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1.Wstęp teoretyczny 

 

1.1 Definicja i charakterystyka wybranych chorób nowotworowych 

 

Nowotwory złośliwe to heterogenna grupa chorób, których wspólnym czynnikiem 

etiologicznym jest deregulacja procesów apoptozy i proliferacji komórek, prowadząca do 

przewagi sygnałów stymulujących proliferację. Zachwianie równowagi między apoptozą 

i proliferacją skutkuje nadmiernymi, niekontrolowanymi podziałami komórek. W 

nadmiernie proliferujących komórkach nowotworowych powstałe aberracje genetyczne 

prowadzą do zmiany ich fenotypu. Przykładem są zmiany metabolizmu skutkujące 

zużywaniem znacznie większej ilości glukozy przez komórki nowotworowe w procesie 

pozyskiwania energii na drodze efektu Warburga, którego produktem ubocznym jest 

mleczan. Akumulacja tego metabolitu oraz nadmierne zużycie glukozy prowadzą do 

zaburzenia funkcji tkanek, w obrębie których zachodzi proces rozrostu nowotworu. 

Kolejną kluczową cechą komórek nowotworowych jest zaburzenie procesu różnicowania 

komórkowego, skutkujące tym, że komórki nowotworowe swoim fenotypem bardziej 

przypominają niskozróżnicowane komórki tkanek płodu niż komórki tkanek, z których 

określony nowotwór się wywodzi. Definicję nowotworu złośliwego uzupełnia posiadanie 

przez komórki nowotworów złośliwych zdolności do metastazy, czyli powstawania 

wtórnych guzów nowotworowych, oddalonych od ogniska pierwotnego. Nadmierna 

proliferacja komórek nowotworowych, których funkcja uległa zaburzeniu na drodze 

zmian genetycznych, prowadzi do destrukcji i/lub upośledzenia funkcji tkanek oraz 

narządów, w obrębie których dochodzi do rozrostu złośliwego. Intensywnie zachodzące 

procesy selekcji i adaptacji nieustannie proliferujących komórek nowotworowych 

prowadzą do zróżnicowania genetycznego oraz metabolicznego subpopulacji komórek 

nowotworowych w obrębie tego samego ogniska, co ułatwia progresję choroby a także 

sprzyja rozwojowi oporności na leczenie. [1,2,3,4]  

Wśród nowotworów złośliwych wyróżniamy guzy lite, w przypadku których 

proliferujące komórki tworzą zbitą masę oraz nowotwory, które nie tworzą zwartego 

utkania  – nowotwory hematologiczne (białaczki). Powszechnie stosuje się także podział 

nowotworów ze względu na ich histologiczne pochodzenie. W myśl tego podziału 

nowotwory złośliwe wywodzące się z tkanki nabłonkowej określa się mianem raka, 
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wywodzące się z tkanek miękkich – mięsaka, tkanki glejowej – glejaka, z tkanek układu 

limfatycznego - chłoniaka etc. Obecnie coraz częściej w klasyfikacji nowotworów 

złośliwych wykorzystuje się molekularną charakterystykę konkretnego nowotworu. 

Klasyfikacja ta jest powszechnie wykorzystywana w przypadku raków piersi, które 

klasyfikuje się w zależności od statusu receptorowego (np. ER – receptor estrogenowy, 

HER2 – receptor naskórkowego ludzkiego czynnika wzrostu 2) oraz równie powszechnie 

w przypadku nowotworów hematologicznych, klasyfikowanych według ekspresji 

charakterystycznych antygenów błonowych (np. CD4, CD19, CD20). Podział ten jest 

szczególnie użyteczny ze względu na nowe strategie leczenia celowanego 

wykorzystujące  zdefiniowane cele molekularne, które odgrywają istotną rolę w 

patogenezie nowotworu. Poznanie charakterystyki molekularnej nowotworu otwiera 

drogę dla opracowania swoistych form terapii. [5,6,7,8] 

 

1.2 Zarys patogenezy nowotworów złośliwych  

   

Wiodąca koncepcja rozwoju nowotworów zakłada traktowanie nowotworzenia 

(kancerogenezy) jako procesu postępującej akumulacji zmian genetycznych, u podłoża 

których leżą mutacje genów odpowiedzialnych za stymulowanie proliferacji 

(protoonkogenów) oraz mutacje inaktywujące geny, których produkty ekspresji 

uczestniczą w regulowaniu cyklu komórkowego, procesu apoptozy a także naprawie 

uszkodzonego DNA (tzw. geny supresorowe). Na skutek powstałych zmian w komórce 

dochodzi do przewagi sygnałów stymulujących proliferację nad sygnałami 

antyproliferacyjnymi. W efekcie  kontrola cyklu komórkowego ulega zaburzeniu. 

Transformowane nowotworowo komórki nabywają zdolność do nieograniczonych, 

niekontrolowanych podziałów komórkowych. Istotą powstania nowotworu jest utrata 

możliwości naprawy  powstałych mutacji oraz regulacji kontroli cyklu komórkowego a 

następnie wymknięcie się supresyjnemu działaniu układu odpornościowego skutkujące 

rozwojem inwazyjności nowotworu. Transformowane nowotworowo komórki uzyskują 

przewagę selekcyjną nad komórkami nienowotworowymi w wyniku utraty kontroli nad 

cyklem komórkowym oraz nad apoptozą, w wyniku czego może dochodzić do 

dynamicznej ekspansji nowotworu w obrębie tkanek oraz jego rozsiewu. W kontekście 

progresji nowotworu oraz zwiększania jego inwazyjności równie istotną rolę  jak 
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akumulacja zmian genetycznych odgrywają interakcje proliferujących komórek 

nowotworowych z ich tkankowym środowiskiem oraz komórkami układu 

odpornościowego. [9,10,11,12,13]  

Wśród dobrze poznanych czynników przyczyniających się do powstawania mutacji 

skutkujących nowotworzeniem wymienia się: wirusy (np. HPV, HCV, HTLV-1, EBV), 

niektóre bakterie (H. pylori), pasożyty takie jak C. sinensis, promieniowanie jonizujące, 

promieniowanie UV, czynniki środowiskowe takie jak produkty spalania węgla ze 

szczególnym uwzględnieniem policyklicznych węglowodorów aromatycznych 

(benzopiren) oraz toksyny zawarte w dymie tytoniowym, niektóre leki - w szczególności 

te o właściwościach alkilujących (np. chlorambucyl, cyklofosfamid), wolne rodniki, w 

tym głównie reaktywne formy tlenu (ROS), a także toksyny produkowane przez niektóre 

grzyby (np. z rodzaju Aspergilus produkujące aflatoksynę). W niektórych przypadkach 

powstawanie mutacji może być także procesem samoistnym, będącym rezultatem błędów 

powstałych podczas replikacji, rekombinacji lub naprawy DNA.[10] 

Zmiany w genomie mogą prowadzić do zmian aktywności produktów zmutowanych 

genów lub wpływać na poziom ekspresji genów zwielokrotnionych lub translokowanych. 

Dla przykładu, poprzez translokację może dojść do przeniesienia genu (wraz z 

fragmentem  chromosomu) odpowiedzialnego za regulację cyklu komórkowego na inny 

chromosom. Zdarzenie takie może prowadzić do utraty aktywności translokowanego 

genu, nabycia nowej właściwości przez produkt genu fuzyjnego, powstałego na drodze 

translokacji lub zmiany poziomu ekspresji genu w wyniku przeniesienia go wraz z 

fragmentem chromosomu w miejsce regulowane przez bardziej aktywny promotor, 

skutkując min. deregulacją mechanizmów proliferacji i apoptozy. Dobrze poznanym 

przykładem jest powstawanie genu fuzyjnego BCR/ABL na drodze translokacji fragmentu 

chromosomu 9 na chromosom 22, czego rezultatem jest powstanie białka fuzyjnego o 

aktywności kinazy tyrozynowej. W konsekwencji białko fuzyjne BCR/ABL o zmienionej 

aktywności przyczynia się do nadmiernej stymulacji podziałów komórkowych, stając się 

głównym czynnikiem etiologicznym przewlekłej białaczki szpikowej (CML – chronic 

myeloid leukaemia). Do najlepiej poznanych protoonkogenów zalicza się: RAS, KRAS, 

ERBB2, PI3KCA, MYC, CCND1, natomiast wśród genów supresorowych o poznanej roli 

w kancerogenezie wymienić można m.in. : TP53, RB, VHL, BRCA, ATM, NBS, CHK2. 

