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Summary

Neoplastic diseases are increasingly better known. However, their treatment still proves difficult in both
human and veterinary medicine. Commonly used cytostatics have numerous limitations due to their high
toxicity, nonspecific distribution and numerous adverse effects. Nanobiotechnology is a new method used in
cancer therapy. This paper describes the potential use of nanoparticles in cancer treatment. Owing to their
specific ability to act as drug carriers, they can be applied in both active and passive targeting. There are
several registered nanoparticle-cytostatic combinations, and many others are undergoing clinical trials. Among
others, liposomes and other lipid-based particles, drug-connected polymers, polymer microspheres, micelles

and dendrimers are used.

Keywords: cancer therapy, drug delivery, nanoparticles, active targeting, passive targeting

Choroby nowotworowe, cho¢ coraz lepiej poznane,
stanowia przedmiot licznych badan. Mechanizmy roz-
woju chor6b nowotworowych, a takze budowa histolo-
giczna zmian cechuje si¢ duza zmiennoscia, co sprawia,
ze leczenie stanowi istotny problem zard6wno w medy-
cynie cztowieka, jak i weterynaryjnej. Najpowszech-
niejszymi metodami walki z chorobami nowotworo-
wymi sa: chemioterapia, radioterapia 1 postgpowanie
chirurgiczne (16, 22, 32). Nie wszystkie nowotwory
mozemy jednak usuna¢ chirurgicznie — zalezy to od
rodzaju, stopnia zto$liwosci, umiejscowienia i wielkos-
ci zmiany, a przede wszystkim stanu klinicznego pa-
cjenta. Radioterapia jest popularng na $wiecie metoda
wspomagajaca leczenie przeciwnowotworowe w me-
dycynie weterynaryjnej (10, 22), jednak w Polsce jak
dotad niedostgpna. W wielu przypadkach pozostaje wigc
leczenie chemioterapeutykami, ktore jednak cechuja
si¢ znaczna toksycznos$cia, a ze wzgledu na niespecy-
ficzna dystrybucj¢ i co za tym idzie — niewystarczajace
stezenie leku w docelowym miejscu przeznaczenia,
czesto wykazuja wiele niekorzystnych dzialan ubocz-
nych (2, 5, 10). Dodatkowo istnieja ograniczone zdol-
nosci monitorowania podanych chemioterapeutykow.

Nanobiotechnologia jest tym kierunkiem badan,
w ktorym poktada si¢ wielkie nadzieje w nowoczesnym
leczeniu przeciwnowotworowym. Nanobiotechnologia
jest dziedzina nanotechnologii znang od 1934 r., a od
kilku lat prgznie rozwijajaca sig na $wiecie, w tym réw-
niez w Polsce (27). Laczy ona w sobie elementy biolo-

gii, fizyki, chemii, inZynierii i medycyny. Nanoczastki
— czyli czastki o $rednicy mniejszej niz 100 nm, a wigc
10-krotnie mniejsze od wirusa, 100-krotnie od komor-
ki bakteryjnej, a 1000-krotnie od komorki nowotworo-
wej, zaczely by¢ szczegotowo badane i coraz czgsciej
wykorzystywane w onkologii — w diagnostyce, obrazo-
waniu oraz w leczeniu przeciwnowotworowym (1, 6,
8,14, 16,24,31-33).W artykule scharakteryzowano do-
tychczasowe, zroznicowane zastosowania nanoczastek
w leczeniu przeciwnowotworowym.

