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Badanie cytotoksycznosci nowych nosnikow
lekéw platynowych

Przedstawiono zastosowanie nanorurek weglowych jako potencjalnych konteneréw
lekow platynowych. Nanorurki weglowe ze wzgledu na swoje wlasciwoSci moga
z powodzeniem zosta¢ zastosowane w nowoczesnych no$nikach lekow. Budowanie nowych
systemOw dostarczania chemioterapeutykéw na bazie nanorurek weglowych jest nowatorska
metoda leczenia choréb nowotworowych. Celem pracy jest przedstawienie metod bio-
koniugacji cytostatykow. Chemioterapeutyk moze zosta¢ umieszczony we wnetrzu nanorurki
weglowej badZz na jej zewnetrznej powierzchni. Metody wprowadzania lekéw obejmuja
oddzialywania niekowalencyjne (adsorpcj¢) oraz kowalencyjne tworzace grupy: estrowe,
amidowe i N-acetylohydrazonu. Dodatkowo, tematyka pracy skierowana jest na analiz¢ ba-
dan cytotoksycznych nowatorskich ukladéw nanono$nikéow dostarczajacych zwigzki kom-
pleksowe platyny przeciwko komoérkom nowotworowym roéznego typu: glowy, szyi, czer-
niaka, piersi czy jajnikow. Zastosowanie nowych nos$nikow lekéw daje mozliwosci uzyskania
satysfakcjonujacych rezultatow leczenia choréob nowotworowych.

Stowa kluczowe: nanono$niki lekéw, nanorurki weglowe, badania cytotoksycznosci, leki
platynowe

Wstep

Wspolczesna medycyna, mimo ogromnego postepu w ostatnich latach, nie dys-
ponuje satysfakcjonujagcymi metodami leczenia wigkszosci chordéb nowotworo-
wych. Stosowane terapie nadal sa mato skuteczne. Gtéwny problem to zbyt pézna
diagnoza, ale takze skutecznos¢ wykorzystywanych w leczeniu chemioterapeuty-
kow jest niewystarczajaca w pokonaniu choroby. Niski stopien efektywnosci lekow
zwigzany jest z ich ograniczong rozpuszczalnoscia w organizmie oraz niespecy-
ficzng biodystrybucja w tkankach. W konsekwencji ma miejsce niszczenie nie tyl-
ko patologicznych komorek, ale takze zdrowych, co doprowadza do powstawania
skutkéw ubocznych stosowanej terapii [1]. Dazy sie do uzyskania metod leczenia,
ktore beda charakteryzowacé sie wysoka skutecznoscia, malg inwazyjnoscia oraz
ograniczonym ryzykiem wystapienia niepozadanych efektoéw. Rozwoj tzw. nano-
medycyny wydaje si¢ by¢ obiecujacy w tej dziedzinie. Nanomedycyna obejmuje
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zastosowanie nanotechnologii w medycynie poprzez uzycie nanomaterialow w po-
staci m.in. liposoméw, miceli polimerowych czy nanorurek weglowych jako no-
$nikéw w dostarczaniu lekdw oraz ,,narzedzi” diagnostycznych.

Cechg charakterystyczng nanono$nikow lekdw jest ich wysoki stopien biokom-
patybilnosci. Whasno$é te z powodzeniem spehniaja nanorurki weglowe, ktore sto-
sowane s3 w konstrukcji nowych nosnikéw lekéw. Cechujg si¢ one unikalnymi
mechanicznymi, elektrycznymi i potprzewodnikowymi wilasciwosci, ktore zapew-
niajg stabilnos¢ in vivo. Ich pusta, widknista, lekka struktura wptywa korzystnie na
transport in vivo. Rozmiar nanorurek umozliwia przenikanie materiatu przez barie-
ry biologiczne. Nanorurki weglowe znajduja swoje zastosowanie w celowane;j te-
rapii przeciwnowotworowej (limfatycznej, genowej terapii, termoablacji). Zasto-
sowanie nanorurek weglowych jako kontenerow lekéw ma na celu ochrone
cytostatykow przed przedwczesna degradacja lizosomalng. Dodatkowo minimali-
zuje zbyt szybka aktywacje w srodowisku biologicznym. Ponadto, transport che-
mioterapeutyku za pomocg nanorurek weglowych polepsza absorpcje leku w tkan-
ce nowotworowej i jego wewnatrzkomdrkows penetracje.

