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Badania przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej bytly
realizowane w ramach projektu wspoltfinansowanego ze Srodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka: ,Zastosowanie pochodnych
poliizoprenoidow jako nosnikow lekow i regulatorow metabolizmu”
(UDA-POIG.01.03.01-14-036/09-00).
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Niniejsza rozprawa doktorska zostala zrealizowana dzieki wsparciu
stypendialnemu ze srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego,
Program Operacyjny Kapitat Ludzki w ramach realizacji projektu
sWsparcie przedsiebiorczosci naukowcow bio tech med poprzez stypendia,
staze i szkolenia” (UDA POKL.08.02.01-14-041/09).

Qe .
N} () B & eChn l UNIA EUROPEJSKA
q KAPITAt LUDZKI 2 DIO0 I Nnology EUROPEISK
. NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI ' 1+ Innovations Platform FUNDUSZ SPOLECZNY
e L 4




Czes$¢ wynikéw przedstawionych w niniejszej dysertacji zostata
opublikowana w nastepujacych czasopismach:

1. Pharmacol Rep. 2014, 66, 2, 273-278

yLffects of liposomes with polyisoprenoids, potential drug carriers, on the
cardiovascular and excretory system in rats”. Gawrys O, Polkowska M,
Roszkowska-Chojecka M, Gawarecka K, Chojnacki T, Swiezewska E,
Masnyk M, Chmielewski M, Rafalowska J, Kompanowska-Jezierska E.

2. Eur J Lipid Sci Tech, 2014, 116, 5, 659-662

,Cationic derivative of polyprenol, a potential component of liposomal
drug carriers, does not alter renal function in rats”. Gawrys O, Olszynski
KH, Gawarecka K, Swiezewska E, Chojnacki T, Masnyk M, Chmielewski
M, Kompanowska-Jezierska E;



N niejsza rozprawa doktorska, bedaca zwiericzeniem blisko pieciu lat
pracy, nie powstataby bez merytorycznego i emocjonalnego wsparcia wielu
0S0b.

E kspertka w dziedzinie fizjologii nerek, bez ktoérej projekt ten nie miatby
szans realizacji, byta moja Promotor, prof. dr hab. Elzbieta Kompanowska-
Jezierska. To jej naleza sie najwieksze podziekowania za nieoceniong
pomoc, cierpliwos$é i wyrozumialosé, a takze za ogromne zaangazowanie w
mojaq prace. Jestem jej wdzieczna réwniez za okazanqg serdecznosé
wszystkie rozmowy spoza obszaru pracy naukowe;j.

R azem ze mnq codzienne dni pracy na siédmym pietrze, pelne trosk i
radosci, przezywali inni pracownicy Zaktadu Fizjologii Nerek i Plyndow
Ustrojowych, ktéorym takze nalezq sie serdeczne podziekowania. W
szczegolnosci prof. dr hab. Januszowi Sadowskiemu za nadzoér
merytoryczny i jezykowy oraz doktorantkom — Iwonie Baranowskiej oraz
Malwinie Roszkowskiej-Chojeckiej za wszelka pomoc i rewelacyjna
atmosfere pracy. Dziekuje réwniez Krzysztofowi H. Olszyriskiemu za
wspoblprace i bezcenny humor, pomagajacy przetrwaé najtrudniejsze
chwile.

K olejne stowa podziekowania kieruje w strone prof. dr hab. Ewy
Swiezewskiej oraz Katarzyny Gawareckiej z Zaktadu Biochemii Lipidéw
Instytutu Biochemii 1 Biofizyki PAN, zaréwno za przygotowanie
odpowiednich zawiesin liposomowych, jak i za pomoc merytoryczna przy
opracowywaniu wynikow.

I ntensywna wspoipraca z prof. dr hab. n. med. Janing Rafatowskq
zaowocowata glebokim wejrzeniem tam, gdzie wzrok nie siega, co
umozliwito uzyskanie obrazéw histologicznych i ich analize. Jestem za to
wdzieczna zaréwno pani profesor, jak i jej wspétpracownikom z Zakladu
Neuropatologii Doswiadczalnej i Kliniczne;j.
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ACE - enzym konwertujacy angiotensyne (ang. Angiotensin Converting
Enzyme)

ADH, AVP - hormon antydiuretyczny (ang. Antidiuretic Hormone),
wazopresyna (ang. Arginine Vasopressin)

ANG II — angiotensyna II

AKI - ostre uszkodzenie nerek (ang. Acute Kidney Injury)

APren — kationowa pochodna alkoholu poliizoprenoidowego (inaczej
amino-prenol)

AT: — receptor angiotensynowy typu 1

BW — masa ciata

cAMP - cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan

CBF - przeptyw krwi przez kore nerki (ang. Cortical Blood Flow)
CDG - wrodzone zaburzenia glikozylacji (ang. Congenital Disorder of
Glycosylation)

Cys C — cystatyna C

dDAVP - desmopresyna, deamino-D-argininowazopresyna

DBP - rozkurczowe cisnienie krwi tetniczej (ang. Diastolic Blood Pressure)
DDS - systemy dostarczania lekow (ang. Drug Delivery Systems)
DMAPP - difosforan dimetyloallilu

DOPE - dioleoilo-fosfatydylo-etanoloamina

eNOS - endotelialna syntaza tlenku azotu

Epac — bialko aktywowane cAMP (ang. Exchange Protein Directly
Activated by cAMP)

FDA - amerykanska agencja zywnosci i lekow (ang. Food and Drug
Administration)

FPP - difosforan farnezylu;

GFR — wspotczynnik przesaczania klebuszkowego (ang. Glomerular
Filtration Rate)

GGPP - difosforan geranylgeranylu;

GPI - glikozylofosfatydyloinozytol

GPP - difosforan geranylu

Ht — hematokryt

HW — masa serca (ang. Heart Weight)

IM — rdzen wewnetrzny nerki (ang. inner medulla);

IMBF - przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki (ang. Inner-
Medullary Blood Flow)

IPP - difosforan izopentylu

LUV - duze pecherzyki jednowarstwowe (ang. Large Unilamellar Vesicles)
LV - masa lewej komory serca (ang. Left Ventricle Weight)

LVH - przerost lewej komory serca (ang. left ventricular hypertrophy)
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MBP - srednie ciSnienie krwi tetniczej (ang. Mean Blood Pressure)
MEP - szlak fosforanu metyloerytrolu

MLV - pecherzyki wielowarstwowe (ang. Multillamelar Vesicles)

MPS - uktad fagocytarny (ang. mononuclear phagocyte system)

MVA - szlak mewalonowy (ang. mevalonic pathway)

MVYV - liposomy wielopecherzykowe (ang. Multivesicular Vesicles)

NO - tlenek azotu;

NOx — metabolity tlenku azotu

OM - rdzen zewnetrzny nerki (ang. Outer Medulla);

OMBF - przeplyw krwi przez rdzen zewnetrzny nerki (ang. Outer-
Medullary Blood Flow)

Pcr— stezenie kreatyniny w osoczu

PFA — roztwor paraformaldehydu

Px — stezenie jonow potasowych w osoczu

Pna — stezenie jonow sodowych w osoczu

Posm — stezenie substancji osmotycznie czynnych w osoczu

RAA - uklad renina-angiotensyna-aldosteron

RBF - calkowity przeplyw krwi przez nerke (ang. Renal Blood Flow)
SBP — skurczowe ciSnienie krwi tetniczej (ang. Systolic Blood Pressure)
STD - pasza standardowa

SUV — mate pecherzyki jednowarstwowe (ang. Small Unilamellar Vesicles)
SHR - szczury spontanicznie nadciSnieniowe (ang. Spontaneously
Hypertensive Rats)

T2 — okres pottrwania

UAE - wydalanie albuminy z moczem (ang. Urinary Albumin Excretion )
Una'V — tempo wydalania jonow sodu

Unox'V — tempo wydalania metabolitow tlenku azotu

Uk'V — tempo wydalania jonow potasu

Uosm'V — tempo wydalania substancji osmotycznie czynnych

UV - pecherzyki jednowarstwowe (ang. Unilamellar Vesicles)

V — diureza

VinR - receptory dla wazopresyny (n=1 naczyniowy, n=2 nerkowy, n=3
przysadkowy)
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Skutki uboczne wielu obecnie stosowanych lekéw, czy ich
niedostateczna biodostepnosc¢ stanowia powazny problem medyczny, z
ktorym musza zmagac sie lekarze i sami pacjenci. Istnieje wiele
substancji o potwierdzonej skutecznosci terapeutycznej, ale ze wzgledu
na ich niekorzystne wlasciwosci wywotujace skutki uboczne, nie moga
by¢ stosowane w klinice. Jedna z powszechnie uzywanych strategii
ulepszania terapii jest poszukiwanie substancji pomocniczych, takich jak
nosniki lekow, ktore modyfikuja droge terapeutykow w organizmie biorcy.
W ten sposob mozna ulatwi¢ dotarcie substancji aktywnej do miejsca
dzialania, opozni¢ jej metabolizm, czy ochroni¢ przed szybkim
usuwaniem przez nerki. Wszystkie te dzialania moga umozliwi¢ obnizenie
dawki substancji aktywnej i tym samym zmniejszenie lub wyeliminowanie
niekorzystnych efektow ubocznych lekow. Nosniki liposomowe zyskaty na
przestrzeni ostatnich lat ogromne zainteresowanie ze wzgledu na swoje
lipofekcyjne wlasciwosci i szerokie spektrum zastosowan. Sklad
liposoméw, ich wielkos¢, ladunek oraz strukture powierzchni mozna
dowolnie modyfikowac, tak aby biodystrybucja i dzialanie niesionego leku
w organizmie bylo optymalne.

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

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

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

Celem przedstawionej dysertacji bylo zbadanie wlasciwosci amino-
prenoli pod wzgledem ich przydatnosci w medycynie i farmakologii jako
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sktadnikow liposomowych nosnikow lekow. Do badan wybrano pochodna
zawierajacg 7 jednostek izoprenowych (APren-7).

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

ETAP1: Toksyczno$¢ APren-7

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

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

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

Desmopresyna (dDAVP) jest analogiem wazopresyny (AVP),
dzialajacym selektywnie poprzez receptory V2R dla AVP, powodujac
jedynie zahamowanie wydalania moczu (dziatlanie antydiuretyczne), a nie
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powodujac skurczu naczyn krwionosnych. dDAVP jest powszechnie
uzywanym terapeutykiem w leczeniu moczowki prostej, moczenia
nocnego, czy diagnostyce i leczeniu zaburzen krzepniecia krwi.

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

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

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

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

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



STRESZCZENIE

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

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

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

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

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

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

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

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

Adverse effects of many currently used drugs or their insufficient
bioavailability constitute a major medical problem, which physicians and
patients are forced to deal with. Many new compounds were proven to
possess beneficial therapeutic activity, but due to severe side effects
cannot be used in therapy. Beside searching for new drugs, one of the
strategies to improve therapy is to search for auxiliary substances, such
as drug carriers, to modify the fate of a drug in the patient's body.
Augmented properties of administered drug can be achieved by providing
faster target access, delaying the rapid metabolism and/or slowing
excretion through the kidneys. This can lead to a decrease in a needed
therapeutic dose, thereby adverse effects can be minimized or even
eliminated. Liposomal drug carriers have become of interest to
researchers, due to their properties and wide spectrum of application.
Composition, charge, size and surface of liposomes can be modified in
order to achieve optimal drug biodistribution and activity.

Latest research demonstrated that semi-synthetic, cationic
derivatives of polyisoprenoid alcohols (amino-prenols, APrens) possess
lipofecting properties — they facilitate the transfer of genetic material
towards the cells. Polyisoprenoids represent a large and diverse class of
naturally occurring hydrophobic polymers, found in almost all living
organisms (bacteria, animals, plants). These linear compounds are
constructed of 5 to 150 isoprene units with hydroxyl group (-OH) on «
end and hydrogen atom on @ end. Polyisoprenoid alcohols play numerous
roles in cells, but above all, as structural components of cellular
membranes, they modulate their properties. Biophysical studies have
proven that polyisoprenoids act as modulators of membranes by
influencing their fluidity and permeability owing to the ability to induce
hexagonal Hi phase formation.

Amino-prenols were obtained by chemical modification (hydroxyl
group on o end was replaced by a quaternary ammonium group), which
generated specific properties by which these cationic lipids can influence
biological membranes more easily.

The aim of presented thesis was to investigate the properties of
amino-prenols, regarding their application in medicine and pharmacology
as components of liposomal drug carriers. An amino-prenol containing
seven isoprene units (APren-7) was selected for research.

The study can be divided into three main phases. In the first stage
toxicity of amino-prenols was examined. In the second and third stage
the impact of drug encapsulation in newly designed liposomal carriers on
effectiveness of selected drugs was tested. Two drugs of different
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characteristics, activity and structure were chosen. Effectiveness of
encapsulated drugs was compared to activity of drugs administered in
classic solvents.

STAGE 1: Toxicity of APren-7

Male Sprague-Dawley (SD) rats were injected daily (subcutaneously)
with freshly prepared solutions: (i) liposomes built of DOPE (dioleoyl
phosphatidylethanolamine) and tested amino-prenols, (ii) classic
liposomes composed of DOPE only or (iii) water for injection. During four
weeks mean arterial blood pressure was measured (non-invasive tail cuff
method), observations in metabolic cages were performed, combined with
daily urine collection and blood sampling for biochemical analysis. One
part of animals from each group was sacrificed and the heart and
kidneys were harvested for histopathological and morphometric analysis.
The second part of rats was anaesthetized and after surgical
preparations, cardiovascular and renal functions were assessed in acute
experiments.

The result suggest that the amino-prenols are not toxic to living
organisms, at least as assessed on basis of the parameters measured.
The derivatives tested did not affect the maturation and development of
young rats. Metabolic and plasma parameters were on the same level in
all groups. Analysis of urinary albumin excretion (a biomarker of kidney
injury) did not reveal any negative impact of the tested derivatives on
renal function. Microscopic evaluation of renal structures did not show
any histological changes. The results of functional studies under
anaesthesia were accorded well with the values measured in healthy SD
rats. Cardiovascular parameters, such as arterial blood pressure or left
ventricle mass also remained similar in all the groups studied. It is
therefore concluded that amino-prenols are not toxic to living organisms
and further studies of their potential application as liposome components
are justified.

STAGE 2: Effectiveness of desmopressin encapsulated in liposomes
with APren-7

Desmopressin (dDAVP) is a vasopressin (AVP) analogue acting
selectively through V2 receptors, therefore inducing antidiuretic effect
only and deprived of vasoconstrictor activity typical for AVP. dDAVP is a
commonly used drug for treatment of diabetes insipidus, nocturnal
enuresis and also for the diagnosis and treatment of certain clotting
disorders.

In acute experiments, male SD rats were anaesthetised and after
surgical preparation, 2.5% glucose solution was administered at high
rate (36 ml/kg/h) to suppress endogenous vasopressin release and
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induce water diuresis (a state, when large amounts of hypotonic urine are
excreted). This protocol made it possible to distinguish the antidiuretic
effectiveness of dDAVP administered in two vehicles. After 30 min rats
received a short intravenous infusion (30 s) of one of the following
solutions: (i) dDAVP in liposomes with APren-7; (ii) dDAVP in water; (iii)
empty liposomes with APren-7; (iv) water. Subsequently, the changes in
diuresis, total solute excretion and plasma osmolality were recorded for
two hours.

Encapsulation of dDAVP in liposomes with APren-7 caused a delay
in diuresis inhibition in comparison to the group which received dDAVP
in water, but the final level of diuresis in both groups receiving
antidiuretic drug was similar. It seems that, due to slower release of
dDAVP from liposomal carriers prolongation of its activity in the system
occurred, which might be beneficial in many cases (less frequent dosing,
protection from degradation or rapid renal excretion). Moreover, we
confirmed that amino-prenols, also after intravenous infusion, are not
toxic to SD rats, at least as assessed by the measured cardiovascular and
renal markers.

STAGE 3: Effectiveness of candesartan encapsulated in liposomes
with APren-7

Candesartan is a lipophilic drug belonging to sartans family which
includes a large group of AT; receptor antagonists for angiotensin II (ANG
II), commonly used in hypertension treatment.

Spontaneously hypertensive rats (SHR) received daily, for two weeks,
subcutaneous injections of one of the following solutions: (i) candesartan
encapsulated in liposomes with APren-7; (ii) candesartan in classic
liposomes built of DOPE only; (iii candesartan in sodium carbonate
mixed with PBS (in the ratio 1:24, respectively); (iv) vehicle (as described
above). Telemetry system was used to measure arterial blood pressure
(every two days); observation in metabolic cages with daily wurine
collection and blood sampling were performed once a week. One part of
animals from each group was sacrificed for histological and
morphometric analysis of the heart and kidneys and the second part was
anaesthetised for cardiovascular and renal function assessment in acute
experiments (procedures were similar to those described above in STAGE
1).

The results suggest that candesartan administered in liposomes
with APren-7 demonstrated better antihypertensive effectiveness than in
other carriers.

Pronounced differences between groups were visible after six days of
follow-up studies. A statistically significant decrease in systolic blood
pressure (SBP) was observed between the values for candesartan
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encapsulated in liposomes with APren-7 group and those in the
remaining experimental groups. In the former group a progressing decline
in SBP was observed till the 13t day, whereas in the groups which
received candesartan in classic liposomes or in sodium carbonate, after 4
days SBP remained at the same level or started to rise again.

Serum creatinine — historically one of the oldest and most frequently
studied biomarkers of renal excretory system - significantly decreased
only in the group which received candesartan in liposomes with APren-7.
This might suggest improvement of renal function, probably related to the
greatest reduction in blood pressure in this group. However, some
antioxidant properties of amino-prenols per se might be taken into
consideration.

On the basis of observed differences, it might be suggested that
candesartan encapsulated in new liposomes containing the derivatives
tested showed enhanced antihypertensive action. It seems that
augmented action of candesartan in liposomes with APren-7 is a result of
direct activity of tested derivatives per se (candesartan administered in
classic liposomes without amino-prenols demonstrated relatively lower
activity).

Summary

Derivatives of polyisoprenoid alcohols were studied regarding their
potential application as components of liposomal drug carriers. The
results of these studies can be summarized as follows:

1. APren-7 administered subcutaneously for four weeks did not cause
any adverse changes in the structure and functions of excretory and
cardiovascular systems of Sprague-Dawley rats nor did it affect
maturation and development of the animals. Also after intravenous
administration no adverse effects were observed. Thus, it is concluded
that the derivative tested is not toxic to living organisms, at least on the
basis of the parameters tested, and can be used as a component of
liposomal drug carriers.

2. Encapsulation of desmopressin in liposomes with APren-7 resulted
in a slight delay in its action but the final antidiuretic effect was on the
same level as in the group which received desmopressin in water. It
seems that encapsulated desmopressin, due to slower drug release from
liposomal carriers, exhibits prolonged action, which can be beneficial in
therapeutic application.

13



ABSTRACT

3. Candesartan encapsulated in liposomes with APren-7 demonstrated
superior antihypertensive  activity, @compared to candesartan
administered in classic liposomes or in sodium carbonate. It appears that
improved properties of newly designed carriers can be ascribed to the
presence of the derivatives tested. Remarkably, only with their
application did candesartan reduce plasma creatinine levels, an
indication of renal protective activity.
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1. WSTEP

1.1 WPROWADZENIE

Niniejsza praca, poswiecona nowo zaprojektowanym liposomowym
nosnikom lekow, zawierajacym pochodne alkoholi poliizoprenoidowych,
byla realizowana w ramach projektu wspolfinansowanego ze Srodkow
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka: ,Zastosowanie pochodnych
poliizoprenoidow jako nosnikow lekow i regulatorow metabolizmu” (UDA-
POIG.01.03.01-14-036/09-00). W  tym projekcie partnerskim,
realizowanym w ramach Konsorcjum naukowego, zaangazowanych bylo
szeSC jednostek naukowych: Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk (Lider Konsorcjum), Instytut Chemii Organicznej Polskiej
Akademii Nauk, Uniwersytet Jagiellonski, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego Polskiej Akademii
Nauk (IMDiK PAN), Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sklodowskiej-
Curie oraz Stockholm University. Zaklad Fizjologii Nerek i Plynow
Ustrojowych (IMDiK PAN) odpowiedzialny byt za wykonanie Zadania 5:
,Badania wplywu amino-Prenoli na dostepnosc/efektywnos¢ wybranych
lekow”. Wyniki uzyskane podczas jego realizacji przedstawione sg w
niniejszej rozprawie doktorskie;j.

W czesci teoretycznej, w kolejnych podrozdzialach opisano
zagadnienia kluczowe dla zrozumienia istoty projektu, poczawszy od
charakterystyki alkoholi poliizoprenoidowych z ktorych wywodza sie
badane amino-prenole, poprzez obecny stan wiedzy na temat systemow
dostarczania lekow, ze szczegolnym uwzglednieniem nosnikow
liposomowych. W kolejnym rozdziale zebrano wiadomosci dotyczace
narzedzi badawczych, jakich uzyto w przedstawionej dysertacji. Ostatnia
czeS¢ stanowi krotka charakterystyke wybranych lekow (desmopresyna i
kandesartan), ktorych uzyto do badania potencjalnej przydatnosci nowo
zaprojektowanych nosnikow substancji aktywnych.
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1.2 ALKOHOLE POLIIZOPRENOIDOWE

1.2.1 Budowa i wystepowanie

Alkohole poliizoprenoidowe, obok steroli, tancuchoéw bocznych
ubichinonu i plastochinonu czy charakterystycznych dla roslin
izoprenoidow, takich jak karotenoidy zalicza si¢ do terpenow (inaczej
izoprenoidy, Ryec. 1), ktore stanowia jedna z najliczniejszych grup
zwiazkow wystepujacych naturalnie w przyrodzie [1].

IPP > DMAPP

Monoterpeny <—— GPP

Sterole Prenylowane biatka

\/

Seskwiterpeny «<—— FPP ———> Naturalna guma

Gutaperka ey Lancuchy boczne tokoferoli
Lancuchy boczne ubichinonu / i chlotofili

i plastochinonu GGPP ———> Diterpeny
Poliprenyl-PP l \

Poliprenyl-PP

Karotenoidy

Dolichole i l
Poliprenole
Poliprenole
Fikaprenole
Alloprenole
Ryc. 1. Biogeneza roslinnych poliizoprenoidow; IPP - difosforanizopentylu;
DMAPP - difosforandimetyloallilu; GPP - difosforangeranylu; FPP -
difosforanfarnezylu; GGPP - difosforangeranylgeranylu; PP -

difosforanpoliprenylu; Zrédio: modyfikacja wlasna na podstawie [1];

Alkohole izoprenoidowe stanowia szeroka grupe hydrofobowych
polimerow, ktore wystepuja we wszystkich zywych organizmach,
poczynajac od bakterii, az do ssakow, przy czym najbardziej
zroznicowana i najliczniejsza grupe stanowia izoprenoidy wystepujace u
roslin okrytonasiennych [2]. Te liniowe czasteczki zbudowane sa z 5-150
jednostek izoprenowych (Rye. 2) z grupa hydroksylowa (-OH) na koncu
alfa (o) i atomem wodoru na koncu omega (®; Rye. 3) [2].

A

Ryc. 2. Struktura izoprenu

16



WSTEP

Zazwyczaj Wwymienia sie¢ trzy cechy roznicujace alkohole
poliizoprenoidowe: nasycenie wiazania na koncu o, dlugosc¢ tancucha
weglowego oraz konfiguracja wiazan podwojnych (cis lub trans) [1].
Wyroznia sie dwie podstawowe grupy poliizoprenoidow rézniace sie
uwodornieniem na koncu a: poliprenole (a-nienasycone) oraz dolichole (a-
nasycone; Ryc. 3)

Poliprenole

Dolichole

OH

o

c

Ryc. 3. Struktura poliprenoli (A) i dolicholi (B); t - liczba jednostek
izoprenowych w konfiguracji trans; c — liczba jednostek w konfiguracji cis;
Zrédto: modyfikacja wlasna na podstawie [3];

Wyniki badan ostatniego polwiecza wskazuja, ze alkohole
poliizoprenoidowe mozna zaklasyfikowa¢ do dwoch podstawowych grup
rozniacych sie konfiguracja wiazan podwojnych; sa to zwiazki o
konfiguracji tylko trans (ang. all-trans) oraz zwiazki mieszane z przewaga
konfiguracji cis (ang. mainly-cis lub cis,trans-mixed). Wiekszosc¢
wystepujacych naturalnie dolicholi i poliprenoli nalezy do grupy z
przewaga konfiguracji cis, co oznacza, ze zawieraja one dwie lub trzy
jednostki izoprenowe w pozycji trans (przylegajace do konca ) i liczne
jednostki w pozycji cis [2]. Roslinne poliizoprenoidy mozna dalej podzieli¢
w zaleznosci od liczby wigzan w konfiguracji trans przy koncu o na
betulaprenole (di-trans,poli-cis-prenole) oraz ficaprenole (tri-trans,poli-cis-
prenole) [4].

Najnowsze badania wskazuja, ze konfiguracja konca a znaczaco
wplywa zarowno na powinowactwo poliizoprenoidow do blon modelowych,
jak i ich przepuszczalnosc¢. Postuluje sie¢ takze, ze izomeryzacja typu
cis/trans na koncu o poliprenoli stanowi potencjalny mechanizm
regulujacy przepuszczalnosc¢ bton komorkowych [5].

Przez lata twierdzono, 2ze poliprenole wystepuja glownie w
fotosyntetyzujacych tkankach roslin oraz komorkach bakteryjnych,
natomiast dolichole sa lipidami charakterystycznymi dla zwierzat i
drozdzy [2]. Podzial ten jest jednak uproszczony, a rozwdj technik
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analitycznych pozwolil na znalezienie odstepstw od tej reguly: o-
nienasycone poliprenole zostaly znalezione u zwierzat, np. w przysadce
mozgowej [6] czy w komorkach nowotworowych watroby [7], a dolichole
zostaly zidentyfikowane jako dominujace w tkankach korzeni roslin [8].

Osobliwg cecha alkoholi poliizoprenoidowych jest ich wystepowanie
w komorkach w postaci mieszanin homologow (inaczej rodzin
homologow). Dolichole wystepuja zazwyczaj w mieszaninach zlozonych z
szeSciu do oSmiu zwigzkow niezaleznie od organizmu, podczas gdy
poliprenole mozna znalez¢ w ogromnym zroéznicowaniu, poczawszy od
mieszanin kilku homologow, do ukladow zawierajacych ponad 100
poliprenoli o roznej diugosci tancucha [3]. W niektérych przypadkach
dwie lub trzy rozne rodziny poliprenoli o réznych dlugosciach tancuchow
wystepuja w obrebie tej samej tkanki [1].

1.2.2 Biosynteza

Biosynteza alkoholi poliizoprenoidowych zachodzi w kilku
nastepujacych po sobie etapach. Pierwszym 2z nich jest synteza
prekursorow jednostek izoprenoidowych: difosforanu izopentylu (IPP) oraz
jego izomeru difosforanu dimetyloallilu (DMAPP), a nastepnie tworzony
jest szkielet weglowy difosforanu poliprenylu; w ostatnim etapie zachodzi
jego konwersja do odpowiedniego alkoholu poliizoprenoidowego [2, 3].

U bakterii i roslin synteza prekursorow izoprenoidowych (IPP i
DMAPP) zachodzi rownolegle na drodze dwoch szlakow: mewalonowego
(MVA, zlokalizowanego w cytoplazmie) oraz fosforanu metyloerytroitylu
(MEP, dzialajacego w plastydach) [9], natomiast uwaza si¢, ze u drozdzy i
zwierzat tylko szlak mewalonowy odpowiedzialny jest za synteze IPP [2].
Odkrycie tak zwanych ,izoprenoidow mozaikowych”, czyli zwigzkow
zlozonych z jednostek izoprenowych o roznym pochodzeniu (powstatych
zarowno na drodze szlaku MVA, jak i na drodze MEP) nasune¢to pytanie o
istnienie wspolnej regulacji obu szlakow. Mimo iz uwaza sie, ze obie
Sciezki sa od siebie niezalezne w warunkach fizjologicznych to najnowsze
badania wskazuja na ich wzajemne interakcje (ang. cross-talk) pod
wplywem pewnych bodzcow zewnetrznych. Postuluje sie, Ze oprocz
Swiatla [10], kluczowymi czynnikami modulujacymi dostepnosc
prekursorow izoprenoidow moze bycC rytm okolodobowy [11] oraz stres
Srodowiskowy [12]. Pojawia sie¢ takze coraz wiecej dowodow na istnienie
wewnatrzkomorkowego przeplywu prekursorow izoprenoidow
powstajacych na drodze obu szlakoéw, prowadzacego do syntezy
czasteczek ,mozaikowych” [9].

W drugim etapie biosyntezy formowane sa szkielety wodoroweglowe
izoprenoidow w procesie kolejnych kondensacji IPP 2z czasteczkami
difosforanow allilowych (GPP, FPP lub GGPP) co prowadzi do powstania
dlugotancuchowego difosforanu prenylu (Poliprenyl-PP). Enzymami
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odpowiedzialnymi za ten proces sa prenylotransferazy [2]. Mozna je
podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy cis i trans, pod wzgledem stereochemii
powstajacego produktu.

Ostatni etap biosyntezy poliizoprenoidow polega na tworzeniu
koncowych form poliprenoli lub dolicholi. O ile mechanizm powstawania
poliprenoli w wyniku defosforylacji poliprenylu-PP jest juz dobrze
poznany, o tyle koncowe etapy biosyntezy dolicholi byly wyjasnione
stosunkowo niedawno [3]. Obecnie, sposrod kilku proponowanych
mechanizmow, najpowszechniej akceptowanym jest ten, w ktorym po
osiagnieciu odpowiedniej dlugosci poliprenylu-PP obie czasteczki
fosforanowe (PP) sa odlaczane przez fosfatazy. Nastepnie koncowa
jednostka izoprenowa a jest redukowana. Zidentyfikowanie steroidowej 5-
a-reduktazy typu III odpowiedzialnej za ten ostatni etap potwierdzito
istnienie zakladanego mechanizm [13].

1.2.3 Wtlasciwosci i funkcje

Ogromne  zroznicowanie  grupy jaka  stanowia  alkohole
poliizoprenoidowe powoduje, ze pomimo ponad 50 lat intensywnych
badan nadal wiele funkcji poliprenoli i dolicholi nie zostato wyjasnionych.

Alkohole poliizoprenoidowe posiadaja wysoka zdolnos¢ do
akumulacji w tkankach; zjawisko to zaobserwowane zostalo we
wszystkich badanych do tej pory organizmach eukariotycznych [1].
Poliizoprenoidy gromadzone sa glownie w postaci wolnych alkoholi i/lub
estrow z kwasami karboksylowymi. Niewielka frakcja wystepuje w postaci
fosforanow [2], a same fosforany dolicholi zostaly takze znalezione jako
koniugaty z cukrami (sa prekursorami biosyntezy glikoprotein). Silna
hydrofobowos¢ tancuchow poliizoprenoidowych determinuje lokalizacje
poliprenoli i dolicholi w btonie komoérkowej [3].

Ciekawym 1 nie do konca jeszcze poznanym zjawiskiem jest
wzrastajaca wraz z wiekiem zawartoS¢ poliizoprenoidow w organizmie.
Rola tych zwiazkow w starzejacych sie tkankach nie jest jednak do konca
wyjasniona [2]. Oprocz procesu starzenia, na zwiekszona akumulacje
poliizoprenoidow w tkankach moga mie¢ wplyw takze inne czynniki.
Poziom roslinnych poliprenoli wzrasta znaczaco po stymulacji swiattem
[14] czy zarazeniem wirusem mozaiki tytoniu [15]. Co ciekawe poziom
poliprenoli wzrastal wylacznie w odpornych na wirusa tkankach roslin
tytoniu. Te  badania  potwierdzily  przypuszczenia o  udziale
poliizoprenoidow w obronie roslin przed patogenami, zarowno na
poziomie lokalnym jak i systemowym, jednakze dokladny mechanizm tego
zjawiska nie jest znany [16].

Postuluje sie, Zze oprocz znanej roli tych zwiazkow jako modulatorow
biofizycznych wlasciwosci bton biologicznych (potwierdzono, ze alkohole
poliizoprenoidowe zwiekszaja przepuszczalnoS¢ 1 plynnosSc blon
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modelowych [17], co powiazano ze zwiekszona tolerancjg roslin na stres)
poliprenole dzialaja jako zmiatacze wolnych rodnikow [18].