Standardowe chemioterapeutyki wykazuja szereg
ograniczen w zastosowaniu ze wzgledu na staba roz-
puszczalno$¢ w wodzie, niski indeks terapeutyczny,
niespecyficzng biodystrybucjeg i docieranie nie tylko do
komorek zmienionych nowotworowo, ale i do komorek
zdrowych. Chemioterapeutyki podawane dozylnie zwie-
rzgtom docieraja rowniez do zdrowych tkanek, co skut-
kuje konieczno$cia zmniejszenia dawek ze wzgledu na
wysoka toksycznos¢ i niepozadane dziatania uboczne.
Idealne leki stosowane w walce z nowotworami powin-
ny cechowac¢ si¢ wysokim powinowactwem, najlepiej
wytacznie do komoérek nowotworowo zmienionych,
niska toksycznoscia i fatwa dostgpnoscia (9). Odpowied-
nio skonstruowane nanoczastki, jako $rodki stuzace
transportowi lekow przeciwnowotworowych, moga
spetnia¢ te wymagania i przezwyci¢zy¢ dotychczaso-
we problemy. Ich atutem jest, z jednej strony, wielkos¢,
a z drugiej — stosunkowo duza powierzchnia czynna —
parametry decydujace o ich fizycznych i chemicznych
wlasciwosciach (4, 29).
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Nanoczastki moga sktada¢ si¢ zarowno ze sztucznych,
jak 1 naturalnych materialow (15, 28). W zaleznos$ci od
materiatu i sposobu ich uzyskiwania maja r6zny ksztatt
1 rozne wiasciwosci fizykochemiczne. W medycynie
ludzkiej prowadzone sa liczne badania nad rozmaitymi
typami nanoczastek, takimi jak: liposomy i inne no$ni-
ki o podtozu lipidowym, polimery taczone z lekami,
wirusy (nanoczastki Wlmsowe) polimerowe mikrosfe-
ry, micelle, dendrymery i inne (1, 4, 16). Badania doty-
czace transportu lekow prowadzone sa szczegoblnie na
liposomach, ktore sa zamknigtymi strukturami koloidal-
nymi o podwojnej lipidowej btonie otaczajacej $rodo-
wisko wodne (4, 25, 30). Wiele réznych lekow prze-
ciwnowotworowych dotaczanych byto do liposoméow
na rézne sposoby w celu znalezienia najskuteczniejszej
metody transportu leku, tak aby cechowat si¢ najlep-
szymi wlasciwosciami pod wzgledem farmakokinetyki
1 farmakodynamiki. W USA zostato zaakceptowanych
w leczeniu nowotworow kilka lekow przeciwnowotwo-
rowych, potaczonych z liposomami, m.in. doksorubi-
cyna w postaci liposomalnej do leczenia migsaka Ka-
posi’ego 1 nowotworow sutka (1, 7, 11, 28). W fazie
drugiej badan klinicznych jest np. polqczeme liposo-
mow z cisplatyna czy interleuking 2, ktore stosowane
sa w terapii wielu typow nowotwordw. Pierwsza gene-
racja liposomdw miata niezmodyfikowana fosfolipido-
wa powierzchnig, jednak zwigkszato to wylapywanie
liposomow przez fagocyty. Dlatego obecnie czgSciej
stosowane sa liposomy o zmodyfikowanej strukturze,
do ktorych powierzchni dotaczone sa hydrofilowe gru-
py karboksylowe lub polimery. Zmniejsza to szybkos¢
wychwytywania tych czastek z krwiobiegu, powodu-
jac tym samym ich docieranie w wigkszej ilosci do ko-
morek docelowych i zwigkszenie efektywno$ci dziata-
nia (1, 4, 25). Glownym stosowanym polimerem jest
glikol polietylenowy (PEG). Prowadzone byty tez licz-
ne badania nad potaczeniem lekéw przeciwnowotwo-
rowych z polimerami o rdznych strukturach, takich jak
micele czy dendrymery (1, 4). Dendrymery sa poli-
merycznymi czastkami o ksztatcie drzewa, do ktérych
dotaczane sa grupy czynne w postaci merow. Leki albo
dotaczane sa do ich powierzchni, albo enkapsulowane
wewnatrz ich przestrzennej struktury. W tych polime-
rach leki sq rozpuszczone, otoczone albo przytaczone
poprzez wiazania kowalencyjne. Przyktadem takiego
leku jest paxitaksel polaczony z albuminami — zarejes-
trowany w USA do leczenia przerzutow nowotworow
sutka u ludzi (4, 25, 28). W fazie badan klinicznych
znajduje si¢ 10 innych potaczen lekow przeciwnowo-
tworowych z nanoczastkami (7, 16, 25).

