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Tytut rozprawy:
Immunoliposomowa forma simwastatyny jako potencjalny terapeutyk w leczeniu
nowotwordéw zaleznych od EGFR.

Streszczenie pracy:

Simwastatyna nalezy do grupy statyn, popularnych lekow szeroko wykorzystywanych
w leczeniu hipercholesterolemii. Statyny sa kompetycyjnymi inhibitorami reduktazy
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-C0AR), mechanizm ich dzialania opiera
si¢ na hamowaniu jednego z pierwszych etapow szlaku syntezy cholesterolu i izoprenoidow.

W latach dziewigédziesiatych XX w. pojawity si¢ pierwsze doniesienia o potencjalnym
wykorzystaniu statyn w leczeniu choréb nowotworowych. Wykazano m.in. ich
antyproliferacyjny charakter, zdolno$¢ do indukcji apoptozy oraz hamowania szlakow
sygnatowych w komoérkach wielu typow nowotworéw. Szczegodlnie obiecujace wyniki
uzyskano dla nowotworow prostaty i nowotworow sutka. Dla obu tych typéw nowotwordw,
wsérod czynnikéw predestynujacych do rozwoju choroby, obok uwarunkowan genetycznych
i srodowiskowych, wskazuje si¢ diete¢ wysokocholesterolowg. Zmniejszenie puli cholesterolu
w wyniku stosowania statyn stanowi czynnik hamujgcy dla intensywnie proliferujacych
komorek nowotworowych. Cholesterol stanowi wazny sktadnik bton komodrkowych,
a w szczeg6lnosci ich mikrodomen, tzw. tratw blonowych, zaangazowanych w przekazywanie
sygnalow w licznych szlakach komoérkowych. Stosowanie statyn prowadzi réwniez do
zahamowania syntezy izoprenoidow, czgsteczek niezbednych w procesie aktywacji szeregu
biatek, m.in. biatek posredniczacych w transdukcji sygnatéw w wielu szlakach komorkowych,
nadaktywnych w nowotworach ztosliwych, w tym gruczotu sutkowego i krokowego.

Glownym problemem, ktory ogranicza wykorzystanie przeciwnowotworowego
potencjatu statyn, jest koniecznos$¢ ich podawania w wysokich st¢zeniach, nawet 500-krotnie
przewyzszajacych stgzenia wykorzystywane w leczeniu chorob sercowo-naczyniowych. Tak
wysokie st¢zenia moga prowadzi¢ do wielu zaburzen, m.in. do rabdomiolizy, czyli zespotu
objawow towarzyszacych rozpadowi migséni szkieletowych, do miopatii, czy uszkodzenia
watroby. Ponadto, nie jest mozliwe uzyskanie tak wysokich stezen w organizmie statyn
podawanych doustnie, a stosowanie dozylne wymaga uzywania hydrofobowych
rozpuszczalnikow 0 wysokiej toksycznosci.

Proponowanym przez nas rozwigzaniem, ktore stanowi cel niniejszego projektu, byto
opracowanie kierowanej za pomoca przeciwciat, liposomowej (immunoliposomowej) postaci
simwastatyny, ktora dostarcza lek selektywnie, bezposrednio do komodrek docelowych, co
powinno znacznie zwigkszaé jego lokalne stezenie i ogranicza¢ ogolnoustrojowg toksycznosé
w porownaniu do leku podawanego tradycyjnie. Jako obiekt badan wybrano komorki
nowotworowe gruczotu sutkowego.

W pierwszym etapie pracy zaprojektowano Kkonstrukcje liposomowa, ktorg
charakteryzuje wysoka wydajno$¢ enkapsulacji leku, niska cytotoksyczno$¢ niespecyficzna
oraz wysoka, 8-miesieczna stabilno$¢. Dokonano charakterystyki fizykochemicznej



uzyskanych liposoméw — okreslono ich $rednicg i potencjat oraz rozktad tych parametrow.
Nastepnie przygotowano formy immunoliposomowe — otoczka liposomowa zostala
zmodyfikowana poprzez dotaczenie do jej powierzchni przeciwciat rozpoznajacych okre§lone
receptory, zapewniajace wysoka selektywno$¢ preparatu, po czym ponownie oznaczono ich
parametry fizykochemiczne, jak wspomniano powyzej. Konstrukcja jest na tyle uniwersalna,
ze pozwala na przylgczanie przeciwcial rozpoznajgcych rozne cele molekularne. Niniejszy
projekt obejmowat opracowanie dwu preparatow, z ktorych kazdy zawierat jedno z dwu
przeciwcial rozpoznajagcych receptor z rodziny naskorkowego czynnika wzrostu, EGFR lub
HER?2.