Zwiekszone gromadzenie dolicholi moze byc¢ takze indukowane
roznymi stanami chorobowymi takimi jak lizosomalne choroby
spichrzeniowe (moézg) [19], zacma (soczewka oka) [20] czy choroba
nowotworowa watroby [2], stad postuluje sie, ze dolichole wykazuja
antyoksydacyjne wlasciwosci takze u ssakow. Kolejne badania wskazuja
rowniez na udzial dolicholi w wewnatrzkomorkowym transporcie bialek
(ang. protein trafficking) oraz na ich role w transporcie pecherzykowym
(ang. anterograde vesicle trafficking) [2]. Mowi sie takze o ich udziale w
odpowiedzi roslin na stres srodowiskowy, czy skrajny niedobor wody [2].

Wazna grupe stanowia ufosforylowane pochodne alkoholi
poliizoprenoidowych  (fosfopoliizoprenoidy), ktore odgrywaja  role
kofaktorow w procesie glikozylacji bialek [2]. Glikozylacja jest najczesciej
wystepujaca potranslacyjna modyfikacja biatek, a jej biologiczna rola jest
niezwykle wazna w procesach wzrostu i rozwoju oraz w wielu innych
funkcjach organizmu [21]. Uwaza sie, ze ponad potowa biatek organizmu
to glikoproteiny zlozone z czesci polipeptydowej i oligosacharydowych
glikanow. U eukariotow fosforan dolichylu pelni role kofaktora w
biosyntezie N-, C- i O-glikoprotein oraz bialek zawierajacych kotwice GPI
(ang. GPI-anchored; GPI - glikozylofosfatydyloinozytol), a u bakterii
podobna role pelni fosforan bakteroprenylu. Zaburzenia glikozylacji
prowadza w komorkach do nagromadzenia nieprawidlowo sfaldowanych
bialek i tzw. stresu retikulum endoplazmatycznego (ang. Endoplasmic
Reticulum Stress lub Unfolded Proten Response), takie zmiany
obserwowano takze w komorkach z zaburzeniami biosyntezy dolicholu
[22].

Ostatnie lata przyniosty ogromny postep w zakresie wiedzy na temat
wrodzonych zaburzen glikozylacji u czlowieka (ang. Congenital Disorder
of Glycosylation, CDG), czyli uwarunkowanych genetycznie wad
metabolizmu powstalych na skutek nieprawidlowej glikozylacji biatek [2].
Do tej pory zidentyfikowano 15 ro6znych mutacji w genach
odpowiedzialnych za biosynteze dolicholi zwiazanych z oligosacharydami,
ktore sa przyczyna wystepowania bardzo roznych wariantow CDG [23].

Nalezy podkresli¢, ze biologiczna rola poliizoprenoidow jest jeszcze
daleka od pelnego zrozumienia. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze
oprocz wykorzystania ich jako markerow procesu starzenia, mozna
rozwazac ich potencjalne zastosowanie jako biomarkerow stresu. Ponadto
wlasciwe tempo biosyntezy dolicholi ma kluczowe znaczenie dla
prawidlowego funkcjonowania komorek, cho¢ wciaz trudno rozstrzygnac,
czy obserwowane uszkodzenia komorek sa wynikiem niedoboru dolicholi,
czy nieprawidlowej glikozylacji bialek. Najprawdopodobniej kombinacja
obu procesow jest odpowiedzialna za uposledzenie metabolizmu komorek [2].
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1.2.4 Amino-prenole

Przedmiotem badan w prezentowanej rozprawie doktorskiej bytly
polsyntetyczne, kationowe pochodne alkoholi poliizoprenoidowych,
nazwane amino-prenolami (APrens). Pomyst zastosowania amino-prenoli
jako skladnikow liposomowych nosnikow lekow, zrodzit sie z obserwacji
naturalnie wystepujacych poliizoprenoidow i ich funkcji w organizmach
oraz ich oddzialywania na blony modelowe. W badaniach biofizycznych
potwierdzono, ze dzieki ich zdolnosci do tworzenia w btonach domen o
strukturze fazy heksagonalnej II [24, 25, 26|, alkohole poliizoprenoidowe
odgrywaja role modulatorow blon modelowych, wpltywajac na ich
przepuszczalnos¢ i plynnos¢é. Chemiczne przeksztalcenie grupy
wodorotlenowej do czwartorzedowej grupy amoniowej (Ryc. 4) nadaje
amino-prenolom specyficzne, fuzjogenne wilasciwosci, dzieki ktorym te
kationowe lipidy jeszcze tatwiej oddzialuja z btonami biologicznymi.

C|3H3 C|?H3
H~|ECH2—C——CH—CH2—:|—ITJ+—CH3 I
" CH,

Ryc. 4. Struktura czwartorzedowych soli poliprenylotrimetyloamoniowych

Do tej pory w organizmach zywych nie znaleziono naturalnie
wystepujacych kationowych pochodnych alkoholi poliizoprenoidowych,
ani do niedawna, nie byly one przedmiotem badan. Dopiero w 2007 roku
opublikowano wyniki eksperymentow, w ktorych uzyto amino-prenoli,
jako sktadnikoéw mieszanin lipofekcyjnych [27]. Na podstawie wynikow
badan wstepnych, wyselekcjonowano kilka pochodnych, o roznej dtugosci
ltancucha weglowego.

Wybrane prenole byly ekstrahowane ze 2zZrodel roslinnych, a
nastepnie poddawane modyfikacjom chemicznym do ostatecznej postaci.
W jednostkach naukowych zaangazowanych w projekt, optymalizowano
metody otrzymywania i identyfikacji APrens; badano amino-prenole pod
katem ich wlasciwosci lipofekcyjnych (jako nosniki genéw w angiogennej
terapii genowej oraz jako skladnikow lipopleksow w badaniach in vitro).
Badano takze wlasciwosci epoksydowanych pochodnych
poliizoprenoidow, podwyzszajacych poziom biosyntezy ubichinonu i
obnizajacych biosynteze cholesterolu.

Zadaniem Zakladu Fizjologii Nerek i Plynow Ustrojowych (IMDiK
PAN) byto zbadanie toksycznosci amino-prenoli w modelach zwierzecych i
ich przydatnosci jako liposomowych nosnikow lekow (badania in vivo), co
jest przedmiotem prezentowanej rozprawy doktorskie;j.
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1.3 SYSTEMY DOSTARCZANIA LEKOW

Mimo ogromnego postepu medycyny i farmakologii, nadal nie
znaleziono rozwigzania wielu problemow zwiazanych ze szkodliwymi
nastepstwami przyjmowania lekow. Czesto substancje o pozadanym
dzialaniu terapeutycznym cechuja sie niekorzystna biodystrybucja (brak
mozliwosci dotarcia do miejsca dziatania), ulegaja zbyt szybkiemu
metabolizmowi, badz sa zbyt szybko wydalane z organizmu, a takze
czesto wywoluja dziatania toksyczne [28]. Oprocz poszukiwania nowych
lekow, ostatnio bardzo popularng strategia ulepszania terapii jest
poszukiwanie = nowych  nosnikow  substancji = aktywnych  [29].
Zastosowanie nowoczesnych systemow dostarczania lekow (ang. Drug
Delivery Systems, DDS) umozliwia modyfikowanie drogi i dziatania lekoéw
prawie na kazdym etapie, od ich podania do ustroju, poprzez
wchlanianie, dystrybucje, metabolizm czy wydalanie. Korzystne
modyfikacje pozwalaja na polepszenie biodostepnosci, ograniczenie
terapeutycznych dawek i zminimalizowanie, powaznych czesto, skutkow
ubocznych [30].

Skutecznosc¢ strategii jaka jest projektowanie nowych systemow
dostarczania lekow potwierdza coraz wigksza liczba doniesien w tej
dziedzinie. DDS jest pojeciem bardzo szerokim i obejmujacym wiele typow
nosnikow [31]. Mozna wymieni¢ koniugaty typu: nosnik-lek, w ktorych
lek zwiazany jest z noSnikiem wiazaniem kowalencyjnym, czy tez nosnik-
bialko, w ktorym substancja terapeutyczna jest czasteczka bialka.
Kolejng grupe stanowia polipleksy, czyli kompleksy kwasow
nukleinowych z nosnikami [32]. Jako inne makroczasteczkowe nosniki
wymienia si¢ polimery naturalne lub syntetyczne, w tym przeciwciala.
Ostatnio popularne sa tak zwane nosniki hybrydowe, bedace polaczeniem
leku z kilkoma typami nosnikow (biatkiem, polimerem lub przeciwcialem).
Emulsje i liposomy stanowia osobna, bardzo szeroka grupe DDS. Ze
wzgledu na charakter prezentowanych badan zostang one omoéwione
bardziej szczegolowo w kolejnych podrozdziatach.

1.3.1 Liposomy — budowa i podziat

Liposomy sa to zamkniete struktury blonowe, majace postac
pecherzykow wypelnionych roztworem wodnym, otoczonym dwuwarstwa
lipidowa zbudowana glownie 2z naturalnych lub syntetycznych
fosfolipidow [33]. Pierwsze doniesienia o specyficznym zachowaniu
lipidow w roztworze wodnym siegaja jeszcze polowy XIX wieku, ale
dopiero w 1964 r. Bangham i wsp. [34] wyjasnili budowe liposomow i
opisali ich wlasciwosci. Poczatkowo liposomy, nazywane bangosomami,
byly uzywane jako obiekty modelowe do badania bton komoérkowych, ale
juz sam Bangham przewidzial szybki rozwoj ich zastosowania w wielu
dziedzinach.
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Liposomy mozna podzielic na kilka kategorii [35]; wyrdzniamy
liposomy naturalne, wystepujace w organizmach zywych (np. pecherzyki
uczestniczace w transporcie wewnatrzkomorkowym) i liposomy sztuczne,
produkowane na skale laboratoryjna lub przemyslowa. Pod wzgledem ich
tadunku dzieli si¢ je na obojetne, kationowe i anionowe. Na podstawie
rozmiaru i liczby dwuwarstw lipidowych, z ktorych sie skladaja, mozna
wyroznic nastepujace grupy:

* pecherzyki wielowarstwowe (ang. Multillamelar Vesicles, MLV)
* pecherzyki jednowarstwowe (ang. Unilamellar Vesicles, UV)
- duze pecherzyki jednowarstwowe (ang. Large Unilamellar Vesicles, LUV)
- male pecherzyki jednowarstwowe (ang. Small Unilamellar Vesicles, SUV)
* liposomy wielopecherzykowe (ang. Multivesicular Vesicles, MVV)

Wiekszosc¢ fosfolipidow tworzy strukture dwuwarstwowa, co wynika z
ich amfifilowego charakteru oraz specyficznego ksztaltu czasteczek (dtugi
hydrofobowy ,ogon” i hydrofilowa ,glowa”), dzieki czemu mozliwe jest
powstawanie liposomow [36]. Jeszcze do niedawna fosfolipidy naturalne
lub syntetyczne byly jedynym materialem uzywanym do konstruowania
liposomoéw. Obecnie takie pecherzyki mozna otrzymac takze =z
niefosfolipidowych zwiazkow amfifilowych [36], pod warunkiem, ze
uzywany budulec w warunkach silnego uwodnienia tworzy strukture
dwuwarstwy lipidowej, podobna do tworzonej przez fosfolipidy. Termin
liposomy bezpieczniej uzywac jest jednak w odniesieniu do pecherzykow
zbudowanych glownie z fosfolipidow, a te skladajace sie z innych
zwiazkow nazywa sie niosomami lub nanosferami.

1.3.2 Metody otrzymywania liposomow

Szerokie zastosowanie liposomow powoduje, ze sa one przedmiotem
intensywnych badan na calym sSwiecie. Odpowiednio dobrana metoda
przygotowania liposomow zapewnia we wzglednie szerokim =zakresie
mozliwosS¢ manipulowania ich wlasciwosciami (wielkos¢, tadunek, liczba
warstw lipidowych, sktad, stabilnos¢ i inne), tak aby uzyskane liposomy
mialy pozadane parametry.

Najstarsza, ale do tej pory powszechnie stosowana, jest metoda
Banghama polegajaca na uwodnieniu cienkiego filmu lipidowego [37].
Polega ona na rozproszeniu lipidow w rozpuszczalniku organicznym,
nastepnie na odparowaniu rozpuszczalnika i uwodnieniu wodnym
buforem powstalego, suchego filmu lipidowego. Metoda jest prosta i
stosunkowo tania, dajaca niejednorodna mieszanine wielowarstwowych
liposomow (MLV). Kolejne etapy, takie jak przeciskanie przez porowata
membrane (ekstruzja) czy sonikacja (ultradzwigki), stosuje sie w celu
uzyskania mniejszych liposomow o jednolitej wielkosci.
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Do tej pory opracowano jeszcze wiele metod otrzymywania
liposomow takich jak odparowywanie technika faz odwroconych [38],
dializa  detergenowa [39], wstrzykiwanie roztworu lipidow w
rozpuszczalniku (eterze lub etanolu) do roztworu wodnego [40],
nanoprecypitacja, czy fuzja indukowana wapniem [37]. Opisane powyzej
metody dotycza pozyskiwania liposomow w skali laboratoryjnej. Istnieje
takze szereg technik wytwarzania liposomow na skale przemystowa, ktore
nie beda tu omawiane.

1.3.3 Liposomowe nos$niki substancji aktywnych

Tak jak juz wczeSniej wspomniano Bangham przewidzial, ze
sbangosomy” znajda szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach, ale to
niekwestionowany pionier w tej dziedzinie — Gregory Gregoriadis, jako
jeden z pierwszych zwroécil uwage na mozliwos¢ zastosowania ich w
medycynie jako nosniki lekow i podjalt udane proby zamkniecia
substancji aktywnych w liposomach [41, 42]. Pierwsze doniesienia o
skutecznosci liposomow jako nosnikow substancji terapeutycznych
dotyczyly leczenia bialaczki u myszy, za pomoca arabinozydu cytozyny
[43]. Model ten byl pozniej wielokrotnie wykorzystywany do testowania
efektywnosci formulacji liposomowych. W kolejnych eksperymentach in
vivo stosowano zamkniete w pecherzykach lipidowych leki przeciwko
leiszmaniozie, aktynomycyne o antynowotworowej aktywnosci, leki
przeciwzapalne, amfoterycyne B 1 doksorubicyne [44]. Intensywne
badania doprowadzily do pierwszych prob klinicznych, w ktorych
podawano pacjentom doksorubicyne zamknieta w liposomach [45]. Dzieki
zastosowaniu nosnikow w znacznym stopniu ograniczono nieodwracalna
kardiotoksycznosc tego leku przeciwnowotworowego.

Liposomy moga stuzy¢ zarowno jako nosniki substancji
hydrofilowych - takie czasteczki znajduja si¢ wtedy w wodnym rdzeniu
liposomow, co ulatwia im penetracje lipofilowych bton fizjologicznych -
jak i czgsteczek hydrofobowych, ktore wbudowywane sg w strukture
dwuwarstwy lipidowej, co zwieksza ich rozpuszczalnos¢ w wodnych
pltynach wustrojowych [46]. Liposomy nie wulegaja tak szybkiej
enzymatycznej degradacji, a poniewaz zbudowane sa najczesSciej z
naturalnych zwiazkow lub ich syntetycznych analogow, uwaza sig, ze sa
biokompatybilne i biodegradowalne [47]. Okazalo sie jednak, ze tak
zwane konwencjonalne liposomy (pierwszej generacji) posiadaja szereg
wad: stosunkowo stabg stabilnosc, ,wyciekanie” substancji aktywnych z
liposomoéw, czy szybki wychwyt przez uklad fagocytarny, co znacznie
skraca ich okres poltrwania [46]. Wraz 2z rozwojem technik
laboratoryjnych, sprzetu i dostepnego materialu zaczeto modyfikowac
sktad, metody wytwarzania i przede wszystkim strukture powierzchni
liposomow tak aby otrzymac optymalne preparaty.
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Uwalnianie czasteczek z liposomow jest kluczowym czynnikiem
charakteryzujacym ten system dostarczania lekow. Badania wykazaty, ze
kontakt z biatkami osocza powoduje uwalnianie lekow z pecherzykow
[44]. Zastosowanie cholesterolu [48] czy sfingomieliny [49] jako
sktadnikow liposoméw powoduje zwiekszenie ,sztywnosci” dwuwarstwy
lipidowej i znacznie eliminuje ,wyciekanie” substancji aktywnych z
nosnikow.

Wybor odpowiedniego leku i jego modyfikacja jest kolejnym
elementem strategii kontrolowania tempa uwalniania substancji aktywnej
z liposomow. Podobnie jak btony biologiczne, membrany modelowe
wykazuja nizszg przepuszczalnos¢ dla czasteczek hydrofilowych, a
wiekszg dla hydrofobowych [44]|. Znaczny postep przyniosto opracowanie
nowej metody ,tadowania” lekow do liposomow. Tak zwana metoda
»,zdalnej enkapsulacji” (aktywnego zamykania) opiera si¢ na generowaniu
przezblonowego gradientu pH, w odpowiedzi na ktory, leki o
odpowiednich wlasciwosciach przenikaja do liposomoéw. Jedna z wielu
zalet tej metody jest to, ze leki zamyka sie w pecherzykach lipidowych juz
po ich uformowaniu, co pozwala na uniezaleznienie obu procedur.
Zatrzymywanie leku w pecherzykach lipidowych zalezy w znacznym
stopniu od wlasciwosci chemicznych samej substancji aktywnej, niektore
leki takie jak doksorubicyna latwiej przenikaja do liposomow, a niektore,
takie jak cyprofloksacyna duzo trudniej ,utrzymac” w strukturze
liposomu [44].

Tempo uwalniania substancji z nosnika ma kluczowe znaczenie dla
kazdej terapii z uzyciem systemow dostarczania lekow. Trzeba pamietac,
ze leki zamkniete w liposomach sa biodostepne dopiero w momencie
uwolnienia leku z pecherzykow. Lokalne zwiekszanie dostepnego stezenia
lekow, co przeklada sie na poprawe wynikow leczenia, ma miejsce tylko
wtedy gdy uwalnianie leku jest zoptymalizowane [50].

Kolejnym problemem 2z jakim trzeba bylo si¢ zmierzy¢ w celu
poprawy wlasciwosci preparatow liposomowych byt ich szybki wychwyt
przez uklad fagocytarny (ang. Mononuclear Phagocyte System, MPS),
zachodzacy glownie w watrobie i sledzionie [46]. Oprocz przypadkow, w
ktorych leczenie mialo bezposredni zwigzek z MPS, szybki wychwyt
liposomow przez ten uklad znacznie ograniczal dystrybucje lekow do
innych tkanek i jednoczesnie podnosil toksycznos¢ lekow
nagromadzonych w strukturach MPS. Poczatkowo, w celu eliminacji tego
niekorzystnego zjawiska, probowano zablokowa¢ MPS duzymi dawkami
tak zwanych ,pustych” liposoméw przed podaniem wlasciwych
preparatow [S51, 52]. Jednakze dopiero wydluzenie okresu poltrwania
nosnikow i ich ochrona przed MPS mialy najwieksze znaczenie dla
polepszenia wtasciwosci nosnikow liposomowych. Niewielka poprawe
przyniosty proby zmniejszania wielkosci pecherzykow liposomowych
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niosacych leki [53], ale dopiero modyfikacje struktury powierzchni
doprowadzily do osiagniecia znaczacego sukcesu w przedtuzeniu czasu
krazenia liposomow we krwi. Zauwazono, ze zwiekszenie hydrofobowosci
powierzchni liposomow znacznie wydtuza ich okres poltrwania i redukuje
ich wychwyt przez watrobe [54]. Dalsze badania doprowadzily do
powstania nowego narzedzia w dziedzinie technologii liposomowej, czyli
liposomow stabilizowanych sferycznie (ang. stealth liposomes), ktore
charakteryzujq sie znacznie dluzszym okresem pottrwania, ze wzgledu na
zmniejszona wykrywalnos¢ przez MPS [55]. By uczyni¢ liposomy
yShiewidzialnymi”, pokrywa si¢ ich powierzchnie resztami cukrowymi (np.
gangliozydami) lub glikolem polietylenowym (PGE), co znacznie utrudnia
proces fagocytozy. Okazato sie, ze tak zmodyfikowane liposomy (,stealth”)
maja znaczng przewage nad konwencjonalnymi liposomami, co dosc¢
szybko przetozylo si¢ na przeprowadzenie pierwszych prob klinicznych, w
ktorych podjeto probe leczenia miesaka Kaposiego u pacjentow
zakazonych wirusem HIV [56] z wykorzystaniem liposomow nowej
generacji.

Trzecim zagadnieniem jakie nalezalo rozwigzac przy wykorzystaniu
liposomow jako nosnikow lekow bylo ich dostarczenie do wnetrza
komorek przez blony komorkowe, tj. do miejsca uchwytu niektorych
lekow. Hydrofobowe leki bedace slabymi zasadami, takie jak
doksorubicyna czy winkrystyna, moga wnikac¢ do komorek jako wolne leki
w niezmienionej postaci, dzieki zjawisku biernej dyfuzji z krwi i plynu
pozakomorkowego, a mate hydrofilowe zwigzki, np. arabinozyd cytozyny,
moga przenika¢ do wnetrza komorek przez transportery blonowe [44].
Jednakze dla duzej czesci lekow, szczegdlnie nowej generacji, ktore nie sa
w stanie pokonac¢ blony komorkowej i biernie dotrze¢ do miejsca
dziatania, glownym mechanizmem, dzieki ktoremu wnikaja do komorek,
jest endocytoza [S7]. Przylaczenie do powierzchni nosnikow
liposomowych, tak zwanych ligandow kierujacych (ang. ligand-targeted
liposomes), ktore sa odpowiedzialne za rozpoznanie odpowiednich
komorek docelowych, jest kolejnym udoskonaleniem technologii
liposomowej. Endocytoza zalezna od receptorow jest obecnie popularnym
sposobem wprowadzania terapeutykow do wnetrza komorek, ale mozna jq
stosowac tylko w przypadku kiedy substancje aktywne sa w stanie
przetrwac w kwasnym i nasyconym enzymami Srodowisku endosomow
oraz lizosomow [44]. Ten typ terapii celowanej, z uzyciem ligandow
kierujacych, zlokalizowanych na powierzchni nosnikow, jest szczegolnie
popularny w probach leczenia nowotworow, jednak nadal niedoskonaly.
Wynik leczenia z uzyciem ligandow kierujacych czesto nie roznit sie od
wynikow leczenia z uzyciem klasycznych liposomow. Skutecznosc takiej
terapii zalezy od wielu czynnikow, a jej koszt jest znacznie wyzszy w
porownaniu do terapii klasycznej [44].
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Stabilnos¢ nosnikow liposomowych jest kolejnym kluczowym
elementem, na ktory trzeba zwroci¢ uwage przy omawianiu kazdego typu
terapii z uzyciem DDS. Juz ponad 20 lat temu stwierdzono, Ze znaczny
postep W tej dziedzinie przyniostaby mozliwos¢ kontrolowanego
uwalniania leku z nosnika, w momencie gdy dotrze on do miejsca
dzialania [44]. Do tej pory zaproponowano dwa rodzaje czynnikow
wyzwalajacych (ang. triggers) substancje czynna z pecherzyka lipidowego
[58]:

* zdalne, inaczej zewnetrzne (cieplo, ultradzwieki, swiatto)

* lokalne, zwiazane 2z mikro-Srodowiskiem danej choroby albo
tkanki/organelli, w ktorej toczy sie¢ proces chorobowy (enzymy,
zmiany pH)

Powyzsze czynniki wykorzystuje sie do zainicjowania uwalniania
leku z liposomow, dzigki czemu taka terapia staje sie niemal idealng
terapia celowana, w ktorej uzyskujemy wysoka wydajnosS¢ przy niskich
dawkach leku i zredukowanej toksycznosci.

W medycynie i biologii liposomow uzywa si¢ zarowno w diagnostyce
jak i leczeniu. Sa one nosnikami substancji aktywnych terapeutycznie
badz réznorodnych markerow, jak rowniez moga stanowiC narzedzie
shuzace do badania blon biologicznych, wlasciwosci biatek btonowych i
interakcji komorkowych.

Obecnie na rynku dostepny jest caly szereg preparatow, w ktorych
lek zwiazany jest z liposomami [46, 59]. Preparaty te charakteryzuja sie
roznym skladem fosfolipidowym i budowa oraz drogg podawania; podaje
sie je przede wszystkim drogami pozajelitowymi, gtownie dozylnie, ale tez
zewnatrzoponowo, dordzeniowo, przezskornie, do spojowki oka, czy do
ptuc. Przyklady zebrano w Tabeli 1.
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Tabela 1. Wybrane preparaty liposomowe dostepne na rynku

Nazwa preparatu Substancja aktywna Wskazania
Ambisome
Abelcet Amfoterycyna B zakazenia grzybicze
Amphotec
DaunoXome daunorubicyna nowotwory
Doxil
Lipo-dox doksorubicyna nowotwory
Myocet
zapalenie opon
Depocyt arabinozyd cytozyny mozgowo-
rdzeniowych
DepoDur morfina leczenie bolu
Epaxal nieaktywna forma wirusa zapalenie watroby
P zapalenia watroby typu A typu A
Inflexal V nieaktywna forma wirusa grypa
grypy

Niezwykle wazna cecha liposomow jest ich zdolnos¢ do biernej
akumulacji w miejscach o zwiekszonej przepuszczalnosci naczyniowej
(ang. Enhanced Permeability and Retention Effect, EPR) [60], co
charakteryzuje tkanki nowotworowe i tym samym jest niezwykle
przydatne w ich niszczeniu.

Liposomy, oprocz wielu zastosowan w medycynie zdobyly duza
popularnos¢ w dermatologii i kosmetologii. Substancje czynne podawane
miejscowo W postaci liposomow lepiej penetruja przez skore a
jednoczesnie udaje sie istotnie ograniczyc¢ ich skutki uboczne [61]. Oprocz
wymienionych powyzej zastosowan, liposomy stosuje sie rowniez jako
nosniki szczepionek w immunoterapii, do transfekowania komorek
kwasami nukleinowymi czy jako element terapii kombinowanych,
zakladajacych uzycie kilku roznych lekow o niepokrywajacych sie
dzialaniach terapeutycznych [44].

1.3.4 Podsumowanie

Liposomy od ponad 40 lat sa najszerzej stosowana forma sposrod
wszystkich systemow dostarczania lekow. Ich zastosowanie w medycynie
eksperymentalnej i klinice jest niezwykle roznorodne: od obrazowania
guzow nowotworowych, podawania szczepionek, wprowadzania kwasow

28



WSTEP

nukleinowych do komoérek po leczenie rozmaitych choréb - od
powszechnych infekcji takich jak grypa, przez niezliczone typy
nowotworow, po choroby phuc i skory. W nosnikach liposomowych mozna
zamykac zarowno male czasteczki jak i makromolekuly; uwaza si¢ je za
biodegradowalne i biokompatybilne. Nosniki liposomowe o odpowiednio
zmodyfikowanej powierzchni, moga reagowa¢ 2z elementami blon
komorkowych w przewidywalny sposob, a substancje aktywne w nich
zamkniete moga byc¢ uwalniane w odpowiednim tempie i miejscu,
zapewniajacym najlepszy efekt terapeutyczny. Zdolnos¢ do redukowania
skutkow ubocznych lekow zamknietych we wnetrzu liposomow,
przyczynia sie¢ do zwiekszenia indeksu terapeutycznego, czyli stosunku
dawki leku wywolujacej objawy toksyczne do dawki wywolujacej efekt
terapeutyczny.

1.4 NEFROTOKSYCZNOSC

Tak jak juz wczesniej wspomniano, niniejsza rozprawa doktorska
jest czescia projektu: ,Zastosowanie pochodnych poliizoprenoidéw jako
nosnikow lekow i regulatorow metabolizmu”, ktorego dhugofalowym celem
(w razie uzyskania pozytywnych wynikow) jest zastosowanie badanych
pochodnych alkoholi poliizoprenoidowych w przemysle farmaceutycznym
i pokrewnych.

W pierwszym etapie badan nalezalo zbadac czy substancje te nie sa
toksyczne dla organizmoéw zywych. W kolejnych podrozdziatach opisano
zagadnienia zwigzane z wyborem modeli badawczych, zaczynajac od
wyjasnienia czemu badanie funkcji nerek i ukladu krazenia jest dobrym
wskaznikiem toksycznosci testowanych substancji.

1.4.1 Wysoka podatnosc¢ nerek na dzialanie toksyczne substancji

Nerki stanowia najistotniejsza czes¢ ukladu wydalniczego ssakow.
Oprocz funkcji wydalniczej, odgrywaja zasadnicza role w utrzymaniu
homeostazy sSrodowiska wewnetrznego organizmu [62]. Uposledzenie
funkcji nerek moze stanowi¢ powazne zagrozenie zZycia.

Wiadomo, ze bardzo wazna funkcja nerek jest metabolizm i
usuwanie z organizmu egzogennych lekow i toksyn, co powoduje, ze nerki
sg szczegllnie podatne i wrazliwe na uszkodzenia [63, 64|. Szacuje sie, ze
ok. 20% przypadkow ostrej niewydolnosci nerek u pacjentow jest
wynikiem leko-zaleznej nefrotoksycznosci [65, 66]. Wysoki przeptyw krwi
przez nerki (w przyblizeniu 20% pojemnosci minutowej serca) powoduje,
ze sg one wystawione na dziatanie wysokich stezen lekow i produktow ich
metabolizmu, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia struktur nerkowych,
takich jak kiebuszki, kanaliki (przede wszystkim petla Henlego), tkanka
Srodmiazszowa, czy naczynia (szczegdlnie naczynia proste; ang. vasa
recta).
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Wiele komorek w obszarze rdzenia nerki, szczegolnie komorek petli
Henlego, funkcjonuje w warunkach wzglednego niedoboru tlenu.
Zjawisko hipoksji w tkankach nerki powstaje na skutek wysokiego tempa
metabolizmu 1 duzego =zuzycia tlenu, potrzebnego do aktywnego
transportu jonow, co znacznie zwiecksza wrazliwos¢ nerek na dziatanie
czynnikow nefrotoksycznych [63].

Kolejnym czynnikiem zwigekszajacym podatnos¢ nerek na
uszkodzenia jest wysokie stezenie roznych zwiazkow i ich metabolitow,
szczegolnie w tkance Srodmiazszowej rdzenia nerki, ktore wynika z
ogromnej zdolnosci nerek do zageszczania moczu. Wysokie stezenie
toksyn w nerkach moze powodowac zaréwno bezposrednie uszkodzenie
tkanek, jak i prowadzi¢ do poglebienia fizjologicznej hipoksiji, a co za tym
idzie zwiazanych z nia dysfunkcji narzadu [63].

W nerkach zachodzi wiele procesow chemicznych katalizowanych
przez enzymy, ktore czesto prowadza do powstania zwigzku mniej
toksycznego niz macierzysty. Jednakze w wielu przypadkach
biotransformacja lekow i innych substancji przez réznorodne systemy
enzymow nerkowych, w tym cytochrom P450 i monooksygenazy
flawinowe, prowadza do powstania zwiazkow bardziej szkodliwych [67].
Obecnosc¢ toksycznych produktow ubocznych tych przemian moze
doprowadzi¢ do wystapienia stanu stresu oksydacyjnego, co dalej pociaga
za soba uposledzenie funkcji tego narzadu (alkilowanie lub utlenienie
kwasow nukleinowych, uszkodzenia bialek czy peroksydacje lipidow) [67].

Zwiekszona toksycznos¢ w takich strukturach nerki jak kanalik
proksymalny, moze wynikac tez z intensywnego wychwytu potencjalnych
toksyn i lekow przez transportery zlokalizowane zarowno od strony blony
podstawno-bocznej, jak i apikalnej [63]. WzmozZony transport réznych
substancji zwigeksza narazenie kanalikow nerkowych i ryzyko wystapienia
zbyt wysokiego stezenia substancji toksycznych, co moze prowadzi¢ do
uszkodzenia nerek o roznym nasileniu.