Znajomo$¢ patofizjologii komorek nowotworowych
spowodowala znaczny postep w wykorzystaniu nano-
czastek 1 zwigkszeniu skutecznosci leczenia. W tkan-
kach zmienionych nowotworowo dochodzi bowiem do
wzmozoneJ anglogenezy (1 4, 25), Jednak powstajace
naczynia krwiono$ne r6znia si¢ swoja budowq od tych
bedacych w tkankach prawidtowo rozwijajacych sig (4,
25). W przypadku angiogenezy w tkance nowotworo-
wej dochodzi do proliferacji komorek epiteliotropowych
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w sposob nieciagly, co powoduje powstanie szczelin
migdzy nimi. Sprawia to, ze dochodzi do dezorganiza-
cji naczyn krwiono$nych i powstania w nich wielu po-
row ulatwiajacych przedostawanie si¢ nanoczastek.
Dodatkowo komorki nowotworowe wytwarzaja specy-
ficzne mikrosrodowisko cechujace si¢ wysokim meta-
bolizmem. Powoduje to, ze podaz tlenu i sktadnikow
odzywczych jest niewystarczajaca, co prowadzi do wy-
twarzania dodatkowej energii na drodze glikolizy, a tym
samym do zakwaszenia srodowiska (4, 16). Wykorzy-
stywane jest to np. w transporcie lekow wewnatrz pH-
-wrazliwych liposomow, z ktérych pod wplywem zmia-
ny srodowiska z obojgtnego na kwasne uwalniane sa
leki przeciwnowotworowe (4, 16, 26).

Efekt terapeutyczny nanoczastek zalezy od odpowied-
nio dtugiego przebywania ich w okreslonym srodowi-
sku. Sprawia to, ze musza by¢ one odpowiednio duze,
zeby nie byly wydalane przez nerki, ale takze na tyle
male, by nie zostaly usunigte przez makrofagi uktadu
siateczkowo-$rodbtonkowego i szybko przenikaty przez
uszkodzone naczynia krwiono$ne nowotworowo zmie-
nionej tkanki (1, 4, 8). Zwykle niezmodytikowane na-
noczastki sa w uktadzie krazenia wylapywane przez
uktad siateczkowo-srédblonkowy, gtownie w watrobie
1 §ledzionie (4, 8). Poniewaz potaczenia w uszkodzo-
nych naczyniach tkanek nowotworowych mieszcza si¢
w wigkszo$ci w granicach 100-600 nm, a zatoki $le-
dziony 150-200 nm, nanoczastki powinny by¢ nie wigk-
sze niz 100 nm. Wazna jest takze powierzchnia nano-
czastek. Najlepiej, gdyby byly one hydrofilowe, co
uchronitoby je przed wyltapaniem przez makrofagi.
Mozliwe jest to przez dotaczenie do ich powierzchni
hydrofilowego polimeru np. PEG lub przez zbudowa-
nie ich z potaczonych kopolimeréw sktadajacych si¢
z hydrofobowych i1 hydrofilowych domen (4, 16, 20).