[14,15,16] 
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ErbB2 (HER-2) należy do grupy receptorowych kinaz tyrozynowych (EGFR – 

epidermal growth factor receptor), stymulowanych przez czynniki wzrostu pochodzenia 

naskórkowego. W wyniku interakcji ligandów (czynników wzrostu) z 

zewnątrzkomórkową domeną receptora dochodzi do jego aktywacji, w wyniku której 

następuje dimeryzacja receptora, skutkująca fosforylacją kolejnych białek w szlaku 

sygnałowym związanym z HER-2. W wyniku tego aktywowane zostają 

wewnątrzkomórkowe szlaki transdukcji sygnału, wśród których wyróżnić można: 

RAS/RAF/MEK/ERK oraz PI3K/AKT/mTOR. Wymienione kaskady transdukcji 

sygnału pełnią istotną rolę w regulacji przeżywalności, proliferacji oraz metabolizmu 

komórek nowotworowych. Wykazano, że wzmożony poziom ekspresji genu kinazy 

tyrozynowej HER-2 występuje w przypadku 20-30% złośliwych nowotworów piersi. 

Nadekspresja HER-2 (wynikająca z amplifikacji proto-onkogenu ERBB2) w komórkach 

rakowych silnie koreluje z gorszym rokowaniem oraz bardziej agresywnym rozwojem 

choroby. [15,17,18] 

Apoptoza jest procesem pozwalającym utrzymać homeostazę organizmów 

wielokomórkowych. W tym aktywnym procesie dochodzi do programowanej eliminacji 

starych, uszkodzonych komórek, dlatego zmiany genetyczne prowadzące do deregulacji 

tego procesu stanowią jeden z głównych mechanizmów kancerogenezy. Wyróżnia się 

dwie podstawowe ścieżki, na drodze których apoptoza może być inicjowana – ścieżkę 

zewnętrzną (ang. extrinsic pathway) oraz ścieżkę wewnętrzną (ang. intrinsic pathway). 

Inicjowanie apoptozy drogą ścieżki zewnętrznej jest w znacznym stopniu rezultatem 

aktywności wydzielanych przez komórki układu odpornościowego cząsteczek 

sygnałowych takich jak TNF (czynnik martwicy nowotworów – ang. tumor necrosis 

factor) oraz FASL (ligand FAS), oddziałujących na tzw. receptory śmierci komórkowej 

(ang. death receptors). W przypadku nowotworów do zaburzeń regulacji procesu 

apoptozy częściej dochodzi w obrębie sygnalizacji związanej ze ścieżką wewnętrzną, w 

której kluczową rolę odgrywają białka z rodziny BCL-2. Pośród nich wyróżnić można 

białka wykazujące aktywność antyapoptotyczną (np. BCL-2, BCL-XL, MCL-1) oraz 

charakteryzujące się antagonistycznymi właściwościami białka proapoptotyczne (BAX, 

BAK, BAD, BID, NOXA, PUMA). Zasadnicza rola białek z rodziny BCL-2 polega na 

modulowaniu przepuszczalności błon mitochondriów. Przykładowo aktywacja białek 

BAX i BAK skutkuje wzrostem przepuszczalności zewnętrznej błony mitochondrialnej, 

umożliwiając tym samym uwalnianie cytochromu C z mitochondriów do cytoplazmy, 
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czego konsekwencją jest aktywacja kaspaz inicjatorowych, rozpoczynających kaskadę 

reakcji, która ostatecznie prowadzi do programowanej śmierci komórki. Do głównych 

czynników stymulujących szlak wewnętrzny apoptozy zalicza się: hipoksję, uszkodzenia 

w obrębie DNA a także stres oksydacyjny. Zmiana poziomu ekspresji genów dla 

wymienionych białek może w znaczący sposób przyczyniać się do zwiększenia ryzyka 

rozwoju nowotworu. Wykazano, że nadekspresja genu antyapoptotycznego białka BCL-

2 dotyczyć może nawet co drugiego nowotworu złośliwego u ludzi. Warto zwrócić 

szczególną uwagę na nowotwory złośliwe układu hematopoetycznego. Wykazano, że 

wzrost ekspresji genów kodujących antyapoptotyczne białka BCL-2 oraz BCL-XL 

występuje powszechnie w przypadku nieziarniczych chłoniaków z komórek B (B-NHL – 

non - Hodgkin B cell lymphoma). Dodatkowo białko BCL-2 może stanowić molekularny 

cel dla precyzyjnych form leczenia wspomnianych powyżej chłoniaków. Wenetoklaks – 

selektywny inhibitor BCL-2 jest lekiem zarejestrowanym przez FDA w leczeniu 

przewlekłej białaczki limfoblastycznej (CLL – chronic lymphocytic leukemia) – 

układowej formy chłoniaka z małych limfocytów B (SLL – small lymphocytic 

lymphoma). Trwają badania szczegółowo oceniające efektywność Wenetoklaksu w 

leczeniu innych B-NHL. Wiele leków antynowotworowych wywiera swój efekt poprzez 

stymulowanie wewnętrznej lub zewnętrznej ścieżki apoptozy. Z uwagi na zaburzenie 

sygnalizacji proapoptotycznej w komórkach nowotworowych, zmiana poziomu ekspresji 

genów dla białek z rodziny BCL-2 może w istotny sposób przyczyniać się do rozwoju 

oporności na znane formy leczenia. [19,20,21] 

Większość zgonów (ponad 90%) związanych z chorobą nowotworową spowodowana 

jest uogólnieniem choroby w procesie tworzenia przerzutów odległych. Dynamika 

tworzenia przerzutów jest zależna od typu nowotworu, statusu mutacji komórek 

nowotworu, stopnia zaawansowania choroby, zastosowanego leczenia oraz 

indywidualnych predyspozycji pacjenta chorującego na nowotwór. Rozsiew choroby 

nowotworowej drogą tworzenia przerzutów może następować przy udziale układu 

krwionośnego, limfatycznego lub drogą ciągłości tkanek (np. rozsiew do jamy 

otrzewnej). Na poziomie molekularnym istotnym mechanizmem zaangażowanym w 

rozsiew nowotworów złośliwych jest przejście nabłonkowo mezenchymatyczne (ang. 

EMT – epithelial to mesenchymal transition). W procesie tym następują zmiany 

polaryzacji oraz adhezji komórkowej, skutkujące wzrostem zdolności do migracji 

komórek. Adhezja (przyleganie) komórek jest w istotny sposób modulowana przez 
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aktywność E-kadheryny oraz N-kadheryny. W przypadku wielu nowotworów złośliwych 

szlak sygnałowy związany z interakcją WNT/β-kateniny pełni wszechstronną rolę w 

procesie EMT.  Ścieżka transdukcji sygnału zależna od WNT/β-Kat w istotny sposób 

wpływa na funkcjonowanie komórek, uczestnicząc w regulacji adhezji komórkowej, 

migracji komórek, proliferacji, różnicowania oraz przeżywalności. Na aktywność ścieżki 

sygnałowej WNT/β-Kat wpływ wywierają białkowe produkty ekspresji onkogenów oraz 

genów supresorowych. Wśród czynników aktywujących tę ścieżkę wyróżnić można min. 

TGF-β oraz RAS, natomiast białko P53 pełni rolę inhibitora względem sygnalizacji 

zależnej od WNT/β-Kat. Na intensywność sygnalizacji WNT/β-Kat wpływ wywierają 

również ncRNA. Mogą one oddziaływać zarówno na poziomie interakcji z 

bezpośrednimi regulatorami aktywności szlaku sygnalizacyjnego, regulacji ekspresji 

określonych genów oraz indukując zmianę stabilności samej β-kateniny. Aktywowana β-

katenina ulega translokacji do jądra komórkowego, gdzie na drodze interakcji z 

czynnikami transkrypcyjnymi wywiera wpływ na ekspresję genów, odpowiedzialnych za 

regulację istotnych z punktu widzenia kancerogenezy procesów komórkowych, które 

zostały wymienione powyżej. W tworzeniu przerzutów równie istotną rolę odgrywa 

tworzenie nowych naczyń (neoangiogeneza), mających zapewniać dostęp do substratów 

dla reakcji metabolicznych intensywnie proliferującym komórkom nowopowstałego 

ogniska nowotworu. W procesie angiogenezy towarzyszącej progresji choroby 

nowotworowej zasadniczą rolę odgrywają określone czynniki wzrostu – np. EGF, VEGF, 

oraz TGF, które mogą być wydzielane przez komórki nowotworu. Stymulując aktywność 

enzymów MMPs (and. matrix metaloproteinases – metaloproteinazy macierzy 

pozakomórkowej), które trawią składniki macierzy pozakomórkowej, czynniki te 

umożliwiają penetrację nowopowstałych naczyń krwionośnych w głąb tkanek, 

zapewniając tym samym dostęp do składników odżywczych tworzącemu się ognisku 

przerzutowemu. Dodatkowo naczynia powstałe w procesie indukowanym przez 

nowotwór posiadają liczne wady strukturalne, w tym charakterystyczną dla nich 

zwiększoną przepuszczalność śródbłonka, która ułatwia komórkom nowotworowym 

rozsiew do odległych miejsc organizmu drogą układu krwionośnego. W miarę inwazji 

kolejnych tkanek przez komórki nowotworowe ulegające rozsiewowi dochodzi do 

istotnego zaburzenia homeostazy organizmu. Najczęstszymi lokalizacjami tworzenia 

przerzutów przez nowotwory złośliwe są: węzły chłonne, kości, wątroba, płuca oraz 

mózg. Tworzenie ognisk przerzutowych w obrębie wspomnianych narządów może 

prowadzić do wystąpienia stanów bezpośredniego zagrożenia życia. Pośród nich 
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wymienić można: zespół lizy guza, hiperkalcemię, nadciśnienie śródczaszkowe, zespół 