Wszystkie wymienione powyzej czynniki, przyczyniaja sie do wysokiej
podatnosci nerek na szkodliwe substancje, stad badanie ich funkcji i
morfologii jest doskonalym narzedziem do oceny toksycznosci nowych
zwiazkow. Egzogenne substancje moga powodowac¢ roznorodne
uszkodzenia w strukturze i dziataniu uktadu wydalniczego, od subtelnych
zmian po ostrg niewydolno$S¢ nerek. Powstale zmiany sa w wiekszosci
odwracalne ale musza by¢ wykryte w odpowiednim czasie, aby mozna
bylo podjac¢ odpowiednie kroki przeciwdzialajace dalszym uszkodzeniom.
Dlatego istnieje ogromne zapotrzebowanie na specyficzne biomarkery,
pozwalajace na wykrywanie juz bardzo wczesnych zmiany w strukturze i
funkcjonowaniu nerek [65]. Takze w medycynie doswiadczalnej, istnieje
ogromne zapotrzebowanie na uniwersalne narzedzia do oceny
toksycznosci nowych terapeutykow.
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1.4.2 Biomarkery i ocena uszkodzen nerek

Biomarkery sg to tatwo mierzalne parametry, na podstawie ktorych
mozna wykry¢ i oceniC fizjologiczne, chorobotworcze lub powstate w
odpowiedzi na interwencje terapeutyczna zmiany zachodzace w
organizmie [68, 69]. Kontrolowanie specyficznych biomarkerow i
ewentualne zakonczenie stosowania danej substancji na podstawie
pogarszajacego sie¢ ich obrazu jest najskuteczniejszym sposobem
zapobiegania lub lagodzenia nefrotoksycznosci lekow. Takie dzialania
powinny by¢ stosowane takze na etapie badan przedklinicznych
prowadzonych na zwierzetach. Najbardziej uzytecznymi wskaznikami sa
te, ktore mozna stosowac zarowno u ludzi jak i zwierzat oraz takie, ktore
mozna oznacza¢ w latwych do pozyskania plynach ustrojowych, takich
jak mocz czy krew. Na podstawie wielu dotychczasowych badan udalo sie
rzetelnie zdefiniowac¢ zwiazek miedzy histopatologia nerek a poziomem
uznanego w badaniach na zwierzetach biomarkera, a nastepnie przetozyc
uzyskane wyniki na populacje ludzka. Obecnie, jednym z najwiekszych
wyzwan badan toksykologicznych w odniesieniu do nowych lekow, sa
przede wszystkim trudne do zidentyfikowania bariery miedzygatunkowe
[65]. Przyktadem, ktory dobrze ilustruje roznice miedzygatunkowe w
odpowiedzi na te same substancje terapeutyczne, sa wyniki badan leku
przeciwretrowirusowego — efawirenz (sustiva). Efawirenz nalezy do grupy
nienukleozydowych inhibitorow odwrotnej transkryptazy i stosowany jest
w leczeniu zakazen HIV. Lek ten powoduje martwice komorek nablonka w
nerkach szczurow ale nie jest toksyczny dla ludzi czy malp z rodziny
makakowatych [70]. Jego toksycznosSc¢ u szczurow wynika z powstawania
specyficznego dla tego gatunku metabolitu zwiazanego z glutationem,
ktory wykazuje dzialanie nefrotoksyczne.

Jedna ze strategii wykrywania wczesnych uszkodzen w strukturach i
zaburzen w funkcji nerek jest zaprojektowanie grupy markerow, ktore sa
szczegoOlnie wrazliwe na rozne mechanizmy, na ktore dzialaja konkretne
leki lub grupy terapeutykow. Jednakze to podejscie nie sprawdza sie¢, gdy
podioze toksycznosci danej substancji nie jest do konca wyjasnione [635].
Alternatywnym podejSciem jest uzycie ograniczonej grupy biomarkerow,
charakterystycznych dla miejsca pojawienia sie zmian po podaniu
nefrotoksycznego zwiazku np. biomarkery charakterystyczne dla
uszkodzenia ktebuszkow czy kanalikow proksymalnych, ktore razem
stanowia najczestsze miejsce wystepowania uszkodzen zwigzanych z
toksycznoscia (90% lekow) [65]. Idealnym rozwiazaniem bytoby
znalezienie jednego latwego do interpretacji wskaznika, ktory pozwolitby
na precyzyjne wskazanie miejsca uszkodzenia narzadu oraz
zidentyfikowanie konkretnego typu uszkodzenia.
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Analiza histopatologiczna

Jedng z podstawowych metod oceny toksycznosci podanego zwiazku
(przede wszystkim w badaniach przedklinicznych) jest analiza
histopatologiczna, ktéra nadal uwazana jest za ,zloty standard” w tej
dziedzinie [65, 71]. Zmiany, ktore moga powsta¢ w wyniku toksycznego
dzialania substancji, zostaly bardzo dobrze poznane i opisane dla wielu
powszechnie uzywanych modeli zwierzecych.

Najczesciej uzywanymi barwnikami do oceny morfologii i
wychwycenia zmian chorobowych sa hematoksylina i eozyna (HE), ktore
od ponad wieku stosowane sa w prawie niezmienionej postaci [72].
Eozyna jest barwnikiem kwasnym, barwiacym niespecyficznie biatka
cytoplazmatyczne na kolor rézowy. Hematoksylina zas przylacza sie do
grup fosforanowych kwasow nukleinowych, barwiac jadra komorkowe na
kolor niebieski. W dobrze utrwalonym materiale barwienie HE daje
mozliwos¢ oceny wielu zmian morfologicznych powstatych w komorkach,
z uwzglednieniem zmian wewnatrz jadra komorkowego [72].

Wybrane biomarkery

Obecnie wiele badan poswigeca sie poszukiwaniu nowych
biomarkerow specyficznych dla nerki. Ostre uszkodzenie nerek (ang.
Acute Kidney Injury, AKI) stanowi istotny problem medyczny, ktory
obciazony jest prawie 50% sSmiertelnoscia [73]. Do tak wysokiej
Smiertelnosci przyczynia sie takze brak specyficznych biomarkerow,
pozwalajacych na wczesne wykrycie AKI. Do niedawna sprawnosc¢ nerek
oceniana byla wylacznie na podstawie stezenia kreatyniny w surowicy,
poziomu azotu pochodzacego od mocznika oznaczanego we krwi (ang.
Blood Urea Nitrogen, BUN) oraz analizy moczu [74]. Pojawia si¢ jednak
coraz wiecej doniesien o niedoskonalosci tych biomarkerow, szczegdlnie
ich przydatnosci do wykrywania chorob nerek we wczesnych stadiach
[65, 71, 74, 75]. Stezenie kreatyniny zalezy od takich czynnikow jak masa
ciala, masa miesniowa, wiek, pte¢, rasa, przyjmowane leki czy dieta, z
kolei na poziom BUN ma wplyw dieta, stopien nawodnienia czy stan
czynnosciowy watroby [65, 71]. Ponadto, wymienione parametry nie
wskazuja dokladnego miejsca wystapienia uszkodzenia, czyli nie sa
specyficzne dla konkretnego regionu nerki (ang. non region-specific) i
dopiero przy wystapieniu znacznego uszkodzenia nerek ich wartosci
wzrastaja powyzej poziomow fizjologicznych.

Tempo przesqczania ktebuszkowego (GFR)

Obecnie najczesciej uzywanym w klinice i badaniach naukowych
wskaznikiem do oceny wydolnosci nerek jest tempo przesaczania
ktebuszkowego (ang. Glomerular Filtration Rate, GFR). Jest to ilos¢
osocza przefiltrowana w jednostce czasu przez kiebuszki nerkowe [76].
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Najdokladniejszym sposobem oznaczania GFR sa badania klirensowe.
Klirens, inaczej wspolczynnik oczyszczania, jest to objetoS¢ osocza
calkowicie oczyszczonego z danej substancji w jednostce czasu. Klirens
substancji, ktora jest swobodnie filtrowana do torebki Bowmana
otaczajacej naczynia kapilarne klebuszka, ale nie ulega reabsorbcji i
sekrecji w kanalikach, jest miarg filtracji klebuszkowej [76]. Na podstawie
stezenia substancji X w osoczu (Px) i moczu (Ux) oraz zmierzonej diurezy
(V), mozna wyliczy¢ GFR ze wzoru:

GFR= 2

X

Idealny marker do oznaczania GFR nie powinien byc¢ takze usuwany
z krwi zadna droga pozanerkowa. Nie powinien ulega¢ przemianom
metabolicznym, czy wigzac sie z biatkami osocza [77]. Pierwsza i do tej
pory uzywana endogenna substancjg, na ktorej podstawie oznacza sie
GFR, jest kreatynina. Trzeba jednak pamietac, ze pewna ilos¢ kreatyniny
jest eliminowana droga sekrecji kanalikowej oraz ze kreatynina, w
pewnym stopniu, ulega degradacji w jelitach. Do obliczania GFR
powszechnie uzywa sie substancji egzogennych, takich jak inulina.
Klirens inuliny nadal uwazany jest za ,zloty standard” w tej dziedzinie.
Inulina filtruje sie¢ swobodnie ze Swiatla naczyn, nie jest transportowana
przez Sciane kanalika, ani nie ulega metabolizmowi. Jednakze jest to
metoda uciazliwa i kosztowna, ze wzgledu na potrzebe ciaglej infuzji
markera, zbiorki moczu oraz koniecznosci pobierania probek krwi [74]. Z
tego wzgledu w praktyce najczesciej stosuje si¢ metody szacowania tempa
filtracji tylko na podstawie stezenia pewnych substancji w osoczu,
wykorzystujac odpowiednie wzory (ang. estimated Glomerular Filtration
Rate, eGFR) [78]. Nadal najbardziej popularna jest metoda szacowania
eGFR na podstawie stezenia kretyniny w surowicy. Na przestrzeni lat
zaproponowano odpowiednie wzory, takie jak Cockcrofta-Gault'a [79] czy
wzor dla pacjentow z przewlekla niewydolnoscig nerek (ang. Modification
of Diet in Renal Disease study group, MDRD) [80, 81], do ktérych
obliczenia potrzebna jest znajomosc¢ niektorych parametrow takich jak
masa ciata, wiek, ple¢ czy rasa. Uwzglednienie tych czynnikow pozwala
na wzgledne wyeliminowanie ich wplywu na wielkos¢ (filtracji
ktebuszkowej, co pozwala ze stosunkowo dobra dokladnoscig oszacowac
GFR.

Na przestrzeni ostatnich lat coraz wiekszg popularnos¢ zyskuje
cystatyna C jako marker do szacowania tempa filtracji [82]. Cystatyna C
jest swobodnie filtrowana przez klebuszki nerkowe, a nastepnie ulega
reabsorbcji i calkowitemu rozkladowi w komorkach kanalikow. Uwaza
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sie, ze ocena oparta na cystatynie C jest, w porownaniu do kreatyniny,
znacznie mniej zalezna od wieku (oprocz dzieci ponizej pierwszego roku
zycia), masy miesniowej, rasy czy ptci [74].

Nadal jednak oznaczenie GFR w badaniach klierensowych daje duzo
dokladniejsze wyniki, niz szacowanie wielkosci filtracji klebuszkowej na
podstawie stezenia kreatyniny lub innych markeréow. Oprocz
wymienionych wczesniej wad jest to przede wszystkim metoda
czasochtonna. Dodatkowo, wartosc¢ filtracji klebuszkowej jest dosyc
zgrubna miara wydolnosci nerek i nie wykrywa bardziej subtelnych
zmian, takich  jak  obnizenie perfuzji nerek, niedroznosc¢
wewnatrzkanalikowa, zespol hemolityczno-mocznicowy (ang. haemolytic-
uraemic syndrome) czy sSrodmigzszowe zapalenie nerek [71]. Wszystkie te
uszkodzenia bedg w konsekwencji prowadzily do obnizenia GFR
(bezposrednio lub posrednio), ale spowodowane zmiany moga by¢ wykryte
zbyt po6zno i nie dostarcza informacji o mechanizmie zaistniatego
uszkodzenia. Z tego wzgledu nadal poszukuje sie¢ specyficznych
biomarkerow, ktore pozwola na wczesne wykrycie uszkodzen
poszczegolnych struktur nerkowych. Ogromna ilos¢ badan na przestrzeni
ostatniej dekady nad potencjalnymi biomarkerami doprowadzila do
powstania listy 7 wskaznikow rekomendowanych do oceny wczesnego
uszkodzenia nerek. Lista, stworzona przez Amerykanska Agencje ds.
Zywnosci i Lekoéw (ang. Food and Drug Administration, FDA) we
wspolpracy z Europejska Agencja Lekow (ang. European Medicines
Agency, EMEA) w 2009 roku [71, 83| obejmuje wskazniki oznaczane w
moczu takie jak: albumina, transblonowa glikoproteina typu pierwszego
(ang. Kidney Injury Protein 1, KIM-1), calkowite stezenie biatka w moczu,
B2-mikroglobulina, cystatyna C (zarowno w moczu, jak i osoczu),
klusteryna i biatko TFF3 (ang. Trefoil Factor-3). Na Ryec. 5 przedstawiono
rekomendowane przez EMEA/FDA markery oraz wybrane substancje o
wysokim potencjale diagnostycznym wraz ze wskazaniem dla ktorych
struktur nerkowych sa charakterystyczne.
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Kanalik proksymalny Kanalik dystalny
Kim-1 : Osteopontyna
Klusteryna \"-) Klusteryna
NGAL NGAL
B2-mikroglobulina Kalbindyna D28
al-mikroglobulina
Osteopontyna
Cystatyna C A
IL-18 ]

Albumina :
Biatko TFF3 s
. Kanalik zbiorczy
3 Kalbindyna D28
Klebuszki /!
Biatko catkowite ’:'
Cystatyna C Ad
B2-mikroglobulina o Petla Henlego
al-mikroglobulina Osteopontyna

Albumina

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy wybrane biomarkery charakterystyczne dla
uszkodzen poszczegolnych struktur nerek; KIM-1 - transblonowa glikoproteina
typu pierwszego (ang. kidney injury protein 1); NGAL - obojetnochtonna
lipokalina zwigzana 2z zelatynaza neutrofili (ang. neutrophil gelatinase-
associated lipocalin); RBP — biatko wigzace retinol (retinol binding protein); IL-18
— interleukina 18; HGF - czynnik wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth
factor; Zrédto: modyfikacja wtasna na podstawie [65];

Albumina

Albumina, produkowana przez watrobe jest glownym bialkiem
wystepujacym w osoczu krwi; szacuje sig, ze stanowi ok. 60% wszystkich
zawartych w nim bialek. Albumina wigze wode, kationy takie jak CaZ2*,
Na*, K* oraz kwasy thluszczowe, hormony, czy bilirubine. Jej wazna
funkcja jest utrzymanie cisnienia onkotycznego krwi.

Albumina, jako stosunkowo duze biatko, nie jest filtrowana do
torebki Bowmana klebuszkow nerkowych i nie jest wydalana przez
prawidlowo funkcjonujace nerki. Wydalanie albumin wskazujace na
uposledzenie czynnosSci nerek, stanowi czynnik ryzyka nie tylko dla
niewydolnosci nerek, ale tez udaru mozgu, czy chorob ukladu krazenia
[84]. Termin mikroalbuminuria, oznacza wydalanie albuminy na stalym
poziomie powyzej normy, ale ponizej czutosci konwencjonalnych paskow
testowych [85, 86]. Mikroalbuminurie u ludzi definiuje sie jako dobowe
wydalanie albuminy mieszczace si¢ w granicach od 30 od 300 mg/24
godz. (ang. Urinary Albumin Excretion, UAE) lub jako tempo wydalania
(przy czasowej zbiorce moczu) mieszczace sie¢ w przedziale od 20 do 200
ug/min (ang. Albumin Excretion Rate, AER) [84, 85]. Poziom UAE powyzej
300 mg/24 godz. okreslany jest juz jako albuminuria. Obecnie
amerykanska organizacja National Kidney Foundation rekomenduje
uzywanie stosunku stezenia albuminy do kreatyniny (ang. Albumin-
Creatinine Ratio, ACR) w pobranej probce moczu, jako najdokltadniejszego
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wskaznika do wykrywania mikroalbuminurii [85]. Uwaza sie, ze
oznaczanie ACR jest mniej uciazliwe dla pacjentow i mniej podatne na
btedy wynikajace z nieprawidlowej zbiorki moczu.

Poczatkowo sadzono, ze wydalanie albuminy z moczem jest jedynie
wynikiem zmian w procesie filtracji klebuszkowej, wskutek wahan
ciSnienia wewnatrzklebuszkowego, uszkodzen strukturalnych podocytow
lub blony podstawnej. Ostatnie badania na szczurach wskazuja jednak,
ze mikroalbuminuria moze wystepowac takze na skutek uszkodzen
komorek kanalika proksymalnego, dlatego sadzi sie, ze biomarker ten
moze byC uzyteczny do wykrywania wczesnego AKI zaleznego od
uszkodzenia tych komorek [86]. Do tej pory wykazano, zZe
mikroalbuminuria wystepuje zarowno przy krotko- jak i dlugotrwatym
podaniu nefrotoksycznych chemioterapeutykow, takich jak cisplatyna,
ifosfamid i metotreksat, jak rowniez antybiotykow np. gentamycyny [86].

Istnieja jednak pewne ograniczenia w stosowaniu mikroalbuminurii
jako wskaznika wczesnego uszkodzenia nerek. Pomiar albuminy w moczu
nie charakteryzuje miejsca wystapienia uszkodzenia, a ponadto wyzszy jej
poziom w moczu moze rowniez wystapic pod wplywem nieswoistych
czynnikow, takich jak intensywny wysitlek fizyczny, zakazenia drog
moczowych, goraczka czy odwodnienie. Albumina moze takze byc
degradowana w dlugo przechowywanych probkach [87]. Niezaprzeczalna
zaleta tego biomarkera jest moznosc¢ jego oznaczenia w tatwo dostepnym
plynie ustrojowym, jakim jest mocz oraz niewielki koszt oznaczenia [87].

Cystatyna C

Cystatyna C (Cys C), endogenny inhibitor proteazy cysteinowej o
stosunkowo niewielkiej masie czasteczkowej (13 kDa), jest produkowana
przez komorki jadrzaste i uwalniana do krwi ze stala predkoscia [88].
Jak juz wspomniano, cystatyna C oznaczana w surowicy zyskuje coraz
wieksze wuznanie jako wskaznik do szacowania wielkosci filtracji
klebuszkowej. Wiele ostatnich badan, w tym obszerna meta-analiza
dostepnych danych, wskazuje na przewage Cys C nad kreatynina w
wykrywaniu wczesnych zmian GFR [89]. Roéwnoczesnie zostaly juz
opracowane nowoczesne formuly do szacowania wielkosci filtracji
ktebuszkowej, w oparciu o stezenie cystatyny C w surowicy, badz
rownania uwzgledniajace zarowno stezenie cystatyny C, jak i kreatyniny
[90].

Oprocz oznaczania cystatyny C w probkach krwi, niedawno
zainteresowano sie jej profilem w moczu. Jak juz wspomniano cystatyna
C, jako niewielkie biatko, jest tatwo filtrowana przez klebuszki, a
nastepnie ulega catkowitej reabsorbcji i rozkladowi w komorkach
kanalikow. U zdrowych osobnikow ze sprawnie funkcjonujacymi nerkami,
stezenie cystatyny C w moczu jest sladowe. Wzrastajacy poziom cystatyny
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C w moczu moze wiec sSwiadczy¢ o zachodzacych wuszkodzeniach
kanalikow (funkcjonalnych i/lub strukturalnych), niezaleznych od
wielkosci filtracji klebuszkowej, co wykazano w wielu badaniach na
przestrzeni ostatnich lat [91, 92].

Wiekszosc¢ przytoczonych badan byla przeprowadzona na populacji
ludzkiej, stad zastosowanie Cys C w badaniach przedklinicznych na
zwierzetach ma swoje ograniczenia. Cystatyna C jest uzywana
stosunkowo od niedawna, szczegdlnie jej poziom mierzony w moczu,
dlatego brak potwierdzonych fizjologicznych norm dla réznych gatunkow
zwierzat moze w pewnym stopniu utrudniac¢ interpretacje wynikow.
Jednakze rosnace zainteresowanie jakim cieszy si¢ ten nowoczesny
biomarker, sugeruje szybki postep w badaniach przedklinicznych i jego
znaczny udziatl w ocenie dysfunkcji nerek w niedalekiej przysztosci [93].

Ocena zmian hemodynamicznych w nerkach

Powstawanie moczu, rozpoczynajace sie¢ od procesu filtracji
klebuszkowej moze by¢ w znacznym stopniu modyfikowane przez zmiany
hemodynamiki wewnatrznerkowej. Selektywna filtracja osocza krwi jest
mozliwa ze wzgledu na unikalne wlasciwosci morfologiczne klebuszkow i
cechy krazenia klebuszkowego [62]. Wiele czynnikow musi wspolgrac ze
soba, umozliwiajac utrzymanie optymalnego przeptywu krwi przez nerki,
tak aby procesy filtracji i formowania moczu zachodzily prawidiowo,
niezaleznie od zmian ciSnienia krwi tetniczej. Oprocz zlozonego systemu
autoregulacji nerkowego przeptywu krwi, istnieje wiele mechanizmow i
substancji, ktore powodujg zmiany w hemodynamice nerek. Naleza do
nich miedzy innymi uklad renina-angiotensyna-aldosteron (uklad RAA),
katecholaminy, wazopresyna, endotelina, tlenek azotu, prostaglandyny,
czy przedsionkowy peptyd natriuretyczny [94]. Oprocz endogennych
czynnikow istnieje wiele egzogennych substancji, w tym lekow, ktore
takze moga modyfikowac przeplyw krwi przez nerki i filtracje
klebuszkowa. Leki o dzialaniu anty-prostaglandynowym (niesterydowe
leki przeciwzapalne), czy o anty-angiotensynowej aktywnosci (inhibitory
enzymu konwertujacego angiotensyne, blokery receptorow dla
angiotensyny) moga uposledza¢ autoregulacje przeplywu nerkowego i
przyczyniac sie¢ do zaburzenia procesu filtracji kilebuszkowej [935].
Inhibitory kalcyneuryny (cyklosporyna, takrolimus) w zaleznosci od dawki
moga powodowac skurcz tetniczek doprowadzajacych klebuszkow, co w
konsekwencji prowadzi do uszkodzenia nerek, szczegolnie u pacjentow z
grupy podwyzszonego ryzyka [96]. Takze uzycie sSrodkow kontrastujacych
w badaniach obrazowych, moze powodowac zmiany w przeplywie krwi
przez nerki, co dosc¢ czesto prowadzi do ich ostrego uszkodzenia. CI-AKI
(ang. acute kidney injury induced by contrast media) jest trzecia
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najczestsza przyczyna wystepowania AKI wsrod hospitalizowanych
pacjentow [97].

Badania toksykologiczne nowych lekow powinny wiec takze
uwzgledniac ich potencjalny wplyw na hemodynamike nerek, tak wazny
parametr dla funkcjonowania catego organizmu. Zaklad Fizjologii Nerek i
Plynow Ustrojowych dysponuje precyzyjna technika laser-Doppler, ktora
pozwala na dokladny pomiar przeplywu krwi przez poszczegodlne obszary
nerki szczura. Wiekszos¢ zespolow badawczych na sSwiecie, do pomiarow
hemodynamicznych stosuje jedna sonde rdzeniowa, co stanowi dosc¢
uproszczone podejScie. Rdzen zewnetrzny 1 wewnetrzny nerki
charakteryzuja si¢ odmienna budowa oraz pelnia rézne funkcje, co
sugeruje, ze przeplyw krwi przez te strefy moze podlegac osobnej i
niezaleznej regulacji. Tak dokladny pomiar przeplywu krwi przez
poszczegolne strefy nerki, moze wiec nie tylko przynies¢ informacje na
temat potencjalnego wplywu badanych substancji na hemodynamike
nerek, ale tez okreslic rejon objety uszkodzeniem zaleznym od
toksycznosci substancji.

1.4.3 Podsumowanie

Wdrozenie nowych lekow jest procesem dlugotrwalym i
wieloetapowym. Badania obejmuja szerokie spektrum metod, zaczynajac
od testow na liniach komoérkowych, poprzez badania na zwierzetach, a
konczac na badaniach klinicznych. Na kazdym etapie ocenia sie inne
parametry i wskazniki. Przy odpowiednim zaprojektowaniu badan i
wykorzystaniu dostepnych narzedzi badawczych, badania na zwierzetach
pozwalaja z dobrym przyblizeniem oceni¢ toksycznoS¢ nowego zwigzku.
Badania na zwierzetach prowadzone sa od wielu lat, stad dostepna jest
ogromna baza danych zawierajaca wartosci wielu mierzonych parametrow
i norm fizjologicznych dla poszczegolnych gatunkow zwierzat.

W przedstawionej rozprawie (ETAP 1) zaplanowano kompleksowe
przebadanie nowych pochodnych alkoholi poliizoprenoidowych (APren),
skupiajac si¢ na obserwacji zmian w funkcjonowaniu uktadu
wydalniczego, poniewaz, jak wykazano w powyzszych rozdzialach (1.4.1)
nerki sg bardzo wrazliwe na dzialanie roznych zwiazkow. Badanie funkcji
i uszkodzen nerek jest doskonalym narzedziem do oceny toksycznosci
nowych terapeutykow. W badaniach wykorzystano uznane przez
naukowcow na calym Swiecie biomarkery, takie jak ocena zmian
morfologicznych, wplyw podawanych substancji na mase ciata oraz mase
poszczegolnych narzadéw, czy dobowe wydalanie albuminy. W
doswiadczeniach ostrych u szczurow uspionych wykorzystano unikalng
technike pomiaru przeptywu krwi sondami typu laser-Doppler, ktora
pozwala na ocene zmian w hemodynamice nerek szczuréw uspionych,
mogacych by¢ nastepstwem toksycznego dzialania podanych zwiazkow.
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1.5 CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH LEKOW

Jak juz wspomniano dlugofalowym celem projektu, ktoérego czescig
sa badania przedstawione w niniejszej rozprawie, jest potencjalne
zastosowanie pochodnych alkoholi poliizoprenoidowych w przemysle
farmaceutycznym i pokrewnych, jako nosnikow substancji aktywnych
farmakologicznie (lekow i informacji genetycznej) ulatwiajacych ich
przenikanie do miejsca dziatania oraz modyfikujacych ich biodostepnosc
w organizmie i tym samym prowadzacych do uzyskania optymalnego
efektu terapeutycznego.

Wstepnie zaplanowaliSmy przebadanie wplywu zamkniecia w
nowych nosnikach dwoéch lekow o roznym dziataniu, wlasciwosciach i
strukturze. Poczatkowo do tego celu wybrano: desmopresyne - lek
hydrofilowy, o dos¢ szybkim dzialaniu oraz spironolakton - zwigzek
hydrofobowy, powodujacy powazne skutki uboczne. Dawki lekow zostaty
ustalone na podstawie badan wstepnych i przegladu dostepnej literatury
w taki sposéb aby nie wywolywaly maksymalnego efektu
terapeutycznego. W ten sposdb chciano odrézni¢ skutecznosc
terapeutyczna lekow podanych w nowo zaprojektowanych nosnikach, od
efektywnosci po podaniu wybranych terapeutykow w klasycznych
rozpuszczalnikach. Kompozycja samych nosnikow liposomowych byla
stosunkowo prosta, poniewaz skladaly sie one tylko z podstawowego
budulca, jakim jest dioleoilo-fosfatydylo-etanoloamina (DOPE) oraz
badanych pochodnych — APren. Mialo to na celu zbadanie wlasciwosci
samych amino-prenoli i ich przydatnosci jako sktadnikow liposomowych
nosnikow lekow, bez wplywu innych substancji uzywanych w preparatyce
liposomow. W  przyszlosci mozliwe jest wzbogacenie skladu
zaprojektowanych nosnikow o kolejne substancje pomocnicze, tak aby
poprawi¢ ich wilasciwosci (wytrzymalos¢, struktura powierzchni, czy
yJadownosc”), ale na tym etapie badan skupiono sie na ocenie efektu
samych amino-prenoli.

Wszystkie roztwory liposomowe byly przygotowywane w Zakladzie
Biochemii Lipidow IBB PAN przez Katarzyne Gawarecka. Desmopresyne
w wybranej dawce zamknieto w nowo zaprojektowanych nosnikach nie
napotykajac na wieksze trudnosci. Jednakze spironolaktonu nie udato sie
zamkna¢ w nowo zaprojektowanych liposomach z amino-prenolami, ani w
liposomach zlozonych z samego DOPE, mimo wielu prob i wloZzonego
wysitku. Z tego wzgledu rozpoczeto poszukiwania  kolejnych
farmaceutykow, ktore moglyby by¢ uzyte w zaplanowanych
doswiadczeniach. Drugim zwiazkiem, na ktory zwrécono uwage byt FAD
286 - stosunkowo niedawno zsyntetyzowany inhibitor syntazy
aldosteronu. Ponownie nie udalo sie zamknac terapeutycznej dawki FAD
286 w liposomowych nosnikach z amino-prenolami. Ostatecznie, lekiem,
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ktory z powodzeniem zamknieto w odpowiedniej dawce byl kandesartan —
antagonista receptorow AT: dla angiotensyny II i tego zwiazku uzyto do
badan ostatniego etapu.

1.5.1 Desmopresyna

Desmopresyna (dDAVP, deamino-D-argininowazopresyna) jest
analogiem wazopresyny (ang. Arginine Vasopressin, AVP), inaczej zwanej
hormonem antydiuretycznym (ang. Antidiuretic Hormone, ADH), ktory
pelni w organizmie wiele waznych funkcji [98]. AVP odpowiedzialna jest
przede wszystkim za regulacje osmolalnosci plynéw ustrojowych,
objetosci krwi oraz ciSnienia krwi tetniczej, ale zaangazowana jest takze w
wiele innych procesow, takich jak proliferacja komorek, czy wydzielanie
hormonu adrenokortykotropowego w warunkach stresu [98]. Dzialanie
wazopresyny zwiazane jest z wieloma podtypami receptorow. Mozna
wyrozni¢ trzy najwazniejsze, czyli transblonowe receptory sprzezone z
biatkiem G, tj. V1R, V2R oraz dopiero niedawno zidentyfikowane receptory
przysadkowe V3R (dawniej zwane VipR) [99]. Receptory ViR wystepuja
powszechnie w wielu komorkach, a w szczegolnosci w komoérkach miesni
gladkich naczyn krwionosnych, gdzie odpowiedzialne sa za skurcz
naczyn, co powoduje wzrost ciSnienia krwi. Receptory V2R zlokalizowane
sq glownie w komorkach kanalikow zbiorczych nerki na blonie
podstawno-bocznej  tworzacych ja  komoérek  nablonkowych i
odpowiedzialne sa za regulacje wydalania wody przez nerki. Receptory
V2R mozna takze znalez¢ w komorkach srodbtonka, gdzie zaangazowane
sqg W utrzymanie hemostazy poprzez uwalnianie czynnika von
Willebranda [100].

Desmopresyna, czyli syntetyczny analog wazopresyny, posiada
znacznie wieksze powinowactwo do receptorow V2R, stad cechuje ja
silniejsze dzialanie antydiuretyczne, a znacznie slabsze dzialanie
naczyniokurczace [98]. Regulacja procesu zageszczania moczu poprzez
stymulacje receptorow V2R, wiaze sie przede wszystkim @z
przemieszczaniem zlokalizowanych w kanalikach nerkowych kanalow dla
wody czyli akwaporyn (AQP).

Akwaporyny sa to wyspecjalizowane bialka blonowe, ktore
umozliwiaja transport wody przez blony biologiczne w wielu komorkach i
tkankach [101]. Akwaporyny zlokalizowane w nerkach odgrywaja
szczegoOlnie wazng role w organizmie, poniewaz ich dziatanie jest kluczowe
dla utrzymania prawidilowej objetosci i skladu plynow ustrojowych w
organizmie. Akwaporyny ssakow, o masie czasteczkowej 28 kDa, sa
tetramerami, zbudowanymi z czterech monomerycznych jednostek [102].
Do tej pory zidentyfikowano 13 roznych akwaporyn u ssakow, z czego 8
wystepuje w nerkach [103]. Akwaporyna typu 1 (AQP1) wystepuje w duzej
gestosci przede wszystkim w kanaliku proksymalnym oraz zstepujacym
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ramieniu petli Henlego [101], co koreluje z ogromna przepuszczalnoscia
tych odcinkow dla wody. Dalsze odcinki kanalika nerkowego, takie jak
kanalik zbiorczy, charakteryzuja sie zmienna przepuszczalnoscia dla
wody. Proces ten regulowany jest przez wspomniana wczesniej
wazopresyne w dwojaki sposob. Krotkotrwaly efekt zwigzany jest z
uwolnieniem akwaporyn typu 2 (AQP2) 2z wewnatrzkomorkowych
pecherzykow, w ktorych sa magazynowane i ich przemieszczaniem w
kierunku blony komoérkowej (ang. AQP2 trafficking). Stymulacja V2R
przez wazopresyne (lub jej analogi) uruchamia kaskade sygnalow, w
ktorej pierwszym etapem jest aktywacja cyklazy adenylowej, co powoduje
zwiekszenie poziomu wewnatrzkomorkowego cAMP, a nastepnie prowadzi
do aktywacji kinazy biatkowej A. AQP2 zostaje ufosforylowana i migruje z
wewnatrzkomorkowych pecherzykow do blony komoérkowej od strony
Swiatta kanalika, w ktorg jest wbudowywana, czyniac ja przepuszczalng
dla wody. Jest to proces stosunkowo szybki (trwajacy kilka minut), ktory
umozliwia intensywna reabsorpcje wody w kanaliku zbiorczym [104].
Dodatkowo kinaza bialkowa A oraz prawdopodobnie biatko Epac (ang.
Exchange Protein Activated by cAMP) intensyfikuja sama synteze
kanalow wodnych AQP2, co zwigzane jest z dlugotrwalg odpowiedzia na
aktywacje receptorow V2R (od kilku godzin do kilku dni) przez
wazopresyne lub jej analogi [104].

