omawia-
jace przemiany kwaséw fosfonowych, iminocukréw, zasad heterocyklicz-
nych oraz statyn. Znajduje sie tam rowniez charakterystyka i wlasciwosci
antybiotykow peptydowych, a takze nowe terapie antynowotworowe.

Drugi rozdzial obejmuje zagadnienia, ktére naleza do nanobiomedy-
cyny. Ten nowy obszar badawczy pokazuje charakterystyke i1 wykorzy-
stanie nanoczastek w biofizyce, biologii molekularnej, kosmetyce oraz
onkologii.

Artykuly te beda niewatpliwie pomocne w tworzeniu trwatych pod-
staw wiedzy niezbednej do zrozumienia funkcjonowania zywej komorki.

Ksiazke te kierujemy do studentéw 1 mlodszych pracownikéw nauki.

Henryk Koroniak
Jan Barciszewski

Redaktorzy Na pograniczu chemii i biologii
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NOWE TRENDY
W PROJEKTOWANIU
PRO-NUKLEOTYDOW ANTY-HIV

MARTA RACHWALAK, TOMASZ JAKUBOWSKI,
JOANNA ROMANOWSKA

Instytut Chemii Bioorganicznej, Polska Akademia Nauk
ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan
e-mail: joarom@ibch.poznan.pl

Hasta do zapamietania: AIDS, HIV, nukleozydo-5’-difosforan, prolek, pro-
nukleotyd

Wykaz skrotéw:

AIDS - zespdt nabytego uposledzenia odpornosci

(ang. acquired immunodeficency syndrome)
ART — terapia antyretrowirusowa (ang. antiretroviral therapy)
AZT — 3’-azydo-3’-deoksytymidyna
CCs — stezenie cytotoksyczne (ang. cytotoxic concentration)
ddN — 2’,3-dideoksynukleozyd
ECs — stezenie efektywne (ang. effective concentration)
FBS — surowica z ptodéw bydlecych (ang. fetal bovine serum)
FDA  —Urzad ds. Lekéw i Zywnosci

(ang. Food and Drug Administration)
HAART - wysoce aktywna terapia antyretrowirusowa
(ang. highly active antiretroviral therapy)

HIV — ludzki wirus uposledzenia odpornosci
(ang. human immunodeficiency virus)

NDP — nukleozydo-5'-difosforan

NMP — nukleozydo-5’-monofosforan

NNRTIs — nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkyptazy
(ang. non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors)
NRTIs — nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkrypciji
(ang. nucleoside reverse transcriptase inhibitors)
NTP — nukleozydo-5’-trifosforan
RT —odwrotna transkryptaza (ang. reverse transcriptase)
TMP — 5’-monofosforan tymidyny
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1. Wstep

Poczatek epidemii wirusa HIV przypada na lata 80. XX wieku. Od
tego czasu, wirusem zostato zakazonych okoto 78 milionéw ludzi na calym
Swiecie, a 39 milionéw umarto wskutek AIDS, czyli ostatniego stadium
zakazenia wirusem HIV, charakteryzujacego sie wyniszczeniem ukladu
odpornosciowego i brakiem mozliwo$ci obrony organizmu przed najmniej-
szgq nawet infekcja. Wedlug danych, jakie podaje portal www.aids.gov, obec-
nie 35 milionéw ludzi zyje z wirusem HIV, a liczba zakazonych z roku na
rok maleje (w 2013 r. 2,1 miliona ludzi zostato zainfekowanych; liczba ta
jest o wiele nizsza od tej z 2001 r., kiedy to wynosita 3,4 miliona). Dobre
wyniki 1 prognozy w leczeniu osob zakazonych spowodowane sg coraz lep-
sza, profilaktyka anty-HIV oraz wiekszymi mozliwo$ciami dostepu do tera-
pii. Pomimo to dotychczas nie zdotano wynalezé skutecznej szczepionki czy
leku powodujacego caltkowitg eliminacje HIV z organizmu chorego, co sta-
nowi jedno z najpowazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny i chemii
medycznej. Dlatego stale poszukuje sie nowych lekéw, prowadzac réwno-
czes$nie badania nad ulepszaniem lekéw juz istniejacych.

2. Strategie w projektowaniu lekéw anty-HIV

Wirus HIV nalezy do grupy retrowiruséow, ktérych cykl zyciowy
opiera sie na procesie odwrotnej transkrypcji przeprowadzanej przez en-
zym — odwrotna, transkryptaze. Znajomos$¢ mechanizméw molekularnych

_
"y
=

nukieozydowe/nukleotydowe
inhibitory odwrotnej transkrypcji
nienukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy

|inhihitory prote.azy|

Rys. 1. Schemat przedstawiajacy przyktadowe strategie leczenia anty-HIV
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kazdego z etapéw cyklu zyciowego wirusa pozwala wskazaé potencjal-
ne cele dziatania lekéw antywirusowych, gdyz na poszczegdlnych eta-
pach mozna potencjalnie interweniowaé. Kluczowe dla replikacji HIV
etapy — przylaczenie 1 wnikniecie do komorki, odwrotna transkrypcja,
integracja, ekspresja materialu genetycznego oraz skladanie czastek wi-
rusowych — stanowia bowiem potencjalne cele lekéw antyretrowirusowych
(Rys. 1) [1].

Inhibitory wnikania i fuzji — FDA dopuscita do stosowania kli-
nicznego w 2007 r. pierwszy lek hamujacy wnikanie HIV do komérek,
op6zniajacy wystapienie objawow AIDS — marawirok (Celsentri®, Rys. 2-1).
Natomiast pierwszym uznanym przez FDA (w 2003 r.) i jak dotad
jedynym inhibitorem fuzji jest enfuwirtyd (T-20, pentafuzyd, Fuzeon®,
Rys. 2-2).

Ac-Tyr-Thr-Ser-Leu-lle-His-Ser-Leu-lle-Glu-Glu-Ser-Glu-Asn-Glu-Glu-Glu-Lys-Asn-Glu-Glu-
-Glu-Leu-Leu-Glu-Leu-Asp-Lys-Trp-Ala-Ser-Leu-Trp-Asn-Trp-Phe-NH,

F F
© NH
HsC CH,
N

Rys. 2. Inhibitor wigzania — 1 (marawirok) i fuzji — 2 (enfuwirtyd) HIV-1

2

Nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji (NRTIs) - te
klase zwiazkow stanowia analogi nukleozydéw — 2°,3’-dideoksynukleozydy,
spoérdéd ktorych 3’-azydo-3’-deoksytymidyna (AZT, zidowudyna, Retro-
vir®) (Rys. 3-3) byla pierwszym uznanym przez FDA lekiem na AIDS.
Obecnie w leczeniu stosuje sie kilka innych analogéw, przedstawionych
na Rys. 3 [2].
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Rys. 3. Struktura chemiczna analogéw nukleozyddéw, inhibitoréw odwrotnej transkrypcji;
3 — 3’-azydo-3’-deoksytymidyna (AZT, zidowudyna); 4 — 2’,3’-dideoksyinozyna (ddI, didano-
zyna, Videx®); 5 — 2’,3’-dideoksycytydyna (ddC, zalcitabina, Hivid®); 6 — 2’,3’-didehydro-3’-
-deoksytymidyna (d4T, stawudyna, Zerit®); 7 — L-3’-tia-2’,3-dideoksycytydyna (3TC, lamiwu-
dyna, Epivir®); 8 — 5-fluoro-L-3’-tia-2’,3’-dideoksycytydyna (FTC, emtricitabina, Emtriva®);
9 - 2,3-didehydro-2’,3’-dideoksy-2-amino-6-cyklopropyloaminopurynorybonukleozyd

(ABC, abacavir, Ziagen®)
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Nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkyptazy (NNRTIs)
— pie¢ nienukleozydowych inhibitoréw RT zostalo dopuszczonych przez
FDA do stosowania klinicznego. Wzory strukturalne tych zwiazkéw zo-
staty przedstawione na Rys. 4.
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Rys. 4. Uznane przez FDA NNIRT HIV-1; 10 — newirapina (NVP, Viramune®); 11 — dela-
wurdyna (DLV, Rescriptor®); 12 — efawirenz (EFV, Sustiva®); 13 — etrawiryna (Intelence®);
14 — rilpiwiryna (Edurant®)
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Inhibitory proteazy — do tej grupy lekéw naleza zwigzki chemiczne
przedstawione na Rys. 5.
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Rys. 5. Uznane przez FDA inhibitory proteazy wirusa HIV-1; 15 — saquinawir (SQU,

Invirase®Fortovase®); 16 — indinawir (IDV, Crixivan®); 17 — ritonawir (RTV, Norvir®);

18 — nelfinawir (NFV, Viracept®); 19 — amprenawir (APV, Agenerase®, zaprzestano pro-

dukcji); 20 — lopinawir (LPV, Kaletra®); 21 — atazanawir (ATV, Reyataz®); 22 — fosampre-

nawir (Fos-APV, Lexiva®); 23 — tipranawir (TPV, Aptivus®); 24 — darunawir (DRV,
Prezista®); 25 — ritonawir (RTV, Norvir®)

Inhibitory integrazy — obecnie na rynku farmaceutycznym znalezé
mozna trzy leki tego rodzaju, zatwierdzone do uzytkowania przez FDA
(Rys. 6).

Politerapia HAART - polega na jednoczesnym stosowaniu przez pa-
cjenta co najmniej trzech lekéw przeciwwirusowych, najczesciej wedtug
schematu: dwa nukleozydowe inhibitory syntezy DNA i jeden nienukleo-
zydowy inhibitor proteazy lub inhibitor odwrotnej transkryptazy. Aby
zmniejszy¢ liczbe tabletek przyjmowanych przez osobe zakazona wiru-
sem, do uzycia zostaly zatwierdzone (przez FDA) leki, ktére sa kombina-
cja NRTIs, m.in.: Combivir® (lamiwudyna, zidowudyna), Epzicom® (aba-
cawir, lamiwudyna), Trizivir® (abacawir, zidowudyna, lamiwudyna).
Terapia HAART zapobiega powstawaniu lekoopornosci oraz obniza tok-
sycznoé¢ podawanych lekow. W rezultacie u pacjentéw poddanych lecze-
niu technika HAART obserwuje sie zahamowanie replikacji wirusa do
stanu niewykrywalno$ci.
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5C CH,

26

28

Rys. 6. Inhibitory integrazy HIV-1; 26 — raltegrawir (RAL, Isentress®); 27 — doluterawir
(DTG, Tivicay®); 28 — elwitegrawir (EVG, Vitekta®)

3. Pronukleotydy anty-HIV

Odwrotna transkryptaza HIV odpowiedzialna jest za transkryp-
cje wirusowego RNA na cDNA, ktoéry po integracji z DNA gospodarza
staje sie macierzg dla nowych kopii wirusowego RNA. Przerwanie proce-
su transkrypcji hamuje zatem replikacje wirusa i chroni przed AIDS.
Fakt ten wykorzystano do syntezy szeregu prolekéw, analogéw nukleozy-
déw — 2’,3’-dideoksynukleozydéw, ktore per se nie wykazuja aktywnosci
antywirusowej, natomiast w organizmie po chemicznych lub/i enzyma-
tycznych przemianach uwalniaja aktywne leki wywolujace pozadany
efekt terapeutyczny (Rys. 7).

Aby spelié swoja funkcje w hamowaniu odwrotnej transkrypcji HIV,
AZT oraz i inne analogi 2’,3’-dideoksynukleozydéw po wniknieciu do
komoérki musza zostaé¢ ufosforylowane do nukleozydo-5’-trifosforanéw
(Rys. 7). Podczas pierwszej fosforylacji nukleozydu (3 i/lub 29), utworzony
zostaje 5’-monofosforan nukleozydu, NMP (30 1/lub 31) z udziatem kinazy
tymidynowej, ktéra odpowiada za synteze 5-monofosforanu tymidyny,
naturalnie wystepujacej w komorce, a proces odbywa sie przy zblizonym
powinowactwie obu substratow do tego enzymu. Wyrazne réznice kine-
tyczne pojawiajq sie w dalszych etapach fosforylacji przez kinazy tymidy-
lanowe. AZTMP dwukrotnie silniej wigze sie z tym enzymem niz TMP,
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lecz jego przeksztatcenie do NDP 33 1 NTP 35 jest znacznie wolniejsze
[8]. W zwiazku z tym AZTMP wysyca enzym i blokuje synteze
5’-trifosforanu tymidyny, potrzebnego do syntezy DNA gospodarza. Ku-
mulacja AZTMP jest gléwnym powodem toksycznosci tego ddN. Do in-
nych ograniczen stosowania AZT nalezg tworzace sie w innych $ciezkach
katabolicznych jego toksyczne produkty: 5-O-glukuronian 3’-aminotymi-
dyny oraz 3-aminotymidyna, ktére znacznie pomniejszaja jego terapeu-
tyczna efektywno$cé [4, 5].

o o o
n 1 1
‘0—P—0

Thy HO Thy  kinaza | Thy kinaza 0—P=0-P= Thy
o o tymidynowa o tymidylanowa o o l ;03
R R R R

HO

nukleozyd nukleozyd 5’-monofosforan nukleozydu 5’-difosforan nukleozydu
29 R=0H 30 R=0OH 32 R=0OH
3 R=N; Btona komérkowa 31 R=N; 33 R= N,

kinaza
tymidylanow:

5’-trifosforan nukleozydu

34 R=0OH
35 R= N,

Inhibitor i/lub substrat
dla wirusowych polimeraz

Rys. 7. Wewnatrzkomérkowy metabolizm nukleozydéw

Skutecznoéé¢ dziatania 2’,3’-dideoksynukleozydéw jako inhibitoréow
odwrotnej transkrypcji HIV-1 zalezy przede wszystkim od skutecznos$ci
ich fosforylacji przez kinazy komoérkowe do odpowiednich 5-trifosfora-
néw 35 (Rys. 7), ktore sg biologicznie aktywna forma, zdolna do inhibicji
procesu odwrotnej transkrypcji. Niestety zwiazki te sg niekiedy stabymi
substratami dla tych enzymoéw, w zwiazku z tym ich uzyteczno$é tera-
peutyczna znacznie spada.

Szlaki metaboliczne innych 2’,3’-dideoksynukleozydéw okazaly sie
jeszcze bardziej ztozone. 2’,3-dideoksyurydyna (Rys. 3-5) jest nieaktywna
w blokowaniu infekeji HIV — nie jest ona substratem kinaz komoérkowych
1 nie moze by¢ przeksztatcona w ddUMP [6], natomiast 5'-trifosforan-2’,3’-
-dideoksyurydyny jest bardzo efektywnym 1 selektywnym inhibitorem RT
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HIV. W przypadku innego analogu nukleozydu, d4T (Rys. 3-6), fosforyla-
cja do jego 5’-monofosforanu przez kinaze tymidynowa zachodzi niemal
500 razy wolniej w poréwnaniu z AZT (Rys. 3-3), gdyz d4T ma znacznie
mniejsze powinowactwo do tego enzymu. Wtaénie ten etap fosforylacji
ksztaltuje jego aktywno$é anty-HIV, poniewaz nastepne fosforylacje
z udzialem kinazy tymidylanowej 1 tworzenie d4TDP i1 d4TTP zachodza
znacznie szybciej [7]. Ta Scista zalezno$é od kinaz komérkowych, wyste-
powanie lekoopornych mutacji oraz efekty uboczne wywolywane przez
nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji powoduja, ze zwiazki te,
cho¢ skuteczne, to nie sa idealnymi terapeutykami przeciwko HIV.

W zwigzku z ograniczeniami stosowania 2’,3’-dideoksynukleozydéw
w celach terapeutycznych, zrodzita sie koncepcja pronukleotydéw, ktore
zaprojektowano po to, aby omijaé pierwszy, kluczowy 1 zarazem czesto
najbardziej chimeryczny etap fosforylacji analogu nukleozydu w komoérce.
W zwiagzku z tym, prolek miatby by¢ nukleotydem zawierajacym grupy
maskujace na reszcie fosforanowej, ktéore w komorce zostaja usuniete (na
skutek hydrolizy chemicznej i/lub enzymatycznej) 1 uwolniony zostaje
nukleozydo-5’-monofosforan, ktory dalej jest fosforylowany do di-, a na-
stepnie do biologicznie aktywnego 5’-trifosforanu (Rys. 8) [8].

Btona komoérkowa

kinazy komérkowe

Pro-NMP  --------=----- Lt ’\ """" > NMP NTP
—

Rys. 8. Mechanizm dziatania pronukleotydéw

Spelnienie koncepcji pronukleotydu stanowl niemale wyzwanie.
Zwiazki te muszg spelniaé kilka, czesto sprzecznych ze soba, kryteriéw;
powinny by¢é

(1) wysoce lipofilowe,
(i1) rozpuszczalne w wodzie,

(i11) stabilne w warunkach fizjologicznych,

(iv) musza wnikac¢ do komorek,

(v) powinny by¢ przeksztalcane chemicznie lub/i enzymatycznie w od-
powiednie nukleotydy, a nastepnie 5’-trifosforany [9].
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Te 1 inne wymagania spowodowaly, ze jak dotad jedynie jeden pro-
nukleotyd, tenofovir, Viread® (Rys. 9) [10], zostal dopuszczony przez FDA
do stosowania klinicznego.
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Rys. 9. Tenofovir, Viread®

3.1. Nukleozydo-5’-difosforany

W zwigzku z powyzszym, zrozumialy wydaje sie fakt, ze chemicy
podejmuja sie syntezy nowych pronukleotydéw. Podstawowe rdéznice
w podejéciu bazuja na metodach dostarczania i uwalniania (na drodze
enzymatycznej lub chemicznej) 5-fosforanéw w komoérce [11]. Sposrdd
licznych pronukleotydowych koncepcji anty-HIV, najliczniejsza stanowia,
zwiazki posiadajace w swej strukturze AZT jako antywirusowy analog ddN.
Jednak, jak wspomniano wcze$niej, w przypadku tego 2’,3’-dideoksy-
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Rys. 10. Nowe idee w projektowaniu pronukleotydéow anty-HIV — nukleozydo-5’-difosforany
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nukleozydu (Rys. 7-3), najwiekszy problem wystepuje z fosforylacja nie
do mono-, ale do difosforanu. W zwiazku z tym, powstala idea, by otrzy-
mywaé blokowane na resztach fosforanowych nukleozydo-5’-difosforany,
ktore po wniknieciu do komérki beda uwalniaty NDP, ktéry w krotszym
czasie zostanie przeksztalcony w aktywny biologicznie NTP (Rys. 10).

Jako grupy maskujace reszty fosforanowej nukleozydu stosowano
wiele réznorodnych struktur, ktérych gléwnym zadaniem jest zwieksze-
nie lipofilowo$ci zwiazku po to, aby mégl on przenikaé blony komérkowe,
a wewnatrz komorki ulegaé¢ metabolizmowi do nukleozydo-5’-difosforanu
1 w koncu do aktywnego 5-trifosforanu.

Hostetler et al. wykorzystali do tego celu reszty glicerydowe, w rezul-
tacie otrzymujac rézne diglicerydowe nukleozydodifosforany (Rys. 11) [12].
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Rys. 11. Schemat syntezy diglicerydowych pochodnych nukleozydodifosforanéw wedlug
koncepcji Hostetlera (na przykladzie AZT)

Grupa glicerylowa miala postuzy¢ zwiekszeniu lipofilowoéci, a tym
samym ulatwieniu transportu substancji przez btone komérkowa. Jednak
w wyniku hydrolizy tych zwiazkéw uzyskiwano mieszanine monofosfora-
néw, zamiast pozadanego nukleozydodifosforanu [12].

Kolejng, zaproponowang przez Huynh-Dinha, strategia wykorzysty-
wana do otrzymywania NDP byla synteza acylowych pochodnych nukleo-
zydodifosforanéw (Rys. 12) [13].
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Rys. 12. Synteza acylowych pochodnych nukleozydodifosforanéw wedlug koncepcji
Huynh-Dinha (na przyktadzie AZT)

Nukleotydy te zawieraly grupy zbudowane z dlugich tancuchéw reszt
kwasow tluszczowych maskujace atom Ps, ktore zwiekszaty lipofilowo§é
zwigzku, a przez to umozliwialy jego wydajny transport przez btony ko-
moérkowe (Rys. 13) [13]. Jednakze, réwniez w tym przypadku, w kultu-
rach komoérkowych obserwowano rozpad NDP do odpowiednich NMP.
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Rys. 13. Mechanizm uwalniania nukleozydo-5-difosforanéw syntetyzowanych przez
Huynh-Dinha (na przyktadzie AZT)

Struktury zaproponowane przez Hostetlera czy Huynh-Dinha, mimo
ze byly zwigzkami lipofilowymi, to jednak nie dostarczaly do komodrek
pozadanego produktu hydrolizy grup maskujacych — nukleozydo-5’-difos-
foranu.

Meier et al. zaproponowali estryfikacje reszty fosforanowej Ps NDP
grupami bis(acyloksybenzylowymi), ktére miatyby neutralizowaé tadunki
ujemne reszty fosforanowej. Cala koncepcja uwalniania nukleozydo-5’-di-
fosforanu w komoérce oparta zostata na inicjowanym enzymami rozpadzie
grupy acylowej przylaczonej do reszty fenylowej, co z kolei prowadzi
do destabilizacji wiazania benzylofosforoestrowego i usuniecia, w wyniku
1,6-eliminacji, pierwszej grupy benzylowej maskujacej reszte fosforano-
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wa, Ps. Po wygenerowaniu monoestru konieczne jest powtdrzenie obu eta-
pow, po ktérych uwolniony zostaje nukleozydo-5’-difosforan (Rys. 14) [14].

W tej klasie zwigazkow otrzymano zaréwno symetryczne pochodne acy-
lowe (alifatyczne lub aromatyczne), jak 1 asymetryczne (R! — krétki tan-
cuch alkilowy, R2 — dtugi tancuch), ktore pozwalaly modulowaé trwalosé
1 lipofilowo$¢ grupy maskujacej. Analiza HPLC potwierdzila, ze obydwa
typy zwiazkéw uwalnialy w komoérce nukleozydo-5’-difosforan. Przepro-
wadzono réwniez badania biologiczne tych pochodnych, na podstawie
ktérych stwierdzono wyzsze aktywnoéci antywirusowe niz odpowiednich
analogéw 2’,3’-dideoksynukleozydow (AZT 1 d4T) [14].

3.1.1. Pochodne amidofosforanowe
nukleozydo-5’-difosforanow

W ostatnim czasie na szczegdlng uwage zasluguja otrzymane
przez Kraszewskiego i wspélpr. N-aryloamidofosforanowe pochodne AZT.
Wszystkie te zwigzki wykazywaly bardzo wysoki potencjatl antywirusowy,
spoérdéd ktorych pochodna 4-aminopirydynylowa (Rys. 15-36) posiadata
zaréwno bardzo wysoka aktywnoéé przeciwwirusowa (ECso = 0,0011 uM),
jak 1 bardzo niska cytotoksycznosé (CCso >> 200 uM) [9].
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Rys. 15. Pochodna 4-aminopirydylowa amidofosforanu diestru

Te zachecajace wyniki badan staty sie przestanka, aby zaprojektowaé
pierwsze nukleozydo-5-difosforany, w ktérych zastosowano 4-aminopiry-
dynylowe grupy maskujace (Rys. 16-40-42). Wykorzystano w tym celu
tristriazolid fosforylu 37, ktéry w reakecji z rownomolowa, ilo$cig 4-amino-
pirydyny 38 w dioksanie, w temperaturze pokojowej prowadzil do produk-
tu 39 (Rys. 16-A) [9]. Otrzymany ditriazolido-4-pirydynyloamidofosforan
zostal nastepnie z powodzeniem zastosowany jako czynnik fosforylujacy
5’-monofosforany (AZTMP, d4TMP oraz tenofovir), co w konsekwencji
prowadzilo do otrzymania nukleozydo-5’-difosforanéw 40-42 (Rys. 16-B).
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Rys. 16. Otrzymywanie pochodnych 4-aminopirydylowych nukleozydo-5’-difosforanéw
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Tabela 1. Wyniki aktywnoS$ci antywirusowej pochodnych 4-aminopirydylowych nukleozy-
do-5’-difosforanéw

Zwiazek ECs0 [uM] CCso [uM] Slso
T 0
C>— ||= o— Fl'—OAZT <0,01 > 356 35 600
(o] o
10
C>7 F|’ o0— Fl’ 0d4T 0,12 > 171 592
(o] o
T 0
C>7 ||’ o— T OTenofovir 2,3 > 92 40
(o]

Badania wykonala A. Dabrowska w Narodowym Instytucie Lekéw.

Zbadano aktywno$é biologiczng otrzymanych zwiazkéw, a wyniki
tych badan zamieszczono w Tab. 1.

Wszystkie otrzymane pochodne 4-aminopirydynylowe nukleozydo-
-5’-difosforanéw posiadaja aktywno$é antywirusowa, spoérod ktérych
najwyzszy potencjal anty-HIV posiada pochodna AZT. Uderzajaca wia-
Sciwoscia tego zwiazku jest jego bardzo niska cytotoksyczno$§é i wysoki
indeks selektywnosci, co z pewno$cig, czyni ten zwigzek dobrym kandyda-
tem na pronukleotyd anty-HIV.

Niestety badajac, za pomoca HPLC, drogi rozpadu w kulturach komor-
kowych [RPMI/FBS 9:1 (v/v), 37°C] otrzymanych zwiazkéw stwierdzono,
ze substancje te nie generuja oczekiwanych nukleozydo-5’-difosforanéw.
Jednak rozpad otrzymanych 4-aminopirydynylowych nukleozydo-5’-difos-
foranéw prowadzi do uwolnienia nukleozydo-5-monofosforanu, co potwier-
dza pronukleotydowy mechanizm dziatania zaprojektowanych zwigzkdéw.

4. Perspektywy

Synteza kolejnej generacji pronukleotydow anty-HIV — nukleo-
zydo-5’-difosforanéw — stanowi duze wyzwanie — projektowane zwiazki
musza spelnia¢ nie tylko liczne kryteria stawiane pronukleotydom, ale
réwniez dostarcza¢ w wyniku hydrolizy (chemicznej lub/i enzymatycznej)
do komoérek nukleozydo-5’-difosforan. Prace nad synteza nukleozydo-5-
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-difosforanéw posiadajacych rézne lipofilowe grupy maskujace, projekto-
wane jako potencjalne pronukleotydy anty-HIV, saq nadal przedmiotem
intensywnych badan licznych laboratoriéw na $wiecie.
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Wykaz skrétéw:

AMPs — peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antibiotic peptides)
CD14 — antygen réznicowania komérkowego 14
(ang. cluster of differentation 14)
cDNA — komplementarny DNA (ang. complementary DNA)
LPS — lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)
NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego
(ang. nuclear magnetic resonance)
PAGE — elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
(ang. polyacrylamide gel electrophoresis)
RSV — wirus syncytialny nabtonka oddechowego
(ang. respiratory syncytial virus)
'A% — wirus ospy (ang. vaccinia virus)
1. Wstep

Ziemia jest planetg zdominowana przez mikroorganizmy. Sa one
w stanie przezy¢ w tak ekstremalnych warunkach, jak gorace gejzery
Parku Yellowstone czy lodowate wody u wybrzezy Antarktydy. W zwigz-
ku z tym, wyzsze organizmy eukariotyczne narazone sa na nieustanny
kontakt z drobnoustrojami. Pomimo to potrafia one zy¢é w pelnej harmo-
nii z otaczajacymi je bakteriami, wirusami czy grzybami. Zawdzieczaja, to
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skutecznym sposobom obrony, ktore w toku ewolucji ulegaly znacznym
modyfikacjom i udoskonaleniom.

We wczesnym etapie infekcji, mechanizm obronny gospodarza wyko-
rzystuje roznice strukturalne 1 funkcjonalne pomiedzy patogenem a or-
ganizmem zainfekowanym. Réznice te czynia drobnoustrdj selektywnie
wrazliwym na przeciwdrobnoustrojowe substancje wytwarzane przez
organizm gospodarza, takie jak: reaktywne utleniacze, enzymy lityczne,
czasteczki formujace pory czy molekuly wigzace sie z substancjami od-
zywczymi, niezbednymi dla mikroorganizmu. Jedna z grup substancji
wytwarzanych przez organizmy kregowcoéw, bezkregowcéw 1 ro§lin sa
przeciwdrobnoustrojowe peptydy (AMPs). Umownie sg one definiowane
jako polipeptydowe substancje, kodowane przez geny, syntetyzowane na
rybosomach i skladajace sie z ponizej 100 reszt aminokwasowych. Ta
definicja pozwala odr6zni¢ je od wiekszos$ci antybiotykéw peptydowych
produkowanych przez bakterie 1 grzyby, ktorych synteza odbywa sie po-
przez specjalne szlaki metaboliczne 1 ktore czesto sktadaja sie z amino-
kwaséw niebiatkowych. Jedna z gléwnych grup peptydéw przeciwdrob-
noustrojowych sa katelicydyny.

2. Genetyka i budowa chemiczna katelicydyn

Katelicydyny zostaly odkryte podczas badania aktywnos$ci prze-
ciwdrobnoustrojowej lizatéw bydlecych neutrofili [1]. Wraz z kolejnymi ba-
daniami katelicydyny zostaty odkryte u krélika [2], czlowieka [3], owcy [4],
myszy [5], konia [6] oraz u wielu innych gatunkéw ssakow, w tym ostat-
nio u psa [7]. Ich obecno$é¢ stwierdzono réwniez u takich organizméw, jak
krab czy toso$ atlantycki [8].

Katelicydyny sa syntetyzowane oraz przechowywane w komorkach,
w postaci propeptydu. Sklada sie on z okolo 30-aminokwasowej sekwencji
sygnatowej, 94—144-aminokwasowej domeny katelinowej oraz 12—100-ami-
nokwasowego peptydu wlasciwego. Geny katelicydyn zbudowane sa
z czterech egzondéw. Pierwsze trzy z nich odpowiadaja peptydowi sygna-
lowemu, natomiast ostatni koduje wilasciwy peptyd o aktywnoSci prze-
ciwdrobnoustrojowej. Generalnie region 5’ jest znacznie bardziej konser-
watywny w stosunku do sekwencji kodujacej aktywny peptyd, zaréwno
dla odcinkéw eksonowych, jak i1 intronowych. Konserwatywna struktura
organizacji gendéw 1 wysokie podobienstwo sekwencyjne regionéw 5 wspie-
raja teorie, ze wszystkie ssacze katelicydyny powstaly z tego samego pre-
kursora genu. Kolejnym dowodem na wspdlne pochodzenie jest sgsiednia
lokalizacja genéw na chromosomie owiec 1 $win. Klaster jedenastu gendéw
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katelicydyn na tym samym regionie bydlecego chromosomu 22q24 wy-
znacza w ten sposéb locus, ktére zostalo nazwane CATHL@. Klaster
o$miu genéw katelicydyn zostal zmapowany na owczym chromosomie 19.
Liczba réznych genéw katelicydyn $wini 1 cDNA wskazuje, ze sa one po-
réwnywalne wielkoécia z genami bydta. Uderzajacym zaskoczeniem jest
fakt, ze ludzie posiadaja tylko jeden gen katelicydyny (CAMP), ktéry zlo-
kalizowany jest na trzecim chromosomie. Jest on homologiczny do mysie-
go chromosomu 9 1 §winskiego chromosomu 13, ktére zawieraja kolejno
gen mCRAMP 1 PR-39 [9] (Rys. 1).

Egzony 1

Mg 91 B
katelicydyny

Peptyd Sekwencja
sygnatowy propeptydu

katelicydyny

Peptyd

Strukturalnie
réznorodne

peptydy

Rys. 1. Schematyczne przedstawienie budowy genu i peptydu katelicydyn. Dojrzate
peptydy obejmuja struktury a-helikalne (a), struktury bogate w cysteine (b), tryptofan (c)
i proline (d) [9]

Czasteczki katelicydyn mozna podzieli¢é na dwie czeéci: koniec N za-
wierajacy domene ,kateliny” oraz koniec C odpowiedzialny za aktywnosc¢
biologiczng. Sekwencja konca N wykazuje duza konserwatywno$é miedzy-
gatunkowa w przeciwienstwie do wysoce zmiennej sekwencji konca C [10].
Katelicydyny stanowig zaréwno czasteczki liniowe, jak 1 cykliczne. Roz-
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norodno$é¢ pod wzgledem wielkoSci czasteczek 1 sktadu sekwencji w obre-
bie katelicydyn jest znacznie wieksza niz w innych rodzinach peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych. W katelicydynach stwierdzono obecno$é trze-
ciorzedowych struktur, takich jak a-helisa czy B-kartka, z ktorych niekto-
re bogate sa w proline, tryptofan lub cysteine [10]. Najbardziej powszechne
sq liniowe peptydy zawierajace strukture a-helikalng. Wystepuja w nie-
mal kazdym organizmie ssaczym, posiadajac od 23 do 40 reszt amino-
kwasowych. Peptydy te jednak réznig sie od a-helikalnych peptydéw
owadéw, ptazéow czy ryb [11]. Inne liniowe katelicydyny zawieraja w swo-
jej strukturze peptyd, indolicydyne, ktora sktada sie z 13 reszt aminokwa-
sowych, zawierajacych 3 regularnie rozmieszczone reszty proliny 1 znacz-
ne 1iloSci tryptofanu. Pozostala cze$¢ tego typu katelicydyn stanowi
sekwencja bogata w proline, zawierajaca od 39 do 80 reszt aminokwaso-
wych. Sposoby rozmieszczenia proliny sa rézne w poszczegblnych pep-
tydach — tworza powtarzalne motywy. Przykladem katelicydyn charak-
teryzujacych sie tego typu budowa sa: PR-39, Bacb, Bac7. Badania
strukturalne PR-39 1 Bach odkryty poliprolinowa helise, ktéra prawdopo-
dobnie jest czynna biologicznie konformacja tych peptydow [9]. Cykliczne
katelicydyny obejmuja protegryny i dodekapeptyd. Protegryny sa grupa
5 peptydow o wielkoSci 16—18 reszt aminokwasowych. Charakteryzuja, sie
dwoma wewnetrznymi mostkami disulfidowymi oraz amidowym konicem C.
Spektroskopia NMR protegryny PG-1 wykazata obecno$é¢ dwuniciowej,
antyrownolegtej B-kartki. W obrebie struktury mozna wyréznié¢ centralny
obszar hydrofobowy oraz dwa hydrofilowe konce. Dodekapeptyd zawiera
dwie reszty cysteiny. Przypuszczano, ze w strukturze obecna jest petla
skladajaca sie z 12 reszt aminokwasowych stabilizowana przez mostek
disulfidowy, jednak spektroskopia mas i SDS-PAGE wykazaly powsta-
wanie dipeptydu stabilizowanego poprzez miedzyczasteczkowe wigzanie
disulfidowe [9, 12].

3. Rola i wystepowanie

Przeciwdrobnoustrojowe peptydy, do ktérych zalicza sie katelicy-
dyny, stanowia wazny element wrodzonego ukladu odpornosciowego.
Pelnia one role czasteczek efektorowych, stuzac jako pierwsza linia obro-
ny przed mikroorganizmami na powierzchni skory, nablonka wyécietaja-
cego jelita oraz nablonka ukladu oddechowego. Biosynteza AMPs odbywa
sie w krazacych leukocytach. Stanowia one gtéwne komoérki efektorowe
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Ponadto synteza przeciwdrobno-
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ustrojowych peptydéw odbywa sie w komodrkach skéry 1 nabtonka uktadu
oddechowego, drég moczowo-plciowych 1 przewodu pokarmowego. Organizm
ludzki juz w okresie plodowym chroniony jest przez AMPs, ktére obecne
sa w mazi plodowej 1 ptynie owodniowym [13]. Wiekszo$é prac badaw-
czych zostala poswiecona badaniom ekspresji jedynej ludzkiej katelicy-
dyny LL-37. Wykazano wysoki poziom mRNA w komoérkach nablonko-
wych gruczotéw podsluzéwkowych i1 drég oddechowych oraz obecno$é
peptydu LL-37 w plynie ptucnym [14]. Inne badania potwierdzity obec-
no$¢ tego peptydu w jamie ustnej [15]. Istnieja réwniez dowody na zaan-
gazowanie ludzkiej katelicydyny w meskim ukladzie rozrodczym. Zostala
ona wykryta w osoczu nasienia w wysokich stezeniach (ok. 86,5 mg/ml) oraz
wykazano jej powinowactwo do plemnikéw [16]. Ostatnie badania dowo-
dza jej obecnoéci w nablonku spojéwki 1 rogéwki, gdzie stanowi czesé
wrodzonego mechanizmu obronnego oka przed patogenami [17].

Biosynteza katelicydyn odbywa sie przede wszystkim w ziarnisto-
$ciach swoistych neutrofili i tam tez sg przechowywane. Ludzka katelicy-
dyna hCAP-18 (bedaca propeptydem katelicydyny LL-37) obecna jest
réowniez w komorkach zluszczajacego sie nablonka, plazmie nasiennej,
w najadrzach, a takze w keratynocytach podczas stanéw zapalnych skéry
oraz subpopulacjach monocytéw 1 limfocytow [18, 19]. Dojrzate peptydy
sa uwalnianie z propeptydu za pomoca enzymow: elastazy i proteinazy 3.
Nieaktywne katelicydyny przechowywane sa w wydzielniczych granul-
kach. Podczas fagocytozy nastepuje ich fuzja z granulkami zawierajacymi
elastazy, powodujac wytworzenie aktywnych czastek. Nastepnie aktywne
peptydy przedostaja sie do wakuoli powstate] we wnetrzu granulocytu
w wyniku pochloniecia patogenu. Niewykorzystane czasteczki sa wydzie-
lane na zewnatrz komérki do cieczy miedzykomérkowej, gdzie dalej zabi-
jaja mikroorganizmy chorobotwoércze lub hamuja ich wzrost [20, 21].

Wiele peptydow przeciwdrobnoustrojowych roslin i bezkregowcow
przypomina zaréwno struktura, jak i funkcja swoje odpowiedniki w orga-
nizmach kregowcéw. Roéliny, jak 1 bezkregowce indukuja synteze AMPs
w odpowiedzi na infekcje. Sciezki sygnalizacyjne, ktore poSrednicza w tej
odpowiedzi, sa podobne do ostrej fazy odpowiedzi u wyzszych organizméw
eukariotycznych. Stosuja réwniez podobne regulatory transkrypcyjne.
U kregowcoéw synteza jest albo konstytutywna albo indukowana przez
makroczasteczki pochodzenia mikrobiologicznego oraz cytokiny [21]. Po-
dobnie jak u kregowcéw, réwniez u owaddéw nablonek jelitowy i inne
nablonki okrywajace wydzielaja AMPs [22]. W roélinach peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe wystepuja w nasionach, z ktérych uwalniane sa
w procesie kietkowania, a takze w lisciach 1 innych strukturach [23].
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Oprécz wlasdciwos$ci przeciwdrobnoustrojowych, katelicydyny wykazu-
ja szereg innych aktywnosci. Owcza katelicydyna SMAP29 wiaze sie
z czasteczka LPS, a takze posiada mozliwos¢ wigzania innych endotoksyn
1 zapobiegania endotoksemii. WlaSciwoséci te wykazano na szczurzych
modelach [24]. Stwierdzono rowniez, ze Swinski peptyd bogaty w proline,
PR-39, dziala kardioprotekcyjnie w stosunku do szczurdéw z uszkodzonym
ukladem sercowo-naczyniowym [25]. Inna éwinska katelicydyna, prote-
gryna-1, okazala sie wazna w procesie gojenia ran na modelu $winskiej
skory [26]. Wysokie stezenie ludzkiego peptydu przeciwdrobnoustrojowe-
go, LL-37, wykazano na ranie skérnej, z maksymalnym stezeniem po 48
godzinach [27]. W przeprowadzonych badaniach stwierdzono réwniez, ze
katelicydyny dzialaja chemotaktycznie na neutrofile i komérki T, powo-
duja degranulacje mastocytéow 1 uwalnianie histaminy, aktywuja komoérki
dendrytyczne, hamuja oksydaze neutrofili, a takze uczestnicza w napra-
wie uszkodzen 1 dzialaja proangiogennie [20]. Badajac mechanizm neutra-
lizacji endotoksyn przez katelicydyny CAP18 i CAP11, przeprowadzone
na modelach zwierzecych 1 liniach komérkowych, mozna wywnioskowac,
ze peptydy te blokuja wiazanie LPS z komérkami CD14+, co skutkuje
zahamowaniem wytwarzania cytokin przez te komorki [28].

Wiekszo§¢ bakterii w przewodzie pokarmowym czlowieka to komensa-
le, jednak uktad pokarmowy narazony jest na nieustanne ataki ze strony
patogendw dostarczanych wraz z zanieczyszczonym pozywieniem. Nabtlo-
nek S§luzdéwki jelita cienkiego, ktéry posiada znaczne ilosci kosmkow
1 krypt, jest idealnym miejscem do wnikania mikroorganizméw chorobo-
twoérczych. Komérki nablonkowe jelita, do ktérych zaliczamy komoérki
kubkowe, enterocyty oraz komoérki nablonkowe tworzace podstawe krypt
Lieberkuhna (zwane réwniez komérkami Panetha), odgrywaja istotna
role w ochronie przed czynnikami chorobotwoérczymi. Komoérki Panetha
poprzez wydzielanie peptydéw przeciwdrobnoustrojowych uczestnicza
w ochronie komoérek pnia krypt. Kontroluja réwniez rodzaj 1 liczbe bakte-
rii komensalnych, a takze wykrywaja patogeny oraz uczestnicza w odpo-
wiedzi immunologicznej [29]. Katelicydyny odgrywaja bardzo istotna role
podczas procesu gojenia ran w przewodzie pokarmowym, a dokladniej
w procesie naprawy uszkodzonej §luzéwki. Stwierdzono silng ekspresje
ludzkiej katelicydyny LL-37 1 mysiej mCRAMP podczas gojenia sie
uszkodzonego nablonka u ludzi 1 myszy. Indukcja angiogenezy przez te
peptydy podkresla ich potencjalng role w procesie regeneracji uszkodzo-
nej tkanki [30]. W tym kontekScie zasugerowano, ze mechanizm gojenia,
powodowany przez te peptydy, moze zachodzi¢ poprzez modyfikacje czyn-
nika wzrostu 1 interakcje z receptorem, chociaz pelny mechanizm dziala-
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nia, za pomocs, ktérego katelicydyny uczestnicza w tym procesie, nie zo-
stal wyjaéniony. Ostatnie badania pokazuja, ze szczurza katelicydyna
wspomaga gojenie wrzodow zotadka u szczuréw poprzez indukcje prolife-
racji komoérek i angiogenezy. Sam peptyd stymuluje komdrki nablonkowe
zoladka hodowane in vitro poprzez transaktywacje a-zaleznego nabton-
kowego czynnika wzrostu, ktory jest powigzany ze szlakiem indukujacym
proliferacje komorek zotadka [31]. Kolejna cecha katelicydyn jest zdol-
noé¢ modulowania stanu zapalnego tkanki poprzez zmiane odpowiedzi
cytokin 1 chemotaksje komodrek zapalnych w chorych tkankach. Najnow-
sze badania na modelu mysim wykazaly, ze bakteryjne DNA podwyzsza-
ja poziom ekspresji peptydéw przeciwdrobnoustrojowych poprzez receptor
Toll-podobny oraz aktywacje mitogenem kinaz biatkowych w §luzdwce
okreznicy [32] (Rys. 2).

Rys. 2. Regulacja syntezy i uwalniania peptydéw przeciwdrobnoustrojowych. (a) W ko-
moérkach fagocytarnych, takich jak granulocyty, granulki z AMP uwalniajg swoja zawar-
toéé do wakuoli, ktére zawieraja mikroorganizmy. (b) Komérki jelit Panetha i inne komér-
ki nablonka jelit bogate w granulki; wydzielanie granulek odbywa sie przez bodzZce
nerwowe lub specyficzne czasteczki drobnoustrojéw. (c) W komérkach nabtonka, ktére nie
zawieraja granulek, ale sq zdolne do syntezy i wydzielania konstytutywnego albo induko-
wanego przez bodzce zapalne za posrednictwem czynnika jadrowego kB. (d) W niewydziel-
niczych komérkach nablonka stanowiacego bariere mechaniczna. Peptydy po syntezie
akumulowane sa wewnatrz komérki i uwalniane konstytutywnie lub w wyniku stymulacji
cytokinami i makroczasteczkami drobnoustrojéw [21]
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4. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa

Zdolnoé¢ katelicydyn do hamowania wzrostu drobnoustrojow jest
ich najwazniejsza funkcja. Testy przesiewowe sa stosowane do identyfi-
kacji katelicydyn z takich prdobek biologicznych, jak: wysiek z rany czy
plyn powstaly w wyniku ptukania ptuc. Peptydy sa izolowane za pomoca
metod chromatograficznych, a uzyskane frakcje badane sg na aktywno$§é
przeciwdrobnoustrojowa. Podczas testow in vitro wiekszo$é peptydow
powodowala szybkie zabijanie szerokiego spectrum mikroorganizméw
w mikromolowych 1 submikromolowych stezeniach [9]. Z badan przy uzyciu
skaningowej 1 transmisyjnej mikroskopii elektronowej wynika, ze kateli-
cydyny krdlika CAP18 oraz owcy SMAP29 zabijaja bakterie Pseudomo-
nas aureginosa przy stezeniu peptydu 10 ug/ml w ciagu 15-90 minut [33].

Istnieja jednak pewne ograniczenia w poréwnywaniu aktywnosci prze-
ciwdrobnoustrojowej in vitro z wlaSciwoéciami antybiotycznymi in vivo.
Peptydy przeciwdrobnoustrojowe reprezentuja jedynie pojedynczy ele-
ment ztozonej sieci biologicznej, uczestniczace] w obronie organizmu go-
spodarza 1 regulacji komoérkowej. Badania przesiewowe braly jedynie pod
uwage aktywno$¢ pojedynczych czasteczek, podczas gdy kilka rodzajow
peptydéw 1 innych substancji biologicznych moze wspodlpracowaé w celu
zwiekszenia aktywno$ci przeciwmikrobiologicznej. Jest coraz wiecej do-
wodow wskazujacych na dziatanie synergistyczne AMPs z wiekszymi
polipeptydami, ktérych aktywno§é przeciwdrobnoustrojowa zwigzana jest
z dzialaniem enzymatycznym (np. lizozym) lub ktérych aktywnosé zalezy
od obecnosci makroczasteczek bakteryjnych [34]. Zaobserwowano réwniez
synergistyczne oddziatywanie dwéch AMPs pochodzacych ze skéry zaby
[35]. Z tego powodu wyniki uzyskane in vitro moga mieé tylko czeSciowe
znaczenie dla stwierdzenia aktywnosci tych czastek do zabijania mikro-
organizméw in vivo. Znajomo$¢ mikrosrodowisk, w ktérych wystepuja
katelicydyny, jest niezbedna do zrozumienia ich aktywnosci w Srodowi-
sku biologicznym. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe, w tym katelicydyny,
wykazuja dzialanie przeciwdrobnoustrojowe wobec bakterii Gram-ujem-
nych 1 Gram-dodatnich, drozdzy, grzybéw oraz pewnych wiruséw i pier-
wotniakow. Nawet drobne modyfikacje struktury peptydéw moga znacznie
wplywaé na ich aktywno$é, dlatego bardzo istotnym elementem dalszych
badan jest poznanie zalezno$ci pomiedzy struktura a dzialaniem tej klasy
zwiazkow [21].

Ogdlna zasada dziatania katelicydyn, podobnie jak i innych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, polega na dezintegracji btony komoérkowe;j
drobnoustrojéw, wobec ktorych peptydy te sg aktywne. AMPs nie dziataja
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natomiast na komoérki gospodarza. Zjawisko to mozna wyjaéni¢ analizu-
jac budowe bton komoérkowych gospodarza i drobnoustrojéw. Wiekszo§é
fosfolipidow tworzacych blone komdrkows patogennych mikroorgani-
zmoéw ma charakter kwasny, w przeciwienstwie do katelicydyn, ktére
stanowig kationowe peptydy, tak jak pozostate AMPs. Oddziatywania
elektrostatyczne pomiedzy katelicydynami a ujemnie natadowanymi
fosfolipidami btony komoérkowej mikroorganizmu umozliwiaja S$ciste,
réwnoleglte przyleganie peptydéw przeciwdrobnoustrojowych oraz zako-
twiczenie ich w blonie komérkowej, a takze neutralizacje tadunku btony.
Kolejnym etapem po przylaczeniu peptydu do blony jest zmiana
struktury drugo- 1 trzeciorzedowej peptydu. Zmienia on orientacje wzgle-
dem blony na prostopadla i wbudowuje sie w dwuwarstwe lipidowa, two-
rzac transmembranowy kanal. Mechanizm ten znany jest jako model
tworzenia ,toroidalnych poréw” [36]. W przypadku bakterii Gram-ujem-
nych, peptyd jest w stanie przeniknaé przez blone zewnetrzna. Model
ytoroidalnych poréw” jest tylko jednym z prawdopodobnych mechani-
zméw dziatania katelicydyn. Badania pojedynczych peptydéw wskazuja
na heterogennoéé odziatywan z btonami komoérkowymi. Innym mechani-
zmem oddzialywania jest model ,klepek beczki” (ang. barrel stave) [37].
W mechanizmie tym peptydy gromadza sie na ksztalt , klepek beczki”.
Niepolarne czeéci wyécielajg lipidy btony, natomiast hydrofilowa we-
wnetrzna powierzchnia tworzy szczeline. Kolejnym mechanizmem jest mo-
del dywanowy [38]. W przypadku tego modelu peptydy nie wbudowuja sie

A B c

Rys. 3. Model toroidalnych poréw (A), model dywanowy (B) i model ,klepek beczki”
(ang. barrel stave) (C) jako mechanizmy dziatania przeciwdrobnoustrojowego katelicydyn [10]
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w dwuwarstwe lipidowg lecz pozostaja w konformacji réwnolegtej do blo-
ny komodrkowej, pokrywajac szczelnie jej powierzchnie. W wyniku na-
cisku peptydéw na btone dochodzi do zatamania jej konstrukeji 1 wycie-
kania skladnikow cytoplazmy. Wszystkie przedstawione mechanizmy
wywoluja podobny efekt: uszkodzenie btony, jej dezintegracje oraz depo-
laryzacje. Koncowym efektem jest Smieré drobnoustroju [39] (Rys. 3).

Jak pokazuja ostatnie badania, istnieja réwniez inne mechanizmy
dzialania przeciwdrobnoustrojowego oprocz fizyczne) dezintegracji blony
komérkowej. Zwigzane sg one z dzialaniem wewnatrzkomoérkowym, ta-
kim jak: hamowanie syntezy Scian komérkowych i bialek, hamowanie
aktywnos$ci enzyméw oraz wigzanie kwaséw nukleinowych [40]. Jako
przyktad moga postuzyé¢ katelicydyny: PR-39, PR-26 1 indolicydyna. Maja,
one wplyw na synteze biatek drobnoustroju. Indukuja degradacje niektérych
biatek koniecznych do replikacji DNA patogennych drobnoustrojéw [33].

Mechanizm lezacy u podstaw dziatania przeciwwirusowego katelicy-
dyn pozostaje w duze] mierze nieznany. Z badan przeprowadzonych
na wirusach VV i RSV wynika, ze peptydy oddziatujg bezposrednio
z wirusem [41, 42], jednak wplyw na wirusy bezotoczkowe wskazuje na
dodatkowe mechanizmy dziatania. Interesujacy jest fakt, ze dziatanie
przeciwwirusowe zaobserwowano réowniez, gdy komoérki byty traktowane
aktywnym peptydem, ktéry zostal usuniety przed infekcja wirusem.
Efekt ten moze sugerowac, ze w wyniku kontaktu komorek z katelicydy-
na nastapila indukcja stanu przeciwwirusowego wynikajaca z immuno-
stymulujacych wlasciwoéci badanych peptydéw [43]. Stwierdzono, ze
proteoglikany, a w szczegdlnoéci siarczan heparanu, ktére maja cha-
rakter anionowy 1 wystepuja na powierzchni komoérek, biorg udziat
w adhezji niektérych wiruséw do komérek gospodarza [44]. Peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe, ktére sa obdarzone ladunkiem dodatnim, na zasa-
dzie oddzialywan elektrostatycznych 1 kompetycji blokuja wiazanie wiru-
séw z powierzchnia komorki docelowej. Stwierdzono m.in., ze ludzka
katelicydyna LL-37 wiaze sie z proteoglikanami, hamujac przylaczanie
sie wirusa do komorki gospodarza [45].

Inne badania stwierdzaja odmienny mechanizm dzialania przeciwwi-
rusowego. Niektére peptydy w sposbéb bezposredni wiaza sie z otoczka
wirusa, powodujac jej zniszczenie, analogicznie do niszczenia blony ko-
moérkowej bakterii. Kolejnym mechanizmem jest regulowanie aktywnos$ci
szlakéw sygnalowych oraz wplyw na ekspresje genéw zaréwno wiruso-
wych, jak 1 komoérkowych. Mechanizm ten moze potwierdzaé¢ fakt, iz
stwierdzono m.in. dla LL-37, ze jest ona w stanie przenikaé przez btone
komorkowa, jak 1 przez btone jadrowa [46].
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5. Mechanizm opornosci

Rozwdj opornoéci bakterii na peptydy przeciwdrobnoustrojowe,
w tym na katelicydyny, jest zjawiskiem stosunkowo rzadkim. Opisano
kilka mechanizméw, ktore sa odpowiedzialne za zjawisko opornosci [47].
Wzrost zawartoéci fosfatydylocholiny w $cianie komérkowej Haemophilus
influenzae spowodowatl zmniejszona podatnosé na dziatanie ludzkiej kate-
licydyny LL-37 [48]. Celem takiej modyfikacji jest zmiana tadunku netto
$ciany komoérkowej bakterii, a mianowicie zmiana anionowych sklad-
nikéw na czasteczki kationowe. Pseudomonas aeruginosa jest w stanie
zmieni¢ strukture lipopolisacharydéw przymocowanych do zewnetrznej
blony. Ta modyfikacja endotoksyny, jaka jest LPS, zmniejsza wrazliwo$é
tych bakterii na peptydy przeciwdrobnoustrojowe [49]. Zmiana ladunku
$ciany komoérkowej bakterii Gram-ujemnych zachodzi réwniez w wyniku
acylacji lipidu A lipopolisacharydu. Zwiagzana z tym oporno$¢ na kateli-
cydyny spowodowana jest przez redukcje plynnoéci blony zewnetrznej, co
skutkuje zwiekszeniem oddziatywan hydrofobowych miedzy wzrastajaca
liczba acylowanych czasteczek lipidu A [50].

W przypadku bakterii Gram-dodatnich, takich jak np. Staphylococcus
aureus, zmiana ladunku $ciany komoérkowej odbywa sie poprzez wbu-
dowywanie D-alaniny do kwaséw lipotejchojowych lub L-lizyny do fosfa-
tydyloglicerolu [51]. Ponadto S. aureus jest w stanie wytwarzaé sta-
fylokinazy (serynowe proteinazy), ktéore uwalniaja AMP z leukocytéw,
a nastepnie wiaza sie z nimi, tworzac kompleksy, czego skutkiem jest
catkowita neutralizacja peptydéw [52]. Szczepy Staphylococcus, ktore
wytwarzaja metaloproteinaze (zwana, aureolizyna), sa mniej wrazliwe na
dzialanie ludzkiej katelicydyny LL-37 [52]. Niektére szczepy, takie jak
Klebsiella pneumoniae, wytwarzaja otoczki polisacharydowe, ktore chro-
nig je przed dzialaniem peptydéw przeciwdrobnoustrojowych [20].