1. Metody kumulaciji chemioterapeutykéw
w/na nanorurkach weglowych

Dzi¢ki oddziatywaniom hydrofobowym nanorurki weglowe w roztworach wod-
nych tworza tzw. peczki, co umozliwia umieszczenie leku poprzez adsorpcje po-
miedzy nanorurkami, sprz¢zenie z zewnetrzng powierzchnig materiatu oraz uwew-
netrznienie w otwartej strukturze nanorurek weglowych [2].

1.1. Lek wewngtrz nanorurki weglowej

Wewnetrzne Sciany nanorurek weglowych, w przeciwienstwie do zewnetrz-
nych, odznaczaja si¢ wiekszg energiag oddzialywania w stosunku do adsorbowa-
nych molekut, co zwigzane jest z wptywem krzywizny. Chemioterapeutyk przeno-
szony w S$rodku nanonosnika izolowany jest od otaczajacego s$rodowiska
i dodatkowo chroniony przed przedwczesna aktywacja i procesem degradacji.
Wowecezas niemozliwe jest oddzialywanie chemioterapeutyku ze zdrowymi tkan-
kami [3, 4]. Wprowadzanie leku do nanonosnika moze odbywac sie poprzez meto-
de nanoekstracji badz nanokondensacji. Obie metody wykorzystuja wzajemne po-
winowactwo pomigdzy rozpuszczalnikiem a wprowadzanymi czasteczkami leku.
W przypadku nanoekstrakcji adsorbowane molekuly powinny stabo rozpuszczaé¢
si¢ w zastosowanym rozpuszczalniku w przeciwienstwie do metody nanokonden-
sacji [5].

1.2. Lek na zewnatrz nanorurki weglowej

Gromadzenie cytostatykow na zewnetrznej powierzchni nanorurek weglowych
moze odbywac si¢ za pomocg adsorpcji fizycznej badz chemicznej biokoniugacji.
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Nanorurki weglowe ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci naleza do grupy
bardzo dobrych adsorbentow, odznaczajacych si¢ duza, dobrze rozwinieta po-
wierzchnia, ktéra sprzyja procesowi adsorbowania czasteczek. W przypadku nano-
rurek zamknigtych adsorpcja ma miejsce w przestrzeniach utworzonych pomigdzy
nimi lub na ich powierzchni. Akumulacja lekéw w wyniku adsorpcji fizycznej od-
bywa si¢ najczesciej poprzez oddziatywania elektrostatyczne m-m pomiedzy ze-
wnetrzng powierzchnig nanorurek weglowych a plaska i aromatyczng strukturg le-
kéw. Metoda niekowalencyjnego oddziatywania lekéw z nanorurkami weglowymi
nie jest korzystna, poniewaz wiaze si¢ z mata kontrolg ilosci wprowadzanych cza-
steczek na powierzchni¢ nanonosnika. Ponadto, uzyskiwane polgczenie nie jest
stabilne [6].