Desmopresyna, selektywnie stymulujac receptory V2R, zwieksza
reabsorbcje wody w kanaliku zbiorczym, co prowadzi do zageszczenia
moczu i opoznienia potrzeby oddawania moczu (mikcja). dDAVP po raz
pierwszy zostala zastosowana w 1972 roku w leczeniu centralnej
(osrodkowej) postaci moczowki prostej [98]. Do tej pory desmopresyny
uzywa sie w leczeniu i diagnostyce wielu innych chorob, takich jak
moczowka prosta, rozne odmiany moczenia nocnego (u chorych powyzej
piatego roku zycia) [105], w tym u pacjentow ze stwardnieniem rozsianym
[106], w leczeniu i diagnostyce zaburzen krzepniecia krwi [107], do
utrzymywania hemostazy u pacjentow z lagodna odmiang hemofilii A,
chorobg von Willebranda typu 1, czy nabytych zaburzeniach iloSciowych
ptytek krwi [108]. W zaleznosci od przeznaczenia desmopresyna
podawana jest w roznych postaciach (aerozol do nosa, roztwor do
zastrzykow dozylnych, podskornych i domiesniowych, czy tabletki
doustne) [98]. Niezaleznie od przyjmowanej postaci leku czy diugosci
leczenia, dDAVP jest dobrze tolerowana, a skutki uboczne jej podawania
wystepuja stosunkowo rzadko [98]. Do najczestszych dziatan
niepozadanych naleza zawroty glowy, oslabienie, wymioty czy biegunka
[105]. W nielicznych przypadkach u pacjentow leczonych desmopresyna
(1 na 10000) wystepowala hiponatremia, czyli stan obniZzonego poziomu
sodu we krwi [98], ktory moze byc bardzo grozny dla organizmu.
Jednakze przestrzeganie prawidlowego przyjmowania zaleconych dawek
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desmopresyny, znacznie ogranicza ryzyko wystapienia hiponatremii oraz
innych skutkow ubocznych.

1.5.2 Kandesartan

Kandesartan jest lipofilowym lekiem, nalezacym do grupy sartanow,
czyli antagonistow receptorow AT: dla angiotensyny II (ANG II),
powszechnie uzywanym w leczeniu nadcisnienia tetniczego [109]. Sartany
uniemozliwiaja dzialanie ANG II, ktéra uwalniana jest przez uklad renina-
angiotensyna-aldosteron (uklad RAA). W warunkach fizjologicznych uktad
RAA odpowiedzialny jest za kontrole napigcia Scian naczyn krwionosnych
i posrednio za regulacje objetosci krwi i stezenia jonow sodowych oraz
potasowych w plynach ustrojowych. Sciezka powstawania ANG II
rozpoczyna sie od wydzielania reniny, ktora przeksztalca angiotensynogen
do angiotensyny I (ANG I). Nastepnie enzym konwertujacy (ang.
angiotensin converting enzyme, ACE) przeksztalca ANG I do ANG IL
Angiotensyna II charakteryzuje si¢ szerokim spektrum aktywnosci, od
bezposredniego dzialania naczyniokurczacego, poprzez pobudzenie
ukladu wspolczulnego, zwickszenie wydzielania aldosteronu, ktory
intensyfikuje reabsoprcje sodu w kanaliku zbiorczym nerki; wszystko to
prowadzi do wzrostu cisnienia krwi tetniczej [110]. Kandesartan jako
selektywny antagonista receptorow AT: dla ANG II jest uzywany w
leczeniu nadciSnienia tetniczego. Podaje sie go doustnie w postaci
estryfikowanego proleku o nazwie kandesartan cyleksetylu (ang.
candesartan cilexetil), ktory jest absorbowany w Scianach wukladu
pokarmowego i hydrolizowany do aktywnej postaci — kandesartanu [109].
Ze wzgledu na niecatkowita absorbcje proleku w Scianach ukladu
pokarmowego, biodostepnos¢ kandasartanu po podaniu doustnym, jest
stosunkowo niska (40%) [109]. Kandesartan usuwany jest glownie przez
nerki oraz w niewielkim stopniu przez drogi zolciowe i droga jelitowa.
Kandesartan jest metabolizowany jedynie w niewielkim stopniu w
watrobie [111].

Kandesartan posiada najwieksze powinowactwo do receptorow AT;
sposrod dostepnych blokerow receptorow dla angiotensyny (ang.
angiotensyn receptor blokers, ARBs) [112].
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ETAPI: Toksycznosc¢ APren-7

Okreslenie wptywu (toksycznosci) liposoméw z APren-7 na organizmy
zywe (doswiadczenia chroniczne trwajace cztery tygodnie, podczas
ktorych samce szczurow Sprague-Dawley otrzymywaly iniekcje podskorne
badanych nosnikow z APren-7, zakonczone doswiadczeniami ostrymi);

ETAP 2: Efektywnos¢ desmopresyny zamknietej w nosnikach

zawierajacych APren-7

Ustalenie  wplywu  desmopresyny (analog  wazopresyny o
antydiuretycznej aktywnosci) zamknietej w nowych nosnikach
zawierajacych APren-7 na przebieg diurezy wodnej (doSwiadczenia ostre
na szczurach uspionych z wywotana diureza wodna ETAP 2.1) oraz
ustalenie jej farmakokinetyki po podaniu w liposomowych nosnikach
(doswiadczenia na szczurach czuwajacych w klatkach metabolicznych,
ETAP 2.2);

ETAP 3: Efektywnos¢ kandesartanu zamknietego w nosnikach

zawierajacych APren-7

Zbadanie wplywu kandesartanu zamknietego w liposomach z APren-7
na nadciSnienie o podiozu genetycznym (szczury SHR; ang.
Spontaneously Hypertensive Rats) (doswiadczenia chroniczne na
szczurach czuwajacych zakonczone doswiadczeniami ostrymi na
szczurach w uspieniu)
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3.1 ZWIERZETA

Do doswiadczen wykorzystano samce szczurow stada Sprague-
Dawley (n=76) oraz SHR (ang. Spontaneously Hypertensive Rats; n=32) ze
zwierzetarni IMDiK PAN. Procedury doswiadczalne zostaly zaaprobowane
przez IV Lokalna Komisje Etyczng d.s. Doswiadczen na Zwierzetach w
Warszawie (Uchwala Nr 58/2010 z dnia 10.09.2010 r. do wniosku
45/2010; Uchwata Nr 47/2012 z dnia 01.06.2012 r. do wniosku
43/2012; Uchwata Nr 12/2014 z dnia 15.04.2014 r. do wniosku
12/2014).

3.2 PRZYGOTOWANIE BADANYCH SUBSTANCJI

3.2.1 Jodek heptaprenylotrimetyloamonu (APren-7)

Do badan wyselekcjonowany zostal zwigzek zawierajacy siedem
jednostek izoprenowych. Najpierw odpowiedni alkohol poliizoprenoidowy
zostal wyekstrahowany z drewna brzozy w Zakladzie Biochemii Lipidow
(ZBL) IBB PAN, a nastepnie poddany chemicznym modyfikacjom do
ostatecznej postaci (Ryec. 6) w Instytucie Chemii Organicznej wedlug
zoptymalizowanej procedury [27].

C|:H3 ?Hs
H~|;CH2—C:CH—CH2<:|>ITI+—CH3 I
7
CHy

Ryc. 6. Struktura jodku heptaprenylotrimetyloamonu (APren-7)

3.2.2 Zawiesiny liposomowe

Zawiesiny liposomow do iniekcji byly przygotowane w ZBL IBB PAN
przy wspolpracy z Katarzyna Gawarecka, metoda uwodnienia (hydratac;ji)
filmu lipidowego i ekstruzji przez porowata membrane.

* Klasyczne liposomy (L)

Roztwor dioleoilo-fosfatydylo-etanoloaminy (DOPE, Sigma) w
chloroformie (90 mg/ml) w objetosci 55 ul suszono wstepnie w strumieniu
sprezonego azotu do postaci cienkiego filmu na dnie probowki, a
nastepnie przez noc w eksykatorze pod zmniejszonym cisnieniem. Po tym
czasie do wytworzonego filmu lipidowego dodawano wody i wytrzasano na
worteksie kazda z probowek przez co najmniej 8 min w celu otrzymania
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wielowarstwowych liposomoéw, ktore nastepnie poddawano siedmio-
krotnemu przeciskaniu (ekstruzji) przez porowata membrane (ekstruder
LiposoFast, Avestin Europe GmbH, Mannheim, Niemcy) do postaci
jednowarstwowych liposomoéw o jednakowej Srednicy (100 nm).

» Liposomy z APren-7 (LP)

Roztwor DOPE w chloroformie (90 mg/ml) w objetosci 50 ul oraz
roztwor APren-7 w chloroformie (18 mg/ml, stosunek molowy
DOPE:APren-7 10:1) w objetosci 25 ul zmieszano, nastepnie postepowano
analogicznie jak przy przygotowaniu klasycznych liposomow (L).

* Roztwor desmopresyny zamknietej w liposomach z APren-7 (dD+LP)

Podobna procedure jak opisano powyzej wykorzystano do
przygotowania roztworu desmopresyny (dDAVP, [deamino-Cys!, D-Arg8]-
Vasopressinacetate salt hydrate, Sigma) zamknietej w liposomach z
APren-7. Po odparowaniu resztek rozpuszczalnika w eksykatorze do
mieszaniny DOPE (9 mg) i APren-7 (0,9 mg) dodawano 1 ml roztworu
dDAVP (0,5 mg/ml) oraz 0,5 ml wody, nastepnie wytrzasano przez 15
min. Po przeciSnieciu przez membrane przenoszono probki do
ultrawirowki w celu oddzielenia liposomoéw od wolnej dDAVP (450000 g,
80 min). Nastepnie zlewano frakcje plynna (supernatant), a pozostalag
frakcje stala (pelet) trzykrotnie przeplukiwano 1 ml wody. Po zwazeniu w
celu okreslenia zawartosci liposomoéw, rozprowadzano frakcje stata w 300
ul wody. Zawartos¢ leku w przygotowanym roztworze weryfikowano za
pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem UV
(HPLC/UV; kolumna 4.6 x 250 mm Cosmosil SC18-AR-II, przeplyw
izokratyczny, rozpuszczalnik acetonitryl/kwas trifluorooctowy, 17 min;
detektor: Waters Photodiode Array Detector).

* Roztwor kandesartanu zamknietego w liposomach z APren-7 (C+LP)

Roztwor DOPE w chloroformie (90 mg/ml) w objetosci 50 ul, roztwor
APren-7 w chloroformie (9 mg/ml, stosunek molowy DOPE:APren-7 10:1)
w objetosci 25 ul oraz roztwor kandesartanu (1 mg/ml) w objetosci 50 ul
suszono wstepnie w strumieniu sprezonego azotu do postaci cienkiego
filmu na dnie probowki, a mnastepnie przez noc w eksykatorze pod
obnizonym ciSnieniem. Po tym czasie do wytworzonego filmu lipidowego
dodawano 450 ul goracej wody (82°C), krotko wytrzasano (2 min) i
ogrzewano w lazni wodnej przez 10 min (82°C), nastepnie powtarzano
ogrzewanie w tazni wodnej przez kolejne 10 min (82°C) i wytrzasano na
worteksie kazda 2z probowek przez 6 min, w celu otrzymania
wielowarstwowych liposomow, ktore nastepnie poddawano kilkukrotne;j
ekstruzji przez porowata membrane, do postaci jednowarstwowych
liposomow o jednakowej Srednicy (100 nm). Zawartos¢ kandesartanu w
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przygotowanym roztworze weryfikowano za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem UV (HPLC/UV; kolumna 4.6 x 250
mm Cosmosil SC18-AR-II, przeplyw izokratyczny, rozpuszczalnik metanol
pH 6.0 — 6.5, 8 min; detektor: Waters Photodiode Array Detector).

* Roztwoér kandesartanu zamknietego w klasycznych liposomach (C+L)

Roztwor DOPE w chloroformie (99 mg/ml) w objetosci 55 ul oraz
roztwor kandesartanu (1 mg/ml) w objetosci 50 ul zmieszano, a nastepnie
postepowano analogicznie jak przy przygotowaniu roztworu kandesartanu
zamknietego w liposomach z APren-7 (C+LP).

3.2.3 Roztwory kontrolne

* Roztwor desmopresyny w wodzie (dD+W)
Desmopresyne pobierano w odpowiedniej iloSci z roztworu (80
ng/ml), w zaleznosci od masy ciata szczura (dawka 60 ng/kg).

* Woda do iniekcji (W)
W doswiadczeniach chronicznych jako kontrole podawano sterylng
wode do iniekcji z ampulek 5 ml (Polpharma SA).

* Roztwor kandesartanu w weglanie sodu (C+WS)

Przygotowano roztwor wyjsciowy kandesartanu (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA) o stezeniu 0,75 mg/ml 0,1 N weglanu
sodu (Na2COg). Z tak przygotowanego roztworu pobierano 200 ul i
dopelniono roztworem buforowanej soli fizjologicznej (PBS) do 5 ml
(dawka 0,1 mg/kg).

* Weglan sodu w PBS-ie (WS)
0,1 N roztwor weglanu sodu (Na2COg) mieszano z PBS w proporcji 1:24

3.3  TOKSYCZNOSC APren-7 (ETAP 1)

Model doswiadczalny stanowily samce szczurow Sprague-Dawley o
poczatkowej masie ciatla 154+3 g (n=39). Eksperymenty tej czesci
rozprawy doktorskiej podzielono na nastepujace etapy: czterotygodniowe
doswiadczenia chroniczne na czuwajacych szczurach, zakonczone
doswiadczeniami ostrymi na szczurach w narkozie (Rye. 7). Z catkowitej
puli zwierzat po doswiadczeniach chronicznych czesé szczuréow zostala
wykorzystana tylko do pobrania narzadow w celu przeprowadzenia
analizy = morfometrycznej,  biochemicznej i  histologicznej (nie
przeprowadzano doswiadczenia ostrego).
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Doswiadczenie ostre
lub pobranie narzgdow

Doswiadczenie
chroniczne
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Ryc. 7. Schemat doswiadczenia ETAPU 1

3.3.1 Doswiadczenia chroniczne

Przez caly okres trwania doswiadczenia chronicznego zwierzeta miaty
dostep do paszy standardowej (STD, 0,25% Na w/w, SSNIFF GmbH,
Soest, Niemcy) i swiezej wody. W pierwszym tygodniu doswiadczenia
chronicznego wszystkie szczury byty przyzwyczajane do
eksperymentatorow, pomieszczen doswiadczalnych, aparatury
pomiarowej i zabiegow, ktorym byly pozniej poddawane. Mialo to na celu
zminimalizowanie stresu zwigzanego z wykonywanymi czynnosciami, jak
na przyklad unieruchomieniem zwierzat podczas pomiarow ciSnienia
metoda rekawow okluzyjnych na ogonie. Nastepnie codziennie przez
kolejne cztery tygodnie wszystkie zwierzeta otrzymywaly podskorne
zastrzyki ze swiezo przygotowanych roztworow:

» L - klasyczne” liposomy zbudowane z DOPE (n=13);
* LP - liposomy zbudowane z DOPE i APren-7 (n=13);
* W - woda do iniekcji (n=12).

Raz w tygodniu czuwajacym szczurom mierzono na ogonie
skurczowe cisnienie krwi (SBP, nieinwazyjna technika mankietow
okluzyjnych, system CODA, Kent Scientific Corporation, Torrington, CT,
USA); pobierano krew z zyly ogonowej w celu oznaczenia stezenia
substancji osmotycznie czynnych (Posm), steZzenia jonow Na'* (Pna) oraz
hematokrytu (Ht); prowadzono dobowe obserwacje w klatkach
metabolicznych [Tecniplast S.p.A. Buguggiate, Wlochy) polaczone =z
dobowym bilansem plynow (spozycie wody i diureza (V)], pomiarem
spozycia paszy i wydalanego kalu oraz pomiarem tempa wydalania
substancji osmotycznie czynnych (Uosm'V), sodu (Una'V), potasu (UkV),
albuminy i metabolitow tlenku azotu w moczu.
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3.3.2 Doswiadczenia ostre

Ostatniego dnia doswiadczenia chronicznego zwierzeta usypiano za
pomoca tiopentalu sodu (100 mg/kg i.p.; Thiopental, Sandoz GmbH,
Kundl, Austria) i przygotowywano chirurgicznie do pomiaré6w czynnosci
nerek i parametrow krazeniowych. Stata temperatura ciata szczura (37°C)
byla utrzymywana automatycznym systemem grzewczym (Fine Science
Tools TR-200 21052-00 Animal Temperature Controller, Biodirect Inc,
Taunton, MA, USA) z czujnikiem temperatury umieszczonym w odbycie.

W celu zapewnienia swobodnej wymiany gazowej w tchawicy
umieszczano rurke polietylenowg (tracheotomia). Do zyly szyjnej
wprowadzano kaniule polietylenowa do infuzji 3% roztworu albuminy
bydlecej (albumina, frakcja V, Appli Chem GmbH, Darmstadt, Niemcy) w
plynie Ringera (10 ml/kg/h; Baxter Polska Sp. z o. 0., Warszawa, Polska)
celem uzupeklienia ubytku plynow powstatego podczas zabiegow
chirurgicznych. Do aorty przez tetnice udowa wprowadzano kaniule
teflonowa do pomiaru Sredniego cisnienia krwi (MBP; Transducer
M1567A, Philips Medizin Systeme Boéblingen GmbH, Boblingen, Niemcy).
Po wykonaniu ciecia ledzwiowego, delikatnie oczyszczano lewa nerke z
otaczajacych tkanek i tluszczu, pozostawiajac nienaruszona torebke
wioknista oraz szypule nerkowa. Uwolniong nerke umieszczano na
holderze stosowanym do badan mikropunkcyjnych. Catkowity przeptyw
krwi przez nerke (RBF, ml/min) mierzono sonda elektroakustyczna typu
MAPRB, potaczona z przeplywomierzem ultradzwiekowym (model T106,
Transonic System Inc., Ithaca, NY, USA) zaloZona na tetnice nerkowa, po
jej czesciowym oddzieleniu od zylyi otaczajacych tkanek. Nastepnie
kaniulowano moczowod w celu pomiaru diurezy i zbioérki moczu do badan
(wykonano takie same oznaczenia jak W moczu pobranym w
doswiadczeniach chronicznych). Pomiary hemodynamiczne (przeplyw
krwi przez strefy nerki) prowadzono sondami Swiatlowodowymi
potaczonymi z miernikiem przepltywu typu laser-Doppler (system Periflux
4001, Perimed AB, Jarfalla, Szwecja). Przeplyw przez kore nerki (CBF)
mierzono sonda powierzchniowa (PF 407). Do pomiaru przeptywu krwi
przez rdzen zewnetrzny nerki (OMBF) wykorzystano sonde iglowa wkhuta
na glebokos¢ 3 mm (PF 402) a przepltyw krwi przez rdzen wewnetrzny
(IMBF) mierzono sonda igtowa (PF 402) umieszczona na glebokosci 5 mm.
Przeplyw krwi wyrazano w umownych jednostkach PU (Perfusion Unit).
Kalibracja sond w plynie kalibracyjnym (sygnal pomiarowy swobodnych
ruchow Browna = 250 PU) umozliwiala porownywanie pomiarow
pomiedzy kolejnymi seriami doswiadczen. Po zakonczeniu doswiadczenia
potozenie sond w tkance weryfikowano przez cigecie podtuzne w osi nerki.
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3.3.3 Pobieranie narzadoéw

Po zakonczeniu obserwacji chronicznych od czesci zwierzat
pobierano narzady w celu przeprowadzenia analizy morfometrycznej,
biochemicznej i histologicznej (nie wykonywano doswiadczenia ostrego).
Zwierzeta wusypiano za pomocg tiopentalu sodu (100 mg/kg i.p.),
pobierano mocz z pecherza, a nastepnie wycinano prawa nerke, wazono i
utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu (PFA; Eurochem BGD
Sp. z o. o., Tarnow, Polska). Igla iniekcyjna pobierano krew z aorty.
Wycinano serce, wazono 1 2za pomocg precyzyjnych narzedzi
chirurgicznych wycinano lewa komore serca, ktorag wazono, a nastepnie
zamrazano w cieklym azocie i1 przechowywano w temp. -80°C.
Z zebranym moczem i krwia postepowano tak samo jak z materialem
zebranym w doswiadczeniach chronicznych i ostrych.

3.4  EFEKTYWNOSC DESMOPRESYNY ZAMKNIETEJ W
NOSNIKACH ZAWIERAJACYCH APren-7 (ETAP 2)

Doswiadczenia tej czesci dysertacji podzielono na dwie czesci. W
doswiadczeniach ostrych (ETAP 2.1) okreslany byt wplyw zamkniecia
desmopresyny w nosnikach liposomowych zawierajacych APren-7 na jej
biodostepnosc i efektywnos¢ hamowania diurezy wodnej. Osobna grupe
szczurow przygotowano chirurgicznie do badania farmakokinetyki
desmopresyny podanej w nowych nosnikach (ETAP 2.2); doswiadczenia
wykonano na Stanowisku Metaboliczno-Telemetrycznym (SMT) Zaktadu
Fizjologii Nerek i Plynow Ustrojowych, ktore jest wyposazone w system
ABST (ang. Automated Blood Sampler and Telemetry) umozliwiajacy
automatyczne pobieranie krwi i podawanie lekow szczurom czuwajacym.

3.4.1 Doswiadczenia ostre (ETAP 2.1)

Model doswiadczalny stanowily samce szczurow Sprague-Dawley o
Sredniej masie ciala 299+3 g (n=26). Przygotowanie chirurgiczne zwierzat
do doswiadczen ostrych tej czesci bylo zbliZone do opisanego powyzej
doswiadczenia ostrego ETAPU 1 (podrozdziat 3.3.2.). Oproécz tracheotomii,
zakaniulowania zyly szyjnej do podawania infuzji oraz tetnicy udowej do
pomiaru ciSnienia szczurom kaniulowano pecherz moczowy w celu
pomiaru diurezy z prawej nerki. Po wykonaniu 1 cm naciecia wzdtuz linii
biatej, delikatnie wysuwano pecherz na zewnatrz, a nastepnie
wykonywano niewielkie naciecie samego pecherza, w ktorym umieszczano
specjalnie przygotowana polietylenowa kaniule zakonczong kolnierzem.
Koniec pecherza zamykano na kaniuli przy uzyciu nici chirurgicznej w
celu zapewnienia szczelnosci ukladu. Dodatkowo do drugiej tetnicy
udowej wprowadzano krotka kaniule teflonowa w celu pobierania probek
krwi w okreslonych punktach czasowych (mierzono stezenie substancji
osmotycznie czynnych w osoczu, Posm). Nastepnie postepowano jak
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opisano powyzej (podrozdziat 3.3.2). Po wykonaniu ciecia ledzwiowego i
oczyszczeniu nerki zakladano sonde elektroakustyczna na tetnice
nerkowa w celu pomiaru RBF; kaniulowano moczowodd (pomiar diurezy z
lewej nerki (V) i zbiorka moczu do analizy (UosmV) oraz umieszczano sondy
typu laser-Doppler W celu przeprowadzenia pomiaréow
hemodynamicznych (CBF, OMBF, IMBF).

Po przygotowaniu chirurgicznym i po okresie wyrownawczym (30
min), wywolywano stan wzmozonej diurezy wodnej przez dozylne podanie
2,5% roztworu glukozy z predkoscia 36 ml/kg/h (infuzje kontynuowano
przez cale doswiadczenie, Ryec. 8). Po 30 minutach od poczatku infuzji
roztworu glukozy podawano jako bolus (0,5 ml w ciggu 1 min) jeden z
nastepujacych roztworow w zaleznosci od grupy:

* dD+LP - desmopresyne zamknieta w liposomach z APren-7
(60 ng/kg dDAVP; n=7);

* dD+W- desmopresyna rozpuszczona w wodzie (60 ng/kg dDAVP, n=6);

* LP - puste liposomy z APren-7 (n=7).

* W - sam rozpuszczalnik (n=6);

Przez cale doswiadczenie podawano rowniez 0,5% roztwor inuliny
(36 ml/kg/h) do podzniejszego oznaczenia przesaczania klebuszkowego
(ang. Glomerular Filtration Rate, GFR). Po zakonczeniu doswiadczenia
ostrego prawa nerke wycinano, a nastepnie przygotowywano do
wykonania barwienia hematoksyling 1 eozyna oraz znakowania
przeciwcialami skierowanymi przeciwko akwaporynie 2, w celu okreslenia
jej doktadnej lokalizacji.

Roztwor leku
(bolus, 60s)

Okres ﬂ

Chirurgia wyrownawczy 2,5% roztwor glukozy
30 min 120 min

\ J
Y

Zbiorka moczu i krwi

Ryc. 8. Schemat doswiadczenia ostrego ETAPU 2.1
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3.4.2 Farmakokinetyka desmopresyny (ETAP 2.2)

Ponownie model doswiadczalny stanowitly samce szczurow Sprague-
Dawley o Sredniej masie ciala 284+10 g (n=11). Siedem dni przed
rozpoczeciem wlasciwego eksperymentu wykonywano w krotkotrwatej
narkozie [pentobarbital sodu w dawce 50 mg/kg masy ciala (Biowet,
Putawy)| zabiegi chirurgiczne umozliwiajace prowadzenie doswiadczen na
zwierzetach czuwajacych. Do zyly udowej (infuzja leku) oraz do tetnicy
udowej (pobieranie probek krwi) wprowadzono kaniule o Srednicy
0,33 mm (Micro-Renathan, Bioseb,Vitrolles, Francja). Ujscia kaniul
wyprowadzono przez otwor wykonany w skorze na karku i
unieruchomiono szwami. W celu =zabezpieczenia droznosci kaniul
wypelniono je przeciwzakrzepowym roztworem Citra-Lock™ 4% (réwniez
o dzialaniu antybakteryjnym; Dirinco B.V. Oss, Holandia). Kaniule
przeplukiwano co drugi dzien. Na 3 dni przed wlasciwym doswiadczeniem
szczury przenoszono do klatek metabolicznych (BASi, West Lafayette,
USA), ktore sa polaczone z systemem EMPIS® (automatyczny system
infuzji substancji czynnych do naczyn krwionosnych Ilub innych
wybranych lokalizacji w ciele zwierzecia) oraz systemem Culex®
(zautomatyzowany system do pobierania probek plynow ustrojowych in
vivo oraz magazynowania ich w temperaturze +4°C). Rano w dniu
doswiadczenia (analogicznie do schematu postepowania doswiadczenia
ostrego ETAPU 2.1, Ryec. 9) szczurom podawano 2,5% roztwor glukozy
(36 ml/kg/h, infuzje kontynuowano przez 2 godziny) w celu wywotania
diurezy wodnej; nastepnie po uplywie 30 min podawano roztwor leku
jako bolus (0,5 ml w ciggu 1 min):

e dD+LP - desmopresyne =zamknieta w liposomach z APren-7
(60 ng/kg dDAVP, n=6);
* dD+W - desmopresyna rozpuszczona w wodzie (60 ng/kg dDAVP, n=5);

Przez cale doswiadczenie mierzono diureze i pobierano probki krwi
po O, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 oraz 360 min od podania leku (w
sumie 9 probek w ciagu 6 godz.) w celu oznaczenia zmian stezenia
osoczowego desmopresyny w czasie.
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dDAVP 1.v. (60s)

Zbidrka moczu

A
, A
2,5% glukoza, 36 ml/kg/h
iniainielelevepaiainiaininie -=>
30 min l 60 min 180 min
Probki | 5 3 4 5 6 7 ] 9
krwi
6 godzin

Ryc. 9. Schemat badania farmakokinetyki desmopresyny (ETAP 2.2)

3.5 EFEKTYWNOSC KANDESARTANU ZAMKNIETEGO W
NOSNIKACH ZAWIERAJACYCH APren-7 (ETAP 3)

W trzecim etapie badan wykorzystano szczury SHR o Sredniej,
poczatkowej masie ciata 301+3 g (n=32). Eksperymenty tej czesci
podzielono na nastepujace etapy: dwutygodniowe doswiadczenia
chroniczne na czuwajacych szczurach, zakonczone doswiadczeniami
ostrymi na szczurach w narkozie (Rye. 10). Od czeSci szczurow
poddanych doswiadczeniom chronicznym pobrano narzady w celu
przeprowadzenia analizy morfometrycznej, biochemicznej i histologiczne;j
(nie przeprowadzano doswiadczenia ostrego).

Wszczepienie nadajnikow Doswiadczenie ostre

telemetrycznych lub pobranie narzqgdow

Doswiadczenie
Rekonwalescencja chroniczne
[ Y .
T I I

-1 0 l

.
Eal

4«

N

Tygodnie
Ryc. 10. Schemat doswiadczenia chronicznego ETAPU 3
3.5.1 Doswiadczenia chroniczne

Przez caly okres trwania doswiadczenia chronicznego zwierzeta miaty
dostep do paszy standardowej (STD, 0,25% Na w/w, SSNIFF GmbH,
Soest, Niemcy) 1 sSwiezej wody. Na tydzien przed wlasciwym
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doswiadczeniem szczury =zostaly poddane zabiegowi chirurgicznemu
majacemu na celu wszczepienie sond telemetrycznych (Data Sciences
International, St. Paul, USA). Szczury zostaly uspione pentobarbitalem
sodu (Biowet, Putawy; 50 mg/kg masy ciata; dootrzewnowo), ktory jest
pochodna kwasu barbiturowego wykazujaca u gryzoni dzialanie
narkotyczne i przeciwbolowe.

Po tygodniowej rekonwalescencji codziennie przez 14 dni zwierzeta
otrzymywaly podskorne zastrzyki ze swiezo przygotowanych roztworow:

* C+LP - kandesartan zamkniety w liposomach zbudowanych z DOPE
i APren-7 (0,1 mg/kg; n=8);

* C+L - kandesartan zamkniety w ,klasycznych” liposomach
zbudowanych z DOPE (0,1 mg/kg; n=8);

» C+WS - kandesartan rozpuszczony w 0,1 N roztworze weglanu sodu
(Na2CO3z) w PBS w stosunku 1:24 (0,1 mg/kg; n=8).

* WS - sam rozpuszczalnik (jw.; n=8)

Dwa razy w tygodniu czuwajacym szczurom mierzono cisnienie krwi
tetniczej (telemetria). Raz w tygodniu pobierano krew z zyly ogonowej w
celu oznaczenia hematokrytu (Ht), stezenia substancji osmotycznie
czynnych (Posm), jonow Na' (Pna), K* (Px) oraz kreatyniny; prowadzono
dobowe obserwacje w klatkach metabolicznych (Tecniplast S.p.A.
Buguggiate, Wlochy) potaczonych z bilansem plynéw [spozycie wody i
diureza (V)], spozycia paszy i wydalanego kalu oraz dobowa zbiorka
moczu w celu oznaczenia wydalania substancji osmotycznie czynnych
(Uosm'V), sodu (Una'V) i potasu (Uk-V) oraz dobowego wydalania albuminy.