Kolejnym przykladem opornosci jest mechanizm wytworzony przez
bakterie Yersinia enterocolitica. Dotyczy on zmiany wytwarzania biatek
blony zewnetrznej 1 jest zwigzany z obecnoécia plazmidu [33]. Neisseria
gonorrhoeae wykorzystuje pompy transportowe (wyrzutowe) powodujace
usuwanie katelicydyn, unikajac przez to gromadzenia sie tego peptydu
wewnatrz komorki bakteryjnej [53]. Inne szczepy, takie jak Proteus mi-
rabilis czy Streptococcus pyogenes, zawieraja, proteazy, ktére maja zdol-
no$¢ degradacji katelicydyny LL-37 [54]. Natomiast pozakomérkowe pro-
teazy uwalniane przez Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis
1 Streptococcus faecalis degraduja, w ludzkim organizmie proteoglikany
macierzy zewnatrzkomoérkowej. Powoduje to uwalnianie polianionowej
czasteczki siarczanu dermatanu, ktéra ma zdolno§¢ hamowania aktyw-
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nos$ci AMPs [55]. Shigella stosuje swoista strategie, ktora polega na obni-
zeniu wytwarzania LL-37 juz na poziomie mRNA w komérkach nabton-
kowych okreznicy [56]. Dla niektérych wymienionych patogenéw odkryto
mutanty izogeniczne, ktére wykazuja in vitro zwiekszona wrazliwo$é na
katelicydyny w poréwnaniu z dzikimi szczepami rodzicielskimi. Badania
tych mutantéw na modelach zwierzecych dostarczyly wynikéw, ktoére
sugeruja, ze jedynie sama oporno$¢ na katelicydyny przyczynia sie do
zjadliwos$ci szczepow. Mutanty DIt- 1 MprF-, bedace mutantami S. aure-
us, ktore nie posiadaja w Scianie komoérkowej D-alaniny 1 L-lizyny, sa
bardziej podatne na dziatanie katelicydyn in vitro. Oba mutanty sa tatwiej
fagocytowane przez neutrofile 1 sa mniej zdolne do wywolania infekcji
u myszy [57]. Jedno z badan zjadliwo$ci Streptococcus pyogenes przed-
stawilo problem z innej perspektywy. Bakterie te sg zwykle wrazliwe na
ludzka katelicydyne LI.-37 i mysia CRAMP, jednak mutanty oporne moz-
na otrzymaé¢ w wyniku dzialania odpowiednimi dawkami peptydow. Po
podskérnym podaniu mysim modelom opornych mutantéw S. pyogenes
stwierdzono szybko rozprzestrzeniajaca sie martwice tkanki skoérnej,
podczas gdy w szczepie dzikim obserwowano jedynie male miejscowe
owrzodzenia [58].

Nalezy zwréci¢é uwage, ze bakteriom jest niezwykle trudno zmienié
strukture czy sktad ich btony komérkowej w celu obrony przed dziala-
niem peptydéw przeciwdrobnoustrojowych. Dodatkowe utrudnienie po-
woduje réznorodnoséé AMPs syntetyzowanych w przyrodzie przez wiele
odleglych ewolucyjnie gatunkéw. Mechanizmy opornosci bakterii ksztal-
towaly sie od milionéw lat, dlatego nie jest niczym szczegdlnym poja-
wienie sie po uplywie dluzszego czasu oporno$ci na niektére peptydy.
Poréwnujac ja z szybko$cia indukowania opornoéci np. na penicyliny,
mozna stwierdzié, ze oporno$¢ bakterii na katelicydyny pojawia sie zde-
cydowanie powoli.

6. Perspektywy

7Z uwagi na wzrastajacy problem lekoopornosci drobnoustrojow
na istniejace leki w ostatnich dekadach, udato sie uzyska¢ jedynie kilka
klas nowych antybiotykéw. Wiele réznorodnych struktur peptydéw prze-
ciwdrobnoustrojowych, odkrytych w r6znych $rodowiskach biologicznych,
rokowato optymistyczne, ze niektére z tych zwiazkow beda uzyteczne
jako $§rodki terapeutyczne. Gléwny problem w rozwoju tej klasy antybio-
tykéw dotyczy m.in. penetracji tkanki (dystrybucji), potencjalnej toksycz-
noséci 1 kosztéw produkeji [21]. Nowe spojrzenie na przeciwwirusowy po-



Katelicydyny — naturalne antybiotyki peptydowe 41

tencjal katelicydyn sugeruje, ze peptydy te moga by¢ waznym docelowym
elementem systemu obrony przeciwwirusowej 1 dodatkowo stanowi¢ sza-
blony do syntezy nowych analogéw przeciwwirusowych. Pozostaje jednak
kilka waznych aspektéw, ktorymi nalezy zajaé sie w przysztoéci. Jednym
z nich jest identyfikacja nowych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych.
Kolejnym jest analiza funkcji biologicznych AMPs. Poza eksperymentami
in vitro, ktore sg pierwszym etapem oceny funkcji peptydéw przeciw-
drobnoustrojowych, konieczne jest rOwniez szersze podejécie obejmujace
genetyczne modele zwierzece. Na skutek tego mozliwa bedzie interpreta-
cja danych uzyskanych in vitro w odniesieniu do catego organizmu. Row-
niez istotna sprawa jest ocena roli peptydéw w przebiegu chordb; badania
te moga nam dostarczy¢é cennych informacji na temat ich patogenezy.
Ostatnim, réwnie waznym aspektem jest rozwdj peptydéw przeciwdrob-
noustrojowych, w tym katelicydyn, jako potencjalnych lekéow [59].

Badano mozliwo§é zastosowania terapii genowej w celu zwiekszenia
poziomu ekspresji katelicydyn, jednak nastapil niewielki postep w tym
kierunku [60]. PG-1 (protegryna $wini) daje 100% ochrone przed infek-
cjami spowodowanymi przez dootrzewnowe wstrzykniecie P. aeruginosa,
S. aureus i opornych na metycyline S. aureus w badaniach przedklinicz-
nych u szczuréw [61]. Owcze katelicydyny SMAP29 1 SMAP34 sa po-
tencjalnymi kandydatami do stosowania w leczeniu ludzi z infekcja
bakteryjng i obnizong odpornos$cia. Peptyd SMAP29 okazal sie wysoce
skuteczny przeciwko infekcji powodujacej spadek nawilzania powierzchni
drég oddechowych u pacjentéw z mukowiscydoza, réwniez przy wysokim
stezeniu NaCl [62]. Moze zatem by¢ stosowany jako czasteczka wiodaca
do projektowania syntetycznych antybiotykéw peptydowych zachowuja-
cych swoja aktywno$é nawet przy wysokim stezeniu soli NaCl.

Wiele raportéw na temat produkeji 1 aktywnosci syntetycznych pep-
tydow przeciwdrobnoustrojowych pojawia sie jedynie w literaturze paten-
towej. Naukowcy staraja sie uzyskaé peptydy o krotszej sekwencji niz
naturalne wzorce, z taka sama a nawet wyzsza aktywnoS$ciq przeciw-
drobnoustrojowa. Przyktadowo, peptyd bedacy pochodna indolicydyny,
sktadajacy sie z 14 reszt aminokwasowych, wykazywat szerokie spek-
trum aktywno$ci przeciwbakteryjnej [63]. Podobnie syntetyczny peptyd
Rev4, rowniez zaprojektowany na bazie indolicydyny, wykazywat szero-
kie spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego oraz zwiekszona od-
pornoé¢ na proteazy [64].

Jedna ze strategii uzycia AMPs jest ich synergistyczne dzialanie
z konwencjonalnymi antybiotykami lub wykorzystanie ich immunosty-
mulujacego dzialania. Przewiduje sie réwniez zastosowanie peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych jako $rodkéw neutralizujacych endotoksy-
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ny [65]. Gléwna zaleta AMPs jest ich szerokie spektrum aktywno$ci prze-
ciwdrobnoustrojowej i szybkos¢ dziatania, jednak wysokie koszty syntezy,
badan i produkecji ograniczaja ich zastosowanie. Réwniez podatno$é na
proteolize, obnizona aktywno$é w soli fizjologicznej, surowicy oraz wraz-
liwo§¢ na pH, a takze zaklécenie funkcji biologicznej (np. angiogenezy)
powinny byé¢ brane pod uwage przy ich ewentualnej aplikacji terapeu-
tycznej [39].

Potrzebne sa dalsze badania katelicydyn, okre§lajace ich profil tran-
skryptomiczny, szczegblnie w momentach zakazenia organizmu. Ma to na
celu zbadanie ich roli podczas infekeji. Ponadto istnieje potrzeba opraco-
wania modeli mysich, u ktérych geny kodujace peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe ulegaja nadekspresji albo zostaja calkowicie wyciszone, w celu
zbadania ich wplywu na fizjologie zwierzat. Mozna w ten sposob okresli¢
ich wplyw na prawidlowe funkcjonowanie organizmu. Pozadane sa row-
niez inne modele zwierzece, np. kozy czy bydia. Ponadto podstawowa
wiedza na temat zaleznoS$ci struktura/aktywnosé pozwoli lekarzom i na-
ukowcom wykorzystaé réznorodne funkcje biologiczne tych peptydéw na
rzecz poprawy diagnostyki i terapii medycznej [39].
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RT — temperatura pokojowa

S3P — 3-fosforan kwasu szikimowego

THF — tetrahydrofuran

uPA — aktywator plazminogenu typu urokinazy
w — wydajnosc¢ reakc;ji

1. Wstep

Pochodne estréw kwaséw fosfonowych sa doskonatymi analogami
fosforanow powszechnie wystepujacych w organizmach zywych i biora-
cych udziat w wielu waznych procesach biologicznych. Estry kwaséw fos-
forowych sa sktadnikami fosfolipidéw, nukleotydéw, w tym ATP (no$nika
energii chemicznej) wykorzystywanego w metabolizmie komoérek, a takze
kwasow nukleinowych przechowujacych informacje genetyczne. Ze wzgle-
du na podobienstwo fosfonianéw do fosforandéw, a takze obecnoéé w es-
trach kwaséw fosfonowych wiazania P-C, odpornego na dzialanie czynni-
kéw chemicznych, hydrolize przez fosfatazy, rozklad termiczny 1 fotolize,
organiczne pochodne fosfonianéw sa wartymi przebadania, doskonatymi
kandydatami na leki. Ich odporno$é na biodegradacje sprawia, ze sa one
wbudowywane we fragmenty biomolekutl stajacych sie w ten sposéb inhi-
bitorami pewnych szlakéw biosyntez. Co wiecej, pochodne kwasu fosfo-
nowego mozna stosunkowo latwo poddaé¢ modyfikacjom [1-4].

2. Zwigzki fluoroorganiczne

Fluor to ,,maly atom o wielkim ego” [5], ktorego wartoé¢ promie-
nia Van der Waalsa (1,47 A) mieéci sie pomiedzy odpowiednimi warto-
§ciami atomu wodoru (1,20 A) oraz atomu tlenu (1,52 A). 7 tego wzgledu
atom fluoru moze zastepowaé atom wodoru w czasteczce zwigzku orga-
nicznego bez wywolywania znaczacych zmian w wielkosci tej czasteczki.
Jednakze fluor jest najbardziej elektroujemnym pierwiastkiem uktadu
okresowego (3,98 w skali Paulinga), co w konsekwencji prowadzi do two-
rzenia silnych wiazan z innymi pierwiastkami. Z tej przyczyny wiazanie
C—F jest silnie spolaryzowane, ma znaczny charakter jonowy, jest krotkie
1 trwate (energia wiazania C—F wynosi 486 kd/mol, podczas gdy wigazania
C-H 415 kd/mol, a C—C 332 kd/mol). Co wiece], trzy wolne pary elektro-
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nowe atomu fluoru znajduja sie bardzo blisko jadra 1 sa mato reaktywne.
Powyzsze wlasciwosci ttumacza odpornosé zwiazkéw fluoroorganicznych
na dzialanie kwasow, zasad oraz czynnik6w utleniajacych. Ponadto posia-
daja one duza odpornoé¢ termiczna, a w poréwnaniu z odpowiadajacymi im
weglowodorami — nizsze temperatury wrzenia 1 wieksza gestosé [3, 6].
Zwiazki fluoroorganiczne znajduja szerokie zastosowanie w wielu
réznych dziedzinach, poczawszy od lekow 1 érodkéw agrochemicznych po
zaawansowane materialy czy polimery. Stwierdzono, ze czasteczki zwigz-
kow chemicznych zawierajace w swojej strukturze atom fluoru posiadaja
korzystne wtasciwos$ci fizykochemiczne, takie jak zwiekszona stabilnoéé
1 hydrofobowo$é. Ponadto atom fluoru moze wywieraé¢ wpltyw na konfor-
macje czgsteczek organicznych 1 pozytywnie oddzialywaé na kierunek
reakcji. Znane sa zwigzki fluoroorganiczne, ktére zyskaly znaczenie
w leczeniu nowotworéw (np. eniluracyl, fludarabina), infekcji HIV (np.
alamifovir), a takze zakazeniach grzybiczych (np. osflukonazol) [2, 6].

N
rNH rNH )\
| I I

Rys. 1. Potencjalne mozliwo$ci modyfikacji zwiazkéw organicznych atomem/atomami
fluoru odpowiadajace danym grupom funkcyjnym

Aby uzyskaé lepsze powinowactwo do miejsca aktywnego enzymu, od-
powiednie grupy funkcyjne zastapiono grupami zawierajacymi atom(y)
fluoru, podobnymi pod wzgledem sterycznym lub elektronowym (Rys. 1).
Tak otrzymane zwiazki fluoroorganiczne moga byé rozpoznawane przez
enzym jako substraty 1 wiazac sie z nimi, prowadzi¢ do hamowania ich
dzialania. Przyktadowo atom fluoru sterycznie zblizony jest do atomu
wodoru (maty rozmiar), jednak elektronowo — do grupy hydroksylowe;j
(podobna polarno$é). Podobnie wykorzystano wplyw atomu(éw) fluoru
przy uzyciu a-fluoroalkilowych pochodnych kwaséw fosfonowych jako
inhibitoréw réznego rodzaju kinaz czy fosforylaz [3].
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Tabela 1. Wplyw obecnos$ci atomu fluoru na wtasciwosci kwasowo-zasadowe 1 geometrie
czgsteczki pochodnych fosforanowych / fosfonianowych

o] o] ﬁ ﬁ
I I
Strukt
pinin | RO 0@ | RIS R0 M09 | RO ino®
OH H2 OH F’ |, OH ¢/} OH
Wartosé pKaz 6,45 7,65 6,20 5,64
Wartoéé kata o o o o
C.X.P 118,7 112,1 113,2 116,5

X =0, CHz, CHF lub CF2

Zastapienie charakteryzujacego sie stosunkowo wysoka elektroujem-
noécia mostkowego atomu tlenu (C—O-P) w fosforanie grupa CHe, prowa-
dzace do otrzymania ugrupowania (C—CHs—P), powoduje znaczna zmiane
polarnos$ci wigzania, wlasciwosci kwasowo-zasadowych oraz geometrii cza-
steczki. Okazato sie jednak, ze wprowadzenie jednego atomu fluoru, pro-
wadzace do otrzymania a-fluoroalkilowych pochodnych kwaséw fosfono-
wych, wplywa na wartos¢ pKaz (6,20), zblizajac ja do warto$ci pKaz
odpowiednich fosforanéw (6,45) — Tab. 1. Natomiast wprowadzenie dwéch
atoméw fluoru, prowadzace do otrzymania o,a-difluoroalkilowych po-
chodnych, wptywa na warto$é¢ kata C—CFe—P (116,5°), zblizajac ja do war-
tosci kata C—O—P w fosforanach (118,7°). Przedstawione zmiany wtasci-
woséci wynikajace z wprowadzenia atomu fluoru do czasteczki zostaly
wykorzystane w syntezie nowych lekéw [1-4].

3. Pochodne kwaséw aminofosfonowych
jako analogi aminokwasow

Kwasy fosfonowe zawierajace grupe aminowa w pozycji o (1) 1 ich
pochodne sa waznymi analogami aminokwasow (2) bedacych podstawowa,
jednostka budulcowa bialek (Rys. 2). Mimo ze tetraedryczna grupa fosfo-
nowa (—P(O)(OR)z2) rézni sie ksztaltem od ptaskiej i mniej obszernej grupy
karboksylowej (-COOH) oraz kwasowoscia (kwas fosfonowy jest znacznie
bardziej kwasowy) i zajmowang objeto$cia w przestrzeni (atom fosforu
ma wiekszy promien atomowy niz wegiel), obie grupy funkcyjne czesto
wykazuja podobne wlasciwosci. Z tego wzgledu kwasy a-aminoalkilofosfo-
nowe moga, byé rozpoznawane przez enzymy lub receptory jako fatszywe
substraty lub inhibitory [7-9].
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o)
o) o) L_oH
| I HzN
R L\/OH R_ C. Y VoH
Y ou [ oM
NH, NH,
1 2 3 OH

Rys. 2. Struktura analogu kwasu a-aminoalkilofosfonowego, aminokwasu oraz fosfotyrozyny

Liczne kwasy a-aminoalkilofosfonowe, takze fluorowane, ich estry i ana-
logi peptydéw wykazuja szereg réznorodnych wlasciwosci biologicznych.
Niektére z nich to produkty naturalne; przyktadem jest fosfotyrozyna (3,
Rys. 2) bedaca kluczowym skladnikiem np. wykazujacych dziatanie hipo-
tensyjne tripeptydéw. Pochodne kwaséw a-aminoalkilofosfonowych zna-
lazly zastosowanie m.in. jako inhibitory takich enzymoéw, jak: syntazy
(np. proteazy HIV), fosfatazy (np. bialkowej fosfatazy tyrozynowe)) czy
reniny (podnoszacej ci$nienie krwi). Ponadto sa uzywane jako silne anty-
biotyki, érodki przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne,
herbicydy, a takze $rodki przeciwnowotworowe. o.-Aminofosfoniany sa row-
niez wykorzystane jako ligandy w reakcjach katalizy homogenicznej lub
organiczne] [7—10].

Szerokie zastosowanie biologiczne pochodnych kwaséw a-aminofosfo-
nowych jest wynikiem obecnoéci w czasteczce fragmentu N—C—P. Czesto
jednak aktywnoéé biologiczna kwaséw a-aminofosfonowych i ich pochod-
nych zalezy od konfiguracji absolutnej stereogenicznego a-atomu wegla.
Na przyktad (R)-fosfoleucyna (4) jest silniejszym inhibitorem aminopep-
tydazy leucynowej niz jej (S)-enancjomer (Rys. 3). Réwniez (S,R)-alafos-
falina (5) wykazuje wyzsza aktywnosé przeciwbakteryjna zaréwno w sto-
sunku do bakterii Gram-dodatnich, jak 1 Gram-ujemnych niz jej pozostale
trzy diastereoizomery [7—10].

2 . 2 o
_OH _OH
HaN RO N N\:/Ig\ )v,U,/OH

© OH 2 = OH N “oH

(0]
4 Y 5 6

Rys. 3. Struktura (R)-fosfoleucyny, (S,R)-alafosfaliny, a takze kwasu B-aminoalkilo-
fosfonowego
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Wéréd zwiazkdédw biologicznie czynnych istotne miejsce zajmuja rOw-
niez pochodne kwaséow B-aminofosfonowych (6, Rys. 3) bedace izosterycz-
nymi analogami B-aminokwaséw. Ujawniaja one interesujace wlasciwosci
biologiczne i biochemiczne, takie jak: hamowanie dzialania pewnych enzy-
moéw, tworzenie przeciwcial katalitycznych, srodkéw przeciw wirusowi HIV,
a takze Srodkéw przeciwbakteryjnych [11].

4. Wybrane metody syntezy pochodnych kwaséw
fosfonowych

Reakcje tworzenia wigzania C—P sa czesto wykorzystywane przez
chemikéw organikéw. Otrzymane w tych reakcjach pochodne estréw
kwaséw fosfonowych, szczegélnie fluorofosfoniany, aminofosfoniany oraz
hydroksyfosfoniany, wykazuja, zwykle wysoka aktywno§¢ biologiczna; sa
one takze uzytecznymi odczynnikami do dalszych syntez organicznych [12].

4.1. Reakcje Michaelisa—Arbuzowa
oraz Michaelisa—Beckera

Ze wzgledu na swoja duza energie, wigzanie C—F jest niereak-
tywne wobec typowych pochodnych fosforoorganicznych o charakterze
nukleofilowym, takich jak pochodne fosforynu trialkilowego [P(OR)s3] czy
odpowiednie zwiazane z metalami (Li, Na, K) aniony generowane z fosfo-
rynu dialkilu. Z tego wzgledu fluorohalogenoalkany znalazly zastosowa-
nie w syntezie fluorowanych estrow kwaséw fosfonowych. W reakcjach
Michaelisa—Arbuzowa oraz Michaelisa—Beckera fluorohalogenoalkany
reaguja z odpowiednimi zwiazkami fosforu wylacznie przez rozerwanie
wigzania C—Hlg (Hlg = Cl, Br lub I) — Rys. 4 [1, 12].

Warto zauwazyé, ze sq to najczesciej przeprowadzane reakcje syntezy
fluoroalkilowych pochodnych estrow kwaséw fosfonowych. Reakcja Mi-
chaelisa—Arbuzowa moze by¢ takze wykorzystana do syntezy kwasoéw
B-aminofosfonowych 1 ich pochodnych. Substratami w tych reakcjach sa
komercyjnie dostepne N-blokowane halogenki alkiloamin. Jednym z przy-
ktadow jest reakcja N-(bromoetylo)ftalimidu 7 z fosforynem dietylu, w wy-
niku ktérej powstaje z niemal ilo$ciowa wydajnoscia N-podstawiony ftalo-
ilo-B-aminofosfonian 8 (Rys. 5) [11, 13].



Synteza oraz transformacje pochodnych kwaséw fosfonowych 53

Reakcja Michaelisa—Arbuzowa

RO 0]

\ .. RO._ 7
/P—OR + RF—Hlg ——m— >p<
RO - RHIg RO Re
Reakcja Michaelisa—Beckera

o) o)
R°>p/< + Re—Hg ———» RO 4
RO M - MHIg RO Re

R = grupa alkilowa, arylowa
Rg = grupa fluoroalkilowa
Hig=CIl, Brlubl; M =Li, Nalub K

Rys. 4. Schematy reakcji Michaelisa—Arbuzowa oraz Michaelisa—Beckera wykorzystywa-
nych w syntezie fluorowanych pochodnych kwaséw fosfonowych

(0] P(O)(OEt), 0]
temp. wrzenia, 12 h
N > N
g 9% R —
7 (0] 8 (0]

N2H4 X H20 (0,5 eq)

HoN EtOH, 12 h, RT
_\—P(O)(OEt)z - -

9

Rys. 5. Schemat syntezy B-aminoetylofosfonianu

W celu uzyskania wolnej grupy aminowej, powstaly produkt poddano
reakcji z nukleofilowym wodzianem hydrazyny w etanolu, ktéry wspo-
maga usuniecie grupy blokujacej przez otwarcie pierscienia ftalimidu.
Koncowym produktem jest B-aminoetylofosfonian 9 [11, 13].

4.2. Reakcje Abramova i Pudovika

Do gtéwnych metod otrzymywania a-hydroksy lub a-aminowych

pochodnych kwaséw fosfonowych naleza reakcje Abramova i Pudovika
(Rys. 6).
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Reakcja Abramova

S
(0] fo} OH
R,0._::- _OR o -100°
1 \ll,/ 1, )L 70 - 100°C R1°\%*R . o/\}D
ORy H™ "R, RO | 2 RO R
OR;
Reakcja Pudovika
o o 00 P o pH
- H™ "R / 1 R
R1O M 2 R1O RZ 10 2
OMe MeO (0}
N ) LiPO(OEt), H \\P/OEt
\/l- g v \
THF I . OEt
Ph Ph i-Bu
R+, Ry = grupy alkilowe, arylowe; M = Li, Na lub K; i-Bu = (CH3),CHCH,—

Rys. 6. Schematy reakcji Abramova oraz Pudovika

Omawiane reakcje zachodza pomiedzy odpowiednim fosforynem trial-
kilowym (reakcja Abramova) lub odpowiednimi anionami wygenerowa-
nymi z fosforynu dialkilowego (reakcja Pudovika) a aldehydami, ketonami
badZ tez iminami. W zaleznoSci od zastosowanego substratu w wyniku
tych reakecji tworza, sie odpowiednie a-hydroksy- lub a-aminofosfoniany
ze Srednimi i wysokimi wydajnosciami. Przykladowo reakcja cykliczne;j
chiralnej iminy 10 z fosforynem dietylu w obecno$ci K2COs w chlorku
metylenu, zachodzaca w temperaturze pokojowej przez 48 h, prowadzi do
otrzymania zawierajacego czwartorzedowy atom wegla o-aminofosfonia-
nu 11 z wydajnoécia 78% 1 73% nadmiarem jednego z diastereoizomeréw

(Rys. 7) [8, 12].

9
S HP(0)(OMe), S
SO O
ot Bu k€O, O" NH po)ome),
Cl CH,Cl, Cl <
10 1

Rys. 7. Zastosowanie reakcji Pudovika w syntezie a-aminofosfonianu
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Reakcje Pudovika wykorzystuje sie rowniez w syntezie pochodnych
kwaséw B-amino-a-hydroksyfosfonianowych. Przyktadowo, optycznie czyn-
ne o-aminoaldehydy 12 (Rys. 8) poddaje sie dziataniu nukleofilowego
fosforynu dietylu w obecnoéci zasady, otrzymujac mieszaniny diastereo-
izomeréw 13a 1 13b mozliwe do rozdzielenia za pomoca chromatografii
kolumnowej [11, 14-17].

[ R' Rl
R ~NH (R"O),P(O)H  “NH NH
: ? ny + Ll1)
N N 0 Lasada | ger - PONORM, R..JVP(O)(OR )2
42 - 95% 6H 6H
12 13 a 13 b
R'= Boc, Cbz; R" = Me, Bn,i-Bu, CHMeEt; R"™ = Me, Et

Rys. 8. Zastosowanie reakcji Pudovika w syntezie pochodnych kwaséw -amino-o-hydroksy-
fosfonianowych

W niektérych przypadkach, stosujac odpowiednie warunki, reakcja
moze zachodzié¢ stereoselektywnie. Uzycie fluorku potasu lub trietylo-
aminy jako zasady (reakcja w benzenie) sprzyja otrzymaniu izomeru
syn 13a. Otrzymane B-amino-a-hydroksyfosfoniany moga stuzyé jako
bloki budulcowe do syntezy nowych fosforoorganicznych pochodnych pep-
tydowych, takich jak: inhibitory ludzkiej kalpainy I [11, 14—-17].

4.3. Fluorowanie nukleofilowe fosfonianéw
Powszechnie stosowang metoda otrzymywania o-fluoroalkilowych
pochodnych fosfonianéw jest podstawienie grupy hydroksylowej o-hydro-

ksyfosfonianu atomem fluoru, przy uzyciu takich komercyjnie dostepnych
odczynnikéw, jak: DAST, Deoxofluor™ oraz DFMBA (Rys. 9) [1, 3].

—0Q

FE F
N—SF, N—SFs h[\
—0
DAST Deoxofluor™ DFMBA

Rys. 9. Struktury odczynnikéw stosowanych w reakcjach fluorowania nukleofilowego
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W przypadku reakeji trifluorku dietyloaminosiarki (DAST) z alkoho-
lem RiR2CH-OH, kluczowym etapem reakcji jest utworzenie zwiazku
zawierajacego dobra grupe opuszczajaca RiR:CH-OSFa:NEtz, ktora w ko-
lejnym etapie ulega podstawieniu wytworzonym anionem fluorkowym.
Reakcja zachodzi zaréwno w przypadku pierwszo-, jak i drugo-, a nawet
trzeciorzedowych alkoholi. Dla alkoholi pierwszo- i drugorzedowych cze-
sto przebiega stereoselektywnie 1 z inwersja konfiguracji. Do probleméw
zwigzanych z otrzymywaniem zwiazkow fluoroorganicznych ta metoda
nalezy mozliwo$é wystapienia reakcji wtérnych, dehydratacji badz prze-
grupowania zwiazku [1, 3].

R1 R1
OH DAST F
| T PO)OEY, T oo | N TP(O)(OEY),
Rz/ Z Rz/ Z
14 a-c 15 a-c

a R;=H;R,=H,3-Cl, 4-Cl, 4-Me
b R;=Me;R,=H,4-Cl
C R1 = H, R2 = 2,4,6-Me3
Rys. 10. Zastosowanie odczynnika DAST w syntezie pochodnych kwasu a-fluoroalkilo-
fosfonowego

Po raz pierwszy reakcje fluorowania nukleofilowego w celu uzyskania
o-fluoroalkilowych pochodnych fosfonianéw zastosowal Blackburn wraz
ze wspotpracownikami. Konwersje grupy hydroksylowej na atom fluoru
uzyskali oni poprzez reakcje réznych a-hydroksybenzylofosfonianéw
14a-c z jednym ekwiwalentem odczynnika fluorujacego DAST w chlorku
metylenu w temperaturze 0°C (Rys. 10) [1, 18, 19, 20].

Odczynnik DAST jest takze wykorzystywany do syntezy geminalnych
difluorkéw z odpowiednich ketonéw lub aldehydéw. Przykladem jest
reakcja a-ketofosfonianu 16 z DAST, w ktorej role katalizatora pelni
wystepujacy w Sladowych ilosciach HF, a ktéra prowadzi do otrzymania
o,a-difluorometylenofosfonianu 17 (Rys. 11). Gem-difluoroalkilowa grupa
w zwiazku 17 powstaje z aktywowanego przez DAST alkoholu 18 lub
fluorowanego karbokationu 19. Dodatkowo, w wyniku eliminacji, powsta-
je a-fluorowinylofosfonian 20 jako konkurencyjny produkt. Stosunek
otrzymanych zwiazkéw (gem-difluorku i fluorku winylu) zalezy od rodza-
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ju uzytego rozpuszczalnika. W przypadku rozpuszczalnikéw niepolarnych
(np. CH2Cl2) gléwnym produktem reakcji jest o,a-difluorometylenofos-
fonian 17 [1, 21].

R1 R1
R, HF OH DAST
—> R F T
o] 2 -HF
(RO)2(O)P P(O)(OR),
16
R4 R4
OSF,NEt, F- F
R; F _FSONEt, H2 F
P(O)(OR P(O)(OR
18 (O)(OR), 17 (O)(OR),
-
R1 R1
F o F
R; T H > Ry N
P(O)(OR), 20 P(O)(OR),

Rys. 11. Zastosowanie odczynnika DAST w syntezie fluorowanych fosfonianéw

4.4. Fluorowanie elektrofilowe fosfonianow

Odczynniki stosowane w reakcjach fluorowania elektrofilowego
(np. NFSI, Selectfluor™, NFOBS, NFPMS — Rys. 12) posiadaja w swoje]
strukturze wigzanie N-F.

Elektroujemny atom azotu aktywowany jest albo grupami silnie wy-
ciagajacymi elektrony, albo obecnoscia dodatnich tadunkéw w czasteczce;
umozliwia zajécie elektrofilowej addycji fluoru (w postaci jonu F+) do bo-
gatego w elektrony ukladu. W dalszej czeSci tej reakcji nastepuje albo
odejécie protonu, albo addycja nukleofila, je§li jest obecny w ukladzie
reakcyjnym, prowadzac do otrzymania nienasyconych badz nasyconych
produktow reakeji (Rys. 13) [22].
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Rys. 12. Struktury odczynnikéw stosowanych w reakcjach fluorowania elektrofilowego
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Rys. 13. Schemat reakcji fluorowania elektrofilowego

Reakcja fluorowania elektrofilowego organicznych pochodnych fosfo-
nianowych jest powszechng metoda syntezy a-monofluoro- i a,a-difluoro-
alkilofosfonianéw, réwniez trudnych do otrzymania innymi metodami
fluorofosfonianéw zawierajacych takie grupy funkcyjne, jak: —OH, —CN,
—(0)CR, —O0OCR, —SO2R oraz —NOz2. W reakcji czesto powstaje mieszanina
zwigzkow mono- 1 difluorowanych, jednak przez odpowiednie dostosowa-
nie warunkéw reakcji mozliwe jest otrzymanie jednego gltéwnego produk-
tu. W przypadku reakcji fluorowania elektrofilowego B-ketofosfonianu 21
przy uzyciu Selectfluoru™ najlepsza wydajnosé (W = 95%) dla pochodnej
o-monofluorofosfonianowej 22a otrzymano, stosujac 2 ekwiwalenty od-
czynnika fluorujacego, acetonitryl jako rozpuszczalnik, a reakcje prowa-
dzono w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 24 h (Rys. 14).
Zwiazek ten, w dalszych etapach reakcji, postuzyt do otrzymania o-fluoro-
-B-aminofosfonianu [1, 23, 24].

W przypadku zmiany iloéci uzytego Selectfluoru™ na 6 ekwiwa-
lentéw, gléwnym produktem reakcji byl o,a-difluoroalkilofosfonian 22b
(W = 95%). Natomiast w wyniku zmiany rozpuszczalnika na THF wydaj-
no$é¢ reakeji spadta do 5%. Warto dodaé, ze zastosowanie NFSI jako od-
czynnika fluorujacego oraz katalizatoréw palladowych zawierajacych
chiralne ligandy pozwolilo na uzyskanie zwiazku 22a z bardzo wysoka
wydajnoécig oraz nadmiarem jednego z enancjomerdéw [24].
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P(O)(OEt), + P(O)(OEt
Ph)@P(O)(OEthW Ph)K( (O)(OEY), Ph)%( (O)(OEY),
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21 22 a 22b
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NH,

Ph/K(P(O)(OEt)z

F

Rys. 14. Zastosowanie odczynnika Selectfluoru™ w reakcji fluorowania elektrofilowego
B-ketofosfonianu

F RO
RO\P OR E |L R
\\o 1. NaHMDS, THF, -78°C c”>

2. NFSI, THF, od -78°C do RT
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23 X 24 X
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X =H, 4-Me, 2-Me, 3-Me, 4-NO, 4-Br, 4-OMe, 4-COOBn, 4-COPh

Rys. 15. Zastosowanie odczynnika NFSI w reakcji fluorowania elektrofilowego pochodnych
kwaséw fosfonowych

Inne zwiazki — pochodne a-monofluoro- i a,a-difluorobenzylofosfonia-
nowe 24 — zostaly zbadane pod katem inhibicji biatkowych fosfataz tyro-
zynowych oraz kinaz tyrozynowych; uzyskano je, stosujac NFSI jako
elektrofilowy odczynnik fluorujacy, a takze NaHMDS jako silng zasade
(Rys. 15) [1, 25].

4.5. Reakcje z udziatem blokéw budulcowych

W metodzie syntezy zwiazkéw fluoroorganicznych z udziatem
blokéw budulcowych czesto stosuje sie pochodne kwasu bromofluoroocto-
wego oraz bromodifluorooctowego, ktére wprowadzaja do czasteczki grupe
—CHFCOOEt lub —CF2COOEt. Przyktadowo, dostepny handlowo 2-dieto-
ksyfosforylo-2-fluorooctan etylu 25 jest otrzymywany w reakcji Michaeli-
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sa—Arbuzowa pomiedzy bromofluorooctanem etylu 26 a fosforynem trietylu
(Rys. 16). Zwiazek ten w reakcji z odpowiednim aldehydem, w obecnosci
zasady (Buli), umozliwil stereoselektywne otrzymanie a,B-nienasycone-
go-a-fluoroestru 27 o geometrii E. Stwierdzono jednak, ze stereoselek-
tywnoé¢ reakeji moze zalezeé od rodzaju uzytej zasady [3].

0 o O _ o}
B P(OEt); EtO\P// 1. BuLi
r I e
/ X
OEt EtC OEt 2 RCHO R OEt
26 25 27

Rys. 16. Synteza oraz zastosowanie 2-dietoksyfosforylo-2-fluorooctanu etylu

W przypadku syntezy o,a-difluorowanych fosfonianéw, wykorzysty-
wanym reagentem jest bromek cynkoorganiczny, powstaty z estru kwasu
bromodifluorofosfonowego [3].

ZnBrCF,-P(O)(OEt), R F
Br 0]
RN CuBr, DMF - RA\)%F(/
28 ulsr, Et0’ OEt 29

Rys. 17. Schemat syntezy pochodnych a,a-difluoroallilofosfonianowych

W wyniku reakcji bromku winylu 28 ze wspomnianym odczynnikiem
cynkoorganicznym, katalizowanej zwigzkami miedzi (I), powstaje pro-
dukt zawierajacy w czasteczce fragment —CF2P(O)(OEt)2 29 (Rys. 17) [3].

Li @ H > P

F 6.0 31
B0 | OFt K
e N A

00

30

Rys. 18. Przykladowe zastosowanie pochodnych estréw kwaséw a-fluorofosfonowych jako
blokéw budulcowych
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Innym przykladem zastosowania o-fluorofosfonianéw jako blokéw
budulcowych jest reakcja kondensacji anionu fluorometylenobisfosfonia-
nu tetraetylu 30 z aldehydem 31, w wyniku ktérej otrzymano dwa izome-
ry cukrowej pochodnej fluorowinylofosfonianu 32, w tym gléwnie alkenu
o geometrii £ (Rys. 18) [1, 26, 27].

4.6. Inne metody syntezy pochodnych kwaséw fosfonowych

Pochodne a-aminofosfonianéw mozna uzyskaé¢ na drodze reakcji
one-pot (reakcji zachodzacej w jednym naczyniu pomiedzy kilkoma
skladnikami). W ten spos6b przeprowadzono reakcje syntezy zwigzku 33,
wychodzac z (S)-fenyloglicyny 34, benzaldehydu i fosforynu dimetylu
(Rys. 19). W obecnosci katalizatora — trdjchlorku antymonu zaadsorbo-
wanego na tlenku glinu — reakcja przebiegala z dobra wydajnosScia, pro-
wadzac do produktu bedacego mieszaning diastereoizomeréw w stosunku
9:1[7, 28].

(MeO),(O)R

H,N o >AMPh
SbCly / Al,O
Ph . HP(O)(OMe), + ( c; CNZ P HN on
0 Ph 3
OEt o
OEt
34 33

Rys. 19. Synteza a-aminofosfonianéw z wykorzystaniem reakcji one-pot

Ponadto stwierdzono, ze zamiana aldehydu benzylowego na inny alde-
hyd arylowy (np. 4-aminobenzaldehyd lub 4-chlorobenzaldehyd) nie wpty-
wa na stosunek otrzymanych diastereoizomerdéw. Natomiast modyfikacja
w obrebie wyjéciowego aminokwasu [zastapienie (S)-fenyloglicyny (S)-feny-
loalanina] powoduje obnizenie diastereoselektywnoéci reakcji (otrzymany
stosunek diastereoizomerdéw 3:2) [7, 28].

Aminohydroksyfosfoniany mozna takze otrzymaé¢ w wyniku reakcji
otwierania pierScienia oksiranowego w warunkach nukleofilowych. Dzia-
lajac nasyconym wodnym roztworem amoniaku na fosfomycyne 35 (zna-
ny antybiotyk o dziataniu bakteriobdjczym), uzyskano mieszanine dwéch
zwiazkow 36a 1 36b (Rys. 20) [7, 28, 29].
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“;WQ“ NHs _ :7;_§HP(0>(0H)2 . o
Me POXOH): H,0 ¢ on HO  P(O)(OH),
35 36 a 36 b

W = 58% W =23%

Rys. 20. Schemat syntezy aminohydroksyfosfonianu z zastosowaniem fosfomycyny jako
substratu

Jednoczeénie stwierdzono, ze w okreS§lonych warunkach reakcji (czas
reakeji 72 h, temperatura 50-60°C) mozna otrzymac produkt gtéwny —
kwas B-amino-a-hydroksyfosfonowy 386a jako rezultat preferowanego
ataku nukleofila na atom wegla w pozycji f w stosunku do grupy fosfo-
nianowej [29].

5. Wiasciwosci biologiczne przyktadowych
pochodnych kwaséw fosfonowych

5.1. Analog kwasu lizofosfatydowego (LPA)

Kwasy lizofosfatydowe sa fosforanami diacylogliceroli produko-
wanymi przez plytki krwi, ktorych aktywnos$é jest wywolywana przez
swoiste receptory (receptory kwasu LPA). Udokumentowano, ze ich role
w przekazywaniu sygnatu wykorzystano w chemioterapii nowotworéw.
Poszukiwania bardziej stabilnych analogéw doprowadzily do syntezy
kwaséw mono- i1 difluoroalkilofosfonowych (Rys. 21) [3].

OH F
H OH
C17H33T0\/'\/\ /
P—OH
|
0] 0]
37
o] OH g F
B OH
C17H33 CﬂHSSTOV\Xﬁ/_OH
(0] 0]
38 39

Rys. 21. Struktury analogéw kwasu lizofosfatydowego
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Stwierdzono, ze aktywno§é fluorowanych analogéw LPA zblizona jest
do endogennych ligandéw, z wyjatkiem monofluorowanej pochodnej kwa-
su fosfonowego 37, ktora wykazuje 1000-krotnie wieksza aktywnosé
w stosunku do receptora LPA [3].

5.2. Inhibitor aktywatora plazminogenu typu urokinazy (uPA)

Aktywator plazminogenu typu urokinazy uwazany jest za intere-
sujacy cel w projektowaniu nowych lekéw przeciwnowotworowych. W wa-
runkach fizjologicznych uPA jest syntetyzowany gléwnie przez komoérki
§rédbtonka, komérki mieéni gtadkich, komérki nablonkowe, fibroblasty,
monocyty/makrofagi, a jego zawarto§¢ w osoczu krwi w trakcie doby
utrzymuje sie na stalym poziomie. Wzrost stezenia uPA jest wynikiem
zwiekszonej syntezy tego biatka przez komoérki nowotworowe. Szczegdlnie
wysoki poziom uPA wykazano w zto§liwych nowotworach tarczycy, szyjki
macicy, jajnikéw 1 piersi [30].

Rys. 22. Struktura inhibitora aktywatora plazminogenu typu urokinazy

W poszukiwaniach selektywnego i nieodwracalnego inhibitora uPA
skupiono sie m.in. na difenylofosfonianowych analogach odpowiedniego
tripeptydu. Jednym z udokumentowanych zwiazkéw posiadajacych silne
zdolnoSci hamowania urokinazowego aktywatora plazminogenu jest
zwiazek 40 przedstawiony na Rys. 22 [31].

5.3. Pochodne fosfonianowe
jako analogi 5’-fosforanu pirydoksalu

5’-Fosforan pirydoksalu 41 to aktywny biologicznie skladnik wi-
taminy Bs, wykazujacy dziatanie kardioprotekcyjne. Jest on naturalnie
wystepujacym zwiazkiem podlegajacym biologicznej degradacji, elimino-
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wanym z organizmu wieloma drogami. W poszukiwaniach analogéw
mniej wrazliwych na §wiatto i bardziej stabilnych in vivo niz macierzysty,
skupiono sie na syntezie analogéw kwaséw fosfonowych [32].

fo) H
HO oH

\P/
HO__ "0 Y
Vi

N
41

Rys. 23. Struktura 5’-fosforanu pirydoksalu oraz jego fluorofosfonowych pochodnych

Najbardziej interesujace pod wzgledem mozliwosci ich wykorzystania
jako mimetykéw 5’-fosforanu pirydoksalu okazaly sie: pochodna kwa-
su a-monofluorofosfonowego 42 oraz kwasu o,a-difluorofosfonowego 43
(Rys. 23) [32].

5.4. Inhibitor syntazy 5-enolopirogroniano-szikimowo-
-3-fosforanowej (EPSP)

Ostatnio stwierdzono, ze s6l disodowa kwasu o,o-difluorofosfono-
wego 44a (Rys. 24) w obecnoéci S3P (3-fosforanu kwasu szikimowego) nie-
odwracalnie hamuje syntaze EPSP o 50% w ciagu 6 godzin, podczas gdy
niefluorowany analog 44b nie wykazuje wzgledem enzymu zadnego dzia-

lania [33].
(HO)Z(O)P%COOH (HO)Z(O)PJJ\COOH

F F
44 a 44 b

Rys. 24. Struktura pochodnej kwasu a,o-difluorofosfonowego oraz jej niefluorowanego
analogu

Z tego wzgledu zwiazek 44a wykorzystywany jest w rolnictwie jako
$rodek do zwalczania chwastéw, przez hamowanie zdolnoéci wytwarzania
aminokwasoéw aromatycznych niezbednych do prawidlowego wzrostu
roélin [33].
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5.5. Inhibitor fosforylazy nukleozydéw purynowych (PNP)

Fosforylaza nukleozydéow purynowych (PNP) katalizuje odwra-
calng reakcje rozerwania wiazania glikozydowego w guanozynie i inozy-
nie (rybo- 1 deoksyrybonukleozydach), w obecno$ci nieorganicznego orto-
fosforanu (Pi) jako drugiego substratu, do ich odpowiedniej wolnej zasady
purynowej (guaniny i hipoksantyny) oraz o-D-1-fosforanu pentozy. Inhi-
bitorom PNP przypisuje sie mozliwo$é leczenia chordéb proliferacyjnych
limfocytéw T (takich jak biataczka limfocytow T), choroby GVHD wyste-
pujacej u pacjentéw po przeszczepach narzadow, niektorych chordb paso-
zytniczych, np. malarii. Inhibitory PNP znalazly takze zastosowanie jako
leki immunosupresyjne 1 §rodki chemioterapeutyczne [1].

o o)
N N
HN HN
A A
H,N~ N~ N H,N~ N~ N
45 a F ! P(O)(OH), 45 b P(O)(OH).

Rys. 25. Przyktadowe struktury inhibitoréw fosforylazy nukleozydéw purynowych

W przypadku jednego z inhibitoréow 45a (zawierajacego ugrupowanie
o,a-difluorofosfonianowe) wykazano, ze zwigzek ten posiada 26 razy
wieksze powinowactwo do enzymu 1 zdolno§¢ hamowania jego dziatania
niz jego niefluorowany odpowiednik 45b (Rys. 25) [1, 33].

5.6. Inne przyktady wiasciwosci biologicznych
pochodnych kwasow fosfonowych

Pochodne kwaséw fosfonowych stanowia liczng grupe zwiazkow
biologicznie czynnych. Zbiér przyktadowych doniesien literaturowych
ilustrujacych zbadana aktywno$é biologiczna przedstawiono w Tab. 2 [9—
11, 21, 34].
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Tabela 2. Przyktadowe pochodne kwaséw fosfonowych wykazujace okreS§lona aktywnos§é

biologiczna
£ F choc”H35
(HO),(O)P Ph inhibitor sfingomielinazy
OH OH
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\
OH
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6. Perspektywy

Istnieje wiele udokumentowanych przyktadéw aktywnoseci biolo-
giczne] grupy pochodnych kwaséw fosfonowych, zawierajacych grupe
aminowa, hydroksylowa lub atom(y) fluoru w pozycji a w stosunku do
grupy fosfonianowej, ktéra w duzej mierze jest wynikiem ich podobien-
stwa do naturalnie wystepujacych w organizmie fosforanéw czy amino-
kwaséw. W zwiazku z tym znalazly one zastosowanie w medycynie,
gléwnie jako leki dzialajace na zasadzie wigzania sie z centrum aktyw-
nym enzymoéw, prowadzac w ten sposéb do hamowania ich dzialania.
Otrzymanie pochodnych kwaséw fosfonowych zawierajacych odpowiednie
grupy funkcyjne w czasteczce daje szanse na znalezienie nowych, charak-
teryzujacych sie znaczng aktywnoécia biologiczna analogéw tych natu-
ralnych substancji. Szerokie perspektywy wigze sie takze z mozliwoScig
substytucji atomu wodoru, tlenu czy grupy hydroksylowej atomem lub
atomami fluoru, gwarantujacymi zmiane wtasciwosci fizykochemicznych,
a co za tym idzie biologicznych zaprojektowanej czasteczki. Natomiast
synteza pochodnych aminofosfonianowych bedacych analogami amino-
kwaséw daje nie tylko szanse znalezienia nowych inhibitoréw enzymoéw,
ale takze mozliwo§¢ wykorzystania tych zwiazkéw np. jako potencjalnych
lekéw zawierajacych tancuch peptydowy czy zastosowania ich w syntezie
organiczne;j.
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1. Wprowadzenie

Weglowodany sa najliczniej reprezentowana, wsrdéd trzech naj-
wazniejszych, grupa zwiazkéw wchodzacych w sklad komérek organi-
zmoéw zywych (pozostate z nich to aminokwasy oraz lipidy). Nie jest za-
skakujacy fakt, iz sa bardzo waznym materialem wyjéciowym w syntezie
organicznej, m.in. w produkecji lekéw, a poza tym wérdéd chemikéw wyko-
rzystywane sa rowniez jako cenne narzedzia, np. pomocniki chiralne
w syntezie asymetrycznej [1].

Iminocukry to analogi weglowodanéw, wystepujace w przyrodzie lub
otrzymane na drodze syntezy chemicznej, ktére w pierécieniu piranozo-
wym lub furanozowym, w miejscu atomu tlenu, posiadaja atom azotu [2a]
(Rys. 1).

Ze wzgledu na podobienstwo do weglowodanéw wystepujacych w or-
ganizmach zywych, iminocukry wykazuja duzy potencjal terapeutyczny
w leczeniu wielu choréb, w ktérych procesy przemiany oligosacharydéw
1 glikokoniugatéw, np. glikopeptyddéw, zostaly zaburzone [2b].

OH OH OH
HO/,‘(S;\OH HO/,'@OH HO@OH

N" “CH;OH N~ “CH,OH N” “CH;OH

1 3
Deoksynojirimycyna 1-Deoksymannonojirimycyna (DMJ)

2
N-Butylodeoksynojirimycyna
(N-butylo-DNJ)

Rys. 1. Przyktady iminocukréw

Bicykliczne zwiazki pochodzenia naturalnego, takie jak: Swainsonina 4,
czy Kastanospermina 5 (Rys. 2), nalezace do alkaloidow, ze wzgledu na
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podobienstwo strukturalne do cukréw prostych, a doktadnie ze wzgledu
na ich licznie wystepujace w pierscieniach grupy hydroksylowe, sg czesto
zaliczane do iminocukréw. Sa one zar6wno inhibitorami glikozydaz, jak
1 znalazly zastosowanie jako §rodki przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe
oraz przeciwnowotworowe [2].

OH
- H OH
- N
HO'
4 5
Swainsonina Kastanospermina

Rys. 2. Bicykliczne iminocukry pochodzenia naturalnego

2. Strukturalna roznorodnos¢ iminocukrow
oraz ich naturalne pochodzenie

Najwczeéniejsze doniesienia dotyczace iminocukrow siegaja lat
60. XX w., kiedy to w trzech niezaleznych laboratoriach badawczych:
Paulsena [3], Hanessiana i Haskella [4] oraz Jonesa 1 Szarka [5] udato
sie otrzymacé 5-acetamido-5-deoksy-D-ksylopiranoze 6 (Rys. 3), pierwsze-
go reprezentanta tej klasy zwiazkdéw, zanim jeszcze wyizolowano jaki-
kolwiek z nich ze zrédet naturalnych.

Ac
N
HO
HM
OH™ gy

6

Rys. 3. 5-Acetamido-5-deoksy-D-ksylopiranoza — pierwszy syntetyczny iminocukier

Naturalnie wystepujace mimetyki cukréw, zawierajace w miejscu ato-
mu tlenu, atom azotu, mozna podzieli¢ na pie¢ klas ze wzgledu na ich bu-
dowe strukturalna. Wéréd nich wyrézni¢ mozna: polihydroksylowane pipe-
rydyny, pirolidyny, indolizydyny, pirolizydyny oraz nortropany (Rys. 4) [6].
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H H — OH
HO
HO HO OH
Pirolidyna Piperydyna Indolizydyna Pirolizydyna Nortropan

Rys. 4. Strukturalna réznorodno$¢ iminocukréw

2.1. Piperydyny

Pierwszym naturalnie wystepujacym iminocukrem, wyizolowa-
nym w 1966 r. ze szczepu bakterii Streptomyces roseochromogenes R-468
1 Streptomyces lavendulae SF-425, byla 5-amino-5-deoksy-D-glukopirano-
za (Nojirimycyna, NJ 7) (Rys. 5), ktéra poza wlaéciwosciami przeciwbak-
teryjnymi, okazata sie rowniez potencjalnym inhibitorem a- oraz B-gliko-
zydaz [7]. Innymi przyktadami iminocukréw, wyizolowanymi ze szczepow
bakterii, ktéore w pierécieniu przy atomie wegla C-1 posiadaja grupe
hydroksylowa, sa Nojirimycyna B (manno-NJ 8) oraz Galaktostatyna
(galakto-Nd 9) (Rys. 5). Ze wzgledu na ich niestabilnoé¢, przechowywane
byly w postaci adduktéw bisiarczynéw, a poza tym mogly byé, na drodze
katalitycznej hydrogenacji, przeksztalcone do 1-deoksy pochodnych [8a, 8b].

OH OH OH oM OH
H H H H
N N N N
HO HO HO
HO OH HO OH HO OH HO
OH OH

OH

7 8 9 10

Rys. 5. Nojirimycyna oraz jej analogi

1-Deoxynojirimycyna DNJ 10 (Rys. 5) byla pierwszym, syntetycznie
otrzymanym z L-sorbofuranozy lub poprzez redukcje Nojirimycyny 7,
iminocukrem, ktory, jak sie pdzniej okazalo, mozna bylto réwniez wyizo-
lowaé z korzenia oraz lisSci morwy biatej (drzewa liSciastego). Poza tym
produkowany jest on przez szczepy bakterii Bacillus 1 Streptomyces [9].
Izolacja Nojirimycyny z materiatu ro§linnego postuzyla chemikom, zaj-
mujacym sie alkaloidami, jako cenna wskazéwka na drodze poszukiwa-
nia kolejnych pochodnych. Z nasion japonskiej gryki (Fagopyrum esculen-
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tum) [10] oraz z owocow kasztanowca Moreton Bay (Castanospermum
australe) [11] wyizolowano 1,2-dideoksynojirimycyne (Fagomine 11), na-
tomiast z liSci 1 korzenia roéliny straczkowej Xanthocercis zambesiaca,
wystepujace] w Afryce Poludniowe), udato sie wyizolowaé jej epimery:
3-epi-fagomine 12 oraz 3,4-di-epi-fagomine 13 (Rys. 6), a takze 3-O-B-D-
-glukopiranosylofagomine [12].

OH OH oM

ZT
ZT
ZT

OH OH
11 12 13

Rys. 6. Fagomina oraz jej epimery

Wsréd iminocukréow o strukturze polihydroksylowanego pierScienia
piperydynowego, ktore udalo sie wyizolowaé, sa réwniez pochodne z pod-
stawnikiem przy atomie wegla C-1 (Rys. 7). Nalezy do nich m.in. a-homo-
nojirimycyna (o-HNJ 14) wyizolowana w 1988 r. z tropikalnej ro$liny
Omphalea diandra z rodziny Euphorbiaceae [13].