Innym problemem w standardowym leczeniu prze-
ciwnowotworowym jest zjawisko opornosci wielole-
kowej (2, 4, 34). Jest to gtdéwnie zwiazane z ekspresja
biatka — zwanego p (gp p) — glikoproteiny, ktéra ma
zdolno$ci usuwania lekoéw przeciwnowotworowych
z wngetrza komorki nowotworowej tuz po przejsciu przez
btong komorkowa (2, 4, 34). W najnowszych badaniach
udowodniono, ze w przeciwienstwie do mikroczastek
nanoczastki maja zdolnos¢ przenikania do komorek no-
wotworowych z ominigciem glikoproteiny p poprzez
wniknigcie do endosomow (2, 4, 13). Szuka si¢ wige
zastosowania nanoczastek w leczeniu nowotworow, kto-
rego skutecznos¢ jest niewielka wtasnie ze wzgledu na
wysoka lekooporno$¢. Przyktadem takiego nowotworu
jest kostniakomigsak, w przypadku leczenia ktérego
30% pacjentow jest catkowicie opornych na wszystkie
stosowane chemioterapeutyki (13). Zbadanym przy-
ktadem biokompleksow, ktorym udato si¢ ominaé te
wysoka lekoopornos¢ jest doksorubicyna umieszczona
w lipidowo zmodyfikowanej polimerowej nanoczastce
dekstranu (1, 13). Udowodniono, ze ten no$nik dokso-
rubicyny wnika do komoérki z pominigciem mechaniz-
mu wykorzystujacego glikoproteing p, powodujac
znacznie wigksze stezenie leku w komorkach docelo-
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wych, a przez to lepszy efekt terapeutyczny. Chemiote-
rapeutyki w tej postaci powoduja rowniez nasilenie pro-
cesu apoptozy w porownaniu z zastosowaniem wolnej
doksorubicyny. Wskazuje to na nowe mozliwosci le-
czenia lekoopornego kostaniakomigsaka. Innym przy-
ktadem omijania lekoopornosci jest potaczenie dauno-
mycyny z nanoczastkami ztota lub nanoczastkami tlen-
ku zelaza (Fe,0,) w stosunku do komorek K562/A02
w leczeniu ostrej biataczki (3, 9, 21). Stopien apoptozy
oraz stgzenie daunomycyny w potaczeniach i1 bez na-
noczastek tlenku zelaza lub koloidalnego ztota badano
metoda cytometrii przeptywowej oraz wykorzystujac
mikroskop konfokalny. Oceniono takze ekspresj¢ genu
MDRI1 (kodujacego glikoproteing p) metoda Rt-PCR
(3, 9). Wykazano, ze lek ten w potaczeniu z nanoczast-
kami (w stezeniu 5,0 x 10”7 M nanoczastki Fe O, lub
2,0 x 10°®* nanoczastki Au) wykazuje wigksze sthenle
W objetej procesem nowotworowym tkance oraz zw1qk-
sza apoptoze W komorkach K562/A02. Wykazano row-
niez, ze cho¢ same nanoczastki nie wplywaja na zaha-
mowanie ekspresji genu MDR1, to w polaczeniu z che-
mioterapeutykiem moga ja zmniejszac’. Badane byto
rowniez potaczenie nanoczastek koloidalnego zlota
z trojtlenkiem arsenu (As,O,) zardbwno w stosunku do
wrazliwych komorek K536, jak 1 adriamycynoopornych
komorek K562/A02. Wykazano zwigkszone stezenie
biokompleksow w komodrkach docelowych w wyniku
zablokowania glikoproteiny p i tym samym podwyz-
szenie dzialania cytotoksycznego trojtlenku arsenu
(As,0,). Wyniki tych badan wydaja si¢ obiecujace
i wskazujq na mozliwosci zwigkszania efektywnos$ci
leczenia pacjentow chorujacych na biataczke.

Dotychczas prowadzono intensywne badania doty-
czace wykorzystania nanoczastek jako nosnikow lekow
przeciwnowotworowych w tak zwanej terapii celowa-
nej ,.targeted delivery”, ktora mozna podzieli¢ na celo-
wanie bierne (tzw. passive targeting) oraz celowanie
aktywne (active targeting) (1, 4, 16, 25, 31).