Tworzone wigzania kowalencyjne pomigdzy lekiem a nanorurka weglowa po-
winny charakteryzowaé si¢ niska trwatoscig, pozwalajaca na uwolnienie chemio-
terapeutyku w Srodowisku biologicznym [7]. Chemiczne sprzeganie chemiotera-
peutyku z zewnetrzna powierzchnia nanorurek weglowych wymaga ich wstepnej
modyfikacji w celu wytworzenia odpowiednich grup funkcyjnych gwarantujacych
biokoniugacje. Najczestsze metody wstepnej modyfikacji nanorurek weglowych
obejmujg pokrycie ich powierzchni za pomoca polimeréw badz zastosowanie me-
tody utleniania generujacej grupy tlenowe. Do najpopularniejszych polimeréw sto-
sowanych w celu funkcjonalizacji nanonosnikéw do medycznych zastosowan nale-
za m.in.: glikol polietylenowy, poli-L-kwas glutaminowy czy kwas poli(D,L-
mlekowy-ko-glikolowy). Szczegdlng zaleta stosowania polimerdéw jest ich zdol-
no$¢ do biodegradacji, w wyniku ktérej powstajg nietoksyczne dla organizmu for-
my strukturalne [8]. Jednakze zasadnicza wada zastosowania nanonosnikéw deko-
rowanych polimerami jest mozliwo$¢ wystapienia bariery sferycznej utrudniajacej
wychwyt wewnatrzkomoérkowy [9]. Istnieje wiele réznych typow wigzan taczacych
lek z nanorurka weglowa. Sposrdd nich do najczeséciej tworzonych grup naleza:
estrowe (1), amidowe (2), N-acetylohydrazonu (3):

M

)
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Typ i charakter tworzonego wigzania uzalezniony jest od struktury stosowanego
leku oraz wstepnej modyfikacji nanonosnika. Wigzanie estrowe formowane jest
pomigdzy pierwszorzedowa grupa hydroksylowa chemioterapeutyku a karboksy-
lowa, znajdujaca si¢ na powierzchni nanonosnika. Taki typ polaczenia spotykany
jest w przypadku sprzegania leku, jakim jest doksorubicyna [8, 10]. Wigzanie ami-
dowe ma miejsce w wyniku reakcji grupy karboksylowej z nukleofilem posiadaja-
cym pierwszorzedowa aming. W taki sposob powstaja polaczenia lekdéw platyno-
wych [11] czy paklitakselu z nanorurkami weglowymi [12]. Z kolei grupa
N-acetylohydrazonu formowana jest poprzez sprzezenie grupy aldehydowej z hy-
drazydowa. Wspomniany typ sprze¢zenia spotykany jest w literaturze w celu przy-
faczenia m.in. doksorubicyny [13, 14] czy lekow na bazie platyny [15] do polime-
rowych nanono$nikéw micelarnych. Opisywane polaczenie charakteryzuje sie
zwigkszonym poziomem cytotoksycznosci w stosunku do niektérych linii nowo-
tworowych. Znanych jest jeszcze wiele kowalencyjnych potaczen chemioterapeu-
tykéw z nanono$nikami, m.in.: tworzenie wigzania disiarczkowego [16] czy meto-
da bazujaca na zastosowaniu 1,3-dipolarnej cykloaddycji [17].

2. Badanie cytotoksycznosci lekéw platynowych dostarczanych
za pomocg nanorurek weglowych

Chemioterapeutyki na bazie zwigzkéw kompleksowych platyny sa szeroka gru-
pa lekow stosowanych w klasycznej terapii przeciwnowotworowej. Oprocz popu-
larnej cisplatyny wykorzystuje si¢ takze karboplatyne czy oksaliplatyne [18].
W strukturze lekéw platynowych(Il) wystepuja cztery ligandy, z ktorych dwa
umiejscowione w pozycji cis odpowiedzialne sa za aktywnos¢ cytotoksyczna
zwigzku. Pozostate dwa odznaczaja si¢ obojetnym charakterem. Dzialanie lekow
platynowych nie jest uzaleznione od fazy cyklu rozwojowego komoérek, w konse-
kwencji te chemioterapeutyki zaliczane sa do grupy lekow nieswoistych [19].
Aktywnos¢ przeciwnowotworowa zwiazkéw kompleksowych platyny zwigzana
jest z tworzeniem poprzecznych wigzan pomiedzy lekiem a zasadami purynowymi
DNA (guaniny badz rzadziej adeniny), powodujac ograniczenia w procesach tran-
skrypcji, replikacji i naprawy nici nukleinowej komdrek nowotworowych. W kon-
sekwencji ma miejsce zahamowanie podziatéw komorkowych i apoptoza komorki
[18, 20].