OH OH OH OH OH OH
H H H H
20 20 CH,OH 20 20 CH,OH
OH OH
CH,OH CH,OH
14 15 16 17
OH OH OH
H H
N N
OH
OH CH,OH OH
18 19

Rys. 7. Iminocukry piperydynowe

Odkryto ja réwniez w jajach, larwach oraz dorostych osobnikach neo-
tropikalnej émy Urania fulgens z Panamy, ktérej larwy zywiq sie wyzej
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wspomniang ro§ling [14]. a-HNJ nie tak dawno, bo w latach 90. ubiegle-
go stulecia, wyizolowana zostata réwniez z calej rosliny Aglaonema treu-
bii oraz z cebulek Hyaicinthus orientalis, z ktérych wyizolowano réwniez
izomery o-homonojirimycyny: B-homonojirimycyne 15, a-homomannojiri-
mycyne 16, B-homomannojirimycyne 17, a-homoallonojirimycyne 18, B-ho-
moaltronojirimycyne 19 (Rys. 7) [15-18].

2.2. Pirolidyny

2,5-Dihydroksymetylo-3,4-dihydroksypirolidyna (2,5-dideoksy-2,5-
-imino-D-mannitol) 20 (DMDP) (Rys. 8), mimetyk pB-D-fruktofuranozy, byta
pierwszym pirolidynowym iminocukrem wyizolowanym w 1976 roku z ma-
teriatu roslinnego (liSci Derris elliptica) [19], posiadajacym wlasciwosci
przeciwwirusowe oraz owadobdjcze, ale przede wszystkim bedacym inhi-
bitorem glikozydaz [20]. Kolejny potencjalny inhibitor a- oraz B-glikozy-
daz, 2,5-dideoksy-2,5-imino-D-glucitol 21 (DGDP), zsyntezowano w 1991 r.,
a nastepnie udalo sie go réwniez wyizolowaé z tradycyjnych chinskich
z10t, otrzymywanych m.in. z ro§liny Stemona tuberosa [21]. Zwiazek ten
odznaczatl sie jednak slabymi wlasSciwoéciami inhibicyjnymi w stosunku
do a- oraz B-glikozydaz.

20 21 22

Rys. 8. Naturalnie wystepujace iminocukry pirolidynowe

Usuniecie jednej z grup hydroksymetylowych z czasteczki DMDP po-
zwolilo otrzymaé 1,4-dideoksy-1,4-imino-D-arabinitol 22 (DAB, D-AB1)
(Rys. 8), ktory po raz pierwszy odkryto w owocach rosliny Angylocalyx
boutiqueanus, wystepujace] w Kenii [22]. Jest on potencjalnym inhibito-
rem fosforylazy glikogenu, enzymu odpowiedzialnego za odlaczenie mono-
meru glukozy od tancucha glikogenu w procesie fosforolizy, ktory stanowi
pierwszy etap procesu glikogenolizy. Poza tym prowadzone sg badania
nad jego zastosowaniem jako leku w leczeniu cukrzycy typu II [23].
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Wiele iminocukréw, zbudowanych z dwodch pierScieni, polihydroksy-
lowanej pirolidyny, przypominajacej czasteczke cukru w postaci furanozy
oraz monomeru weglowodanu, zostalo wyizolowanych z materiatéw ro-
§linnych w ostatnich latach. Sgq wéréd nich m.in.: 3-O-B-D-glukopirano-
zylo-DMDP 23 oraz 1-O-B-D-fruktofuranozylo-DMDP 24 [24] (Rys. 9).

23 24
Rys. 9. Pochodne 2,5-dihydroksymetylo-3,4-dihydroksypirolidyny (DMDP)

Wykazano, iz B-D-fruktozylowa pochodna 2,5-dideoksy-2,5-imino-D-man-
nitolu 20 (DMDP), oznaczona numerem 24 na Rys. 9 powyzej, posiada
nizszg aktywno$¢ inhibicyjna w stosunku do B-galaktozydaz w poréwna-
niu z DMDP, ale jednocze$nie jest dziesieciokrotnie lepszym inhibitorem
trehalazy $winskiej nerki [24].

2.3. Indolizydyny

Indolizydyny to bicykliczne alkaloidy, w ktérych potaczone ze so-
ba, pierécienie piecio- oraz szeSciocztonowe strukturalnie nie wskazuja na
oczywisty zwiazek z weglowodanami, jednak ich licznie wystepujace pod-
stawniki hydroksylowe w pierScieniach sa cecha, ktéra zblizyta te klase
zwiazkow do pochodnych cukréw.

Zaburzenia neurologiczne, ktére wystapily wérod bydia dlugotrwale
wypasanego na takach poroénietych ro$ling straczkowsa Swainsona cane-
scens w Australii, byly bodZcem do podjecia badan nad kolejna grupa
iminocukréw, do ktorej nalezy m.in. Swainsonina 4 (Rys. 2), powoduja-
ca powyzsze stany chorobowe inwentarza [25a]. Wyizolowany z wyzej



78 M. Bilska-Markowska, H. Koroniak

wspomnianego materialu ro§linnego trihydroksyindolizydynowy alkaloid
okazal sie inhibitorem lizosomalnej a-mannozydazy [25b]. Udalo sie zsyn-
tezowaé epimery Swainsoniny, ktére posiadaja wiasciwosci inhibicyjne
wobec a-glukozydazy, ale jednocze$nie sa nieaktywne wobec a-mannozyda-
zy. Na podstawie tych obserwacji mozna potwierdzié, jak wazna jest konfi-
guracja absolutna atoméw wegla w uzyskaniu odpowiedniej inhibicji [26].

W 1981 r. z nasion Castanospermum australe, a pézniej réwniez ze
straczkéw Alexa leiopetala wyizolowano Kastanospermine 5 (Rys. 2), kto-
ra mozna potraktowaé jako pochodna deoksynojirimycyny DNJ, w ktérej
pomiedzy grupa hydroksymetylowa a atomem azotu wystepuje mostek
etylenowy [27]. Pozostalymi alkaloidami wyizolowanymi z Castanosper-
mum australe sa epimery Kastanosperminy: 6-epi-kastanospermina 25
o D-manno konfiguracji w pierScieniu piperydynowym, ktora jest dobrym
inhibitorem ludzkiej a-mannozydazy, 7-deoksy-6-epi-kastanospermina 26
oraz 6,7-di-epi-kastanospermina 27 (Rys. 10), ktore wykazuja wlasciwosci
inhibicyjne wobec amyloglukozy grzybow [28].

25 26 27

Rys. 10. Przyktady iminocukréw indolizydynowych

2.4. Pirolizydyny

Pierwszymi iminocukrami wyizolowanymi z roglin straczkowych
Alexa leiopetala oraz Castanospermum australe, nalezacymi do grupy
pirolizydyn (dwa polaczone pierScienie pieciocztonowe w strukturze cza-
steczki), sa Aleksina 28 oraz Australina 29 (7a-epi-aleksina) (Rys. 11).
Ich pewne podobienstwo strukturalne do DMDP (2,5-dihydroksymetylo-
-3,4-dihydroksypirolidyny) wyjasnia zdolno§¢ inhibicji a-glukozydazy wy-
stepujacej w grzybach [29].
Casuarina 30 [30] (Rys. 11), wystepujaca w korze drzewa Casuarina
equisetifolia stosowanej w przypadku nowotworu pluc, wyizolowana z liSci
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Eugenia jambolana, dobrze znanego drzewa w Indiach nalezacego do
rodziny mirtowatych, ktérego liScie, nasiona i1 owoce stosowane byly
w infekcjach oraz cukrzycy, jest kolejnym przyktadem iminocukru piroli-
zydynowego. Nalezy do tej grupy réwniez 7a-epi-aleksaflorina 31 (Rys. 11),
bedaca przykladem naturalnie wystepujacego iminocukru, ktéry w pier-
§cieniu posiada podstawnik w postaci grupy karboksylowej. Zostal on
wyizolowany z liSci Alexa grandiflora [31].

Rys. 11. Przyktady iminocukréw pirolizydynowych

2.5. Nortropany

Najnowsza, grupa, zwiazkow, nalezaca do naturalnie wystepuja-
cych mimetykéw cukrow, sa alkaloidy tropanowe. Pomimo krétszej historii
tych pochodnych, wszechstronnie 1 wyczerpujaco zostaty juz udowodnione
ich cenne wlasciwos$ci farmakologiczne [32a, 32b]. Przedstawicielem tej
grupy jest Calystegina (Rys. 12), ktéra wystepuje w trzech postaciach
w zaleznoSci od liczby podstawnikéw hydroksylowych (od trzech do pieciu),
ktére réznia sie zaréwno polozeniem w pierscieniu, jak 1 stereochemia,.

HO H HO H HO H
N N N
HO HO HO
HO HO HO
H H
-1OH
Calystegina A3 Calystegina B2 Calystegina C1
32 33 34

Rys. 12. Struktury iminocukréw nortropanowych
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Zostala ona wyizolowana z podziemnych czeéci oraz wyciagu z korzenia
roélin: Calystegia sepium, Convolvulus arvensis oraz Atropa belladonna pod-
czas badan prowadzonych nad poznaniem substancji produkowanych przez
korzenie ros$lin 1 majacych wplyw na organizmy zyjace w ryzosferze [33].
Ponadto wykryto ja réwniez w jadalnych owocach 1 warzywach z rodzin
Convolvulaceae, Solanaceae oraz Moraceae, czyli np. w mlodych pedach
ziemniakow czy baklazanie. Calystegina B2, zgodnie z przeprowadzo-
nymi badaniami, okazata sie inhibitorem kompetycyjnym a-galaktozydazy
aktywne] w watrobach wszystkich organizméw. Ludzka B-ksylozydaza
ulega inhibicji z wykorzystaniem wszystkich alkaloidéw nortropanowych,
natomiast Calystegina A3 wykazala selektywna inhibicje wobec B-gluko-
zydazy aktywnej w watrobie szczura. Badania aktywno$ci inhibicyjne]
tych zwiazkéw wobec ludzkiej B-glukozydazy oraz a-galaktozydazy daja
mozliwo§¢ poznania ewentualnej toksycznosci spozywanych w duzej iloéci
warzyw z rodzin wspomnianych powyzej [34].

3. Metody otrzymywania iminocukrow
na drodze syntezy chemicznej

Obiecujace biologiczne 1 terapeutyczne witasciwos$ci iminocukréw
sprawiaja, 1z wérod wielu grup badawczych trwaja prace nad skuteczna
1tatwa synteza tych zwiazkow oraz ich analogéw. Pionierem w ustalaniu
struktury naturalnie wystepujacych iminocukréw, a takze w odkrywaniu
nowych metod ich otrzymywania na drodze syntezy organicznej byt Geor-
ge Fleet [35].

3.1. Zastosowanie cukrow jako zwigzkéw wyjsciowych

Analogiczna struktura iminocukréw w stosunku do czasteczek
,prawdziwych” weglowodanéw sklania do zastosowania naturalnych cu-
krow jako substratéw w reakcjach otrzymywania ich azotowych mimety-
kow (Rys. 13).

Ponizszy schemat przedstawia ogdlna reakcje otrzymywania Deo-
ksynojirimycyny z D-glukozy. W pierwszym etapie do czasteczki substra-
tu wprowadzona zostaje grupa aminowa w pozycje C5 lub C1, a nastep-
nie dochodzi do cyklizacji poprzez nukleofilowy atak na atom wegla C1
lub odpowiednio C5 [2a].
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Rys. 13. Ogélna metoda przeksztatcenia cukru w iminocukier

Deoksynojirimycyna (R=H)
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Rys. 14. Transformacja metylo-B-D-glukopiranozydu, prowadzaca do deoksy- oraz dideoksy-
nojirimycyny

Innym podejs$ciem jest transformacja metylo-B-D-glukopiranozydu do
laktamoéw kwasu 5-amino-D-glukunowego, a nastepnie do dideoksy- oraz
deoksynojirimycyny. Wymaga ona zastosowania reakcji utleniania za
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pomocg, trdjtlenku chromu, w wyniku ktérej otrzymujemy w pierwszej
kolejnosci ester metylowy kwasu 5-ketoaldonowego, ktéry nastepnie ule-
ga redukcyjnemu zamknieciu pierécienia z wykorzystaniem hydroksylo-
aminy (Rys. 14) [36].

Stosujac jako zwigzek wyjéciowy czasteczke cukru, mozemy otrzymacé
pochodne iminocukréw réwniez na drodze wewnatrzczasteczkowej reakeji
Schmidta—Boyera (Rys. 15) [37].

HO
65% AcOH/H,0 1) NalO,, THF/H,0 H o
A .

—_—

0

g /’> 50°C, 3.5h T %o 2) NaBH, Do
MeOH X ~o

AcO
%fzo, pirydyna
DCM
H
0 N 2) NaN;, DMF
1) CF;COOH/H,0 (5:1) >0
. . ,//
HO" " 'OH 10-12h _ 0
X =0 X 3,0
e HN" O
AcO AcO
X=CI 72%
X=F 70%

Rys. 15. Reakcja Schmidta—Boyera

Prawdopodobny mechanizm, wedtug ktérego nastepuje utworzenie 8-lak-
tamowe]j pochodnej iminocukru, przedstawiony zostat na Rys. 16.

Grupa 1,2-acetonidowa, ulegajac otwarciu, prowadzi do utworzenia
hemiacetalu, ktéry nastepnie osigga lancuchowsg strukture A, w kolej-
nym etapie ulegajaca zamknieciu 1 utworzeniu nowego wigzania C—N,
w nowo powstalej azydohydrynie B, bedacej struktura anomeryczna.
W kolejnym etapie dochodzi do migracji atomu wodoru z jednoczesnym
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odejéciem czasteczki N2, co prowadzi do utworzenia 8-laktamu. Konku-
rencyjna reakcja utworzenia azydohydryny C nie zachodzi, czego dowo-
dem jest uzyskanie jednego produktu koncowego [37].
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R R
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Rys. 16. Mechanizm wewnatrzczasteczkowej reakcji Schmidta—Boyera

W syntezie polihydroksylowanych pirolidynowych pochodnych imi-
nocukréw wykorzystuje sie najpopularniejsza z metod, a mianowicie
redukcyjne aminowanie. W grupie badawcze] Izquierdo otrzymano
2,5-dideoksy-2,5-imino-D-allitol (DADP) D2 oraz jego blokowana pochod-
na 2,5-dideoksy-2,5-imino-D-altritol (DALDP) D1, wykorzystujac jako sub-
strat pochodna 5-azydo-5-deoksy-D-psikozy A (Rys. 17) [38].
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Rys. 17. Synteza pirolidynowych pochodnych iminocukréw na drodze redukcyjnego ami-
nowania

Udoskonalona synteze naturalnie wystepujacych polihydroksylowa-
nych pochodnych pirolidynowych iminocukréw, czyli 2,5-dideoksy-2,5-imi-
no-D-mannitolu (DMDP) oraz 2,5-dideoksy-2,5-imino-D-glucitolu (DGDP),
zaprezentowano w grupie Fernandeza (Rys. 18). Wykorzystujac jako sub-
stancje wyjéciowg, eterowa pochodna 3-O-(2-bromometylo)benzylo-D-fruk-
tozy A, otrzymano w pierwszym etapie zwigzek z wewnatrzczasteczkowym
benzylowym systemem grup blokujacych B, ktéry w kolejnym etapie
z zastosowaniem jodu oraz kolejno azydku sodu przeksztalcono w po-
chodng azydkowa z zachowaniem wczeéniejsze] konfiguracji absolutnej
atomu wegla C-5. Zwiagzek B w nastepnym etapie, czyli po odblokowaniu
grup ochronnych oraz kolejno redukcyjnym aminowaniu z cyklizacja,
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ulegt przeksztatceniu do DMDP z bardzo zadowalajaca wydajnoscia, 93%.
Kiedy w syntezie, w drugim etapie, zastosowano metode otrzymywania
azydku na drodze substytucji dobrej grupy opuszczajacej: trifluorometa-
nosulfonowej (—OTY), wyizolowano jako jedyny produkt 2,5-dideoksy-2,5-
-imino-D-glucitol (DGDP) [39].

imidazol, toluen o
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N \| 2) H,, PdIC, HCI,
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\ 4 bar, 24h
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Rys. 18. Synteza 2,5-dideoksy-2,5-imino-D-mannitolu

W 2007 r. Ribes 1 wspélpr. opisali 11-etapowg synteze jednego z pyro-
lizydynowych alkaloidéw, zaliczanych do mimetykéw weglowodanéw —
Australiny (Rys. 19) [40]. Kondensacja aldolowa czteroweglowych frag-
mentow, blokowanej pochodnej L-erytrulozy oraz aldehydowej pochodnej
kwasu L-jablkowego, doprowadzila do powstania polihydroksylowanego
ketonu C, ktéry w wyniku redukcji oraz po wprowadzeniu kilku grup
ochronnych stat sie prekursorem wlasciwej reakcji otrzymywania oczeki-
wanego iminocukru, czyli Australiny. Reakcja ta przebiegala zgodnie
z mechanizmem nastepujacych po sobie wewnatrzczasteczkowych substy-
tucji nukleofilowych SN2. Ostatnim etapem syntezy byta reakcja odblo-
kowania grup ochronnych, przebiegajaca w dwoch etapach. Wydajnosé
reakcji byla jednak bardzo niezadowalajaca, gdyz wynosila jedynie 10%.

Inne podejscie do syntezy pirolizydynowych mimetykéw weglowoda-
néw przedstawiono w grupie australijskich chemikéw [41], ktérzy jako
prekursor w syntezie zastosowali zwiazek B, otrzymany na drodze 4 eta-
powej syntezy z L-ksylozy, alliloaminy oraz kwasu boronowego (S)-sty-
renu (Rys. 20). W pierwszym etapie syntezy prekursora zastosowano
kombinacje dwoéch znanych w syntezie organicznej reakcji: Mannicha
oraz Petasisa [42].
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Rys. 20. Synteza Unifloriny A, Casuariny, Australiny oraz 3-epi-Australiny
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3.2. Synteza z wykorzystaniem czasteczek
niebedacych cukrami

Fernandez-Mayoralas zaproponowal synteze Cl-alkilowych po-
chodnych iminocukréw na drodze kondensacji aldolowej zwiazkéw niebeda-
cych weglowodanami, z wykorzystaniem katalizatora prolinowego. Reakcja
hydroksyacetonu z otrzymanym wczeéniej z winianu dietylu aldehydem A,
w obecnoS$ci L-proliny, pozwolila na uzyskanie §-azydoketonu B1, ktéry
w obecno$ci kwasu chlorowodorowego ulegt hydrogenacji z utworzeniem
B-1-C-metylo-1-deoksymannojirimycyny C1 z dobra stereoselektywnoScia,.
Ta sama reakcja z zastosowaniem D-proliny jako katalizatora pozwolita na
otrzymanie 1-C-metylo-1-deoksyallonojirimycyny, jednak z do§é stabym
nadmiarem diastereoizomerycznym (1,4/1) (Rys. 21) [43].
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Rys. 21. Synteza iminocukréw na drodze reakcji kondensacji aldolowej z wykorzystaniem
katalizatora L-proliny
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Okazuje sie, ze wykorzystanie katalizatora prolinowego jest réwniez
mozliwe w enancjoselektywnej syntezie polihydroksylowanych pirolidy-
nowych iminocukréw (Rys. 22).

OH OH
|

N N3 K
8 HO

Rys. 22. Zastosowanie (S)-proliny w reakcji syntezy iminocukru

W powyzszej reakeji zastosowano katalizator osadzony na stalym noéni-
ku w celu zbadania wykorzystania niepolarnych rozpuszczalnikow w re-
akcji aldolowej katalizowanej (S)-prolina. Wykazano, iz zar6wno w DMF,
jak 1 w bezwodnym toluenie produktem reakcji azydoaldehydu z 2,2-di-
metylo-1,3-dioksan-5-onem byt aldol, powstajacy zgodnie ze stereochemia
anti. Nastepnie reakcja redukcyjnej cyklizacji prowadzita do uzyskania
pirolidynowej pochodnej iminocukru [44].

Do katalitycznych metod otrzymywania iminocukréw nalezy réwniez
synteza z zastosowaniem aldolazy L-ramnulozo-1-fosforanu (RhaD),
w ktérej dihydroksyaceton, reagujac z azydoaldehydem w obecnoéci kata-
lizatora, tworzy aldol, ulegajacy w dalszym etapie redukcyjnej cyklizacji,
prowadzacej do powstania L-iminoglucitolu. Reakcja ta zachodzi diaste-
reoselektywnie, przy uzyciu jednego naczynia reakcyjnego (Rys. 23) [45].

1) RhaD, boran sodu H

Ns HO OH

Rys. 23. Synteza z zastosowaniem aldolazy L-ramnulozo-1-fosforanu jako katalizatora

W konstruowaniu czgsteczek iminocukréw wykorzystuje sie réwniez
katalizatory metaloorganiczne oraz metodologie RCM (ang. Ring-Closing
Metathesis), czyli metatezy z zamknieciem piersécienia. Jako przyklad
moze postuzy¢ publikacja Riera 1 jego wspétpr., w ktérej zaprezentowano
synteze Deoksynojirimycyny (DM) oraz (—)-Swainsoniny [46]. Kazdy z tych
zwiazkow otrzymano z bicyklicznego karbaminianu D (Rys. 24) w kilku-
etapowej syntezie.

)K/\ 0 2)Hy, PAIC, MeOH  Ho—"" " "'~ NHAc
H nac  » Ho M _ow  —— s ,
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Rys. 24. Synteza iminocukrow z wykorzystaniem katalizatoréw metaloorganicznych
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Rys. 25. Diastereoselektywna reakcja addycji Michaela

Wséréd uniwersalnych metod otrzymywania polihydroksylowanych
indolizydynowych pochodnych zastosowano réwniez, jako kluczowy etap
syntezy, reakcje diastereoselektywnej addycji Michaela. Cheng wraz
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z grupg badawcza, zaproponowali wykorzystanie w syntezie jako substraty:
ester metylowy kwasu pentadienowego A oraz enaminoester B (Rys. 25)
[47, 48].

Otrzymany z dobra wydajnoécig 1 diastereoselektywnos$cig pirydynon
C ulega w kolejnym etapie stereoselektywnej hydrogenacji, przeksztalca-
jac sie w indolizydynon D, ktdérego redukcja prowadzi do indolizydyny E.
Uniwersalnoéé przedstawionej metody polega na tym, iz mozliwe jest
zastosowanie réznych elektrofilowych pochodnych (m.in. acetylenodikar-
boksylanu dimetylu oraz dichlorku malonylu), co pozwoli na otrzymanie
indolizydynowych pochodnych o réznych podstawnikach w pierscieniu.

4. Zastosowanie iminocukrow w medycynie
oraz innych gateziach przemystu

Iminocukry posiadaja wiele wlasciwosci, ktére sa pozytywnymi
atrybutami zwiazkéw bedacych potencjalnymi prekursorami lekéw. Na-
lezy do nich przede wszystkim ich dobra rozpuszczalno$é w wodzie, ktéra
czesto jest problemem oraz tematem wielu dyskusji pomiedzy chemikami
1 biologami, bioracymi udzial w projektowaniu czasteczek bedacych kan-
dydatami do bycia lekami. Iminocukry sg zwiazkami stabilnymi che-
micznie, co jest cecha szczegdlnie wazng ze wzgledu na mozliwo$é dtuz-
szego przechowywania lekéw 1 jest wymogiem stawianym badaczom
projektujacym farmaceutyki. Sg poza tym zwigzkami stabilnymi metabo-
licznie, co — jak mozna sie spodziewaé — jest zwiazane z ich ,wysoce na-
tleniona” natura 1 powoduje, ze wydalane sa zwykle w niezmienionej
formie z moczem. Jak wiekszo$¢ matych polarnych czasteczek chemicz-
nych, sg dobrze przyswajane w organizmie [6]. Wymienione cechy odroz-
niaja iminocukry od innych zwiazkow 1 podwyzszajg ich atrakcyjno§é
jako komponentéw w syntezie srodkéw leczniczych.

4.1. Inhibitory glikozydaz

Ze wzgledu na analogiczng strukture cukrow oraz iminocukréw
(Rys. 26), te ostqatnie moga powodowacé inhibicje lub spowalniaé aktyw-
no$¢ hydrolaz glikozydowych (glikozydaz), czyli enzymoéw odpowiedzial-
nych w organizmach zywych za rozrywanie wigzan glikozydowych w poli-
sacharydach, oligosacharydach czy glikozydach.
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Rys. 26. Analogiczna struktura cukréw oraz iminocukréw

Przy fizjologicznym pH, atom azotu jest protonowany, perfekcyjnie
na$ladujac jon oksoniowy stanu przejSciowego, powstajacego podczas
hydrolizy katalizowanej przez glikozydazy (Rys. 27). Moze to by¢ wyko-
rzystane w badaniach nad modyfikacja procesu glikozylacji w komérkach
eukariotycznych, metabolizmu weglowodanéw 1 glikokoniugatéw, a takze
transportu cukréw w organizmie.
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Rys. 27. Mechanizm dziatania hydrolaz glikozydowych z odwréceniem konfiguracji [49]

Zainteresowanie iminocukrami oraz ich wta$ciwoéciami terapeutycz-
nymi zapoczatkowala medycyna tradycyjna, wykorzystujaca ekstrakty
z 716} oraz innych roslin w leczeniu réznego typu dolegliwosci. Przykla-
dem moze by¢ ekstrakt z lisci morwy bialej (Morus alba), ktérego wlasci-
wosécl farmaceutyczne znane byly juz w odleglej historii. Iminocukry
obecne w liSciach morwy bialej] hamuja aktywnosé glikozydaz, czyli en-
zymow obecnych w jelicie, ktére rozkladaja cukry zlozone do cukréw pro-
stych, a tym samym nie ulegaja one wchlonieciu w ukltadzie pokarmo-
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wym. Stwierdzono, iz w liSciach, lodydze, a takze korze drzew morwy
obecna jest m.in. 1-Deoksynojirimycyna 1 (Rys. 1) — silny inhibitor a-glu-
kozydazy 1 a-amylazy ssakéw, powodujacy mniejsze wchianianie glukozy
1 w konsekwencji obnizenie jej poziomu we krwi po positku [50].

Jak podaje Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO), cukrzyca jest jed-
na z najgrozniejszych choréb cywilizacyjnych 1 spolecznych. Przez niektoé-
rych nazywana jest nawet epidemig obecnego wieku. Wedlug prognoz,
liczba 1 czesto§¢ zachorowan na te chorobe wzrasta 1 moze osiagnacé
w 2035 roku ok. 590 mln chorych. Liczba 0s6b z cukrzyca oszacowana na
rok 2013 wynosita 381,8 mln [51]. Powyzsze dane wskazuja, jak wazne sa
badania prowadzone w celu poszukiwania skutecznych, a jednocze$nie
tanszych lekéw na cukrzyce.

Pierwszym wprowadzonym na rynek w 1996 roku lekiem, bedacym ana-
logiem naturalnie wystepujacej Deoksynojirimycyny DNdJ, byt Glyset 35
(Miglitol) (Rys. 28). Stosowany byt w leczeniu cukrzycy typu II, a mecha-
nizm jego dzialania polega na inhibicji wystepujacych w jelicie a-1,4-gli-
kozydaz, co prowadzi do redukcji glukozy wchtanianej z jelita. Poza tym
dziala réwniez poprzez obnizanie poziomu glukozy w osoczu, bez ryzyka
spowodowania stanu hipoglikemii [52].
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N”"~CH,OH N 2
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N-hydroksyetylo-DNJ 1,4-dideoksy-D-arabinitol
Miglitol (DAB-1)

Rys. 28. Przyktady iminocukréw stosowanych w leczeniu cukrzycy typu 11

Poziom glukozy we krwi moze byé réwniez regulowany poprzez
kontrolowanie procesu glikogenolizy. 1,4-Dideoksy-1,4-imino-D-arabinitol
(DAB-1) 36 (Rys. 28) jest innym potencjalnym lekiem na cukrzyce
typu II, ktéry moze zmniejszaé spontaniczng hiperglikemie poprzez inhi-
bicje watrobowej fosforylazy glikogenu [53]. Zdolno§¢ inhibicji wystepu-
jacych w jelicie disacharydaz oraz mozliwoéé opdznienia powstajacej po
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positku hiperglikemii przypisuje sie Kastanosperminie 5 (Rys. 2) 1 w zwiaz-
ku z tym zalicza sie ja réwniez do potencjalnych lekéw stosowanych
w leczeniu cukrzycy oraz otylosci.

4.2. Lizosomalne choroby spichrzeniowe (LSDs)

Choroba Gauchera typu I jest genetycznie uwarunkowana lizo-
somalng chorobg spichrzeniowa, ktéra spowodowana jest mutacja w ge-
nie kodujacym biatko enzymu B-glukocerebrozydazy, odpowiedzialnego za
rozktad glukocerebrozydu do cukru (glukozy) oraz prostszej czasteczki
thuszczu (ceramidu). Dysfunkcja enzymu prowadzi do gromadzenia sie
glukozyloceramidu w komoérkach takich organéw, jak $ledziona, watroba,
czy nawet w koSciach. W leczeniu choroby stosuje sie enzymatyczng tera-
pie zastepcza (ETZ) w zastrzyku, natomiast w przypadkach kiedy ta te-
rapia jest niemozliwa, podaje sie preparat Zavesca, ktérego substancja
czynna jest Miglustat 36 (n-butylo-DNJ) (Rys. 29) [54]. Lek ten podaje sie
réwniez w przypadku choroby Niemanna—Picka typu C (NPC), innej
z genetycznych autosomalnych choréb spichrzeniowych zwiazanej z ku-
mulowaniem sie w organizmie glikosfingolipidéw [55].

OH
HO,, \OH

N~ YCH,OH

36
Miglustat

N-bytylo-DNJ

Rys. 29. Struktura substancji czynnej preparatu Zavesca

Do najnowszej generacji lekow stosowanych w leczeniu lizosomalnych
chordb spichrzeniowych, ktére sa w fazie badan klinicznych, naleza dwa
iminocukry: iso-Fagomina 37 oraz Migalastat 38 (Rys. 30), ktére uzywa-
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ne sg jako pomocniki, posiadajace zdolno§é wiazania sie z czescia aktyw-
ng enzymu, umozliwiajac tym samym osiagniecie przez enzym odpowied-
niej konformacji (ASSC — ang. active-site-specific chaperone) [56].

OH OH
HO\O,CHon HO,, OH
N N~ YCH,OH
H H
37 38
Plicera Migalastat
iso-Fagomina Deoksygalaktonojirimycyna

Rys. 30. Najnowsza generacja lekéw stosowanych w leczeniu lizosomalnych choréb spich-
rzeniowych

4.3. Aktywnos$¢ przeciwwirusowa

Wéréd iminocukrow nie brakuje réwniez zwiazkéow o wiasciwo-
$ciach przeciwwirusowych. Naleza do nich m.in. inhibitory neuramidazy
(Rys. 31), enzymu odpowiedzialnego za rozklad kwasu sialowego, ktory
jest glikoproteing wystepujaca w wirusach grypy [57].

COOH
N N
AcHN COOH AcHN
HO HO
OH OH

39 40

Rys. 31. Inhibitory neuramidazy

Blisko 50 iminocukréw zostato réwniez przebadanych w kierunku ak-
tywnosci przeciwko wirusowi HIV. Dwa z nich, inhibitory o-glikozydaz:
1-Deoksynojirimycyna DNJ oraz Kastanospermina, zostaly zatwierdzone
jako aktywne przy stezeniu 0,1-0,5 mg/ml [58].
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4.4. Inne zastosowania

p-Metoksybenzylo podstawiona pochodna pirolidynowa — anizo-
mycyna 41 (Rys. 32) — wyizolowana ze szczepu bakterii Streptomyces
griseolus, znalazla zastosowanie przeciwko grzybom chorobotwoérczym
oraz pierwotniakom [59].

MeO

OAc

OH
41

Rys. 32. Struktura anizomycyny

Iminocukry moga réwniez wptywaé na wzrost roélin. Kastanospermina
znalazla zastosowanie jako inhibitor procesu elongacji korzenia w roéli-
nach [60].

Deoksynojirimycyna, homonojirimycyna, deoksymannojirimycyna, a tak-
ze 2,5-dideoksy-2,5-imino-D-mannitol (DMDP) znaczaco wplywaja na doj-
rzewanie oraz zwyczaje zywieniowe szeregu owadéw szkodnikow, takich
jak szarancza, mszyca, gasienice moli, ktére zywia sie pakami kwiatow,
a takze chrzaszcze niszczace produkty zbozowe [61].

5. Perspektywy

Szerokie spektrum aktywnosci biologiczne] oraz zaskakujace
wlasciwo$ei iminocukréw powoduja, 1z sa to zwiazki, ktére wzbudzaja
zainteresowanie wérdd chemikéw, biologéw, a takze innych naukowcéw
poszukujacych czasteczek, ktore mozna traktowaé jako potencjalne leki
lub ich prekursory. Przedstawione w artykule zastosowania iminocukréw
to jedynie wybrane przyklady spoéréd wielu, jakimi ta grupa zwiazkéw
sie charakteryzuje. Aktualnie prowadzonych jest wiele projektéw obejmu-
jacych synteze analogéw tych wlaénie mimetykéw weglowodanow, w celu
uzyskania m.in. wyzszej aktywnosci inhibicyjnej glikozydaz czy poznania
kolejnych nowych wtaéciwoséci. Duzym wyzwaniem moze by¢ wprowadze-
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nie do struktury iminocukréw atomu lub atoméw fluoru — pierwiastka,
ktéry wplywa na wlasciwosci fizykochemiczne czasteczki 1 moze w zwiaz-
ku z tym znaczaco zmienié jej aktywno$¢ biologiczna,
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1. Wprowadzenie

Fosfor jest niezwykle waznym pierwiastkiem w szeroko poje-
tej chemii biologicznej. Szczegdélnym zainteresowaniem cieszg sie orga-
niczne polaczenia fosforu, odgrywajace istotne role w funkcjonowaniu
organizméw zywych, jak chociazby nukleotydy i1 zbudowane z nich
kwasy nukleinowe — nosniki informacji genetycznej. W celu badania
wlasciwosci zwigzkéw fosforoorganicznych stosuje sie dwie gléwne
drogi ich otrzymywania: izolowanie z komoérek naturalnie zawieraja-
cych dana substancje lub zmodyfikowanych w celu jej wytwarzania
oraz synteza chemiczna. Kazda z tych dréog ma pewne zalety 1 wady.
Korzystanie z biosyntezy gwarantuje nam uzyskanie konformacji na-
tywnych, co ma ogromne znaczenie zwlaszcza dla duzych czasteczek,
ktérych nie tylko konfiguracja, ale 1 konformacja istotnie wplywa na
wlasciwosci biologiczne. Obecnie wiadomo jednak, ze réwniez cza-
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steczki syntezowane w laboratorium chemicznym przyjmuja konfor-
macje natywna, je$li zapewni im sie warunki identyczne lub bardzo
zblizone do panujacych w komorce. Bardzo wazna role odgrywaja
w tym takie czynniki, jak: rozpuszczalnik, odczyn, stezenia jondéw,
obecno$¢ innych indywiduéw niejonowych czy temperatura. O ile bio-
synteza jest bardzo wydajna i1 znaczaco prostsza dla makroczasteczek,
o tyle dla czasteczek niewielkich czesto szybsza, wydajniejsza 1 tansza
wydaje sie synteza chemiczna. To powoduje, ze mimo preznego rozwo-
ju biotechnologii, nadal wazng 1 warta rozwoju jest chemia organicz-
na, zwlaszcza jej galaz obalajaca teorie vis vitalis.

Jedng z wielu grup badanych zwigzkéw biologicznie aktywnych sa
nukleotydy 1 ich analogi, stosowane w terapiach antywirusowych
1 antynowotworowych. Ich synteze prowadzi sie wykorzystujac chemie
fosforu(V) 1 fosforu(Ill). W niniejszym opracowaniu zostana, szczego-
lowo omoéwione wladciwosel 1 zastosowanie zwigzkéw fosforu(III)
w otrzymywaniu substancji przeznaczonych do zwalczania HIV.

2. Wybrane aspekty chemii H-fosfonianéw

Fosfor cechuje sie niezwykla réznorodnoscig tworzonych pota-
czen z tlenem 1 wodorem, ukazujaca sie zwlaszcza w kwasach fosforo-
wych. Atom centralny wystepuje w nich na réznych stopniach utle-
nienia, jak réwniez na danym stopniu utlenienia w inny sposob
zaaranzowane sa atomy wodoru 1 grupy wodorotlenowe. Najczestsza
liczba koordynacyjna atomu centralnego jest 4, jednak znane sg kwa-
sy o liczbach 2 1 3. Pomiedzy atomami fosforu moga powstawaé wig-
zania bezposrednie oraz przez atom tlenu, co prowadzi do kwaséw
polifosforowych. Ponizej (Rys. 1) przedstawiono przyklady kwaséw
rézniacych sie miedzy soba liczba koordynacyjng i/lub wigzalno$cia
atomu centralnego.

0]
HO OH
\ /
P HO——P——O0H HO—P=—0
OH H
Kwas ortofosforowy(I1I) Kwas ortofosforowy(I1I) Kwas metafosforowy(III)
A3 — 3 wiazalny A5 — 5 wiazalny A3 — 3 wiazalny
63 — 3-skoordynowany o4 — 4-skoordynowany 62 — 2-skoordynowany

Rys. 1. Przyklady kwaséw fosforowych
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7 powyzszego wynika, ze kwasy fosforu moga wystepowaé w roz-
nych formach strukturalnych. Réznice w liczbie wiazan, liczbie koor-
dynacyjnej, jak 1 w rodzaju przytaczonych do atomu centralnego ato-
mow innych pierwiastkéw przekladaja sie na wlasciwosci chemiczne
kwaséw. Najwyrazniej obserwuje sie to przy poréwnaniu zwiazkéw
fosforu(V) 1 fosforu(Ill) (Rys. 2).

i ) .

R'O\\“'P\\OR Ruo\\u‘P\\ORl H\\\\‘P\\ORr
OH OR OR
P(V) P(IN) P(IN)
tetra-skoordynowany tri-skoordynowany tetra-skoordynowany
np. fosforany np. fosforyny np. H-fosfoniany

Rys. 2. Poréwnanie zwiazkow fosforu(IIl) i fosforu(V)

Fosforany majq tetraedryczng geometrie. Atom fosforu jest twar-
dym elektrofilowym centrum i reaguje z twardymi nukleofilami. Tri-
estry fosforynowe o strukturze trygonalnej piramidy posiadaja wolna,
pare elektronowa na centrum fosforowym, stad atom fosforu jest za-
sadowym 1 miekkim centrum, reagujacym gléwnie z miekkimi elek-
trofilami. Moze reagowacé z nukleofilami, kiedy sa sprotonowane lub
gdy triester zawiera podstawniki wyciagajace elektrony. Diestry H-fos-
fonianowe przez tetraedrycznag strukture wykazuja podobienstwo do
zwigzkéw P(V), ale +3 stopien utlenienia upodabnia je do zwiazkdéw
P(II); dlatego, tak jak w P(V), centrum fosforowe jest elektrofilowe,
jednak przez istnienie w roztworze dwoéch form tautomerycznych mo-
ze byé¢ tez nukleofilowe. Ponizszy Rys. 3 przedstawia réwnowage
dwoéch form tautomerycznych pochodnych H-fosfonianowych [1, 2].
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H OH

P(lN) P(l11)
tetra-skoordynowany tri-skoordynowany

Rys. 3. Formy tautomeryczne diestréw kwasu H-fosfonowego
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W roztworach przewaza zdecydowanie forma tetra-skoordynowa-
na. Jednak bardzo tatwo mozna przesunaé¢ réwnowage w strone tri-
-skoordynowanej formy poprzez zmiane érodowiska na zasadowe. Po-
wstajaca wowcezas czasteczka posiada wolng pare elektronowa na
atomie fosforu, a to umozliwia przeprowadzenie na ten atom ataku
elektrofilowego.

Rys. 4. Podstawowe metody syntezy H-fosfonianéw nukleozydéw

H-fosfoniany posiadaja wiele zalet, ktore decyduja o ich przydat-
noéci w syntezie biologicznie aktywnych organicznych zwiazkéw fosfo-
ru, wérod ktérych szczegdélowo omoéwione zostang pochodne nukleoty-
dowe. Ich otrzymanie jest proste, a substraty uzyte do syntezy tanie,
latwo dostepne i stabilne. Nukleozydo-H-fosfoniany wykazuja duza
trwatoéé podczas przechowywania, przy jednoczeénie znacznej aktyw-
noéci w Srodowisku reakcyjnym, co przektada sie na krétki czas reak-
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¢ji 1 mniejsza 1lo§¢ produktow ubocznych. Wskutek tego mozliwe staje
sie otrzymywanie w prostych reakcjach wielu pochodnych nukleoty-
dowych, m.in. liniowych i cyklicznych diestrow, triestrow, amidofosfo-
ranéw, boranofosforanéw seleno- czy tiofosforanéw [4]. Podstawowe
1 najczeécie) wykorzystywane metody syntezy H-fosfonianéw nukleo-
zydow przedstawia Rys. 4.

3. Czes$¢ eksperymentalna

Od pewnego czasu w wielu laboratoriach na $wiecie trwaja in-
tensywne prace nad pronukleotydami anty-HIV, a w szczegdlnosci ich
difosforanowymi analogami. Jedng z grup o potencjalnym zastosowa-
niu sa nukleozydodifosforany posiadajace w swej strukturze cykliczny
diester nukleozydowy. Obecnoéé w ich czasteczce dwdch réznych nu-
kleozydéw pozwalalaby na dostarczenie do komoérki aktywnego prze-
ciwko HIV 5’-fosforanu 3’-azydo-3’-deoksytymidyny oraz tymidyny, co
z zalozenia powinno zmniejszy¢ toksycznosé¢ AZT. Przyktadowa struk-
ture ilustruje Rys. 5.
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Rys. 5. Struktura cyklicznego difosforanu nukleozydowego typu 1

Synteze difosforanu typu 1 przeprowadzono z wykorzystaniem
chemii H-fosfonianéw, na ktérej oparto wszystkie strategie syntetycz-
ne. Calo$¢ reakeji mozna podzieli¢ na 3 etapy:

1 — synteza 3’,5’-cyklicznego fosforanu tymidyny,

2 — otrzymanie H-fosfonianu AZT,

3 — oksydatywna kondensacja uzyskanych substratow.

W pierwszej kolejnoéci otrzymano 3’-H-fosfonian tymidyny, stosu-
jac H-fosfonian fluorenylowy (5) jako czynnik fosfonylujacy (Rys. 6).
W podejéciu tym kwas fosforowy(III) (2) aktywowany chlorkiem piwa-
loilu w pirydynie [3] bardzo latwo tworzy piro-H-fosfonian (3), ktory
jest na tyle reaktywny, ze szybko reaguje z fluorenylometanolem (4),
tworzac odpowiedni H-fosfonian. Wymiana kationu pirydynowego na
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amonowy powoduje wytracenie krystalicznego produktu (5) gotowego
do uzycia w dalszych badaniach [5].

Otrzymany H-fosfonian (5) poddano nastepnie reakecji kondensacji
z odpowiednio blokowanym nukleozydem (6) (gr. DMTr w pozycji 5
nukleozydu) wobec chlorku piwaloilu jako aktywatora. Reakcja fosfo-
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Rys. 6. Schemat reakcji otrzymywania (9H-fluoren-9-ylo)metylo-H-fosfonianu NH} (5)
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Rys. 7. Otrzymywanie 3’-H-fosfonianu tymidyny
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nylacji zachodzita iloéciowo w ciggu 1 godz. 1 otrzymano nukleozydo-
-H-fosfonianodiester (7), ktory byt wystarczajaco czysty, aby bez do-
datkowego oczyszczania przeprowadzi¢ go w nukleozydo-H-fosfonia-
nomonoester (8) dzialaniem trietyloaminy w bezwodnym acetonitrylu.
7 otrzymanego nukleozydo-H-fosfonianu w ostatnim etapie usunieto
blokade dimetoksytrytylowa dziataniem 80% roztworu kwasu octowe-
go, uzyskujac oczekiwany produkt (9) (Rys. 7).

Kolejnym etapem byto otrzymanie 3’,5’-cyklicznego fosforanu ty-
midyny, sktadajace sie z dwoch nastepujacych bezposrednio po sobie
reakcji: cyklizacji 1 utleniania (Rys. 8 1 9). Pierwsza z nich polega na
wewnatrzczasteczkowej kondensacji grupy 5-hydroksylowej z reszta
3’-H-fosfonianowa wobec chlorku piwaloilu jako czynnika kondensuja-
cego. Powstaty 3’,5-cykliczny H-fosfonian tymidyny (10) jest nietrwa-
ly 1 dlatego natychmiast po jego wygenerowaniu do $rodowiska reak-
cyjnego wprowadza sie jod rozpuszczony w pirydynie 1 wode [6]. Ta
droga utleniania H-fosfonianéw do fosforanéw mozliwa jest na skutek
wspomnianej wczeéniej tautomerii diestréw kwasu H-fosfonowego.
W formie tri-koordynacyjnej na atomie fosforu obecna jest para elek-
tronowa, ktéra atakuje polaryzowalna czasteczke jodu, tworzac jodo-
fosforan (11) 1 generujac aniony jodkowe. W obecnoéci pirydyny jodo-
fosforan natychmiast tworzy addukt pirydynowy (12), reaktywny
produkt poéredni, ktory w reakeji z nukleofilami, np. woda, zostaje
przeksztalcony w fosforan (13).
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Rys. 8. Cyklizacja 3’-H-fosfonianu tymidyny (9)
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Rys. 9. Utlenianie cyklicznego H-fosfonianu tymidyny do fosforanu
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Rys. 10. Synteza H-fosfonianu AZT (16)

Nukleozydo-5-H-fosfonian otrzymano na drodze kondensacji nu-
kleozydu (AZT) (14) z H-fosfonianem fluorenylowym (5) wobec chlor-
ku piwaloilu jako czynnika kondensujacego. W nastepnej kolejnosci
z otrzymanego nukleozydo-H-fosfonianodiestru (15) pod wplywem
trietyloaminy zostaje usunieta grupa fluorenylowa na drodze reakcji
B-eliminacji, tworzac pozadany produkt (16) zgodnie z Rys. 10.
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Rys. 11. Oksydatywna kondensacja 3’,5’-cyklicznego fosforanu tymidyny z H-fosfonianem AZT
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Ostatni etap syntezy polega na oksydatywnej kondensacji sililo-
wanego nukleozydo-H-fosfonianu (17) z 3°,5’-cyklicznym fosforanem
tymidyny (13), wobec jodu w pirydynie (Rys. 11).

Synteza cyklicznego dinukleozydodifosforanu (1) zachodzita prak-
tycznie iloSciowo. Sygnaly od niego pochodzace byly jedynym obser-
wowanym produktem w widmie 3P NMR (dwa dublety w rejonie
—11 ppm i —16 ppm). Niestety uzyskany zwiagzek byl trwaly tylko
w warunkach bezwodnych. Po dodaniu do Srodowiska reakcyjnego
wody nastepowata hydroliza wiazania pirofosforanowego i odtworze-
nie monofosforanu AZT oraz 3’,5’-cyklicznego fosforanu tymidyny.

W zwiazku z tym podjeto synteze niecyklicznych dinukleozydo-
wych difosforanow. Zwigzki te otrzymano réwniez opierajac sie na
chemii H-fosfonianéw. Stosujac nukleozydo-H-fosfoniany jako substra-
ty, otrzymano najpierw odpowiednie nukleozydofosforany, ktére pod-
dawano nastepnie reakcji oksydatywnej kondensacji z sililowanym
nukleozydo-H-fosfonianodiestrem. Stosujac te samg metodyke, uzyska-
no ponizsze produkty (181 19) z dobra wydajnoscia (> 70%) (Rys. 12).
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Rys. 12. Otrzymane dinukleozydowe difosforany

Czysto§¢ preparatow potwierdzono technikami TLC, HPLC oraz
stosujac spektroskopie jadrowego rezonansu magnetycznego.

4. Aspekty biologiczne

Dotychczasowe doniesienia literaturowe na temat dinukleo-
zydodifosforanéw okreélaja éciezke ich rozpadu w mediach komorko-
wych przez hydrolize wigzania pirofosforanowego [7]. Pozwala to
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przypuszczaé, 1z wprowadzenie do komoérki dinukleozydodifosforanu
zawierajacego AZT oraz tymidyne spelni dwa wazne z punktu widze-
nia terapii anty-HIV cele: monofosforan AZT, jako pronukleotyd, pod-
legaé¢ bedzie dalszej fosforylacji i w takiej formie stanie sie skutecz-
nym inhibitorem odwrotnej transkrypcji wirusa, natomiast uwolniony
monofosforan tymidyny speini role ochronna dla komoérki, dla ktérej
AZT jest silnie toksyczny. Uzyskany synergizm dzialania powinien
cechowa¢é sie wysoka skutecznoS$cig inhibicji namnazania wirusa, za-
chowujac wzglednie niska cytotoksycznosé.

Dla potwierdzenia tej hipotezy wykonano badania mikrobiologicz-
ne na liniach komérkowych zainfekowanych wirusem HIV. Wyniki
zestawiono w Tab. 1.

Tabela 1. Wartoéci parametréw mikrobiologicznych uzyskane dla zwiazkéw 18119

Nr badanej ICso ICo0 CCso CCoo Sl

substancji (uM] (nM] (uM] (nM] i
18 0,021 0,04 130 > 133 6190
19 0,032 0,22 158 >172 4938

Badania wykonano w Narodowym Instytucie Lekdéw.

Uzyskane wyniki pozwalaja, wnioskowaé, ze badane dinukleozy-
dodifosforany posiadaja potencjal anty-HIV przy jednoczesnym za-
chowaniu niskiej cytotoksycznosci. Zwiazki te wydaja sie niewatpliwie
interesujace jako proleki. Wysoka aktywno§¢ anty-HIV oraz korzystne
wlasciwosécei fizykochemiczne pochodnych typu 18 1 19 zachecaja do
projektowania nowych tego typu potencjalnych pronukleotydéw, po-
siadajacych w swej strukturze rézne antywirusowe analogi nukleo-
zydow.

5. Podsumowanie

Prace nad potencjalnymi prolekami sg nadal kontynuowane
w ZChKN IChB PAN, a osiagniecie zalozonych celéw umozliwia che-
mia H-fosfonianéw, na ktorej opieraja sie niemal wszystkie strategie
syntetyczne projektowanych pronukleotydéw. Chemia H-fosfonianéw,
jak przedstawiono w niniejszym opracowaniu, pozwala w szybki i pro-
sty sposéb otrzymywac potencjalnie aktywne biologicznie zwigzki.
W dalszej kolejnosci planowane jest eksplorowanie chemii H-fosfonia-
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néw w kierunku opracowania protokoléw syntetycznych nukleozydo-
difosforanéw, zawierajacych réznie zaaranzowane heteroatomy przy
resztach fosforanowych.
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Wykaz skrotéw:

HOMO - najwyzszy obsadzony orbital molekularny
(ang. highest occupied molecular orbital)

LUMO - najnizszy nieobsadzony orbital molekularny
(ang. lowest unoccupied molecular orbital)

Bn — benzyl

TFA — kwas trifluorooctowy

PFP -1,2,3,3,3-pentafluoropropen

DFT — teoria funkcjonatu gestosci (ang. density functional theory)
1. Wstep

1,3-Dipolarna cykloaddycja, jest niezwykle uzytecznag metoda
otrzymywania zwiazkéw zawierajacych w swej budowie piecioczlonowe,
heterocykliczne pierscienie. Ogélny koncept tego procesu zostal zbadany
1 opracowany przez Rudolfa Huisegena i jego wspélpracownikéw w latach
szeétdziesiatych XX wieku [1]. Substratami 1,3-dipolarnej cykloaddycji
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sa zwiazki elektrycznie obojetne, posiadajace w swojej strukturze frag-
ment 1,3-dipolarny, nadajacy im charakter dipolowy, oraz tzw. dipolaro-
file mogace z nimi reagowaé. Dipolarofilem jest czasteczka posiadajaca
wigzania wielokrotne wegiel-wegiel lub wegiel-heteroatom powigzany
w grupe funkcyjna (np. karbonyle 1 nitryle). Natomiast 1,3-dipolami sa
zwigzki organiczne zawierajace uktad czterech elektronéw =, zdelokali-
zowanych w obrebie trzech sasiadujacych ze soba atoméw [2].