Metoda polegajaca na celowaniu biernym wykorzy-
stuje gtdéwnie wielko$¢ nanoczastek oraz specyficzne
wlasciwosci naczyn krwiono$nych w obregbie guza no-
wotworowego. Znajdujace si¢ w nich pory umozliwia-
janadrodze transportu biernego wnikanie nanoczastek,
a wraz ze slabym drenazem limfatycznym wzmacniaja
efekt przepuszczalnosci i retencji (EPR — permeability
and retention effect). Powoduje to minimum 10-krot-
nie wigksze stgzenie leku w guzie nowotworowym
w porownaniu z efektem uzyskanym przy podawaniu
samego leku (1, 18, 25). Stwierdzono jednak, ze nie
w kazdej czeSci guza nowotworowego znajduje si¢
takie samo st¢zenie nanoczastek, co jest jednym z ogra-
niczen stosowania tej metody. Mechanizm tego zjawi-
ska nie jest doktadnie poznany. Generalnie gromadze-
nie si¢ nanoczastek w obrgbie guza nowotworowego
zalezy od ich wielkos$ci, wlasciwosci powierzchni czyn-
nej, okresu pottrwania i rozwoju angiogenezy w obre-
bie guza (16, 18). Daje si¢ zauwazy¢ w tym przypadku
istotng zalezno$¢ miedzy stezeniem nanoczastek a stop-
niem angiogenezy. W guzach o stabo rozwinigtym sys-
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temie naczyn krwionosnych (w fazie preangiogenezy)
oraz w guzach cechujacych si¢ znaczna martwicg ste-
zenie nanoczastek jest zdecydowanie mniejsze.

W transporcie biernym nanoczastek zasadnicza rolg
odgrywa réwniez mikrosrodowisko guza nowotworo-
wego. Z powodu zwigkszonej ilosci przemian metabo-
licznych 1 uzyskiwania energii na drodze glikolizy $ro-
dowisko guza nowotworowego jest kwasne. Liposomy
pH-wrazliwe w wyniku zmiany pH z fizjologicznego
(2, 9) na kwasne — typowe dla mikrosrodowiska guza
nowotworowego, uwalniaja zawarte w nich chemiote-
rapeutyki (1, 16, 25).

Kolejna metoda wykorzystujaca bierne celowanie jest
bezposrednie podanie leku do guza nowotworowego
(25, 35). Zaleta tej metody jest pominigcie krazenia
ogolnego co, z jednej strony, zwigksza st¢zenie leku
w miejscu docelowym, z drugiej — obniza toksycznosé¢
ogo6lnoustrojowa. Wada tej metody jest jednak czgsto
duza inwazyjnos$¢, trudna dostgpnos¢ do guza nowo-
tworowego, a czasem nawet jej brak, jak w przypadku
chociazby nowotworu phuc (25, 35). Prowadzone byty
badania na myszach z czerniakiem skory, ktérym po-
dawano realgar (siarczek arsenu, As,S,) przez skorg
i oceniano jego skutecznos¢ oraz toksycznosé (35). Re-
algar podawany dootrzewnowo cechuje si¢ bowiem wy-
sokim stopniem toksycznosci. Monitorowano stan ogol-
ny, masg ciala, czynno$¢ watroby i reakcje skory po
podaniu, stwierdzono wysoka skutecznos¢ i niska tok-
syczno$¢ takiego postgpowania.