Wprowadzenie cisplatyny do wnetrzna odpowiednio sfunkcjonalizowanych na-
norurek weglowych skutkuje wydtuzeniem cyrkulacji leku w organizmie. Prowa-
dzone badania dotyczace uwalniania chemioterapeutyku jednoznacznie wskazuja,
iz stopien uwolnienia cisplatyny umieszczonej we wnetrzu nanorurek weglowych
zalezy od metody modyfikacji powierzchni materialu weglowego oraz metody na-
ktadania leku i rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika. Uzycie procesu nanokon-
densacji w celu wypelienia jednosciennych (SWCNTs) i wielosciennych
(MWCNTs) nanorurek weglowych zaproponowata grupa Tripisciano [21, 22]. Ba-
dania wykazaly mniejsza szybkos¢ uwolnienia cisplatyny z jednosciennych nano-
rurek weglowych. Uzyskany wynik autorzy ttumaczyli mozliwoscia wystgpienia
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wzajemnych oddzialywan w ukladzie cisplatyna-SWCNTs. Dodatkowo, praktycz-
nie zostala uwolniona cala ilos¢ leku, co moze $wiadczy¢ o ochronie struktury cy-
tostatyku w wyniku zastosowania nanonosnika [21, 22]. Rodzaj zastosowanego
rozpuszczalnika takze wptywa na zmiang ilosci wprowadzanego leku i stopien jego
uwalniania. Prowadzone przez Terzyka i wspdtpracownikdow (informacja wlasna)
badania dotyczace wprowadzenia cisplatyny (DDP) do nanorurek weglowych me-
toda odparowania z zastosowaniem dwoch roéznych rozpuszczalnikoéw: wody i di-
metyloformamidu (DMF) wskazuja na nieznacznie szybsze i mniejsze (niz 100%)
uwalnianie leku gromadzonego za pomoca DMF (rys. 1).

Rys. 1. Kinetyka uwalniania cisplatyny z nanorurek weglowych. W badaniach uzyto
komercyjnych SWCNTs (Nanoamor) [23]; cisplatyne (Sigma Aldrich) nakladano przez
odparowanie odpowiedniego rozpuszczalnika. St¢zenie uwolnionego leku badano za
pomoca ASA

Fig. 1. The kinetics of cisplatin release from carbon nanotubes. Commercial SWCNTs
(Nanoamor) were investigated [23]. Cisplatin (Sigma Aldrich) was introduced by the
evaporation of the given solvent. The concentration of the released drug was measured
with the use of AAS

Prawdopodobnie w czasie naktadania cisplatyny z wody ma miejsce stabilizacja
energii klastrow leku w waskich nanometrycznych przestrzeniach. Z kolei w ukta-
dzie DDP-CNTs uzyskanym za pomocag DMF mogg wystepowaé oddzialywania
pomiedzy lekiem a rozpuszczalnikiem, tworzac solwaty typu DDP-DMF, z ktérych
cze$¢ moze by¢ stabilizowana wewnatrz nanorurek weglowych. Spostrzezenia sa
zgodne z wynikami uzyskanymi przez grupe Ajima dla nanorogdw weglowych
[24, 25]. Dodatkowo, autorzy udowodnili lepszy efekt dzialania nanonosnika z le-
kiem niz ,,wolnego” chemioterapeutyku przeciwko komoérkom raka ptuc. Mniejsza
ilos¢ DDP uwolnionej z nanorogdw weglowych dziatata lepiej niz podawanie sa-
mej DDP. Analiza mikroskopowa wykazala zdolnosci adherencyjne nanorogéw
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w stosunku do komorek. W konsekwencji ze wzgledu na blisko§¢ nanonosnika
wzgledem komoérek nowotworowych nastepuje zmniejszenie dyfuzji. Ponadto,
mniejsza szybko$¢ uwalniania leku przyczynia si¢ do utrzymywania wysokiego
stezenia chemioterapeutyku w okolicy komorki przez dtuzszy czas [24].