2. Mechanizm

1,3-Dipolarna cykloaddycja jest poteznym narzedziem chemii or-
ganicznej, dzieki ktéremu mozliwe sa syntezy skomplikowanych struktur
heterocyklicznych. Dwa elektrony n dipolarofila i cztery elektrony zwiaz-
ku dipolarnego biora udzial w jednoetapowej, perycyklicznej przemianie
przypominajacej reakcje Dielsa—Aldera [2s+4s]. Warunkiem zajScia re-
akcji jest pewne podobienstwo energetyczne oddziatujacych ze sobg orbi-
tali HOMO 1 LUMO reagentéw. W przypadku elektronoakceptorowych
grup funkcyjnych modyfikujacych gesto§é elektronowa wigzania podwdj-
nego czasteczki dipolarofila, preferowang interakcja prowadzaca do wytwo-
rzenia nowych wigzan jest LUMO-dipolarofila — HOMO-dipola. W przy-
padku elektronodonorowych grup funkcyjnych sytuacja z reguly jest
odwrotna. Oddziatywania te, jak réwniez charakter podstawnikéw wa-
runkuja geometrie polaczenia dwoch reagujacych czasteczek, wskutek
czego jesteSmy w stanie przewidzieé stereochemie produktéow [3] (Rys. 1).
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Rys. 1. Jednoetapowy mechanizm 1,3-dipolarnej cykloaddycji

3. Zastosowanie 1,3-dipolarnej cykloaddycji
w syntezie

Wspélczesnie wiekszo$é zwigzkéw biologicznie aktywnych posia-
da w swojej strukturze uklady heterocykliczne [4]. Sa to gléwnie kwasy
nukleinowe, antybiotyki lub alkaloidy. Co wiecej, zwiazki tego typu sa
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jednymi z najlepiej sprzedajacych sie czasteczek o zastosowaniu farma-
ceutycznym [5]. Ciggly rozwdj) narzedzi syntezy organicznej umozliwia
modyfikacje otrzymanych weczeéniej struktur w celu poprawy ich parame-
tréow farmakodynamicznych 1 farmakokinetycznych. 1,3-Dipolarna cyklo-
addycja jest zatem jedna z najlepszych metod do tego typu modyfikacji,
a literatura dostarcza wielu przykladow jej zastosowan. Godna uwagi
wydaje sie synteza leku o handlowej nazwie Clelekoksyb 3 (tac. Cele-
coxibum; Rys. 2), ktéry jako lek niesteroidowy wykazuje wlasciwosci
przeciwzapalne 1 przeciwbdlowe. Mechanizm jego dziatania polega na
hamowaniu funkcjonowania enzymu cyklooksygenazy, a tym samym
czynnika, ktory jest odpowiedzialny za stan zapalny powodujacy odczu-
wanie bolu [6].
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Rys. 2. Regioselektywna synteza Clelekoksybu

Celekoksyb zostal otrzymany na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddycji
imidu nitrylowego 1 i odpowiednio podstawionej olefiny 2. Ze wzgledu na
fakt, i1z reakcja ta jest kontrolowana przez interakcje orbitali LUMO-
-dipola/HOMO-dipolarofila, wykorzystano tu bogata w elektrony enami-
nowsg, pochodna morfoliny 2. Ta strategia pozwolitla uzyskaé docelowy
produkt z calkowita, regioselektywnoscia, [7].
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3.1. 1zoksazolidyny

Izoksazolidyny, bedace produktami reakcji 1,3-dipolarnej cyklo-
addycji nitronéw z alkenami, posiadaja w swojej budowie pieciocztonowy
heterocykliczny pierscien, w ktéorym bezposrednio sasiaduja ze soba ato-
my tlenu 1 azotu. Ze wzgledu na fakt, iz wiazanie N—O ulega w lagodnych
warunkach hydrolizie, znalazly one szerokie zastosowanie w syntezie
1,3-aminoalkoholi bedacych substratami syntez szerokiej gamy zwiazkdéw
pochodzenia naturalnego, a w szczegdlnoSci aminokwaséw, alkaloidéw
czy cukréw aminowych. Dzisiaj znanych jest wiele przykladéw zwiazkow
biologicznie aktywnych, posiadajacych w swojej strukturze 5-czlonowy
pierécien izoksazolidyny. Ich aktywno§¢ przejawia sie we wlasciwoéciach
przeciwgrzybicznych [8], przeciwbakteryjnych [9], przeciwdrgawkowych
[10], przeciwzapalnych [11], przeciwwirusowych [12], a takze w che-
mioterapii [13]. Do tej grupy naleza m.in.: izoksazolidynowa pochodna
a-Santoniny wykazujaca wladciwos$ci przeciwnowotworowe oraz izoksazo-
lidynowe pochodne sulfoamidéw o wlaéciwoséciach anty-HIV (Rys. 3).
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Rys. 3. Przyklady zwigzkéw biologicznie aktywnych posiadajacych w swojej budowie
5-czlonowy pierécien izoksazolidyny

Ze wzgledu na fakt wystepowania w znacznej czeéci antybiotykow
pierécienia laktamowego, duze znaczenie w medycynie majg B-laktamy.
Jest to powdd, dla ktérego wiele grup badawczych szuka nowych sposo-
bow ich syntezy, czesto wykorzystujac w jednym z etapéw reakcje
1,3-cykloaddycji nitronéw do odpowiednio modyfikowanych olefin. W ten
wladnie sposdb opracowano metode otrzymywania penemoéw 1 karbape-
nemoéw, czyli antybiotykow laktamowych. Proces rozpoczyna sie od przy-
gotowania nitronu 4, ktéry ulega reakecji cykloaddycji, tworzac dwa chi-
ralne zwigzki 5 1 6 w stosunku 1:1. Tylko zwigzek 6 jest uzyteczny
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w dalszej syntezie, a po szeregu specyficznych etapéw zostaje przeksztat-
cony ostatecznie w antybiotyk Tienamycyne o silnym dzialaniu przeciw-
bakteryjnym (Rys. 4) [14].
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Rys. 4. Synteza Tienamycyny wykorzystujaca izoksazolidynowy produkt poSredni 5 1 6

3.2. Izoksazolidynowe analogi nukleozydéw

W ostatnich latach wiele uwagi po§wiecono rozwojowi efektyw-
nych metod syntezy analogéw nukleozydéw. Taka modyfikacja polega na
zmianie pierScienia furanozowego w uklad acykliczny, modyfikowany
pierécien aromatyczny lub tez uktad heterocykliczny. Oprécz modyfikacji
jednostki cukrowej wyrédznia sie takze modyfikacje w obrebie nukleozasa-
dy. Zmiany strukturalne naturalnie wystepujacych nukleozydéw wplywaja
znacznie na aktywno$¢ biologiczna otrzymywanych analogéw, sprawiajac,
ze ich synteza staje sie jeszcze bardziej pozadana [15-18]. Mechanizm
dzialania takiego analogu polega na hamowaniu polimerazy DNA wiru-
sa, natomiast w przypadku retrowiruséw — na hamowaniu jego odwrotnej
transkryptazy. Modyfikowane nukleozydy w postaci di- i trifosforanéw
wbudowuja sie w ni¢ DNA wirusa, uniemozliwiajac jej wydtuzanie [19].

Bez watpienia jedng z najciekawszych modyfikacji nukleozydu jest
zastapienie pierécienia furanozy piecioczlonowym pierécieniem izoksazoli-
dyny. Pomyst ten, zaprezentowany przez Troncheta [20], wyjasnial aktyw-
no$¢é biologiczna takiego zwiazku, wynikajaca, z zastapienia furanozowego
atomu wegla C4 atomem azotu, ktorego tatwo$é¢ inwersji konfiguracji
znacznie modyfikuje wlaéciwoséci calego nukleozydu. Literaturowo dobrze
opisane sa dwie drogi syntezy tego typu zwigzkéw. Pierwsza (I; Rys. 5)
polega na bezposéredniej reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji nitronu do
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enaminowej pochodnej odpowiedniej nukleozasady. Druga (II; Rys. 5)
metoda wykorzystuje reakcje Vorbriiggena pomiedzy sililowang nukleo-
zasada a otrzymana wczeséniej 5-acetyloizoksazolidyna [21].

Rys. 5. Strategie syntezy izoksazolidynowych analogéw nukleozydéw

Tronchet w swojej pracy wykorzystal cykloaddycje nitronéw do octanu
winylu, ktére nastepnie poddawal reakcji Vorbriiggena, przeksztatcajac
sililowa pochodng tyminy w odpowiednie izoksazolidynowe pochodne 7-9
(Rys. 6). Produkty reakcji wykazywaly wlasciwosci przeciwbakteryjne [20].
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Rys. 6. [zoksazolidynowe analogi tymidyny
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Rys. 7. Synteza nukleozydu o wtasciwosciach anty-HIV. Reagenty: i H2O2, KF, KHCOs3,
MeOH, THF; ii 80% AcOH, 40°C, 1 h; MMTr = parametoksyfenylodifenylometyl



Izoksazolidynowe pochodne C3-podstawionych uracyli 119

Chattopadhyaya wraz z wspolpr. opracowali metode syntezy nukleo-
zydu wykazujacego wysoka aktywnosé anty-HIV [22]. Proces ten obejmuje
kilka etapéw, w ktérych kluczowy jest etap wykorzystujacy wewnatrzcza-
steczkowaq reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji z udzialem odpowiedniego
nukleozydowego nitronu 10. Nastepnie otrzymuje sie spirotricykliczny
addukt 11, ktéry w kolejnych dwéch etapach reakeji jest przeksztalcany
do formy aktywnej biologicznie 12 (Rys. 7).
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Rys. 8. Synteza izoksazolidynowych pochodnych nukleozydéw 16 i 17. Reagenty: i sililo-
wana nukleozasada, TMSOTf lub SnCly; ii 1,5% HCl w MeOH; TBDPS = tert-butylo-
difenylosilil

Innym przykladem syntezy biologicznie aktywnego nukleozydu jest
praca Romeo 1 wspétpr. [23]. W reakcji tej wykorzystywany byt nitron 13
z chiralnym podstawnikiem bezposrednio przy atomie azotu, a sam pro-
ces prowadzono w mys$l reakeji Vorbriuggena, wykorzystujac 5-acetoksy-
1zoksazolidynowy produkt posSredni. Pierwszy etap syntezy prowadzil do
otrzymania mieszaniny diastereoizomeréw 14 i1 15, ktore kolejno prze-
ksztalcano w odpowiednie analogi nukleozydéw, a nastepnie rozdzielono
chromatograficznie (Rys. 8). Wérdd szeregu otrzymanych zwiazkow na
szczegblng uwage zashuguje nukleozyd bazujacy na 5-fluorouracylu, ktéry
wywoluje proces apoptozy w komoérkach biataczki monocytarnej i limfa-
tycznej, pozostajac jednoczesnie zwiazkiem o niskiej toksycznoSci.
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Reakcja Vorbriggena, jako niezwykle uzyteczna metoda syntezy ana-
logow nukleozydéw, jest czesto zastepowana bezposrednia reakcja nitro-
nu z enaminowa pochodna odpowiedniej zasady nukleinowej. Takie po-
dejScie syntetyczne pozwolilo otrzymaé enancjomerycznie czyste analogi

18 19 20
R\/\B l
B BornO,C BornO,C B
= s e R
BornO,C Me Me B BornO,CMe B Me
24 23 22 21
l NaBH, l NaBH,
OH
B K/ﬁ
=g =0
HO Me Me B
25a 25b

Rys. 9. Synteza izoksazolidynowych analogéw nukleozydéw 25a i 25b. B = adenina, tymina

25a 1 25b (Rys. 9). Synteze rozpoczeto od reakceji transestryfikacji nitro-
nu 18 z (1S)-endo-(-)-borneolem 19 w obecnoéci katalitycznych iloSci
TiCly, otrzymujac mieszanine E:Z (3: 1) nitronu 20. Zwiazek ten postuzylt
jako substrat w bezposredniej reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji z odpo-
wiednia winylonukleozasada, dajac zwiazki 21-24, ktére w kolejnym eta-
pie przeksztatcono w enancjomerycznie czyste analogi [24].

Kolejnym przykladem nukleozydu aktywnego biologicznie jest izoksa-
zolidynowa pochodna Polioksyny C (Rys. 10). Jest to antybiotyk wykazu-
jacy wysoka aktywnos$¢ przeciw fitopatogennym grzybom, ktéry znajduje
potencjalne zastosowanie w preparatach ochrony roélin [25].
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Rys. 10. Izoksazolidynowa pochodna Polioksyny C

4. Czes¢ doswiadczalna

Gléwnym celem badan byla m.in. synteza izoksazolidynowych
pochodnych nukleozydéw purynowych i pirymidynowych, w ktérych pier-
$cien 5-cztonowy bedzie zawieraé¢ w swojej strukturze grupe —CFs lub —F.
Atomy fluoru 1 wodoru sg izosteryczne, co pozwala na zachowanie aktyw-
noéci biologicznej czasteczki, jednoczeénie nadajac jej specyficzne witasci-
woscl, takie jak zwiekszenie lipofilowos$ci 1 stabilnosci metabolicznej. Wy-
soka elektroujemno$é fluoru ma réwniez istotny wplyw na modyfikacje
chmur elektronowych sasiadujacych grup funkcyjnych, np. moze zdecy-
dowanie zmniejszy¢ charakter zasadowy sasiednich grup aminowych
przez efekt indukcyjnego ,,wyciaggania” elektronéw.

4.1. Synteza fluorowanych izoksazolidynowych analogéw
nukleozydow

Strategia syntezy zostala podzielona na dwie odrebne §Sciezki
(I11II; Rys. 11). W pierwszej reakcja kluczowa byta cykloaddycja metyle-
nowego nitronu z fluorowana winylowa pochodna odpowiednej zasady
nukleinowej. W przypadku drugiej, nitron reagujacy z winylowa pochod-
ng zostal zmodyfikowany grupa —CFs.
W myS$l przedstawionych powyzej reakcji udalo sie otrzymacé i scha-
rakteryzowac za pomoca analizy NMR siedem nowych zwigzkéw, ktérych
wydajnosci podano w Tab. 1.
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Rys. 11. Strategia syntez fluorowanych izoksazolidynowych pochodnych nukleozydéw

Na szczegblng uwage zastuguje reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji ni-
tronu N-metylowego do fluorowanej winylowej pochodnej 5-fluoroura-
cylu*, w ktorej zamiast zakladanego produktu 29 otrzymano addukt do
wigzania C5—C¢ pier§cienia pirymidyny 29’ (Rys. 12).

Tabela 1. Wydajnosci otrzymanych produktéw

Produkt Zasada nukleinowa (B) s];:;c)egzay R Wydajnoéé [%]
26 adenina —-CHs 46%
27 guanina 1 —CHs $ladowe iloéci
28 tymina —CH3 56%
29(29’)* 5-fluorouracyl —CHs 21% *
30 adenina —CHs 34%
31 tymina I —CH3 18%
32 tymina —t-Bu 54% (wg NMR)
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Rys 12. Synteza zwiazku 29’
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4.2. Synteza skumulowanych izoksazolidynowych
pochodnych C°-podstawionych uracyli

Wysoka reaktywno§é wigzania C5—C6 pierscienia 5-fluorouracylu
stata sie poczatkiem drogi syntetycznej prowadzacej do otrzymania no-
wych zwiazkéw posiadajacych w swojej budowie skumulowany uklad
pierScieni — piecio- 1 szeSciocztonowego. W syntezie, oprocz pochodnych
5-fluorouracylu, wykorzystano takze uracyl i jego C5-podstawione po-
chodne (Rys. 13).
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Rys. 13. Synteza izoksazolidynowych pochodnych uracyli

W powyzsze] reakcji udalo sie otrzymaé szereg nowych zwiazkéw.
Modyfikacje nie ograniczaty sie jedynie do réznych grup funkeyjnych przy
atomie C5, ale takze obejmowaly rézne podstawniki na atomie azotu ni-
tronéw, generowanych in-situ w reakcjach kondensacji odpowiednich
aldehydéw =z N-alkilohydroksyaminami. Sumarycznie synteze wraz
z wydajnoéciami otrzymanych produktéw opisuje Tab. 2.

Struktury otrzymanych czasteczek zostaly potwierdzone za pomoca
analizy NMR oraz MS. Analiza spektralna dostarczala wielu interesuja-
cych wnioskéw na temat otrzymanych produktéw. W przypadku wszyst-
kich zwiazkéw mozna bylo zaobserwowaé charakterystyczne poszerzenie
sygnatéw w widmach. Ponadto w przypadku zwigzku 33 stwierdzono
obecno$¢ dodatkowego sygnatu w 1I9F-NMR. Pomimo iz reakcja zachodzila
z calkowita regio- 1 stereospecyficzno$cia, co powinno prowadzi¢ do
otrzymania nierozréznialnych enancjomeréw, konsekwentnie w widmie
YF-NMR obserwowano obecno$¢ dwéch izomerdéw, ktére nie byty widocz-
ne zaréwno w widmie protonowego, jak 1 weglowego NMR. Jednoczesénie
z danych literaturowych wynika, ze obecno$¢ ugrupowania —O-N-—
w pierScieniu izoksazolidyny w znaczny sposéb podnosi energetycznag
bariere inwersji atomu azotu w czasteczce [26]. Obserwowany podwéjny
sygnal wystepujacy w widmie 19F-NMR zwigzku 33 wynika zatem z po-
jawienia sie dodatkowego centrum chiralnego na atomie azotu w pier-
$cieniu pieciocztonowym.
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Tabela 2. Wydajnoéci otrzymanych produktéw w 1,3-dipolarnej cykloaddycji nitronéw do
wiazania C5-Cs, C5-podstawionych pochodnych uracyli

Produkt X R i Wy‘%ﬁz]n"sc
33 —CHs toluen, 24 h, 80°C 78%
34 F —t-Bu toluen, 48 h, 90°C 50%
35 —CeH11 toluen, 24 h, 80°C 69%
36 —CH:zPh toluen, 24 h, 80°C 55%
37 —CHs toluen, 48 h, 60°C 21%
38 —NOg —t-Bu toluen, 48 h, 85-90°C 34%
39 —CeH11 toluen, 24 h, 70°C 15%
40 -Cl —-CHs toluen, 48 h, 65°C 19%
41 —Br —CHs toluen, 24 h, 80°C 14%
42 —CHs toluen, 24 h, 60°C 28%
43 u —t-Bu toluen, 24 h, 65°C 19%
44 —CeH11 toluen, 24 h, 65°C 35%
45 —CH:zPh toluen, 24 h, 80°C 34%

4.3. Analiza NMR

W celu potwierdzenia wystepowania zjawiska zahamowanej in-
wersji na atomie azotu przeprowadzono niskotemperaturowa analize
NMR otrzymanych zwiazkéw. Wraz z obnizaniem temperatury, sygnaty
pochodzace od odpowiednich atoméw w widmie protonowego, fluorowego
oraz weglowego NMR ulegaly wyraznemu wyostrzeniu i zdublowaniu,
odstaniajac obecno$é drugiej diastereomerycznej formy zwigzku. Stosunki
iloSciowe odpowiednich diastereoizomeréw w warunkach analizy przed-
stawia Tab. 3.

Tabela 3. Stosunki ilo$ciowe izomeréw w danych warunkach analizy

'H-NMR HNMR -
Produkt stosunek diastereoizomeréow stosunek diastereoizomeréw —
analiza temperaturowa
TFA —-30°C (CDCly)
1 2 3
33 71:29 74:26
34 77:23 84:16P
35 69:32 72:28
36 67:33 75:25
37 54:46 -
38 60:40 -
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cd. tab. 3
1 2 3
39 61:39 -
40 61:39 —
41 64:36 —
42 —a 83:17
43 —a 81:19>
44 —a 79:21
45 —a 76:24

apod wplywem TFA nastepuje rozpad 5-czlonowego pierscienia izoksazolidyny
btemperatura analizy —50°C

Oprécz analizy niskotemperaturowej, przeprowadzono takze analize
NMR z wykorzystaniem kwasu TFA jako rozpuszczalnika. Silnie kwaso-
we érodowisko powoduje protonowanie atomu azotu pierScienia izoksazo-
lidyny, a tym samym catkowicie blokuje jego inwersje. W takich warun-
kach obecno$é dwoch diastereoizomerycznych form danego zwigzku byla
widoczna juz w temperaturze pokojowe;j.

5. Obliczenia teoretyczne

W literaturze mozna znalezé wiele odnoénikéw dotyczacych zja-
wiska zahamowanej inwersji na atomie azotu dla pierscieni izoksazolidy-
ny [26-28]. Wiekszo$¢ z tych artykuléw dostarcza takze informacji na
temat wysokoS$ci bariery energetycznej takiej przemiany, ktéra wyzna-
czana jest z reguly za pomoca NMR band shape analysis. W powyzszej
publikacji postanowiono zastosowaé metody obliczeniowe do wyznaczenia
energetycznej bariery inwersji.

Metody obliczeniowe chemii kwantowe] wykorzystywane sa do prze-
widywania wlasciwoséci fizykochemicznych badanych czasteczek, optyma-
lizacji geometrii, wyznaczania energii danej czasteczki, a takze przewi-
dywania mechanizmu danej reakcji chemicznej poprzez odnalezienie
struktur stanéw przejSciowych pomiedzy substratami a produktami. Ob-
liczenia teoretyczne bazujace na chemii kwantowe] moga mieé istotny
wplyw na analize danych eksperymentalnych, a doktadno$¢ otrzymanych
wynikow zalezy w duzej mierze od wyboru odpowiedniej metody oblicze-
niowej oraz bazy funkcyjnej [29].

W niniejszej publikacji wykorzystano metody chemii kwantowej do
zoptymalizowania geometrii zwiazku 33 w dwéch wariantach, r6zniacych
sie konfiguracja atomu azotu. W celu wyznaczenia teoretycznej bariery
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energetyczne) inwersji konieczne bylo takze odnalezienie stanu przej-
$ciowego pomiedzy wspomnianymi wczesniej strukturami.

W przeprowadzonych badaniach do optymalizacji geometrii czaste-
czek zastosowano metody oparte na teorii funkcjonalu gestosci (DFT).
Metody te bazuja na twierdzeniach Hohenberga—Kohna, z ktérych pierw-
sze pozwala opisywaé wlaSciwoéci ukladu kwantowego w stanie stacjo-
narnym na podstawie gestosci elektronowej stanu podstawowego. Z kolei
drugie twierdzenie, jako odpowiednik zasady wariacyjnej, opisuje istnie-
nie pewnego funkcjonatu spetniajacego zasade minimalnej wartoSci ener-
gii, odpowiadajacej tylko gestoSci réwnej gestosci stanu podstawowego
[29]. Ze wzgledu na fakt, iz metody DFT w my$l twierdzenia Hohenber-
ga—Kohna, méwiacego o istnieniu funkcjonalu gestosci spetniajacego za-
sade wariacyjna, nie okreslaja dokladnego sposobu wyznaczania tego
funkcjonatu, jest on wybierany tak, aby obliczone wyniki byly mozliwie
najdokladniej dopasowane do wartoSci doswiadczalnych. W cytowanej
publikacji do obliczen zostaty uzyte funkcjonaly hybrydowe b3lyp, wb97xd
oraz m06 z bazami 6-31G oraz 6-31G++(d,p).
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Rys. 14. Inwersja atomu azotu w piecioczlonowym pierscieniu izoksazolidyny na podsta-
wie zwiazku 33

Wstepne optymalizacje geometrii, wykorzystujace funkcjonal B3LYP
1 baze 6-31d, potwierdzily wystepowanie dwoch struktur czasteczki 33,
rézniacych sie od siebie konfiguracjg atomu azotu. W celu obliczenia barie-
ry energetycznej konieczne bylo odnalezienie struktury stanu przej$ciowe-
go pomiedzy dwoma powyzszymi minimami (Rys. 14). Obliczenia pokazaly,
ze zmiana konfiguracji atomu azotu pierScienia izoksazolidynowego jest
poprzedzona zmiang jego konformacji, stad bezposredni stan przejSciowy
pomiedzy powyzszymi strukturami (Rys. 14) najprawdopodobniej nie ist-
nieje. Takie zalozenie sprawito, ze liczba poszukiwanych struktur wzrosta
lacznie do czterech geometrii opisujacych lokalne minimum energetyczne
zwiazku 33 oraz kolejno czterech struktur standéw przejéciowych miedzy
nimi. Obliczenia potwierdzily wystepowanie wszystkich powyzszych struk-
tur, ktérych geometrie zoptymalizowano metodami DFT (b3lyp, wbh97xd
oraz m06) z bazami 6-31G oraz 6-31G++(d,p) (Rys 15).
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Ze wzgledu na nieplanarno$é pierécienia izoksazolidyny, ktéry moze
przyjmowacé konformacje potkrzesta (T — ang. twist) lub koperty (E — ang.
envelope), obliczono warto$ci kata fazowego pseudorotacji dla kazdej
geometril opisujacej] minimum energetyczne, przypisujac jednocze$nie
kazdej strukturze odpowiednia konformacje pierécienia (Tab. 4).

Tabela 4. Analiza konformacyjna zoptymalizowanych struktur czasteczki 33

Struktura Kat fazowy pseudorotacji P[°] Konformacja
33a 86 NTo
33b 249 NTO
33c 263 NTO
33d 117 cu2TN

+ +
TS334-33p TS33p-33¢

-
TS334-33a

Rys. 15. Inwersja konfiguracji atomu azotu na podstawie czasteczki 33
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Obliczenia wskazuja, ze zmiana konfiguracji atomu azotu izoksazoli-
dyny rozpoczyna sie od niskoenergetycznej zmiany konformacji pierScie-
nia. Wlaéciwa inwersja konfiguracji atomu azotu jest mozliwa dopiero po
osiggnieciu jednej z geometrii czgsteczki, ktéra ma te sama konfiguracje
azotu, jednak przeciwna konformacje pierScienia (33b i 33d) w poréwna-
niu z poczatkowa geometria (33a 1 33c).

Na skutek odnalezienia i optymalizacji wszystkich powyzszych struk-
tur mozliwe bylo obliczenie teoretycznej bariery inwersji pomiedzy dwo-
ma strukturami o najnizszej energii (35a 1 35¢). Wyniki obliczen dla po-
szezegblnych funkcjonatéw obrazuje Tab. 5.

Tabela 5. Bariera energetyczna [kcal/mol] inwersji atomu azotu w piersécieniu izoksazoli-
dyny dla przejécia 33a — 33c¢ oraz 33¢c — 33a

Funkcjonat B3LYP B3LYP MO06 WB97XD

Baza 6-31G(d) 6-31++G(d,p) | 6-31++G(d,p) | 6-31++G(d,p)
ABiny. 530 - 35¢ 13,85 13,42 13,23 14,12
ABiny. 55 35a 12,38 13,52 11,36 12,25

6. Perspektywy

W niniejszej publikacji przedstawiono i1 pokrétce scharakteryzo-
wano wyniki dotychczasowych badan nad 1,3-dipolarna cykloaddycja
nitronéw do enaminowych pochodnych zasad kwaséw nukleinowych oraz
Cs5-podstawionych uracyli. Metody chemii obliczeniowej pozwolily prze-
widzie¢ najbardziej prawdopodobng droge zahamowane] inwersji atomu
azotu modelowej czasteczki 33, a niskotemperaturowa analiza NMR po-
twierdzila wystepowanie tego zjawiska dla calego szeregu otrzymanych
zwigzkow. Gléwnym celem syntezy wciaz pozostaje otrzymanie szeregu
fluorowanych izoksazolidynowych analogéw nukleozydéw oraz szeroko
pojeta funkcjonalizacja ich piecioczlonowego pierScienia imitujacego pier-
§cien rybozy.
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RSV — rosuwastatyna

FLV — fluwastatyna
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NADPH — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
CH;Met — S-adenozyno-L-metionina

HCys — S-adenozyno-L-homocysteina

1. Wprowadzenie

Cholesterol zostal po raz pierwszy wyizolowany z kamieni z61-
ciowych w 1784 roku. Jego nazwa pochodzi z jezyka greckiego: chole —
z01¢, stereos — staly; jej tworca, jest francuski chemik Michel E. Chevreul.
Struktura cholesterolu zostata okreS§lona przez austriackiego botanika
Friedericha Reinitzera w 1888 roku. Za badania nad cholesterolem przy-
znano 13 Nagréd Nobla, m.in. dla Heinricha O. Wielanda w 1927 roku
oraz Adolfa Windausa w 1928 roku [1].
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Czasteczka cholesterolu sktada sie z trzech pierScieni 6- i jednego
5-cztonowego oraz 8-czlonowego tancucha weglowego [1, 2] (Rys. 1).
W jednym z pierécieni cykloheksylowych obecne jest wiazanie podwéjne [2].

HO
Rys. 1. Struktura cholesterolu [2]

Cholesterol jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania organi-
zmu czltowieka. Jednak jego podwyzszony poziom w osoczu krwi (hiper-
cholesterolemia) moze by¢ przyczyna choroby wiencowej [1, 3—5]. Choroba
niedokrwienna serca jest kluczowym objawem Kklinicznym miazdzycy.
Hipercholesterolemia moze takze przyczynia¢ sie do miazdzycy tetnic
obwodowych 1 krazenia mézgowego [5].

Choroba niedokrwienna serca jest gléwng przyczyna zgonéw w kra-
jach uprzemyslowionych oraz rozwijajacych sie [5]. Dotyka okoto 13 do
14 milionéw dorostych w USA [6].

W latach 50. 1 60. XX wieku do uzycia wprowadzonych zostato wiele
srodkéw obnizajacych poziom cholesterolu. Wéréd nich byly kwas niko-
tynowy, cholestyramina, neomycyna, sterole roélinne oraz tripanol. Do
lat 70. nie znano jednak dobrego leku obnizajacego poziom cholesterolu
w osoczu krwi [4].

Na poczatku lat 70. XX wieku z grzybdéw Penicillium citrinum wyizo-
lowano zwiazek ML-236B bedacy ich wtérnym metabolitem. Wykazano,
ze zwiazek ten posiada zdolno§é obnizania poziomu cholesterolu w osoczu
krwi. ML-236B byl pierwszym przedstawicielem lekéw z grupy statyn —
nowych, skutecznych §rodkéw stosowanych w leczeniu hipercholestero-
lemii. Srodki te wykazywaly wieksza skutecznoéé dzialania niz éwezeénie
znane. W 1987 r. wprowadzono do uzycia lek o nazwie Mevacor®, ktérego
skladnikiem aktywnym byla lowastatyna [5].

Opublikowane w latach 90. XX wieku wyniki badan dotyczacych dzia-
lania statyn spowodowaly, ze zwiazki te staly sie bardzo popularnymi
lekami stosowanymi w leczeniu choroby niedokrwiennej serca [7]. Bada-
nia wykazaly, ze Srodki te sa bezpieczne 1 nie powoduja zbyt wielu efek-
tow ubocznych [4].
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Obecnie statyny sa szeroko stosowane w krajach Europy oraz USA
[8, 9]. Aktywnymi skladnikami lekéw sa gltéwnie: lowastatyna, simwasta-
tyna, prawastatyna, fluwastatyna, atorwastatyna [4, 10], pitawastatyna
oraz rosuwastatyna [10]. Mechanizm dziatania tej grupy lekéw polega na
odwracalnej inhibicji reduktazy HMG-CoA — enzymu katalizujacego klu-
czowy etap szlaku biosyntezy cholesterolu [1-7, 11, 12].

Bardzo waznym etapem badan klinicznych lekéw jest charakterysty-
ka ich trwaloéci pod wpltywem dziatania réznych czynnikéw Srodowiska,
takich jak: éwiatlo, temperatura, wilgotno§é. Szczegdlnie istotne sa ba-
dania dotyczace fototrwaloéci, czyli odpornoéci leku na dziatanie promie-
niowania stonecznego [10]. Statyny naleza do grupy lekéw ulegajacych
stosunkowo szybkiej fotodegradacji. Z danych literaturowych wynika, ze
fototoksyczno$é statyn zwiazana jest z wlaSciwoSciami tworzacych sie
fotoproduktéw [9, 10, 13].

2. Podziat statyn
2.1. Odkrycie statyn

Badania nad mikroorganizmami doprowadzily do hipotezy, ze
organizmy te posiadaja mechanizmy umozliwiajace obnizanie poziomu
cholesterolu we krwi. Zakladano, ze wytwarzane przez nie wtérne meta-
bolity hamujg dzialanie reduktazy HMG-CoA katalizujacej przeksztalca-
nie 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA w mewalonian, powodujac tym
samym zatrzymanie metabolicznego szlaku biosyntezy cholesterolu [1, 5].

Pierwszym wyizolowanym zwiazkiem byt citrin. Otrzymano go
z pleéni Pythium ultimum. Zwigzek ten silnie 1 nieodwracalnie inhibowat
reduktaze HMG-CoA. Badania przeprowadzane z udzialem zwierzat
eksperymentalnych wykazaly szkodliwy wplyw citrinu na nerki szczu-
row [1, 3].

Toksycznoéé citrinu spowodowata kontynuacje badan. Zaréwno zielo-
noniebieska pleén Penicillium citrinum, znaleziona w probkach ryzu, jak
1 pleén Penicillium brevicompactum wykazywata aktywno$é w obnizaniu
poziomu cholesterolu we krwi. Z pleéni Penicillium citrinum [4] za po-
moca, ekstrakcji rozpuszczalnikiem organicznym, chromatografii oraz
krystalizacji wyizolowano trzy aktywne zwiazki [1, 3, 5]. Najwieksza
aktywnos$é wykazywal zwiazek o nazwie kompaktyna (ML-236B) (Rys. 2).
Pierwsze badania z udzialem kompaktyny prowadzone byly m.in. na my-
szach, psach 1 kurach. Wér6d wszystkich zwierzat z wyjatkiem szczuréw
kompaktyna wykazywata zdolno$§¢é obnizania poziomu cholesterolu [1].
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Kompaktyna ze wzgledu na swoje podobienstwo strukturalne do HMG-
-CoA odwracalnie [1, 3] hamowala dziatanie reduktazy HMG-CoA zgod-
nie z mechanizmem inhibicji kompetycyjnej [1].

H,C

Rys. 2. Struktura kompaktyny (mewastatyny) [3]

2.2. Statyny pochodzenia naturalnego i pétsyntetycznego

Kompaktyna nazwana mewastatyna stala sie prekursorem lekow
z rodziny statyn [1, 3]. Badania farmakologiczne i toksykologiczne
z udzialem mewastatyny nie wykazywaly zadnych nieprawidlowosci.
Jedyna niepokojaca informacja byto wykrycie chloniaka u pséw, ktore
otrzymywaly znaczna dawke zwiazku. Mewastatyna wykazywata duza
skuteczno$¢ w obnizaniu poziomu cholesterolu we krwi nawet u pacjen-
tow z zaawansowana, hipercholesterolemia [1].
Kontynuacja badan doprowadzita do otrzymania pélsyntetycznego le-
ku — prawastatyny (Rys. 3) [3]. Uzyskano go poprzez mikrobiologiczne
zmiany u grzybéw [4, 5].

Rys. 3. Struktura prawastatyny [3]
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W wyniku dalszych badan, z grzybéw Aspergillus terreus wyizolowano
kolejny zwiazek o budowie podobnej do mewastatyny. Zwiazek ten na-
zwano mewinolinem [1, 4, 5]. Badania innej grupy uczonych doprowadzi-
ly do wyizolowania trzech analogdéw mewastatyny: monakolinu J, mona-
kolinu K, oraz monakolinu L z grzybéw Monascus ruber. Monakolin K
wykazywatl dezaktywujacy wplyw na reduktaze HMG-CoA, silniejszy niz
mewastatyna [5]. Porownanie struktur monakolinu K i mewinolinu wy-
kazalo, ze sa one identyczne. Oba zwigzki okres§lono pdzniej wspdlna na-
zwa: lowastatyna (Rys. 4) [1, 5].

H . C\\m

Rys. 4. Struktura lowastatyny [3]

Lowastatyna stata sie pierwszym komercyjnym lekiem z grupy statyn
stosowanym w leczeniu m.in. hipercholesterolemii [1, 5, 11, 14].

Kolejnym lekiem byla simwastatyna — zwiazek poétsyntetyczny po-
wstajacy w wyniku chemicznej modyfikacji naturalnych produktéw
(Rys. 5) [3, 4].

HaC*

Rys. 5. Struktura simwastatyny [2]
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2.3. Statyny pochodzenia syntetycznego

Modyfikacje w strukturze statyn pochodzenia naturalnego, gtéw-
nie zastapienie pierscienia dekaliny pierécieniem aromatycznym, dopro-
wadzity do syntezy nowych zwigzkéw: fluwastatyny, atorwastatyny, ceri-
wastatyny [2, 11], rosuwastatyny [1-3] 1 pitawastatyny (Rys. 6) [15].

HO,
COOH

OH

s
07 Y

o]
Rys. 6. Struktura: a — atorwastatyny, b — ceriwastatyny, ¢ — fluwastatyny, d — rosuwasta-

tyny [2], e — pitawastatyny [15]

3. Budowa statyn

Statyny, w zaleznoéci od pochodzenia, majga rézna budowe.
Wspdlnym dla wszystkich statyn fragmentem strukturalnym jest ugru-
powanie o budowie podobnej do wystepujacego w HMG-CoA [2, 4, 6, 16].
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3.1. Statyny typu 1

Ze wzgledu na budowe, inhibitory reduktazy HMG-CoA dzieli sie
na typu 11 2. Do grupy zwiazkéw typu 1 naleza statyny pochodzenia na-
turalnego 1 pélsyntetycznego: mewastatyna, lowastatyna, simwastatyna
oraz prawastatyna [2, 4]. Statyny sq analogami strukturalnymi [2, 4, 6, 16].
Glownym elementem ich budowy jest ugrupowanie poliketydowe oraz
uktad pierécieniowy bedacy pochodng dekaliny [2]. R6znice w budowie
stanowig podstawniki obecne przy atomach wegla C6 (R1) 1 C8 (R2) pier-
§cienia dekaliny (Rys. 7, Tab. 1) [2, 4].

Tabela 1. Réznice w strukturze statyn typu 1

Statyna R: Rs
0
Mewastatyna H HaC . o) o
H,C H
(o]
Lowastatyna CHs HaC . o I
H,C H
0
Prawastatyna OH HaC
Simwastatyna CHs

HsC

W mewastatynie, lowastatynie oraz prawastatynie przy atomie wegla
C8 wystepuje ugrupowanie kwasu metylomastowego, podczas gdy w sim-
wastatynie — kwasu dimetylomastowego [4].
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Ugrupowanie wystepujgce
w HMG-CoA

| R

Pierscien dekaliny

Rys. 7. Struktura statyn typu 1 [2]
3.2. Statyny typu 2
Do grupy zwiazkow typu 2 naleza statyny pochodzenia syntetycz-

nego: fluwastatyna, rosuwastatyna, atorwastatyna, ceriwastatyna [2, 4, 6],
pitawastatyna [15]. Cechq charakterystyczng tych zwiazkéw jest obec-

Ugrupowanie wystepujace
w HMG-CoA

Grupa fluorofenylowa 7
Grupa izopropylowa

TRy

=

\
o\
o]

Pierscien centralny
(5- lub 6-cztonowy)

/

Rys. 8. Struktura statyn typu 2 [2]
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no$é¢ grupy izopropylowej oraz fluorofenylowej [2]. Jedynie pitawastatyna
zamiast grupy izopropylowej posiada pierscien cyklopropanowy [15]. In-
hibitory te posiadaja takze w swojej strukturze pierScien 5- lub 6-czlo-
nowy zawierajacy atomy azotu (Rys. 8) [2, 6].

Ceriwastatyna oraz pitawastatyna [18] zawieraja pierscien pirydy-
nowy, rosuwastatyna — pirymidynowy, fluwastatyna — pirolinowy oraz
atorwastatyna — pirolowy. Oprécz elementéw wspdlnych, kazda z wymie-
nionych statyn posiada w swej strukturze charakterystyczne dla siebie
ugrupowania, zaznaczone na Rys. 9 [2, 4, 6].

Rys. 9. Budowa statyn typu 2 z zaznaczeniem charakterystycznych elementéw struktury;
a — atorwastatyna, b — ceriwastatyna, ¢ — fluwastatyna, d — rosuwastatyna, e — pitawasta-
tyna [2, 4, 15]
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4. Biosynteza statyn

Statyny ze wzgledu na budowe zalicza sie go grupy zwiazkow po-
liketydowych. Inhibitory reduktazy HMG-CoA syntezowane sa przez
grzyby strzepkowe. Biotechnologiczna produkcja statyn prowadzona jest
gldwnie przy uzyciu grzybow z gatunku Penicillium, Monascus oraz
Aspergillus [17-19].

Najwieksza wydajnosé biosyntezy lowastatyny uzyskuje sie z grzybow
Aspergillus terreus 1 ich mutantéw. Modyfikowane genetycznie gatunki
Aspergillus terreus wykazuja wieksza wydajno$é biosyntezy w stosunku
do ich naturalnych prekursoréw. Zastosowanie mutantéw umozliwia
unikniecie tworzenia produktéw ubocznych [17].

Biosynteza zwigzkéw poliketydowych zachodzi w dwéch etapach:
w pierwszym, tzw. etapie PKS, bierze udzial syntaza nanoketydowa
(Enz). Enzym zawiera kilka miejsc aktywnych o réznych wlasciwosciach.
Podczas drugiego etapu, zwanego post PKS tailoring, zachodzi modyfika-
cja produktu z etapu PKS [17, 18]. Sumaryczny zapis reakcji zostal
przedstawiony na Rys. 10 [17].

acetylo-CoA + 8 malonylo-CoA + 11 NADPH + 10 H + S-adenozyno-L-metionina — 4a,5-di-
hydromonakolina L + 9 CoA + 8 CO; + 1 NADP + S-adenozyno-L-homocysteina + 6 H,O

Rys. 10. Biosynteza statyn [17]

Etap PKS biosyntezy lowastatyny sklada sie z 9 podetapéw, w kto-
rych nastepuje wydluzenie tancucha weglowego [33, 34]. W pierwszej
reakcji, katalizowanej przez ketoreduktaze, do acetylo-CoA (AcCoA) przy-
laczony zostaje malonylo-CoA (MalCoA), dajac diketyd. Nastepnie zacho-
dzi dekarboksylacja produktu posredniego. Reakcja zachodzi w obecnosci
NADPH. W etapie tym zostaje réwniez usunieta z produktu czasteczka
wody 1 tworzy sie wiazanie podwojne (Rys. 11) [17].

J’\ N \DI”H NADP
Cof + Co.ﬁ
s/-"" W ot mo. /\)J\
CoA

Rys. 11. Schemat syntezy diketydu [17]
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Tworzenie triketydu zachodzi poprzez przyltaczenie do powstatego di-
ketydu kolejnej czasteczki MalCoA, a nastepnie dehydratacje 1 dekarbok-
sylacje (Rys. 12) [17].

o
/\)J\ /S ° NADI%H NA:_P i
Enz
+ CoA
\\ 5/ W Em\xs)l\/\//\
€O, 130,
o] HO CoA

Rys. 12. Schemat syntezy triketydu [17]

Synteza tetraketydu réwniez zachodzi w wyniku addycji czasteczki
MalCoA, dehydratacji oraz dekarboksylacji. Nastepnie do powstatego
produktu przylaczona zostaje grupa metylowa pochodzaca z S-adenozylo-
-L-metioniny (CH-Met) oraz atom wodoru z czasteczki NADPH. Reakcje
te katalizowane sa odpowiednio przez metylotrasferaze oraz enoiloreduk-
taze (Rys. 13) [17].

INADPH 2NADP

o s o CH:Met HCys o
Er'lzt_msjk//x.\/\Jr C{}A/ \H/\{ '\_; ‘é 5 WSKEHZ
0 HO Ca, HA0,
CoA

Rys. 13. Schemat syntezy tetraketydu [17]

Na kolejny etap ponownie sklada sie wydtuzenie tancucha weglowego,
dekarboksylacja, dehydratacja oraz redukcja powstatego pentaketydu
atomem wodoru pochodzacym z czasteczki NADPH. Reakcje te réwniez
katalizowane sa odpowiednio przez ketoreduktaze, dehydrataze oraz eno-
iloreduktaze (Rys. 14) [17].

INADPH ZINADP

(o] /3 o o
El El
MS/ nz + CoA W ﬁ\%)- WS, nz
€Oy, 120,
0 HO

CoA

Rys. 14. Schemat pentaketydu [17]
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Rys. 15. Schemat syntezy (a) heksaketydu, (b) 4a,4-dihydromonakoliny L [17]

Przytaczenie nastepnej czasteczki MalCoA do pentaketydu oraz de-
karboksylacja 1 dehydratacja prowadzi do powstania heksaketydu, ktéry
ulega reakcji cyklizacji Dielsa—Adlera; do cyklicznego powstatego produk-
tu poséredniego przylaczona zostaje czasteczka MalCoA. Reakcje te kata-
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lizowane sa przez ketoreduktaze, dehydrogenaze oraz enoiloreduktaze
(Rys. 15a). Koncowe etapy zwiazane sa z przylaczeniem MalCoA 1 wytwo-
rzeniem nanoketydu. Ostatecznie z powstatego produktu zostaje usuniety
enzym, dajac 4a,4-dihydromonakoline L (Rys. 15b) [17].

W etapie post PKS dochodzi do utlenienia 4a,4-dihydromonakoliny L,
a nastepnie zachodzi reakcja transestryfikacji z kwasem (2R)-metylo-
maslowym (Rys. 16). W wyniku ostatniego etapu biosyntezy powstaje
forma hydroksykwasowa lowastatyny [17, 18].

o ﬂ) /\ﬁ% oH

Rys. 16. Schemat syntezy lowastatyny [17]

Statyny w mikroorganizmach syntezowane sg w postaci hydroksy-
kwaséw. Podczas wydzielania zwigazkow z podtéz fermentacyjnych zacho-
dzi reakcja laktonizacji i powstaja aktywne biologicznie formy statyn [17].

Na wydajnoé¢ proceséw fermentacyjnych grzybow istotny wptyw ma
sklad stosowanego podloza, m.in. zawarto$¢ 1 zrédlo wegla, azotu, fosforu,
a takze warto$¢ pH oraz nasycenie tlenem. Badania wykazaly, ze najlep-
szym zrodlem wegla sg weglowodory wolno przyswajalne, np. mieszanina
laktozy 1 glicerolu. Deficyt azotu réwniez korzystnie wplywa na wydaj-
no$¢ procesu syntezy lowastatyny [17, 19].

5. Mechanizm dziatania statyn

5.1. Biosynteza cholesterolu

Cholesterol jest zwiazkiem steroidowym, niezbednym sktadni-
kiem blon komoérkowych oraz substratem w biosyntezie m.in. kwaséw
z6lciowych 1 hormonéw steroidowych [4]. Cholesterol wystepujacy w or-
ganizmie ma pochodzenie egzo- 1 endogenne [1, 4].
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Rys. 17. Mechanizm przeksztalcenia HMG-CoA w mewalonian [3]
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Rys. 18. Szlak metaboliczny biosyntezy cho-
HO lesterolu z zaznaczeniem miejsca dzialania
Cholesterol statyn [2]
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Egzogenny cholesterol jest absorbowany wraz z dieta i1 stanowi okolo
1/3 catkowitego cholesterolu, pozostate 2/3 to cholesterol endogenny syn-
tezowany gltéwnie w watrobie [1].

Szlak metaboliczny biosyntezy cholesterolu sktada sie z kilku etapéw
[1, 4], w ktérych bierze udziat 25 enzyméw [4]. Jednym z nich jest reduk-
taza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A (reduktaza HMG-CoA).
Enzym ten katalizuje reakcje przeksztalcenia 3-hydroksy-3-metylogluta-
rylokoenzymu A (HMG-CoA) w mewalonian, stanowiaca kluczowy etap
decydujacy o szybkosci biosyntezy cholesterolu (Rys. 17) [1-6, 12, 20-23].

Dzialanie statyn polega na zahamowaniu aktywnos$ci reduktazy
HMG-CoA. Mechanizm dziatania opiera sie na odwracalnej inhibicji kom-
petycyjnej [1-6, 12, 20-23], czyli wspdlzawodnictwie pomiedzy substra-
tem a inhibitorem o miejsce aktywne enzymu [24].

Inhibicja reduktazy HMG-CoA hamuje biosynteze cholesterolu w wa-
trobie [1] (Rys. 18), a tym samym umozliwia obnizenie jego poziomu we
krwi [1-6, 12, 20-23].

Zablokowanie szlaku metabolicznego biosyntezy cholesterolu powodu-
je zwiekszenie na powierzchni watroby liczby receptoréw odpowiedzial-
nych za wychwytywanie z osocza krwi czgsteczek cholesterolu LDL,
zwiekszajacego m.in. ryzyko choroby wiencowej [2, 4, 12, 14, 20]. Na sku-
tek dziatania tych receptoréw zwieksza sie stosunek cholesterolu HDL do
LDL i jednocze$nie obniza sie jego calkowity poziom we krwi [4].

5.2. Budowa miejsca aktywnego HMG-CoA

Reduktaza HMG-CoA jest Scile zwigzanym tetramerem, jednak
w katalizie kluczowa role odgrywaja jej dimery [2].

Do miejsca aktywnego enzymu muszg by¢ doprowadzone dwie cza-
steczki substratu. Reduktaza HMG-CoA w miejscu wigzania HMG-CoA
zawiera petle (cis-loop), skladajaca sie z aminokwaséw: Ser6s4, Asp690,
Lys591, Lys692, ktorych reszty umozliwiaja prawidlowe ulozenie ugru-
powania HMG substratu [2]. Reszty Glu55 i1 His®66 [2] tworza waska
kieszen, ktéra wiaze kwas pantotenowy z ugrupowania CoA substratu
(Rys. 19a) [6].

Statyny ze wzgledu na to, ze zawieraja w swej strukturze fragment
o budowie podobnej do obecnego w HMG-CoA, moga oddziatywaé z miej-
scem aktywnym reduktazy [1-6, 12, 20—23]. Posiadaja zdolno$é dostoso-
wania konformacji hydrofobowych grup do ksztattu kieszeni miejsca ak-
tywnego (Rys. 19b) [6].
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Rys. 19. Struktura kompleksu aktywnego: a — enzym—substrat (HMG-CoA), b — enzym—inhi-
bitor (statyny) [6]

Oddziatywania fragmentu strukturalnego statyn podobnego do ugru-
powania HMG z miejscem aktywnym enzymu majg charakter jonowy lub
polarny [2]. Ugrupowanie to oddziatuje z tymi samymi resztami aminokwa-
sowymi co substrat [4]. Sztywne hydrofobowe pierScienie statyn sa wigza-
ne pomiedzy helisami Lal i Lal0 tworzacymi ptytki rowek (shallow Groove)
[2, 6]. Hydrofobowe lahcuchy reszt aminokwaséw Leu562, Val683, Leu853,
Alas36, Leu®s” tworza oddziatywania van der Waalsa ze statynami [6].

5.3. Inhibicja reduktazy HMG-CoA

Statyny typu 1 (inhibitory typu 1) tworza liczne wiazania wodo-
rowe, a pierécien dekaliny oddzialuje z helisami enzymu (Rys. 20a) [2, 6].
W inhibitorach typu 2 ugrupowanie izopropylowe zastepuje pierscien
dekaliny. Statyny te generuja dodatkowe wigzania z enzymem ze wzgle-
du na obecnoéé grupy fluorofenylowej oddziatujacej z grupa guanidynowa,
reszty Arg5% [2, 6]. Obecne sgq rowniez polarne interakcje pomiedzy ¢ ato-
mem azotu argininy a atomem fluoru. Ugrupowanie butyrylowe inhibito-
réw typu 1 wiazane jest w podobnym obszarze co grupa fluorofenylowa
(Rys. 20Db) [6].
Kazda ze statyn wiaze sie w charakterystyczny dla siebie sposéb
z miejscem aktywnym enzymu. Na szczegélng uwage zasluguja: rosuwa-
statyna oraz atorwastatyna. Tworza one wigzania wodorowe miedzy
reszta Ser65 a atomem tlenu z grupy metylosulfonowej w przypadku ro-
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suwastatyny 1 atomem tlenu z grupy karbonylowe] w atorwastatynie
(Rys. 21a). Ponadto elektroujemna grupa metylosulfonowa rosuwastaty-
ny tworzy polarne oddzialywania z tancuchem Arg568 (Rys. 21b) [2, 6, 20].

Rys. 20. Struktura kompleksu aktywnego: a — enzym—statyna typu 1, b — enzym—statyna
typu 2 [2]

Rys. 21. Struktura kompleksu aktywnego enzym—statyny: a — atorwastatyna, b — rosuwa-
statyna [6]. Oddzialywania pomiedzy ugrupowaniem inhibitora podobnym do odpowied-
niego ugrupowania substratu oznaczono linig przerywana
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6. Fototoksycznos¢ i fototrwatosé statyn

Promieniowanie z zakresu UV-Vis moze istotnie wplywaé na
dziatanie lekoéw. Moze przyczyniaé sie do zmiany ich trwato$ci 1 w konse-
kwencji prowadzié do toksycznoséci [25].

Fototrwatosé lekéw jest definiowana jako wplyw promieniowania na
szybko$é degradacji zwiazku. Zjawisko to zwiazane jest nie tylko z de-
kompozycja zwiazku, ale takze z tworzeniem sie m.in. wolnych rodnikéw,
uwolnieniem energii lub luminescencja [23].

Wiekszoéé zwiazkow majacych wiasciwosci fototoksyczne charaktery-
zuje sie obecnoscig w strukturze przynajmniej jednego wigzania podwdj-
nego lub pierScienia aromatycznego. Taka budowa umozliwia absorpcje
promieniowania przez elektrony, w wyniku czego czasteczka przechodzi
z singletowego stanu podstawowego w trypletowy stan wzbudzony. Pod-
czas powrotu do stanu podstawowego uwalniany jest nadmiar energii.
Proces ten moze prowadzi¢ do wytworzenia np. reaktywnych form tlenu,
takich jak: tlen singletowy, anion ponadtlenkowy, rodnik wodorotlenko-
wy czy hydroksylowy. Te indywidua chemiczne sa bardzo reaktywne
1 powoduja np. uszkodzenie membran komérkowych lub czasteczek DNA.
Na skutek tego zostaja aktywowane systemy ochronne organizmu, ktoé-
rych dziatanie moze przejawiaé sie m.in. stanami zapalnymi skéry [25].

Statyny nalezg do lekéw mogacych wykazywaé fototoksyczne wlasci-
woécl. Zwiazki te pod wplywem dzialania promieniowania UV-Vis sto-
sunkowo latwo ulegaja degradacji [10]. Wysoka reaktywno$é fotoche-
miczna wykazuja glownie statyny syntetyczne [25], wérdéd statyn
naturalnych degradacji moze ulegaé lowastatyna [27]. Promieniowanie,
jego rodzaj oraz energia, a takze obecno$¢ argonu, odleglo$é od zrédia
promieniowania maja istotny wplyw na powstajace fotoprodukty [8-12,
22, 25, 27-30]. Na szybko&¢ 1 wydajno$é procesu wpltywa takze polarnoscé
rozpuszczalnika [10, 29].

6.1. Wtasciwosci fotochemiczne pitawastatyny

Pitawastatyna absorbuje promieniowanie z zakresu UVA. Pro-
duktami naswietlania roztworu soli wapniowe) pitawastatyny sa zwigzki
A-D (Rys. 22). Fotoprodukty te charakteryzuja sie obecnoscia podobnych
grup chromoforowych, r6znig sie natomiast ugrupowaniami determinuja-
cymi polarno$é zwiazkow [25].



Przemiany fotochemiczne statyn 149

Rys. 22. Fotoprodukty pitawastatyny [25]

6.2. Wiasciwosci fotochemiczne rosuwastatyny

Podobnie jak pitawastatyna, rosuwastatyna absorbuje promie-
niowanie z zakresu UVA. W wyniku przemian fotochemicznych rosuwa-
statyny, prowadzonych w atmosferze powietrza, powstaja trzy fotopro-
dukty A—C (Rys. 23). Naswietlanie rosuwastatyny w atmosferze argonu
prowadzi do otrzymania zwigzkéw B 1 C (Rys. 23) [22]. Po trzech dniach
nas$wietlania zwiagzek A ulega przeksztalceniu w fotoprodukty B i C [22].
Stwierdzono, ze zwiazek C wykazuje silniejsza absorpcje promieniowania
UVA niz rosuwastatyna [8].

Fototoksycznoéé rosuwastatyny wynika gtéwnie z wlaséciwosci foto-
produktu C. Wzbudzenie zwigzku C moze prowadzi¢ m.in. do fluorescen-
cji (F) lub konwersji miedzysystemowej (ISC), czyli do jego przejscia ze
stanu singletowego w stan trypletowy (3C). Fotoprodukt C w trypletowym
stanie wzbudzonym moze reagowac takze z obecnymi w $rodowisku cza-
steczkami tlenu, dajac tlen singletowy (102) oraz z bioczasteczkami.
W wyniku interakcji fotoproduktu z tymidyna moze dojs¢ do jej prze-
ksztalcenia w pochodne (Thd<>Thd), co powoduje patologiczne zmiany
w czasteczkach DNA (Rys. 24) [8].
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Rys. 23. Fotoprodukty rosuwastatyny [22]

c Hh »'C

'c v > C

c ISC > 3C

3C il > C

’C+ 0, » C+'0,

°C +Thd » C +°Thd

’C + Trp » C+ Trp*"

Trp + 0, » produkt utlenienia Trp

Rys. 24. Reaktywnoé¢ gléwnego fotoproduktu C rosuwastatyny [8]

6.3. Wiasciwosci fotochemiczne fluwastatyny

Fluwastatyna absorbuje promieniowanie z zakresu UVA (dlugosc¢
fali ok. 365 nm) [28, 29]. Ze wzgledu na strukture fluwastatyna moze wy-
stepowaé w postaci izomeru Z i E. Aktywna biologicznie forma jest trans-
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fluwastatyna [28, 29]. Reakcja jej fotodegradacji zachodzi zgodnie z kine-
tyka pierwszego rzedu [30]. W zaleznosci od warunkéw, w jakich prowa-
dzone jest na$wietlanie, powstaja rézne produkty. W atmosferze argonu
jedynym otrzymanym zwiazkiem jest fotoprodukt A. W atmosferze tlenu
powstaja zwiazki oznaczone jako B-E (Rys. 25) [28].