żyły głównej górnej, zaburzenia równowagi kwasowo zasadowej (hiponateremia, 

hiperkalemia), zespół nadlepkości krwi, niedrożność oraz krwawienia z przewodu 

pokarmowego. Warto również zwrócić uwagę, że uogólnieniu choroby nowotworowej 

towarzyszą uciążliwe dla pacjenta objawy, wśród których jako pierwszoplanowe możemy 

wymienić: ból, utratę apetytu, przewlekłe zmęczenie, nudności, wymioty, osłabienie siły 

mięśniowej oraz depresję. Obecność wymienionych objawów w istotnym stopniu 

przyczynia się do rozwoju niedożywienia oraz utraty masy mięśniowej. W konsekwencji 

pacjenci onkologiczni w stadium rozsiewu choroby bardzo często tracą zdolność do 

samodzielnego funkcjonowania a poziom jakości ich życia ulega znacznemu 

pogorszeniu, stanowiąc istotny problem oraz wyzwanie podczas prowadzenia terapii. [22- 

37] 

Choroby nowotworowe oraz ich leczenie stanowią znaczące wyzwanie dla ochrony 

zdrowia. Skrócenie przewidywanej długości życia jak również pogorszenie jego jakości 

wśród chorych, z których spora część wciąż znajduje się w wieku produkcyjnym pociąga 

za sobą istotne konsekwencje ekonomiczne. W dodatku wdrażanie efektywnych, 

nowoczesnych terapii wymaga olbrzymich nakładów finansowych, przekładając się na 

dodatkowe obciążenie systemu ochrony zdrowia. Równie ważne, a być może nawet 

kluczowy jest to, że nowotwór złośliwy stanowi uporczywe źródło cierpienia z 

perspektywy osoby chorej, a także wśród osób z jego najbliższego otoczenia, istotnie 

wpływając na standard życia oraz możliwość realizacji życiowych celów przez chorego, 

a także całe grupy ludzi związane z nim. W obliczu tego poszukiwanie skutecznych i 

ekonomicznie efektywnych metod terapeutycznych chorób nowotworowych stanowi 

wciąż istotny cel oraz wyzwanie dla naukowców i lekarzy. [37,38,39,40] 
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2. Obecny stan wiedzy na temat farmakoterapii wybranych nowotworów 

złośliwych, podstawowych mechanizmów oporności na chemoterapeutyki oraz 

systemów transportu leków 

W tym rozdziale zostaną opisane nowoczesne metody farmakoterapii nowotworów 

złośliwych, na których modelach komórkowych badana była aktywność 

przeciwnowotworowa koniugatów leków z dendrymerami PAMAM różnych generacji 

(w przedłożonym cyklu publikacji). Dodatkowo przedstawione zostaną najważniejsze z 

punktu widzenia farmakoterapii mechanizmy oporności na leki przeciwnowotworowe 

oraz koncepcja stosowania systemów transportu leków (DDS – ang. drug delivery 

systems) jako narzędzia umożliwiającego poprawę biodostępności leków. Oczekiwanym 

efektem stosowania tej strategii jest też wzrost wrażliwości komórek nowotworowych na  

działanie oraz zwiększenie selektywności oddziaływania leków transportowanych przy 

użyciu DDS. Szczególna uwaga poświęcona zostanie dendrymerom 

poliamidoaminowym (PAMAM dendrimers – ang. polyamidoamine dendrimers), 

których skuteczność stosowania jako DDS była badana w cyklu publikacji.   

 

2.1 Glejak Wielopostaciowy (GBM - ang. glioblastoma multiforme) [41-43] 

GBM jest najczęściej występującym pierwotnym nowotworem złośliwym mózgu. 

Charakteryzuje się bardzo niekorzystnym rokowaniem z wskaźnikiem 5-letniego 

przeżycia szacowanym na 7.2%. Standardem terapii jest leczenie chirurgiczne wspierane 

przez chemioterapię, w której wykorzystuje się Temozolomid (TMZ). Istotną przeszkodę 

dla farmakoterapii GBM stanowi bariera krew-mózg, która utrudnia penetrację leków do 

tkanki nowotworowej. Głównym chemoterapeutykiem stosowanym w leczeniu GBM jest 

TMZ. TMZ podawany jest standardowo po leczeniu chirurgicznym w 6 cyklach w dawce 

75mg/m2 przez 5 dni na każde 28 dni. Głównym skutkiem ubocznym stosowania leku są 

zaburzenia hematologiczne (trombocytopenia). Wspomagająco względem leczenia 

chirurgicznego stosuje się także implanty z Karmustyną, jednakże istotną wadą tej 

metody jest wzrost ryzyka infekcji wewnątrzczaszkowych oraz upośledzenie procesu 

gojenia po zabiegu operacyjnym. Dodatkowo w przypadku nawrotowego GBM 

standardowo stosowana jest Lomustyna, która może być stosowana doustnie z uwagi na 

lipofilność oraz mały rozmiar cząsteczki, ułatwiające przenikanie przez barierę krew-

mózg. Kolejną opcję terapeutyczną stanowi przeciwciało monoklonalne hamujące 



9 
 

aktywność VEGF-A (bewacyzumab). Mimo wydłużenia czasu bez progresji podczas 

stosowania Bewacyzumagu, nie wykazano istotnego wpływu na całkowity czas przeżycia 

u pacjentów stosujących lek. Prowadzone są badania nad zastosowaniem bewacyzumabu 

w kombinacji z inhibitorem topoizomerazy I – irynotekanem. Trwają badania nad 

nowymi metodami farmakoterapii GBM. Intensywnie testowane są inhibitory szlaków 

molekularnych, ulegających amplifikacji w rozwoju GBM. W śród nich warto wymienić 

inhibitory mTOR, PARP, MCL-1, FGFR, EGFR, VEGFR oraz PDGFR. Cząsteczki te są 

testowane samodzielnie lub w kombinacji ze standardowymi chemoterapeutukami takimi 

jak TMZ, co ma na celu uwrażliwienie komórek GBM na działanie standardowych leków 

oraz potencjalizację ich działania. Testowane są także leki immunologiczne tzw. 

„inhibitory immunologicznych punktów kontrolnych” (ang. immune checkpoint 

inhibitors), skierowane przeciw cząsteczką PD-1, PD-L1, CTLA-4. Podejmowane są 

również próby wykorzystania nanocząstek jako DDS dla leków przeciwnowotworowych 

stosowanych w leczeniu GBM. Wśród nich wykorzystywane są micele, liposomy, 

dendrymery oraz nanorurki. Podejście to zakłada wzrost penetracji bariery krew-mózg 

przez leki transportowane przy użyciu nanocząstek oraz w konsekwencji poprawę 

biodostępności i efektywności działania chemoterapeutyków. Dodatkową zaletą 

stosowania niektórych nanocząstek np. dendrymerów jest to, że ich struktura chemiczna 

pozwala również na przyłączanie cząsteczek adresujących, które swoiście wiążą się z 

celami molekularnymi ulegającymi amplifikacji w komórkach konkretnych 

nowotworów. Odkryto, że strategie stosowania nanocząstek jako DDS w GBM może 

przyczyniać się do wzrostu resekcyjności guza, poprawy efektywności chemioterapii 

przy jednoczesnym ograniczeniu skutków ubocznych oraz potencjalizacji radioterapii. W 

celu walki z ograniczeniami biodostępności leków spowodowanych obecnością BBB 

(blood-brain barier) testuje się także stosowanie alternatywnych metod podawania leków, 

wśród których najwięcej uwagi poświęca się podaniu donosowemu oraz podaniu 

bezpośrednio do (nieresekcyjnego) guza drogą iniekcji. Odkryto także, że u większości 

ludzkich glejaków zachodzi wzmożona synteza COX-2 (cyklooksygenazy 2) - enzymu 

pełniącego zasadniczą rolę w rozwoju reakcji zapalnej. Zaobserwowano także związek 

pomiędzy wzrostem poziomu COX-2 a większą inwazyjnością GBM oraz gorszym 

rokowaniem. W związku z tym zaczęto testować powszechnie stosowane leki 

przeciwzapalne (inhibitory COX) pod kątem ich aktywności antyproliferacyjnej 

względem GBM. W badaniach prowadzonych na modelach komórkowych GMB (U138-

MG) zaobserwowano obniżony poziom proliferacji komórek gliomy po zastosowaniu 
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inhibitorów COX (indometacyna, sulindak). Dodatkowo badania efektywności 

celekoksybu na COX- dodatnich modelach komórkowych GBM również wykazały 

hamowanie proliferacji po zastosowaniu leku. Ponadto testy na myszach z xenograftem 