Do interpretacji wynikow pomiarow cisnienia krwi tetniczej, miedzy
innymi, wykorzystano porownanie wartosci pola pod krzywa zmian
ciSnienia, liczona metoda sumowania pol trapezow. Wykorzystang metode
zilustrowano na Rye. 11. Pole pod krzywa obliczono ze wzoru: Pcaik. = P1 +
P, + Ps+.... + Pg

mmHg Pole pod krzywa cisnieniakrwi tetnicze
140 -

130 -

120 -
0T

0 1 3 4 6 10 11 13 14
Ryc. 11. Schematyczne przedstawienie metody sumowania pol trapezow, ktora
uzyto do wyliczenia pola pod krzywa wykresu cisnienia krwi tetniczej
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3.5.2 Doswiadczenia ostre

Po przygotowaniu chirurgicznym zwierzat do doswiadczen ostrych
[analogicznie do opisanych powyzej doswiadczen ostrych Etapu 1
(podrozdziat 3.3.2)] u wszystkich zwierzat przeprowadzono krotkie
pomiary czynnosci nerek i parametrow krazeniowych. W skrocie: po
tracheotomii i zakaniulowaniu naczyn - tetnicy udowej do pomiaru
ciSnienia i pobierania probek krwi oraz zyly szyjnej do podawania infuzji
[3% roztwor albuminy bydlecej i roztwor 1,5% inuliny (10 ml/kg/h) do
oznaczenia przesaczania klebuszkowego (GFR)| — odstaniano nerke w celu
pomiarow hemodynamicznych (RBF, CBF, OMBF, IMBF). Dokonywano
pomiaru diurezy (V) i zbiorki moczu do analizy. Z zebranymi probkami
moczu i krwi postepowano tak samo jak z materialem zebranym w
doswiadczeniach chronicznych.

3.5.3 Pobieranie narzadow

Po zakonczeniu obserwacji chronicznych od czesci zwierzat
pobierano tylko narzady (bez doswiadczenia ostrego) w celu
przeprowadzenia analizy morfometrycznej, biochemicznej i histologiczne;.
Zastosowano procedure opisang w Etapie 1 (podrozdzial 3.3.3).

3.6 ANALIZA ZEBRANEGO MATERIALU

3.6.1 Analiza probek moczu i krwi

Po okresleniu objetosci moczu (V) metoda grawimetrycznag
(zakladajac gestosS¢ moczu rowna gestosci wody) probke wirowano (960 g,
4 min). Krew wirowano (2800 g, 10 min), a osocze przenoszono do nowej
probowki. ZawartoS¢ substancji osmotycznie czynnych w moczu i osoczu
oznaczano za pomoca osmometru (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin,
Niemcy), mierzac obnizenie punktu zamarzania probki wzgledem punktu
zamarzania wody. Stezenie sodu i potasu mierzono przy uzyciu fotometru
ptomieniowego (model PFP7, Jenway, Essex, UK), po czym odczytywano z
krzywej standardowej wykreslonej na podstawie pomiarow roztworow
standardowych o znanym stezeniu. Pozostala objetos¢ probek
przechowywano w -80°C w celu pozniejszego wykorzystania do oznaczen
biochemicznych.

3.6.2 Pomiar tempa przesaczania klebuszkowego (GFR)

Tempo przesaczania kilebuszkowego (GFR) obliczano na podstawie
klirensu inuliny. Ten naturalny wielocukier swobodnie przesacza sie¢ w
nerkach, nie ulegajac reabsorpcji, dlatego caly przesaczony ladunek
inuliny wydziela si¢ do moczu; metoda mierzenia GFR oparta na klirensie
inuliny jest nadal uwazana za zloty standard w tej dziedzinie [113]. Na
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potrzeby laboratorium zmodyfikowano metode spektrofotometrycznego
pomiaru inuliny we krwi opisana przez Nolina et al. [114]. W trakcie
doswiadczenia ostrego szczury otrzymywaly infuzje roztworu inuliny
(zapewniajacy stale stezenie tej substancji we krwi). Zebrane i
odpowiednio rozcienczone zbuforowanym roztworem soli fizjologiczne;j
(PBS) probki osocza (1:3) i moczu (1:100) poddawano inkubacji (1h, 37°C)
z roztworem enzymow (1000 U/ml katalazy i 100 U/ml oksydazy
glukozowej, 100 ul) w celu usuniecia endogennej glukozy. Nastepnie
dodawano 50 mM kwasu indolilo-3-octowego (150 ul) i 38% kwasu
solnego (3 ml) oraz ponownie inkubowano (20 min, 60°C) w lazni wodne;.
Po schtodzeniu probki nakladano na plytke 96-dotkowa, a nastepnie
dokonywano pomiaru spektrofotometrycznego (dlugos¢ fali 490 nm,
FLUOstar Omega, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Niemcy). Znajac
stezenie inuliny w moczu (Uin) i w osoczu (Pin) oraz diureze (V) korzystano
ze wzoru ogolnego na klirens nerkowy i w ten sposob obliczano GFR:

GFR=

in
3.6.3 Wykonanie barwien i znakowan na skrawkach parafinowych

Nerki po pobraniu zostaly utrwalane przez co najmniej tydzien w 4%
roztworze PFA, nastepnie je odwadniano i zalewano parafina. Z tkanki
zamknietej w bloczku wykonywano skrawki grubosci 5 pm, ktore suszono
w 56°C. Przed barwieniem ze skrawkow usuwano parafing, a nastepnie
skrawki uwadniano. Na tak przygotowanych skrawkach wykonano
odpowiednie barwienia (hematoksylina-eozyna; ETAP 1, 2, 3) i
znakowanie przeciwcialami skierowanymi przeciwko akwaporynie 2
(ETAP 2). Przygotowanie i analiza preparatow do badan odbywatlo sie we
wspolpracy z prof. dr hab. n. med. Janiny Rafatowskiej i jej
wspolpracownikami z Zakladu Neuropatologii Doswiadczalnej i Kliniczne;.

3.6.4 Wykonanie testow ELISA w probkach moczu i osocza

Zebrane probki moczu i osocza wykorzystano do oznaczenia stezenia
pochodnych rozpadu tlenku azotu (NO, Enzo Life Sciences, Farmingdale,
NY, USA), dobowego wydalania albuminy (UAE, Immunology Consultants
Laboratorylnc, Newberg, USA), kreatyniny (Sunred Biological Technology,
Shanghai) oraz cystatyny C (Uscn Life Science Inc. Wuhan, Chiny).
Oznaczenia zostaly wykonane z uzyciem testow enzymatycznych ELISA
wedlug instrukcji zalaczonych przez producentow.
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3.7 ANALIZA STATYSTYCZNA

W tekscie, tabelach i na rycinach przedstawiono wartosci Srednie
oraz blad standardowy Sredniej (SEM) jako miare rozrzutu danych. Do
oceny statystycznej roznic miedzy grupami stosowano wieloczynnikowa
analize wariancji (ANOVA) z powtarzalnymi pomiarami, a nastepnie test
post-hoc Newmana-Keulsa. Do porownania wartosci dla indywidualnych
punktow w czasie oraz czterotygodniowych zmian w wartoSciach
badanych parametrow stosowano jednoczynnikowa analize ANOVA i
ponownie test post-hoc Newmana-Keulsa. Zmiane uznawano za istotna
przy p<0,05. Obliczenia wykonano w programie STATISTICA (wersja 10.0,
StatSoft Inc.).
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4. WYNIKI

Wyniki z poszczegolnych etapow badan zebrano w kolejnych
podrozdzialach. LiczebnosS¢ grup podano w czesci Materialy i Metody.
Jezeli dany parametr mierzono tylko w niektorych probkach liczebnosc¢
podano w legendach do rycin lub w tekscie.

4.1  TOKSYCZNOSC APren-7 (ETAP 1)

4.1.1 Doswiadczenia chroniczne

W ciggu czterotygodniowego doswiadczenia w zadnej z grup nie
zaobserwowano odbiegajacych od normy oznak dotyczacych zdrowia
zwierzat, tj. wygladu, stanu siersci, aktywnosci nocnej, zachowan
pielegnacyjnych czy socjalnych. Stosunkowo mlode zwierzeta (5-6
tygodniowe) rozwijaly sie prawidlowo; nie zaobserwowano zadnego
wplywu badanych substancji na ich dojrzewanie i wzrost oraz kondycje
fizyczna.

Mimo roéznic w wyjSciowej masie ciala miedzy grupami zwierzat
przyrost masy w ciggu czterech tygodni byl bardzo zblizony we wszystkich
grupach (Ryc. 12). Krzywe przyrostu masy ciala wyrazone jako procent
poczatkowej masy pokrywaly sie; nie zaobserwowano statystycznie
istotnych roznic miedzy grupami (procentowy przyrost masy ciata dla
L:109+4; LP: 97+4; W: 102+4%).

400

BW (g)
) W
(@) e
S S

=

o

o
L

0 1 2 3 4 Tyg
Ryc. 12. Masa ciala (BW) szczurow otrzymujacych codziennie przez cztery

tygodnie podskorne zastrzyki jednego z nastepujacych roztworow: L — klasyczne
liposomy; LP — liposomy z APren-7; W — woda do iniekcji;

Parametry metaboliczne i parametry osocza
Wyniki uzyskane na podstawie cotygodniowych obserwacji zwierzat
w klatkach metabolicznych zamieszczono w Tabeli 2. Wigkszosc¢
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otrzymanych wynikow w obrebie poszczegolnych parametrow pozostawata
na zbliZzonym poziomie niezaleznie od rodzaju podawanej substancji (brak
roznic miedzy grupami). Statystycznie istotne réznice odnotowano jedynie
przy porownaniu zmian ich poziomu w czasie (na przestrzeni czterech
tygodni). W ciggu czterech tygodni spozycie wody wzroslo najbardziej w
grupie otrzymujacej rozpuszczalnik (W), jednoczesnie, co ciekawe,
przyrost tempa wydalania moczu byt w tej grupie najnizszy. Mozna
przypuszczac, ze znamiennie wiekszy przyrost spozycia wody w tej grupie
byl zwigzany z nieznacznie wieksza wyjSciowa masg ciala zwierzat
otrzymujacych roztwor kontrolny (W). Nalezy podkreslic, ze przyrost
wartosci wiekszoSci parametrow w czasie czterech tygodni byt
konsekwencja wzrostu i dojrzewania badanych zwierzat.

Raz w tygodniu podczas obserwacji zwierzat w klatkach
metabolicznych pobierany byl rowniez mocz do oznaczen parametrow
wydalniczych. Wydalanie substancji osmotycznie czynnych oraz sodu i
potasu zostalo zebrane w Tabeli 3. Nie zaobserwowano statystycznie
znamiennych roznic miedzy grupami w ciagu calego doswiadczenia.
Rowniez przyrosty wartosci dla poszczegolnych parametrow, zwigzane z
fizjologicznym rozwojem i wzrostem zwierzat byly zbliZone we wszystkich
grupach. W trakcie doswiadczenia chronicznego nie zaobserwowano takze
zadnych znamiennych réznic w mierzonych parametrach osocza (Tabela 4).

Tabela 2. Bilans plynow, spozycie paszy i wydalanie kalu w ciagu
czterotygodniowej obserwacji szczurow otrzymujacych badane zwiazki

Tygodnie A

1 2 3 4 4-0

Spozycie L 211 23+2 23+1 25+1 2742 612
wody  LP  24%1 25+1 27+1 26+2 2942 4+2
(ml/241h) w931 2741 20+1 30+1 37:3  13£3*
_ L 5,1+0,4 7,9%0,8 7,3%0,7 9,0£0,6 10,9+0,6 5,8%0,5
(ﬁi‘}gizi) LP 6,1+0,7 8,1¥0,4 9,0£0,6 9,1£1,0 12,1¥0,9 6,0£1,1
W 7,0£0,5 9,0:0,6 8,4t0,6 10,0+0,6 11,0%0,5 3,9+0,6"

Spozycie L 14,2+0,8 16,3t1,0 17,240,8 18,5+0,5 19,1+0,9 6,2+1,1

paszy LP 16,0+0,7 16,9¢1,0 17,9+1,7 16,2+0,7 19,9¢1,0 3,9+1,2
(8/24h) W 17,0:0,5 18,8+0,7 20,2+1,3 22,3+t0,7 21,4+0,9 4,3+1,0
Wydalanie L 5,1+0,4 7,2¢0,8 6,7+0,8 7,8+0,7 7,2+#0,7 2,1+0,8
kalu LP 5,6£0,5 7,4+0,7 7,1t0,6 7,4+0,6 9,2+0,6 3,6+0,8
(8/24h) w 6,8t0,5 8,5:0,5 8,4%0,7 9,0:0,6 10,7t0,6 3,9%0,8
Raz dziennie w iniekcji podskérnej podawano: L — klasyczne liposomy; LP —
liposomy z APren-7; W — wode do iniekcji; A — przyrost pozioméw parametrow w
czasie (roznica miedzy koricem doswiadczenia — tydzieni ,4”, a poczqtkiem — dzien
»,07); * znamiennie rézne od grupy LP (p<0,05); # znamiennie rézne od grupy L
(p<0,05);
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Tabela 3. Wydalanie substancji osmotycznie czynnych (Uesm'V) oraz sodu (Una'V)

i potasu (Ux'V) w ciagu czterotygodniowej obserwacji szczuréow otrzymujacych
badane zwiazki

Tygodnie A

0 1 2 3 4 4-0
L 12,5:t0,6 17,040,9 16,7t0,8 20,0£0,7 22,0t0,8 9,5%1,1
(mOUS";;l“/'g%) LP 12,8t1,0 17,1+0,5 17,5t0,6 18,1+0,7 21,8t0,7 9,0+1,5
16,1#0,5 20,1+0,4 20,5:1,0 22,7+0,9 24,3%0,5 8,2+0,0
L 0,7t0,0 1,1¥0,1 1,0¢0,1 1,30,1 1,4t0,1 0,7+0,1

Una'V LP 0,5:t0,1 0,8#0,1 0,9+0,1 1,0#0,1 1,2¢0,1 0,7%0,1
(mmol/24h)
0,9+0,0 1,3+0,1 1,5+0,1 1,4+0,1 1,6%t0,1 0,7+0,1
L 3,10,2 4,0:0,2 3,5t0,2 4,3:0,1 4,60,2 1,5:0,2
U’V
(mmol/24n) P 32%0.3 3,8%0,1 3,60,1 38:0,2 4,201 1,0£0,3

4,0£0,1 4,8+0,1 4,7£0,2 4,7+0,2 4,9+0,2 1,0+0,2
Raz dziennie w iniekcji podskérmej podawano: L — klasyczne liposomy; LP -
liposomy z APren-7; W — wode do iniekcji; A — przyrost pozioméw parametrow w
czasie (réznica miedzy koricem doswiadczenia — tydzien ,4”, a poczqtkiem — dzien
»07);

Tabela 4. Stezenie substancji osmotycznie czynnych (Posm) oraz sodu (Pna) W

osoczu i hematokryt (Ht) w ciagu czterotygodniowej obserwacji szczurow
otrzymujacych badane zwigzki

Tygodnie
0 1 2 3 4
L 30243 29942 300£2 306+1 306x1

Posm (mOsm/l) LP  304+2 3012 306+2 310+2 310+2
W 300+1 30242 307+1 30942 307+3

L 136+2 13942 133+2 13242 133+1
Pro (mmol/l)  LP 130+1 13621 13242 13743 12942
Y 132+3 13442 13542 13142 13542

L 401 41+1 43+0 441 43+1

Ht (%) LP 400 41+1 42+1 441 42+1

Y 401 41+1 441 441 441

Raz dziennie w iniekcji podskoérnej podawano: L — klasyczne liposomy; LP —
liposomy z APren-7; W — wode do iniekcji

Dobowe wydalanie albuminy i metabolitéow tlenku azotu

W probkach pobranych od zwierzat w dniu ,0” i po czterech
tygodniach badan, oznaczono dobowe wydalanie albuminy (ang. Urinary
Albumin Excretion, UAE, Tabela §). Najwiekszy przyrost UAE
odnotowano w grupie otrzymujacej wode do iniekcji (W); wyniki
otrzymane po czterech tygodniach w tej grupie byly istotnie wyzsze w
porownaniu z wartosciami wyjSciowymi (* znamiennie rozne w tygodniu 4
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vs dzien ,0” dla grupy W, p<0,05). Wartos¢ UAE w czwartym tygodniu
doswiadczenia dla tej grupy byla rowniez istotnie wyzsza w porownaniu
do grupy otrzymujacej liposomy z APren-7 (# p<0,05 W vs LP), a przyrost
UAE w ciagu czterech tygodni (A) byt istotnie wyzszy w stosunku do obu
grup otrzymujacych liposomy (§ p<0,05 dla grupy W vs L i LP).

Ze wzgledu na wieksza mase ciala szczurow otrzymujacych roztwor
kontrolny (W), przeliczono UAE takze na kilogram masy ciala. Wyniki
przedstawiono na Rye. 13. W przypadku tak przedstawionego wskaznika
UAE nie zaobserwowano istotnych ro6znic miedzy grupami, ani
znamiennych réznic w przyroscie wartosci tego parametru w czasie.

Podobnie jak w przypadku UAE oznaczano dobowe wydalanie
metabolitow tlenku azotu (Unox'V, Ryc. 14). Nie odnotowano zadnych
znamiennych roéznic zarowno miedzy grupami, jak i w przyroscie
wydalania NOx podczas czterech tygodni obserwacji, w poszczegolnych
grupach.

Podjeto takze proby oznaczenia stezenia cystatyny C w zebranych
probkach moczu i osocza, metoda spektrofotometryczna z uzyciem
komercyjnie dostepnego kitu ELISA. Niestety otrzymane wyniki nie miaty
wartosci merytorycznej i nie nadawaly sie do interpretac;ji.

Tabela 5. Dobowe wydalanie albuminy (UAE, mg/24 h) w dniu ,0” i po czterech
tygodniach obserwacji

Tygodnie A
0 4 4-0
L 0,24+0,07 0,31+ 0,04 0.0610,07
(m;/gjr b LP 0,13+0,02 0,22+ 0,03 0,09+0,03
0,23+0,07 0,55+ 0,14 * #  0,32+0,10 §

Raz dziennie w iniekcji podskérnej podawano: L — klasyczne liposomy; LP —
liposomy z APren-7; W — wode do iniekcji; 4 — przyrost poziomu parametru w
czasie (roznica miedzy koricem doswiadczenia — tydzieni ,4”, a poczqtkiem — dzien
»,0”); * znamiennie rézne w stosunku do dnia ,,0” (p<0,05); # znamiennie rézne od
grupy LP w 4 tygodniu obserwacji (p<0,05); § znamiennie rézne od grup L i LP
(p<0,05);
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Ryc. 13. Dobowe wydalanie albuminy (UAE) w przeliczeniu na kilogram masy
ciala przed i po czterotygodniowej obserwacji u szczurow otrzymujacych
codziennie podskorne zastrzyki jednego z nastepujacych roztworow: L -
liposomy (n=7), LP — liposomy z APren-7 (n=7), W — woda do iniekcji (n=6)
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Ryc. 14. Dobowe wydalanie metabolitow tlenku azotu (Unox'V) przed i po
czterotygodniowej obserwacji u szczurow otrzymujacych codziennie podskorne
zastrzyki jednego z nastepujacych roztworéw: L — liposomy (n=7), LP — liposomy
z APren-7 (n=6), W — woda do iniekcji (n=6);

Skurczowe cisnienie krwi tetniczej

Podczas doswiadczen chronicznych raz w tygodniu mierzono
skurczowe cisnienie krwi (SBP) na ogonie u szczurow czuwajacych (Ryec.
15). We wszystkich grupach SBP wzrosto w ciagu czterech tygodni
obserwacji; najwiekszy wzrost odnotowano w grupie otrzymujacej
liposomy 2z APren-7 (LP), ale nie zaobserwowano statystycznie
znamiennych roznic miedzy grupami, jak rowniez roznic w przyroscie
wartosci dla tego parametru w czasie.
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Ryc. 15. Zmiany skurczowego ciSnienia krwi tetniczej (SBP) w ciagu
czterotygodniowej obserwacji u szczurow otrzymujacych codziennie podskorne
zastrzyki jednego z nastepujacych roztworow: L — klasyczne liposomy (n=8); LP —
liposomy z APren-7 (n=8); W — woda do iniekcji (n=38);

4.1.2 Doswiadczenia ostre

Po zakonczeniu doswiadczen chronicznych u czesSci zwierzat
przeprowadzano doswiadczenia ostre, w ktorych mierzono parametry
charakteryzujace uktad krazenia, wydalanie nerkowe oraz hemodynamike
nerek.

Srednie ciS$nienie krwi tetniczej, przeptyw catkowity krwi przez nerke
oraz parametry wydalnicze (diureza, wydalanie substancji osmotycznie
czynnych oraz sodu i potasu) we wszystkich grupach ksztattowaly sie na
podobnym poziomie (Tabela 6).

Tabela 6. Srednie ciSnienie krwi tetniczej (MBP), calkowity przeplyw krwi przez
nerke (RBF) oraz parametry wydalnicze: diureza (V), wydalanie substancji
osmotycznie czynnych (Ugsm'V) oraz sodu (Una'V) i potasu (Ux'V) mierzone w
doswiadczeniach ostrych u wusSpionych szczurow po czterotygodniowym
traktowaniu badanymi zwigzkami

L LP W
MBP, (mmHg) 122+1 117+3 12815
RBF, (ml/min) 8,1+0,5 9,5%£1,0 9,8+0,9
V, (ul/min) 7,1£1,6 8,4t1,9 10,8+2,1
Uosm'V (LOsm/min) 6,1£1,0 6,0 £0,9 8,3t1,2
Una'V (umol/min) 0,4+0,1 0,6%0,2 0,6%0,1
Uk'V (umol/min) 0,9+0,2 1,1+£0,2 1,3+0,2

Raz dziennie w iniekcji podskérnej podawano: L — klasyczne liposomy (n=6);
LP - liposomy z APren-7 (n=6); W — wode do iniekcji (n=38);
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Mierzono rowniez przeplywy krwi przez poszczegolne strefy nerki.
Charakterystyczny, prawidlowy obraz relatywnie coraz nizszego ukrwienia
poszczegolnych obszarow nerki w kierunku od kory do rdzenia
wewnetrznego (CBF > OMBF > IMBF) zaobserwowano w grupie
otrzymujacej rozpuszczalnik (W). W obu grupach otrzymujacych liposomy
(L i LP) zaobserwowano zjawisko zrownania sie przeptywow rdzeniowych
(Ryc. 16); stosunek OMBF/IMBF w obu tych grupach byl istotnie nizszy
w porownaniu do grupy kontrolnej (L: 1,0+0,1; LP: 1,1+£0,1 vs W: 1,9+0,3*
przy p<0,095).
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Ryc. 16. Przeplyw krwi przez strefy nerki u szczurow w uSpieniu,
otrzymujacych codziennie przez cztery tygodnie w doswiadczeniu chronicznym,
podskorne zastrzyki jednego z nastepujacych roztworéow: L — klasyczne liposomy
(n=6); LP — liposomy z APren-7 (n=6); W — woda do iniekcji (n=8); CBF —przeplyw
krwi przez kore nerki; OMBF - przeplyw krwi przez rdzen zewnetrzny nerki;
IMBF - przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki;

4.1.3 Analiza histologiczna, parametry morfologiczne i
morfometryczne

Od czesci zwierzat po doswiadczeniach chronicznych pobierano
narzady (nie przeprowadzano doswiadczenia ostrego) w celu wykonania
analizy morfometrycznej i morfologiczne;j.

Masa obu nerek wyrazona jako procent masy ciala byla niemal
identyczna we wszystkich grupach (Rye. 17). Stosunek masy lewe;j
komory serca do masy ciatla w grupie L byl istotnie wiekszy niz w grupie
W, co moze wskazywaC na pewne zmiany (np. przerost lewej komory
serca) u zwierzat otrzymujacych ,klasyczne” liposomy (Ryc. 18). Nie
mozna jednak wykluczycC, ze powyzsza roznica moze byc¢ nastepstwem
mniejszej catkowitej masy ciala zwierzat w grupie L w poréwnaniu do
grupy W (Tabela 7).
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Ocene morfologii nerek przeprowadzono na podstawie zebranego
materialu wybarwionego hematoksyling i eozyna (Ryc. 19). Nie
zaobserwowano zadnych negatywnych zmian ani znamiennych roéznic
miedzy grupami w obrazie mikroskopowym pobranych nerek.

0,5 -
g 0,4
m
X
: 0,3 oL
o
Q 0.2 mLP
m b
a =AY
= 01

0,0

Lewa nerka Prawa nerka

Ryc. 17. Masa nerek (wyrazona jako procent masy ciala) pobranych od
szczurow otrzymujacych przez cztery tygodnie codziennie podskorne zastrzyki
jednego z nastepujacych roztworow: L — klasyczne liposomy (n=6); LP — liposomy
z APren-7 (n=6); W — woda do iniekcji (n=8);
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Ryc. 18. Parametry morfometryczne narzadow pobranych od szczurow
otrzymujacych przez cztery tygodnie codziennie podskorne zastrzyki jednego z
nastepujacych roztworow: L — klasyczne liposomy (n=13); LP - liposomy z APren-
7 (n=13); W — woda do iniekcji (n=16); LV/BW - stosunek masy lewej komory
serca do masy ciala; HW/BW - stosunek masy serca do masy ciata; LV/BW -

stosunek masy lewej komory serca do masy serca; * znamiennie rézne od grupy
W (p<0,09);
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Tabela 7. Masa ciata (BW), masa serca (HW) i masa lewej komory serca (LV)
szczurow po czterotygodniowych doswiadczeniach chronicznych, w ktorych
szczury otrzymywaly badane zwiazki

L LP W
BW (g) 20418 203+10 326+5*
HW (g) 1,03+0,03 0,99+0,03 1,03+0,01
LV (g) 0,69+0,03 0,65+0,02 0,70%0,01

Raz dziennie w iniekcji podskérnej podawano: L — klasyczne liposomy (n=13);
LP - liposomy z APren-7 (n=13); W — wode do iniekcji (n=16); * znamiennie rézne
w stosunku do grup L i LP (p<0,05);

LP

Ryc. 19. Preparaty parafinowe nerek barwione hematoksyling i eozyna,
pobranych od szczurow otrzymujacych codziennie przez cztery tygodnie
podskorne zastrzyki jednego z nastepujacych roztworéw: L — liposomy, LP —
liposomy z APren-7, W — woda do iniekcji; K — kora nerki (powigekszenie 200x);
OM - rdzen zewnetrzny (powiekszenie 100x);
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4.2 EFEKTYWNOSC DESMOPRESYNY ZAMKNIETEJ W
NOSNIKACH ZAWIERAJACYCH APren-7 (ETAP 2)

4.2.1 Doswiadczenia ostre (ETAP 2.1)

Przebieg diurezy wodnej, wydalanie substancji osmotycznie czynnych

oraz osmolalnos¢ osocza

Wydalanie moczu (diurezy, V) podczas calego doswiadczenia ostrego
zostalo przedstawione na Ryc. 20. Przebieg zmian V byl zréznicowany
zarowno w obu grupach otrzymujacych antydiuretyczny lek (dD+LP i
dD+W), jak i w grupach kontrolnych LP oraz W.

W obu grupach kontrolnych zaobserwowano istotny wzrost diurezy
na skutek intensywnej infuzji roztworu glukozy; w grupie otrzymujacej
sam rozpuszczalnik (W) wzrost wydalania moczu byl widoczny juz po 30
min od rozpoczecia podawania roztworu glukozy (istotnie wyzszy poziom
w stosunku do poczatkowej wartosci zaobserwowano po 60 min; dla
przejrzystosci rycin istotnosci w stosunku do poczatkowej wartosci nie
zaznaczono na wykresie). W grupie otrzymujacej puste liposomy z APren-
7 (LP) zaobserwowano wolniejszy wzrost diurezy (po 60 min podawania
glukozy diureza zauwazalnie wzrosla, a istotnie wyzsza wartos¢ V w
stosunku do poczatku doswiadczenia zaobserwowano po 90 min
doswiadczenia; istotnosci nie zaznaczono na wykresie). Ze wzgledu na
opozniony efekt wzrostu diurezy w grupie LP, wartosci V byly istotnie
nizsze jeszcze po 60 oraz 90 min od rozpoczecia infuzji glukozy w
stosunku do grupy W (istotnosci nie zaznaczone na wykresie). Po 120
min od rozpoczecia podawania roztworu glukozy w grupie W diureza
zaczela ponownie sie obnizac, co bylo spontanicznie wystepujaca reakcja
fizjologiczna.

W obu grupach otrzymujacych desmopresyne (dD+LP oraz dD+W)
zaobserwowano wczesniejsze zahamowanie wydalania moczu na skutek
dziatania leku w porownaniu do grup kontrolnych (* znamiennie rozne
dla grup dD+LP i dD+W w stosunku do grupy W po 30 i 60 min od
podania leku; # wartosci diurezy znamienne rozne dla grup dD+LP i
dD+W w stosunku do grupy LP po 90 oraz 120 min od podania leku;
Ryc. 20).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic miedzy obiema
grupami otrzymujacymi lek (dD+LP oraz dD+W), jednakze profil
zahamowania diurezy byl widocznie roézny w obu tych grupach.
Zahamowanie diurezy po podaniu desmopresyny zamknietej w
liposomach z APren-7 (dD+LP) bylo widoczne po godzinie od rozpoczecia
infuzji, to jest pozniej niz dla grupy otrzymujacej lek w klasycznym
rozpuszczalniku (dD+W), dla ktorej zahamowanie wydalania moczu
obserwowano juz po 30 min (Ryec. 20). Wydaje sie jednak, ze efekt
antydiuretyczny dDAVP po podaniu w testowanym nosniku utrzymywat
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sie dluzej niz w przypadku desmopresyny podanej w wodzie (dD+W), dla
ktorej po godzinie obserwowano ponowny wzrost diurezy. Wydalanie
moczu pod koniec doswiadczenia (po 2 h od podania leku) bylo na niemal
identycznym poziomie w obu grupach otrzymujacych desmopresyne
(dD+LP i dD+W).

Szybsze, ale krotsze dzialanie antydiuretyczne desmopresyny
podanej w klasycznym rozpuszczalniku (dD+W), takze uwidocznito sie w
przebiegu zmian wydalania substancji osmotycznie czynnych (Uosm-'V;
Ryc. 21). Po 30 min podawania roztworu glukozy Uosm'V wzrosto we
wszystkich grupach, ale tylko w grupie dD+W juz po 30 min od podania
leku ponownie obnizylo sie do poziomu wyjSciowego. W grupie
otrzymujacej desmopresyne w nowych nosnikach (dD+LP) wydalanie
substancji osmotycznie czynnych zaczelo obniza¢ sie po 60 min od
podania leku, osiagajac na koniec doswiadczenia (po 120 min od podania
leku) ten sam poziom, co w grupie dD+W (nie zaobserwowano istotnych
roznic miedzy grupami).

Obnizenie stezenia substancji osmotycznie czynnych w osoczu
(osmolalnosc¢ osocza, Posm; Ryec. 22) na skutek duzego tadunku pltynu
(infuzja 2,5% glukozy w celu wywolania diurezy wodnej) poczatkowo
ksztaltowalo sie na podobnym poziomie we wszystkich grupach. Na
skutek nieznacznie opoznionego efektu wywolania diurezy wodnej w
grupie LP, w stosunku do grupy W, po 60 min podawania roztworu
glukozy zaobserwowano rozcienczenie osocza podobne jak w grupach
otrzymujacych lek antydiuretyczny (dD+LP oraz dD+W). Po 90 min od
podania roztworu glukozy diureza w grupie LP zaczela wzrastac, co
spowodowalo zahamowanie dalszego rozcienczania osocza. Koncowe
obnizenie Posm ksztaltowalo sie w obu grupach kontrolnych (LP oraz W)
na podobnym poziomie (nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy
grupami kontrolnymi).