A mieszanina diastereoizomeréow B C

Rys. 25. Struktury fotoproduktéw fluwastatyny [28]

Badania fototoksycznoé$ci fluwastatyny 1 fotoproduktu C prowadzono
przy uzyciu ludzkich keratynocytéw NTC-2544 oraz fibroblastéw 3T3.
Badano zywotnoéé tych komoérek narazonych na dziatanie fluwastatyny
1 fotoproduktu C [27].

Otrzymane wyniki sugeruja, ze fototoksyczne dziatanie fluwastatyny,
jak 1 fotoproduktu C zwigzane jest z mechanizmem rodnikowym. Ogrze-
wanie keratynocytéw w obecno$ci fluwastatyny bez naswietlania, nie
powodowalo zmniejszenia zywotnosci komorek [27].

Fotoprodukt C wykazuje znaczny wzrost fototoksycznoéci przy steze-
niu 10-krotnie mniejszym niz fluwastatyna. Wtaéciwo$ci te moga byé
zwigzane z budowsg, zwiazku C, ktory posiada ugrupowanie karbazylowe
(benzokarbazole) 1 moze dziataé jako silny fotosensybilizator (Rys. 26) [27].
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Rys. 26. Struktura fotoproduktu C z ugrupowaniem karbazylowym [27]

7. Podsumowanie

Statyny to grupa zwigzkow zaréwno pochodzenia naturalnego:
mewastatyna 1 lowastatyna, pélsyntetycznego: simwastatyna i prawasta-
tyna, a takze syntetycznego: fluwastatyna, atorwastatyna, ceriwastatyna
[4, 5], rosuwastatyna [1, 3-5, 27] 1 pitawastatyna [15]. Na skutek podo-
bienstwa strukturalnego do HMG-CoA dziataja one jako inhibitory re-
duktazy HMG-CoA. Stanowig skuteczne leki obnizajace poziom choleste-
rolu we krwi [1, 3, 5]. Konsekwencja, zréznicowanej budowy statyn jest
charakterystyczny dla kazdej z nich sposéb wiazania sie z reduktaza
HMG-CoA. Obecnoé¢ réznych grup funkcyjnych w strukturze wplywa na
zdolnoéé statyn do hamowania dziatania tego enzymu [2, 6].

Mimo wielu zalet statyny wykazuja takze dzialania niepozadane. Na-
lezy do nich miopatia, objawiajaca sie bélem mieéni lub ich ostabieniem.
Jej przyczyna jest zwiekszenie stezenia kinazy kreatynowej w osoczu
krwi. Miopatia wystepuje jednak tylko u 1 na 1000 pacjentéw stosujacych
farmaceutyki zawierajace statyny. Podwyzszony poziom leku w surowicy
krwi moze powodowaé takze goraczke lub ogdlne zle samopoczucie. Zabu-
rzenie metabolizmu statyn moze by¢ zwiazane z przyjmowaniem jedno-
czeSnie innych lekéw, ktére sa inhibitorami cytochromu P450 3A4
(CYP3A4). Naleza do nich np. azolowe leki przeciwgrzybiczne, inhibitory
proteazy, cylosporyna czy erytromycyna. Do innych niepozadanych dzia-
lan statyn naleza zaburzenia czynno$ci watroby, niewydolno§é nerek czy
niedoczynno$é tarczycy [11].

Statyny tatwo ulegaja fotodegradacji pod wplywem promieniowania
UV (glownie w zakresie UVA). Moze to by¢ zwigzane z obecnoécia w ich
strukturze pierScienia aromatycznego i wynikajaca z tego zdolnoscia do
ulegania 6n-elektrocyklizacji [7].
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Fototoksycznoéé statyn zwiazana jest z wlaSciwo$ciami ich fotopro-
duktéw. Zawiazki te ze wzgledu na swoja strukture moga posiadaé wla-
Sciwosci fotosensybilizujace, jak np. fotoprodukt fluwastatyny zawieraja-
cy ugrupowanie karbazylowe [27].
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Wykaz skrétow:

AML — ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia)
ALL — ostra biataczka limfoblastyczna

(ang. acute lymphoblastic leukemia)
HSC — komodrka macierzysta hematopoezy

(ang. hematopoietic steam cell)

LT-HSC - komdrka macierzysta hematopoezy diugiego czasu podziatu
(ang. long term hematopoietic stem cell)

ST-HSC - komérka macierzysta hematopoezy krétkiego czasu podziatu
(ang. short term hematopoietic stem cell)

MPP — mulitpotentny progenitor (ang. multi potent progenitor)

CMP —wspaolny mieloidalny progenitor
(ang. common myeloid progenitor)

MEP — progenitor linii rozwojowej megakariocytow i erytrocytow
(ang. megakaryocyte-erythroid progenitor)

GMP — progenitor linii rozwojowej granulocytéw i monocytéw
(ang. granulocyte-macrophage progenitor)

GDM1 —hodowla in vitro pierwotnego AML

KG1 —hodowla in vitro pierwotnego AML

HL-60 —hodowla in vitro dojrzatego AML
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NB-4 — hodowla in vitro dojrzatego AML
GM-CSF - cytokina wptywajaca na krwiotworzenie (ang. granulocyte ma-
crophage colony stimulating factor)

1. Leukemogeneza AML

Ostra biataczka szpikowa (AML — acute myeloid leukemia) jest
najczesciej wystepujacym typem biataczki u oséb dorostych. Jednoczeénie
AML jest jedna z najlepiej poznanych i opisanych choréb nowotworowych,
zwlaszcza w kwestili mechanizméw molekularnych warunkujacych jej
powstawanie i progresje. Rozw0j poszczegblnych stadiéw biataczki (leu-
kemiopoeza), mimo znacznych zaburzen w funkcjonowaniu komoérek
wskutek akumulacji mutacji, wykazuje wysoki stopien homologii do roz-
woju zdrowych komérek krwi (hematopoezy). W trakcie leukemo- 1 hema-
topoezy komoérki przejawiaja typowa dla okres§lonego stadium morfologie,
ulegaja takze zmianie specyficzne procesy metaboliczne [1-4]. Coraz roz-
leglejsza wiedza o procesach leukemio- 1 hematogenezy pozwala na udo-
skonalanie modeli, ktére opisuja przyczyny oraz pozwalaja na klasyfika-
cje poszczegblnych faz rozwoju choroby [5-9].

Uzupelniajace sie wzajemnie wyniki badan klinicznych oraz wyniki
doéwiadczen prowadzonych w warunkach in vivo z zastosowaniem modeli
zwierzecych (gtéwnie myszy) oraz in vitro z udzialem modeli komoérko-
wych pozwalaja, przypuszczad, iz AML rozwija sie z komérki macierzyste;j
odpowiedzialnej za proces hematopoezy o dlugim czasie podziatu (LT-HSC
— long term hematopoietic stem cell), ktéra w wyniku mutacji nabywa
cech patogennych. Przypuszcza sie, ze tych patogennych cech nabiera ona
juz na etapie wczesne] embriogenezy, przynajmniej] w przypadku poja-
wiajacych sie we wczesnych etapach zycia czlowieka tzw. form dzie-
ciecych AML. W ten sposéb patogenna komoérka LT-HSC w procesie sa-
moodnowy tworzy zmutowana komoérke LT-HSC 1 pierwsze takie
zaburzenia moga wystapi¢ juz w fazie wczesnej embriogenezy. Powstala
zmutowana komérka LT-HSC jest zdolna do przekazywania mutacji nie
tylko w dalszych cyklach samoodnowy (zwiekszajac frakcje zmutowanych
komérek LT-HSC nawet do 99%), ale 1 dalszych podziatach LT-HSC prowa-
dzacych do powstania kolejnego stadium rozwojowego — ST-HSC (ST-HSC
— short term hematopoietic stem cell — komérka macierzysta krotkiego
podziatu). Nalezy przy tym podkresli¢, ze liczba mutacji w komérkach tej
linii moze sie stopniowo zwiekszaé. Gdy nagromadzenie mutacji w ko-
moérkach ST-HSC osiagnie poziom krytyczny (czesto wystarczy, ze muta-
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cje wystapia w obrebie jednego, krytycznego genu, np. FLT3), prowadzi to
do powstania oligopotentnego progenitora CMP (CMP — common myeloid
progenitor) — kolejnego stadium rozwojowego tej choroby.

Komoérki CMP, w tym réwniez te zmutowane, nie maja zdolnosci do
samoodnowy, ale sa one zdolne do podzialéw asymetrycznych. W wyniku
tych podziatéw powstaja oligopotentne progenitory MEP i GMP (MEP —
megakaryocyte-erythroid progenitor, GMP — granulocyte-macrophage pro-
genitor) o zmniejszonym potencjale proliferacyjnym. Te z kolei, w wyniku
nastepnego podzialu asymetrycznego, daja w efekcie specyficzne liniowo
prekursory — ,blasty”. Komorki powstale z podziatu blasta réznicujq sie
na drodze podzialéw symetrycznych az do stadium dojrzatego, w ktérym
ustaje aktywno§¢ mitotyczna. W pelni dojrzata postaé¢ terminalna ulega
rozpadowi w wyniku indukcji procesu $mierci apoptotycznej. Kolejne cy-
kle poliploidyzacja—depoliploidyzacja blastéw powoduja bardzo szybki
przyrost iloéci zréznicowanych komoérek o zblizonej budowie lecz o zmie-
nionej funkcji, co zaburza homeostaze organizmu. Istotne znaczenie dla
réznicowania sie w kierunku okre$lonej linii proliferacyjnej komérek wy-
daja sie mie¢ nie tylko wewnetrzne, ale 1 zewnetrzne czynniki, w tym
niewatpliwie oddzialtywania miedzykomérkowe [10-12].

Mimo obserwowanej na powierzchni pierwotnych komoérek AML eks-
presji receptorow typowych dla pierwotnych komorek biataczki limfobla-
stycznej (ALL — acute lymphoblastic leukemia), morfologia komérek AML
oraz ekspresja specyficznych enzymoéw nie jest zmieniona [13, 14].
Obserwowana u pacjentow z zaawansowanym AML infiltracja o$rodkéw
namnazania limfocytéw przez komérki AML (przy jednoczesnym stwier-
dzonym braku biataczki typu ALL) wynika prawdopodobnie z ekspresji
specyficznych markeréw btonowych typowych dla progenitoréw ALL na
powierzchni progenitorow AML. Komoérki tworzace nowe kolonie posiada-
ja ograniczong, zdolno$é proliferacji. Jednoczeénie mozna u nich zaobser-
wowaé¢ mechanizmy, jakich nie obserwuje sie w komodrkach od stadium
CMP. Pozwala to przypuszczaé, ze we wczesnych etapach tworzenia no-
wych kolonii biora udziat komoérki, u ktérych te mechanizmy jeszcze nie
zaniklty: ST-HSC lub dlugo zyjacego progenitora MPP (MPP — multi po-
tent progenitor).

Zarowno u pacjentéw, jak 1 w do$wiadczeniach na modelach zwierze-
cych in vivo 1 komérkowych in vitro, w nowo tworzacych sie komérkach
uwidoczniaja sie coraz wieksze réznice genetyczne wzgledem komoérek
pierwotnych. Komoérki powstajace w procesie samoodnowy, kolejne poko-
lenia HSC AML (wieksza liczba mutacji jako wynik np. niestabilno$ci
genomu), wraz z czynnikami érodowiskowymi (wynik dziatania zdarzen
losowych) tworza, coraz bardziej zrdéznicowane komoérki potomne (mikro-
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ewolucja AML). W $wietle prezentowanych danych, przebieg leukemiopo-
ezy AML u pacjentéw oraz w modelach in vivo 1 liniach in vitro (linie
komérkowe GDM1, KG1, HL-60, NB-4) powinien byé¢ wysoce podobny.
Réznice (brak komérki o cechach LT-HSC oraz komorek stadiéw posred-
nich prowadzacych do powstania ST-HSC) pomiedzy procesami leuke-
miopoezy u pacjentéw 1 w modelach in vivo a hodowlami komérkowy-
mi moga wystepowa¢ w przypadku bardziej dojrzalych komoérek AML
(HL-60, NB-4).

W hodowli komérek AML in vitro tego typu zywotno$é linii mozliwa
jest wskutek samoodnowy komoérek ST-HSC obecnych stale w populacji.
Gdyby za ciagto$¢ hodowli dojrzatej AML in vitro odpowiadat wyltacznie
oligopotentny progenitor AML, zgodnie z hematopoetycznym modelem
starzenia sie komérek AML linia utracilaby zdolno§é wzrostu 1 prolifera-
¢ji [15]. Do chwili obecnej brak jest doniesien literaturowych przedsta-
wiajacych model leukemopoezy dla bardziej dojrzatych komérek AML
in vitro (HL-60, NB-4).

Zaktadajac brak LT-HSC w populacji komérek dojrzatych AML in vitro
(1 wynikajace z ich proliferacji — epigenetyczne zmiany w ST-HSC), model
leukemogenezy rozpoczynajacy sie od samoodnowy ST-HSC powinien
przebiegaé¢ identycznie. Godnym odnotowania jest fakt, ze S.J. Collins,
tuz po otrzymaniu hodowli komérek HL-60 zdolnych do ciagtej prolifera-
¢ji, sugerowal mozliwa obecno$¢ w niej komoérek macierzystych [16]. P6z-
niejsze obserwacje wykazaly istnienie zjawiska skracania czasu podwoje-
nia hodowli HL.-60 wraz ze wzrostem frakcji komoérek bardziej dojrzatych;
zahamowanie wzrostu komoérek w hodowli wraz z pojawieniem sie komo-
rek w poczatkowych stadiach terminalnego zréznicowania (metamielocy-
ty, komoérki bez zdolno$ci mitotycznej). Ponadto zachowana jest zdolnoéé
do podlegania procesowi apoptozy komoérek w stadium terminalnie doj-
rzalym. W dalszych badaniach nad HL-60 zaobserwowano komoérki po-
siadajace zdolnoéé asymetrycznego podzialu oraz potwierdzono obecnoéé
w hodowli frakcji komoérek o zwiekszonej ekspresji receptoréw typowych
dla komérek HSC. Wykazano réwniez pelna oligopotentno$é linii, zalezna,
od zastosowanego czynnika, w zakresie progenitora GMP oraz czeSciowa
— progenitora MEP (osteoklasty). Wskazywalo na to uzyskiwanie r6znych
postaci terminalnie zréznicowanych komoérek, z czeéciowo zachowanymi
specyficznymi cechami morfologicznymi, cytogenetycznymi i funkcjonal-
nymi kazdej z sublinii [17-28]. Jedynie czeéciowo wykazanag, oligopotent-
no§¢ progenitora MEP mozna tlumaczy¢ znikoma iloécia komoérek wy-
wodzacych sie od MEP (np. staja sie coraz mniejsza frakcja komoérek
w poréwnaniu z iloécig komoérek pochodzacych od dominujacego w hodowli
prekursora GMP). Zakladana obecno$§é w populacji komérek HL-60 proli-
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ferujacych komérek typu ST-HSC skutkowataby powstawaniem komoérek
CMP, a zatem i pelng mielopotentnoscia linii. Ze wzgledu na wysoka
frakcje bardziej zr6znicowanych komoérek, czesto$é wystepowania w po-
pulacji komérek pochodzacych z MEP (komoérki pierwotne AML) moze
by¢é bardzo niska i stosunkowo trudna do wykrycia podczas analizy.

ST-LSC oraz oligopotentne progenitory HL-60

a b o - wopee j e 9 A

Rys. 1. Morfologia réznicujacych sie komérek linii HL-60. Rzad I: (a) komérka ST-HSC;
(b) samoodnowa komoérki typu ST-HSC; (¢, d) podziat asymetryczny komérek typu ST-HSC;
(e—g) progenitory typu CMP, MEP. Rzad II: (a—e) podzial asymetryczny progenitora przy
jednoczesnej poliploidyzacji blasta powodowanej zjawiskiem feedback. Rzad III: (a—f) stadia
komoérkowe podczas réznicowania prekursora typu GMP. Rzad IV: (a—f) stadia komdrkowe
podczas réznicowania prekursora MEP linii megakariocytarnej. Rzad V: (a—f) komérki linii
rozwojowej osteoklastéw. Komoérki HL-60 wybarwiono metoda May-Grunwald-Giemsa,
oryginalne powigkszenie 1000x
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Wydaje sie, ze nie bez znaczenia dla procesu réznicowania sie komo-
rek AML jest sposéb hodowli komérek liniit AML. Na przyktad w hodowli
komérek GDM1 czy KG1 (zawierajacych stosunkowo mato zréznicowane
komoérki AML), poprzez czeste pasaze utrzymujace gesto$¢ komorkowa
ponizej 0,5 mln komoérek/ml, nie pozwala sie na osiggniecie krytycznego
stezenia wydzielanych przez nie czynnikéw (efekt feedback) powoduja-
cych ich dalsze réznicowanie. Ponadto dla podtrzymania wzrostu komo-
rek, do hodowli dodaje sie zwiazek GM-CSF odpowiedzialny za samood-
nowe komoérek macierzystych. W hodowli komoérek linii HL-60 1 NB-4,
ktore zawieraja w wiekszosci komoérki AML o wysokim stopniu zréznico-
wania, pasazowanych przy gesto$ciach komérkowych 0,2—0,8 mln komoé-
rek/ml oraz bez suplementacji GM-CSF dominuja heterogenne frakcje
dojrzatych komoérek. Z tych wzgledéw oba modele komérkowe AML (mniej
1 bardziej zréznicowane) réznily sie poczatkowym procentowym skladem
subpopulacji komérek macierzystych 1 blastycznych.

tworzenie oligopotentnych kolonii HL-60 unipotencjalnekolonie HL-60

d P e
_=a‘

Komorkowo-specyficznapoliploidyzacja w skutek efektu feedback
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Rys. 2. Tworzenie kolonii oligopotentnych komérek HL-60. Rzad I: (a) samoodnawiajaca sie
komoérka HL-60 typu ST-HSC; (b) pierwszy podzial asymetryczny komérek typu ST-HSC;
(c—g) rézne typy kolonii tworzone przez komoérki typu ST-HSC i oligopotentne progenitory
wywodzace sie z tych komorek i zawierajace komérkowo-specyficzne prekursory. Rzad II:
(a—d) asymetryczny podzial progenitora typu MEP i powstanie komérkowo-specyficznego
prekursora megakarioblasta; (e—g) asymetryczny podzial progenitora typu GMP, powstanie
komoérkowo-specyficznego prekursora oraz jego asymetryczna depoploidyzacja. Rzad III:
(a—f) proces depoliploidyzacji prekursoréw uzalezniony od wplywu progenitora (ang. feedback
effect). Komoérki barwiono przezyciowo badz po utrwaleniu w 70% etanolu za pomoca, miesza-
niny barwnikéw (Hoechst 33342, May-Grunwald-Giemsa) i fotografowano w mikroskopie
fluorescencyjnym, o$wietlajac preparat Swiatlem bialym i UV, oryginalne powiekszenie 400x
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Dobrze opisane specyficzne cechy morfologiczne, cytochemiczne oraz
fenotypowe kazdego ze stadiow leukemogenezy pozwalajg na dos$é¢ do-
ktadne rozréznienie poszczegdlnych populacji komérek AML. Na podsta-
wie otrzymanych przez nas wynikéw doswiadczen (ktére zaprezentowano
na Rys. 1-3 oraz w Tab. 1) opracowalidémy model leukemopoezy dojrzate-
go AML (Rys. 4) pozwalajacy wnioskowacé, jak ciagto§¢ hodowli tych ko-
morek zalezna jest od proliferacji komérek o cechach HSC.

2. Obecne podejscia terapeutyczne stosowane
w leczeniu AML

Heterogennoéé populacji komoérek AML 1 zwigzane z nig réznice
w poziomie ekspresji bialek bedacych celami molekularnymi cytostaty-
kéow wymuszaja stosowanie terapii wielolekowych. Realizowany protokdt
leczenia oparty jest na stanie zdrowia pacjenta, kariotypie komérek AML
oraz zwlaszcza na powtarzajacych sie mutacjach dotyczacych genéw
NPM1, FLT3, CEBPA, MLL czy tez RAS [29]. Szczegbélowe poznanie me-
chanizmoéw molekularnych odpowiedzialnych za patogeneze AML nie znala-
zto dotychczas przetozenia na skuteczne terapie zmierzajace do eliminacji
wszystkich komérek zwigzanych z ta choroba. Stosowana obecnie chemio-
terapia oparta jest przede wszystkim na potaczeniu analogdéw nukleozy-
déw (antymetabolitow) z antracyklinami (inhibitorami topoizomerazy DNA
typu II — Topo I1a 1 Topo IIB). Standardem w terapii indukcyjnej pozostaje,
wprowadzona na poczatku lat 80., kombinacja arabinozydu cytozyny (ara-C)
z daunorubicyna (D) (w kombinacji 3+7 D-ara-C: 3 dni daunorubicyna,
7 dni ara-C) [30]. Jako alternatywa dla daunorubicyny wykorzystywany
jest inny antybiotyk antracyklinowy — idarubicyna. Cytostatyki z innych
grup chemicznych — mitoksantron, etopozyd czy amsakryna — sq uzywane
zdecydowanie rzadziej [31] 1 w wiekszosci przypadkéw nie udato sie wy-
kazaé¢ ich przewagi nad standardowa terapia [32]. Podobnie do terapii
przeciwnowotworowe] przeciw AML wlaczane sg réwniez antymetabolity
inne niz ara-C. Stosowanie nowych analogéw nukleozydéw, takich jak
fludarabina czy klofarabina [33], pozwala tylko na niewielka poprawe
skutecznoéci terapii. Wprowadzenie kladrybiny do standardowej terapii
indukcyjnej zwiekszylo calkowita remisje i przezywalnoéé o 10% [34],
jednak nie daje nadziei na dtugoterminowe opanowanie choroby.

Jak wspomniano wyzej, dobér terapii oparty jest o stan zdrowia pa-
cjenta, kariotyp komoérek AML, oraz mutacje dotyczace genéw NPM]I,
FLT3, CEBPA, MLL czy tez RAS [29]. Postep w leczeniu opiera sie zatem
gltéwnie na odpowiednim doborze dawki i kombinacji standardowych cy-
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tostatykéw przy jednoczesnym dazeniu do allogenicznego przeszczepu
szpiku. Podejscie to pozwala zwykle na poczatkowe osiggniecie catkowite;j
remisji, jednak przeszczep szpiku nadal pozostaje konieczny, aby mozna
byto méwié o caltkowitym wyleczeniu [35, 36]. W przypadku pacjentow,
u ktorych remisja choroby nastepuje po 6 miesiacach lub szybciej, wska-
zane sg alternatywne podejécia terapeutyczne [35]. Mozna w nich za-
stosowaé inhibitory kinaz tyrozynowych czy telomerazy [37], jednak
wykazuja one niezadowalajaca aktywno§é antynowotworowa. Czesta ak-
tywacja wiecej niz jednego szlaku sygnalizacji wewnatrzkomérkowej
w komoérkach AML [38] i wzajemne powigzanie tych szlakéw [39] daja
niestety niewielkie nadzieje na osiagniecie sukcesu terapeutycznego.
Odmienny pod wzgledem mechanizmu dzialania lek (gemtuzumab
ozogamycyny — GO), przeciwciato skierowane na biatko CD33, ktérego
ekspresja charakterystyczna jest dla linii mieloidalnej, potaczone z silnie
toksyczna, pochodna kalicheamycyny — wycofany z uzytku w 2010 r. [40,
41] — przywroécono jako produkt leczniczy na mocy rozporzadzenia Par-
lamentu Europejskiego 1 Rady z 2013 r. [K(2013)1711]. Badania nad he-
terogennoécig, AML 1 zwigzanych z nig réznic w poziomie ekspresji biatek
blonowych poszerzyly wachlarz epitopéw mozliwych do uzycia w celowa-
nej chemoterapii AML o: CD44, D47, CD90, CD96, CD123. Zapropono-
wano zastosowanie aktywujacego przeciwciata wobec receptora CD44
[42], ktorego ekspresja jest czestsza w AML niz w innych komérkach
uktadu krwionoénego [43]. Zwigzanie CD44 przeciwcialem oslabia wig-
zanie komérek z zajmowana przez nie niszg 1 indukuje jednoczes$nie ich
réznicowanie. Sygnalizacja na drodze CXCR4-SDF1 stanowi kluczowy
punkt w regulacji proliferacji HSC [44, 45]. W modelu in vivo u myszy
polaczenie specyficznego inhibitora CXCR4 — AMD3100 — ze standardo-
wa,_chemioterapia zaowocowato uwolnieniem niezréznicowanych komérek
ze szpiku i1 zwiekszeniem skutecznoéci cytotoksycznej takiej terapii [46].
W innym podejSciu, biatka blonowe wystepujace na powierzchni
komoérek AML moga znalezé ré6wniez zastosowane, jako marker, w tera-
piach biologicznych z wykorzystaniem komorek linii limfoidalnej lub mie-
loidalnej. Podejécie to miatoby na celu skierowanie odpowiedzi immuno-
logicznej limfocytow cytotoksycznych T lub komérek NK specyficznie
wzgledem komodrek AML. Dotychczas jednak wprowadzanie do krwi pa-
cjenta modyfikowanych genetycznie limfocytow cytotoksycznych T nakie-
rowanych na wybrany antygen wykazuje niewielki efekt terapeutyczny
wobec bialaczek. Lepszy efekt terapeutyczny mozna by uzyskaé poprzez
bardziej specyficzny mechanizm — fagocytoze. Z powodu ekspresji na po-
wierzchni komoérek pnia AML biatka (hamujac fagocytoze) CD47, wiaza-
cego sie z receptorem SIRPa wystepujacym na powierzchni komoérek zer-
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nych, terapia ta jest udoskonalana. W tym éwietle obiecujace wydaje sie
podejécie zaproponowane przez Irvinga Weissmanna, aby stymulowaé
fagocytoze przez przeciwciata blokujace CD47 lub SIRPa.

3. Wykorzystanie nowych podejsé terapeutycznych

Terapie cytotoksyczne oparte na analogach nukleozydéw oraz na
antracyklinach wykazuja znacza skuteczno§é — gléwnie w eliminacji po-
pulacji czeéciowo réznicowanych komoérek. W wielu przypadkach cytotok-
syczna chemioterapia nie eliminuje nawet komoérek bardziej zréznicowa-
nych, nie méwiac juz o komérkach prekursorowych AML.

W komérkach pierwotnych AML mozna zauwazyé znaczne réznice
w procesach metabolicznych oraz w ekspresji bialek bedacych celami mo-
lekularnymi cytostatykow. Te réznice oraz wykazana eksperymentalnie
oporno$¢ komoérek pierwotnych AML, wynikajaca z nadekspresji biatek
blonowych rodziny ABC i bialek opiekunczych HSP, czynig te populacje
mniej wrazliwa na szereg cytostatykow. Eksperymentalne pordéwnania
wartosci ICso dla linii pierwotnych i1 dojrzalych AML, wyznaczone na po-
trzeby CancerDR (Cancer Drug Resistance Database [47]), wykazuja
znaczne roznice miedzy tymi liniami w podatno$ci na cytostatyki. War-
to§¢ ICso cytostatyku, ktérego mechanizm cytotoksyczny powodujacy
uszkodzenia DNA (zaburzenia naprawy DNA, replikacji, mitozy), zabu-
rzenia funkcji cytoszkieletu (mikrotubule) oraz proceséw metabolicznych
opartych na biatkach (Topo Ila, DHFR) podlegajacych ekspresji w ko-
morkach form bardziej dojrzatych, jest znacznie nizsza dla AML dojrzate-
go. Wartosc¢ ICso cytostatykow o dzialaniu na biatka podlegajace ekspresji
u form pierwotnych (Topo IIB) jest jednakowa dla AML w komérkach
pierwotnych 1 zréznicowanych.

W efekcie stosowania standardowej chemioterapii obserwowana jest
remisja choroby. Ma to zwiazek ze §miercia proliferujacych i terminalnie
zroznicowanych komérek AML. Komoérki macierzyste o dlugim czasie
podzialu pozostaja jednak nienaruszone. Staja sie one zrédlem nawrotu
choroby [48]. Szanse na znaczace poprawienie ogdlnej przezywalnos$ci
pacjentéow daja terapie, ktorych celem beda komoérki macierzyste HSC.
W tym celu terapie nalezaloby skierowaé przeciwko mechanizmowi rdz-
niacemu te stadia. Najbardziej atrakcyjnym wydaje sie malo poznany
mechanizm samoodnowy. Proces samoodnowy jest wynikiem interakecji
komoérki HSC z mikroérodowiskiem — komponentami komérkowymi two-
rzonych niszy. Jest on wspélny dla komoérek pnia wszystkich linii zarod-
kowych [49].
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Wieksza aktywnoéé szlakéw sygnalizacyjnych Wnt/B-katenina, Notch,

Hedgehog jest charakterystyczna dla wielu typéw komodrek macierzys-
tych [50, 51]. Dla wielu bialek stanowiacych kluczowe petle w tych szla-
kach zostaly opracowane matoczasteczkowe, selektywne inhibitory; ak-
tywacja szlaku Notch hamuje samoodnowe HSC, co stwarza interesujace
mozliwoéci terapeutyczne [51-53]. Wyniki doéwiadczen dotyczacych kon-
troli szlakéw odpowiadajacych za samoodnowe zachecaja do rozwijania
tego kierunku (Tab. 2).

Tabela 2. Wazniejsze czynniki transkrypeyjne (TF) zaangazowane posrednio badz bezpo-
$rednio w proces samoodnowy komoérek LSC oraz ich znaczenie dla prognozy przebiegu

klinicznego choroby

.. . Samo- Litera-
Gen Opis i funkcja odnowa Prognoza tura
Czynnik transkrypcyjny aktywowany przez kano- [10, 50
B-katenina | niczny szlak Wnt, indukuje ekspresje genéw odpo- | promuje | zta 55 ’ 5 6],
wiedzialnych za samoodnowe ’
Czynnik transkrypcyjny z grupy polycomb odpo-
Bmil wiedzialny za samoodnowe w komérkach macie- promuje | zta [67, 58]
rzystych nerwowych 1 hematopoetycznych
CCAAT/enhancer binding protein a, forma biatka
CEBP wystepujaca w komédrkach linii mieloidal-
C/EBPa. nej, nlezl.)e.gdna do roznicowania grall.nulocyto.w hamuje dobra w przypadku [59-61]
i neutrofili, regulowanie proliferacji. Mutacje braku mutacji
inaktywujace w ~10% AML, promuja samoodno-
we, wystepuja SNP, w tym transwersja 836T>G
brak danych
FOXO Regulacja wzrostu, zatrzymanie réznicowania hamuje [(FOXO01), zla (inak- | [62-64]
tywacja FOXO3A)
Tworzy geny fuzyjne, m.in. MLL-AF9, MLL-ENL, .
MLL stymuluje Myb, Hox9A, Meisl promuje | zta [65-67]
NF«<B g%gﬁ;:;?zifgénorkowa na stres, wolne rodniki, promuje | brak danych [68]
. brak danych dla
Soxd SRY-related-HMG-box 4, TF zaangazowany w roz- promuje | AML, zla w innych 69]

w0j embrionalny i rozwdj limfocytéw B

nowotworach

4. Perspektywy

PrzyszloScig terapii w AML (ale takze innych obserwowanych
u pacjentéw zespoléw mielodysplastycznych/proliferacyjnych), ktérych przy-
czyna, sa komérki HSC, wydaje sie etapowa, celowana terapia mieszana.
Znajac przypuszczalng przyczyne tej choroby, czyli komérki LT-HSC i jed-
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noczeénie niemozno$é jej jednoznacznego rozpoznania pod wzgledem ge-
netycznym, morfologicznym, cytogenetycznym, fenotypowym w komor-
kach zr6znicowanych, wydaje sie, ze celem terapii powinny staé¢ sie ko-
morki macierzyste hematopoezy.

Kombinacja terapii standardowej (eliminujacej zré6znicowane komoérki
AML) z celowang terapia biologiczng oraz selektywnymi matoczastecz-
kowymi modulatorami samoodnowy (skierowanymi na komérki macie-
rzyste AML) powinna wykazywaé wysoka skutecznoé¢ kliniczna. W ten
sposéb konwencjonalny cytostatyk zmniejszatby mase nowotworu poprzez
eliminacje 1 réznicowanie bardziej dojrzatych komérek AML do terminal-
nych stadiéw pochodzacych z progenitora GMP. Terminalnie zréznicowa-
ne komérki AML, z zachowana zdolno$cia do fagocytozy, moglyby zostaé
wykorzystane w celu bezposredniej eliminacji HSC. Skierowanie odpo-
wiedzi komérkowej neutrofili przeciwko HSC mozna by uzyskaé¢ poprzez
zastosowanie sprzezonego z przeciwcialem — typowym dla komérek ma-
cierzystych (HLA-DR lub innym) — uczulaczem (stymulator fagocytozy)
nieinicjujacym stanu zapalnego. Maloczasteczkowy inhibitor samoodno-
wy shuzytby do eliminacji populacji resztkowej/szczatkowej LT-HSC.
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acyl-HSL - acetylowane laktony homoseryny

1. Biofilm bakteryjny

Bakterie w ludzkim organizmie wystepuja w formie planktonu,
czyli jako zbiér luzno rozproszonych komérek. Ponadto moga one wyste-
powaé w formie biofilmu, czyli przestrzennej, ztozonej struktury komor-
kowej, otoczonej produkowang przez siebie macierza [24]. Macierz ta
zbudowana jest gléwnie z polimeréw biatkowo-cukrowych (EPC). Chroni
ona bakterie przed wnikaniem chemioterapeutykow do wnetrza ko-
morki oraz przed atakiem ze strony ukladu odpornosciowego gospodarza
[16, 19].

Dojrzaty biofilm sktada sie z komoérek bakteryjnych (5—25%) oraz sub-
stancji pozakomoérkowej (75-95%) [9, 16]. Mikrokolonie bakteryjne, two-
rzace biofilm, polaczone sa ze sobg siecig otwartych kanaléw wodnych,
przez ktore dostarczane sa do bakterii substancje odzywcze 1 usuwane
zbedne produkty przemiany materii (Rys. 1).
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macierz

kanaly wodne

Rys. 1. Schemat budowy biofilmu bakteryjnego tworzacego ptytke nazebng [4]

Szacuje sie, ze okoto 95% mikroorganizmoéw jest zdolnych do tworze-
nia biofilméw [36]. Poza bakteriami, sq to réwniez grzyby, drozdze i pier-
wotniaki. Formowanie biofilmu zachodzi w §rodowisku wilgotnym. Jest
to naturalna cecha wszystkich bakterii wchodzacych w sktad mikroflory
blon §luzowych 1 skéry. Rowniez bakterie chorobotwoércze, ktére wnikaja,
do organizmu w formie planktonicznej, po poczatkowym etapie adhezji do
komorek gospodarza kolonizujg tkanke, w nastepstwie czego tworza bio-
film [16, 19].

Najczestszymi bakteriami wchodzacymi w sktad biofilmu jamy ustnej
sa bakterie typu Firmicutes, Bacterioidetes, Proteobacteria, Actinobacte-
ria, Spirochaetes, Fusobakteria (do nich nalezy 96% gatunkéw bakterii)
oraz Euryaracheota, Chlamydia, Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Teneri-
cutes 1 TMT7 (pozostale 4% gatunkow bakterii) [39]. Klasycznym przykta-
dem biofilmu bakteryjnego jest ptytka nazebna [4, 20].

2. Etapy formowania biofilmu w jamie ustnej

Do powstawania biofilmu w jamie ustnej niezbedne sa produkty
gospodarza, takie jak np. obumarte komérki nabtonka czy zawarte w §li-
nie glikoproteiny i immunoglobuliny [4]. Tworza one na powierzchni
tkanki cienka warstwe zwana oslonka nabyta (Rys. 2).
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tworzenie sie ostonki nabytej adhezja bakterii pionierskich

.

® 0°80%280°0®% *

POWIERZCHNIA ZEBOW POWIERZCHNIA ZEBOW

Rys. 2. Tworzenie sie biofilmu jamy ustnej [44]

Ostonka nabyta powstaje juz w ciagu kilku minut od wyszczotkowa-
nia zebéw. Mechanizm jej tworzenia sprowadza sie do fizykochemicznych
oddzialywan pomiedzy skladnikami §liny a powierzchnia zebéw. Ze
wzgledu na sily tych oddzialywan mozna je podzieli¢ na nastepujace trzy
typy:

a) dlugiego zasiegu (50—100 nm) — wystepujace pomiedzy dwoma od-
dzialujacymi komponentami; naleza do nich sily Kulomba, oddzia-
lywania van der Waalsa i1 oddziatywania dipol—dipol;

b) Sredniego zasiegu (10-50 nm), do ktdérych naleza oddziatywania
hydrofobowe;

¢) krétkiego zasiegu (mniej niz 5 nm), do ktérych naleza wigzania ko-
walencyjne, wigzania jonowe, oddzialywania elektrostatyczne, wia-
zania wodorowe, wigzania jonowe oraz oddzialywania kwas—zasada
Lewisa [3].

Powstanie ostonki nabytej z biatek gospodarza i1 obumartych komoérek

jest pierwszym etapem formowania biofilmu. Ostonka ta z jednej strony
stanowi ochrone zeba przed czynnikami powodujacymi erozje szkliwa,
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z drugiej za$§ — posiada receptory umozliwiajace przylaczanie bakterii,
przez co zapoczatkowuje kolejny etap powstawania biofilmu, zwany
adhezja bakterii pionierskich [24]. Drobnoustroje zaczynaja przylegaé do
powierzchni ostonki. Jest to mozliwe na skutek dziatania sil elektrosta-
tycznych, hydrofobowych i1 van der Waalsa [19]. Ten etap jest jeszcze
procesem odwracalnym. W momencie gdy bakterie pionierskie (Strepto-
coccus mutans) zaczng wydzielaé skladniki macierzy (polimery biatkowo-
-cukrowe) do otoczenia, proces staje sie juz nieodwracalny. Dochodzi wte-
dy do Scistej adhezji mikroorganizméw zaréwno do ostonki nabytej, jak
1 do samych siebie. W skutecznym przyleganiu duza role odgrywaja za-
réwno specjalne wyrostki bakteryjne — fimbrie — jak 1 oddzialywania
fizykochemiczne (wiazania wodorowe, sily van der Waalsa, oddzialywa-
nia elektrostatyczne) [12, 16]. W procesie poczatkowej adhezji udzial bio-
ra bakterie zwane wczesnymi kolonizatorami. Naleza do nich bakterie
z rodzajéw Eikenella, Actinomyces, Streptococcus, Neiseria, Haemophilus,
Prevotella, Capnocytophaga, Propionibacterium 1 Veillonella [2, 6, 8, 29, 39].

Bakterie z rodzajow Eubacterium, Treponema oraz Actinomyces acti-
nomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis
i Fusobacterium, tworzace kolonie w drugiej kolejnosci [39], rozpoznaja
na powierzchni bakterii pionierskich odpowiednie polisacharydy Ilub
biatka receptorowe 1 przylaczaja sie do nich, tworzac koagregaty. Warto
zwrocié uwage na brak losowoéci w taczeniu sie bakterii. Kazda komoérka
zdolna jest do rozpoznawania specyficznych receptoréw biatkowych.
W zwiazku z tym trzeba zauwazy¢, ze struktura plytki nazebne;j jest wy-
soce zorganizowana. Tylko specyficzne gatunki bakterii moga wspoéttwo-
rzy¢ bioilm. Sa to m.in. Streptococcus mutans czy Streptococcus nuclea-
tum [16].

W czasie wzrostu 1 dojrzewania biofilmu sktad bakterii wcigz ulega
zmianie: zmniejsza sie liczba bakterii nalezacych do rodzajéow Streptococ-
cus 1 Neiseria, a roénie tych z rodzajow Actinomyces, Fusobacterium, Veil-
lonella 1 Corynebacterium [29].

Ostatnim etapem tworzenia biofilmu jest jego rozpad (dyspersja, roz-
proszenie). Z powodu ciaglego przeptywu §liny, ktora ma wilasciwosci
erozyjne, od plytki nazebnej nieustannie odlaczaja sie bakterie. Maja
one réwniez zdolnoéé aktywnego, czyli samodzielnego, odlaczania sie
w poszukiwaniu zrédet sktadnikéw odzywczych lub innych miejsc koloni-
zacji [16].

Bakterie wewnatrz biofilmu oddziatuja miedzy soba, tworzac tym sa-
mym wysoce zorganizowang strukture. Moga one oddzialywaé na siebie
zaréwno w sposob synergistyczny (np. komunikacja metaboliczna), jak
1 wspélzawodniczyé ze soba, np. o sktadniki pokarmowe lub miejsce przy-
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laczenia sie. Na podstawie badan odkryto rézne mechanizmy wspotza-
wodnictwa bakterii (takie jak np. wydzielanie nadtlenku wodoru czy syn-
teza bakteriocyn) oraz ich ,porozumiewania sie¢”. Jednym z takich me-
chanizméw chemicznej komunikacji bakterii jest tzw. quorum sensing (co
thumaczy sie jako ,zmyst gestoSciowy”, ,rozpoznanie liczebnos$ci” lub
»zmyst ttoku”) [9]. Poprzez ten mechanizm bakterie reguluja procesy me-
taboliczne w zalezno$ci od gestos$ci populacji komérek w danym miejscu.
Oznacza to, ze zanim bakterie wytworza np. polisacharydows otoczke
biofilmu, ,,ocenia” liczbe spokrewnionych bakterii w danym miejscu [36].
Bakterie jednego lub r6znych gatunkéw komunikuja sie ze sobg poprzez
wytwarzanie 1 wydzielanie do otoczenia autoinduktoréw (molekut sygna-
lowych). System komunikacji bakterii Gram-dodatnich rézni sie nieco od
systemu bakterii Gram-ujemnych. Bakterie Gram-dodatnie porozumie-
wajq sie poprzez molekuly biatkowe, a przekazywanie sygnatu polega na
kaskadzie reakcji fosforylacji i defosforylacji. Bakterie Gram-ujemne kon-
taktuja sie poprzez wytwarzanie niskoczasteczkowych acetylowanych
lakton6w homoseryny (acyl-HSL) [3]. Wydzielane substancje wplywaja
na procesy metaboliczne komoérek znajdujacych sie w poblizu. Gdy zgro-
madzi sie okre$lona liczba komoérek, ro$nie réwniez stezenie czasteczek
sygnatowych. Przekracza ono w koncu wartoé¢ progowsa i wplywa tym
samym na ekspresje okreslonych genéw [36]. Ze wzgledu na konieczno§é
zachowania matych odleglo$ci pomiedzy bakteriami ten system komuni-
kacji nie wystepuje u bakterii w formie planktonu [3].

3. Wplyw biofilmu na zeby, tkanki migkkie
w jamie ustnej oraz sprzet stomatologiczny

Mikroflore jamy ustnej stanowi ponad 700 gatunkéw bakterii
Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych. Kolonizuja one zeby, jezyk, btone §lu-
zowa, podniebienie twarde, kieszonki dziastowe itp. [24, 25, 35]. Bytowa-
nie bakterii nie jest przypadkowe — okre$lone mikroorganizmy preferuja
konkretne miejsca w jamie ustnej] w zaleznoSci od ich zasobnoSci
w skladniki odzywcze czy tlen. Nalezy pamietaé, ze wpltyw bakterii na
ludzki organizm nie zawsze jest negatywny. Zdecydowana bowiem czeéé
mikroflory jest korzystna lub wrecz niezbedna dla naszego zdrowia.
Réwniez pltytka nazebna, z jednej strony, jest czeécia obrony naszego
organizmu — zapobiega bowiem kolonizacji egzogennych mikroorgani-
zmoéw, czesto patogennych. Dla zachowania zdrowia jamy ustnej koniecz-
ne jest zachowanie jej fizjologicznego stanu, a do tego niezbedny jest
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prawidlowy przeplyw §liny oraz odpowiednia higiena jamy ustnej. Gdy
zabraknie ktérego$ z tych punktéw, z latwoscigq dochodzi do powstania
nieprawidlowego biofilmu, a ptytka nazebna, kumulujac sie w nadmiarze,
utrudnia swobodny przeplyw §liny 1 jej dziatanie buforujace 1 przeciwbak-
teryjne [19]. Nadmiar biofilmu o nieprawidlowym skladzie lub zachwia-
nie rownowagl miedzy bakteriami staje sie czynnikiem etiologicznym
m.in. prochnicy zebéw (zwiekszona ilo§¢ bakterii z gatunku Streptococcus
mutans) oraz zapalenia przyzebia (bakterie z gatunku Porphyromonas
gingivalis) lub zapalenia dzigset [14, 21, 24, 35]. Jednak najbardziej po-
wszechnym skutkiem dzialania biofilméw jest demineralizacja szkliwa
oraz powstawanie w jej wyniku plam préchnicowych (tzw. biale plamy).
Niestety, zjawisko to jest bardzo czeste — potwierdzono je klinicznie
u 49% pacjentéw z aparatem ortodontycznym iu 11% bez aparatu [11, 24].

Biofilm jest jednym z gtéwnych czynnikéw opézniajacych gojenie ran
oraz powodujacych ostre zakazenie rany przewleklej [17, 30]. Obecnosé
biofilméw zaburza procesy immunologiczne, ziarninowanie 1 naskérko-
wanie rany [31].

Odkryto, ze biofilmy, poza tkankami organizmu, tworzg sie réwniez
na powierzchni tworzyw sztucznych, ceramiki i metali, czyli na po-
wierzchni materiatéw, z ktérych w stomatologii tworzone sa protezy,
implanty, aparaty ortodontyczne czy chociazby sprzet medyczny [36].
W procesie przylegania bakterii do powierzchni innych niz tkanki orga-
nizmu istotne znaczenie ma budowa biomateriatu. Chropowato$é po-
wierzchni znacznie ulatwia adhezje bakterii. Szczegdélnie korzystne
warunki do kolonizacji mikroorganizméw istnieja na materialach wyko-
nanych z polichlorku winylu i na lateksie pokrytym silikonem [36]. Bak-
terie pokrywaja materialy obce tuz po ich wprowadzeniu do jamy ustnej.
7 tego wzgledu podczas zabiegdéw stomatologicznych wystepujace w bio-
filmach drobnoustroje natychmiast osadzaja sie na powierzchni wyrobéw
medycznych. Obecnoéé biofilmu na powierzchni narzedzi 1 sprzetéw sto-
matologicznych znacznie utrudnia proces sterylizacji. Istotne jest stoso-
wanie preparatOow rozpuszczajacych biofilm do dezynfekeji §linociagdw,
spluwaczek 1 innych wyrobéw medycznych, ktére maja kontakt z jama
ustna pacjenta [26].

4. Opornos¢ biofilmu na antybiotyki
Bakterie tworzace biofilm wykazuja duza oporno$§é na wiekszosé

antybiotykow, dlatego antybiotykoterapii nie stosuje sie jako zasadnicze-
go leczenia. Substancje przeciwbakteryjne moga byé wprawdzie stosowa-
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ne przy mechanicznym usuwaniu ptytki nazebnej, aby uniknaé skutkéw
bakteriemii, ale jest to forma leczenia tylko wspomagajacego [4]. Stoso-
wanie antybiotykow jako zasadniczej terapii leczenia biofilmu jamy ust-
nej jest bezzasadne z kilku powodéw. Wykazano bowiem doéwiadczalnie,
ze do zlikwidowania bakterii tworzacych biofilm konieczne jest stezenie
substancji przeciwbakteryjnej kilkuset-, a nawet tysiackrotnie wyzsze niz
to, ktore niszczy wolno zyjace bakterie [23, 33]. Przyczyna niewrazliwos$ci
bakterii w biofilmach na dziatanie antybiotykéw jest ich ostonka, zbudo-
wana z polimeréw biatkowo-cukrowych. Utrudnia ona bowiem dyfuzje
substancji przeciwbakteryjnych w glab biofilmu [4]. Zmniejsza ona takze
efektywnoéc¢ dziatania komoérek obronnych organizmu [36].

Dla dziatania antybiotykéw nie bez znaczenia sg tez warunki zyciowe
panujace wewnatrz biofilmu. Zasadniczo rb6znig sie one od warunkow
panujacych na zewnatrz, szczegdlnie jesli chodzi o zawartoéé tlenu: we-
wnatrz biofilmu znajduje sie go zdecydowanie mniej, czasami panuja tam
nawet warunki beztlenowe. Z tego wzgledu cze§¢ komoérek przechodzi
w stan anabiozy, przez co ich metabolizm 1 podzialy ulegaja spowolnie-
niu. Czeé¢ substancji przeciwbakteryjnych dziala wylacznie na komérki
aktywne metabolicznie 1 dzielace sie, co utrudnia usuwanie biofilmu
[18, 33]. Mimo zdecydowanych przestanek méwiacych o braku zasadno$ci
stosowania antybiotykéw w zwalczaniu biofilmu w jamie ustnej, sa one
uzywane. Jednkaze dziataja tylko objawowo, zmniejszajac objawy zaka-
zenia wskutek zadziatania na bakterie w formie planktonu oraz te, ktére
znajdujq sie na skraju biofilmu — po zaprzestaniu leczenia zwykle docho-
dzi do nawrotéw 1 nasilenia objawéw, poniewaz drobnoustroje, ktére
przetrwaly antybiotykoterapie, wykorzystuja martwe komorki jako zrod-
dto sktadnikéw odzywcezych. Wskutek tego biofilm potrafi odtworzy¢ sie
do poczatkowych rozmiaréw juz w ciagu kilku godzin [4, 7, 23].

Rosngca antybiotykooporno$é powoduje konieczno§é szukania nowych
narzedzi do walki z infekcjami bakteryjnymi.

5. Nowoczesne metody przeciwdziatania
powstawaniu biofilmu

Szacuje sie, ze az 65% wszystkich zakazen stanowia zakazenia
przebiegajace z powstawaniem biofilmu bakteryjnego lub grzybiczego [4].
Jako ze biofilm bakteryjny wykazuje wysoka oporno$¢ na wiekszo$é
obecnie dostepnych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych oraz wybitnie
zwiekszong tolerancje na antybiotykoterapie, konieczne jest poszukiwa-
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nie nowoczesnych metod jego leczenia. W dostepnej literaturze mozna
natkna¢ sie na kilka innowacyjnych metod walki z biofilmem jamy ust-
nej, bez konieczno$ci siegania po antybiotykoterapie. Metody te zostaly
opisane ponizej.

5.1. Terapia z zastosowaniem nanoczasteczek metali

Jednym z nowoczesnych sposobéw zwalczania biofilmu jest sto-
sowanie nanoczasteczek niektérych metali, m.in. srebra, zlota i ditlenku
tytanu. Ich uzywanie w medycynie jest coraz bardziej powszechne ze
wzgledu na wyjatkowe wlasciwosci, pozwalajace np. modyfikowaé struk-
ture, ksztalt, wielkoé¢ i rozproszenie czastek [15]. Przez te modyfikacje
mozliwe jest uzyskanie czastek o zwiekszonej powierzchni aktywnej, co
ma wplyw na zwiekszenie reaktywnosci oraz wlasciwosci biobdjezych [15].
Nanoczasteczki juz dzi$ sa z powodzeniem uzywane w medycynie, np. do
bezposredniego dostarczania lekow. Na skutek matych rozmiaréw nano-
czasteczki sprawnie 1 z latwoscia penetruja blony biologiczne i inne ba-
riery ustrojowe, przez co umozliwiaja dotarcie potencjalnego leku do
trudno dostepnych struktur [31]. Zaobserwowano réwniez, ze nanocza-
steczki niektérych metali maja wlaéciwoséci przeciwdrobnoustrojowe.
Wtasciwosci przeciwbakteryjne w obecnosci promieniowania UV posiada-
ja np. nanoczasteczki ditlenku tytanu (TiO2NPs) [38]. Ich dziatanie prze-
ciwbakteryjne polega na destabilizacji btony komérkowej, co uszkadza
komoérke bakteryjna, a w konsekwencji powoduje jej Smieré. Ze wzgledu
na konieczno$¢ obecnosci §wiatta w dziataniu przeciwbakteryjnym nano-
czasteczek ditlenku tytanu, stosowanie ich jest mniej skuteczne niz na
przyklad nanoczasteczek ztota. Te réwniez wykazuja wilasciwosci prze-
ciwbakteryjne [28], jednak nie potrzebuja do tego dziatania promienio-
wania UV.

Silne wlasciwosci zarowno bakteriobdjcze, jak i grzybostatyczne i za-
palne wykazuja nanoczasteczki srebra [40]. Mechanizm tego dzialania
ciagle jest na etapie badan, jednak przypuszcza sie, ze nanoczasteczki
srebra przylaczaja sie do oston komérkowych (Sciany 1 btony komérkowe;j)
1 tym samym zakldcajq ich podstawowe funkcje. Poprzez zaburzenie se-
lektywnej przepuszczalnosci blony komoérkowej zaktécony zostaje trans-
port protonéw przez blone komérkowa i produkecja ATP. Dochodzi do ku-
mulowania we wnetrzu komérki produktéw przemiany materii, inhibicji
syntezy Sciany komoérkowej 1 w konsekwencji — do §mierci komoérki [15, 27].
Co wiecej, nanoczasteczki srebra reaguja z grupami tiolowymi (—SH),
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zmieniajac konformacje biatek lub dezaktywujac je, przez co bakterie
traca mozliwosé ich syntezy [15]. Dzialanie srebra na komoérki bakterii
jest wielokierunkowe 1 ostatecznie prowadzi do ich Smierci. Na podstawie
wieloletnich badan 1 obserwacji stwierdza sie, ze nanoczasteczki z pew-
noécia, moga, znalezé zastosowanie w zwalczaniu biofilmu bakteryjnego.
Zanim jednak nanoczasteczki metali beda uzyte w codziennym leczeniu,
konieczne sa dalsze badania w tej dziedzinie [27].

5.2. Terapia bakteriofagami

Kolejna, z innowacyjnych metod zwalczania biofilmu jest terapia
bakteriofagami. Bakteriofagi to wirusy infekujace bakterie. W zwalcza-
niu biofilmu zastosowanie znajduja jedynie fagi, ktére przeprowadzaja
cykl lityczny — w przeciwienstwie do cyklu lizogenicznego prowadzi on do
zniszczenia komoérki bakterii [1]. Smith i Huggins w swoim badaniu
udowodnili, ze fagi maja zdolno$é rozprzestrzeniania sie na caty biofilm,
z czego wynika, ze do zwalczania biofilmu wystarczyé moga nawet poje-
dyncze dawki bakteriofagéw [34]. Co istotne, niektore z fagow wytwarza-
ja depolimerazy — enzymy, ktore zdolne sa do niszczenia substancji poli-
merycznych tworzacych macierz biofilmu [13, 34]. Obecnie prowadzi sie
badania majace na celu otrzymanie rekombinowanej depolimerazy egzo-
polisacharydu (EPS), kodowanej przez fagi, ktora jest zdolna do degrada-
¢ji biofilmu bakteryjnego [42]. Otrzymanie takiego enzymu umozliwi
chemioterapeutykom docieranie do wnetrza biofilméw, przez co antybio-
tykoterapia wreszcie stanie sie skuteczna w ich zwalczaniu.