GBM wykazały wzrost efektywności działania standardowego chemoterapeutyku TMZ 

przez celekoksyb. Warto dodać, że w badaniach kliniczno – kontrolnych zaobserwowano, 

że pacjenci regularnie stosujący leki przeciwzapalne z grupy inhibitorów COX mieli 

istotnie zmniejszone ryzyko zachorowania na GBM. Jednakże badania kliniczne II fazy 

nad zastosowaniem celekoksybu w kombinacji z temozolomidem oraz kwasem13-cis-

retinowym nie przyniosły pożądanych efektów, w związku z czym użyteczność 

celekoksybu w terapii pacjentów z GBM wymaga dalszych badań.  

 

2.2 Rak Kolczystokomórkowy (SSC – ang. squamous cell carcinoma) [44- 50] 

Rak kolczystokomórkowy to grupa heterogennych nowotworów złośliwych 

wywodzących się z keratynocytów, różniących się pod względem morfologii, dynamiki 

wzrostu oraz potencjału do tworzenia przerzutów. Skórny rak kolczystokomórkowy jest 

drugim najczęstszym nowotworem złośliwym skóry u ludzi (pierwszym jest rak 

podstawnokomórkowy). Natomiast rak kolczystokomórkowy jamy ustnej (OCSCC - ang. 

oral cavity squamous cell carcinoma) należy do najczęstszych nowotworów złośliwych 

głowy i szyi (HNC - ang. head and neck cancers). Ze względu na wysoką śmiertelność, 

potencjał do tworzenia przerzutów oraz ryzyko nawrotu, OCSCC stanowi istotne 

wyzwanie z punktu widzenia zdrowia publicznego w skali światowej. Język, dno jamy 

ustnej oraz warga dolna należą do najczęstszych miejsc występowania OCSCC. 

Standardem terapii OCSCC jest leczenie chirurgiczne wspomagane radioterapią lub 

chemioterapią, które stosowane mogą być zarówno przed jak i po zabiegu. Niestety 

zabiegi chirurgiczne oraz radioterapia mogą powodować powstanie deformacji, które 

przez swoje umiejscowienie w jamie ustnej stanowią nie tylko problem natury 

kosmetycznej ale niekiedy też upośledzają zdolność chorego do wokalizacji oraz 

przyjmowania pokarmów, znacząco pogarszając jakość życia. Zastosowanie 

chemioterapii jako leczenia wspomagającego zabieg chirurgiczny może nieść ze sobą 

korzyści w postaci ograniczenia ryzyka rozległych okaleczających zabiegów (resekcja 

żuchwy) oraz zmniejszenie ryzyka rozwoju przerzutów odległych. W leczeniu 

systemowym (chemioterapii) stosowane są pochodne platyny (cis-platyna, karboplatyna), 
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docetaksel, 5-fluorouracyl, paklitaksel. Leki te stosowane są w skojarzeniu, dlatego 

wśród powszechnie wykorzystywanych schematów leczenia wymienia się CF (cis-

platyna, 5-fluorouracyl) oraz DCF (docetaksel, cisplatyna, 5-fluorouracyl). Cis-platyna 

stosowana jest również w skojarzeniu z radioterapią. Jednakże, istotnymi ograniczeniami 

chemioterapii są brak wystarczającej selektywności, przyczyniający się do rozwoju 

uciążliwych systemowych skutków ubocznych (takich jak: neutropenia, zapalenie błon 

śluzowych, nudności oraz wymioty, oto- oraz nefro-toksyczność). Dodatkowo występuje 

rozwój oporności na leki w przebiegu terapii. W związku z tym prowadzone są badania 

nad bardziej precyzyjnymi formami leczenia. Biorąc pod uwagę, że w wyniku specyfiki 

metabolizmu komórek nowotworowych, otoczenie guzów złośliwych ma najczęściej pH 

poniżej 7 (standardowe pH nienowotworowych tkanek oscyluje wokół 7.4), trwają próby 

zastosowania DDS, dla których uwalnianie leków jest indukowane przez niskie pH. W 

badaniach na modelach komórkowych OCSCC odkryto, że zastosowanie utlenionej 

formy nanografenu jako DDS dla (niekowalencyjnie przyłączonej) doxorubicyny 

pozwoliło osiągnąć korzystniejszą dynamikę uwalniania leku oraz wydłużenie jego 

okresu półtrwania. Obiecujące wyniki w badaniach in vitro przyniosło także 

zastosowanie metforminy w kombinacji z inhibitorem deacetylazy histonów (HDACi). 

Kombinacja ta hamując przekaźnictwo w obrębie ścieżki sygnałowej STAT3/TWIST1 

pozwoliła w istotny sposób ograniczyć zdolności migracyjne oraz inwazyjność komórek 

OCSCC. Dodatkowo zaobserwowano, że kombinacja cetuksymabu i cis-platyny 

dostarczana przy użyciu peg-ylowanych nanocząstek złota może w niskich dawkach 

skutecznie uwrażliwiać komórki OCSCC oporne na radioterapię względem tej formy 

leczenia. W badaniach klinicznych obiecującą skuteczność wykazały przeciwciała 

monoklonalne skierowane przeciw PD-1 – nivolumab oraz camrelizumab w kombinacji 

z antagonistą VEGFR 2 apatinibem. Pembrolizumab – inny lek z grupy inhibitorów 

immunologicznych punktów kontrolnych został w czerwcu 2019r. zatwierdzony przez 

FDA jako leczenie pierwszej linii raka   kolczystokomórkowego głowy i szyi (HNSCC – 

ang. head and neck squamous cell carcinoma). Ponadto cis-platyna dostarczana przy 

wykorzystaniu  PRV111 – systemu do transportu leków przez błonę śluzową opartego na 

chitozanie, charakteryzowała się zwiększonym profilem bezpieczeństwa, a także wyższą 

skutecznością u pacjentów z miejscowo zaawansowanym OCSCC. U tych pacjentów 

zaobserwowano również znacznie większą dystrybucję cis-platyny w tkankach 

nowotworowych przy zaniedbywalnym stężeniu tego leku we krwi w porównaniu do 

rezultatów podania cis-platyny w standardowy sposób. Cetuksymab – przeciwciało 
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monoklonalne skierowane przeciw receptorowi dla naskórkowego czynnika wzrostu 

(EGFR) został zatwierdzony przez FDA do leczenia OCSCC w 2006. Do tej pory 

pozostaje on główną formą leczenia ukierunkowanego na cele molekularne (ang. 

molecular targeted therapy) w terapii OCSCC. Rezultaty te pokazują, że potencjał 

bardziej precyzyjnych form terapii OCSCC, ze szczególnym uwzględnieniem 

zastosowania DDS, jest wciąż nie w pełni wykorzystany i wymaga dalszych badań.  