Obnizenie osmolalnosci osocza, zwiazane z zatrzymywaniem wody na
skutek podania desmopresyny, poczatkowo ksztattowalo si¢ podobnie w
grupach ja otrzymujacych (dD+LP i dD+W; Rye. 22). Mimo braku
istotnych  statystycznie ro6znic miedzy grupami otrzymujacymi
desmopresyne, mozna bylo zauwazyc¢, ze po 90 min od podania leku, w
grupie dD+LP nastgpilo wyrazniejsze obnizenie osmolalnosci osocza w
porownaniu do grupy dD+W. Na koniec doswiadczenia wartoSci Posm W
obu grupach otrzymujacych lek byly istotnie r6zne w stosunku do grup
kontrolnych (* dD+LP i dD+W vs LP i W; Ryec. 23).
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Ryc. 20. Przebieg diurezy wodnej (V) u szczurow w narkozie otrzymujacych
dozylna infuzje jednego z nastepujacych roztworow: dD+LP — desmopresyna
zamknieta w liposomach z APren-7; dD+W — desmopresyna rozpuszczona w
* znamiennie rézne dla grup
dD+LP i dD+W w stosunku do grupy W w okresach do 30, 60 i 90 min od
podania leku (p<0,05); # znamienne rozne dla grup dD+LP i dD+W w stosunku
do grupy LP w okresach do 90 oraz 120 min od podania leku (p<0,05);

wodzie; LP — puste liposomy z APren-7; W — woda,;
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Ryc. 21. Wydalanie substancji osmotycznie czynnych (Uosm'V) U szczurow w
narkozie otrzymujacych dozylna infuzje jednego z nastepujacych roztworow:

dD+LP

desmopresyna zamknieta w liposomach 2z APren-7; dD+W -

desmopresyna rozpuszczona w wodzie; LP — puste liposomy z APren-7; W —

woda;
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Ryc. 22. Stezenie substancji osmotycznie czynnych w osoczu (Posm) szczurow w
narkozie otrzymujacych dozylna infuzje jednego z nastepujacych roztworow:
dD+LP - desmopresyna zamknieta w liposomach 2z APren-7; dD+W-
desmopresyna rozpuszczona w wodzie; LP — puste liposomy z APren-7; W -
woda;

290 -

280 +

270 +

PosmPO 2 godz. (mOsm/l)

@BdD+LP BdD+W BLP aw

Ryc. 23. Osmolalnos¢ osocza po 2 h doswiadczenia u szczurow w narkozie
otrzymujacych dozylna infuzje jednego z nastepujacych roztworow: dD+LP -
desmopresyna zamknieta w liposomach z APren-7; dD+W- desmopresyna
rozpuszczona w wodzie; LP — puste liposomy z APren-7; W — woda; * znamiennie
rozne w stosunku do obu grup kontrolnych LP oraz W (p<0,05);
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Hemodynamika nerek

W trakcie doswiadczenia ostrego mierzono Srednie ciSnienie krwi
tetniczej (MBP), calkowity przeplyw krwi przez nerke (RBF) oraz przeplywy
przez poszczegolne strefy nerki (CBF, OMBF, IMBF), ktorych przebiegi
przedstawiono na Ryc. 24 oraz Ryc. 25. Nie zaobserwowano znaczacych
roznic miedzy grupami, wszystkie wartosci utrzymywaty sie¢ na podobnym
poziomie przez cale doswiadczenie. W grupie otrzymujacej sam
rozpuszczalnik (W), przepltyw przez kore nerki (CBF) od poczatku
doswiadczenia ksztaltowal sie¢ na wyzszym poziomie w stosunku do
pozostatych grup (* W wvs dD+LP, dD+W oraz LP; p<0,05; Ryc. 25A).
Usrednione wartosci z calego doswiadczenia dla poszczegdlnych
przeptywow przez strefy nerki przedstawiono na Ryec. 26. We wszystkich
grupach zaobserwowano prawidlowy obraz coraz nizszego ukrwienia
poszczegolnych obszarow nerki w kierunku od kory do rdzenia
wewnetrznego. Stosunek przeplywu krwi przez rdzen zewnetrzny do
przeplywu przez rdzen wewnetrzny nerki (OMBF/IMBF) takze byt na
podobnym poziomie we wszystkich grupach (dD+LP: 1,6+0,3; dD+W:
2,0+0,3; LP:1,9+0,3; W:1,4+0,2, NS). Wartosc filtracji ktebuszkowej (GFR,
Ryc. 27) utrzymywala sie¢ na podobnym poziomie przez cale
doswiadczenie we wszystkich grupach; nie zaobserwowano istotnych
roznic miedzy grupami.
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Ryc. 24. A: Srednie ciSnienie krwi tetniczej (MBP); B: Catkowity przeplyw krwi
przez nerke (RBF) u uspionych szczurow otrzymujacych dozylna infuzje jednego
z nastepujacych roztworow: dD+LP — desmopresyna zamknieta w liposomach z
APren-7; dD+W — desmopresyna rozpuszczona w wodzie; LP — puste liposomy z
APren-7; W — woda;
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Ryc. 25. A: Przeplyw krwi przez kore nerki (CBF); B: Przeplyw krwi przez rdzen
zewnetrzny nerki (OMBF); C: Przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki
(IMBF) u szczurow w uspieniu otrzymujacych dozylna infuzje jednego z
nastepujacych roztworow: dD+LP — desmopresyna zamknieta w liposomach z
APren-7; dD+W — desmopresyna rozpuszczona w wodzie; LP — puste liposomy z
APren-7; W — woda; * znamiennie rozne dla grupy W w stosunku do dD+LP,
dD+W oraz LP, przez cale doswiadczenie (p<0,09)
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Ryc. 26. Usredniony z calego doswiadczenia przeplyw krwi przez strefy nerki u
szczurow w uspieniu otrzymujacych nastepujace roztwory: dD+LP -
desmopresyna zamknieta w liposomach z APren-7; dD+W - desmopresyna
rozpuszczona w wodzie; LP — puste liposomy z APren-7; W - woda; CBF -
przeptyw krwi przez kore nerki; OMBF — przeplyw krwi przez rdzen zewnetrzny
nerki; IMBF — przeplyw krwi przez rdzen wewnetrzny nerki;
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Ryc. 27. Wartos¢ filtracji klebuszkowej (GFR) u usSpionych szczurow
otrzymujacych dozylna infuzje jednego z nastepujacych roztworow: dD+LP -
desmopresyna zamknieta w liposomach z APren-7; dD+W - desmopresyna
rozpuszczona w wodzie; LP — puste liposomy z APren-7; W — woda;
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Lokalizacja akwaporyny 2 (AQP2)

Po zakonczeniu doswiadczen ostrych od szczurow pobierana byla
prawa nerka w celu oznaczenia lokalizacji akwaporyny 2 (kanal biatkowy
dla wody, podtyp 2, Ryc. 28). Wyznakowanie przeciwko AQP2 oceniano w
poszczegolnych strefach nerki: korze, rdzeniu zewnetrznym i
wewnetrznym, ktore charakteryzuja sie odmienna struktura i zawartoscig
AQP2. Stopien wyznakowania przeciwko AQP2 prezentowal sie podobnie
we wszystkich badanych grupach. Roéznice byly widoczne w zaleznosci od
obserwowanej strefy nerki. Stopien wyznakowania rost w glgb nerki od
kory, w ktorej wyrozni¢ mozna bylo tylko nieliczne wyznakowane kanaty,
przez rdzen zewnetrzny, ktory charakteryzowal sie znacznie wiekszym
stopniem wyznakowania niz kora, ale mniejszym niz rdzen wewnetrzny.
W rdzeniu wewnetrznym zaobserwowano zdecydowanie najwyzszy stopien
wyznakowania przeciwko AQP2.
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Ryc. 28. Znakowanie przeciwko akwaporynie 2 (AQP2) skrawkow parafinowych
nerek, pobranych na koniec doswiadczenia ostrego, od szczurow w narkozie,
otrzymujacych dozylna infuzje jednego z nastepujacych roztworow: dD+LP -
desmopresyna zamknieta w liposomach z APren-7; dD+W - desmopresyna
rozpuszczona w wodzie; LP — puste liposomy z APren-7; W — woda; OM/IM -
granica rdzenia zewnetrznego i wewnetrznego (powiekszenie 100x); IM — rdzen
wewnetrzny (powiekszenie 200x);
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4.2.2 Farmakokinetyka desmopresyny (ETAP 2.2)

Przeprowadzono seri¢ doswiadczen z uzyciem czuwajacych szczurow
Sprague-Dawley w celu okreslenia farmakokinetyki dDAVP zamknietej w
liposomach z APren-7, w porownaniu do leku rozpuszczonego w
klasycznym rozpuszczalniku. Od kazdego zwierzecia pobrano 9 probek
krwi po O, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 oraz 360 min od podania leku.
Zamierzano oznaczyC stezenie leku w zebranych probkach osocza i w ten
sposob okreslic tempo jego uwalniania z nosnika. Niestety po wielu
probach cel nie zostal osiggniety. Pierwsza metoda jaka zastosowano byla
metoda 2z uzyciem komercyjnie dostepnego kitu ELISA (Novatein
Biosciences, Woburn, Anglia). Nastepnie podjeto proby oznaczenia dDAVP
metodami chromatograficznymi. Zwrécono si¢ w tym celu najpierw do
Instytutu Farmaceutycznego (Instytut Biotechnologii i Antybiotykow), a
nastepnie do Zespolu Spektrometrii Mas (Instytut Chemii Organicznej
PAN). Wszystkie zastosowane metody oznaczania desmopresyny w
materiale szczurzym okazaly sie nieskuteczne.

4.3  EFEKTYWNOSC KANDESARTANU ZAMKNIETEGO W
NOSNIKACH ZAWIERAJACYCH APren-7 (ETAP 3)

4.3.1 Doswiadczenia chroniczne

Skurczowe cisnienie krwi tetniczej (SBP)

W ciagu dwutygodniowej obserwacji we wszystkich grupach
mierzono jednoczesnie skurczowe, Srednie i rozkurczowe ciSnienie krwi
tetniczej (odpowiednio SBP, MBP i DBP) metoda telemetryczna.
Porownania dotyczyly zaréowno zmian w obrebie grupy (w stosunku do
wyjSciowego poziomu ciSnienia krwi tetniczej dla kazdej grupy, czyli dnia
,0”) oraz ro6znic miedzy grupami (w odpowiadajacych dniach
doswiadczenia).

U wszystkich zwierzat otrzymujacych kandesartan niezaleznie od
nosnika (C+LP, C+L, C+WS) zaobserwowano istotne obnizenie ciSnienia
krwi tetniczej (SBP, MBP i DBP; Ryec. 29 A, B, C) juz po pierwszym dniu
podawania leku, Lktore utrzymywalo sie w ciggu kolejnych dni
doswiadczenia (wartosci uzyskane z 1, 3, 4... az do 14 dnia istotnie
roznily sie od wartosci w dniu ,0” w obrebie kazdej grupy). Dla
przejrzystosci rycin, istotnosci wzgledem dnia ,0” nie zaznaczono na
wykresach.

Kandesartan podawany w roznych nosnikach w mniej wyrazny
sposob wptywal na obraz rozkurczowego ciSnienia krwi tetniczej (DBP),
natomiast jego efekty na SBP i MBP byly bardziej zréznicowane w
zaleznosci od zastosowanego nosnika.

W grupie otrzymujacej kandesartan w liposomach z APren-7 (C+LP)
oraz grupie C+WS (kandesartan w weglanie sodu) zaobserwowano istotnie
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nizsze wartosci SBP w porownaniu do grupy kontrolnej (WS) juz od
pierwszego dnia doswiadczenia (*p<0,05, Ryec. 29 A). W grupie, ktora
otrzymywata kandesartan w ,klasycznych” liposomach (C+L) istotne
obnizenie SBP w stosunku do WS, zaobserwowano dopiero po trzech dniu
podawania leku (**p<0,05; Ryec. 29 A). Zaobserwowane roznice
utrzymywaly sie do konca doswiadczenia (az do 14 dnia podawania). Tak
samo ksztaltowaly sie zmiany Sredniego ciSnienia krwi (Ryc. 29 B).

Obnizenie DBP we wszystkich grupach otrzymujacych kandesartan
(C+LP, C+L oraz C+WS) zaobserwowano po trzech dniach podawania
zastrzykow w stosunku do grupy kontrolnej (WS). Poczawszy od tego
dnia, dla grupy C+LP oraz C+WS istotne roznice w wartosciach DBP (w
stosunku do grupy WS) utrzymywaly sie do konca doswiadczenia
(*p<0,05; Ryc. 29 C), podczas gdy wartosci DBP w grupie szczurow
otrzymujacych kandesartan w ,klasycznych” liposomach (C+L) istotnie
roznilty sie od zaobserwowanych w grupie kontrolnej (WS) tylko w
niektorych dniach, tj. 3, 61 13 (**p<0,05; Ryec. 29 C).

Analiza przebiegu Srednich wartosci ciSnienia tetniczego w ciagu
dwutygodniowej obserwacji pozwolila jedynie na ujawnienie réznic w
szybkosci wystapienia istotnego, w porownaniu do grupy kontrolnej,
obnizenia ciSnienia krwi tetniczej. Dopiero analiza wielkosci tego
obnizenia (A) w réoznych grupach i ich poréwnanie w konkretnych dniach,
ujawnilo glebsze zréznicowanie skutecznosci kandesartanu, w zaleznosci
od zastosowanego nosnika. Wyniki tej analizy zebrano na Ryc. 30 oraz
Ryc. 31.

We wszystkich grupach otrzymujacych kandesartan (C+LP, C+L,
C+WS) poczawszy od trzeciego dnia podawania leku, przebieg zmian SBP
byl istotnie rézny od przebiegu zmian w grupie kontrolnej (WS) (Ryc. 30;
istotnosci nie zaznaczono na wykresie).

Wyraznie wieksze obnizenie SBP (A SBP) zaobserwowano w grupie
otrzymujacej kandesartan w nowo zaprojektowanych nosnikach z APren-
7 (C+LP) juz od 6 dnia podawania badanych roztworow. Obnizenie SPB w
tym dniu bylo istotnie rozne dla tej grupy (C+LP) w porownaniu do
pozostalych grup (** C+LP vs C+L oraz C+WS, p<0,05; Ryc. 30). W grupie
C+L maksymalne obnizenie SBP zaobserwowano w 3 (-24+2 mmHg), a w
grupie C+WS w 4 dniu doswiadczenia (-23+4 mmHg) i w kolejnych dniach
bezwzgledne wartosci A SBP dla tych grup utrzymywaly sie na podobnym
poziomie lub byly wrecz mniejsze, podczas gdy dla grupy otrzymujacej
kandesartan w liposomach z APren-7 (C+LP) obnizenie SBP caly czas sie
poglebialo, osiagajac maksymalna bezwzgledna wartos¢ w dniu 13 (-32+2
mmHg). Obraz przebiegu zmian ciSnienia tetniczego w tym dniu
doswiadczenia zashluguje na szczegolng uwage (Ryec. 31). Nalezy
podkresli¢, ze obnizenie SBP w dniu 13 bylo istotnie rézne dla grupy
C+LP w porownaniu do wszystkich pozostatych grup (* C+LP vs C+L oraz
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C+WS, p<0,05; Ryec. 31), a ponadto rowniez bezwzgledna wartosc
obnizenia DBP byla istotnie wieksza w porownaniu do zaobserwowanej w
grupie otrzymujacej ,klasyczne” liposomy (** C+LP vs C+L, p<0,05; Ryec.
31). Miedzy grupami C+L oraz C+WS nie zaobserwowano istotnych réznic
przy porownaniu wartosci obnizenia SBP, ani DBP. Pole pod krzywa
zmian skurczowego ciSnienia krwi tetniczej (SBP) w ciagu
dwutygodniowej obserwacji, policzone metoda sumowania poél trapezow,
bylo najwieksze w grupie otrzymujacej kandesartan w liposomach z
APren-7 i bliskie granicy istotnosci w stosunku do grupy C+WS (C+LP vs
C+WS, p = 0,07; Ryc. 32).
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Ryc. 29. A: Skurczowe (SBP); B: srednie (MBP); C: rozkurczowe (DBP) ciSnienie
krwi tetniczej u szczurow otrzymujacych codziennie podskorne zastrzyki jednego
z nastepujacych roztworow: C+LP - kandesartan zamkniety w liposomach
zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w ,klasycznych”
liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan rozpuszczony w
roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.) w ciagu dwutygodniowe;j
obserwacji; * znamiennie rézne dla grup C+LP oraz C+WS w stosunku do grupy
WS w odpowiadajacych dniach doswiadczenia (p<0,05); ** znamiennie rézne dla
grupy C+L w stosunku do grupy WS w odpowiadajacych dniach doswiadczenia

(p<0,095);
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Ryc. 30. Przebieg zmian skurczowego ciSnienia krwi tetniczej (A SBP) w
kolejnych dniach doswiadczenia u szczurow otrzymujacych codziennie
podskorne zastrzyki jednego z nastepujacych roztworow: C+LP — kandesartan
zamkniety w liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan
zamkniety w ,klasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS -
kandesartan rozpuszczony w roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik
(jw.); * znamiennie rézne dla grupy C+LP w poréwnaniu do grupy C+WS w
odpowiadajacym dniu doswiadczenia(p<0,05); ** znamiennie rézne dla grupy
C+LP w porownaniu do grupy C+WS oraz C+L w odpowiadajacym dniu
doswiadczenia (p<0,05);
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Ryc. 31. Obnizenie skurczowego (A SBP), sredniego (A MBP) i rozkurczowego
(A DBP) cisnienia krwi tetniczej w 13 dniu doswiadczenia u szczuréw
otrzymujacych codziennie podskorne zastrzyki jednego 2z mnastepujacych
roztworow: C+LP — kandesartan zamkniety w liposomach zbudowanych z DOPE
i APren-7; C+L - kandesartan zamkniety w ,klasycznych” liposomach
zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan rozpuszczony w roztworze weglanu
sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.); * znamienne rézne dla grupy C+LP w
poréownaniu do grupy C+L oraz C+WS (p<0,05); ** znamienne rozne dla grupy
C+LP w porownaniu do grupy C+L (p<0,05); # znamiennie rozne dla grupy WS w
stosunku do grup otrzymujacych kandesartan C+LP, C+L, C+WS, p<0,05;
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Ryc. 32. Pole pod krzywa zmian skurczowego ciSnienia krwi tetniczej (SBP) w
ciagu dwutygodniowej obserwacji, policzone metoda sumowania pol trapezow, u
szczurow  otrzymujacych codziennie podskorne zastrzyki jednego z

nastepujacych roztworow: C+LP - kandesartan zamkniety w liposomach
zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w ,klasycznych”
liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan rozpuszczony w

roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.); # znamiennie rézne dla
grupy WS w stosunku do grup otrzymujacych kandesartan C+LP, C+L, C+WS,
p<0,05;

Masa ciata, parametry metaboliczne i osoczowe

U wszystkich badanych grup zaobserwowano niewielki, ale istotny
przyrost masy ciala w poréwnaniu z dniem ,,0” (* wartosci masy ciala po 7
i 14 dniach doswiadczenia roznity sie istotnie od wartosci wyjSciowych w
dniu ,0”, p<0,05; Ryc. 33).

Pomiedzy grupami nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic
w absolutnych wartosciach masy ciala zwierzat, mimo stosunkowo duzej
roznicy w wyjsciowych wartosciach tego parametru. Wyrazniejsze roznice
miedzy poszczegdlnymi grupami odnotowano przy porownaniu zmiany
poziomu tego parametru w czasie (A BW).

Przyrost masy ciala (A BW) po 7 dniach obserwacji byl najwiekszy w
grupie otrzymujacej kandesartan w roztworze weglanu sodu (C+WS) i
istotnie rézny od grupy kontrolnej (*C+WS vs WS, p<0,05, Ryc. 34). Po
14 dniach obserwacji w grupach C+L oraz C+WS zaobserwowano
najwiekszy przyrost masy ciala; dla grupy C+L byl on istotnie wiekszy w
porownaniu do grup C+LP oraz WS (# C+L vs C+LP oraz WS; p<0,05, Ryc.
34).

Wyniki uzyskane na podstawie cotygodniowych obserwacji zwierzat
w klatkach metabolicznych zamieszczono w Tabeli 8. Nie zaobserwowano
istotnych roéznic miedzy grupami zwierzat w poszczegolnych punktach
czasowych. Dla grup, ktore otrzymywaly kandesartan w liposomach z
APren-7 (C+LP) oraz kandesartan w weglanie sodu (C+WS) wartosci
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diurezy mierzonej po 7 i 14 dniach obserwacji, roznily sie istotnie
wzgledem poczatku doswiadczenia (dzien ,07). W grupie kontrolnej, ktora
otrzymywata sam rozpuszczalnik (WS), wartos¢ diurezy po 14 dniach
obserwacji byla istotnie wyzsza w stosunku do dnia ,0”. Przyrost tempa
wydalania moczu w ciaggu dwoch tygodni obserwacji byl na nieznacznie
wyzszym poziomie w grupie kontrolnej (WS), ale nie odnotowano
istotnych roznic miedzy grupami; w pozostalych grupach przyrost diurezy
byt na podobnym poziomie (C+LP: 6,7+2,2; C+L: 4,3+1,5; C+WS: 6,8%1,5;
WS: 10,4%£2,8 ml). W grupie kontrolnej WS istotnie wzrosto takze spozycie
wody (dzien ,0” vs wartos¢ w dniu 14 w grupie WS; p<0,05; Tabela 8).

Podczas obserwacji zwierzat w  klatkach  metabolicznych
kazdorazowo pobierany byl mocz do oznaczen parametrow wydalniczych.
Wydalanie substancji osmotycznie czynnych oraz sodu i potasu zostato
zebrane w Tabeli 9. Nie zaobserwowano statystycznie znamiennych
roznic miedzy grupami w ciagu dwoch tygodni obserwacji.

W dniach poprzedzajacych obserwacje w klatkach metabolicznych od
kazdego zwierzecia pobierano probke krwi. Uzyskane wyniki zebrano w
Tabeli 10. Nie zaobserwowano znamiennych roéznic miedzy grupami.
Wszystkie mierzone parametry utrzymywaly sie w zakresie norm
fizjologicznych dla szczurow SHR. Jednakze mozna bylo zauwazyc, ze
stezenie sodu w osoczu nieznacznie obnizylo sie tylko w grupie C+LP.

340 -
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O 1 T T T T T 1
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Ryc. 33. Masa ciala (BW) szczurow otrzymujacych codziennie podskorne
zastrzyki jednego z nastepujacych roztworow: C+LP — kandesartan zamkniety w
liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w
sKlasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w
roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.) w ciagu dwutygodniowej
obserwacji; * znamiennie rézne w stosunku do wartosci w dniu ,,0” w obrebie
wszystkich grup (C+LP, C+L, C+WS, WS), p<0,05;
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Ryc. 34. Przyrost masy ciala (A BW) po 7 i 14 dniach obserwacji szczurow
otrzymujacych codziennie podskorne zastrzyki jednego 2z mnastepujacych
roztworow: C+LP — kandesartan zamkniety w liposomach zbudowanych z DOPE
i APren-7; C+L - kandesartan zamkniety w ,klasycznych”  liposomach
zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w roztworze weglanu sodu ; WS —
sam rozpuszczalnik (jw.); * znamiennie rézne w stosunku do grupy WS w
odpowiadajacym dniu doswiadczenia, p<0,05; # znamiennie réozne od C+LP oraz
WS w odpowiadajacym dniu doswiadczenia, p<0,05;

Tabela 8. Bilans plynow, spozycie paszy i wydalanie kalu w ciagu
dwutygodniowej obserwacji szczurow SHR;

Dzien
0 7 14
C+LP 27+2 27+3 33+3
Spozycie wody C+L 31+1 29+1 35%2
(ml/24h) C+W$S 30+1 3442 35+2
WS 3142 3443 41+4*
C+LP 12,3+0,7 18,3+1,1* 19,0+2,1*
Diureza C+L 12,8+0,9 15,5¢1,5 17,1+1,5
(ml/24h) C+WS 11,5+1,1 19,2+1,8* 18,3+1,6*
WS 14,0+1,9 19,6+2,6 24,4+3,2%
C+LP 15,6+1,7 15,2+1,1 16,4+0,5
Spozycie paszy C+L 16,5+1,6 17,6+0,7 19,6+0,8
(g/24h) C+WS 18,4+0,7 17,9+1,3 16,5+0,8
WS 16,3+0,9 16,1+1,0 18,5+1,1
C+LP 8,7+0,9 8,6%0,6 8,1+0,8
Wydalanie katu C+L 9,0+0,8 9,4+0,8 9,2+0,8
(g/24) C+WS 6,8+0,8 9,5+0,8 7,6%0,6
WS 8,7+1,0 8,7+0,7 8,6%1,3

Raz dziennie w iniekcji podskémej podawano: C+LP — kandesartan zamkniety w
liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w
»klasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w
roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.); * znamiennie rézne od
dnia ,,0” w obrebie danej grupy (p<0,05)
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Tabela 9. Wydalanie substancji osmotycznie czynnych (Uosm'V), sodu (Una'V) i
potasu (Ux'V) w ciggu dwutygodniowej obserwacji szczurow SHR;

Dzien
0 7 14

C+LP 17,7+1,4 20,7+0,8 20,6%1,0
Uoer'V C+L 17,7+1,8 21,1%1,2 21,0+1,5
(mOsm/24h)  C+WS 18,8+0,9 21,4+1,1 19,3+0,8
WS 19,1+1,1 21,0+1,0 22 8+1,0

ey C+LP 1,240,1 1,1%0,1 1,240,1
(mmoqa /24h) C+L 1,240,1 1,10,2 1,240,2
C+WS 1,4%0,2 1,610,1 1,340,1

WS 1,240,1 1,5+0,1 1,6%0,2

C+LP 3,610,3 3,6%0,2 3,7+0,2

Ux'V C+L 3,6%0,3 3,7+0,3 3,8+0,2
(mmol/24h) C+W$S 3,7£0,2 4,0+0,3 3,6+0,1
WS 3,4+0,2 3,7+0,2 4,0+0,3

Raz dziennie w iniekcji podskoérnej podawano: C+LP — kandesartan zamkniety w
liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w
»klasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w
roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.)

Tabela 10. Stezenie substancji osmotycznie czynnych w osoczu (Posm), stezenie
sodu (Pna) i potasu (Px) w osoczu oraz hematokryt (Ht) w ciggu dwutygodniowej
obserwacji szczurow SHR;

Dzien
0 7 14
C+LP 309+1 306%1 309+2
Posrn C+L 30842 306%2 306+2
(mOsm/l)  C+WS 3111 3082 3051
S 307+1 305+1 3062
C+LP 14342 136+1 136+1
Pra C+L 140+1 13943 13842
(mmol/l)  C+WS 136+1 137+1 136+1
WS 13642 13442 136%2
C+LP 5,0+0,2 5,040,1 5,040,1
C+L 4,9+0,2 4,9+0,2 4,7+0,2
Px (mmol/])
C+WS 5,240,1 5,3+0,2 5,3+0,3
WS 4.,9+0,1 4,9+0,2 5,2+0,2
C+LP 50+1 45+1 44+1
C+L 49+0 48+1 47+1
Ht (%)
C+WS 46+1 46+0 48+1
S 48+0 48+1 51+1

Raz dziennie w iniekcji podskémej podawano: C+LP — kandesartan zamkniety w
liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w
klasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w
roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.)
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Dobowe wydalanie albuminy i stezenie kreatyniny w osoczu

W probkach moczu zebranych w dniu ,0” oraz po siedmiu i
czternastu dniach obserwacji oznaczono rowniez dobowe wydalanie
albuminy (UAE, Ryc. 35). Wszystkie wartosci (dla wszystkich grup)
mieScily sie w zakresie norm fizjologicznych dla szczurow SHR.
Poczatkowy poziom UAE (w dniu ,0”) dla grupy otrzymujacej kandesartan
w weglanie sodu (C+WS) byl istotnie wyzszy, w porownaniu do grupy
otrzymujacej kandesartan w ,klasycznych” liposomach (C+L) oraz w
stosunku do grupy otrzymujacej sam rozpuszczalnik (WS). Roznice te
utrzymywaly sie takze po przeliczeniu wydalania albuminy na kilogram
masy ciala (wyniki nie zamieszczone). Po dwoch tygodniach obserwacji,
UAE w grupie C+WS uleglo istotnemu obniZzeniu i w ostatnim dniu
doswiadczenia chronicznego utrzymywalo si¢ na podobnym poziomie we
wszystkich grupach.

o C+LP
1,2 1 . mC+L
EC+WS
BWS
< 0,8 -
<
AN
Es)
£
<
S 0,4 -
0,0

0 7 14 Dzien

Ryc. 35. Dobowe wydalanie albuminy (UAE) w dniu ,0”, po 7 i 14 dniach
obserwacji u szczurow SHR otrzymujacych codziennie podskorne zastrzyki z
nastepujacych roztworow: C+LP - kandesartan zamkniety w liposomach
zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w ,klasycznych”
liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w roztworze weglanu
sodu; WS - sam rozpuszczalnik (jw.); * znamiennie rézne w stosunku do grup
C+L i W w dniu ,0” (p<0,05); # znamiennie rozne wzgledem dnia ,0” dla grupy
C+WS (p<0,05);
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Stezenie kreatyniny oznaczane w probkach osocza pobranych w tych
samych dniach (dzien ,,0”, 7 i 14) przedstawiono na Ryec. 36. Mimo braku
istotnych r6znic miedzy grupami na przestrzeni dwoch tygodni, juz po
tygodniu zaobserwowano znaczace obniZzenie stezenia kreatyniny w
osoczu tylko w grupie otrzymujacej kandesartan w liposomach =z
badanymi pochodnymi APren-7 (C+LP), a po dwoéch tygodniach zmiana ta
byla bliska granicy istotnosci (p = 0,06). Przeliczono takze stezenie
kreatyniny w osoczu na mase¢ ciala zwierzat (Tabela 11). Obnizenie
stezenia tego parametru przeliczonego na mase ciala w grupie C+LP
nabralo wiekszej wagi statystycznej ze wzgledu na przesuniecie sie
wartosci p ponizej ustalonej granicy istotnosci (p<0,05).

B C+LP
1,17 mC+L
mC+WS
0,9 -
3
g2 0,7 -
o°
0,5 -
e
0

0 7 14 Dzien

Ryc. 36. Stezenie kreatyniny w osoczu (Pcr) w dniu ,,0”, po 7 i 14 dniach
obserwacji u szczurow SHR otrzymujacych codziennie podskorne zastrzyki z
nastepujacych roztworow: C+LP - kandesartan zamkniety w liposomach
zbudowanych z DOPE i APren-7 (n=7); C+L - kandesartan zamkniety w
»Klasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE (n=7); C+WS - kandesartan w
roztworze weglanu sodu (n=7); WS - sam rozpuszczalnik (jw., n=7); * bliskie
granicy istotnosci w stosunku do dnia ,,0”; p<0,06;

Tabela 11: Stezenie kreatyniny w osoczu (Pc;) przeliczone na 100 g masy ciata w
ciagu dwutygodniowej obserwacji szczurow SHR

Dzien
0 7 14
C+LP 0,27+0,01 0,25+0,01 0,21+0,03*
Pe, C+L 0,27+0,02 0,27+0,02 0,26+0,02
(mg/dl/100 g) C+WS 0,29+0,01 0,28+0,00 0,27+0,01
WS 0,30+0,02 0,30+0,02 0,26+0,02

Raz dziennie w iniekcji podskérnej podawano: : C+LP — kandesartan zamkniety w
liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7 (n=7); C+L — kandesartan zamkniety
w ,klasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE (n=7); C+WS — kandesartan
w roztworze weglanu sodu (n=7); WS - sam rozpuszczalnik (jw., n=7);
* znamiennie rézne w stosunku do warto$ci w dniu ,0” (p<0,05)
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4.3.2 Doswiadczenia ostre

Po zakonczeniu doswiadczen chronicznych u czesci zwierzat
przeprowadzano doswiadczenia ostre w narkozie, w ktorych mierzono
parametry charakteryzujace uklad kragzenia, wydalanie nerkowe oraz
hemodynamike nerek. Srednie ciSnienie krwi tetniczej (MBP, Tabela 12)
ksztaltowalo sie na podobnym poziomie we wszystkich grupach
otrzymujacych kandesartan (C+LP, C+L oraz C+WS). Najwyzsze MBP
odnotowano dla grupy kontrolnej otrzymujacej sam rozpuszczalnik (WS).
Calkowity przeptyw krwi przez nerke (RBF), diureza (V) oraz przesaczanie
klebuszkowe (GFR) we wszystkich grupach utrzymywaly sie na podobnym
poziomie (Tabela 12). Ukrwienie poszczegolnych stref nerek,
przedstawione na Ryec. 37, rowniez ksztaltowalo sie na podobnym
poziomie we wszystkich grupach. We wszystkich grupach stosunek
OMBF/IMBF utrzymywal si¢ na tym samym poziomie (C+LP: 1,3+0,2;
C+L: 1,440,2; C+WS: 1,610,2; WS: 1,6%0,3, NS).