5.3. Pokrywanie biomateriatow politetrafluoroetylenem

Dlugotrwate leczenie ortodontyczne sprzyja powstawaniu biofil-
mu bakteryjnego w jamie ustnej. Aparat ortodontyczny zaréwno utrudnia
utrzymanie odpowiedniej higieny jamy ustnej (utrudnione szczotkowanie
zebow oraz przepltyw §liny), jak 1 umozliwia bakteriom tworzenie biofilmu
na nowej powierzchni, jaka sa biomaterialy stosowane w leczeniu orto-
dontycznym. Obecnie w ortodoncji mozliwe jest pokrycie zamkow 1 dru-
tow aparatow ortodontycznych substancjami zmniejszajacymi adhezje
bakterii [24, 32]. Demling 1 wsp. udowodnili, ze znaczne zahamowanie
tworzenia sie biofilmu uzyskuje sie wskutek pokrycia aparatu ortodon-
tycznego politetrafluoroetylenem [5, 24].
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5.4. Taurolidyna i jej pochodne

Taurolidyna, syntetyczna pochodna tauryny, jest lekiem o wla-
Sciwo$ciach przeciwadherentnych, antyproliferacyjnych oraz przeciwza-
palnych i przeciwbakteryjnych [24]. Jej dzialanie bakteriobdjcze polega
na hamowaniu wiazania lipopolisacharydu i uszkadzaniu $ciany komor-
kowej bakterii, dlatego moze byé stosowana w leczeniu zakazen bakte-
ryjnych zwiazanych z powstawaniem biofilmu. Nie bez znaczenia dla jej
dzialania na biofilm bakteryjny sa jej wlasciwosci przeciwadherentne.
Polegaja one na niszczeniu wici i fimbrii komdérek bakteryjnych, przez co
zdolno$é tworzenia kolonii staje sie ograniczona (Rys. 3a 1 b)

Rys. 3. a — E. coli przed zastosowaniem taurolidyny, b — E. coli 4 minuty po zastosowaniu
roztworu taurolidyny, widoczna utrata wici i fimbrii [45]

W ostatnich latach trwaja eksperymenty badawcze nad pochodnymi
tauryny 1 taurolidyny. Pasich i wsp. przeprowadzili badania nad holo-
aminami tauryny — chloroaming tauryny (TauCl) 1 bromoaming tauryny
(TauBr) [24]. W ich wyniku stwierdzono, ze TauBr wykazuje silniejsze
dzialanie bakteriobdjcze 1 przeciwpasozytnicze niz TauCl i — podawana
razem z DN-aza — moze z powodzeniem zwalczaé biofilm jamy ustnej
[24]. Wywnioskowano tym samym, ze holoaminy tauryny moga znalezé
zastosowanie w stomatologii zachowawczej 1 ortodoncji.

5.5. Mucyny zawarte w Sluzie
Jednym z najnowszych sposobéw walki z biofilmem bakteryjnym

moga okazac¢ sie mucyny, czyli biatka zawarte w §luzie. Przeprowadzono
eksperyment na bakteriach z gatunku Pseudomonas aeruginosa, ktéry
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polegal na hodowaniu ich w medium z dodatkiem mucyn [43]. Zaobser-
wowano, ze bakterie tak hodowane nie sg w stanie utworzyé¢ skupisk,
ktére sa niezbedne do powstania formy biofilmu. Bakterie w kleistym
medium poruszaly sie pojedynczo, utracily swoja zjadliwo$¢ 1 staly sie
niegrozne. Wynik eksperymentu daje nadzieje na wykorzystanie w przy-
sztoéei §luzu lub samych mucyn do kontroli nad biofilmami bakteryjnymi,
np. poprzez powlekanie nimi sprzetéw medycznych.

6. Zwalczanie biofilmu
i profilaktyka jego powstawania

Jako ze wiekszo§¢ metod zwalczania biofilmu pozostaje wciaz na
etapie eksperymentalnym, najlepsza metoda walki z biofilmem jest nie-
dopuszczenie do skolonizowania zagrozonej powierzchni poprzez zacho-
wanie odpowiedniej higieny jamy ustnej [36]. Mechaniczne usuwanie
bakterii z zebéw 1 otaczajacych tkanek zapewnia usuniecie wiekszosci
biofilmu, ktéry zdazyt nagromadzi¢ sie od czasu poprzedniego szczotko-
wania. Potwierdzono klinicznie, ze skutecznoéé domowych zabiegéw hi-
gienicznych zwieksza polaczenie triklosanu, kopolimeru eteru poliwiny-
lometylowego 1 kwasu maleinowego (PVM/MA) oraz fluorku, ktére
znajduja sie w pastach do zebéw. Triklosan to zwiazek przeciwbakteryjny
o szerokim spektrum dzialania, ktérego aktywne stezenie utrzymuje sie
do 12 godzin [22, 41].

W codziennej higienie jamy ustnej nalezy takze pamieta¢ o uzywaniu
specjalnych produktéw do czyszczenia przestrzeni miedzyzebowych oraz
o stosowaniu plynéw do plukania ust o dzialaniu przeciwbakteryjnym.
W wielu z nich znajduje sie chlorheksydyna — jedna z najbardziej popu-
larnych substancji o dzialaniu bakteriobdjczym 1 bakteriostatycznym. Ze
wzgledu na jej niepozadane dziatania, takie jak przebarwienia tkanek
miekkich 1 metaliczny smak w ustach, nie powinno sie dlugotrwale sto-
sowac jej w codziennej higienie jamy ustnej [10, 24].

Codzienne zabiegi higieniczne w obrebie jamy ustnej, polaczone ze
stosowaniem odpowiednich §rodkéw przeciwbakteryjnych, pozwalaja
kontrolowaé biofilm bakteryjny i u wiekszo$ci pacjentéw wystarczaja, do
zapewnienia dobrego stanu zdrowia jamy ustnej pomiedzy wizytami
u lekarza stomatologa. O regularnych wizytach kontrolnych w gabinecie
stomatologicznym nie nalezy zapominaé — profesjonalne usuwanie bio-
filmu 1 kamienia nazebnego przez higienistke lub lekarza dentyste jest
niezbedne do zachowania dobrego stanu tkanek przyzebia. U zdecydowa-



186 M. Wielgosinska, E. Zielinska, K. Niska, M. Gérska, M. Wozniak

nej wiekszo$cl pacjentéw wystarcza regularne wizyty, najczeSciej co
6 miesiecy.

Zabiegi u lekarza dentysty sprowadzaja sie najczesciej do skalingu,
wygltadzania korzeni 1 oczyszczania za pomoca, ultradzwiekéw lub ewen-
tualnych zabiegéw chirurgicznych przeprowadzanych w celu usuniecia
zawartoSci glebokich kieszeni przyzebnych, ktérych pacjent nie bylby
w stanie wykona¢ samodzielnie podczas domowych czynnosci higienicz-
nych [22].

Nalezy pamietaé, ze codzienna pielegnacja ma kluczowe znaczenie
w profilaktyce 1 zwalczaniu biofilmu bakteryjnego jamy ustne;.

7. Perspektywy

Biofilm jest gtéwna przyczyna dwéch najczestszych chordb jamy
ustnej: prochnicy i choréb przyzebia [24]. Ze wzgledu na skomplikowang
specyfike zakazen spowodowanych przez biofilmy — ich przewleklo§é,
trudno$ci w leczeniu 1 tendencje do nawrotéw — naukowcy zmuszeni sg
poszukiwaé innowacyjnych strategii leczniczych biofilmu bakteryjnego.
Coraz wieksze zainteresowanie $rodowisk badawczych tym zagadnieniem
daje nadzieje na skuteczne zwalczanie biofilméw bakteryjnych w przy-
sztoéci. Dotychczas wiekszo§¢é metod leczniczych jest w fazie badan, dla-
tego obecnie najlepsza metoda walki z biofilmem jest niedopuszczenie do
skolonizowania zagrozonej powierzchni, poprzez codzienng staranna hi-
giene jamy ustnej. Kontrole nad biofilmem bakteryjnym jamy ustnej za-
pewni regularne uzywanie preparatoéw przeciwbakteryjnych, takich jak
pasty do zebbéw, plyny do plukania i nici dentystyczne do czyszczenia
przestrzeni miedzyzebowych. Wltasciwa, konsekwentna higiena jamy
ustne) jest najlepszym sposobem na zwalczanie biofilmu bakteryjnego
1 zachowanie zdrowia jamy ustne;j.
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1. Wstep

Choroby nowotworowe sa obecnie jednymi z najczeSciej wystepu-
jacych schorzen na $wiecie. Sg réwniez drugim po chorobach uktadu kra-
zenia powodem zgonéw w Polsce [1]. Mimo swojej powszechnoS$ci nie sg
jednak chorobami nowozytnymi. Przypadki zachorowan na nowotwory
odnotowano juz w cywilizacjach starozytnych [2]. Nalezy jednak zauwa-
zy¢, ze wraz ze wzrostem dlugosci zycia czlowieka, zwiekszeniem tempa
zycia oraz silniejszym narazeniem na czynniki kancerogenne drastycznie
wzrosto ryzyko wystapienia choroby nowotworowej [3].
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Obecnie z choroba nowotworows, zmaga sie okoto 17 milionéw ludzi na
calym Swiecie. Wedlug szacunkéw Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
do 2030 r. liczba ta moze wzrosnaé do 27 milionéw. W Polsce rokrocznie
diagnozuje sie 155 tysiecy zachorowan i 93 tysigce zgonéw z powodu
choroby nowotworowej [2, 3]. Zapadalno$éé na nowotwory ciagle roénie.
W 1980 r. wspédtczynnik zapadalno$§ci wynosit 151,7/105, natomiast
w 2010 r. wzrést do 220,8/105 [6]. Do najczesciej wystepujacych nowotwo-
réw zalicza sie raka piersi, pluca, prostaty, jelita grubego, pecherza mo-
czowego, macicy czy zotadka. Nowotworami o najwyzszej Smiertelnoséci sa
natomiast rak pluca, rak jelita grubego, rak piersi i rak trzustki [5].

Zmiany nowotworowe najczeSciej diagnozuje sie u 0os6b w Srednim lub
podeszlym wieku. Czesto§¢ wystepowania konkretnych nowotwordéw
w duzym stopniu zalezy od ptei [8].

Ponadto ciggle szuka sie nowych, efektywniejszych metod leczenia
choroby nowotworowej, ze wzgledu na duza, toksycznoé¢ oraz niezadowa-
lajaca, skuteczno$é obecnie stosowanych terapii.

Jedna z najszybciej rozwijajacych sie obecnie galezi medycyny jest
nanomedycyna. Skupia sie ona na wykorzystaniu nanoczastek — struktur
nie wiekszych niz 100 nm — w diagnostyce medycznej, farmakologii czy
onkologii. Domniemywa sie, ze nanotechnologia stanowi przyszto§é wspot-
czesne] medycyny. Liczne doniesienia naukowe pokazuja mozliwe zasto-
sowania nanoczastek metali w terapii przeciwnowotworowej [9]. W litera-
turze opisano pozytywne wyniki terapii nowotworu macicy, piersi, jelita
grubego czy trzustki [56-9]. Dziedzine nauki zajmujaca sie oddziatywa-
niem nanoczastek na komoérki nowotworowe nazwano nanoonkologia, [9].

2. Geneza powstawania nowotworow

Mianem nowotworu nie mozna okres$lic pojedynczej jednostki
chorobowej. Jest to liczna grupa schorzen o réznej lokalizacji, tempie
rozwoju, przebiegu, przyczynach i skutkach [3].

Mimo szybkiego rozwoju cywilizacji, postepéw medycyny oraz szeregu
badan prowadzonych nad geneza powstawania nowotworéw, nadal nie
zostala ona dokladnie wyjaéniona. Podstaw powstawania nowotwordéw
nalezy dopatrywaé sie na poziomie molekularnym [14]. Obecnie prowa-
dzone sa liczne badania naukowe majace na celu identyfikacje oraz pozna-
nie mechanizmu procesu kancerogenezy, czyli nowotworzenia komoérek.

Nowotwor jest nabyta choroba genetyczna spowodowang utrata kon-
troli organizmu nad procesem podziatu komoérkowego. W wyniku uszko-
dzeh materiatu genetycznego dochodzi do niekontrolowanych podzialéw
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komoérkowych 1 wytworzenia komérek nierdznicujacych sie w prawidlowe
tkanki [3, 15]. Podsumowujac, nowotwoér to choroba polegajaca na poja-
wieniu sie w organizmie jednej autonomicznej komoérki, ktéra nie reaguje
na wysylane przez organizm polecenia [15].

W procesie kancerogenezy mozemy wyrdéznié trzy etapy: inicjacje,
promocje 1 progresje. Podczas inicjacji na zdrowa komoérke oddziatuje
czynnik rakotwérczy powodujacy jej mutacje. Promocja jest etapem,
w ktorym zainicjowana komoérka przechodzi kolejne mutacje, stajac sie ty-
powa komoérka nowotworowa. Ostatni etap — progresja — polega na wzro$-
cie 1 rozprzestrzenianiu sie komoérek nowotworowych w organizmie [3].

Czynniki, ktore uszkadzaja DNA, to mutageny. W kazdej chwili na
zdrowe komorki dziataja czynniki kancerogenne, takie jak: weglowodory
aromatyczne, promieniowanie ultrafioletowe, nitrozaminy, azbest 1 wiele
innych substancji. Komérki dysponuja mechanizmami obronnymi i na-
prawczymi. Zeby doszlo do powstania nowotworu, konieczna jest kumu-
lacja uszkodzen materialu genetycznego, ktéra nie spowoduje apoptozy
(dmierci komorki), natomiast doprowadzi do uszkodzenia genéw odpo-
wiedzialnych za naprawe DNA 1 hamujacych $mieré komorki [16].

W komoérce znajduja, sie geny supresorowe — antyonkogeny, ktore ha-
muja, podzialy komérkowe 1 stabilizuja liczebno§é populacji komdrkowej.
Najbardziej popularnym genem supresorowym jest gen TP53. Gen koduje
biatko p53, ktérego funkcja polega na indukeji apoptozy, gdy procesy na-
prawy DNA sa nieskuteczne. Uszkodzenie genu TP53 prowadzi do braku
indukcji apoptozy 1 promowania niekontrolowanych podziatéw komoérek
ze zmutowanym DNA. Mutacje w genie TP53 sa obserwowane w wielu
nowotworach. Jest to jeden z najpopularniejszych patomechanizméw no-
wotworzenia [16, 18].

Protoonkogeny sa odcinkami DNA, ktére wystepuja w zdrowej komor-
ce. Produkty bialkowe sa czynnikami prowzrostowymi w komorce.
Uszkodzenie DNA w obrebie protoonkogenu przeksztalca go w onkogen
11inicjuje proces nowotworzenia. Wartymi zapamietania protoonkogenami
sa RAS, MYC oraz MDM2 [16].

Ostatnimi prowadzacymi do rozwoju nowotworu sg geny zaangazo-
wane w regulacje apoptozy. Jak juz wspomniano, zadaniem tych genow
jest naprawa uszkodzen materialu genetycznego spowodowanych muta-
genami 1 przywrocenie prawidlowego ukladu zasad w nici DNA [15]. Mu-
tacje gendéw naprawczych prowadza do kumulacji btedéw 1 w przypadku
kiedy proces apoptozy nie dziala poprawnie, dochodzi do powstania ko-
morki nowotworowe;j.

Kumulacja licznych uszkodzen gendéw, a tym samym ich produktéw
biatkowych, prowadzi do utraty kontroli nad podzialami komérkowymi
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1 powstania komdérki nowotworowej o nieskonczonym potencjale do wzro-
stu 1 podziatéw. W komodrce nowotworowej dochodzi przez caty czas do
zmian epigenetycznych 1 molekularnych powodujacych oporno$é na sto-
sowane leki cytotoksyczne oraz nawrét choroby.

Nowotwory mozemy podzieli¢ na lagodne 1 ztosliwe. L.agodne sa zmia-
nami wolno rosnacymi, otorbionymi, jednak podobnymi do zdrowej tkan-
ki. Rosng one w sgsiedztwie zdrowej tkanki, nie niszczac jej. Powoduja
natomiast ucisk prawidiowej struktury. Nie daja przerzutéw, mozliwe
jest ich tatwiejsze leczenie 1 usuniecie. Do nowotwordw tagodnych naleza
m.in. ttuszezaki, gruczolakowlékniaki czy mieéniaki. Mianem nowotworu
zto§liwego okreSlamy szybko rosnace, nieotorbione zmiany naciekajace
(wnikajace pomiedzy komérki prawidlowej tkanki) otaczajace je struktu-
ry 1 niszczace zdrowe komoérki. Sa one zdolne do rozprzestrzeniania sie —
przerzutowania [3]. Niezaleznie od lokalizacji, nieleczone lub p6ézno wy-
kryte czesto doprowadzaja do szybkiej $émierci pacjenta.

Nowotwory mozna réwniez podzieli¢ ze wzgledu na tkanke, z ktorej
powstaja. Pochodzace z tkanki nablonkowej nazywamy rakami, z tkanki
lacznej — miesakami, z uktadu chlonnego — chloniakami, z tkanki barw-
nikotworczej — czerniakiem, z komérek szpiku — biataczka, z tkanki ner-
wowe] — glejakami [3, 19].

3. Terapia nowotworow

W zaleznoéci od celéw 1 mozliwoéci leczenia danego nowotworu
wyrézniamy terapie radykalna oraz paliatywna. Leczenie radykalne ma
na celu trwale wyleczenie pacjenta. Z uwagi na duze zaawansowanie cho-
roby lub zlo§liwo§¢é nowotworu, w momencie braku mozliwo§ci wyleczenia
nowotworu stosuje sie leczenie paliatywne. Opiera sie ono na poprawie
jakosci zycia chorego, likwidowaniu niebezpiecznych dla zycia objawow
oraz leczeniu przeciwbdlowym. Leczenie paliatywne nie wplywa nato-
miast na naturalny przebieg procesu nowotworzenia, a co za tym idzie
nie przediuza zycia pacjenta [20, 21].

3.1. Tradycyjne metody leczenia

Istnieja trzy gltéwne (tradycyjne) rodzaje leczenia przeciwnowo-
tworowego: radioterapia, chirurgia oraz chemioterapia. Zdobycza medy-
cyny jest terapia celowana nowotworéow. Obecnie w Europie udaje sie
wyleczy¢ 45 na 100 pacjentéw nowotworowych [15].
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Chirurgia jest najstarsza metoda walki z nowotworami, znana, od sta-
rozytnosci [2]. Stosuje sie ja zaréwno w przypadku nowotwordéw lagod-
nych (jako gléwna metode leczenia), jak 1 zlo$liwych. Jako samodzielna
metoda leczenia znajduje zastosowanie w rakach o niskim stopniu za-
awansowania (T1-2NO0) i wysokim lub érednim stopniu zlo§liwoéci histo-
logicznej (G1-2) [22]. Pierwotnie dazono do wycinania jak najwiekszych
blokéw tkankowych, dbajac o zachowanie odpowiednio duzego marginesu
zdrowych tkanek, w celu ochrony przed miejscowa wznowg nowotworu
[23]. Obecnie wskutek lgczenia radioterapii, chemioterapii 1 chirurgii
mozliwe sa zabiegi oszczedzajace. Wyniki takiego postepowania sa mniej
okaleczajace dla pacjenta, z zachowaniem satysfakcjonujacych wynikéw
leczenia [24]. Chirurgiczne leczenie jest skuteczne, jako jedyna metoda,
w przypadku 22% pacjentéow [15].

Radioterapia jest tak samo jak chirurgia metoda leczenia miejscowe-
go, co oznacza ze niszczone sg tylko te komérki, ktére zostang naswietlo-
ne. Stosuje sie ja w zaawansowanej chorobie nowotworowej, w celu prze-
dluzenia czasu zycia chorego [25]. Niszczenie komoérek nowotworowych
powoduje promieniowanie jonizujace, charakteryzujace sie wysoka prze-
nikalno$cia przez tkanki oraz sila dzialania. W teleterapii (energia do-
starczana z zewnatrz) wykorzystuje sie gtéwnie promieniowanie elektro-
magnetyczne, przy czym coraz wieksze zastosowanie ma promieniowanie
korpuskularne. Brachyterapia polega na umieszczeniu izotopu promie-
niotwérczego we wnetrzu guza nowotworowego lub w lozy po wycietym
chirurgicznie guzie. Wskutek zastosowania radioterapii udaje sie wyle-
czy¢ 18% pacjentéw z nowotworem [15, 25, 26].

Ostatnig tradycyjna metoda leczenia nowotwordéw jest chemioterapia.
Stosowana jest ona zaréwno w terapii radykalnej, jak i paliatywnej [26].
Jest to metoda systemowa, co oznacza, ze substancja wprowadzona do
organizmu dziata na wszystkie komoérki. Chemioterapia polega na stoso-
waniu lekéw cytotoksycznych. Niszczone sg wszystkie komoérki szybko
dzielace sie, czego konsekwencja sgq skutki uboczne leczenia w postaci
supresji szpiku kostnego, uszkodzenia nablonkéw jamy ustnej, przewodu
pokarmowego, wypadnie wlosow oraz bezptodnos$é [27]. Mechanizm dzia-
lania chemioterapeutykow jest rézny. Istnieja leki zatrzymujace podzial
komérki w konkretnej fazie cyklu, np. alkaloidy barwinka hamujg po-
wstawanie wrzeciona kariokinetycznego, lub fazowo niespecyficzne, np.
cyklofosfamid. Antybiotyki przeciwnowotworowe stabilizuja nici DNA
w taki sposéb, aby nie bylo mozliwe ich rozplecenie w trakcie mitozy.
Inng grupa leké6w przeciwnowotworowych sa antymetabolity. Sa to sub-
stancje hamujace reakcje enzymatyczne poprzez hamowanie kompeten-
cyjne produktem. Efektem stosowania antymetabolitéw jest niedobdr
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substancji potrzebnych do podzialu komérkowego 1 w konsekwencji apop-
toza komoérki [28]. Chemioterapia jest najmniej skuteczna metoda walki
z nowotworami, wskutek jej zastosowania mozliwe jest wyleczenie tylko
5% pacjentow [15].

3.2. Nowoczesne metody leczenia

7 uwagi na niewystarczajaca skutecznosé tradycyjnych metod le-
czenia nowotworéw, wcigz poszukuje sie nowych drdg terapii. Na calym
Swiecie prowadzone sg zaawansowane badania (zar6wno in vitro, jak
1 in vivo) przynoszace zdumiewajace efekty. Z roku na rok wzrasta liczba
nowych technik oraz substancji majacych dzialanie przeciwnowotworowe.
W publikacji skupiono sie na oméwieniu wybranych nowoczesnych metod
leczenia nowotwordéw [29, 30].

Terapia skojarzona jest najprostsza odpowiedzig na nieskuteczno$é
tradycyjnych metod leczenia [31]. Wskutek wiekszej skuteczno$ci w po-
rownaniu z tradycyjna terapia stala sie obecnie podstawows strategia
postepowania onkologicznego. Polega ona na laczeniu (kojarzeniu) ze
soba, co najmniej dwéch metod u jednego chorego. Sa to zazwyczaj pola-
czenia chirurgii, radioterapii 1 chemioterapii. W zalezno$ci od sposobu
laczenia metod mozemy méwic¢ o leczeniu sekwencyjnym i naprzemien-
nym. Leczenie sekwencyjne polega na nastepujacym po sobie zastosowa-
niu dwéch metod tradycyjnych, np. chirurgii i radioterapii. Drugi sposéb
leczenia dotyczy kojarzenia chemioterapii i radioterapii, wystepujacych
naprzemiennie. Leczenie skojarzone wymaga jednak znajomosci 1 umie-
jetnosci laczenia réznych metod terapeutycznych, jednak w wielu przy-
padkach umozliwia zastosowanie leczenia chirurgicznego, gdy pierwotnie
bylo to niemozliwe ze wzgledu na wielko$¢ 1 charakter zmiany. Pozwala
réwniez zastapi¢ inwazyjne zabiegi leczeniem zachowawczym. Przykla-
dem moze by¢ réwnoczesna chemio- 1 radioterapia w leczeniu raka krtani
czy kanalu odbytu. Zastosowanie terapii skojarzonej zmniejsza rowniez
ryzyko nawrotu choroby, rozwoju przerzutéw, a takze wydtuza czas prze-
zycia chorych. Terapie skojarzong stosuje sie powszechnie w terapii raka
piersi, jelita grubego oraz niedrobnokomérkowego raka ptuca [32, 33].

Innowacyjna metoda walki z nowotworami stata sie terapia celowana.
Jest to stosunkowo nowy sposéb leczenia, znany od ok. 25 lat. Polega on
na specyficznym oddzialywaniu na biatka sygnatowe komodrek nowotwo-
rowych. NajczeSciej blokowane sa receptory komoérkowe odpowiedzialne
za przekazywanie sygnatu aktywacji podzialtu komoérki nowotworowej.
Zaburzenie szlaku sygnalowego w komoérce prowadzi do uposledzenia jej
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funkcji zyciowych, a co za tym idzie do jej programowane]j $mierci (czesto
na skutek apoptozy) [34]. Taka metoda leczenia pozwala na swoiste do-
stosowanie terapii do indywidualnych potrzeb chorego, a takze zmniej-
szenie skutkow ubocznych przy wysokiej skuteczno$ci niszczenia komo-
rek nowotworowych.

Leczenie celowane moze wykorzystywaé dotychczas znane metody —
np. chemioterapie — lub calkowicie nowe — m.in. metody molekularne,
tj. terapie genowgq czy immunoterapie [35]. W ostatnim dziesiecioleciu
zaczeto stosowaé przeciwciata przeciwko biatkom komérek nowotworo-
wych, ktorych brak w zdrowych komoérkach organizmu. Wskutek tego
uszkadzana zostaje komoérka nowotworowa, natomiast niepozadane dzia-
lania leku na zdrowe tkanki zostaly praktycznie wyeliminowane [34].
Duza popularnoscig cieszg sie inhibitory kinaz, np. inhibitor kinazy tyro-
zynowej — imatinib. To przelomowy lek stosowany w terapii przewleklej
biataczki szpikowej. Jego zastosowanie drastycznie zwiekszylo krzywe
przezycia w tym nowotworze [36].

4. Opornos¢é

Jedna z przyczyn nieskutecznos$ci stosowanej terapil przeciwno-
wotworowe] jest lekoopornoéé komoérek nowotworowych. Pierwszy raz
zjawisko to udokumentowano w 1968 roku. Wykazano wtedy krzyzowa
oporno$¢ komoérek biataczkowych myszy na leki cytostatyczne [37, 38].
Dzi§ wiadomo, ze komérki nowotworowe o duzej czestosci niekontrolowa-
nych mutacji szybko uodparniaja sie na okreslony lek [39]. Zasadne jest
wiec jednoczesne zastosowanie kilku lekéw przeciwnowotworowych dla
poprawienia skutecznosci terapii. Przyczyny lekoopornosci sg réznorod-
ne: nieprawidlowe dawkowanie, zmiany metabolizmu czy biologiczna
dostepnosé leku.

Wsréd lekoopornoéci wyodrebnia sie oporno$§é pierwotna i wtorna.
Pierwotna to taka, ktéra stwierdzono przed poddaniem pacjenta chemio-
lub radioterapii. Opornoéé wtérna natomiast wywolywana jest przez
wystawienie komoérek nowotworowych na dziatanie chemio- lub radiote-
rapii [40].

W zwiazku z powyzszym poznanie molekularnego mechanizmu opor-
noéci na leki jest jednym z najwazniejszych probleméw i zatozen wspél-
czesnej onkologii. Do chwili obecnej opisano kilkanascie mechanizmow
opornos$ci. Najlepiej poznany jest jednak proces usuwania lekéw z ko-
morki lub jadra komérkowego przez bltonowe biatko transportowe — gli-
koproteine P (P-gp) [40, 41, 42].
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5. Zastosowanie nanoczastek metali
w terapii przeciwnowotworowej

W ostatnim dziesiecioleciu rozwdj nanotechnologii wplynat zna-
czaco na dynamizacje badan w dziedzinie farmakologii onkologicznej.
Specyficzne wlasciwoséci nanoczastek, tj. duza powierzchnia w stosunku
do rozmiaréw, latwoSé penetrowania przez blony biologiczne 1 bariery
ustrojowe, pozwolily na ich zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej
(jako noénikow lekow, w terapii celowanej oraz diagnostyce). Wtasciwosci
te pozwalaja réwniez znacznie zmniejszyé stosowane stezenia/dawki,
a tym samym dziatania uboczne oraz toksyczno$é leku w stosunku do
zdrowych komoérek. Dowiedziono, ze koniungaty cytotoksykéw (np. mo-
nometyloaurystatyny E i doksorubicyny) z nanoczastkami dziataja dwu-
krotnie silniej niz wolne substancje w tym samym stezeniu [44]. Daje to
nadzieje na zwiekszenie procentowe] przezywalnoéci pacjentéw z choroba,
nowotworowa.

Istotnym przykladem zastosowania nanotechnologii w terapii prze-
ciwnowotworowe] jest wykorzystanie nanoczastek superparamagnetycz-
nych, np. tlenku zelaza (Fe203NPs). Takie nanoczastki, po wystarczajaco
dlugiej ekspozycji na pole magnetyczne, zdolne sa do emisji energii
w postaci ciepta [44]. Dzieki tej wladciwoéci stosowane sa w hipertermii.
Jest to metoda zabijania komérek nowotworowych za pomoca odpowied-
nio skierowanej energii cieplnej. Metoda ta najczeSciej] wykorzystywana
jest w skojarzeniu z chemio- lub radioterapia. Badania wskazuja na zwiek-
szenie calkowite] remisji raka piersi z 38% do 60%, raka szyjki macicy
z 57% do 83% po zastosowaniu hipertermii z udziatem Fe203NPs [45, 46].

Jedng, z metod zwiekszania skuteczno$ci terapil przeciwnowotworo-
we]j jest zastosowanie celowanego transportu lekéw. W taki sposéb che-
mioterapeutyk dostarczany jest bezposrednio w miejsce zmiany chorobo-
wej, z minimalnym narazeniem innych organéw na niepozadane skutki
uboczne. Zastosowanie nanoczastek jako noénikéw lekéw przeciwnowo-
tworowych daje bardzo obiecujace efekty. Wskutek duzej powierzchni
nanoczastki w stosunku do matych rozmiaréw utatwiony jest zaréwno
transport przez blony biologiczne, jak 1 wieksze stezenie leku moze do-
trze¢ do miejsca docelowego. W ten sposob uzyskuje sie odpowiednie ste-
zenie chemioterapeutyku w komérkach nowotworowych [47]. Zazwyczaj
stosuje sie nanoczastki o wymiarach (3—100 nm). Istotne jest jednak do-
stosowanie odpowiednich, specyficznych dla komérek nowotworowych,
ligandow. Wazne jest réwniez zabezpieczenie ich przed innymi przeciw-
cialami monoklonalnymi, fragmentami przeciwcial lub silng reakcja im-
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munoobronng [48]. Dotychczas prowadzone sg badania nad zastosowa-
niem nanoczastek srebra, zlota oraz ditlenku tytanu w terapii celowanej.
Przeprowadzono badania, ktére wykazaly ze zwiekszenie powierzchni
nos$nej nanoczastek poprzez zmiane ksztaltu na gwiezdzisty wplywa na
wzrost skutecznos$ci terapii celowanej [49].

Mozliwe jest rowniez zastosowanie nanoczastek w terapii genowe;.
Nanoczastki wykorzystuje sie jako nanonoéniki siRNA, stuzacego do wy-
ciszenia ekspresji gendéw [49, 50].

6. Innowacyjne podejscie
do leczenia nowotworu trzustki

Nowotwory ztosliwe trzustki stanowia okoto 3% wszystkich no-
wotworow zlosliwych wystepujacych u czlowieka. Rak trzustki jest nowo-
tworem o szczegdlnie ztym rokowaniu, w ktérym wspoétczynnik éredniego
5-letniego przezycia jest najnizszy ze wszystkich nowotworéw uktadu
pokarmowego, stanowiac czwarta przyczyne zgonéw wsrod chordéb nowo-
tworowych. Do tej pory nie opracowano jeszcze skutecznej terapii prze-
ciwnowotworowe]j raka trzustki [6]. NajczeSciej stosuje sie leczenie palia-
tywne skojarzone chirurgii 1 chemioterapii. Metoda ta jednak nie daje
zadowalajacych efektow. Postepy biologii molekularnej, ktére dokonatly
sie w ostatnich latach, pozwolily jednak znacznie lepiej zrozumieé pato-
geneze raka trzustki. Wielu pacjentéw wykazuje mutacje onkogenu
K-ras, inne geny supresorowe ulegaja dezaktywacji [51]. Badania in vitro
stanowia pilerwszy etap oceny przydatnoSci nowych substancji jako po-
tencjalnych lekéw przeciwnowotworowych. Stwierdzono, ze AgNPs ha-
muja, wzrost 1 proliferacje nowotworowych komoérek epitelialnych prze-
wodu trzustkowego, a takze wywoluja zaprogramowana $mier¢ komoérek
[62]. Wyniki wstepne pozwalaja domniemaé, ze nanoczastki srebra ze
wzgledu na hamowanie proliferacji komérek raka trzustki moga w przy-
sztoéci by¢ stosowane w terapii przeciwnowotworowej. Wymaga to jednak
przeprowadzenia dalszych badan o szerokim zasiegu zaréwno w warun-
kach in vitro, jak 1 in vivo.

7. Perspektywy
Rozwdj nauki jest napedem rozwoju medycyny i szukania no-

wych mozliwosci zastosowania zdobyczy dzisiejszego $wiata. Naukowcy
nieustannie szukaja nowych lekéw, a znalezienie lekarstwa ,na raka”
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jest priorytetem éwiata nauki 1 nadzieja wszystkich ludzi. Nanotechnolo-
gia wydaje sie przysztoScig onkologii. Dzieki dynamicznie rozwijajacym
sie badaniom dotyczacym skutecznej terapii przeciwnowotworowej moz-
liwe jest zwiekszenie przezywalnoSci oraz wydluzenie zycia pacjentéw.
Prowadzi to do wyeliminowania dotychczasowych, mato skutecznych tra-
dycyjnych metod leczenia oraz rozbudowania terapii na poziomie moleku-
larnym [53]. Konieczne sa jednak badania interdyscyplinarne, pozwala-
jace na opracowanie bezpiecznych metod leczenia.

7Z uwagi na rozwo6j nanotechnologii mozliwe jest modyfikowanie i co-
raz szersze stosowanie terapii celowanej, w ktorej jako noéniki wykorzy-
stywane sa nanoczastki metali. Zauwaza sie wzrost efektywnosci dziala-
nia cytostatykow przy uzyciu nanoczastek.

Mimo iz nanoczastki wykazuja pozytywne dzialanie w terapii prze-
ciwnowotworowej, nadal istnieje wiele ograniczen ich stosowania. Sg to
m.in. staba biodostepno$é, niestabilnoéé w obiegu, docieranie do tkanek
w niewystarczajacym stopniu czy toksyczno§é. Nalezy wiec dalej prowa-
dzi¢ badania majace na celu dopracowanie metod stosowania nanocza-
stek w terapii nowotworowej [54].

Literatura

[1] Potrykowska A., Strzelecki Z., Szymborski J. (2014) Zachorowalnosé i umieralno$é na
nowotwory a sytuacja demograficzna Polski, Rzad. Rada Lud., Warszawa, 18—49.

[2] Lenartowicz J. (2000) Historia onkologii. Leczenie chirurgiczne nowotwor6w na prze-
strzeni wiekéw ze szczegélnym uwzglednieniem nowotworéw jamy ustnej, Nowotwory
50, 625-631.

[3] Jankowiak A. (2015) Nowotwory i ich profilaktyka, 24.08.2015, <http://marcinek.poz
nan.pl/upload/node/318_nowotwory_i_ich_profilaktyka_-_praca_1_.pdf>.

[4] Dyzmann-Sroka A. (2010) Metody uzyskiwania i opracowywania wiarygodnych da-
nych pozwalajgcych na ocene skutecznosci leczenia chorych w Wielkopolskim Centrum
Onkologii, Uniw. Med., Poznan, 4-27.

[56] Mould R. (2008) Statystyka zachorowan na nowotwory ze szczegbélnym uwzglednie-
niem raka prostaty, okreznicy i odbytnicy, ptuca oraz piersi i szyjki macicy, Nowotwo-
ry 58, 213-220.

[6] Kraj T., Nowakowska D.E., Rogowska A., Didkowska J., Wojciechowska U. (2015) No-
wotwory ztosliwe, 28.08 2015, <http://onkologia.org.pl/nowotwory-zlosliwe-ogolem-2/>.

[7] World Health Organization (2015) The top 10 causes of death, 28.08.2015,
<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/>.

[8] Didkowska dJ., Wojciechowska U., Zatonski W. (2009) Prognozy zachorowalnosci
i umieralnosci na nowotwory ztosliwe w Polsce do 2025 roku, Narod. Progr. Zwalcza-
nia Choréb Nowotwor. 48, 5-99.

[9] Rzeszutek J., Matysiak M., Czajka M., Sawicki K., Kruszewski M., Kapka-Skrzypczak L.
(2014) Zastosowanie nanoczastek i nanomaterialéw w medycynie, Hyg. Public Heal.
49, 449-457.



Zastosowanie nanoczqstek metali w terapii przeciwnowotworowej 201

[10] Kaler A., Jain S., Banerjee U.C. (2013) Green and rapid synthesis of anticancerous
silver nanoparticles by Saccharomyces boulardii and insight into mechanism of nano-
particle synthesis, Biomed. Res. Int. 2013, 1-8.

[11] Sathishkumar G., Gobinath C., Wilson A., Sivaramakrishnan S. (2014) Dendrophthoe
falcata (L.f) Ettingsh (Neem mistletoe): A potent bioresource to fabricate silver nano-
particles for anticancer effect against human breast cancer cells (MCF-7), Spectro-
chim. Acta, Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 128, 285—-290.

[12] Ali K., Ahmed B., Dwivedi S., Saquib Q., Al-Khedhairy A., Musarrat J. (2015) Micro-
wave Accelerated Green Synthesis of Stable Silver Nanoparticles with Eucalyptus
globulus Leaf Extract and their Antibacterial and Antibiofilm Activity on Clinical Iso-
lates, PLoS One 10, e0131178.

[13] Jeyaraj M., Sathishkumar G., Sivanandhan G., Mubarak D., Rajesh M., Arun R.,
Kapildev G., Manickavasagam G., Thajuddin N., Premkumar K., Ganapathi A. (2013)
Biogenic silver nanoparticles for cancer treatment: An experimental report, Coll. Sur.
B Biointerfaces 106, 86-92.

[14] Sacewicz 1., Wiktorska M., Wysocki T. (2009) Mechanizmy angiogenezy nowotworo-
wej, Post. Hig. Med. Dosw. 63, 159-168.

[15] Kordek R. (2007) Onkologia, podrecznik dla studentéw i lekarzy, Wm Group, Gdansk.

[16] Kumar V., Ramzi C.S., Robbins L.S. (2003) Patologia Robbinsa, Elsevier Urban &
Partner, Wroctaw, 199-231.

[17] Wan P., Garnett M., Roe M., Lee S., Niculescu-Duvaz D., Good V., Jones M., Marshall C.,
Springer C., Barford D., Marais R. (2004) Mechanism of Activation of the RAF-ERK
Signaling Pathway by Oncogenic Mutations of B-RAF, Cell 116, 855-867.

[18] Greenblatt M., Bennett W., Hollstein W., Harris C. (1994) Mutations in the p53 tumor
suppressor gene: clues to cancer etiology and molecular pathogenesis, Cancer Res. 54,
4855-4878.

[19] Katedra Onkologii AM, Wroctaw (2008) Strategia leczenia nowotworéw, 28.08.2015,
<http://www.e-okologia.am.wroc.pl/docs/STRATEGIA LECZENIA NOWOTWOROW.pdf>.

[20] Jarosz J. (2005) Opieka paliatywna w onkologii, Onkol. Prakt. Klin. 1, 109-115.

[21] Glinski B., Zabek M. (2006) Principles of diagnosis and treatment of patients with
head and neck squamous cancer, Wspéicz. Onkol. 6, 263—-267.

[22] Glinski B., Zabek M., Urbanski J. (2006) Podstawowe zasady postepowania z chorymi
na raka plaskonablonkowego gtowy i szyi, Wspditcz. Onkol. 10, 263-267.

[23] Chichet A. (2005) Contemporary management of skin cancer — dermatology, surgery
or radiotherapy?, Wspéicz. Onkol. 9, 429—435.

[24] Jeziorski A., Rutkowski P. (2014) Kompendium chirurgii onkologicznej, VM Media Sp.
z 0.0., Gdansk, 1-352.

[25] Leppert W., Nowakowska E. (2008) Rola radioterapii w leczeniu objawéw zaawanso-
wanej choroby nowotworowej, Med. Pa. Prakt. 61, 33—47.

[26] Dehkordi A., Heydarnejad M., Fatehi D. (2009) Quality of life in cancer patients
undergoing chemotherapy, Oman. Med. J. 14, 276-280.

[27] Madej G. (1999) Chemioterapia onkologiczna dorostych i dzieci, Wyd. Lek. PZWL,
Warszawa.

[28] Mutschler E., Gesslinger G., Kroemer H., Ruth P. (2010) Mutschler farmakologia
i toksykologia, MedPharm Polska, Wroctaw.

[29] Novik A.V., Protsenkol S.A., Semenova A.lL., Latipova D.K., Zhabina A.S. (2015) Mo-
dern methods of molecular targeted therapy for disseminated melanoma, Vopr. Onkol.
61, 297-302.



202 E. Zielinska, K. Niska, D. Mehrholz, D. Lubowiecka, I. Inkielewicz-Stepniak

[30] Fritz S., Lerch M. (2015) Natural History and Management of Intraductal Papillary
Mucinous Neoplasms: Current Evidence, Viszeralmedizin 31, 25-30.

[31] Krzemieniecki K. (2007) Leczenie skojarzone nowotworéw zto§liwych — postepy 2006,
Post. Med. 14, 1-5.

[32] SWieboda-Sadlej A. (2011) Skojarzone leczenie nowotworéw — wspoétpraca chirurga
i onkologa klinicznego w zakresie leczenia raka piersi, jelita grubego i ptuca, Chir.
Pol. 13, 59-68.

[33] Jassem dJ. (2007) Leczenie skojarzone, w: Onkologia. Podrecznik dla studentéw i leka-
rzy, Via Medica, Gdansk, 112—-113.

[34] Krawczyk P., Czekajska-Chehab E., Wojas-Krawczyk K., Jankowska O., Koczkodaj D.,
Rolski A., Mulawka D., Korobowicz E., Milanowski J. (1897) Molekularne terapie
celowane w niedrobnokomérkowym raku pltuca, Forum Am. Bar Assoc. 1, 16-26.

[35] Krzakowski M. (2003) Molekularne leczenie celowane w nowotworach litych, Rep.
Pract. Onc. & Radio. 1, 221-222.

[36] Igbal N., Igbal N. (2014) Imatinib: a breakthrough of targeted therapy in cancer,
Chemother. Res. Pract. 2014, 357027.

[87] Kaw L., Zaidi S. (2009) In Vitro Studies on the Cytotoxic Action of Different Varieties
of Asbestos Dust on Macrophages, Acta Pharm. Toxicol. 36, 225—-235.

[38] Kessel D., Botterill V., Wodinsky I. (1968) Uptake and retention of daunomycin by
mouse leukemic cells as factors in drug response, Cancer Res. 28, 938-941.

[39] Goldie dJ., Coldman A. (1979) A mathematic model for relating the drug sensitivity of
tumors to their spontaneous mutation rate, Cancer Treat. Rep. 63, 1727-1733.

[40] Lenart K., Szyda A., Podolak-Dawidziak M. (2005) Clinical effects of multidrug re-
sistance in neoplasms, Onkol. Prakt. Klin. 1, 18-26.

[41] Panczyk M., Satagacka A., Mirowski M. (2007) MDR1 (ABCB1) gene encoding glyco-
protein P (P-gp), a member of ABC transporter superfamily: consequences for therapy
and progression of neoplastic diseases, Post. Bioch. 53, 361-373.

[42] Badowska-Kozakiewicz A.M. (2011) Zjawisko opornosci wielolekowej w nowotworach —
rola glikoproteiny P, Zycie Weterynar. 86, 211-214.

[43] Jambroziak K., Mtynarski W. (2001) Znaczenie biatek transportowych nadrodziny
ABC w opornoéci na leczenie ostrej biataczki szpikowej, Acta Hematol. Pol. 32, 131-145.

[44] Pala K. (2014) Nanoczqstki superparamagnetyczne — synteza, charakterystyka i funk-
cjonalizacja przy uzyciu makroczqsteczek biologicznych, Uniw. Wroctawski, Wroctaw,
1-10.

[45] Skitzki J., Repasky E., Evans S. (2009) Hyperthermia as an immunotherapy strategy
for cancer, Curr. Opin. Investig. Drugs 10, 550-558.

[46] Nawara K. (2013) Magnetic iron oxide nanoparticles as potential carriers for doxorubi-
cin targeted drug delivery. Spectroscopic investigation of doxorubicin, nanoparticles
and doxorubicin-nanoparticle interactions, Uniw. Warszawski, Warszawa, 1-25.

[47] Hergt R., Dutz S., Miller R., Zeisberger M. (2006) Magnetic particle hyperthermia:
nanoparticle magnetism and materials development for cancer therapy, J. Phys. Con-
dens. Matter. 18, S2919-S2934.

[48] Jabir N.R., Tabrez S. (2012) Nanotechnology — based approaches in anticancer re-
search, Int. J. Nanomed. 7, 4391-4408.

[49] Ortowska M. (2015) ,Ztota nanotechnologia” w walce z nowotworami, 24.08.2015,
<http://www.innowrota.pl/sites/default/files/images/M.Orlowska_2.pdf>.

[50] Zhou H., Hu G., Wickline S., Lanza G.M., Tn C. (2010) Synergistic effect of antiangio-
genic nanotherapy combined with methotrexate in the treatment of experimental in-
flammatory arthritis, Nanomedicine 5, 1065—-1074.



Zastosowanie nanoczqstek metali w terapii przeciwnowotworowej 203

[61] Li D.H., Xie K.P., Wolff R., Abbruzzese J.L. (2004) Pancreatic cancer, Lancet 363,
1049-1057.

[62] Ristorcelli E., Beraud E., Verrando P., Villard C., Lafitte D., Sbarra V., Lombardo D.,
Verine A. (2008) Human tumor nanoparticles induce apoptosis of pancreatic cancer
cells, FASEB J. 22, 3358-3369.

[63] Shiekh F. (2013) Personalized nanomedicine: Future medicine for cancer treatment,
Int. J. Nanom. 8, 201-202.

[54] Cho K., Wang X., Nie S., Chen Z., Shin D.M. (2008) Therapeutic nanoparticles for
drug delivery in cancer, Clin. Cancer Res. 14, 1310-1316.






NA POGRANICZU CHEMII I BIOLOGII « TOM XXXIV « 2015

ZASTOSOWANIE NANOCZASTEK
METALI | TLENKOW METALI
W DERMATOLOGII | KOSMETYCE

EWELINA ZIELINSKA', KAROLINA NISKA',
DOROTA MEHRHOLZ?, IWONA INKIELEWICZ-STEPNIAK ',
DAGMARA LUBOWIECKA'

! Katedra i Zaktad Chemii Medycznej, Gdariski Uniwersytet Medyczny
ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk

%Katedra i Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii

ul. Debinki 7, 80-211 Gdansk

e-mail: ezielinska@gumed.edu.pl

Hasta do zapamietania: nanotechnologia, hanoczastki, dermatologia

Wykaz skrotow:

AgNPs  —nanoczastki srebra

AuNPs  —nanoczastki ztota

TiO,NPs — nanoczastki ditlenku tytanu

ZnONPs — nanoczastki cynku

Fe,O3NPs — nanoczastki tlenku zelaza

NPs — nanoczastki

MOCVD - technika osadzania warstw na powierzchni materiatéw poprzez
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MRI — rezonans magnetyczny
1. Wstep

Wyglad zewnetrzny jest niezwykle wazny w ksztaltowaniu do-
brego wizerunku w pracy i zyciu prywatnym. Jednym z elementéw przy-
kuwajacych uwage jest kondycja skéry. W zwiazku z tym choroby skoéry
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sq jednymi z najszybcie) narastajacych probleméw wplywajacych na ob-
nizenie jakosci zycia (QoL) pacjentéw. Spowodowane jest to widocznymi
zmianami skérnymi, diugotrwalym leczeniem oraz czestymi bliznami
pozostajacymi po leczeniu. Odnotowuje sie, ze skala problemu jest po-
rownywalna z choroba wiencowa, astmag czy cukrzyca. Zanotowany
w ostatnich latach wzrost zainteresowan jakoscia zycia, w tym jakos$ciag
zycia oséb z chorobami dermatologicznymi, spowodowat znaczny rozwdj
badan nad substancjami dermoaktywnymi [1]. Poszukiwane sa wiec pre-
paraty skuteczne, bezpieczne oraz szybko dziatajace. Takie wlasciwosci,
w odréznieniu do dotychczas dostepnych substancji, maja preparaty za-
wierajace substancje w skali nano. Nanotechnologia staje sie wiec cieka-
wa,_alternatywa w branzy kosmetycznej 1 farmaceutycznej. Nanoczastki,
czyli struktury nie wieksze niz 100 nm sa chetnie wykorzystywane
w kompozycjach leczniczych. W ostatnich latach w preparatach dermato-
logicznych zaczeto stosowaé nanoczastki metali, ze wzgledu na ich specy-
ficzne wlasciwosci.

Nanoczastki metali wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne, przeciw-
grzybicze oraz przeciwzapalne. Stanowia doskonaly filtr przeciwsto-
neczny oraz moga by¢ stosowane w terapii celowanej 1 przeciwnowotwo-
rowej. Nanoczgstki cynku znalazly zastosowanie w preparatach do
opalania zawierajacych filtry UV. Swoja popularno$§é zawdzieczaja wy-
sokiej trwalo$ci oraz klarownej, bezbarwnej konsystencji [2]. Rox An-
derson przedstawil Srodek zawierajacy nanoczastki wapnia, bedacy
skutecznym preparatem w terapii kontaktowego zapalenia skory wywo-
lanego niklem [3]. Wlasciwoéci przeciwgrzybicze nanoczastek srebra sa
wykorzystywane m.in. w §rodkach biostabilizujacych materiaty codzien-
nego uzytku, takie jak obuwie czy tkaniny [4]. Duzym problemem
wspolczesnej dermatologii jest leczenie infekeji bakteryjnych ze wzgledu
na narastajaca antybiotykooporno$é bakterii [5, 6]. Preparaty przeciw-
bakteryjne stosowane sa rowniez w profilaktyce zakazen skérnych u pac-
jentéw z ranami oparzeniowymi, zespolem Stevensa Johnsona czy tez
toksyczna nekroliza naskérka. Trwaja badania naukowe nad prepara-
tami przeciwdrobnoustrojowymi zawierajacymi nanoczastki srebra 1 cyn-
ku, ktére moga by¢ stosowane w leczeniu i profilaktycve zakazen bakte-
ryjnych [7].

W zwiazku z powyzszym coraz intensywniej poszukuje sie nowszych
metod leczenia choréb skéry. Na rynku pojawiaja sie innowacyjne leki
dermatologiczne 1 preparaty kosmetyczne, zawierajace w swoim sktadzie
wiele substancji aktywnych o réznej budowie chemicznej oraz wielkoSci
czasteczek.
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2. Nanotechnologia

Nanotechnologia jest jedna z najszybciej rozwijajacych sie dziedzin
nauki, ktoéra znajduje zastosowanie w przemysle, medycynie czy farmako-
logii [8]. Termin ten dotyczy wszystkich technik 1 metod tworzenia struk-
tur w rozmiarach nano, czyli tych o wymiarach 109 m. Sa to wielkoSci od-
powiadajace rozmiarowi pojedynczych atoméw i czasteczek [9] (Rys. 1).

Glowka od Komérka Nanoczastki

“a Srednica
szpilki ludzka

nanorurki
weglowej

im 1mm (103 10 pm (105 100 nm (107 1 nm (10°
. " (107) . IJI (107) . A (10) . ! (107)
| 1 | | | | | 1
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Bakterie
Srednica
DNA

S$rednica wiosa
ludzkiego

Rys. 1. Skala poréwnawcza wielko$ci nanoczastek do obiektow w skali makro [10]

Osiagniecie tak malych rozmiaréw umozliwia uzyskanie nowych wy-
jatkowych wlaSciwoéci — m.in. wieksza szybko§é i efektywno$é dziatania.
Interdyscyplinarne podejécie eksperymentalne wiaze sie bezposrednio ze
zrozumieniem 1 doskonaleniem wlasciwoéci materni w skali nano [11].
Stwarza to mozliwo$¢ pozyskania nowych urzadzen czy lek6w o niespoty-
kanych dotad mozliwosciach [12, 13].

2.1. Poczatki nanotechnologii
Terminu ,nanotechnologia” po raz pierwszy uzyto w potowie lat

osiemdziesiatych XX wieku. Zaprezentowany zostal przez Erica Drexlera
w jego ksigzce Engines of Creation, jako pojecie obejmujace wszelkie da-



208 E. Zielifiska, K. Niska, D. Mehrholz, I. Inkielewicz-Stepniak, D. Lubowiecka

zenia do stworzenia nowych przedmiotéw, prowadzone na poziomie ato-
moéw 1 molekul [14]. Wizje te przedstawil w polowie lat pieédziesiatych
XX w. amerykanski fizyk, laureat Nagrody Nobla, Richard P. Feynman
podczas swojego przemoéwienia wygloszonego na corocznym zjezdzie
Amerykanskiego Towarzystwa Fizycznego. Przemoéwienie zatytulowane
There’s plenty of room at the bottom (Duzo zmieéci sie u podstaw) przed-
stawialo pierworys miniaturyzacji dotychczasowych dokonan $wiata na-
uki oraz obrazowalo mozliwo$ci technologii opracowanej na poziomie
atomow [12, 13]. Mimo iz wizja fizyka nie spotkala sie z entuzjastyczny-
mi opiniami $§wiata nauki, dzieki zebranym przez niego funduszom juz
w 1960 r. powstal pierwszy silnik o boku nie wiekszym niz 1/64 cala,
a kilkanascie lat pdzniej zmniejszono ksigzke do rozmiaru w skali
1/25000. Zdarzenia te zapoczatkowaly prawdziwa dynamizacje w dzie-
dzinie nanotechnologii; przypadla ona na lata 80. i 90. XX wieku. Doko-
nat sie wtedy rozwdj technik litograficznych, produkcji ultracienkich
warstw krysztalow z wykorzystaniem technologii MOCVD 1 MBE. Od-
kryto rowniez fulereny 1 nanorurki oraz tworzyly sie studnie kwantowe,
druty kwantowe 1 kropki kwantowe [13, 15].

Obecnie nanotechnologie mozna okre§li¢é mianem ,technologii nowych
mozliwoéci”. Jest ona podstawa rozwoju innych technologii. W Japonii
zostalta objeta patronatem w ramach projektu ERATO, czyli programem
badan wyprzedzajacych. Projekt ten finansuje nauki mogace mieé
w przyszloéci kluczowe znaczenie technologiczne. Rzad Wielkiej Brytanii
uznal nanotechnologie jako jedng z najwazniejszych dziedzin rozwoju,
wpisujac ja do programu LINK, wspierajacego wspoétprace nauki z prze-
mystem [16].