 

2.3 Rak Piersi (BC – ang. Breast Cancer) [51-54] 

Rak Piersi (BC) stanowi jedną z najczęstszych przyczyn zgonów spowodowanych 

chorobą nowotworową wśród kobiet. Dotykając w istotnym stopniu stosunkowo młode 

grupy wiekowe, BC stwarza jedno z priorytetowych wyzwań na polu walki z rakiem. Pod 

względem molekularnym BC jest zróżnicowaną grupą chorób nowotworowych, 

różniących się dynamiką, przebiegiem oraz rokowaniem. Wyróżnia się 4 zasadnicze 

podtypy molekularne BC zdeterminowane statusem amplifikacji określonych receptorów 

(Luminalny A, Luminalny B, HER2-dodatni oraz potrójnie ujemny). W określaniu 

molekularnego fenotypu raka piersi bierze się pod uwagę amplifikację receptorów dla 

estrogenów (ER), progesteronu (PR) oraz ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu 

(HER2). Kluczową formą terapii BC pozostaje leczenie chirurgiczne. W zależności od 

stopnia zaawansowania, zajęcia węzłów chłonnych czy obecności przerzutów odległych, 

specyfiki molekularnej nowotworu, leczenie chirurgiczne może wchodzić w skład 

leczenia multimodalnego, na które składają się również: radioterapia, chemioterapia, 

hormonoterapia oraz leczenie skierowane przeciw celom molekularnym. W leczeniu 

systemowym wykorzystywane są wielolekowe schematy leczenia oparte głównie o leki 

z grupy taksanów oraz antracyklin. Wśród taksanów preferowane są paklitaksel oraz 

docetaksel, natomiast stosowanym lekiem z grupy antracyklin jest doxorubicyna. Do 

schematów leczenia systemowego dołączany jest również cyklofosfamid. Stosowanie 

leczenia systemowego przedoperacyjnie ma na celu poprawę, a niekiedy nawet 

umożliwienie resekcyjności guza, natomiast chemioterapia pooperacyjna przyczynia się 

do redukcji ryzyka tworzenia przerzutów odległych oraz wznowy. U pacjentek z HER2 

pozytywnym (HER2+) BC dodatkową opcję terapeutyczną w stosunku do standardowej 

chemioterapii stanowić może leczenie swoiście skierowane przeciw HER2 lub ścieżki 

sygnalizacyjnej związanej z tym receptorem. W takiej sytuacji u pacjentek w I stopniu 
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zaawansowania nowotworu powszechnie stosowana jest kombinacja trastuzumabu – 

przeciwciała monoklonalnego anty HER2 z paklitakselem. Dodatkowo w 2013 FDA 

zatwierdziła inne przeciwciało monoklonalne skierowane przeciw HER2 (pertuzumab) 

do leczenia pacjentek z HER2+ BC w stadium II/III jako dodatek do schematów leczenia 

opartych o standardowe cytostatyki i trastuzumab (np. trastuzumab + docetaksel). Wśród 

pacjentek z zaawansowanym lub dającym przerzuty HER2+ BC opcję terapeutyczną 

stanowi lapatinib – selektywny, odwracalny inhibitor domeny o aktywności kinazy 

tyrozynowej receptora HER2. Lek ten zarejestrowany jest do stosowania u pacjentek z 

HER2+ zaawansowanym lub dającym przerzuty BC w kombinacji z kapecytabiną w 

przypadku udowodnionej progresji pomimo stosowania taxanów, antracyklin oraz 

trastuzumabu. Kolejne wskazanie do stosowania tego leku w kombinacji z inhibitorami 

aromatazy stanowi HER2+ ER+ BC u pacjentek będących w wieku postmenopauzalnym, 

które nie mają wskazań do zastosowania chemioterapii. Leczenie hormonalne jest 

wykorzystywane w grupie pacjentek z BC wykazującym amplifikację receptorów 

hormonalnych (ER+, PR+). U kobiet w wieku przedmenopauzalnym stosowane są 

tamoksyfen, oraz fulvestrant, których mechanizm działania polega na hamowaniu 

aktywności receptora estrogenowego (ER), natomiast w grupie pacjentek będących w 

wieku postmenopauzalnym preferuje się inhibitory aromatazy, których działanie polega 

na hamowaniu aktywności enzymu kluczowego dla syntezy estrogenów. W dodatku inny 

lek, którego mechanizm działania również wynika z modulowania aktywności ER – 

raloksyfen, jest wykorzystywany w profilaktyce rozwoju BC  u kobiet po menopauzie. Z 

różnych przyczyn efektywność oraz tolerancja wymienionych metod mogą być znacząco 

obniżone. Stosowanie standardowych cytostatyków takich jak doxorubicyna może nieść 

ze sobą zwiększone ryzyko uszkodzenia mięśnia sercowego (obejmującego także 

niewydolność serca), natomiast leczenie hormonalne z wykorzystaniem tamoksyfenu 

przyczynia się do wzrostu ryzyka rozwoju raka endometrium. Istotnym aspektem jest 

także ograniczona biodostępność leków jako rezultat ich metabolizowania w organizmie. 

W przypadku raloksyfenu metabolizm pierwszego przejścia może się wiązać z redukcją 

biodostępności tego leku nawet do poziomu 2%. Z kolei biodostępność paklitakselu może 

być w istotnym stopniu ograniczona z uwagi na jego hydrofobowość. Trwają liczne 

badania kliniczne oceniające skuteczność oraz bezpieczeństwo nowych leków 

modulujących aktywność ER. Część z nich została już zatwierdzona przez FDA. Aby 

poprawić biodostępność jednego z głównych chemioterapeutyków stosowanych w 

leczeniu BC opracowano nanocząsteczkowy kompleks paklitakselu z albuminą. Strategia 
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ta okazała się na tyle skuteczna że wspomniany kompleks jest obecnie zatwierdzony 

przez FDA do leczenia BC oraz innych nowotworów złośliwych (nie drobnokomórkowy 

rak płuca, rak trzustki). Celem ograniczenia układowych skutków ubocznych terapii BC 

oraz poprawy skuteczności (redukcja lekooporności) trwają badania nad opracowaniem 

celowanych metod farmakoterapii, których istota polega na hamowaniu aktywności 

konkretnego szlaku sygnałowego, w obrębie którego wzrost intensywności 

przekaźnictwa leży u podstawy patogenezy konkretnego nowotworu. Inhibitory mTOR 

(ang. mammalian target of rapamycin) są testowane jako celowana forma leczenia HR+ 

HER2- BC. Jeden z nich – everolimus został już zarejestrowany do stosowania w tym 

wskazaniu jako element terapii skojarzonej (Everolimus + inhibitor aromatazy). Alpelisib 

– selektywny inhibitor kinazy PI3K został zatwierdzony przez FDA w 2019r. do leczenia 

wykazującego mutację genu PIK3CA HR+ HER2- BC w skojarzeniu z fulvestrantem. 

Badania kliniczne nad wykorzystaniem innych inhibitorów kinaz z tej grupy jako 

monoterapii lub składowej leczenia skojarzonego są powszechnie prowadzone. W 

zaawansowanej fazie badań klinicznych testowane są również leki hamujące działanie 

kinazy białkowej b (znanej też jako Akt), która stanowi element wyższego piętra ścieżki 

sygnałowej wykorzystującej kinazę mTOR. Kolejnymi lekami z grupy inhibitorów kinaz, 

znajdujących zastosowanie w leczeniu BC są inhibitory CDK4/6 (kinaz zależnych od 

cyklin). Trzy spośród nich – palbociclib, ribociclib, abemaciclib, uzyskały rejestrację do 

zastosowania w leczeniu HR+ HER2- BC w skojarzeniu z terapią antyestrogenową. W 

grupie pacjentek BC posiadających mutację w genie BRCA w leczeniu celowanym 

wykorzystanie znalazły inhibitory PARP (Polimerazy poli-ADP-rybozy) – enzymu 

odpowiedzialnego za regulację procesów naprawy DNA. Dwa leki z tej grupy – olaparib 

oraz talazoparib są obecnie zarejestrowane przez FDA do leczenia pacjentek z HER2- 

BC, u których występuje mutacja w genie BRCA. Kolejna koncepcja powszechnie 

wykorzystywana w ramach terapii celowanej polega na koniugowaniu leków 

przeciwnowotworowych z przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi przeciw 

specyficznym dla danego nowotworu receptorom. Mertanzyna – lek hamujący 

polimeryzację mikrotubul poprzez wiązanie tioeterowe został przyłączony do 

trastuzumabu. Koniugat ten (trastuzumab – emtansine) uzyskał w 2013r. zatwierdzenie 

przez FDA do leczenia HER2+ BC. Derukstekan jest inhibitorem topoizomerazy, który 

został wykorzystany do otrzymania koniugatu z trastuzumabem. Koniugat ten 

(trastuzumab – deruxtecan; TD) uzyskał rejestrację do stosowania w terapii 

nieresekcyjnego lub dającego przerzuty HER2+ BC w 2019r. TD wykazuje dużą 
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skuteczność w leczeniu pacjentek z przerzutami BC do mózgu. Inne przeciwciało 

monoklonalne - sacytuzumab, skierowane przeciwko antygenowi trofoblastu 2 (Trop-2) 

zostało skoniugowane  z innym inhibitorem topoizomerazy I gowitekanem. Koniugat ten 

został zatwierdzony jako leczenie III linii u pacjentek z potrójnie ujemnym BC, u których 

występują przerzuty odległe. Prowadzone są również badania nad zastosowaniem 

leczenia immunologicznego w terapii BC. Szczególną uwagę poświęca się inhibitorom 

PD-1/PD-L1. Lek z tej grupy – atezolizumab uzyskał rejestrację do stosowania jako 

element terapii skojarzonej z Paklitakselem u pacjentek z potrójnie ujemnym BC. 