Rownolegle prowadzono doswiadczenia majace na celu wybor podtypu biologicznego
raka sutka, ktory wykazywalby najwicksza wrazliwo$¢ na dzialanie simwastatyny. Jako cel
dzialania liposomowej formy simwastatyny zostalty wybrane linie komdorkowe odznaczajace si¢
zwigkszonym poziomem EGFR w blonie: linia SKBR3, reprezentujaca podtyp HER2+ oraz
linia MDA MB 231, reprezentujaca potrojnie ujemny podtyp raka sutka, charakteryzujacy si¢
brakiem receptora estrogenowego, progesteronowego oraz HER2.

Kolejnym etapem projektu byta ocena wptywu liposomowej i immunoliposomowej
formy leku na komorki wybranych linii nowotworowow piersi. Badania tego etapu wykazaty
wysoka selektywno$¢ immunoliposomoéw (anty-HER2 lub anty-EGFR) wobec komorek
odpowiednio charakteryzujacych si¢ nadprodukcjg EGFR lub HER2. Okres$lono takze warto$ci
ICs0 badanych preparatow oraz wykazano zdolno$¢ obydwu rodzajow immunoliposomow do
indukcji apoptozy w komorkach docelowych. Wykazano rowniez zdolno$¢ immunoliposomow
do hamowania aktywacji kinaz zaangazowanych w transdukcje sygnaléw indukowanych
stymulacja EGFR. Obserwowane zahamowanie aktywnos$ci szlakow sygnatowych
angazujagcych EGFR nasungto pytanie, czy modyfikacja transdukcji sygnatu nastepuje
w wyniku zaburzenia organizacji i stopnia uporzadkowania btony komodrkowej na skutek
zmniejszenia puli cholesterolu. Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem techniki FLIM,
ktora pozwala na obrazowanie zmian czasu zycia fluorescencji sondy wrazliwej na stopien
uporzadkowania blony, wykazata, ze w wyniku dziatania simwastatyny dochodzi do
zmniejszenia stopnia uporzadkowania btony komorki, a zatem zaburzenia jej struktury.

Finalnym etapem projektu bylo okreSlenie selektywnosci 1 efektywnosci in vivo
immunoliposoméw. Do realizacji tego celu wybrano preparat immunoliposoméw Kierowanych
za pomoca przeciwciata rozpoznajacego EGFR. Analiza biodystrybucji immunoliposomow
podanych dozylnie myszom szczepu NOD/SCID z eksperymentalnym guzem indukowanym
poprzez wszczepienie komorek MDA MB 231, wykazata akumulacje immunoliposomow
w guzie, ktora utrzymywata si¢ do 48 godzin po podaniu preparatu. Efektywnos$¢ preparatu
oceniono w dwoch podejsciach terapeutycznych. W pierwszym z nich immunoliposomowa
forme simwastatyny podawano myszom z w pelni wyksztalconymi guzami, w drugim —
myszom z guzami, ktore dopiero si¢ formowaty. Uzyskane wyniki w obu przypadkach
wykazaty zahamowanie wzrostu guza na poziomie 25%, dane nie byly jednak istotne
statystycznie. Postulujemy zatem, aby w dalszych badaniach rozwazy¢ stosowanie tych postaci
simwastatyny w polaczeniu z niskimi dawkami cytostatykéw lub do preparatu
immunoliposoméw wprowadzi¢ cytostatyk. Takie rozwigzania, ktére wymagaja osobnych
badan, powinny pozwoli¢ na uzyskanie skutecznego i w miar¢ bezpiecznego preparatu leku
przeciwnowotworowego.



Opracowana uniwersalna, immunoliposomowa posta¢ simwastatyny, jest pierwsza tego
typu formulacja opisang w literaturze i odpowiada na pytanie o zasadno$¢ wykorzystania statyn
W leczeniu nowotwordw. Majac na uwadze szeroko opisywane w literaturze synergistyczne
dziatanie statyn z innymi lekami w formie terapii potaczonych, immunoliposomowa forma
statyny wychodzi naprzeciw problemowi dostarczania leku w wysokich dawkach do organizmu
1 daje nadziej¢ na opracowanie w przysztosci terapii wykorzystujacych statyny, ktore jako
substancje uwrazliwiajgce nowotwory, by¢ moze znajdg zastosowanie kliniczne.