2.2. Nanotechnologia, nanomateriaty, nanoczastki

Ze wzgledu na szeroki zakres zainteresowan i mozliwo$ci nano-
technologii, bez trudu mozna wymieni¢ jej zastosowanie we wspolczesnej
technice, m.in. w precyzyjne] mechanice, optyce czy elektronice. Rowniez
zywe organizmy wykorzystuja nanotechnologie [16]. Wiele struktur ko-
moérkowych jest kontrolowanych na poziomie pojedynczych czasteczek
[17]. W medycynie, farmakologii czy biotechnologii najwiecej zastosowan
znalazly nanomateriaty [13, 15].

Wedlug przyjetej w 2011 r. przez Unie Europejska definicji, nanoma-
terialy to ,naturalne, przypadkowe lub wyprodukowane materialy zawie-
rajace czastki w stanie swobodnym lub ich agregaty badZ aglomeraty
o wymiarach od 1 nm do 100 nm” [18]. Szybki rozw(dj nanotechnologii
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spowodowal, ze w najblizszym czasie definicja ta zostanie poszerzona
0 nastepujace stwierdzenie: ,W drodze odstepstwa od powyzszych, fule-
reny, ptatki grafenu i pojedynczych nanorurek weglowych skladajace sie
z jednego lub wiekszej liczby wymiaréw zewnetrznych ponizej 1 nm po-
winny by¢ traktowane jako nanomaterialy” [18, 19].

Nie kazda struktura spetniajaca kryterium wielkosci bedzie jednak
zaliczana do grupy nanomaterialéw. Wazne jest, aby taka struktura wy-
kazywata specyficzne wlaéciwosci, nie bedace charakterystycznymi dla
wiekszych czasteczek tego samego materialu [20]. Do nanomateriatéw
powszechnie zalicza sie: fulereny, ptatki grafenu, nanorurki oraz nano-
czastki; sa to najprostsze strukturalnie 1 najbardziej rozpowszechnione
nanomateriaty [21].

Nanoczastki sa tylko kilkadziesiat razy wieksze od przecietnej cza-
steczki. Stanowia one faze posrednia miedzy uporzadkowang struktura
ciala stalego a wolnymi elementami materii [16]. Zbudowane sa z ato-
moéw, poltaczonych ze soba w inny sposéb niz w $rodowisku naturalnym,
dzieki zastosowaniu odpowiednich metod syntezy [22]. Nanoczastki moga,
posiadaé rézne ksztalty: kuliste, eliptyczne czy gwiazdziste, ktére row-
niez wplywaja na ich wlasciwoséci chemiczne 1 fizyczne. Najwazniejsze
z nich to przede wszystkim mata powierzchnia w stosunku do objetoéci,
lepsza biokompatybilnoéé, zwiekszone wlasciwosci adsorpeyjne 1 absorp-
cyjne. Ponadto nanoczastki posiadaja wtasciwosci charakterystyczne dla
substancji, z ktorej zostaly wykonane. Nanonikiel posiada wieksza twar-
do$¢ — zblizong do stali, nanokrzem — wiekszg wytrzymalto§é i plastycz-
no$¢, nanomaterialy ceramiczne charakteryzuja sie tzw. superplastycz-
noscia, co oznacza, ze mogq ulegaé odksztalceniom nawet do 250%,
a nanopolimery maja lepsze wlasciwoéci §lizgowe, w zwiazku z czym
w maszynach z nich wykonanych nie potrzeba stosowaé¢ smaréw [20, 23].

3. Nanoczastki w dermatologii i kosmetyce

W zwiazku z szybkim rozwojem nanotechnologii i duza liczbg ba-
dan prowadzonych w oSrodkach naukowych na calym $wiecie, nanoczast-
ki staja sie coraz powszechniejszym dodatkiem lub nawet alternatywa dla
dotychczas stosowanych lekow. Powszechnie uwaza sie nanotechnologie
za przyszloéé branzy kosmetycznej 1 nowoczesnych programoéw anti-aging
[24]. Niektére nanoczastki metali, np. nanoczastki srebra (AgNPs), po-
siadaja wlasciwosci bakteriobdjcze, przeciwzapalne 1 grzybostatyczne
[25, 26, 27]. Ponadto przypuszcza sie, ze jedna ze specyficznych wtasci-
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woéci struktur w skali nano, tj. duzy stosunek powierzchni do rozmiaréw,
przyczynia sie do zwiekszenia zdolnosci blokowania nadfioletu [28]. Na
skutek wlasciwosci latwego przenikania przez blony biologiczne i1 bariery
ustrojowe, a takze zdolno$ci do selektywnego transportu nanoczastek
w glab organizmu, czastki w skali nano znalazly zastosowanie w terapii
celowanej wielu nowotworéw [29, 30, 31].

Ze wzgledu na budowe, wéréd nanomaterialéw stosowanych w derma-

tologii 1 kosmetologii mozna wyréznic:

—nanosfery — czyli mate (ok. 100 nm) polimeryczne systemy matry-
cowe zbudowane z nieruchomego §rodka o porowatej, przerywane;j
strukturze, na ktérym adsorbowane sa substancje aktywne, takie
jak aminokwasy, sktadniki mineralne, wyciagi ro§linne czy sub-
stancje organiczne. Substancje te ulegaja rozproszeniu w kontakcie
z polimerem, przystosowanym do substancji hydrofilowych. Jako
materialéw polimeryzacyjnych uzywa sie najczeéciej polialkilocyja-
noakrylanu 1 jego pochodnych. Nanosfery przedituzaja trwalo$é
zwiazkow aktywnych, zwiekszajq ich biokompatybilnoéé 1 poprawia-
ja wlasciwoéci sensoryczne specyfiku [20, 23, 32];

—nanokapsuly — czyli struktury zdolne do zamkniecia substancji ak-
tywne] wewnatrz swojej struktury, a nastepnie w pozadanym mo-
mencie mogace uwolni¢ przechowywane substancje [33]. Sa to swe-
go rodzaju nanonoéniki przenikania substancji aktywnych w gtab
skoéry. Substancje aktywne zawarte w nanokasutach to zazwyczaj
lipidowe mieszaniny, uktady dyspersyjne o lipofilowym charakterze.
Ostonke natomiast stanowi biopolimer o ptynnym lub zelowym wne-
trzu [34]. Zaleta zastosowania nanokaspul jest mozliwosé dostar-
czenia zwiazku w odpowiednie miejsce oraz kontrola jego uwalnia-
nia. Jest to wazne ze wzgledu na malejaca efektywnos$é leku czy
kosmetyku spowodowana zbyt duza liczba zwiazkéw biologicznie
czynnych wystepujacych na powierzchni skéry. Kolejna zaleta uzy-
cia tego nanomateriatu jest ochrona substancji czynnej przed szkodli-
wymi czynnikami zewnetrznymi (wilgotnoéé, tlen) [35]. Nanokaspu-
ly wykorzystuje sie powszechnie w kosmetologii oraz farmakologii
[36]. Maja, one zastosowanie jako tzw. smart drugs — inteligentne
lekarstwa — wyposazone w specyficzne receptory chemiczne [37];

—nanoemulsje — jednorodne, klarowne ukltady wodno-olejowe otrzy-
mywane na bazie zwiazkow powierzchniowo czynnych, czesto natu-
ralnych. Stopien rozdrobnienia fazy wewnetrznej jest wiekszy,
$rednica czasteczek nie przekracza 100 nm. Dodatkowo rozdrobnie-
nie ukladu zdyspergowanego jest wieksze, zblizone do wystepujace-
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go w koloidach. Daje to efekt przeZroczystoéci — brak dyfrakeji éwia-
tla przenikajacego przez uklad. Nanoemulsje cechuje stabilnoéé
termiczna, brak sedymentacji 1 Smietanowania, homogenicznosc,
duza zdolno§¢ solubilizacji, duza ptynno$é 1 mala lepkosé [36]. Sto-
sunkowo tatwo wprowadzi¢ do nich substancje biologicznie czynne.
Zabieg taki jest korzystny ze wzgledu na wieksza skuteczno§é
skladnikéw znajdujacych sie w nanoemulsjach. Wskutek swoich
wlaéciwosci znalazly one zastosowanie w produktach przeciwdziala-
jacych starzeniu sie skory. Niestety nanoemulsje tatwo przenikaja
do glebszych warstw skéry (skory wiasciwej lub tkanki podskoérneyj),
gdzie nastepuje gromadzenie sie substancji czynnych, doprowadza-
jac do osiagniecia szkodliwych stezen [38, 39, 40].

Kolejnym nanomaterialem wykorzystywanym w farmakologii i far-
makoterapii sgq nanonoéniki (niosomy). Na rynku pojawily sie juz w la-
tach 80. XX wieku. Posiadaja strukture zblizona do liposoméw, jednak
zbudowane sg z syntetycznych, niejonowych substancji powierzchniowo
czynnych. Wyposazone sa réwniez w chemiczne, specyficzne receptory,
wskutek czego moga dociera¢ do dowolnie wybranych miejsc organizmu
[41]. Podnosi to skuteczno$§é stosowanej substancji [42]. Powszechnie
uzywa sie ich w kremach nawilzajacych, preparatach odzywczych czy
kremach do opalania, w ktérych role substancji aktywnej przenoszonej na
nanonoé$niku pelnia m.in. kwas hialuronowy, antyoksydanty czy r6znego
rodzaju peptydy [43].

Nowym zastosowaniem nanometali slata sie opracowana przez Macie-
ja Pike-Buginskiego metoda otrzymywania nanokoloidéw, polegajaca na
rozproszeniu nanoczastek metalu w wodzie demineralizowanej. Wielkos¢
nanoczastek wchodzacych w sktad mieszaniny waha sie od 1,5 do 5 nm,
a stezenie roztworu wynosi ok. 10 ppm [44]. Tak powstale nanokoloidy sa
mieszaning fazy amorficznej 1 krystalicznej. Definiuje sie je jako substan-
cje niejonowe, ze wzgledu na silnie zdyspergowans faze metaliczng bez
grup anionowych oraz brak tadunku dodatniego metalu. Cechuja sie one
dobrym przewodnictwem elektrycznym (ze wzgledu na tunelowy efekt
przewodzenia), matymi odleglo$ciami miedzy czasteczkami 1 duza po-
wierzchnig czynna [20, 23]. Na skutek ruchéw Browna, w czasie ktérych
nanoczastki uzyskuja niewielkie tadunki dodatnie 1 zaczynaja odpychaé
sie od siebie, z latwoscia moga one wnikaé do wnetrza komérek zaréwno
eukariotycznych, jak i prokariotycznych [45, 46]. Nie sa to jednak tadun-
ki jonowe, w zwigzku z czym takie nanoczastki nie wchodza w reakcje
z obecnymi w ich otoczeniu jonami. Zaleta takich koloidéw jest rowniez
brak zanieczyszczen powierzchniowych [47].
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Najpopularniejszym nanomateriatem wcigz jednak pozostaja nano-
czastki metali. Przyjmuje sie, ze im mniejsza nanoczastka, tym silniejsze
wlasciwosci posiada. Przykladowo im mniejsze nanoczastki srebra, tym
wieksza jest ich aktywno$¢ biobdjcza [48].

3.1. Nanoczastki jako filtry UV

Jednym z najpopularniejszych i najczesciej spotykanych czynni-
kow wplywajacych na wyglad 1 stan skory jest promieniowanie UV.
Skutki ekspozycji na promienie stoneczne mogg byé bardzo rézne, poczy-
najac od zaczerwienienia i1 pojawienia sie opalenizny (naturalnych me-
chanizméw obronnych organizmu), przechodzac do bardziej niebezpiecz-
nych, takich jak fotostarzenie sie skory czy wystapienie nowotwordéw
skoéry [49]. Ponadto spotykane sa reakcje nadwrazliwosci na §wiadlo sto-
neczne w postaci ostrej reakeji fototoksycznej z wykwitami pecherzowo
-rumieniowymi [50]. Dlatego tez kosmetyki ochronne odgrywaja wazna
role w profilaktyce choréb skory. Kluczowym sktadnikiem takich prepa-
ratéw sa filtry UV [51, 52]. Jedna z substancji wykazujaca cechy kluczo-
we dla filtréw UV sa nanoczastki ditlenku tytanu (TiO2NPs). Charakte-
ryzuja sie one duza stabilnoscia w obecnosci promieniowania UV, a takze
wlasciwo$ciami absorpcyjnymi promieniowania o dlugoséci 365 nm (diu-
goé¢ odpowiadajaca promieniowaniu UVA). Z przeprowadzonych dotych-
czas badan wynika, ze TiO2NPs absorbuja réwniez promieniowanie
w zakresie od 200 do 400 nm [53]. Mozna wiec wnioskowad, ze dodanie
tych nanoczastek do kremu spowoduje nadanie mu wlaéciwosci ochron-
nych zaréwno przed promieniowaniem UVA (320—-400 nm), jak 1 UVB
(280-320 nm). Ponadto TiO2NPs nie dziata draznigco na skére oraz ma
wlasciwosci antyalergiczne. Nie zaobserwowano réwniez niebezpiecznego
przenikania TiO2:NPs przez skére. Badane nanoczastki gromadzily sie
zazwycza] w warstwie rogowej naskorka [54, 55, 56].

Rowniez nanoczastki tlenku cynku (ZnONPs) moga byé¢ z powodze-
niem stosowane jako filtry w kremach przeciwslonecznych. Podobnie jak
TiO2NPs, nanoczastki tlenku cynku pochtaniaja promieniowanie sloneczne
o dtugoéci fali do 380 nm, czyli promieniowanie UVA. Swoja popularnosé
zawdzieczaja jednak wysokiej trwaloéci oraz temu, ze nie pozostawiaja
bialych §ladéw na skoérze [2, 57]. Oba zwiazki chronia skére réwniez
wskutek swoich wlasciwosci fizycznych. Tworza one na skérze aglomera-
ty dziatajace jak mikrolustra odbijajace szkodliwe promieniowanie [58].
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3.2. Nanoczastki w terapii kontaktowego zapalenia skéry

Kontaktowe zapalenie skéry jest choroba wywolang nadwrazli-
wosécia na okresélong substancje. Reakcja alergiczna powstaje na skutek
bezpoéredniego miejscowego kontaktu skory z alergenem. Do czynnikéw
najczesciej wywolujacych to schorzenie zaliczamy przede wszystkim
chrom, nikiel, kobalt, formaldehyd czy terpentyne [59]. Niedawno odkry-
to, ze niektdore nanoczastki metali moga skutecznie hamowaé negatywne
skutki kontaktu alergenu ze skora lub nawet blokowaé go calkowicie.
Amerykanski zesp6t badawczy przedstawil wyniki potwierdzajace, iz pre-
parat zawierajacy nanoczastki wapnia jest skutecznym lekiem w terapii
kontaktowego zapalenia skéry wywolanego niklem. Nanoczastki optasz-
czaja jony niklu, chroniac skére przed kontaktem z alergenem. Jest to
istotne odkrycie, poniewaz ok. 10% populacji amerykanskiej wykazuje
nadwrazliwoéé na nikiel [3].

3.3. Przeciwgrzybicze wtasciwosci nanoczastek

Grzybice, inaczej mikozy, diagnozowane sg obecnie u 15-30% po-
pulacji [60, 61]. Najczesciej wystepuje grzybica stop 1 paznokci. W niekto-
rych grupach spolecznych (np. sportowcy, gérnicy) zachorowalno$é siega
nawet 70% [62]. Sa to choroby silnie zakazne, wywolywane przez ok.
2000 gatunkow grzybow [60]. W zwiagzku z duza powszechnos$cia schorzen
grzybiczych zalicza sie je do grupy chordb cywilizacyjnych. Jedna z przy-
czyn zwiekszonego ich wystepowania sa powszechnie stosowane antybio-
tykoterapie oraz leki immunosupresyjne, obnizajace odpornos$é¢ organi-
zmu [61]. Zwiekszona zapadalno$é na grzybice stymuluje rozwdj badan
nad érodkami o dzialaniu grzybobdjczym, ktére mogtyby byé stosowane
w profilaktyce choroby. Nanoczastki metali sa jednymi z substancji spet-
niajacych takie oczekiwania. Witadciwoséci przeciwgrzybicze wykazuja
nanoczastki miedzi (CuNPs) i srebra (AgNPs).

Juz w éredniowieczu uzywano miedzi w celu utrzymania higieny oso-
bistej. W zwiazku z tym podjeto badania nad przeciwgrzybiczym za-
stosowaniem miedzi w rozmiarach nano. Wykazano, ze wskutek wpro-
wadzenia nanoczastek miedzi do materialéw syntetycznych uzywanych
w medycynie zahamowany zostal rozw6j mikroorganizméw na tych two-
rzywach [63, 64, 65].

Usman 1 wsp. wykazali aktywno$é przeciwgrzybicza nanoczastek
miedzi. W swoich badaniach okreélili wptyw CuNPs na wzrost mikroor-
ganizmo6w, réwniez opornych na metycyline Staphylococcus aureus,
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Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis
1 Candida albicans [66]. Na skutek przeprowadzonych badan CulNPs sa
obecnie wykorzystywane jako dodatki do tkanin.

W swoich badaniach Monteiro 1 wsp. wykazali aktywno$¢ przeciw-
grzybiczna AgNPs w odniesieniu do grzybéw Candida albicans i Candida
glabrata [67]. Udowodniono réwniez ze dodanie nanosrebra do zywic
akrylowych zmniejsza zdolnoé¢ adherencji grzybow do stosowanego ma-
terialu. Nie wykazano tutaj dzialania cytotoksycznego i genotoksycznego
AgNPs [68, 69]. Ponadto relatywnie niska cena oraz duza efektywnosé
biobdjcza AgNPs spowodowaly, ze nanosrebro stosowane jest obecnie na
szeroka skale w przedmiotach codziennego uzytku [20]. WlaSciwosci
przeciwgrzybicze nanoczastek srebra sa rowniez wykorzystywane w §rod-
kach biostabilizujacych materiaty obuwnicze, chroniac stopy przed zaka-
zeniem grzybiczym [70].

3.4. Wiasciwosci przeciwbakteryjne nanoczastek

Nanoczastki srebra rowniez znalazly zastosowanie w wielu dzie-
dzinach medycyny. Od dawna bowiem znane s przeciwdrobnoustrojowe
wlasciwos$ci srebra. Jednym z probleméw wspdlczesnej dermatologii sa
zakazenia bakteryjne, ktére najczescie] wywolywane sq przez paciorkow-
ce 1 gronkowce. Gronkowiec ztocisty jest czynnikiem etiologicznym m.in.
zapalenia mieszkéw wlosowych, czyracznosci czy liszajca zakaznego [7].
Poza gronkowcowymi chorobami skéry obecnoéé S. aureus stwierdza sie
na skoérze chorych z atopowym zapaleniem skory (AZS). Bakteryjne cho-
roby skéry sq coraz trudniejsze do wyleczenia z powodu narastajacej an-
tybiotykoopornoéci bakterii. Selekcjonowane sg szczepy oporne na kon-
wencjonalne antybiotyki, co skutkuje koniecznoScig szukania alternatyw-
nych metod leczenia. W zwiazku z tym poszukuje sie coraz nowszych
metod leczenia choréb skéry. Obecnie prowadzone sg zaawansowane ba-
dania nad zastosowaniem nanoczastek, m.in. srebra i cynku, jako sub-
stancji bakteriobdjczej w §rodkach dermatologicznych [6, 71]. Przeprowa-
dzone badania wykazaly bakteriobdjcze dzialanie nanoczastek srebra
w postaci roztworu koloidalnego w stosunku do szczepbéw: Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus sangius 1 Streptococcus
mitis [45]. Stwierdzono réwniez silniejsze wlaSciwo$ci hamujace rozwdj
bakterii S. mutans 1 S. sangius po zastosowaniu nanoczastek ditlenku
tytanu. Rowniez nanoczastki tlenku cynku wykazywaty wlasciwosci ha-
mujace wzrost powyzszych szczepow [72].
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3.4.1. Mechanizm aktywnosci przeciwbakteryjnej nanoczastek

Mechanizm aktywnoéci przeciwbakteryjnej nanoczastek nie zo-
stal jeszcze do konca wyjasniony [73]. Wiadomo, ze nanosrebro oddziatuje
na pojedyncze komoérki [23]. Przeprowadzone w ostatnich latach badania
pozwolily stwierdzi¢, ze nanometal w reakcji z grupa tiolowa (—SH) taczy
sie z bialkiem — mureing, ktéra buduje $ciane komérkowa mikroorgani-
zmu. Proces ten prowadzi do dezaktywacji komérki bakteryjnej [65].

Mureina jest peptydoglikanem (Rys. 2), biopolimerem kwasu mura-
minowego 1 N-acetyloglukozaminy oraz tripeptydem zbudowanym z D-ala-
niny, kwasu D-glutaminowego i kwasu mezodwuaminopimelinowego.
Czasteczka mureiny zbudowana jest z tancuchéw polisacharydowych
potaczonych mostkami peptydowymi. Lancuchy te zbudowane sa
z disacharydéw utworzonych z N-acetyloglukozaminy 1 kwasu N-acetylo-
muraminowego polaczonych wigazaniem [-1,4-glikozydowym. Czasteczki
kwasu N-acetylomuraminowego taczy sie mostkiem peptydowym z tetra-
peptydem. Od liczby mostkéw peptydowych zalezy usieciowienie polime-
ru, a co za tym idzie sztywno$¢ Sciany komérkowej. Lepsze usieciowienie
wykazuja bakterie Gram(+) w stosunku do bakterii Gram(-) [74].
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Rys. 2. Struktura mureiny (peptydoglikanu) [75]

W sklad éciany komoérkowe] wchodza réwniez aminokwasy, m.in.
cysteina 1 metionia, ktore posiadaja grupy —SH w tancuchu bocznym.
Cecha charakterystyczna atomowego srebra jest zdolno$é pochtaniania
tlenu oraz katalizy procesu utleniania. Zaabsorbowany na powierzchni
nanosrebra tlen reaguje z grupami tiolowymi Sciany komoérkowej bakte-
rii, powodujac utworzenie wigzan miedzy dwoma siarkami. Degradowane
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sa w ten sposéb, utozone w poprzek blony komérkowej, drogi przenosze-
nia elektronéw, tzw. tancuch oddechowy bakterii, co powoduje jej obu-
mieranie [23] (Rys. 3).

2(-SH) + 2Ag" — 2(-SAg) + 2H"

Rys. 3. Reakcja nanosrebra z grupami tiolowymi aminokwasu [76]

W reakcji nanosrebra z grupami tiolowymi produktem ubocznym sa
dwa rodniki. Poniewaz posiadaja one wtasciwosci redukujace, w ich obec-
nosci dochodzi do zniszczenia struktur trzeciorzedowych, zaniku aktyw-
noéci biatek iich denaturacji [23, 77].

Bakterie posiadajace zdegradowana $ciane komérkowsa lub nie posia-
dajace jej weale (np. w wyniku dziatania AgNPs) pochlaniaja AgNPs ze
swojego otoczenia. Dowiedziono, ze bakteria Pseudomonas aeruginosa
pochtania 12% AgNPs. Katalityczne wlasciwosci AgNPs powoduja utle-
nienie materiatu genetycznego komoérki. Wykazano réwniez, ze AgNPs
wigza sie z DNA komorki bakteryjnej, nie uszkadzajac przy tym wiazan
wodorowych, zapobiegajac tym samym rozwijaniu DNA, a co za tym idzie
rozmnazaniu bakterii. Nadal nie poznano jednak mechanizmu tego pro-
cesu [23] (Rys. 4).

wic PORY W BLOMIE KOMORKOWE]
POWSTALE NASKUTEK

WARSTWA
PEPTYDOGLIKANU \

DZIALANIA AgNPs

SSG

PERDKSYDACIA LIPIDOW

WYCIEK TRESCI KOMORKOWYCH

Rys. 4. Mechanizm dziatania antybakteryjnego AgNPs wobec E. coli [78]
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Co wazne, $éciana komérkowa komorek eukariotycznych nie jest zbu-
dowana z peptydoglikandw, przez co jest odporna na przedstawiony po-
wyze] mechanizm niszczenia tej struktury [20].

3.5. Wykorzystanie nanoczastek w terapii celowanej

Terapia celowana jest nowa strategia leczenia choréb nowotwo-
rowych. Opiera sie ona na stosowaniu ,inteligentnych” lekéw, specyficz-
nie modulujacych biatka szlaku rozwoju nowotworu. Rozwdj tej metody
leczenia jest mozliwy na skutek prowadzenia badan nad molekularnymi
mechanizmami proliferacji komoérek nowotworowych. Leki celowane ce-
chuja sie wieksza specyficzno$cig 1 zmniejszeniem efektéw ubocznych
terapii [79].

Substancjami spelniajacymi podstawowe wymogi terapii celowanej,
tj. rozpoznawanie i specyficzne atakowanie komodrek nowotworowych,
nieznaczny wplyw na zdrowe, nietransformowane komoérki oraz dotarcie
w odpowiednie miejsce organizmu, sg nanoczastki metali. W zwiazku
Z powyzszym skupiaja one na sobie uwage naukowcéw z catego Swiata
1 staly sie szczegllnie wazne w badaniach nad diagnostyka i leczeniem
nowotworow. Zaletami nanoczastek metali sa rowniez stosunkowo tatwa
synteza, mozliwo§¢ modyfikacji powierzchni, mozliwo$¢ dostosowania
ksztattu 1 wielko$ci do potrzeb, biokompatybilnoéé oraz duza powierzch-
nia w stosunku do rozmiaru [80, 81]. Ponadto NPs moga poprawiaé roz-
puszczalno$é stabo rozpuszczalnych w wodzie lekéw, wydtuzaé okres poél-
trwania leku poprzez zmniejszenie immunogenno$ci oraz zmniejszac
metabolizm lekéw. Zastosowanie nanoczastek w terapii celowanej wiaze
sie ze skréceniem czasu leczenia 1 hospitalizacji. Lek, ktorym powleczona
jest zazwyczaj nanoczastka, ma szanse dotrze¢ w odpowiednie miejsce
W niezmienionym stezeniu.

W zwigzku z powyzszym jako noéniki substancji przeciwnowotworo-
wych stosuje sie state nanoczastki lipidowe, nanosfery polimerowe, nano-
rurki weglowe oraz nanoczastki tlenku zelaza 1 zlota. Obecnie prowadzo-
ne sg badania nad zmniejszeniem cytotoksycznosci terapii nowotwordéw
skoéry, poprzez podanie lekéw cytostatycznych za pomoca nanoczastek
oraz dostarczenie ich w odpowiednie miejsce. Dowiedziono, ze AuNPs
o ksztalcie gwiazdzistym moga dostarczaé chemioterapeutyki prosto do
jadra komoérki nowotworowej, dazac do jej zniszczenia. Jest to mozliwe ze
wzgledu na bardzo duza powierzchnie czynna nanoczastek, umozliwiaja-
ca jednorazowe podanie duzej dawki leku. Prowadzi sie réwniez badania
nad zastosowaniem terapii celowanej wykorzystujacej nanoczastki metali
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jako noéniki powszechnie stosowanych chemioterapeutykéw w leczeniu
czerniaka zlosliwego [82].

Od pewnego czasu w diagnostyce nowotwordéw skéry stosuje sie nano-
czastki tlenku zelaza. Nanomaterialy, w tym nanoczatki, zaczyna sie
wykorzystywaé jako dodatki do kontrastéw lub substancje stosowane do
znakowania molekularnego [83]. Mimo malych rozmiaréw wytwarzaja
one duzy jednostkowy kontrast, przez co mozna zmniejszy¢ ilos¢ podawa-
nej substancji, a tym samym jej toksyczno§é [84].

4. Perspektywy

Wraz z rozwojem medycyny 1 nauk farmaceutycznych na rynku
pojawia sie coraz wiecej preparatow dermoaktywnych. Spowodowane jest
to koniecznoécig pozyskiwania nowych substancji, ktore w przysztoSci
mogaq zastapi¢ stare niedoskonale lub nieskuteczne odpowiedniki. Ponad-
to niektére mikroorganizmy, bedace przyczyna powstawania zmian skor-
nych, uodporniajq sie na powszechnie stosowane substancje, np. antybio-
tyki, w zwiazku z czym konieczne jest opracowywanie nowych metod ich
zwalczania. Ocenia sie, ze nanomaterialy w niedtugim czasie zajma klu-
czowg, pozycje w dezynfekeji, farmacji, medycynie oraz przemyé$le spo-
ZyWCZym.

Do najwiekszych dotychczasowych osiagnie¢ nanotechnologii mozna
zaliczy¢ zmiane farmakodynamiki i farmakokinetyki lekéw, rozwdéj anali-
tyki instrumentalnej, obrazowania molekularnego, identyfikacje specy-
ficznych biomarkeréw choréb czy miniaturyzacje sprzetu [85].

Prawdziwy rozkwit zastosowania nanotechnologii w medycynie odno-
towuje sie w celowanej terapili przeciwnowotworowe] z zastosowaniem
nanoczastek jako noénikéw substancji aktywnych. Liczne badania o sze-
rokiej tematyce przyczyniaja sie do rozpowszechnienia 1 wzmocnienia
celowanej dystrybucji narzadowe] 1 wyeliminowania pobierania leku
przez komoérki, ktore nie sa docelowe. Terapie celowana z wykorzysta-
niem NPs stosuje sie juz w terapii czerniaka skéry, trwaja natomiast
badania nad zastosowaniem tej metody w leczeniu innych nowotwordéw
skéry [86]. Nanotechnologia rozwija sie rowniez w kierunku opracowania
spersonalizowane] terapii antynowotworowej. Chodzi tu o terapie celo-
wana, w ktérej do dostarczania leké6w uzywane beda ,inteligentne” urza-
dzenia o wlasciwosciach teranostycznych. Teranostyka jest polaczeniem
terapii 1 diagnostyki na poziomie molekularnym. Jest to o tyle istotne, ze
wskutek pracy nad zwiekszeniem skutecznosci diagnostyki nowotwordw,
mozemy przyczynié sie do tatwiejszego ich wyleczenia.
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Mimo i1z nanomaterialy moga poprawié¢ biodostepno$é leku 1 rozsze-
rzy¢ zastosowanie terapeutyczne znanych juz lekéw, istnieje niebezpie-
czenstwo, ze bedg one stwarzacé zagrozenie dla ludzi [85]. Ostatnio ukazu-
je sie coraz wiecej doniesien na temat szkodliwego wplywu nanoczastek
na organizm czlowieka. Mowi sie o przenikaniu nanostruktur poprzez
drogi oddechowe wprost do komorek, z ktérych nie moga byé w pelni
usuniete. W literaturze pojawily sie dotychczas doniesienia na temat
szkodliwego wplywu nanoczastek tytanu, kobaltu, zelaza, wolframu czy
nawet srebra. Istotne jest wiec kontynuowanie badan z zakresu toksycz-
nosci nanoczastek oraz zidentyfikowanie ich niepozadanych wlasciwosci.
Dalsze dziatania prewencyjne moga prowadzi¢ do opracowania metod
diagnostyki szkodliwego wplywu nanomateriatéw oraz uregulowan praw-
nych odnoszacych sie do narazania na kontakt z substancjami po-
tencjalnie niebezpiecznymi [87, 88]. Najwieksze wyzwania dla rozwoju
nanotechnologii stanowig obecnie: niewystarczajaca wiedza w zakresie
nanotechnologii, problemy zwiazane z regulacjami prawnymi oraz nadzor
nad bezpieczenstwem farmakoterapii. W zwiazku z tym konieczne jest
prowadzenie badan, ktére w przysztosci udziela odpowiedzi na pytania
dotyczace molekularnych mechanizméw dzialania nanostruktur [89].

Podsumowujac, rozwd) nanotechnologii stwarza nowe mozliwosci jej
wykorzystania w wielu dziedzinach medycyny. Mozliwe stalo sie wpro-
wadzenie nowych metod leczenia zakazen i choréb skéry, m.in. technik
genowych. W celu poprawy biokompatybilnosci i biodystrybucji niekto-
rych preparatéw modyfikuje sie istniejace substancje do skali nano. Stwa-
rza to ogromne mozliwoéci poszukiwania i powstawania nowych skutecz-
nych preparatéw kosmetycznych i lekéw dermatologicznych [90].
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1. Wstep

Nanotechnologia jest coraz prezniej rozwijajaca sie interdyscy-
plinarna dziedzina nauki. Obejmuje ona projektowanie, wytwarzanie
oraz modyfikowanie struktur na poziomie atoméw i czasteczek. Podstawe
nanotechnologii stanowig nanoczastki — struktury mierzone w skali na-
nometrycznej, ktorych rozmiary nie przekraczaja 100 nm. Przedrostek nano
(grec. nanos — karzel) okresla jedna miliardowa cze$é caloéci 1 nm = 109 m.
Tak wiec, stu nanometrowe nanoczastki sa 1000 razy mniejsze od $redni-
cy ludzkiego wlosa (100 pm), a wieksze jedynie od érednicy DNA (10 nm)
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czy tez czasteczki wody (0,1 nm) [1]. Struktury w skali nano, ze wzgledu
na swoje unikatowe wtaéciwoséci, tzn. duzy stosunek powierzchni do roz-
miaréw oraz latwosé penetrowania przez btony biologiczne znajduja coraz
szersze zastosowanie w diagnostyce medycznej, inzynierii tkankowej,
a takze dermatologii 1 kosmetologii [2—4]. Duze nadzieje wigze sie z wy-
korzystaniem nanoczastek w systemach do przenoszenia lekéw, kremach
zmniejszajacych widoczno§é blizn poprzez przyS$pieszenie procesOw na-
prawczych komorek skory, érodkach zwiekszajacych ochrone przed szko-
dliwym dzialaniem promieni slonecznych, a takze diagnostyce obrazowa-
nia chordéb skéry [4, 5].

Jednak te same wlasSciwoSci wplywajace na aktywnoéé farmakolo-
giczna 1 coraz szersze stosowanie nanoczastek w kosmetologii moga nieéé
ze soba, niebezpieczenstwo wynikajace z ich cytotoksycznego dzialania na
ludzkie komérki. Ze wzgledu na nanometrowe rozmiary, nanoczastki
mogg, przemieszczaé sie do ukladu krazenia i1 limfatycznego, a nastepnie
tkanek 1 narzadow. Z latwoscia penetruja btony biologiczne, wnikajac do
wnetrza komorek, gdzie gromadza sie 1 zaburzaja prawidtowe funkcjono-
wanie organelli komoérkowych, m.in. prace mitochondriéw, generujac
zwiekszone iloéci reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA) [6]. Duza
powierzchnia nanoczastek sprzyja wiekszej zdolno$ci wigzania innych
czasteczek, m.in. biatek, wplywajac na ich reaktywnos$é [7]. Ponadto
zdolnoé¢ nanoczastek do tworzenia aglomeratéw powoduje przypadkowe
1 gwaltowne zmiany ich pierwotnego rozmiaru i ksztaltu, a w efekcie wia-
§ciwosci fizykochemicznych, jak 1 aktywnos$ci biologicznej [8]. Zatem tok-
syczne dzialanie nanometrycznych struktur jest silnie zalezne od che-
micznych 1 fizycznych czynnikéw: rozmiaru, ksztattu, stopnia aglomeracji
1 modyfikacji powierzchni, ale takze od rodzaju komérek. Znaczenie majq
takze réznice w fizjologii komérki wynikajace z ich pochodzenia (np. epi-
telialne, limfatyczne), stopien proliferacji (komérki w stanie spoczynku,
nowotworowe), budowa btony komérkowej czy tez przebieg procesu fago-
cytozy [9].

W przypadku biomedycznych zastosowan, nanoczastki sa czesto
wprowadzane do organizmu ludzkiego poprzez iniekcje dozylna, podskér-
na, domiesniowa oraz Sréodgatkowa. Ponadto czlowiek eksponowany jest
na dziatanie nanoczastek w wyniku coraz powszechniejszego ich stoso-
wania w produktach codziennego uzytku. Nanoczastki stanowia rowniez
zanieczyszczenie powietrza w wyniku emisji, a takze spalin przemyslo-
wych, samochodowych czy samolotowych. Wszechobecno§é nanoczastek
w otaczajacym $rodowisku sktonita badaczy do oceny ich wplywu 1 zdol-
noéci przenikania przez skore [4, 10, 11].
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2. Budowa i funkcje skory

Skoéra stanowi bariere ochronna przed czynnikami mechaniczny-
mi, fizycznymi, wnikaniem drobnoustrojow i pasozytow, a takze dziala-
niem szkodliwych substancji chemicznych, w tym ksenobiotykéw. Chroni
przed utrata ptynéw wewnatrzustrojowych, bierze udzial w metabolizmie
bialek, lipidéw, weglowodanéw i witamin. Skora odgrywa réwniez bardzo
wazng, role w regulacji cieplnej organizmu i odpowiedzi immunologiczne;j,
dzieki komorkom Langerhansa, ktére sa zdolne do wychwytywania 1 prze-
twarzania antygenu, zapoczatkowujac odpowiedz zapalng [12, 13]. Uczest-
niczy takze w biosyntezie istotnych zwiazkow, w tym keratyny, kolagenu,
melaniny, lipidéw oraz weglowodanéw. Ponadto skéra, wskutek obecno$ci
stosownych receptoréw, odpowiada za funkcje neurosensoryczne obejmuja-
ce cieplo, dotyk czy bol.

Tréjwarstwowa struktura skory sklada sie z epidermy — naskorka,
dermy — skéry wiasciwej oraz tkanki podskornej. Naskoérek stanowi naj-
bardziej zewnetrzna 1 najciensza warstwe skéry. Sklada sie z nablonka
wielowarstwowego rogowaciejacego plaskiego zawierajacego dwa rodzaje
pierwotnych komoérek. Keratynocyty, ktore stanowia 90-95% wszystkich
komorek, rozmieszezone sa w réznych miejscach naskérka: warstwie pod-
stawnej (Stratum basale), kolczystej (Stratum spinosum), ziarnistej (Stra-
tum granulosum), jasnej (Stratum lucidum) 1 najbardziej zewnetrznej war-
stwie rogowe] (Stratum corneum). W warstwie podstawnej wystepuja takze
melanocyty — komorki barwnikowe, wytwarzajace melanine, komoérki
Merkla — receptor dotyku oraz komoérki Langerhansa [13, 14]. Skéra wla-
Sciwa sklada sie z tkanki lacznej wiasciwej, a z naskdrkiem Scisle taczy ja
blona podstawna. Zawiera gruczoly tojowe i potowe, naczynia krwionoéne
1 limfatyczne, zakonczenia nerwowe, a takze przydatki skéry — mieszki
wlosowe oraz paznokcie. Zbudowana jest z 3 typow wldkien: kolagenowych,
elastylowych i retikulowych, pomiedzy ktérymi wystepuja fibroblasty, hi-
stiocyty, mastocyty, limfocyty, granulocyty oraz komorki plazmatyczne.
Wewnetrzna warstwa skory — tkanka podskérna — zbudowana jest z tkan-
ki tacznej wlaéciwej luznej i tkanki tluszczowej, ktora stanowi rezerwuar
energetyczny [14].

3. Nanoczastki a nowotwory skoéry
Nowotwory skéry, mimo ze nie naleza do najbardziej $miertelnej

formy raka, stanowia najczeéciej wystepujaca postaé nowotworu ztoéli-
wego u rasy biale] w Stanach Zjednoczonych 1 innych krajach [15].
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W Polsce stanowia one 8-10% wszystkich przypadkdéw 1 zgodnie z pro-
gnozami zachorowalnoSci ich liczba bedzie ciagle wzrastac¢ [16]. Najcze-
§ciej wystepujacym nowotworem ztoSliwym jest rak podstawnokomoérko-
wy, ktéry stanowi % wszystkich nowotworow skory. Jednak glownie rak
plaskonabtonkowy oraz czerniak zlo§liwy przyczyniaja sie do wysokiej
liczby umieralnoéci. NajczeSciej wystepuja w krajach silnie naslonecznio-
nych, ze wzgledu na silna ekspozycje na promieniowanie ultrafioletowe
oraz oparzenia stoneczne skoéry, ktoére sa najistotniejszym czynnikiem
ryzyka. W mniejszym stopniu transformacja zdrowych komérek do nowo-
tworowych jest spowodowana promieniowaniem jonizujacym oraz dzialta-
niem na skoére Srodkéw chemicznych, takich jak arsen, pestycydy, herbi-
cydy czy tez weglowodory aromatyczne [17].

Mechanizmy powstawania nowotwordéw skoéry na poziomie moleku-
larnym nadal pozostaja nieznane. W przypadku czerniaka, zaklada sie
stopniowe przeksztatcenie melanocytéw w komorki dysplastyczne, a na-
stepnie komoérki nowotworowe. Inne doniesienia stwierdzaja, ze promie-
niowanie stoneczne przyczynia sie do oksydacyjnego uszkodzenia DNA,
ktére odgrywaja znaczaca role w patogenezie czerniaka, jak 1 innych nie-
czerniakowych (non-melanoma) typéw nowotworéow [18]. Stad tez, aby
zapewnic¢ skuteczng, ochrone przed promieniowaniem zaréwno UVA (400—
320 nm) 1 UVB (320-290 nm) stosuje sie w preparatach kosmetycznych
zwiazki chemiczne lub filtry fizyczne dziatajace jak mikrolustra.

Ciagle jednak poszukuje sie substytutéw w stosunku do obecnie wy-
korzystywanych. W celu polepszenia ochrony przed szkodliwym dziala-
niem promieniowania stonecznego coraz czeéciej aplikuje sie nanoczastki
metali 1 tlenkéw metali do kreméw 1 balsaméw. Uwaza sie bowiem, ze
m.in. duzy stosunek powierzchni nanoczastek do ich rozmiaréw przyczy-
nia sie do zwiekszenia zdolnoéci blokowania nadfioletu [19]. Powszechnie
w kosmetologii uzywane sg juz nanoczastki tlenku cynku (ZnONPs)
1 ditlenku tytanu (TiO2NPs), rzadziej nanoczastki zlota (AuNPs) i srebra
(AgNPs) wykazujace silne wlaSciwosci bakteriobdjcze 1 grzybostatyczne.
Jednak te same parametry wplywajace na korzystne dzialanie nanocza-
stek moga nie$¢ ze sobg niebezpieczenstwo ich stosowania. Jak wiadomo,
nadmierna ekspozycja na promieniowanie UV jest gtéwng przyczyna no-
wotworow skéry. Jednak interakcja promieniowania ultrafioletowego
z nanoczgstkami metali 1 tlenkéw metali moze wzmagaé ten efekt.
Stwierdzono, ze nanoczastki moga przyczynié¢ sie do generowania wzmo-
zonej ilosci RFT, ktore odgrywajg integralng role w procesie fotokancero-
genezy 1 starzenia sie skéry [20].

7 drugiej strony, rézne rodzaje nanoczastek badano réwniez pod ka-
tem ich zastosowania w leczeniu nowotwordéw skéry, zwlaszcza czerniaka,
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w systemach dostarczania lekéw. Jako nanonoéniki wykazuja wiele zalet:
polepszaja rozpuszczalnoéé lekow, modyfikuja ich wlasciwosci farmako-
kinetyczne, zwiekszaja biologiczny okres poéltrwania poprzez redukcje
Immunogennos$ci, a takze poprawiaja biodostepno$é. W tym celu wyko-
rzystano bezpieczne dla organizmu nanostruktury, m.in stale nanoczast-
ki lipidowe, nanosfery polimerowe, nanorurki weglowe, superparamagne-
tyczne nanoczastki tlenku zelaza, a takze nanoczastki ztota [21]. Terapie
przeciwnowotworowe obejmuja tzw. leczenie systemowe, gdzie chemote-
rapeutyki dziataja na caly organizm — zabijaja nie tylko komoérki rakowe,
ale tez znaczaco wplywaja na komorki zdrowe, przyczyniajac sie do wielu
skutkéw ubocznych. Dlatego tez ciekawa alternatywa wydaje sie miej-
scowe podawanie lekéw cytostatycznych za pomoca nanoczastek, zwiek-
szajace skuteczno$¢ terapii [21].

4. Powszechnie stosowane nanoczgstki metali
i tlenkéw metali — wptyw na komérki skéry

4.1. Nanoczastki ditlenku tytanu (TiO,NPs)

TiO2NPs sa szeroko stosowane w kosmetykach, farbach, érod-
kach spozywczych, sportowych ubraniach, Srodkach do czyszczenia po-
wierzchni czy urzadzeniach komputerowych [22]. Ze wzgledu na wysoka
fotostabilno$é, a takze niski potencjal wywotania fotoalergii, TiO2NPs
stanowiq coraz czesSciej sktadnik §rodkéw przeciwslonecznych, pelnigcych
role filtrow promieniowania UV. TiO2NPs absorbuja promieniowanie
o dlugosci fali mniejszej niz 365 nm (fale krétkie UVA) 1 posiadajq ten-
dencje do tworzenia aglomeratéw, co obniza ich skuteczno$é¢ dziatania.
Aglomeraty o rozmiarach 100—200 nm charakteryzuja sie obnizong efek-
tywnoscia ochrony w zakresie UVB, a takze powoduja wyrazne przesu-
niecie pasma absorbujacego w kierunku fal dtuzszych UVA [23]. Fotoka-
talityczna aktywnos$¢ TiOzNPs skutkuje niekorzystnym generowaniem
reaktywnych form tlenu w skoérze [24, 25]. Z tego powodu nanoczastki
zazwyczaj sa powlekane krzemionka lub tlenkiem glinu AlsO3 [26].

W badaniach in vitro zaobserwowano akumulacje TiO2NPs na po-
wierzchni ludzkich keratynocytow linii HaCaT oraz ich pobieranie na
drodze endocytozy. Wskazano, iz nanoczastki ditlenku tytanu dziataja
cytotoksycznie 1 genotoksycznie na keratynocyty, poprzez uszkodzenie
mitochondrialnego DNA i uwalnianie RFT [27]. Przedstawiono réwniez
wyniki wskazujace na indukcje autofagii w ludzkich, pierwotnych kera-
tynocytach, spowodowana dzialaniem TiO2:NPs. Uwaza sie, ze tak indu-
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kowana autofagia jest systemem obronnym komoérki, dzieki ktéremu ke-
ratynocyty utrzymuja wewnatrzkomoérkowa homeostaze, a takze degra-
duja nierozpuszczalne substancje toksyczne, w tym cze$ciowo TiO2NPs.
Jednakze, przy wyzszych stezeniach TiO2NPs, autofagia nie jest zdolna
do powstrzymywania dodatkowych cytotoksycznych efektéw spowodowa-
nych przez nanoczastki, takich jak stan zapalny czy stres oksydacyjny
[28]. Dotychczasowa wiedza nie jest jednak wystarczajaca do wyjasnienia
mechanizméw okres§lajacych interakcje komoérek skory — keratynocytow —
z nanoczastkami. Stad nadal prowadzone sa badania pod tym katem,
ktére stanowia wazny kierunek nanotoksykologii.

Ze wzgledu na zastosowanie nanoczastek w kremach przyspieszaja-
cych proces gojenia, przeprowadzono badania okreslajace wpltyw TiO2NPs
na komorki fibroblastow skéry, ktére odgrywaja kluczows role w tym
procesie. Skupiono sie na dwéch krystalicznych formach: rutylowych i ana-
tyzowych nanoczastkach ditlenku tytanu. Stwierdzono, iz obydwie formy
nanostruktur uszkadzaja funkcje komérkowe — zmniejszaja ich powierzch-
nie, proliferacje, ruchliwo§é oraz ograniczaja zdolno§é do kurczenia sie
wldkien kolagenowych. Z tego powodu nanoczastki zostaly zmodyfikowa-
ne za pomoca polimeru, co spowodowalo zmniejszenie mozliwosci wnika-
nia przez blony biologiczne fibroblastéw, a w efekcie obnizenie poziomu
generowanych RFT. Tak wiec funkcjonalizacja struktury w skali nano za
pomoca, polimeru moze potencjalnie odgrywaé wazna role w ochronie ko-
morek 1 tkanek przed uszkodzeniami [29].

Istotnym elementem jest toksyczno$¢ TiO2NPs spowodowana dziala-
niem ultrafioletu. Mimo ze nanoczastki absorbuja niekorzystne promie-
niowanie UV, pod jego wplywem niekorzystnie oddzialuja na ludzkie ke-
ratynocyty. Poziom fototoksycznosci i uszkodzenie btony komoérkowej
zaleza gltownie od iloéci produkowanych RFT. Nanostruktury o mniej-
szych rozmiarach powoduja wieksze uszkodzenia w komorce, a forma
rutylowa TiOz2NPs charakteryzuje sie mniejszg fototoksycznoscig w po-
réwnaniu z anatazowa [30—32]. Dodatkowo w obecno$ci azotynu TiO2NPs
posiadaja zdolno$é nitrowania reszt tyrozynowych bialek w komoérkach
keratynocytéw pod wptywem UVA, zwiekszajac tym samym ich fototok-
syczno$é [33].

4.2. Nanoczastki tlenku cynku (ZnONPs)

7 uwagi na wysoka fotostabilno$¢, drugim rodzajem nanoczastek
powszechnie stosowanych w kremach przeciwslonecznych sa nanoczastki
tlenku cynku. ZnONPs absorbuja promieniowanie o dtugoéci fali mniej-
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szej niz 380 nm [23]. Stad tez stanowig lepszy sktadnik érodkéw ochron-
nych w poréwnaniu z TiO2NPs, ze wzgledu na lepsza transparentnos$c,
a takze prawie catkowite pochlanianie promieniowania UVA, ktére
jest glownie odpowiedzialne za fotostarzenie sie skoéry, odczyny foto-
toksyczne 1 fotoalergiczne oraz powstawanie zmian nowotworowych
skéry [19]. ZnONPs o rozmiarze 20-30 nm wykazuja silne wlasciwosci
przeciwbakteryjne, co wykorzystuje sie m.in. w przemys$le tekstylnym,
przy wytwarzaniu tkanin stosowanych nastepnie do produkcji odzie-
zy [34]. Nanoczastki tlenku cynku posiadaja réwniez wyrazne wlasciwo-
§ci przeciwzapalne, a takze przyS$pieszajg procesy naprawcze ran sep-
tycznych, redukujac infekcje bakteryjne skéry, co przyczynia sie do ich
zastosowania w masciach [34, 35].

Wraz z rozwojem nanotechnologii i coraz szerszym wykorzystaniem
nanoczastek pojawiaja sie doniesienia literaturowe na temat ich toksycz-
noéci. ZnONPs w ludzkich epidermalnych keratynocytach linii HaCaT
zaburzaja prace mitochondriow i1 powoduja uwolnienie dehydrogenazy
mleczanowe] na skutek uszkodzenia btony komodrkowej. Co wiecej,
ZnONPs generuja RFT, ktore indukuja oksydacyjne uszkodzenia orga-
nelli keratynocytéw, przyczyniajac sie przez to do wywotania procesu
apoptozy [36]. Dodatkowo ZnONPs wplywaja znaczaco na ekspresje ge-
néw kodujacych dysmutaze ponadtlenkowsa (SOD) oraz peroksydaze glu-
tationowa (GPx). Zaobserwowano zwiekszony poziom SOD, odpowiadaja-
cej za reakcje dysmutacji rodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru,
oraz obnizong aktywno§é GPx, chronigcej komoérki przed uszkodzeniem
spowodowanym dzialaniem H2O:z [37]. Udowodniono takze, ze ZnONPs
dziataja genotoksycznie na pierwotne ludzkie komoérki keratynocytow
skoéry, co moze wigzaé sie z ich potencjalnymi wlasciwo$ciami pronowo-
tworowymi [38].

Badania in vitro przeprowadzone na ludzkich fibroblastach skéry wy-
kazaty, ze ZnONPs zaburzaja prawidlowe funkcjonowanie mitochon-
driéw, a takze indukuja apoptoze poprzez kinaze proteinowa p38 akty-
wowang mitogenami oraz aktywacje biatka p53 [39].

ZnONPs jest powszechnie stosowanym fotokatalizatorem. Z tego
wzgledu wazne sg badania nad toksycznym efektem dzialania ZnONPs
na komoérki skory, pod wplywem promieniowania UV. Fototoksycznosc,
a takze fotogenotoksyczno§¢é ZnONPs w stosunku do ludzkich keratyno-
cytéow skéry przejawia sie generacjq rodnikow hydroksylowych, uwal-
nianiem dehydrogenazy mleczanowe] oraz powstawaniem 8-hydroksy-
-2’deoksyguanozyny (8-OH-dG) — produktu oksydatywnego uszkodzenia
DNA [40, 41].
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4.3. Nanoczastki ztota (AuNPs)

AuNPs, ze wzgledu na ich tatwo§é syntezy, stabilno$¢ chemiczna
oraz unikatowe wtasciwos$ci optyczne ciesza sie duzym zainteresowaniem
naukowcéw 1 technologéw. Jednak w literaturze istnieje niewiele donie-
sien na temat oddzialtywania nanoczastek ztota na komoérki skoéry.

Dotychczas przeprowadzono badania m.in. na ludzkich fibroblastach
skoéry. Stwierdzono, iz 14 nm AuNPs mogg latwo penetrowaé ich blone
komoérkowa 1 akumulowaé sie w wakuolach. Obecno$é nanoztota od-
powiadala za nieprawidlowe filamenty aktynowe oraz nietypowy sklad
macierzy zewnatrzkomoérkowej fibroblastow. Wskutek tego aktywnos§é
komorek zostata uszkodzona. Znacznej zmianie uleglta proliferacja fibro-
blastéw, ich wzrost 1 adhezja, a takze synteza odpowiednich biatek two-
rzacych matrix [42]. Inne badania wskazuja, ze duza powierzchnia
nanoczastek zlota moze przyczyni¢ sie do polepszenia adherencji keraty-
nocytow, co umozliwiloby ich zastosowanie w biomedycznych materiatach
wykorzystywanych w inzynierii tkankowej skéry. Dlatego tez zostaly
poddane analizie wlasciwoéci 34 nm AuNPs w badaniach in vitro na
pierwotnych mysich keratynocytach. Wykazano, ze niskie stezenia
AuNPs <5 ppm promowaly proliferacje komoérek, zas wyzsze dzialaty
cytotoksycznie [43].

4.4. Nanoczastki srebra (AgNPs)

Z powodu czestego wystepowania choréb zwiazanych z infekcjami
wywolanymi przez patogenne bakterie, a takze wzrostem ich opornosci
na stosowane dotychczas antybiotyki, poszukuje sie nowych przeciwbak-
teryjnych zwiazkow.

Azotan srebra byl stosowany jak érodek odkazajacy rany juz od cza-
séw I wojny Swiatowe). Ze wzgledu na szeroki dostep do antybiotykéw
obecne uzycie zwiazkow srebra ogranicza sie jedynie do miejscowego
wykorzystania ich w kremach przeznaczonych do ran oparzeniowych.
Ponowne zainteresowanie srebrem znacznie wzrosto w czasach inten-
sywnego rozwoju nanotechnologii, ktéra umozliwila jego zastosowanie
w skali nano. W poréwnaniu ze zwiazkami srebra, nanoczastki charakte-
ryzujq sie zwiekszona powierzchnia aktywna, co wplywa na ich niezwy-
kte wtasciwosci fizykochemiczne i dziatanie biologiczne [44].