Intensywnie badaną strategią mającą na celu poprawę efektów terapii systemowej jest 

wykorzystanie nanocząstek jako nośników dla leków przeciwnowotworowych. We 

wcześniejszej części tekstu został przytoczony przykład zastosowania 

nanocząsteczkowego kompleksu paklitakselu z albuminą (NabP). Obecnie analogiczna 

strategia jest testowana dla rapamycyny (NabR). Ponadto prowadzone są również badania 

nad wykorzystaniem liposomów jako DDS dla doksorubicyny oraz docetakselu celem 

poprawy skuteczności leczenia oraz redukcji działań niepożądanych. W dodatku trwają 

badania nad oceną użyteczności stosowania tak zwanej chemioterapii metronomicznej, 

czyli strategii leczenia polegającej na bardzo częstym podawaniu cytostatyków w 

najmniejszych możliwych dawkach bez dłuższych przerw w leczeniu. Strategia ta ma 

potencjalnie zapewnić lepszy efekt immunomodulujący oraz antyangiogenny. Powyższe 

przykłady ukazują, że badania nad nowatorskimi metodami leczenia systemowego BC 

jest dynamicznie rozwijającą się dziedziną farmakoterapii nowotworów.  

 

2.4 Ostra Białaczka Szpikowa (AML – ang. acute myeloid leukemia) [55-58] 

Ostra Białaczka Szpikowa (AML) jest stosunkowo rzadkim nowotworem złośliwym 

wywodzącym się z komórek linii szpikowej, który obejmuje kilka podtypów. Podtypy 

AML wyróżnia się na podstawie charakterystyki komórek, z których się wywodzi oraz 

obecności określonych mutacji genetycznych, które determinują przebieg choroby, 

rokowanie oraz możliwości terapeutyczne. Pośród nich wyróżnić można Ostrą Białaczkę 

Promielocytową (APL – ang. acute promyelocytic leukemia), charakteryzującą się 

obecnością translokacji t(15;17)(q24;q21), której rezultatem jest powstanie zmutowanej 

wersji receptora dla kwasu retinowego alfa (RAR-α – ang. retinoic acid receptor alpha). 

Inny podtyp stanowią białaczki z grupy CBF (core binding factor), charakteryzujące się 
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występowaniem następujących aberracji cytogenetycznych: [inv16(p13;q22)] lub 

t(16;16)(p13;q22)] oraz  t(8;21)(q22;q22);. Leczenie AML obejmuje 3 fazy – indukcję, 

konsolidację oraz leczenie podtrzymujące. Powszechnie stosowanym leczeniem AML 

jest terapia skojarzona składająca się daunorubicyny oraz cytarabiny (Ara-C). Leki te 

podawane są w schemacie 3+7 – 3 dni podawania daunorubicyny + 7 dni ara-C 

(wykorzystywane są w fazie indukcji oraz konsolidacji). Niestety skuteczność tego 

leczenia mierzona odsetkiem 5-letnich przeżyć jest niezadowalająca. Odsetek ten nie 

przekracza 35% w populacji pacjentów przed 60r. życia, natomiast w grupie pacjentów 

powyżej 60r. życia waha się on pomiędzy 10% a 15%. Jednakże wprowadzanych jest 

coraz więcej celowanych form leczenia, które uwzględniają występowanie konkretnych 

mutacji determinujących fenotyp określonego podtypu AML. W leczeniu APL z uwagi 

na mutację RAR-α, zastosowanie znalazł kwas all-trans retinowy, umożliwiając znaczną 

poprawę rokowania. Lek ten jest elementem leczenia skojarzonego z trójtlenkiem arsenu, 

jednakże w ostatnich latach pojawiają się doniesienia o wyższej skuteczności terapii 

trójlekowej obejmującej wspomnianą kombinację rozszerzona poprzez dodanie 

idarubicyny. W przypadku AML z ekspresją antygenu CD33 zastosowanie znajduje 

gemtuzumab – ozogamicin (GO) – koniugat składający się z przeciwciała 

monoklonalnego anty CD33 oraz ozogamycyny, leku o właściwościach cytostatycznych. 

Wykazano, że dodanie tego koniugatu jako kolejnej składowej  leczenia skojarzonego 

obejmującego daunorubicynę oraz ara-C przyczynia się istotnie do poprawy efektów 

leczenia. Zaobserwowano również znaczną poprawę wyników leczenia AML z grupy 

CBF (ang. core binding factor) po dodaniu GO do schematu leczenia obejmującego 

fludarabinę oraz wysokie dawki ara-C. Wychodząc naprzeciw potrzebom personalizacji 

leczenia w zależności od obecności konkretnych aberracji genetycznych, stosuje się coraz 

więcej celowanych form leczenia. Wśród nich wymienić można inhibitory: FLT3 (np. 

midostaurynę), IDH (np. IDH1i – ivosidenib, IDH2i – enasidenib. Istotnym w leczeniu 

AML lekiem celowanym jest też venetoklaks, będący inhibitorem antyapoptotycznego 

białka BCL-2, które ulega deregulacji w niektórych podtypach AML. Wysoce skuteczną 

strategią okazało się też wykorzystanie liposomów zawierających daunorubicynę z 

cytarabiną w stosunku stechiometrycznym 1:5. Preparat ten – Vyxeos, został już 

zatwierdzony do leczenia AML przez FDA. Wiele danych wskazuje na to, że istotną rolę 

w leczeniu AML może odgrywać azacytydyna (głównie jako składowa terapii 

skojarzonych). Doustna forma tego leku znana jako CC-486 została zarejestrowana do 

leczenia podtrzymującego AML. Należy dodać, że bardzo istotną rolę w terapii AML 
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pełni allogeniczny przeszczep komórek macierzystych szpiku. Zaletą tej strategii leczenia 

jest redukcja ryzyka wznowy oraz poprawa odsetka przeżyć w perspektywie 

długoterminowej. Niestety jest to procedura obarczona dużym ryzykiem zagrażających 

życiu działań niepożądanych, w związku z czym nie każdy pacjent może być do niej 

zakwalifikowany. Pomimo znacznego postępu na polu możliwości terapeutycznych AML 

oraz poprawy rokowania pod względem odsetka przeżywalności, wciąż istnieją 

wyzwania terapeutyczne, wymagające poszerzenia badań w tej dziedzinie. Kluczowym 

problemem jest ograniczenie możliwości leczenia w zależności od kondycji fizycznej 

pacjenta, determinowane obciążeniem dla organizmu wynikającym z wielolekowej 

terapii. W związku z tym wielu pacjentów ze znaczną wielochorobowością nie może być 

zakwalifikowana do leczenia metodą o wysokiej skuteczności. W obliczu tego istotne jest 

poszukiwanie nowych strategii leczenia pozwalających na redukcję jego toksyczności 

przy zachowaniu możliwie najwyższej skuteczności, tak aby jak największe grupy 

pacjentów mogły z takiego leczenia skorzystać. 

 

 

2.5 Przewlekła Białaczka Szpikowa (CML – ang. chronic myeloid leukemia) [59,60] 

Przewlekła Białaczka Szpikowa (CML) jest nowotworem złośliwym wywodzącym 

się z komórek linii szpikowej, którego etiologia zdeterminowana jest przez translokację 

t(9;22)(q34;q11), skutkującą powstaniem genu fuzyjnego BCR/ABL. Produkt tego genu 

wykazuje aktywność kinazy tyrozynowej, która przyczynia się do nadmiernego 

stymulowania proliferacji komórek posiadających gen BCR/ABL. Opracowanie 

selektywnych inhibitorów domeny kinazowej białka BCR/ABL (TKI – tyrosine kinase 

inhibitors) przyczyniło się do diametralnej poprawy rokowania pacjentów z CML przy 

zachowaniu zadowalającej jakości życia. Obecnie przewidywalna długość życia 

pacjentów odpowiadających na leczenie TKI nie różni się w znaczący sposób od wartości 

tego parametru dla populacji ludzi zdrowych. TKI stosowane w leczeniu CML podzielić 

można na 3 generacje. Do pierwszej z nich zalicza się: imatinib, do drugiej: dasatinib, 

bosutinib oraz nilotinib, natomiast trzecia generacja obejmuje ponatinib oraz asciminib. 

Wskazaniem do włączenia TKI wyższych generacji jest wystąpienie oporności na 

imatinib. Istotna jest też obecność mutacji ABL1-T315, która wiąże się z opornością na 

imatinib oraz TKI drugiej generacji. W przypadku pacjentów z CML wykazujących 
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obecność wspomnianej mutacji dedykowanym lekiem pozostaje ponatinib (TKI trzeciej 

generacji). W dodatku zmiana jednego TKI na inny (w obrębie tej samej generacji) może 

być podyktowana indywidualną tolerancją na konkretny lek. Pomimo wysokiej 

skuteczności oraz korzystnego profilu bezpieczeństwa TKI, w niektórych grupach 

pacjentów prowadzenie efektywnego leczenia może być ograniczane przez uciążliwe 

skutki uboczne. U pacjentów nie wykazujących odpowiedzi na leczenie selektywne 

zastosować można także alternatywne formy leczenia. Wśród młodszych pacjentów 

zastosowanie znajduje m.in. allogeniczny przeszczep komórek macierzystych szpiku, 

który stanowi formę leczenie definitywnego, dającego szansę na całkowite wyleczenie. 