Guven wraz ze wspdtpracownikami [26] badali wlasciwosci cytotoksyczne
uktadu zbudowanego z cisplatyny wewnatrz nanorurek weglowych przeciwko
dwom réznym liniom komorkowym raka piersi (MCF-7 i MDA-MB-231), ktore
charakteryzuja si¢ duza opornoscig na dziatanie cisplatyny. Przeprowadzone anali-
zy potwierdzity wzrost skutecznos$¢ dziatania chemioterapeutyku dostarczanego za
pomoca nanonosnika. W czasie pierwszych 24 h zaobserwowano wigksze stgzenie
Pt w komdrkach traktowanych nanonosnikiem z lekiem niz w komdrkach podda-
nych tylko samej cisplatynie. Uzyskany wynik potwierdza fakt, iz struktura nano-
rurek weglowych pomaga w dostarczaniu leku do komérek nowotworowych. Za-
sadnicza przyczyng opornosci komorek na lek jest niewielki poziom wchtaniania
chemioterapeutyku przez komoérki. Badania autorow wskazuja na mozliwosé prze-
zwycigzenia oporu poprzez zastosowanie nanonosnika lekow, ktory umozliwia po-
lepszenie akumulacji cytostatyku w komoérkach [26]. Ochrona struktury leku, ci-
splatyny, we wnetrzu nanorurek weglowych zostata udowodniona przez grupe Li
[27]. Cisplatyna gromadzona byta w srodku nanorurek weglowych i dodatkowo
zamknieta poprzez zastosowanie nanoczastek zlota. Profil uwalniania leku wska-
zywal na stopniowy, powolny wzrost ilosci uwalnianego chemioterapeutyku. Kon-
trolowane dostarczanie cisplatyny skutkowalo polepszeniem jej dziatania w sto-
sunku do komodrek nowotworowych. Nanorurki weglowe nie tylko chronity
strukture leku, ale takze ich zastosowanie przyczynito si¢ do zmniejszenia skutkow
ubocznych dziatania cisplatyny. Powolne uwalnianie cytostatyku zminimalizowato
reakcje aktywnej formy DDP z innymi, zdrowymi biatkami, enzymami czy
tkankami.

Chemiczne przylaczenie cisplatyny do zewnetrznej powierzchni nanorurek we-
glowych zostalo przedstawione przez Bhirde i wspotpracownikow [20, 28]. Auto-
rzy udowodnili polepszenie efektu terapeutycznego cisplatyny dostarczanej za po-
moca nanorurek weglowych w stosunku do komorek nowotworowych glowy
i szyi. Nanonosnik dodatkowo modyfikowany byl celowanym ligandem w postaci
czynnika wzrostu naskorka, ktory ograniczal dostarczanie chemioterapeutyku
gléwnie do patogennych komérek. Zastosowanie celowanego ligandu w znacznym
stopniu przyczynito sie do polepszenia selektywnosci dziatania leku oraz jego
wigkszego wychwytu wewnatrzkomorkowego [20, 28]. Z kolei Ye i inni [29] za-
prezentowali przylaczenie cisplatyny do poli-L-kwasu glutaminowego. Badania
cytotoksycznosci przeciwko nowotworowi piersi potwierdzily zahamowanie wzro-
stu komoérek nowotworowych. Jednakze mechanizm dziatania nanonosnika nie
zostal wyjasniony. Przypuszcza si¢, iz nanonosnik-lek wywiera dzialanie
przeciwnowotworowe wskutek efektu EPR (tzw. efekt zwigkszonej przepuszczal-
nosci iretencji - enhanced permeability and retention) makroczasteczek, co jest
zwigzane z nieprawidlowym unaczynieniem guza i zwickszong przepuszczalnoscig
naczyn.
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W literaturze mozna takze znalez¢ doniesienia dotyczace chemicznego sprzega-
nia analogoéw cisplatyny do powierzchni nanorurek weglowych. Feazel wraz ze
wspotpracownikami [11] zaproponowali amidowe wigzanie analogu cisplatyny do
powierzchni nanorurek weglowych otoczonych fosfolipidem z aming wewnatrz
struktury. Uwalnianym lekiem w endosomach na skutek wystepujacego tam ni-
skiego pH byla cisplatyna. Autorzy potwierdzili, iz nanorurki weglowe wychwy-
tywane sg przez komorki w czasie endocytozy, co wpltywa na polepszenie we-
wnatrzkomérkowej akumulacji leku i jego cyrkulacji. Dodatkowo badania
cytotoksycznosci wykazaly skuteczniejsze dziatanie cisplatyny uwalnianej z prole-
ku w stosunku do ,,wolnej” cisplatyny.