Badania przeprowadzone na myszach wykazaty, ze AgNPs przy$pie-
szaja gojenie sie ran poprzez hamowanie aktywnosci bakterii, a takze
redukowaty wywolany stan zapalny [45]. Proces zabliZniania obejmuje
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reepitalizacje, ktéra jest skomplikowanym i1 wieloetapowym procesem,
polegajacym na migracji i proliferacji keratynocytéw w warstwie naskor-
ka [44]. Stad wazne jest poznanie mechanizméw dzialania AgNPs na
komorki skéry. Zaobserwowano, iz ekspozycja pierwotnych komoérek epi-
dermalnych keratynocytéw na dzialanie 15 nm AgNPs zmniejszyla ich
metabolizm, zywotno$é, a takze proliferacje 1 migracje. Diuzsza ekspozy-
cja na AgNPs prowadzila do aktywacji kaspaz 3/7 1 uszkodzenia DNA,
$§wiadczac o toksycznych 1 genotoksycznych wlasciwosciach [46]. Z drugiej
jednak strony wykazano, ze AgNPs o rozmiarach w zakresie 10—-50 nm
moga, by¢ potencjalnym chemoprotektorem komérek skory przed promie-
niowaniem UVB, ktore indukuje uszkodzenia DNA 1 apoptoze, w konse-
kwencji prowadzac do mutacji komérek [47].

4.5. Przenikanie nanoczastek przez skére

Kontrowersyjnym tematem jest przenikanie struktur nanome-
trycznych przez skoére. Jak wiadomo, zgodnie z teoria przezskornego
przenikania substancji, tylko lipofilne czastki o masie mniejsze] niz
600 Da posiadaja zdolno$é biernego przenikania. Cze$é danych literatu-
rowych na temat przezskérnego wchtaniania sugeruje, ze nanoczastki nie
przenikaja poza warstwe rogowa (SC) naskorka. Inne prace wskazuja, ze
nanostruktury metali (np. zelaza) sa zdolne do przenikania przez war-
stwe lipidowa, SC i otwory mieszka wlosowego, docierajac do warstwy
ziarnistej. W niektérych przypadkach stwierdzono nawet ich obecno$é
w warstwie kolczystej 1 podstawnej [48, 49]. Na absorpcje nanoczastek
wplywa wiele czynnikéw, ktoére nie sa dokladnie poznane, m.in. wlasci-
wosci fizykochemiczne NPs, takie jak: rozmiar, ksztatt, tadunek oraz po-
wierzchnia. Istotna role odgrywa réwniez stan skéry. Uwaza sie, ze nano-
czastki o rozmiarach <4 nm z latwoS$cia przenikaja przez nienaruszong
skore, 4-20 nm NPs potencjalnie moga penetrowaé zaréwno zdrowa, jak
1 uszkodzong tkanke, nanoczastki 21-45 nm potrafia przenikaé jedynie
przez uszkodzona skére, a wieksze NPs>45 nm nie posiadaja zdolnosci
penetracji [50].

5. Perspektywy
Nanotechnologia jest relatywnie nowa dziedzina, stad dotychcza-

sowy stan wiedzy nie jest wystarczajacy do wyjasnienia szkodliwego
wplywu nanoczastek na zdrowie cztowieka. W dostepnej literaturze ist-
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nieja publikacje dotyczace oddzialywania nanoczastek ditlenku tytanu
1 tlenku cynku na komdrki skéry. Natomiast nanoczastki srebra i zlota sg
malo poznane pod wzgledem cytotoksyczno$Sci w stosunku do komoérek
keratynocytéw 1 fibroblastow. Zwraca réwniez uwage brak danych na
temat wrazliwoéci melanocytéw, ktorych transformacja gtéwnie odpowia-
da za powstawanie czerniaka zto§liwego, na dzialanie nanoczastek.

Zarowno aktywnos$é farmakologiczna, jak 1 toksyczno$§é nanoczastek
zalezy od ich wtaéciwoséci fizycznych i chemicznych: rozmiaru, ksztaltu,
funkcjonalizacji oraz stezenia i czasu ekspozycji. Stad wazne sa badania
wyjaéniajace molekularne mechanizmy dzialania nanometrycznych
struktur na komoérki skory, ale z uwzglednieniem ich pelnej charaktery-
styki w ukladzie biologicznym. Istotne sa réwniez badania pozwalajace
okresli¢, w jaki spos6b koespozycja nanoczastek z innymi czynnikami, np.
UV, wplywa na ich aktywno$¢ biologiczng wobec komoérek skory. Zbada-
nie powyzszych aspektéw umozliwi ich bezpieczne zastosowanie w prepa-
ratach kosmetycznych zaréwno chroniacych przed promieniowaniem ul-
trafioletowym, przyépieszajacych gojenie ran, jak 1 tagodzacych stany
zapalne czy tez wykazujacych wlasciwosci antybakteryjne.
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1. Wstep

Miesak kosciopochodny (tac. osteosarcoma) jest rzadko wystepu-
jacym pierwotnym nowotworem zto§liwym kosci, ktéry dotyka okoto 1135
pacjentow rocznie na terenie Unii Europejskiej [1]. W Polsce kazdego
roku odnotowuje sie okoto 70 nowych zachorowan na miesaka kosciopo-
chodnego. Najczesciej chorujg osoby w drugiej dekadzie zycia (10-20 lat)
w czasile intensywnego wzrostu organizmu. Powodem wystepowania owe-
go schorzenia sa prawdopodobnie okres dojrzewania, intensywnego wzro-
stu, zmiany hormonalne, ktére stanowia przyczyne zaburzen odpowiedzi
immunologicznej, co sprzyja transformacji nowotworowej. Nowotwor
rozwija sie przez dlugi czas, a faza utajona, w ktérej dochodzi do nagro-
madzenia mutacji prowadzacych do transformacji nowotworowej, moze
trwac od kilku do kilkudziesieciu lat [2]. Pie¢ lat to przecietny okres roz-
woju guza o $rednicy 1 cm [3] (Rys. 1). Miesaki kosci pochodza od prymi-
tywnych mezynchemalnych komoérek tworzacych kosSci, charakteryzuja-
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cych sie wysoka zdolno$cia do przerzutowania [4, 5]. Kostniakomiesak
nalezy do najczeéciej wystepujacych nowotworéw koSci 1 zajmuje trzecie
miejsce w czestoscl pojawiania sie wérdd dzieci 1 mtodziezy [6]. Obecnie
stosowane metody leczenia nie zmienily sie od 30 lat. W zwiazku z tym
5-letni wspétczynnik przezywalnos$ci wynosi 0-29% w przypadkach prze-
rzutujacej formy nowotworu [7].

Rys. 1. Rozw(j miesaka ko§ciopochodnego

2. Metody leczenia

Leczenie glownie polega na resekcji. Rowniez radioterapia jest
zalecana w przypadku guzéw pierwotnych [8]. Niestety rozprzestrzenia-
nie sie komérek nowotworowych z nieamputowanej konczyny stanowi
state zagrozenie, powodujac silny bél 1 przewlekly stan chorobowy u wiek-
szoécl pacjentéw. Wstepne badania nad interferonem wydaja sie obie-
cujace [9]. Kolejng préba znalezienia lekarstwa byly niespecyficzne kom-
binacje chemioterapeutykéw. ,,Compadri” jest skréotem od kombinacji
cyklofosfamidu, Oncovinu, winkrystyny (Oncovin), doksorubicyny (adria-
mycyna), melfalanu i metotreksatu [10]. Compadri stanowil pierwsze
racjonalne préby zastosowania chemioterapii u chorych jako uzupetniaja-
ca chemioterapie pooperacyjna [11]. Ponadto wysokie dawki metotreksa-
tu stanowily gltéwna bron w leczeniu miesaka koéci. Cisplatyna nato-
miast wywiera dzialanie cytotoksyczne poprzez platynowanie DNA.
Podawana jest dozylnie badz dotetniczo [12]. Cyklofosfamid lub ifosfamid
stanowia dwa gléwne czynniki alkilujace stosowane w leczeniu miesaka
koéci, ale wymagaja aktywacji przez mikrosomy watrobowe [13]. W celu
zidentyfikowania nowych §rodkéw, badano zamkniety w liposomach
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zwiazek biologiczny mifamurtyd [14]. Kostniakomiesak jest nowotworem
chemiowrazliwym, ale nie chemiouleczalnym, w zwigzku z tym bez lecze-
nia chirurgicznego chemioterapia nie moze by¢ w petni skuteczna. Obec-
nie duze nadzieje wigze sie z zastosowanie osiggnie¢ nanotechnologii
w terapil nowotworowe;.

3. Nanomedycyna

Jednym z gléwnych zastosowan nanotechnologii jest nanomedy-
cyna [15]. Ogdlnie nanotechnologia jest rozumiana jako dziedzina nauki
po$wiecona projektowaniu, budowie 1 wykorzystaniu struktur funkcjonu-
jacych w nanoskali (100 nm lub mniejszej) (Rys. 2). W nanoskali wlasci-
woscl materialdw czesto réznig sie od odpowiednich materiatéw w skali
makro. W rzeczywisto$ci podstawowe cechy danego materiatu, takie jak
temperatura topnienia, wlasno$ci magnetyczne, a nawet taka wlasciwosé
jak kolor, moga by¢ dokladnie kontrolowane w procesie nanotechnolo-
gicznym bez zmiany skladu chemicznego [16]. Nanoczastki moga by¢ za-
projektowane jako nanoplatformy do skutecznego 1 ukierunkowanego
dostarczania lekéw oraz jako znaczniki pokonujace liczne bariery biolo-
giczne, biofizyczne i biomedyczne. W poréwnaniu z tradycyjnymi meto-
dami z zastosowania nanourzadzen in vitro i ex vivo wynikaja oczywiste
korzySci. Niestety istnieja bariery utrudniajace wykorzystanie metod
nanotechnologicznych w leczeniu klinicznym. Naleza do nich biokompa-
tybilno§¢, kinetyka in vivo, skutecznoéé celowania w komérki nowotwo-
rowe, ostra 1 przewlekla toksyczno$¢, mozliwo$é uwalniania do systemu
retikuloendotelialnego i efektywno$¢ kosztowa [15].
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4. Wptyw wybranych nanoczgstek
na komorki nowotworowe w badaniach in vitro

4.1. Nanoczastki srebra

Nanoczastki srebra maja rézne zastosowania w medycynie, ktore
wynikaja z ich szerokiego spektrum aktywnoS$ci biologicznej: dziatania
przeciwzapalnego, przeciwnowotworowego 1 antyangiogenetycznego [17].
Istnieje niewiele publikacji wykazujacych przeciwnowotworowe dzialanie
nanoczgstek srebra. Potencjalnym miejscem ekspozycji na nanoczastki
jest uklad oddechowy, dlatego badano dzialanie nanoczastek srebra po-
wlekanych poli(winylopirolidonem) i jonéw srebra na linii komérkowe;j
ludzkiego raka ptuc A549. Wykazano, ze zaréwno nanoczastki srebra, jak
1 jony srebra moga wywolywaé stres oksydacyjny skorelowany z cyto-
1 genotoksycznoscig [18]. Oceniano réwniez toksyczne dziatanie niepo-
wlekanych i1 powlekanych nanoczastek srebra na zywotno§é kostniako-
miesaka (MG-63) i nowotworu pluc (A549). Nanoczastki srebra wykazaty
wysoka toksyczno$é, powodowaly apoptoze i zatrzymanie cyklu komor-
kowego w fazie G2 w obu liniach komérkowych [19]. Dziatanie cytotok-
syczne zsyntetyzowanych nanoczastek srebra z zastosowaniem Solanum
nigrum 1 Cardiospermum halicacabum okreélano na ludzkiej linii ko-
moérkowej miesaka kosci (MG-63) [20]. Stwierdzono, ze nanoczastki sre-
bra funkcjonalizowane skrobia wydaja sie dziala¢ w sposoéb zalezny od
p53 jako substancja przeciwnowotworowa [21]. Nanoczastki srebra syn-
tetyzowane przy uzyciu ekstraktow z makroglonéw Gracilaria edulis
badano wobec ludzkich linii komoérek raka prostaty (PC3). Aktywno$é
przeciwnowotworowsa, in vitro nanoczastek srebra bioredukowanych za
pomoca niedojrzatych owocéow Solanum trilobatum wykazano wobec linii
komorek ludzkiego raka sutka (MCF 7) [22]. Z kolei przeciwnowotworowe
dziatanie koloidalnego srebra modyfikowanego przy uzyciu wyciagu
z kory Moringa olifera wykazano w komorkach ludzkiego raka szyjki
macicy (HeLa) [23]. Ponadto w badaniach na ludzkich komérkach raka
szyjki macicy HeLa wykazano, ze toksyczno$é nanoczastek srebra zalezy
od ich rozmiaru [24].

Nanoczastki moga powodowaé dzialanie toksyczne poprzez stres ok-
sydacyjny oraz reakcje zapalng poprzez tworzenie reaktywnych form tle-
nu (RFT) 1 indukowanie stresu oksydacyjnego w komoérce. Wewnatrzko-
moérkowy zredukowany glutation (GSH) usuwa tworzace sie w komoérce
RFT i utlenia sie do GSSG. Wykazano, 1z nanoczastki srebra zmniejszaja,
poziom wewnatrzkomérkowego GSH 1 zwiekszaja generowanie tlenku
azotu (NO) [25]. TNF-a pobudza szereg drog przekazywania sygnatéow, co
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prowadzi do stanu zapalnego, apoptozy i uszkodzenia tkanek. Stwier-
dzono, ze poziom TNF-a jest zwiekszony przez dzialanie nanoczastek
srebra [26]. Zaobserwowano rowniez, ze nanoczastki srebra wplywaja na
cykl komérkowy 1 powoduja zatrzymanie go w fazie G1 1 S, prowadzac do
apoptozy [25]. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej sa prote-
inazami, ktére biora udzial w degradacji matrycy zewnatrzkomérkowe;j
oraz moga by¢ aktywowane przez GSSG 1 RFT. Ponadto tkankowe inhibi-
tory metaloproteinaz sa specyficznymi inhibitorami, ktére biora udzial
w regulacji lokalnego dziatania kolagenaz w tkance. Sugeruje sie, ze
nanoczastki srebra dziataja toksycznie poprzez indukcje genéw MMP
1 TIMP [25]. Przypuszcza sie, ze nanoczastki srebra fagocytowane przez
komérki RAW indukujg cytotoksyczno$é w stosunku do komoérek przez
jonizacje czasteczek. Fagocytoza nanoczastek srebra stymuluje sygnali-
zacje zapalng poprzez wytwarzanie RFT w komodrkach makrofagow,
a nastepnie aktywowane makrofagi indukuja wydzielanie TNF-a. Obser-
wowane efekty wskazuja, 1z srebro wykazuje dzialanie toksyczne przez
mechanizm typu konia trojanskiego [25, 27, 28].

Liczne badania wykazaly, ze toksyczno§é nanoczastek srebra zalezy
od ich rozmiaru 1 rodzaju powierzchni [24, 29-31]. Podobnie do innych
nanoczastek rozmiar nanoczastek srebra jest zwiazany z komérkowymi
procesami wychwytu [24]. Wykazano, 1z funkcjonalizacja ma wplyw na
powinowactwo nanoczastek srebra do powierzchni komérki i uwalnianie
jonéw Ag*, co stanowi réwniez prawdopodobny mechanizm dziatania na-
noczastek srebra [31, 32]. Zbadanie tych wlasciwosci 1 ich wplywu na
biologiczng aktywno$é nanoczastek srebra jest wazne podczas ich pro-
jektowania 1 wykorzystania w réznych dziedzinach naszego zycia [33].
Syntetyzowane nanoczastki srebra powlekane sa takimi zwiazkami, jak
kwas cytrynowy, polisacharydy, §rodki powierzchniowo czynne, biatka,
polimery i NOM (naturalna materia organiczna) [34—36]. Oprocz zwiaz-
kéw organicznych, do funkcjonalizacji powierzchni nanoczastek wykorzy-
stuje sie nieorganiczne ligandy, takie jak siarczek, chlorek, boran i we-
glan [37, 38]. Przypuszcza sie, ze niepowlekane nanoczastki srebra sa
bardziej toksyczne niz funkcjonalizowane powierzchniowo oraz ze wiel-
ko&é 1 rodzaj powloki sa rOwniez waznymi czynnikami przyczyniajacymi
sie do toksycznos$ci nanoczastek [33]. Poréwnujac powlekane nanoczastki
srebra o tej samej wielkoSci, stwierdzono, ze nanoczastki funkcjonalizo-
wane poli(winylopirolidonem) spowodowatly obnizenie zywotnoéci komo-
rek makrofagéw J774A.1 1 komérek nablonkowych HT29 w poréwnaniu
z nanoczgstkami funkcjonalizowanymi cytrynianem, wykazujac toksycz-
no$¢ zalezna od rodzaju funkcjonalizacj [33]. Oceniano wplyw powlekania
cytrynianem, dekstranem, 5 i 20 kDa, poli(glikolem etylenowym) (PEG)
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1 poli(winylopirolidonem) na aglomeracje, rozpuszczanie i toksyczno$é na-
noczastek srebra. Dowiedziono, ze zaréwno toksyczno$¢ hemolityczna i szyb-
koé¢ rozpuszczania byly najwyzsze, gdy zastosowano powlekanie 5 kDa
PEG. Natomiast toksyczno§¢ 1 szybko§¢ rozpuszczania spadaly wraz ze
wzrostem wielko$ci aglomeratdéw, niezaleznie od rodzaju funkcjonalizacji
powierzchniowej [39]. Wykazano réwniez mozliwo$é zastosowania kom-
pleksu nanoczastek srebra z kwasem a-liponowym jako adiuwantu w
radioterapii raka, w celu ochrony normalnych tkanek przed uszkodze-
niem w wyniku promieniowania, a takze w celu zwiekszenia aktywnosci
przeciwnowotworowe] promieniowania gamma [40].

4.2. Nanoczastki ztota

Istnieje wiele podtypéw nanoczastek zlota sklasyfikowanych na
podstawie rozmiaru 1 ksztattu oraz wlasciwoéci fizycznych. Nanosfery
zlota (zloto koloidalne) o érednicy od 2 nm do ponad 100 nm moga byé
syntetyzowane metoda kontrolowanej redukeji wodnego roztworu HAuCls
za pomoca réznych érodkow redukujacych badz ligandéw, w réznych wa-
runkach. Miedzy innymi stosowane sa: cytynian [41], tiole [42], aminy
[43], fosfowododr [44] czy $rodki powierzchniowo czynne [45]. Nanopaltecz-
ki zlota sg zwykle syntetyzowane za pomoca metody elektrochemicznego
osadzania zlota w nanoporach matrycy poliweglanowej lub wykonane;j
z tlenku glinu [46]. Obrazowanie optyczne, obejmujace wykorzystanie
nanoczastek zlota jako §rodkéw kontrastowych, ma bardzo ograniczone
zastosowanie w badaniach na ludziach. Nanoskorupki zlota, o pikach
powierzchniowego rezonansu plazmonowego w zakresie niskiej podczer-
wieni, mozna wytwarzaé przez powlekanie kulek krzemionkowych lub
polimerowych powlokami zlota o zmiennej grubosci [47]. Zlote nanoklat-
ki, charakteryzujace sie kontrolowana wielko$cia poréw na powierzchni,
zsyntetyzowane sa metoda galwanicznej reakcji wymiany miedzy nano-
kostkami srebra i wodnym roztworem HAuCls [48]. Powierzchniowo
wzmocniona spektroskopia ramanowska (SERS — ang. surface enhanced
Raman spectroscopy) jest technika optyczng znacznie bardziej czulg niz
technika fluorescencji i chemiluminescencji, o wysokim poziomie multi-
pleksowania oraz najwyzsze] wydajno$ci we krwi 1 innych matrycach
biologicznych. W zwiazku z tym nanoczastki SERS odgrywaja coraz
wieksza role w dziedzinie onkologii [49]. Nanosfery ztota SERS (~ 13 nm
$rednicy) oznakowane Cy3, nici oligonukleotydowe powleczone alkanotio-
lem byly uzywane jako sondy do monitorowania obecno$ci specyficznych
nici DNA [50].
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Nanotechnologia znajduje coraz szersze mozliwoéci zastosowania
w walce z nowotworami, obejmujac obrazowanie molekularne, diagnosty-
ke molekularnej terapii celowanej 1 bioinformatyke [15]. Nanoczastki
zlota powlekane oligonukleotydami wykorzystywane sa do wykrywania
polinukleotydéw lub bialek (np. p53, gen supresorowy nowotworu), z za-
stosowaniem réznych metod, takich jak mikroskopia sil atomowych [51],
elektroforeza zelowa [52], chronokulometria [53], techniki woltametrycz-
ne [54], powierzchniowy rezonans plazmonowy [55] czy spektroskopia
Ramana [50]. Nanoczastki zlota znajduja rowniez wiele innych zastoso-
wan, jak testy immunologiczne [56], testy do oznaczania bialek [57],
spektrometria mas jonéw wtérnych [58], elektroforeza kapilarna [59] czy
wykrywanie komoérek nowotworowych [60, 61]. Wszechstronne wlasciwo-
§ci optyczne nanoczastek ztota pozwalaja na obrazowanie optyczne komo-
rek 1 fantoméw za pomoca ré6znych mechanizméw kontrastowych: techni-
ki fototermiczne [62], ciemnego pola [63], diagnostyka obrazowa [64] oraz
mikroskopia fluorescencyjna i skaningowa [65]. Wiele nanoczastek o wla-
§ciwosciach paramagnetycznych znajduje zastosowanie w technice rezo-
nansu magnetycznego, zaréwno przedklinicznie, jak 1 klinicznie [66, 67].
Dowiedziono, ze nanoskorupki AusCui zdolne sa do zwiekszania kontra-
stu w naczyniach krwionoénych in vivo, w zwigzku z tym zaproponowano
ich potencjalne zastosowanie w angiografii rezonansu magnetycznego
jako kontrast [68].

Badania nad terapiami stosujacymi nanoczastki zlota oparte sa w wiek-
szoécl na fototermicznych metodach niszczenia komérek nowotworowych,
ktére moga byé potencjalnie uzyteczne w praktyce klinicznej. Po naswie-
tleniu za pomoca impulséw lasera o odpowiedniej dtugoéci fali, okreslone
nanosfery, nanopaleczki, nanoskorupki i nanoklatki ztota moga zabijac
bakterie [69] oraz komoérki rakowe [70-72]. W jednej z prac okreslono, iz
potrzebne jest 5000 nanoskorupek ztota na kazda komoérke raka gruczotu
krokowego w celu osiggniecia $mierci komérkowej [73]. Nanosfery ztota
(0 2-4 nm $rednicy) stabilizowane ftalocyjaninami opisano w fotodyna-
micznej terapii hodowli komérek nowotworowych [74]. Wykazano, ze nano-
czastki ztota zwiekszaja aktywno$é antyproliferacyjng 1 poziom apoptozy
komorek ludzkiego watrobiaka indukowanych przez chemioterapeutyk
Paclitaxel [75]. Istnieja doniesienia dotyczace zastosowania nanoczastek
zlota jako noénikéw lekéw. Uklad skladajacy sie z nanoczastek zlota
pokrytych poli(tlenkiem etylenu), ,zatadowanych” TNF-a, zostal skon-
struowany w celu maksymalizacji destrukcji guza 1 zminimalizowania
toksycznos$ci ogélnoustrojowej TNF-a [76]. Polaczenie metotreksat — na-
noczastki ztota zbadano w warunkach in vitro i in vivo pod katem cyto-



246 K. Pyszka, I. Inkielewicz-Stepniak

toksycznoSci. Stwierdzono, iz koniugaty cytostatyk — nanoczastki dziataja
bardziej efektywnie niz sam metotreksat [77]. Kompozyty hydrozelu
1 nanoskorupek zlota zostaly opracowane w celu fototermalnie modulo-
wanego dostarczania lekéw [78].

4.3. Nanoczastki tlenku cynku

Wéréd materialéw nieorganicznych, nanoczastki tlenkéw metali
sq szczegolnie interesujace. Tlenek cynku (ZnO) nalezy do grupy tlenkow
metali, ktéra charakteryzuje sie wiadciwoéciami fotokatalitycznymi,
fotoutleniajacymi wobec chemicznych i biologicznych czasteczek [79].
Ponadto ZnO wykorzystuje wielofunkcyjne nanoplatformy, ktére bom-
barduja komoérki nowotworowe z zewnatrz, poprzez uwalnianie RFT [80].
Nanoczastki ZnO wywieraja dziatanie cytotoksyczne na linie komoérkowe
ludzkiego glejaka A172, U87, LNZ308, LN18 i LN229, podczas gdy nie
zaobserwowano efektu cytotoksycznego wobec zdrowych ludzkich astro-
cytéw [81]. Stwierdzono takze, ze nanoczastki ZnO indukuja $émieré¢ ko-
moérkowa w liniach komoérkowych raka piersi 1 prostaty, podczas gdy nie
zaobserwowano istotnego statystycznie wplywu na przezywalnoéé odpo-
wiednich prawidlowych (nietransformowanych nowotworowo) komoérek
piersi i prostaty [81]. Ponadto wykazano, ze toksyczno$é wobec ludzkich
komorek raka kosci MG 63 byla znacznie wyzsza niz dotychczas obser-
wowane przez innych badaczy na odpowiednich pierwotnych komérkach,
co sugeruje selektywna toksyczno$é ZnO wobec komdrek nowotworowych.
Stwierdzono réwniez wplyw powlekania na toksyczno$é nanoczastek ZnO
wobec linii komérek nowotworowych — najnizsza toksycznosé wykazywaly
nanoczastki ZnO powlekane skrobig organiczna, [82].

Wykazano, ze nanoczastki ZnO selektywnie wywoluja apoptoze w ko-
morkach ludzkiego raka watroby HepG2, ludzkiego gruczolakoraka ptuc
Ab549 oraz ludzkiego raka nabtonka oskrzeli BEAS-2B. Apoptoza wywo-
lywana jest przez RFT za poérednictwem szlaku p53, poprzez ktory dzia-
la wiekszo$é lekow przeciwnowotworowych [83]. Obserwacje przeprowa-
dzone na ludzkich komérkach raka watroby (SMMC-7721) wykazaly, ze
nanopateczki ZnO moga wywotaé wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia
przeciwnowotworowego leku — daunorubicyny — 1 zwiekszy¢ jego poten-
cjalna skutecznos$é przeciwnowotworowa. Wyniki te wskazuja, ze nanopa-
teczki ZnO moga skutecznie dziataé jako noénik daunorubicyny w terapii
celowanej [84]. Zaobserwowano réwniez, ze eksponowanie ludzkich ko-
moérek raka jelita grubego (LLoVo) na dzialanie nanoczagstek ZnO spowo-
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dowato znaczace statystycznie obnizenie zywotno§ci komorek, zwieksze-
nie poziomu H202/OH*, obnizenie poziomu O3z 1 GSH-*, depolaryzacje
blony wewnetrznej mitochondrium, apoptoze 1 uwolnienie interleukiny-8.
Zatem stres oksydacyjny jest gtdéwnym czynnikiem powodujacym cytotok-
sycznoé¢ nanoczastek ZnO w komérkach raka jelita grubego [85].

4.4. Nanoczastki ditlenku tytanu

Czastki TiO2 w skali mikro sq zazwyczaj biologicznie i chemicz-
nie obojetne [86]. Pod wptywem promieniowania ultrafioletowego, czastki
TiO2 moga generowaé aktywne wolne rodniki (*OH 1 O3°), ktore sa odpo-
wiedzialne za rozklad substancji organicznych na powierzchni czastek.
W zwiagzku z tym ditlenek tytanu znalazt szerokie zastosowanie do roz-
ktadu zanieczyszczen organicznych [87]. Na skutek fotokatalitycznych
wlaéciwosci ditlenku tytanu (TiO2) doszlo do szeroko zakrojonych badan
nad jego potencjalnym zastosowaniem jako $érodka dezynfekujacego,
przeciwbakteryjnego, czujnika biologicznego, substancji niszczace] ko-
morki nowotworowe badz w celowaniu genowym [88]. Aktywno$é¢ bakte-
riobdjcza nanoczastek TiO2 tlumaczy sie peroksydacja wielonienasyco-
nych sktadnikéw fosfolipidowych btony lipidowej, co powoduje powazne
zaburzenia w strukturze blony komérkowej Escherichia coli, ktéra w na-
stepstwie prowadzi do $mierci komérki [89]. Poniewaz nanoczastki TiO2
wychwytywane sa przez komérki fagocytujace, docelowe komoérki uszka-
dzane sa réwniez od wewnatrz cytoplazmy [90].

Zdolnos$¢ do selektywnego wiazania sie z komdérkami nowotworowymi
badana byla za pomoca kwasu foliowego przytaczonego do powierzchni
nanoczastek TiOz na ludzkich komérkach raka szyjki macicy HeLa oraz
komoérkach linii CHO (ang. Chinese Hamster Ovary). Fotokatalitycznie
indukowane nanoczastki TiOz nie tylko uszkadzaja elementy komoérek,
w tym blony plazmatyczne, prowadzac do nekrozy, ale takze moga wywo-
lywaé programowang S$mieré¢ komorek [91]. Analiza kinetyki i endocy-
totycznych szlakéw bioracych udzial w wychwytywaniu nanoczastek
ditlenku tytanu, prowadzona na komoérkach raka prostaty PC-3M,
dowiodla, ze internalizacja nanoczastek TiOgz, zalezna od temperatury,
stezenia 1 czasu, nastepuje poprzez endocytoze zalezna od klatryny, endo-
cytoze zalezna od kaweoliny oraz poprzez makropinocytoze [92]. Posta-
nowiono réwniez zbadaé¢ wplyw nanoczastek TiO2 na wzbudzana $wia-
tlem linie ludzkich komérek raka jelita grubego (Ls-174-t). Gdy stezenie
TiOz2 bylo wyzsze niz 200 pg/mll, wspélczynnik przezycia zmniejszal sie
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gwaltownie wraz ze wzrostem stezenia TiOz. Sugeruje to, ze nastepuje
rozpad bton komérkowych 1 uszkodzenie sktadnikow wewnatrzkomorko-
wych, co przyspiesza Smier¢ komérkowa [88]. Ponadto zaobserwowano, ze
promieniowanie ultrafioletowe w obecnosci nanoczastek TiO2 indukuje
$mieré komoérek czerniaka A-375 [93]. Inzynieria tkankowa koSci oraz
projektowanie protez ko$ci z nanoczgstek ceramicznych (TiOz, Al2Os,
hydroksyapatyt) moze powodowaé ich uwalnianie. W tej sytuacji komérki
kostne moga bezposrednio oddzialywaé z nanoczastkami. Z tego powodu
badano wplyw cytotoksyczny nanoczastek TiO2 na komérki kostniako-
miesaka MG-63, lecz nanoczastki spowodowaly obnizenie przezywalnosci
komorek dopiero powyzej zakresu stezen 100 pg/ml [94].

4.5. Nanoczastki selenu

Selen, znany ze swojego antyoksydacyjnego dziatania, jest nie-
zbednym pierwiastkiem $ladowym, ktéry korzystnie wplywa na zdrowie
czlowieka [95]. Reguluje on co najmniej 25 selenoprotein, ktére zawieraja,
selenocysteine [96], posiada wlasciwosci przeciwnowotworowe [97] 1 prze-
ciwbakteryjne [98]. Chemoprewencyjne dzialanie selenu obejmuje zapo-
bieganie uszkodzeniom DNA 1 stresowi oksydacyjnemu [99]. Ostatnie
badania sugeruja, ze dootrzewnowe podawanie nanoczastek selenu jest
bezpiecznym 1 skutecznym sposobem zapobiegania wzrostowi komoérek
nowotworowych w jamie otrzewnej [100]. Nanoczastki selenu dzialaja
jako silne przeciwutleniacze zmniejszajace ryzyko wywotania efektu tok-
sycznego [101]. Zaobserwowano zwiekszong proliferacje komoérek 1 ak-
tywno$¢ fosfatazy alkalicznej wobec ludzkich komoérek kostniakomiesaka
Sa0S-2 po traktowaniu nanoczgstkami selenu powlekanymi hydroksy-
apatytem [102]. Nanoczastki selenu ,zaladowane” doksorubicyna oraz
potaczone z transferyna wykazuja wysoka cytotoksycznoéé wobec ludz-
kich komérek gruczolakoraka piersi MCF-7. Indukuja one apoptoze
w wyniku nadprodukeji RFT, co aktywuje szlaki p53 1 kinaz aktywowa-
nych mitogenami (MAPK) [103]. Wykazano, ze nanoczastki selenu moga
staé¢ sie uzyteczne jako potencjalne leki przeciwnowotworowe, poniewaz
efektywnie hamuja wzrost ludzkich komérek gruczolakoraka piersi
MDA-MB-231 oraz raka szyjki macicy Hel.a w spos6b zalezny od dawki
[104]. Nanoczastki selenu powierzchniowo funkcjonalizowane za pomoca
5-fluorouracylu wykazuja ogromnag, selektywno$é dzialania w stosunku do
komoérek nowotworowych i1 zdrowych, indukujac apoptoze w ludzkich ko-
morkach czerniaka A375 [105].
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5. Perspektywy

Mimo postepéw medycyny, miesak koéciopochodny stanowi nadal
ogromne zagrozenie zycia szczeg6lnie dzieci 1 mlodziezy. Zatem wydaje
sie oczywiste, ze medycyna nieustannie poszukuje nowych $rodkéw
umozliwiajacych pokonanie badZz zahamowanie rozwoju choroby. Coraz
czeéciej czerpie sie z najnowszych osiagnieé nanotechnologii. Nanoczastki
same w sobie, powlekane badzZ potaczone z chemoterapetykami coraz cze-
$ciej znajduja zastosowanie w potencjalnych terapiach przeciwnowotwo-
rowych. Okazuje sie, ze dziatajg znacznie bardziej selektywnie w porow-
naniu z dotychczas stosowanymi cytostatykami, tagodzac w ten sposéb
skutki chemioterapii.
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1. Wprowadzenie

Nowe wlasciwosci materiatéw o dyspersji nanometrycznej od bli-
sko trzydziestu lat stanowia podstawe dla wielu — dotychczas niedostep-
nych — zastosowan w réznych obszarach technologii, w tym réwniez
w obszarze nanoteranostyki. Niewatpliwie gléwnym powodem takiego
stanu rzeczy byl 1 jest rozwéj zaawansowanej aparatury badawczej po-
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zwalajacej na prowadzenie badan 1 pomiar6w w obszarze nanometrycz-
nym. Literatura tematycznie zwigzana z zastosowaniami nanomateria-
16w w terapii i diagnostyce medycznej jest bardzo obszerna i dotyczy tak
metod ich otrzymywania, jak 1 zastosowan [1—4].

1.1. Zastosowanie

Nanoczastki FesO4 ze wzgledu na wlasciwo$ci magnetyczne 1 ni-
ska toksycznoéé¢ znajduja szerokie zastosowanie w wybranych zagadnie-
niach diagnostyki i terapii medycznej, m.in. w: transporcie lekéw [5, 6],
hipertermii [7] (miejscowym ogrzewaniu w celu uwolnienia przytaczonego
leku lub niszczenia komoérek nowotworowych), obrazowaniu metoda ma-
gnetycznego rezonansu jadrowego jako materiat kontrastowy [8], jak
réwniez w diagnostyce in vitro.

Obecne badania sg skoncentrowane wokot zastosowan biomedycznych
m.in. na terapii celowanej, czyli na dostarczaniu r6znego rodzaju kompo-
nentéw do okreélonego miejsca (celu) w organizmie. Nanoczastki tlenku
zelaza wskutek swoich wlaéciwosci magnetycznych sa wykorzystywane
jako noéniki lekéw do okres§lonego miejsca w ustroju. Uzycie nanoczastek
z magnetycznym rdzeniem pozwala, po przylozeniu zewnetrznego pola

Inzynieria tkankowa Rezonans magnet‘{cznv Hipertermia

s / pole magnetyczne
O —

komorki nowotworowe

Znakowanie i $ledzenie komorek

Terapia genowa

Rys. 1. Zastosowania biomedyczne nanoczastek FeszO4 [4]
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magnetycznego, na dostarczenie leku w okreélone miejsce 1 kontrolowany
wplyw na jego uwalnianie dyfuzyjne w okreS§lonym czasie, badz zwiek-
szone miejscowo pod wplywem lokalnego podniesienia temperatury przez
wykorzystanie efektu hipertermii (Rys. 1) [4].

1.2. Cel funkcjonalizacji nanoczastek

W celu umozliwienia lub poprawy warunkow immobilizacji nano-
czastek ich powierzchnia poddawana jest uprzedniej funkcjonalizacji.
W tym procesie czesto stosowane sa polimery naturalne, np. chitozan
[9, 10] czy dekstran [11-13], ale rowniez i1 syntetyczne, np. PEG [14, 15].

Funkcjonalizacja ma na celu poprawe skuteczno$ci przytaczania wy-
branego leku lub innej substancji do powierzchni nanoczastki, ale takze
zwiekszenie ich biokompatybilno$ci, niezbednej biodegradowalnosci, bio-
dostepnosci, rozpuszczalnodci 1 stabilnoéci w ustroju, czyli zapobieganie
procesom agregacji nanomaterialu. Rodzaj uzytej otoczki zazwyczaj do-
starcza takze odpowiednich grup funkcyjnych: hydroksylowych, amino-
wych, a w niektérych przypadkach i karboksylowych, ktére umozliwiaja
wigzanie kowalencyjne lub jonowe molekul leku czy innych substancji
wprowadzonych do organizmu (Rys. 2).

PEG
po)
dekstran ’%(9
C‘e@
chitozan o

nanoczastka

Rys. 2. Etapy funkcjonalizacji i immobilizacji nanoczastek FesO4
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1.3. Mozliwosci dostarczania lekéw

Nanoczastki otoczone polimerami do§é powszechnie z powodze-
niem stosuje sie do kierowania farmaceutykow w okreS§lone miejsce
w organizmie [16]. W literaturze mozna znalez¢é doniesienia dotyczace
wprowadzania lekéw przeciwbdélowych, przeciwnowotworowych [17], hor-
monoéw, enzymow, witamin itp. (Rys. 3). Badano dostarczanie m.in.: insu-
liny [18], doksurbicyny, kwasu foliowego, diklofenaku, deksametazonu
[19] 1 innych. Coraz cze$ciej dokonuje sie préb z udziatem kwaséw nukle-
inowych w terapii genowej [20]. Prowadzone sg badania przy uzyciu ibu-
profenu, leku z grupy NLPZ (niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych),
ale bez uzycia nanoczastek o rdzeniu magnetycznym, tylko w postaci na-
nokapsutek chitozanu lub PEG [21].

Celem badan byla synteza nanoczastek FesOs, ich funkcjonalizacja od-
powiednimi polimerami i immobilizacja ibuprofenem w celu zbadania kine-
tyki jego uwalniania z syntetyzowanego materiatu w ré6znych warunkach.

,\_j.)l Peptydy z markerami

C Enzymy o fluorescencyjnymi

AR DNA i RNA ‘r Immunoglobuliny
-

{;_‘ Komorki mikroorganizmow
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wh
;.?"AN'ANH

Ry
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Rys. 3. Zastosowania nanoczastek Fe3O4 w diagnostyce biomedycznej [4]
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2. Czes¢é eksperymentalna
2.1. Synteza nanoczastek Fe;0,

Specyfika mozliwych zastosowan narzuca wybér struktury dla
syntezowanego materiatu. Mozliwo§¢ wykorzystania nanoczastek w tera-
pii (hipertermia, terapia celowana) 1 diagnostyce (material kontrastowy
w MRI) wymaga by material posiadal wlasciwoséci magnetyczne. Wérédd
najczeécie) stosowanych nanoczastek spetniajacych to kryterium sa nano-
czastki o rdzeniu z tlenku zelaza. Wynika to m.in. z ich wlasciwosci ma-
gnetycznych oraz ze stosunkowo tatwej, taniej 1 powtarzalnej mozliwoéci
syntezy 1 to wedlug réznych procedur zapewniajacych wymagane stan-
dardy.

Do najczesciej stosowanych nalezy metoda wspétstracania (koprecypi-
tacji) [22]. Polega ona na reakcji odpowiednich iloSci soli zelaza II i II1
(chlorki, azotany, siarczany) w érodowisku zasadowym (NH4OH, NaOH)
(Rys. 4). Na rozmiar otrzymywanych nanoczastek ma wplyw szereg pa-
rametréw, takich jak np.: warto$¢ pH Srodowiska reakcji, temperatura
czy sita jonowa. Metoda ta pozwala na uzyskanie nanoczastek o rozmia-

roztwor

FeCl; + FeCl, roztwor

™~ -
| nanoczastki

| Roztwor chitozanu w EH <7 | Roztwoér dekstranu w PBS Roztwér PEG w PBS l
sonikac'|a l
wirowanie l
ﬁﬂki"iﬁ l
dekstran

/ chitozan
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Rys. 4. Schemat syntezy i funkcjonalizacji nanoczastek FesO4
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rach ok. 20 nm. Pozostale stosowane metody to: metoda zol-zel, synteza
hydrotermalna, rozklad termiczny 1 synteza w mikroemulsji [2, 3]. Sa one
rzadziej stosowane ze wzgledu na mniejsza powtarzalnoéé, wieksza trud-
no$¢ w prowadzeniu syntezy 1 niejednokrotnie wyzsze koszty.

2.2. Funkcjonalizacja — materiaty

Do funkcjonalizacji powierzchni nanoczastek stosuje sie czesto
polimery naturalne i sztuczne w zaleznoéci od charakteru ich potencjal-
nych zastosowan. Wybdér materialu stosowanego do funkcjonalizacji
uwzglednia jego rozpuszczalnoéé w zaleznosci od wartosci pH Srodowiska,
toksyczno§é, degradowalno§é oraz mozliwo$é immobilizacji przez inne
substancje na powierzchni sfunkcjonalizowanego materiatu (leki, biatka,
enzymy, markery itp.). Chitozan i jego modyfikacje, dekstran oraz PEG
naleza do jednych z najcze$ciej uzywanych materiatéw shluzacych funk-
cjonalizacji nanoczastek.

Chitozan jest pochodng chityny uzyskiwana ze skorupiakéw. Ze
wzgledu na duze rozpowszechnienie w przyrodzie jest to drugi, po celulo-
zie, biopolimer naturalny [23]. Dekstran jest pochodna glukozy i1 z uwagi
na doskonata rozpuszczalno§é znajduje szerokie zastosowanie w prepara-
tach krwiozastepczych [24]. PEG jest polimerem syntetycznym, ale do-
skonale poprawia rozpuszczalno$é 1 stabilnoéé czastek, zmniejszajac ich
agregacje 1 podnoszac biokompatybilno$é [25].

Proces otaczania nanoczastek mozna prowadzié¢ po samej ich syntezie,
w drugim oddzielnym etapie, lub na etapie samej syntezy (metoda jedno-
etapowa). Nanoczastki pokryte otoczka i z przylaczonym lekiem powinny
osiagaé rozmiary do okolo 100 nm, co umozliwia ich medyczne zastoso-
wania.

Pierwszym etapem prowadzonej syntezy bylo uzyskanie nanoczastek
tlenku zelaza metoda Massarta [23] w sposéb powtarzalny i latwy do
powtdrnego zastosowania. Wiazato sie to z koniecznoécia kontroli warun-
kéw przeprowadzanej syntezy. Nastepnym krokiem byto sfunkcjonalizo-
wanie ich powierzchni za pomoca wybranych polimeréw naturalnych,
tzn. chitozanu 1 dekstranu, jak i syntetycznego — PEG. Materialy uzyte
do funkcjonalizacji nanoczastek FesOs nie wymagaly wstepnego oczysz-
czania. Stopien deacetylacji chitozanu zostat okreé§lony metoda spektro-
metrii w podczerwieni [26] przy uzyciu spektrometru FT IR 1S50 firmy
Nicolet. Dyspersje uzyskanego, sfunkcjonalizowanego materialu okreslo-
no za pomoca, mikroskopu sit atomowych (AFM) firmy Bricker, metoda
PeakForce Tapping.
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Kolejnym etapem bylo przylaczenie do uzyskanego materiatu do-
$§wiadczalnego leku — ibuprofenu. Rozmiar zimmobilizowanych nanocza-
stek zostal wyznaczony za pomoca metody dynamicznego rozpraszania
swiatta (DLS) przy uzyciu analizatora Nano Zetasizer firmy Malvern.

Dla otrzymanych 1 scharakteryzowanych materialéw zostata zbadana
kinetyka uwalnianego ibuprofenu z powierzchni sfunkcjonalizowanych
nanoczgstek. W tym celu zostala sporzadzona krzywa wzorcowa roztwo-
réw ibuprofenu o ré6znym stezeniu. Przy uzyciu krzywej wzorcowej 1 na
podstawie pomiaréw intensywnos$ci fluorescencji, wykonanych spektro-
fluorymetrem LS 55 firmy PerkinElmer dla roztworéw zawierajacych
zimmobilizowany material, wyznaczano stezenie molowe uwalnianego
ibuprofenu.

3. Wyniki

Metoda, koprecypitacji zostaly otrzymane nanoczastki FesOas.
Rozklad $rednic otrzymanych nanoczastek zawieral sie w przedziale 20—
40 nm 1 zostal okreSlony za pomoca mikroskopii sit atomowych. Otrzy-
mane nanoczastki poddano funkcjonalizacji przy uzyciu chitozanu, dek-
stranu oraz PEG. Dyspersja sfunkcjonalizowanych nanoczastek zostata
okres§lona rowniez metods spektroskopii sit atomowych, ich rozmiary
zawieraly sie w przedziale 60—70 nm (Rys. 5). Obserwowany wzrost roz-
miaréw posrednio potwierdza pozytywny wynik dla procesu funkcjona-
lizacji.

Uzyskana otoczka magnetycznego rdzenia FeszO4 przez uzyte do funk-
cjonalizacji substancje (chitozan, dekstran 1 PEG), oprécz podstawowego
zadania polegajacego na stworzeniu warunkéow do efektywnej immobili-
zacjl za pomocs, ibuprofenu, dodatkowo zapewnia stabilnoéé w roztworze
otrzymanego materiatu i zapobiega procesom jego agregacji.

Substancje zastosowane do funkcjonalizacji nanoczastek FesOs4 sa jed-
noznacznie okre§lone przez producenta: chitozan (Sigma, M~ 480,000 Da),
dekstran (Sigma, M ~6000 Da) oraz PEG (Sigma, M ~ 5000 Da). W przy-
padku chitozanu waznym parametrem, oprécz masy molowej, jest war-
toé¢ stopnia deacetylacji (DD). Jest to stosunek liczby grup aminowych do
poczatkowej liczby grup acetylowych obecnych w chitynie, z ktérej otrzy-
many zostal substrat. Jest wyrazany w procentach. Liczba wolnych grup
aminowych w istotny sposob wplywa na przylaczanie czynnika immobili-
zujacego. Stopien deacetylacji uzytego chitozanu zostal wyznaczony me-
toda Miya [26] (Rys. 6) 1 obliczony ze wzoru
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Rys. 5. Obrazy AFM nanoczastek FesO4 otoczonych chitozanem (A), PEG (B) 1 dekstranem (C)
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Rys. 6. Widma FTIR chitozanu (1), nanoczastek FeszO4 otoczonych chitozanem jednokrot-
nie (2) oraz dwukrotnie (3)

Dla uzytego w badaniach chitozanu warto$é wspoétezynnika deacetyla-
¢ji wynosita 43,6%, jest ona stosunkowo niska, co przelozylo sie na zdol-
no$¢ do immobilizacji uzytego w badaniach chitozanu.

Rozktad promieni hydrodynamicznych dla sfunkcjonalizowanych i zim-
mobilizowanych nanoczastek FesOs (Rys. 7), zmierzony technika dynamicz-
nego rozpraszania Swiatta, nalezy do przedzialu 80-100 nm. Obserwowany
wzrost promienia hydrodynamicznego sfunkcjonalizowanych i zimmobili-
zowanych nanoczastek w stosunku do nanoczastek wylacznie sfunkcjona-
lizowanych, rozumiany jako wzrost grubo$ci warstwy otaczajacej rdzen
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Rys. 7. Rozklad wielkosci promieni hydrodynamicznych dla zsyntezowanych nanoczastek
Fes04otoczonych chitozanem (A), PEG (B) oraz dekstranem (C) z przytaczonym ibuprofenem

1 zbudowanej z substancji funkcjonalizujacej 1 immobilizujacej, wskazuje
na pozytywny przebieg procesu immobilizacji ibuprofenem. Rozmiary tak
otrzymanych nanoczastek nie przekraczaja Srednicy 120 nm, co jest istot-
ne z punktu widzenia zastosowan biologicznych i zgodne z literatura [1].
Otrzymany 1 scharakteryzowany material pozwolil na zrealizowanie
gltéwnego celu badan — okres§lenie kinetyki uwalniania ibuprofenu w roz-
tworach w zaleznoéci od rodzaju substancji uzytej do funkcjonalizacji,
temperatury oraz warto$ci pH §rodowiska uwalnianego leku (Rys. 8-12).
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Rys. 8. Uwalnianie ibuprofenu z nanoczastek FesOs otoczonych chitozanem. Pomiary dla
réznych warto$ci temperatury (1) oraz dla réznych wartosci pH (2)



270

E. Gronczewska, J.J. Koziol, A. Defort

stezenie molowe

stezenie molowe

1E-05 -

1E-10 -

1605

1BE11

0,5 1 1,5 2 2,5 3

—+—10,0°C
o —4&—22,0°C
Tt —8-37,0°C
———4
czas (h)
0,5 1 1,5 2 2,5 3
2
—e—pH=40
e —=—pH=60

—a—pH=74

czas (h)

Rys. 9. Uwalnianie ibuprofenu z nanoczastek FesO4 otoczonych PEG. Pomiary dla réznych

wartoéci temperatury (1) oraz dla r6znych wartosci pH (2)
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Rys. 10. Uwalnianie ibuprofenu z nanoczastek FesO4 otoczonych dekstranem. Pomiary dla

réznych warto$ci temperatury (1) oraz dla réznych wartoéci pH (2)
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Rys. 11. Zestawienie krzywych uwalniania ibuprofenu z nanoczastek Fe3O4 o réznej funk-
cjonalizacji. Pomiary wykonane dla wartosci pH = 4,0 (1); 6,0 (2) oraz 7,4 (3)
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Rys. 12. Zestawienie krzywych uwalniania ibuprofenu z nanoczastek FesO4 o réznej funk-
cjonalizacji. Pomiary dla temperatur: 10,0°C (1); 22,0°C (2) i 37,0°C (3)
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Analiza wynikéw pozwala stwierdzié, ze najefektywniejsza substancja
uzyta do sfunkcjonalizowania nanoczastek FesOs w celu przylaczenia
leku jest dekstran, w miare poréwnywalne wlaéciwoséci wykazuje PEG,
natomiast najslabsza jest uzyty w badaniach chitozan. Pomiary uwalnia-
nia ibuprofenu przeprowadzono dla trzech wybranych i ustalonych war-
toSci temperatury. Najwyzszy poziom uwalniania leku uzyskano dla war-
tosci temperatury 22,0°C; nieco stabszy dla 37,0°C; a zdecydowanie
najnizszy dla 10,0°C.

Ocena efektywno$ci uwalniania ibuprofenu z badanego materiatu
w funkecji wartoéci pH Srodowiska, w ktérym ten proces zachodzi, wska-
zuje, ze optymalna wartoscia pH jest charakterystyczna dla buforu PBS
1 wynoszaca 7,4. Dla wartosci nizszych (pH = 6,0 1 4,0) byla ona obnizona.
Zostalo wykazane, ze parametrami wplywajacymi na kinetyke procesu
uwalniania sa: wartoé¢ pH Srodowiska oraz temperatura zachodzacego
procesu.

4. Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach otrzymano magnetyczne nano-
czastki tlenku zelaza Fes30s otoczone chitozanem, PEG i1 dekstranem
o rozmiarach ponizej 100 nm. Taka dyspersja zsyntezowanego materiatu
stwarza szanse na ich przydatno$é¢ do zastosowan medycznych. Stopien
dyspersji sfunkcjonalizowanych nanoczastek zostal okre$lony technika
mikroskopii sit atomowych.

Sfunkcjonalizowane nanoczastki zostaly zimmobilizowane ibuprofenem.
Przylaczenie ibuprofenu wptyneto na stopien dyspersji nowego materiatu.
Promienie hydrodynamiczne immobilizowanych nanoczastek, uzyskane
z pomiaréw dynamicznego rozpraszania $wiatta, wynosza okolo 100 nm.

Badanie kinetyki uwalniania leku w réznych warunkach pozwala
stwierdzié, ze zaréwno rodzaj otoczki, pH érodowiska, jak i temperatura
maja istotny wplyw na jej wydajnosé. Najwyzszy poziom uwalniania leku
zaobserwowano w przypadku nanoczastek otoczonych dekstranem, po-
$redni w przypadku PEG i najnizszy dla chitozanu.

Najkorzystniejsza okazala sie temperatura 22,0°C; posrednig 37,0°C;
a najslabsze uwalnianie nastepowalo w temperaturze 10,0°C.

Waznym czynnikiem dla stopnia uwalniania leku byta warto$é pH
§rodowiska. Przeprowadzone pomiary wskazuja, ze optymalna warto$é
pH dla badanych proceséw wynosi 7,4; poérednia 6,0; natomiast najgorzej
ibuprofen uwalniat sie przy pH $rodowiska réwnym 4,0.
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Zaobserwowano, ze stabilno§¢ nanoczastek immobilizowanych ibupro-
fenem w buforze PBS pokrywa sie z intensywno$cig uwalniania leku
1 jest najwyzsza kolejno dla: dekstranu, PEG 1 chitozanu. Powtarzajace
sie stabe wyniki uwalniania ibuprofenu z nanoczastek otoczonych chito-
zanem mozna tlumaczy¢é niskim stopniem jego deacetylacji (wyznaczo-
nym do$wiadczalnie za pomoca pomiaréw FT IR — Rys. 6), ale rowniez
koniecznos$cig przygotowywania roztwordow dla wartosci pH ponizej 7,0.

Zarowno niskie wartoéci pH, jak 1 obnizona temperatura wplywaja
negatywnie na proces uwalniania leku.

Optymalne warunki uwalniania ibuprofenu z otrzymanych materia-
16w to warto$é pH zblizona do wartoéci dla ptynéw ustrojowych 1 tempe-
ratura nizsza od temperatury ciala (22,0°C); chociaz dla temperatury
37,0°C proces uwalniania ibuprofenu mozna oceniaé jako zadowalajacy.

Uzyskane wyniki dotyczace otrzymywania i okreélania warunkéw
funkcjonalizacji i immobilizacji nanoczastek FesOs wskazuja na poten-
cjalne mozliwo$ci zastosowan terapeutycznych tych materialéw.

5. Perspektywy

Celem dalszych badan bedzie préoba wykazania bakteriobdjczego
1 bakteriostatycznego dziatania nanoczastek z przylaczonym ibuprofenem
na bakterie szczepu Lactobacillus, bedace naturalnym sktadnikiem flory
jelitowej cztowieka.

Immobilizowanie nanoczastek FesOs4 wybranym lekiem stwarza moz-
liwo$é¢ badan nad uzyciem takiego materiatu w terapii celowanej z zasto-
sowaniem zewnetrznego pola magnetycznego. W tym aspekcie konieczne
jest zbadanie wplywu zewnetrznego pola magnetycznego na kinetyke
uwalniania leku. Istotnym zagadnieniem staje sie zobrazowanie oddzialy-
wania samych nanoczastek na strukture komoérki bakteryjnej, ale réwniez
wizualizacja procesu transportu i dzialania leku na wybrane organizmy
bakteryjne za pomoca metod mikroskopii konfokalnej oraz mikroskopii
sil atomowych.
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