Tabela 12. Srednie cisnienie krwi tetniczej (MBP), przeplyw catkowity krwi przez
nerke (RBF), diureza (V) oraz przesaczanie kilebuszkowe (GFR) mierzone w
doswiadczeniach ostrych u uspionych szczurow po dwutygodniowej obserwacii,
ktore otrzymywaly badane zwiazki

C+LP C+L C+WS WS
MBP, (mmHg) 128+9 136+8 131+8 15010
RBF, (ml/min) 7,1%1,1 7,31,4 6,2¢1,4 7,540,3
V, (ul/min) 3,4+0,3 5,8+1,2 4,1+0,5 3,840,6
GFR, (ml/min) 0,940, 1 1,140,1 1,0£0,1 0,8+0,0

Raz dziennie w iniekcji podskérnej podawano: C+LP — kandesartan zamkniety w
liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7 (n=5); C+L — kandesartan zamkniety
w ,klasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE (n=6); C+WS - kandesartan
w roztworze weglanu sodu (n=5); WS — sam rozpuszczalnik (jw. n=4)
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Ryc. 37. Przeplyw krwi przez strefy nerki u szczuréow w uspieniu otrzymujacych
przez dwa tygodnie codziennie podskorne zastrzyki jednego z nastepujacych
roztworow: C+LP — kandesartan zamkniety w liposomach zbudowanych z DOPE
i APren-7 (n=5); C+L — kandesartan zamkniety w ,klasycznych” liposomach
zbudowanych z DOPE (n=6); C+WS - kandesartan w roztworze weglanu sodu
(n=5); WS — sam rozpuszczalnik (jw. n=4); CBF —przeplyw krwi przez kore nerki;
OMBF - przeplyw krwi przez rdzen zewnetrzny nerki; IMBF — przeptyw krwi
przez rdzen wewnetrzny nerki;

4.3.3 Analiza histopatologiczna, parametry morfologiczne i
morfometryczne

Od czesci zwierzat po doswiadczeniach chronicznych pobierano
narzady (nie przeprowadzano doswiadczenia ostrego) w celu wykonania
analizy morfometrycznej i morfologicznej. Masa prawej nerki wyrazona
jako procent masy ciala byla bardzo zbliZzona we wszystkich grupach
(C+LP: 0,36%0,02; C+L: 0,36%£0,01; C+WS: 0,34+0,01; WS: 0,34+0,01%,
NS). Pozostate mierzone parametry takie jak stosunek masy lewej komory
serca do masy serca, masa serca do masy ciala i masa lewej komory
serca do masy ciala zostaly przedstawione na Ryc. 38. Nie
zaobserwowano zadnych znamiennych réznic miedzy grupami.

Analiza preparatow barwionych hematoksyling i eozyng ujawnila
znaczne zmiany histopatologiczne w nerkach pobranych od niektorych
zwierzat. Na Ryec. 39 przedstawiono makroskopowe ujecie wszystkich
skrawkow nerek, pobranych od szczuréw po dwoch tygodniach leczenia.
W czesci utrwalonych preparatow nerkowych, zamiast zwartej trzy-
strefowej struktury, zaobserwowano puste przestrzenie, ktore moga
Swiadczy¢ o postepujacym procesie zapalnym prowadzacym do ubytku
tkanki. Te patologiczne zmiany wystapily w kazdej z badanych grup,
jednakze na podstawie dos¢ subiektywnej oceny (zarowno mikroskopowej
jak i makroskopowej) mozna bylo zauwazyC, ze w grupie otrzymujacej
kandesartan w nosnikach z APren-7 (C+LP) tych zmian bylo najmniej. W
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czterech na osiem ocenianych nerek w grupie C+LP zaobserwowano
ubytek tkanki, podczas gdy w grupie otrzymujacej kandesartan w
yklasycznych” liposomach (C+L) takich nerek bylo pie¢, w tym w dwoch
przypadkach zmiany obejmowaly juz prawie cala strukture rdzenia. W
grupie otrzymujacej kandesartan w weglanie sodu (C+WS) nerek
dotknietych zmianami bylo szeS¢ na osiem, w tym w dwoch przypadkach
zaobserwowano znaczny zanik tkanki, ale nie tak rozlegly jak w grupie
C+L. Co ciekawe w grupie kontrolnej (WS) nie zaobserwowano
najwiekszych zmian histopatologicznych, a raczej porownywalne ze
zmianami w grupach C+L oraz C+WS (w pieciu nerkach w grupie WS
mozna bylo dostrzec wczesne objawy uszkodzenia, w tym w dwoéch
zaobserwowano znaczny ubytek tkanki). Na Ryec. 40 przedstawiono
makroskopowe ujecia wybranych nerek z kazdej grupy, dotknietych
najwiekszym ubytkiem tkanki.

W nerkach, w ktorych jeszcze nie rozwinely sie patologiczne zmiany
zaobserwowano prawidlowy obraz morfologiczny typowy dla szczurow
SHR. Wybrane zdjecia mikroskopowe z fragmentami kory oraz rdzenia
zewnetrznego przedstawiono na Ryec. 41.
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Ryc. 38. Parametry morfometryczne narzadow pobranych od szczurow
otrzymujacych przez dwa tygodnie codziennie podskérne zastrzyki jednego z
nastepujacych roztworow: C+LP - kandesartan zamkniety w liposomach
zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w ,klasycznych”
liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w roztworze weglanu
sodu; WS - sam rozpuszczalnik (jw.); LV/BW - stosunek masy lewej komory
serca do masy ciala; HW/BW - stosunek masy serca do masy ciatla;
LV/BW - stosunek masy lewej komory serca do masy serca;
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Ryc. 39. Preparaty parafinowe nerek (barwione hematoksyhna i eozyna)
pobranych od szczurow otrzymujacych przez dwa tygodnie codziennie
podskorne zastrzyki jednego z nastepujacych roztworéw: C+LP — kandesartan
zamkniety w liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan
zamkniety w ,klasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS -
kandesartan w roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.);
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C+WS > WS

Ryc. 40. Wybrane preparaty parafinowe nerek barwione hematoksyling i eozyna
pobrane od szczurow otrzymujacych przez dwa tygodnie codziennie podskorne
zastrzyki jednego z nastepujacych roztworoéw: C+LP — kandesartan zamkniety w
liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w
sKlasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w
roztworze weglanu sodu; WS — sam rozpuszczalnik (jw.);
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Ryc. 41. Preparaty parafinowe nerek barwione hematoksyling i eozyna pobrane
od szczurow otrzymujacych przez dwa tygodnie codziennie podskéorne zastrzyki
jednego z nastepujacych roztworow: C+LP - kandesartan zamkniety w
liposomach zbudowanych z DOPE i APren-7; C+L — kandesartan zamkniety w
sKlasycznych” liposomach zbudowanych z DOPE; C+WS - kandesartan w
roztworze weglanu sodu; WS - sam rozpuszczalnik (jw.); K — kora nerki
(powiekszenie 200x); OM — rdzen zewnetrzny (powiekszenie 200x);
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5. DYSKUSJA

5.1 TOKSYCZNOSC APren-7 (ETAP 1)

Wszystkie zwierzeta traktowane przez cztery tygodnie badanymi
amino-prenolami, rozwijaly sie prawidlowo. W ciagu czterech tygodni
obserwacji nie zaobserwowano zadnych odbiegajacych od normy oznak
dotyczacych zdrowia zwierzat. Do doswiadczen byly uzyte stosunkowo
mtlode szczury, ktorych wybor byl uwarunkowany dwoma wzgledami.
Planowano zbadanie wplywu podawanych substancji na dojrzewanie i
zachowanie zwierzat w okresie wzrostu. Parametry takie jak przyrost
masy ciala sg rutynowo analizowane w badaniach toksykologicznych na
zwierzetach [115] i daja dodatkowe informacje o dziataniu podawanych
substancji. Dodatkowym argumentem byla potrzeba przeprowadzenia
doswiadczen ostrych po zakonczeniu obserwacji chronicznych, w ktorych
oceniano hemodynamike nerek i ich czynnoS¢ oraz parametry
krazeniowe. Wyposazenie do przeprowadzania doswiadczen ostrych
dostepne w naszym Zakladzie, dostosowane jest do szczuréow o masie
ciata ok. 250-350 g. Z tego wiec wzgledu w doswiadczeniach zostaly uzyte
szczury 5-6 tygodniowe, ktore po uplywie 4 tygodni osiagaly mase ciala
okoto 300 g.

Przyrost masy ciata byl zbliZzony we wszystkich grupach. Wedlug
Maitaniego i wspolpracownikow [116] podawane szczurom podskornie
liposomy zbudowane tylko z dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) nie
powoduja zmian w masie ciala szczurow. Mozna przypuszczac, ze samo
DOPE, czyli analog wyzej wymienionego zwiazku rowniez nie bedzie
wplywal na mase ciala zwierzat, ale nie znaleziono potwierdzajacych to
doniesien literaturowych. Uzyskane wyniki wskazuja, ze ani badane
pochodne amino-prenolowe, ani same uzyte lipidy nie powoduja zmian w
dojrzewaniu czy przyroscie masy ciala zwierzat.

Przewazajaca wiekszoS¢ otrzymanych wynikow  dotyczacych
poszczegolnych parametrow pozostawala na zbliZonym poziomie,
niezaleznie od rodzaju podawanej substancji (brak roéznic miedzy
grupami). Co istotne z punktu oceny toksycznosci samych amino-prenoli,
dla obu grup otrzymujacych liposomy (L oraz LP) zaobserwowano bardzo
zblizong charakterystyke mierzonych parametrow, zaréowno przy
porownaniu wartosci bezwzglednych jak 1 przyrostow wartosci
poszczegolnych parametrow w ciagu czterech tygodni obserwacji.

Stezenie substancji osmotycznie czynnych oraz sodu w osoczu, tak
samo jak hematokryt w ciagu czterotygodniowej obserwacji miescity sie w
normalnym zakresie dla tych szczurow ustalonym przez Harlan
Laboratories Inc., uznanej na calym swiecie firmy zajmujacej si¢ hodowla
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zwierzat doswiadczalnych [117], oraz zgodnie z innymi doniesieniami w
literaturze przedmiotu [118].

Cisnienie krwi tetniczej mierzono zaroéwno podczas doswiadczen
chronicznych u szczurow czuwajacych (skurczowe ciSnienie krwi
tetniczej, SBP), jak i w doswiadczeniach ostrych w narkozie (Srednie
ciSnienie krwi tetniczej, MBP). Zaobserwowany wzrost SBP dla wszystkich
grup, podczas czterech tygodni doswiadczenia, zwiazany byt
prawdopodobnie z niedoskonaloscia i1 uciazliwoscia wykorzystywanej
metody. Pomiar na ogonie szczura jest jedyna nieinwazyjng metoda
pomiaru ciSnienia krwi tetniczej, ale wymaga unieruchomienia
zwierzecia, co wiaze sie ze stresem i moze prowadzi¢ do wzrostu cisnienia
krwi tetniczej [119] (pomimo przyzwyczajania zwierzat do procedury
pomiaru). Najwiekszy wzrost SBP odnotowano w grupie otrzymujacej
liposomy 2z APren-7 (LP), ale nie zaobserwowano statystycznie
znamiennych roznic miedzy grupami. Zaobserwowane zmiany byly jednak
niewielkie i1 z fizjologicznego punktu widzenia malo znaczace.
Jednoczesnie cisnienie krwi tetniczej mierzone bezposrednio w aorcie
podczas doswiadczen ostrych, bylo najnizsze w grupie otrzymujacej
liposomy z APren-7 (LP), co rowniez wskazuje na brak wplywu samych
amino-prenoli na ciSnienie krwi tetnicze;j.

Warto podkreslic, ze pomiary wykonane w narkozie majg swoje
ograniczenia. W interpretacji wynikow nalezy uwzgledni¢ wplyw same;j
operacji na analizowane parametry (uwalnianie roéznych czynnikow
hormonalnych, zniesienie wielu odruchow pod wplywem dzialania Srodka
usypiajacego).

Dobowe wydalanie albuminy (UAE) jest uznane za bardzo dobry
wskaznik nie tylko stanu czynnosci nerek, ale tez stanowi czynnik ryzyka
choréb uktadu krazenia [84, 120, 121]. Wszystkie otrzymane wartosci
utrzymywaly sie¢ w normalnym zakresie UAE dla zdrowych szczurow
Sprague-Dawley (0-1 mg/24 h) [122, 123], co sugeruje brak negatywnych
zmian w strukturach czy funkcjonowaniu ukladu wydalania i krazenia
zaleznych od podawania amino-prenoli. Co ciekawe najwiekszy przyrost
UAE zaobserwowano w grupie otrzymujacej roztwor kontrolny (W), a w
grupie otrzymujacej liposomy z APren-7 ten przyrost byl najnizszy. Mozna
spekulowa¢ czy badane amino-prenole nie wykazuja pewnego
protekcyjnego dzialania na czynnosc nerek. W trzecim etapie (podrozdziatl
4.3.1), w ktorym badano efektywnos¢ kandesartanu zamknietego w
nosnikach z APren-7, mierzono rowniez stezenie kreatyniny w pobranych
probkach osocza i tylko w grupie otrzymujacej amino-prenole
zaobserwowano obnizenie wartosci tego parametru w czasie, podczas gdy
w pozostalych grupach kreatynina osocza utrzymala sie na podobnym
poziomie lub nawet zaobserwowano jej niewielki wzrost. Istnieje
mozliwos¢, ze oprocz antyhipertynsyjnego dzialania leku, same amino-
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prenole przyczynily sie¢ do zaobserwowanego obnizenia stezenia
kreatyniny, wskazujac na pewne ochronne wtasciwosci. Na podstawie
otrzymanych wynikow nie mozna jednak wyciagnac¢ ostatecznych
wnioskow. Aby stwierdzi¢ czy amino-prenole wykazuja protekcyjne
dzialanie, nalezaloby poréwnac ich aktywnos¢ z dzialaniem substancji o
dobrze poznanej nefroprotekcyjnej aktywnosci. Zakladamy, ze podawanie
samej wody do iniekcji nie jest szkodliwe dla zwierzat. Najwiekszy
przyrost UAE zaobserwowany w grupie otrzymujacej wode, mogt byc
spowodowany najwiekszym przyrostem masy ciala w tej grupie. Z tego
wzgledu porownano takze dobowe wydalanie albuminy w przeliczeniu na
kilogram masy ciala, mimo iZ nie jest to typowy sposob przedstawiania
tego wskaznika. W przypadku UAE przeliczonego na kilogram masy ciala
nie zaobserwowano tak wyraznych roznic miedzy grupami. Poniewaz
jednak wzrost tego parametru w czasie utrzymat sie tylko dla grupy W,
podczas gdy dla obu grup otrzymujacych Iliposomy (L i LP)
zaobserwowano tendencje spadkowa UAE po czterech tygodniach, mozna
przypuszczac, ze roznice w tym parametrze nie wynikaja jedynie z réznic
w masie ciala zwierzat.

Kolejnym biomarkerem, mierzonym w zebranym materiale bylo
stezenie metabolitow tlenku azotu (NO). Tlenek azotu jest produkowany z
L-argniny przez trzy rozne izoformy syntazy tlenku azotu (endotelialna,
eNOS; neuronalng, nNOS oraz indukowalna, iNOS) w bardzo wielu
komorkach. Ten stosunkowo niewielki zwiazek odgrywa znaczaca role w
wielu procesach fizjologicznych, takich jak kontrola napiecia Sciany
naczyn, cisnienia krwi tetniczej, hemodynamiki czy wydalania nerkowego
[124, 125]. Znana jest rowniez jego patofizjologiczna rola w roznych
stanach chorobowych, takich jak szok septyczny, astma czy zespol
poreperfuzyjny [126]. Aktywnos¢ NO mozna oszacowaC na podstawie
pomiaru jego metabolitow w plynach ustrojowych — nitratow i nitrytow
(NOx) [127]. Oznaczenie wydalania nitratow z moczem daje informacje o
systemowej produkcji NO, natomiast poziom nitrytow oznaczany w
osoczu odzwierciedla aktywnos¢ eNOS. Wydalanie metabolitow tlenku
azotu z moczem utrzymywalto sie¢ na podobnym poziomie przez cale
doswiadczenie i nie odnotowano istotnych réznic miedzy grupami.

Wczesniejsze doniesienia literaturowe [128] sugeruja
antyoksydacyjne dzialanie innych pochodnych poliizoprenoidow
(epoksydow), zachodzace poprzez stymulacje biosyntezy koenzymu Q.
Jednakze omawiane w niniejszej rozprawie wyniki nie wskazuja
jednoznacznie na antyoksydacyjna aktywnosc¢ APren-7.

W doswiadczeniach ostrych mierzono przeplyw krwi przez
poszczegolne strefy nerki. W obu grupach otrzymujacych liposomy,
niezaleznie od ich sktadu (L i LP) doszlo do zréwnania si¢ przepltywow
przez rdzen zewnetrzny (OMBF) i wewnetrzny (IMBF). Z ostatnich badan
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przeprowadzonych w naszym Zakladzie [129] wynika, ze obnizenie OMBF,
przyczyniajace si¢ do obnizenia stosunku OMBF/IMBF, moze byc¢ jednym
z wczesnych sygnalow uposledzenia czynnosci nerki. Z naszych badan
wynika, ze zjawisko zrownania przeplywow rdzeniowych moze byc¢ bardzo
czulym wskaznikiem uszkodzen nerek, wyprzedzajacym inne zmiany i
uszkodzenia jakie ocenia si¢ w badaniach toksykologicznych. Trzeba
jednak zwrocic uwage, ze zjawisko to wystapilo w obu grupach
otrzymujacych liposomy, co nie wskazuje na negatywne dzialanie samego
APren-7. Jednoczesnie samo DOPE, lipid ktéory byl uzyty do
skonstruowania obu typow liposomow, nie jest uwazany za szkodliwy, ale
moze podnosi¢ toksycznos¢ innych lipidow kationowych, co zostalo
wykazane w badaniach na liniach komoérkowych [130, 131]. Technika
laser-Doppler pozwala na wykonanie bardzo precyzyjnych pomiarow,
jednakze warto pamietac, ze stosowane do pomiarow sondy sa sondami
punktowymi, tzn. mierza przepltyw krwi tylko w niewielkim obszarze.
Dodatkowo zbyt bliskie umiejscowienie dwoch sond obok siebie moze
prowadzi¢ do zaklocen w wyniku odbierania Swiatla laserowego jednej
sondy przez druga. Aby uniknac¢ zafalszowania wynikow po zakonczeniu
doswiadczenia weryfikuje sie polozenie sond, niemniej jednak porownanie
wynikow z niezaleznych grup nie zawsze jest wskazane, a otrzymane dane
i stawiane hipotezy nalezy weryfikowac przy pomocy innych metod.

Po zakonczeniu obserwacji chronicznych od czesci szczurow pobrano
narzady w celu przeprowadzenia analizy histologicznej, morfologicznej
oraz w celu okreslenia pewnych parametrow morfometrycznych, takich
jak stosunek masy pobranych narzadow do masy ciala. Ocene¢ zmian
masy narzadow takich jak serce, nerki czy watroba przeprowadza sie
rutynowo w badaniach toksykologicznych i stanowi ona integralna czesc¢
badan nad nowymi zwiazkami o potencjale terapeutycznym [132]. Uwaza
sie, ze zmiana w masie niektorych organow jest jednym z najbardziej
czulych wskaznikow toksycznosci [133, 134]. Zmieniona masa nerek
moze Swiadczy¢ o nefrotoksycznosci podanych zwiazkow, hipertrofii
kanalikow czy przewleklej postepujacej nefropatii (ang. chronic progresive
nephropathy) [135].

Masa nerek pobranych od szczurow po czterech tygodniach
obserwacji, wyrazona jako procent masy ciala, byla na tym samym
poziomie we wszystkich grupach i zgodna z danymi dla szczuréow
Sprague-Dawley podanymi przez Harlan Laboratories Inc. [117].
Wskazuje to posrednio na brak zmian w morfologii i czynnosci nerek.

Nerki pobrane po zakonczeniu doswiadczen chronicznych od czesci
szczurow (nie poddanych doswiadczeniom ostrym) zostaty uzyte do oceny
ogolnej morfologii struktur nerkowych (barwienie hematoksyling i
eozyna). Kora nerek szczurow we wszystkich grupach wykazywata
prawidlowa i uporzadkowana strukture, w ktorej tatwo mozna bylo
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wyroznic  odpowiednie elementy (klebuszki i kanaliki). Takze
mikroskopowy obraz struktur rdzenia wewnetrznego i zewnetrznego byt
prawidlowy oraz zgodny z obrazem przedstawianym w literaturze dla
zdrowych szczurow [136, 137]. Brak zmian w morfologii struktur
nerkowych swiadczy na korzysc¢ badanych amino-prenoli.

Od czesci szczurow pobierano takze serce w celu oceny stanu lewe;j
komory serca (LVH). Przerost lewej komory serca moze by¢ objawem wielu
chorob uktadu krazenia, w tym przede wszystkim nadcisnienia tetniczego
[138, 139], dlatego jest uzytecznym narzedziem w ocenie szkodliwosci
potencjalnych lekow. Zaobserwowana roznice, tj. wiekszy stosunek
LV/BW w grupie otrzymujacej liposomy ,klasyczne” w poréownaniu do
grupy otrzymujacej rozpuszczalnik, mozna uzasadni¢ kilkoma
czynnikami. Malo prawdopodobne jest, Ze obserwowany w tej grupie
niewielki wzrost ciSnienia krwi tetniczej u szczurow czuwajacych
przyczynit sie¢ do przerostu lewej komory serca u tych zwierzat. Warto
zwroci¢c uwage, ze masa ciala w grupie kontrolnej byla statystycznie
wieksza niz w obu pozostalych grupach, podczas gdy wartosc
bezwzgledna LV byla na podobnym poziomie, co moglo skutkowac
szczegolnie niskimi wartosciami tego wskaznika w tej grupie. Moze to
rowniez by¢ nastepstwem wickszej catkowitej masy serca w grupie L
(stosunek masy lewej komory serca do masy calego serca byl taki sam we
wszystkich grupach), co moze wynikac ze specyfiki samych szczurow
Sprague-Dawley. McAdams i wspolpracownicy donosza, ze u szczurow
Sprague-Dawley przerost lewej komory serca jest dosS¢ powszechny i moze
nie by¢ nastepstwem stanow chorobowych (do przerostu dochodzito u
38% badanych szczurow SD) [140]. Wyniki opublikowane przez
McAdamsa wzbudzily jednak pewne watpliwosci innych naukowcéw, co
do wnioskow wysuwanych przez autora oraz uzywanych przez niego
metod [141]. Nalezy podkresli¢, ze zaobserwowane roznice w LV/BW nie
dotyczyly grupy otrzymujacej liposomy z APren-7, a wiec nie sa istotne
dla oceny toksycznosci samych amino-prenoli. Otrzymane wyniki
ponownie sugeruja brak toksycznosci badanych pochodnych, nie tylko w
porownaniu z efektem innego typu liposomoéw, ale takze w porownaniu do
efektu rozpuszczalnika.

Podsumowanie

Toksycznos¢ kationowej pochodnej alkoholi poliizoprenoidowych
APren-7 byla oceniana na podstawie badan na szczurach Sprague-
Dawley. Model ten jest uznany przez badaczy na calym swiecie i bardzo
dobrze sprawdza sie w badaniach toksykologicznych. Co wazne ogromna
liczba badan przeprowadzonych z uzyciem szczurow Sprague-Dawley
dostarcza tez obszerna pule informacji na temat wartosci wielu
parametrow charakteryzujacych zdrowe szczury [118]. Badania skupiono
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na ocenie morfologii i funkcji ukladu wydalniczego, poniewaz jak
wykazano we wstepie (podrozdzial 1.4), nerki sa szczegdlnie podatne i
wrazliwe na toksyczne dzialanie ksenobiotykow, a jednoczesnie istnieje
wiele dobrze poznanych biomarkerow, ktorych analiza pozwala na szybkie
wykrycie nawet subtelnych zmian powstalych na skutek podawania
toksycznych zwiazkoéw. Oceniano takze wybrane parametry ukladu
krazenia.

Przewazajaca wiekszoSC¢ pozostalych badanych wartosci byla na
podobnym poziomie we wszystkich grupach. Zaobserwowano niewielkie
roznice miedzy grupami, ale dotyczyly one glownie poréwnania obu grup
otrzymujacych liposomy (L i LP) do grupy, ktorej podawano
rozpuszczalnik (W). Wiekszos¢ uznanych w badaniach toksykologicznych
wskaznikow, takich jak stan lewej komory serca, dobowe wydalanie
albuminy czy wydalanie metabolitow tlenku azotu, miescily sie w
normalnym zakresie dla zdrowych szczurow Sprague-Dawley. Analiza
morfologii struktur nerkowych rowniez nie wykazala zadnych zmian w
badanych tkankach.

Podsumowujac, APren-7 podawany podskornie przez cztery tygodnie
szczurom Sprague-Dawley nie spowodowal Zadnych zmian w strukturach
i czynnosci ukladu wydalniczego oraz krazenia. Nie mial tez wplywu na
dojrzewanie i wzrost zwierzat, dlatego wydaje sie, Ze nie jest on szkodliwy
dla organizmow zywych w zakresie badanych parametréow i moégltby byc¢
stosowany jako skladnik liposomowych nosnikow lekow.
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5.2 EFEKTYWNOSC DESMOPRESYNY ZAMKNIETEJ W
NOSNIKACH ZAWIERAJACYCH APren-7

Na tym etapie badan oceniano antydiuretyczna skutecznosc¢
desmopresyny podanej szczurom w uspieniu w dwoch nosnikach: w
liposomach z APren-7 oraz w wodzie. Aby zablokowac dziatanie
endogennej wazopresyny oraz aby moc lepiej odroznic efekt
desmopresyny podanej w roznych nosnikach, wywolywano u wszystkich
zwierzat diureze wodna, czyli stan, w ktorym wydalana jest duza ilosc
hipotonicznego moczu. Wywolanie podobnego poziomu diurezy wodnej u
szczurow okazato si¢ dos¢ trudnym zadaniem, ze wzgledu na bardzo duze
zroznicowanie osobnicze poszczegolnych zwierzat. Wydaje sie, ze szczury
z wyjsciowo niskim poziomem diurezy reagowaly w sposob opo6zniony na
infuzje glukozy, z kolei te u ktorych ten poczatkowy poziom byl wyzszy,
stosunkowo szybko rozwijaly wysoki poziom wydalania moczu. Jednakze
mozna stwierdzi¢, ze prawie kazdy badany osobnik reagowal w nieco
odmienny sposob, co znacznie utrudnitlo interpretacje uzyskanych
wynikow. Duze odchylenia od srednich wartosci diurezy, wplynely na
dosc¢ skomplikowany obraz statystyczny, takze trudny do interpretac;ji.

Analiza uzyskanych danych ujawnita zréznicowany przebieg diurezy
we wszystkich grupach. Co ciekawe nie tylko charakterystyki grup
otrzymujacych antydiuretyczny lek odroznialy sie od grup kontrolnych,
ale zaobserwowano takze odmienne profile wydalania moczu miedzy
grupami, ktore nie otrzymywaly leku hamujacego wydalanie moczu (LP
oraz W).

W grupie otrzymujacej puste liposomy (LP) zaobserwowano
spowolniony wzrost wydalania moczu w porownaniu do grupy W. Mozna
spekulowac, ze efekt ten spowodowany byl dzialaniem samych amino-
prenoli. W badaniach biofizycznych opisanych w literaturze wykazano, ze
poliprenole odgrywaja role modulatorow wlasciwosci bton biologicznych,
wplywajac na ich przepuszczalnos¢ i plynnosc¢ [26]. Amino-prenole, w
ktorych zastapiono grupe wodorotlenowa czwartorzedowa grupa
amoniowa posiadaja fuzjogenne wlasciwosci, dzigki ktorym te kationowe
lipidy jeszcze lepiej oddzialujg z blonami biologicznymi. Ponadto, jak juz
wspomniano we wstepie (1.2.1) dolichole, takze nalezace do rodziny
alkoholi poliizoprenoidowych, uczestnicza w transporcie postepowym
pecherzykow (w kierunku do blony komoérkowej; ang. anterograde
transport) [2]. Mozna postawiC pytanie, czy opoznienie diurezy wodnej u
szczurow, ktore otrzymywaly puste liposomy z APren-7 nie bylo
spowodowane zwiekszeniem = przepuszczalnosci blony kanalikow
zbiorczych dla wody przez same badane pochodne oraz czy nie ulatwiaja
one procesu przylaczania kanalow wodnych (akwaporyn, AQP2),
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przyspieszajac ich wbudowywanie w blone luminalna, dzieki czemu staje
sie ona bardziej przepuszczalna dla wody.

W celu lepszego odroznienia zaistnialych zmian w poszczegolnych
grupach, planowano ocene lokalizacji AQP2 poprzez wyznakowanie
przeciwcialami skierowanymi przeciwko temu biatku, w preparatach
parafinowych przygotowanych 2z nerek pobranych od szczuréw po
doswiadczeniach. Akwaporyny, jak wspomniano we wstepie (podrozdziat
1.5.1), sa to wyspecjalizowane biatka blonowe, ktore umozliwiajgq
transport wody przez blony biologiczne w wielu komorkach i tkankach
[101]. Po podaniu leku i pobudzeniu receptorow V> dla wazopresyny
powinno dojs¢ do przemieszczania kanalow wodnych i ich wbudowywania
w blone, co czyni ja bardziej przepuszczalna dla wody. W grupach ktore
otrzymywaly desmopresyne, stopien wyznakowania nie byl wyrazniejszy
prawdopodobnie z powodu czasu ktory uplynat do momentu pobrania
nerki do badan (120 min od podania badanych roztworow). Czas ten byt
na tyle odlegly, ze takze w grupach kontrolnych dochodzitlo do
spontanicznego wygaszania diurezy a wiec wzmozonej retencji wody na
skutek wbudowywania akwaporyn w blony kanalika. Nalezy zauwazyc, ze
w takim wukladzie doswiadczalnym (badania czynnoS$ciowe) nie bylo
mozliwe wczesniejsze pobieranie nerek. Wiadomo, Zze wbudowywanie
AQP2 w odpowiedzi na dDAVP jest procesem stosunkowo szybkim
(minuty). Z tego wzgledu przeprowadzono dodatkowg serie badan, w
ktorych nerki pobierano po 30 min od podania badanych roztworow, czyli
jeszcze przed wystapieniem samoistnego wygaszania diurezy w grupach
kontrolnych (wyniki nie zamieszczone). Réwniez w takim ukladzie
doswiadczalnym nie zaobserwowano roznego stopnia wyznakowania
AQP2. Ocena zréznicowanego efektu na podstawie wyznakowania
kanatlow wodnych prawdopodobnie wymagataby osobnych badan =z
bardzo duza liczba zwierzat, od ktorych pobierano by nerki np. po 3, 5,
10, 15 min od podania leku. Gdyby w przyszltosci podjeto takie badania
nalezatloby takze wzia¢ pod uwage wykorzystanie preparatow
mrozeniowych, ktore pozwalaja na lepsze zachowanie biatek i ich dalsza
analize.

Obnizenie osmolalnosci osocza w grupie LP w ciagu pierwszej
godziny od podania roztworu pustych liposomow (czyli po 90 min od
momentu rozpoczecia infuzji glukozy) ksztaltowalo sie podobnie jak w
obu grupach otrzymujacych desmopresyne. Dopiero po uplywie 90 min
od podania liposomoéw, poziom diurezy zaczal wyraznie wzrastac, co takze
przelozylo sie na zahamowanie efektu rozcienczania osocza. Tak jak juz
wspomniano powyzej, bardzo zroznicowane reakcje poszczegolnych
zwierzat na intensywna infuzje glukozy ograniczaja mozliwosc
wyciagniecia jednoznacznych wnioskow.
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Miedzy grupami otrzymujacymi desmopresyne nie zaobserwowano
istotnych statystycznie roznic, ale mozna bylo zauwazy¢ rozny przebieg
krzywych wydalania moczu. Opoézniony efekt antydiuretyczny leku
podanego w liposomach z APren-7 (efekt widoczny w okresie do 60 min od
podania) prawdopodobnie byt wynikiem powolnego uwalniania sie
substancji aktywnej z nosnika. Wydaje sie, Zze podanie desmopresyny w
nosniku, z ktorego jest stopniowo uwalniana do wukladu krazenia,
powoduje przedtuzenie dziatania leku. Koncowy poziom diurezy oraz
wydalanie substancji osmotycznie czynnych w obu grupach, ktore
otrzymywaly desmopresyne (dD+LP oraz dD+W) byly na bardzo
podobnym poziomie. Pomimo tego, ze desmopresyna podana klasycznie
(dD+W) wywolata szybszy efekt antydiuretyczny, wydalanie moczu zaczelo
ponownie wzrasta¢c w tej grupie, juz po godzinie od podania leku. W
przypadku dDAVP podanej w liposomowych nosnikach z APren-7, efekt
hamowania diurezy utrzymywal sie do konca doswiadczenia. Trudno
stwierdzi¢, jak dlugo po podaniu dD+LP utrzymywataby sie¢ tendencja
spadkowa w diurezie, poniewaz obserwacje konczono po 2 godzinach od
podania leku lub roztworow kontrolnych. W doswiadczeniach wstepnych,
ktore prowadzono w celu ustalenia protokolu wywotania diurezy wodnej
wykazano, ze przy tak intensywnej infuzji 2,5% roztworu glukozy (duza
predkos¢ i objetos¢ podawanego plynu) dochodzilo do samoistnego
obnizenia diurezy u szczurow, ktore nie otrzymywaly antydiuretycznego
leku. Z tego wzgledu zdecydowano sie na tylko 2 godzinne obserwacje,
gdyz po dluzszym czasie jeszcze trudniej byloby odroznic efekt
desmopresyny od samoistnego obnizenia diurezy. Niemniej jednak mozna
przypuszczac, ze efekt wywolany przez stopniowo uwalniang
desmopresyne z liposomow z APren-7 utrzymywal sie dluzej niz po
desmopresynie podanej klasycznie. Poczatkowo rozcienczenie osocza na
skutek retencji wody objawiajace sie obnizeniem jego osmolalnosci,
ksztaltowalo sie podobnie w obu grupach otrzymujacych desmopresyne.
Jednakze po uplywie 90 min od podania leku w grupie otrzymujacej
dDAVP w badanych nosnikach zaobserwowano poglebienie sie
rozcienczenia osocza (nizsze wartosci osmolalnosci) w porownaniu do
grupy otrzymujacej lek w wodzie. Na tej podstawie mozna przypuszczac,
ze zamkniecie dDAVP w liposomach 2z APren-7 wplywa na jej
biodostepnos¢, nieznacznie opozniajac antydiuretyczne dziatanie
desmopresyny, ale jednoczesnie przedhuzajac jej aktywnosc.