W grupie pacjentów starszych allogeniczny przeszczep szpiku może wiązać się ze zbyt 

dużym ryzykiem z uwagi na wielochorobowość. Dlatego w tej grupie pacjentów 

zastosowanie znajduje włączenie kombinacji TKI z innymi lekami takimi jak: 

azacytydyna, decytabina, hydroksymocznik, cytarabina. Terapia taka ma na celu 

możliwie jak najlepszą kontrolę progresji choroby. Farmakoterapia CML ukazuje jak 

duży potencjał leczniczy mogą wnosić leki selektywne, które działają na poziomie 

zdefiniowanego celu molekularnego. Bardzo wysoka skuteczność idąca w parze z 

wysoką selektywnością (ograniczającą działania niepożądane) daje pacjentom 

reagującym na leczenie szanse na zachowanie długości oraz stosunkowo wysokiej jakości 

życia pomimo choroby. Problemem wciąż wymagającym uwagi są rozwijające się w 

trakcie leczenia oporności na leczenie selektywne, występowanie w niektórych grupach 

pacjentów uciążliwych działań niepożądanych oraz ograniczenie możliwości leczenia z 

uwagi na występowanie chorób współistniejących, które wpływają na tolerancję leczenia.   

 

2.6 Niedrobnokomórkowy Rak Płuca (NSCLC – ang. non small cell lung cancer) 

[61,62] 

Rak płuc (Lung Cancer – LC) stanowi jedną z najczęstszych przyczyn śmierci 

spowodowanych chorobą nowotworową w skali globalnej. Z uwagi na podstępny, skąpo-

objawowy przebieg we wczesnych stadiach choroby, LC rozpoznawany jest najczęściej 

w momencie gdy choroba ma już inwazyjny charakter (naciekanie miejscowe, zajęcie 

węzłów chłonnych, przerzuty odległe). Wspomniana charakterystyka przebiegu LC 

generuje istotne wyzwanie diagnostyczno – terapeutyczne z uwagi na to, że w przypadku 

chorych z rozpoznanym LC w wysokim stadium zaawansowania skuteczne opcje 
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terapeutyczne są znacznie ograniczone a szanse na wyleczenie nikłe. Ze względu na 

charakterystykę histologiczną LC można podzielić na dwa podtypy: SCLC (small cell 

lung cancer – drobnokomórowy rak płuca) oraz NSCLC (non – small cell lung cancer – 

nie drobnokomórkowy rak płuca). Dodatkowy podział rozróżnia fenotypy LC pod 

względem rodzaju tkanki z jakiej się wywodzi. W tym przypadku podział wyróżnia raka 

pochodzenia nabłonkowego oraz gruczołowego. Większość LC zaklasyfikować można 

jako NSCLC. W kontekście leczenia NSCLC w niskich stadiach zaawansowania 

kluczową rolę odgrywa leczenie chirurgiczne – resekcja. Jednakże, w przypadku 

wyższych stopni zaawansowania potencjalne ryzyko zabiegu przewyższa oczekiwane 

korzyści. Z tego względu u chorych w zaawansowanym stadium choroby kluczową rolę 

w leczeniu odgrywa radio- oraz chemioterapia lub skojarzenie obu metod – 

radiochemioterapia. Do leków wykorzystywanych w chemioterapii NSCLC należą 

cisplatyna oraz karboplatyna. Leki te stosowane są w połączeniu z gemcytabiną, 

taksanami lub pemetrexedem. W ostatnich latach pojawia się coraz więcej opcji 

terapeutycznych wykorzystujących leki immunologiczne oraz leki ukierunkowane na 

cele molekularne. Leczenie immunologiczne obejmuje m.in. stosowanie inhibitorów 

immunologicznych punktów kontrolnych takich jak: ipilimumab, pembrolizumab oraz 

atezolizumab. Istotną rolę w terapii celowanej odgrywa hamowanie aktywności VEGFR. 

Bewacyzumab – przeciwciało monoklonalne skierowane przeciw VEGFR uzyskał 

rejestrację FDA do stosowania w leczeniu NSCLC jako element leczenia skojarzonego. 

Dane pokazują, że skojarzenie bewacyzumabu z leczeniem immunologicznym może 

nieść ze sobą istotną poprawę rokowania. Jako leczenie ukierunkowane na cele 

molekularne rejestrację do leczenia NSCLC posiada już kilka inhibitorów EGFR, wśród 

których wymienić można: gefitinib, erlotinib oraz afatinib (mutacja w genie dla receptora 

EGFR występuje stosunkowo powszechnie w NSCLC). Inną formę leczenia celowanego 

stanowi selektywne blokowanie aktywności kinazy ALK. Kilka inhibitorów 

wspomnianej kinazy uzyskało już rejestrację do leczenia NSCLC wykazującego 

ekspresję ALK (crizotinib, lorlatinib, alectinib, ceritinib, brigatinib). Trwają dalsze 

badania nad opracowaniem oraz oceną skuteczności leków celowanych oraz 

zastosowania ich w kombinacji z innymi metodami leczenia. Warto wspomnieć, że istotną 

rolę w patogenezie NSCLC stanowić mogą mechanizmy molekularne związane z 

aktywnością niekodującego RNA. Dane wskazują, że lncRNA CCAT1 pełni istotną rolę 

w procesie rozwoju NSCLC uczestnicząc m.in. w stymulowaniu procesu proliferacji 

komórek nowotworowych oraz zwiększaniu ich zdolności migracyjnych. Na modelach 
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komórkowych NSCLC wykazano, że wyciszenie ekspresji CCAT1 może znacząco 

wpłynąć na ograniczenie rozwoju nowotworu poprzez hamowanie wspomnianych 

procesów. Opracowanie selektywnych oraz wysoce skutecznych form leczenia NSCLC 

daje nadzieję na znaczną poprawę rokowania pacjentów z NSCLC. 

 

2.7 Kluczowe mechanizmy oporności na leki przeciwnowotworowe [63-66] 

Podczas prowadzenia leczenia onkologicznego, komórki nowotworowe podlegają 

ciągłym procesom adaptacji, które w efekcie przyczyniają się do ograniczenia 

skuteczności terapii. Szczególną rolę w procesach adaptacji pełnią tzw. „nowotworowe 

komórki macierzyste” (Cancer Stem Cells – CSCs), stanowiące populację komórek 

nowotworu, którą charakteryzuje zdolność do samoodnowy, potencjał do intensywnej 

proliferacji, nietypowe różnicowanie oraz duża plastyczność. Cechy te przyczyniają się 

do generowania dużej heterogenności komórek w obrębie guzów nowotworowych, co 

ułatwia powstawanie subpopulacji komórek opornych na stosowane leki. Rozwój 

oporności na leki może być warunkowany przez procesy takie jak: aktywne usuwanie 

leków z komórki, ograniczony transport do komórki, rozkład enzymatyczny leków, 

zmiana konformacji punktu uchwytu leku, zmieniony metabolizm komórek 

nowotworowych, hamowanie apoptozy, amplifikację onkogenów, zmiany epigenetyczne, 

interferencję RNA, a także interakcję komórek nowotworowych z ich środowiskiem 

zewnątrzkomórkowym oraz układem immunologicznym. Udowodniono, że oporność na 

DOX może być rezultatem wzmożonej aktywności transporterów błonowych z rodziny 

ABC (ang. atp binding cassette), które wykorzystując energię uwolnioną w wyniku 

hydrolizy ATP aktywnie transportują cząsteczki leku z komórki. W dodatku oporność na 

DOX może być także rezultatem wywołanej mutacją zmiany konformacji enzymu 

Topoizomerazy II, którego hamowanie stanowi jeden z mechanizmów 

przeciwnowotworowego efektu DOX (zmiana konformacji utrudnia wiązanie się leku w 

miejscu jego działania). Innym przykładem wpływu zmiany konformacji punktu uchwytu 

na rozwój lekooporności, jest spadek efektywności działania imatinibu w leczeniu CLL 

jako rezultat mutacji, której efektem jest zmiana konformacyjna fragmentu kinazy 

BCR/ABL, do którego przyłącza się ten TKI. W przypadku ara-C oporność na leczenie 

rozwijać może się na drodze regulacji w dół (downregulation) enzymu o aktywności 

fosforylazy (kinaza deoksycytydyny), który jest niezbędny do konwersji tego proleku w 
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jego aktywną formę. Przykład udziału rozkładu enzymatycznego w rozwoju oporności na 

leki przeciwnowotworowe stanowić może oporność komórek NSCLC (A549) na 

paklitaksel. Na tym modelu komórkowym wykazano, że spadek wrażliwości na PTX 

skorelowany jest ze wzrostem aktywności jednej z izoform enzymu cytochromu CYP450 

(CYP1B1). Jedną z głównych funkcji enzymów z tej grupy jest rozkład enzymatyczny 

leków. Przykładem roli ograniczonego transportu dokomórkowego leków w rozwoju 

oporności na terapię jest rozwój oporności na metotreksat (MTX) w ALL. Udowodniono, 

że wzrost oporności na MTX może być uwarunkowany spadkiem aktywności 

specyficznego transportera dla folianów (hRFC – reduced folate carrier). Z drugiej 

strony, zmniejszona wrażliwość na MTX może być także uwarunkowana amplifikacją 

genu reduktazy dihydrofolianowej, której MTX jest kompetycyjnym inhibitorem. 