Bardziej swoista jest terapia aktywna, ktora polega
na przylaczeniu do nanoczastki liganda lub przeciw-
ciata przeciwko receptorowi o wysokiej ekspresji na po-
wierzchni komorki nowotworowej (16, 25, 31). Naj-
wazniejsza rol¢ w tego typu postgpowaniu odgrywa
identyfikacja odpowiedniego receptora lub antygenu na
komorce nowotworowej, z ktérym bedzie mogta pota-
czy¢ si¢ celowana nanoczastka. Idealny receptor lub
antygen powinien wykazywa¢ duza ekspresje na ko-
morce nowotworowej przy braku lub bardzo niskiej eks-
presji na pozostatych komorkach. Stwierdzono roéwniez,
ze wigksza skuteczno$¢ wykazuja leki, ktore zostaly
uwolnione z tych biokomplekséw do cytoplazmy ko-
morki nowotworowej niz te, ktore zostaly uwolnione
na powierzchni lub w bezposrednim sasiedztwie tych
komorek (16). Najlepsze wyniki uzyskuje si¢ stosujac
kompleksy wnikajace na drodze endocytozy, takie jak
np. przeciwciata, czynniki wzrostu czy cytokiny. Szcze-
golnie istotne sa cytokiny lub hormony wzrostu zbudo-
wane sa z naturalnych materialow, przez co maja mniej-
sza masg czasteczkowa i cechuja si¢ mniejsza immu-
nogennos$cig niz przeciwciata. Wedlug ostatnich badan
coraz czgsciej jednak w terapii aktywnej uzywane sa
specjalnie zmodyfikowane przeciwciata lub ich frag-
menty ze wzgledu na lepsza farmakokinetyke. Dla przy-
ktadu, liposomy potaczone z fragmentami przeciwciat
cechuje dluzszy okres pottrwania, co pozwala im dhu-
zej krazy¢ 1 w wigkszej ilo$ci przenika¢ do komorek
nowotworowych. Wiele takich celowanych biokom-
plekséw lekow z nanoczastkami znajduje si¢ w USA
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w fazie badan przedklinicznych, a niektore, jak np.
HPMA (N-2-(hydroksypropyl) metakryloamid) kopo-
limer DOX-galaktozaminy, ktory taczy si¢ z receptora-
mi na powierzchni hepatocytow, jest juz w fazie badan
klinicznych. Udowodniono 12-50 razy wigksze stezenie
tego kompleksu w komorkach watrobowych niz wolne;j
doksorubicyny (17, 23). Badano rowniez potaczenia do-
ksorubicyny z nanoczasteczkami PLGA (kopolimerem
kwasu DL-polimlekowego 1 kwasu glikolowego). Oce-
niono dzialanie tych biokomplekséw w stosunku do
wielu ztosliwych typow nowotwordéw i jednoznacznie
stwierdzono, ze wykazuja zdecydowane powinowac-
two 1 wyzsza skuteczno$¢ poprzez indukcje apoptozy
w stosunku do komorek nowotworowych o zwigkszo-
nej ekspres;ji integryn (23).

Nanoczastki moga jednak cechowac¢ si¢ wysoka tok-
sycznos$cia 1 wywiera¢ skutki odwrotne od zamierzo-
nych, co sprawia, ze nie nalezy bezkrytycznie podcho-
dzi¢ do ich skutecznosci (19, 29). Przyktadem moze
by¢ nanoczastka dwutlenku tytanu TiO,. Badania wstep-
ne pod katem przeciwnowotworowego dzialania tego
zwiazku w stosunku do komorek czerniaka B16F10,
raka pluc Lewisa oraz raka gruczotu krokowego dawa-
ty nadziej¢ na dalsze zastosowanie tego zwiazku w ce-
lowanej terapii przeciwnowotworowej. Jednak w ba-
daniach przeprowadzonych na myszach z wtdkniako-
migsakiem (komorki QR-32, cechujace si¢ ograniczo-
na zdolnoscia do tworzenia guzéw nowotworowych
1 brakiem dawania przerzutéw) w tych badaniach
wykazano ze nanoczastki dwutlenku tytanu TiO, maja
zdolnos¢ przez tworzenie wolnych rodnikow tlenowych
do przeksztalcania tagodnych rozrostow w ztosliwe
(19, 29).

Nanomedycyna jest pr¢znie rozwijajaca si¢ dziedzi-
na, w ktorej upatruje si¢ obecnie wielkich szans i na-
dziei na udoskonalenie terapii przeciwnowotworowe;j.
Prowadzone sa badania nad stworzeniem jak najdosko-
nalszych nanoczastek jako nos$nikéw lekow przeciw-
nowotworowych, w celu zwigkszenia ich skutecznosci
dzialania. Poniewaz wigkszo$¢ badan podstawowych
1 przedklinicznych prowadzona jest na liniach komor-
kowych, hodowlach tkankowych lub zwierzetach do-
swiadczalnych, daje to nadziej¢ na rychte wykorzysta-
nie tego kierunku post¢gpowania rowniez w onkologii
weterynaryjnej.
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