Problemy 2ze stosowaniem hydrofilowych lekow peptydowych, do
ktorych nalezy desmopresyna, zwigzane sa z ich szybkim usuwaniem z
ustroju (enzymatyczna i/lub chemiczna degradacja, eliminacja przez
nerki). Skutkuje to czesto krotkim okresem poltrwania lekow (ti/2), co w
konsekwencji prowadzi do skroconego dziatania terapeutyku. Biologiczny
okres poltrwania dDAVP zalezy od postaci, w jakiej jest podawana (T1,2 po
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podaniu doustnym wynosi od 1,5 do 2,5 h; po podaniu dozylnym lub w
postaci roztworu donosowego od 7,8 do 75,5 min; donosowo w postaci
Stimate spray od 3,3 do 3,5h wg informacji podanych przez FDA [142]).
We wszystkich przypadkach Ti,2 desmopresyny jest dosc¢ krotki, co
stwarza potrzebe codziennego przyjmowania leku [143]. Nawet w
przypadku dluzej dzialajacego donosowego roztworu desmopresyny, ze
wzgledu na niedostateczna absorpcje biodostepnosc tego leku jest niska
(od 2,0 do 11,3%) [144]. Na przestrzeni lat podjeto wiele prob poprawy
wlasciwosci tego antydiuretycznego leku, w tym badano aktywnosc¢
lipidowanej (ang. lipidized) desmopresyny [143], czy desmopresyny
podanej w postaci lepkich roztworow. Badano takze efektywnosc¢ roznych
estrow desmopresyny. Podjeto rowniez wudane proby zamkniecia
desmopresyny w liposomach [144], ktore sa uwazane za jedne z
najlepszych nosnikow lekow hydrofilowych [59]. Wykazano, ze zamkniecie
lekow w liposomach chroni je przed degradacja enzymatyczna, poprawia
ich penetracje i absorbcje po podaniu donosowym [144].

Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, 2ze podana dozylnie
desmopresyna zamknieta w liposomach z APren-7 dziatala wolniej na
skutek stopniowego uwalniania leku z nosnika, co przyczynito sie¢ do
przedhuzenia jej efektywnosci. Takie uwalnianie moze przedtuzyc czas
poltrwania desmopresyny, zapewni¢ ochrone przed enzymatyczna
degradacja czy szybka eliminacja przez nerki. Desmopresyna jest lekiem
dobrze znanym, stosunkowo rzadko wywolujacym powazne skutki
uboczne. Jednakze znanych jest wiele przypadkow, w ktorych dziatanie
desmopresyny (szczegolnie w postaci dluzej dzialajagcego aerozolu
donosowego) spowodowalo przewodnienie organizmu (ang. water
intoxication), objawiajace si¢ wymiotami, bodlami glowy, utrata
przytomnosci i hiponatremia [145]. Podejrzewa sie, ze przedluzone
dzialanie leku moze zwieksza¢ ryzyko przewodnienia organizmu,
szczegoOlnie gdy nie przestrzegane sa restrykcje w przyjmowaniu plynow.
Dlatego tak wazne jest odpowiednie dawkowanie desmopresyny i
zapewnienie jej optymalnego czasu przebywania w ustroju. Wydaje sie, ze
podanie desmopresyny w nowo zaprojektowanych liposomach z APren-7
moze byc¢ korzystne i umozliwi¢ rzadsze podawanie leku, przy zachowaniu
tego samego efektu terapeutycznego i uniknieciu skutkéw ubocznych.

W celu ustalenia dokladnej farmakokinetyki desmopresyny (tempa
jej uwalniania z nosnikow), co jest niezmiernie istotna kwestia przy
badaniu nowych nosnikow lekow, przeprowadzono serie doswiadczen na
czuwajacych szczurach, umieszczonych w klatkach metabolicznych z
zastosowaniem automatycznego systemu do infuzji lekow oraz pobierania
probek krwi. Podjeto proby oznaczenia stezenia desmopresyny w
zebranych probkach krwi, niestety wszystkie z zastosowanych metod
okazaly sie nieskuteczne. W przyszlosci planowane jest dalsze
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poszukiwanie mozliwosci oznaczenia dDAVP w malych stezeniach i w
malych objetosciowo probkach osocza jakie mozna pobrac¢ od szczurow.
Jednoczesnie planujemy przeprowadzenie kolejnych serii badan
farmakokinetycznych z wieksza dawka leku, tak aby latwiej go bylo
wykry¢ dostepnymi metodami.

W doswiadczeniach mierzono takze inne parametry, takie jak
przeplywy przez poszczegdlne strefy nerki, tempo filtracji klebuszkowej,
czy ciSnienie krwi tetniczej. Nie zaobserwowano znaczacych roznic miedzy
grupami, ani istotnych roznic w obrebie poszczegolnych grup. Wyniki te
sa kolejnym potwierdzeniem, ze amino-prenole, takze po podaniu
dozylnym, nie wplywaja negatywnie na funkcjonowanie uktadu krazenia
czy wydalania przynajmniej w zakresie badanych parametrow.

Podsumowanie
Ostateczny efekt antydiuretyczny desmopresyny podanej w dwoch
nosnikach - liposomach z APren-7 oraz wodzie — byl bardzo zblizony w
obu grupach. Zaobserwowano jednak rozny przebieg hamowania
wydalania moczu. dDAVP podana w liposomach z APren-7, dzialata
wolniej niz dDAVP rozpuszczona w wodzie. Jednakze dzieki stopniowemu
uwalnianiu desmopresyny z nosnika, wydaje sie¢, ze jej dzialanie zostalo
wydtuzone. Mozna przypuszczac, ze zastosowanie nowych nosnikow
zmieniajacych profil biodostepnosci (przedtuzenie biologicznego okresu
pottrwania leku w ustroju, ochrona przed szybkim wydalaniem nerkowym
i degradacja enzymatyczna) moze przynieS¢ wymierne korzysci (rzadsze
dawkowanie leku, przy zachowaniu tego samego efektu terapeutycznego i
unikniecie skutkow ubocznych). Jednak do wysuniecia ostatecznych
wnioskow potrzeba jeszcze kolejnych badan, w celu ustalenia tempa
uwalniania substancji aktywnej w nowo zaprojektowanych liposomach.
Drugim aspektem, na ktory warto zwroci¢c uwage, jest potencjalny
wplyw badanych pochodnych na retencje wody w organizmie. Uzyskane
wyniki (opoznienie wywolania stanu diurezy wodnej w porownaniu do
grupy otrzymujacej sam rozpuszczalnik) moga sugerowacC, ze amino-
prenole wplywaja na przepuszczalnos¢ blon biologicznych po podaniu
dozylnym (poprzez bezposredni wplyw na blony biologiczne i
wbudowywanie AQP2). Na podstawie otrzymanych wynikow nie mozna
jednak definitywnie potwierdzi¢ ani odrzucic tej hipotezy, ze wzgledu na
rozna reaktywnosc¢ poszczegolnych zwierzat i duze odchylenia od wartosci
Sredniej. Do postawienia konkretnych wnioskow niezbedne jest
przeprowadzenie kolejnych doswiadczen, w ktorych porownywany bylby
sam wplyw amino-prenoli na wydalanie moczu.
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5.3 EFEKTYWNOSC KANDESARTANU ZAMKNIETEGO W
NOSNIKACH ZAWIERAJACYCH APren-7

Na tym etapie badan oceniano antyhipertensyjna skutecznosc
kandesartanu podanego w nowo zaprojektowanych liposomach
zawierajacych badane pochodne (amino-prenole) w porownaniu do
efektywnosci leku podanego w innych nosnikach. U wszystkich zwierzat,
ktore otrzymywaly kandesartan, zaobserwowano znaczne obniZzenie
ciSnienia tetniczego krwi. Analiza zebranego materialu wykazala
najwiekszy wplyw leku (niezaleznie od nosnika) na skurczowe ciSnienie
krwi tetniczej. Do niedawna sadzono, ze to wartoS¢ rozkurczowego
ciSnienia krwi tetniczej (DBP) jest wskaznikiem prognostycznym o
najwiekszym znaczeniu u pacjentow z nadciSnieniem [146]. Dopiero
obszerne badania epidemiologiczne wykazaly, Zze zmiany skurczowego
ciSnienia krwi (SBP) stanowia tak samo istotny, o ile nie bardziej
znaczacy czynnik ryzyka w chorobie nadcisnieniowej [146]|. Wiadomo, Ze
te dwie skladowe podlegaja wplywom roznych czynnikow [147], dlatego
substancje o antyhipertensyjnej aktywnosci moga w rozny sposob
oddziatywac na SBP i DBP. W 2005 roku opublikowano wyniki meta-
analizy obszernej bazy danych, ktore wskazuja, ze skutecznosc
antyhipertensyjna wielu lekow zachodzi poprzez dominujacy wplyw na
skurczowe cisnienie krwi [148]. Biorac pod uwage powyzsze informacje
uznano, ze analiza zmian SBP na skutek blokowania receptorow AT; jest
odpowiednim narzedziem do oceny wplywu zamkniecia kandesartanu w
roznych nosnikach.

Na podstawie analizy zmian ciSnienia krwi tetniczej mozna
przypuszczac, ze zastosowanie nowo zaprojektowanych nosnikow z
badanymi amino-prenolami (C+LP) korzystnie wplynelo na skutecznosc
terapeutyczna leku. Poczatkowy antyhipertensyjny efekt wywolany
podawaniem kandesartanu w liposomach z APren-7 (C+LP) byl podobny
do efektu uzyskanego w grupie otrzymujacej kandesartan w weglanie
sodu (C+WS) i szybszy niz zaobserwowany w grupie otrzymujacej
kandesartan w ,klasycznych” liposomach (C+L). Wyrazne réznice miedzy
poszczegolnymi grupami, ktore ujawnilo dopiero porownanie wielkosci
samego obnizenia skurczowego cisnienia tetniczego (A SBP), byly
widoczne juz od 6 dnia podawania leku (istotne obnizenie SBP w grupie
C+LP w porownaniu do pozostatych grup). Obnizenie SBP poglebiato sie w
tej grupie prawie do konca doswiadczenia, osiagajac maksymalna wartos¢
w 13 dniu doswiadczenia. Dodatkowo pole pod krzywa SBP byto
najwieksze w tej grupie. Na podstawie zaobserwowanych roznic mozna
sugerowac, ze kandesartan wykazuje lepsza skutecznosé
antyhipertensyjna po podaniu w nosniku z APren-7. Wydaje si¢, ze lepsza
efektywnosc¢ leku podanego w nowych nosnikach wynika z obecnosci

104



DYSKUSJA

samych amino-prenoli. Efekt wywolany podaniem kandesartanu w
sKlasycznych” liposomach (C+L) byt widoczny pdzniej niz dla pozostatych
grup, a wielkos¢ obnizenia SBP w kolejnych dniach doswiadczenia byla
zbliZzona do zaobserwowanej w grupie otrzymujacej kandesartan w
weglanie sodu (C+WS).

Najwyzsza skutecznos¢ kandesartanu podanego w liposomach z
APren-7 (C+LP) sposrod wszystkich zastosowanych nosnikow potwierdza
takze analiza zmian poziomu kreatyniny w osoczu (Pcr). Jak wykazano we
wstepie (podrozdziat 1.4.2), kreatynina jest historycznie jednym 2z
najstarszych i najczesciej badanych biomarkerow ukladu wydalniczego.
Tylko w grupie C+LP zaobserwowano znaczace obnizenie Pc;. WartoS¢ w
tej grupie po 14 dniach leczenia byla najbardziej zblizona do
fizjologicznych norm dla SHR (0,3 — 0,7 mg/dl). Zakres Pcr oszacowany
zostal na podstawie opublikowanych wynikow badan innych naukowcow,
uzyskanych w grupach kontrolnych, nieleczonych szczurow SHR [149,
150, 151, 152, 153]. Wiekszos¢ otrzymanych wartosci Pcr we wszystkich
grupach, byta powyzej oszacowanego zakresu, badz w poblizu jego gornej
granicy. Uzyskanie wyzszych wartosci prawdopodobnie wynika z réznych
metod stosowanych przez badaczy. Porownanie roznych technik
oznaczania kreatyniny wykazalo duzy wplyw samej metody oznaczenia na
uzyskane wyniki w tych samych probkach [154, 155]|. Niemniej jednak,
obnizenie stezenia kreatyniny w grupie C+LP (bliskie granicy ustalonego
poziomu istotnosci, p=0,06) moze sSwiadczyC o wystapieniu poprawy
czynnosci nerek, zaleznej od najwiekszego obniZenia ciSnienia krwi
tetniczej po podaniu leku w liposomach z APren-7.

Stezenie kreatyniny, jak juz wspomniano, jest zalezne od wielu
czynnikow, miedzy innymi od masy miesniowej. W grupie C+LP
zaobserwowano nizszy przyrost masy ciala niz w pozostalych grupach
otrzymujacych kandesartan, dlatego rozwazano, czy wlasnie to nie jest
przyczyna rowniez najnizszego stezenia kreatyniny w osoczu. Okazalo sie,
ze obnizenie Pcr przeliczonej na 100 g masy ciata szczurow w grupie C+LP
jest jeszcze bardziej wyrazne i zyskalo moc statystyczna przekraczajac
ustalony prog istotnosci (p<0,05). Nieznaczne rdéznice w masie ciala
szczurow takze moga byc¢ wynikiem dzialania samego kandesartanu.
W badaniach na szczurach spontanicznie nadcisSnieniowych, ktorym
podawano kandesartan w postaci proleku (ang. candesartan cilexetil)
wykazano, ze jego duze dawki moga nieznacznie obniza¢ mase ciala
zwierzat w porownaniu do szczurow nieleczonych lub otrzymujacych lek
w mniejszych dawkach [156]. Ze wzgledu na inna postac leku i droge jego
podawania nie mozna jednak dokladnie porownac dawek stosowanych w
przytoczonych badaniach, do tych uzytych w prezentowanej rozprawie.
Stad wplyw kandesartanu na przyrost masy ciala pozostaje tylko
hipoteza. Przyrost masy ciala w grupie kontrolnej otrzymujacej sam
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rozpuszczalnik (WS) ksztaltowal sie na podobnym poziomie jak w grupie
badanej (C+LP). Sugeruje to, 2ze zaobserwowane roznice byly
prawdopodobnie przypadkowe. Dodatkowo, w pierwszej czesci (ETAP 1)
porownywano wplyw pustych liposoméw 2z APren-7 do liposomow
yKlasycznych” na przyrost masy ciala szczuréw i nie znaleziono roznic
pomiedzy tymi grupami (podrozdzial 4.1.1), co sugeruje, ze rowniez
badane pochodne nie sa przyczyna nizszej masy ciala tych zwierzat.

Drugim biomarkerem, ktorego uzyto do oceny skutecznosci
kandesartanu w liposomach z APren-7, bylo dobowe wydalanie albuminy
(UAE). Na podstawie analizy profilu UAE na przestrzeni dwoch tygodni
nie zaobserwowano wplywu kandesartanu w badanych nosnikach z
APren-7 na ten parametr. Wartosci we wszystkich grupach utrzymywaty
sie w normalnym zakresie dla nieleczonych szczurow spontanicznie
nadcisnieniowych, ustalonym na podstawie opublikowanych do tej pory
wynikow badan z uzyciem SHR [153, 157, 158]. Przyjmuje si¢, Ze poziom
albuminy wydalanej z moczem powyzej 5 mg/24 h Swiadczy o
albuminurii u tych szczurow [157]. Zaobserwowane wartosci byly
znacznie ponizej tej granicy u wszystkich zwierzat we wszystkich
punktach czasowych. W grupie otrzymujacej kandesartan w weglanie
sodu (C+WS) odnotowano istotne obnizenie UAE po 14 dniach leczenia,
ale nie wydaje sie, ze bylo to spowodowane skuteczniejszym dzialaniem
samego leku podanego w weglanie sodu. Z trudnych do wustalenia
przyczyn wyjSciowy poziom UAE, jeszcze przed rozpoczeciem leczenia
(dzien ,07), w tej grupie byl istotnie wyzszy od pozostalych (C+L oraz WS).
Po dwoch tygodniach wartosci UAE we wszystkich grupach byly bardzo
zblizone do siebie i nie roznily sie od grupy kontrolnej (WS).

Uwaza sie, ze szczep SHR stanowi obecnie najlepszy model
odzwierciedlajacy nefropatie pojawiajace sie u pacjentow na skutek
choroby nadcisnieniowej [159, 160]|. Jednakze Garrett i wspotpracownicy
[157] twierdza, ze szczury SHR sa ciekawa alternatywg dla sodo-
wrazliwych szczurow Dahl (ang. Dahl salt-sensitive), poniewaz
uszkodzenie nerek u tych szczurow nie pojawia si¢ jednoczesnie wraz z
rozwijajacym sie nadcisnieniem. Stwierdzenie to nie jest jednak do konca
zasadne. Wyniki wielu badan przeprowadzonych na calym sSwiecie [159,
161], w tym  eksperymentow w  prezentowanej dysertacji
(histopatologiczne zmiany w nerkach omowione ponizej) oraz
charakterystyka SHR podana przez Harlan Laboratories [162] wskazuja
na postepujace uszkodzenie nerek u tych szczurow. Mimo dosc
znacznych roznic w opublikowanych wynikach eksperymentow,
kluczowym czynnikiem wydaje sie byc¢ tutaj wiek badanych szczurow
[163, 164]. Inoue i wspolpracownicy [165] wykazali, ze starsze szczury z
utrwalonym nadciSnieniem charakteryzuja si¢ znacznie wyzZszym
poziomem albuminy wydalanej z moczem. W badaniach tych autorow juz

106



DYSKUSJA

u 12-tygodniowych zwierzat poziom UAE znacznie przekraczal wartosci
tego parametru mierzone u mlodych szczurow. W przedstawione;j
rozprawie nie zaobserwowano jednak tego zjawiska. Przyczyna braku
roznic w UAE po dwoch tygodniach leczenia prawdopodobnie byt fakt, ze
szczury dopiero wchodzity w ustalong faze nadcisnienia, stad postepujace
uszkodzenie nerek nie przetozylo sie jeszcze na zwiekszone wydalanie
albuminy.

Analiza histopatologiczna wykazatla zmiany strukturalne nerek
(preparaty barwione hematoksyling i eozyna) u niektorych badanych
zwierzat. Znaczne uszkodzenie nerek, skutkujace zanikiem tkanki
nerkowej (ang. nephrosclerosis), jest zjawiskiem powszechnie
wystepujacym u szczurow spontanicznie nadciSnieniowych [162]. Nerki
szczurow SHR charakteryzuja sie¢ zmniejszona liczba nefronow [166] w
porownaniu do nerek szczurow szczepu Wistar-Kyoto, ktore stanowig
normotensyjny odpowiednik SHR. Zjawisko to powigzano z rozwojem
nadciSnienia (na podstawie wynikow badan zarowno w modelach
zwierzecych jak i na ludziach) [167]. Jednoczesnie wykazano, Ze szczury
SHR cechuja si¢ wrodzonym zwezeniem sSwiatla tetniczki doprowadzajacej
ktebuszkow, co moze bezposrednio powodowac niedokrwienie tkanki
sSrodmigzszowe] i jej naciekanie przez komorki odpowiedzi zapalnej
(limfocyty T i makrofagi), ktore lokalnie generuja ANG II oraz reaktywne
formy tlenu. To wszystko moze prowadzic do kanalikowo-
srodmiazszowego zapalenia nerek [168]. Subiektywna ocena skrawkow
parafinowych nerek barwionych hematoksyling i eozyna pobranych od
szczurow wykazala, ze w grupie otrzymujacej kandesartan w nosnikach z
APren-7 (C+LP) bylo najmniej dotknietych zmianami nerek oraz Zze zmiany
te nie byly tak rozlegle jak w pozostalych grupach. Mozna przypuszczac,
ze patologiczny proces zapalny prowadzacy do ubytkow tkanki zostal w
tej grupie zahamowany w najwiekszym stopniu. Trzeba miec¢ jednak na
uwadze, ze przypuszczenie to oparte jest jedynie na subiektywnej ocenie,
a nie na iloSciowym oszacowaniu zmian. W przyszlosci planowane jest
uzycie wybranego modelu matematycznego oraz analizy statystycznej do
oceny roznic powstalych uszkodzen i ubytku tkanki, co powinno ulatwic
ocene skutecznosci leku podanego w roznych nosnikach.

Analiza parametrow morfometrycznych, takich jak stan lewej komory
serca czy stosunek masy nerek do masy ciala, nie wykazata r6znic miedzy
grupami. Wszystkie wartosci utrzymywaly sie na podobnym poziomie
oraz byly zgodne z wynikami innych badaczy[153].

Zwrécono uwage na nieznaczne obnizenie stezenia sodu w osoczu
szczurow otrzymujacych lek w badanych nosnikach (C+LP), co moze
sugerowac wieksza aktywnos¢ kandesartanu w blokowaniu angiotensyny
II. Jak wiadomo, ANG II stymuluje reabsorbcje sodu w kanaliku
proksymalnym, a takze stymuluje synteze i wydzielanie aldosteronu,
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ktory wzmaga reabsorpcje sodu w kanaliku zbiorczym nerki [169].
Blokowanie dziatlania ANG II powinno w konsekwencji prowadzi¢ do
zwiekszonego wydalania sodu, jednak w przedstawianych badaniach nie
zaobserwowano tego zjawiska. Z drugiej strony obnizenie ciSnienia krwi
tetniczej (skutkujace zmniejszonym  wydalaniem  sodu) moglo
przeciwstawi¢c sie temu procesowi, prowadzac do braku zmian w
wydalaniu sodu. Obnizenie stezenia jonow sodu w osoczu w grupie C+LP
moglo tez byc¢ niezwigzane z reabsorbcjg tego jonu w kanalikach, a by¢
wynikiem pewnej redystrybucji puli sodu (np. w wyniku tzw.
nieaktywnego gromadzenia sodu w skorze). Trzeba jednak mie¢ na
uwadze, ze zjawisko to jest procesem bardzo zlozonym, podlegajacym
skomplikowanej i wieloczynnikowej regulacji. Zatem na podstawie tylko
jednego parametru — obniZenia sodu w osoczu — nie mozna wyciagnac
zadnych stanowczych wnioskow ani sugerowac¢ mechanizmu tej zmiany.

Ocena pozostalych mierzonych parametrow nie ujawnita istotnych
roznic miedzy grupami otrzymujacymi kandesartan, ani w stosunku do
grupy kontrolnej (WS). Przewazajaca wiekszos¢ uzyskanych wartosci
(wyniki z klatek metabolicznych, pozostale parametry osocza, wyniki
otrzymane w doswiadczeniach ostrych) utrzymywata sie¢ na podobnym
poziomie i nie odbiegala od norm fizjologicznych dla nieleczonych
szczurow SHR. Jedna z niewielu zaobserwowanych réznic byt wzrost
diurezy po dwoch tygodniach leczenia w grupach C+LP, C+WS oraz WS.
Ponadto w grupie kontrolnej zaobserwowano istotny wzrost spozycia
wody. Podwyzszenie tych wartosci prawdopodobnie zwiazane bylo z
fizjologicznym przyrostem wagi szczurow. Porownanie zmian (przyrostow)
tych parametrow w czasie miedzy poszczegdlnymi grupami nie ujawnilo
zadnych roznic (dane nie zamieszczone).

Podsumowanie

Analiza zebranych danych sugeruje, ze najwieksza efektywnosc
wykazywal kandesartan podany w nowo zaprojektowanych nosnikach,
zawierajacych badane pochodne - amino-prenole. W tej grupie
zaobserwowano najwieksze obnizenie skurczowego cisnienia krwi
tetniczej, obnizenie stezenia kreatyniny we krwi oraz najmniejsze zmiany
histopatologiczne w nerkach. Lek podany w ,klasycznych” liposomach
wykazywal nizsza skutecznosc, porownywalna z kandesartanem podanym
w weglanie sodu. Na tej podstawie mozna przypuszczac, Zze najwyzsza
skutecznosc¢ antyhipertensyjna kandesartanu byla wynikiem zamkniecia
w nosnikach zawierajacych badane pochodne. Modyfikujac dziatanie
liposomowych nosnikow, dzieki fuzjogennym wlasciwosciom, amino-
prenole mogly utatwic im penetracje blon biologicznych w tkankach,
dzieki czemu lek najszybciej i w najwiekszym stezeniu przechodzil do
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krwioobiegu, a stamtad do swojego miejsca uchwytu, w tym przypadku
receptorow AT; dla angiotensyny II, powodujac obnizenie ciSnienia krwi.

Dodatkowym argumentem przemawiajagcym na korzys¢ badanych
pochodnych jako skladnikow liposomowych nosnikow lekow, sa wyniki
otrzymane w ZBL IBB PAN podczas przygotowywania zawiesin
liposomowych. APren-7, jako skladnik liposomow sprawial, Zze w te sama
ilos¢ lipidow wbudowywalo sie trzy razy wiecej hydrofobowego
kandesartanu w poroéwnaniu do liposomoéw zbudowanych tylko z DOPE
(wspomniane wyniki beda czescia przygotowywanej rozprawy doktorskiej
Katarzyny Gawareckiej). Taka modyfikacja wlasciwosci liposomowych
nosnikow poprzez zwiekszenie ich ,tadownosci” wydaje sie byc niezwykle
korzystna.
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W przedstawionej rozprawie badano wlasciwosci polsyntetycznych
pochodnych alkoholi poliizoprenoidowych (amino-prenole) i ich
przydatnos¢, jako skladnikow liposomowych nosnikow lekow.
Przedstawione powyzej badania mozna podsumowac nastepujaco:

1. APren-7 podawany podskornie przez cztery tygodnie szczurom
Sprague-Dawley nie mial wplywu na dojrzewanie i wzrost zwierzat ani nie
spowodowal zmian w strukturach i czynnosci uktadu wydalniczego oraz
krazenia. Takze po podaniu dozylnym szczurom w uspieniu nie
zaobserwowano negatywnych zmian w badanych parametrach.

Otrzymane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze APren-7 nie jest
szkodliwy dla organizméw zywych, przynajmniej w zakresie
badanych parametrow i mozna podja¢ dalsze badania prowadzace do
jego zastosowania w medycynie.

2. Zamkniecie desmopresyny w liposomach z APren-7 spowodowalo
opoOznienie w jej dzialaniu, ale koncowy efekt hamowania diurezy byl
bardzo zblizony do zaobserwowanego w grupie otrzymujacej
desmopresyne w klasycznym rozpuszczalniku. Na podstawie otrzymanych
wynikow mozna przypuszczac, ze lek podany w liposomach zawierajacych
badane amino-prenole wykazywal przedluzone dziatanie ze wzgledu na
stopniowe uwalnianie z nosnika.

Taka modyfikacja biodostepnosci (przedluzenie dzialania leku,
ochrona przed usuwaniem ©przez nerki, czy degradacja
enzymatyczna) moze byé w wielu przypadkach bardzo korzystna i
umozliwi¢ rzadsze podawanie leku oraz redukcje wystepujacych
skutkow ubocznych.

3. Zamkniecie kandesartanu w liposomach z APren-7 poprawilo jego
antyhipertensyjna aktywnos¢, w porownaniu do skutecznosci leku
podanego w liposomach klasycznych i do rozpuszczonego w weglanie
sodu.

Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze lepsze wlasciwosci
nowych nosnikow wynikaja z obecnosci samych amino-prenoli, ktore
wydaja sie¢ wspomagac¢ zar6wno hipotensyjne jak i nefroprotekcyjne
dzialanie kandesartanu.

Powyzsze wnioski oparte na przeprowadzonych badaniach pozwalajq

sadzié, ze amino-prenole moga znalezé zastosowanie w medycynie i
farmakologii jako nos$niki substancji aktywnych farmakologicznie.
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Analiza zebranego materialu pozwala sadzi¢, ze badane amino-
prenole moga znalez¢ zastosowanie jako skladniki liposomowych
nosnikow lekow. Aby potwierdzi¢ ich wlasciwosci nalezy przeprowadzic¢
jeszcze szereg badan. Przede wszystkim, dosc¢ istotnym zagadnieniem
wydaje sie ustalenie tempa uwalniania leku z nosnika. Nalezaloby takze
okresli¢c metabolizm nowych pochodnych w ustroju, szczegodlnie, Zze sa to
zwiazki, ktore nie byly wczesniej badane. Widomo, Ze endogenne dolichole
sa magazynowane w niektorych tkankach, glownie w mozgu i gruczotach
wydzielniczych (np. jadra, trzustka), a takze w pewnym stopniu w
watrobie. Chociaz pobieranie poliprenoli z diety zachodzi w niewielkim
stopniu [170], to mozna przypuszczac, Zze nienasycone poliprenole moga
ulega¢ roznym przeksztalceniom, np. enzymatycznej modyfikacji do
dolicholi i ewentualnie bra¢ wudzial w procesie glikozylacji biatek.
Wiadomo rowniez, ze czas poltrwania dolicholi w wigkszosci tkanek jest
podobny do czasu poéttrwania innych sktadnikéw btonowych (okoto 3 dni).
W kolejnych etapach badan nalezatoby zbadac¢ katabolizm amino-prenoli
i sprawdzi¢, czy metabolizm pochodnych jest zblizony do naturalnie
wystepujacych zwiazkow, czy tez modyfikacja chemiczna w postaci
wprowadzenia czwartorzedowej grupy amoniowej znacznie wplywa na losy
czasteczki w ustroju.

Kolejnym etapem moglaby byc¢ takze modyfikacja sktadu liposomow,
tak aby poprawi¢ ich stabilnos¢ (dodanie kolejnych substancji
pomocniczych, np. cholesterolu czy jego pochodnych). Na podstawie
badan przeprowadzonych przez Katarzyne Gawarecka (ZBL IBB PAN),
ktora przygotowywala wszystkie mieszaniny liposomowe, mozna sadzic,
ze amino-prenole poprawiaja ,tadownosc¢” liposomow, co wydaje sie
bardzo korzystne. Mozna si¢ zastanowiC, czy zmiana stosunku amino-
prenoli do reszty skladnikow nosnikow moglaby poprawic¢ ich
wlasciwosci.

Pochodnym  alkoholi  poliizoprenoidowych przypisuje sie
antyoksydacyjne wlasciwosci [171] (oraz badania pozostalych
konsorcjantow). W przedstawionych badaniach zauwazono, ze w grupach
otrzymujacych badane pochodne wystapily pewne zjawiska mogace
sugerowac ich dziatanie protekcyjne w stosunku do niektorych narzadow
i tkanek. Do potwierdzenia tej hipotezy nalezaloby przeprowadzi¢ kolejne
badania zmierzajace do  bezposredniego pomiaru  wlasciwosci
antyoksydacyjnych amino-prenoli, a takze porownac ich efekt do
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dzialania zwiazkow o dobrze scharakteryzowanych wlasciwosciach
antyoksydacyjnych.

Kolejnym elementem, na ktory zwrocono szczegolna uwage byt
wplyw pustych liposomow z APren-7 na opodznienie wywolania stanu
diurezy wodnej w badaniach ETAPU 2. Aby sprawdzi¢, czy amino-prenole
maja wplyw na reabsorpcje wody w kanaliku zbiorczym nerki (poprzez
bezposredni wplyw na przepuszczalnos¢ blon i wbudowywanie kanalow
wodnych) nalezaloby takze przeprowadzi¢ dalsze szczegoétowe badania.
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