Whnioski

Zastosowanie nanorurek weglowych w nosnikach lekéw platynowych jest ko-
rzystne i bardzo obiecujace, co potwierdzaja przytoczone wyniki badan cytotok-
sycznosci. Aktywnos¢ tak dostarczanego chemioterapeutyku nie ulega zmianie po-
przez ochrone jego struktury przed przedwczesng aktywacja i degradacja
w biologicznym $rodowisku [30]. Wychwyt, podczas endocytozy, nanorurek we-
glowych przenoszacych chemioterapeutyki pozwala na zminimalizowanie skutkow
ubocznych wystepujacych w czasie tradycyjnej terapii. Dodatkowo, nosniki prze-
tamuja typowe bariery krew-modzg, co umozliwia dostarczanie cytostatykow nawet
do trudno dostepnych miejsc. Zaleta stosowania nanono$nikow lekow jest takze
zwickszenie lokalnego stezenia chemioterapeutyku, ktore utrzymywane jest przez
dhuzszy czas w wyniku stopniowego, kontrolowanego uwalniania leku [31]. Zasto-
sowanie nanorurek weglowych jako nanonosnikoéw lekow platynowych pozwoli na
stosowanie mniejszych dawek lekow, w stosunku do samego chemioterapeutyku,
z uzyskaniem lepszego efektu finalnego.
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The Cytotoxicity Analysis of New Platin Drug Carrier

The article includes the results showing application of carbon nanotubes as potential
containers of platin drug. Carbon nanotubes have special properties which are very useful
and suitable in the building of modern drug delivery systems. Traditional anticancer therapy
is usually in effective because of a low selective action of drugs and their minimized biodis-
tribution in organism. Moreover, this chemotherapy is associated with high risk of recur-
rence or unsatisfactory effectiveness and undesirable side effects. The formation of new drug
delivery system based on carbon nanotubes is innovative method of anticancer treatment.
This idea includes the branch of nanomedicine expanding the traditional medicine. The
major purposes of nanomedicine are construction of drug delivery systems and noninvasive
treatment. We described the types of drug associations to carbon nanotubes. Chemothera-
peutics could be aggregated on the internal surface of nanocarriers, mainly by nanoextrac-
tion and nanocondensation process. The drugs linked with the external surface of carbon
nanotubes can be linked by covalent or noncovalent bonds. The adsorption is connected with
n-7 interaction. In turn, the chemical bonds between the drug and the surface of carbon
nanotubes can form ester, acethylhydrazone and amide groups. The types of reactions
depend on the functional groups which are offered by the nanocarrier and the structure of
drug. In most cases, surface of carbon nanotubes must be initially modified. This functiona-
lization is associated with the covering with polymers as polyethylene glycol or the applica-
tion of oxidation process. Additionally, the special modification of carbon nanotubes surface
makes them biocompatible. The purpose of this study is to describe the analysis of cytotoxi-
city of new drug delivery systems based on carbon nanotubes and platin compounds. The
new drugs delivery systems based on carbon nanotubes should minimize side effects and
improve final results of therapy. These effects are confirmed in the literature. These cited
papers proved that the application of carbon nanotubes in delivery system of platin
compounds is useful during anticancer therapy and can give the positive effect in future.

Keywords: drug nanocarrier, carbon nanotubes, cytotoxicity, platin drug