Funkcja epigenetyki  w procesie narastania lekooporności wynika z wpływu modyfikacji 

epigentycznych na stopień kondensacji chromatyny, determinujący poziom ekspresji 

genów. Wykazano, że stosowanie azacytydyny – leku o właściwościach 

hipometylujących, może w istotnym stopniu zwiększać wrażliwość komórek 

nowotworowych na leki antynowotworowe takie jak: cisplatyna, 5-fluorouracyl oraz 

winkrystyna. W kontekście roli interakcji komórek nowotworowych z ich otoczeniem 

komórkowym w rozwoju oporności na leczenie warto zwrócić uwagę na funkcję tzw. 

„fibroblastów związanych z nowotworem” – (cancer associated fibroblasts), które 

wydzielając czynniki wzrostu (HGF, EGF), IL6 oraz cytokiny mogą w znaczący sposób 

przyczyniać się do ograniczania odpowiedzi na leczenie. W dodatku sama specyfika 

metabolizmu komórek nowotworowych może istotnie przyczyniać się do zmiany 

warunków środowiska zewnątrzkomórkowego, w którym się znajdują. Produkcja przez 

nie dużych ilości mleczanu przyczynia się do istotnego obniżenia pH środowiska 

zewnątrzkomórkowego guzów nowotworowych, co stanowić może swego rodzaju 

barierę fizykochemiczną dla leków przeciwnowotworowych.  Wysokie zdolności 

adaptacyjne komórek nowotworowych oraz wielotorowość rozwoju mechanizmów 

kompensacyjnych ograniczających efektywność leczenia stanowią jedno z głównych 

wyzwań leczenia onkologicznego. 
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2.8 Systemy transportu leków ze szczególnym uwzględnieniem roli dendrymerów 

PAMAM [67- 70] 

Intensywnie badaną koncepcją walki z lekoopornością w terapii nowotworów 

złośliwych jest zastosowanie nanocząstek w roli systemów transportu leków (DDS). 

Pośród nich powszechnie testowane są: liposomy, micele, nanorurki, polimery 

syntetyczne, nanocząstki złota, nanokompozyty oparte na chitozanie oraz dendrymery. 

Zalety płynące z zastosowania DDS to m.in.: zmodyfikowany profil uwalniania leków, 

uwalnianie zależne od pH, ograniczenie rozkładu enzymatycznego, poprawa 

rozpuszczalności, zwiększona akumulacja w tkankach nowotworowych oraz poprawa 

transportu dokomórkowego przyłączonych leków. W dodatku DDS mogą być 

modyfikowane poprzez kowalencyjne przyłączenie cząsteczek będących substratami dla 

receptorów ulegających amplifikacji w komórkach nowotworowych (tzw. „cząsteczki 

adresujące” – targeting molecules; TM). Taka strategia ma na celu zwiększenie 

selektywności transportu leków, tak aby zmniejszyć ich oddziaływanie względem 

komórek nienowotworowych przy zachowaniu efektu przeciwnowotworowego. 

Zastosowanie DDS może w znaczący sposób poprawić biodostępność leków, których 

aktywność biologiczna jest limitowana poprzez słabą rozpuszczalność w środowisku 

wodnym (taksany). Ponadto przyłączenie kowalencyjne leków do DDS przy użyciu 

łączników wrażliwych na pH zapewnia ograniczenie degradacji enzymatycznej leków i 

toksyczności terapii. Lek może wykazywać swoją aktywność po uwolnieniu z DDS przy 

niskim pH tkanki nowotworowej (kontrolowane uwalnianie). Kolejną potencjalną zaletą 

stosowania DDS jest ułatwienie pokonywania barier biologicznych (takich jak bariera 

krew – mózg) poprzez leki transportowane przy użyciu tych systemów. Z uwagi na 

zmienioną morfologię naczyń krwionośnych zaopatrujących guzy nowotworowe, wzrost 

zawartości białek macierzy międzykomórkowej oraz ograniczony odpływ płynu 

międzytkankowego drogą naczyń limfatycznych, leki przyłączone do DDS mogą ulegać 

intensywniejszej akumulacji w tkankach guzów nowotworowych względem zdrowych 

tkanek. Efekt ten definiowany jest jako EPR (enhanced permeability and retention) i 

odpowiada on za poprawę skuteczności stosowania dostarczanych terapeutyków przy 

jednoczesnym obniżeniu toksyczności względem nienowotworowych tkanek. W 

odróżnieniu od EPR, który jest procesem pasywnym, można również poprawić 

selektywność dostarczania leków przez DDS na drodze przyłączania do nich 

nanocząsteczkowych TM. W tym celu wykorzystywane są ligandy dla receptorów takich 
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jak: FR – receptor dla folianów, TfR – receptor dla transferryny, EGFR – receptor 

naskórkowego czynnika wzrostu. Strategia ta ma na celu aktywną intensyfikację 

wnikania tak zmodyfikowanych DDS (wraz z lekami) do komórek nowotworowych 

posiadających określone receptory. Dendrymery PAMAM [Poliamidoaminowe -

poly(amidoamine)] to grupa rozgałęzionych sferycznych nanocząstek, które 

charakteryzuje zależna od generacji ilość terminalnych grup aminowych. Protokół 

syntezy PAMAM został po raz pierwszy opisany przez Tomalię w 1985r. Głównym 

etapem syntezy tych dendrymerów jest addycja akrylanu metylu do diaminy. Strukturę 

PAMAM podzielić można na 3 zasadnicze elementy: rdzeń zbudowany z etylenodiaminy, 

gałęzie powstałe w wyniku łączenia się wiązaniami amidowymi kolejnych cząsteczek 

etylenodiaminy z akrylanem metylu oraz powierzchniowe grupy aminowe (Ryc.1).  

Z uwagi na swój sferyczny kształt oraz znaczną ilość terminalnych grup aminowych, 

które mogą posłużyć do kowalencyjnego przyłączenia leków, polioli a także TM, 

PAMAM są obecnie intensywnie testowane jako DDS dla leków 

przeciwnowotworowych. W roli TM przyłączonych do PAMAM z powodzeniem 

wykorzystano kwas foliowy oraz biotynę, uzyskując wzrost cytotoksyczności tak 

zmodyfikowanych koniugatów PAMAM z lekami przeciwnowotworowymi względem 

modeli komórkowych wybranych nowotworów. Funkcjonalizacja powierzchniowych 

grup aminowych może służyć również poprawie rozpuszczalności koniugatów w wodzie 

oraz ograniczeniu toksycznego efektu względem komórek nienowotworowych 

wynikającego z kationowego charakteru cząsteczek PAMAM. Wykazano, że 

zmniejszenie toksyczności można osiągnąć poprzez np. PEG-ylację dendrymerów. 

Jednakże w niektórych okolicznościach kationowy charakter stanowić może zaletę 

PAMAM. Właściwość tę można np. wykorzystać do elektrostatycznego przyłączenia 

anionowych cząsteczek kwasów nukleinowych do PAMAM. W ten sposób PAMAM 

mogą również zostać zastosowane jako systemy transportu dla sekwencji DNA oraz 

cząsteczek niekodującego RNA (np. siRNA). Udowodniono, że enkapsulacja 

doxorubicyny w strukturę dendrymeru PAMAM G3 (generacji trzeciej) przyczynia się do 

istotnego zwiększenia wychwytu oraz akumulacji kompleksu (enkapsulatu) PAMAM-

DOX przez komórki nowotworowe z linii Caco-2 (w porównaniu z samym DOX). 

Postulowanym mechanizmem odpowiedzialnym za ten efekt jest ograniczenie usuwania 

leku przyłączonego do PAMAM przez transportery z grupy ABC (glikoproteina P – P-

gp).[71] 
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Ryc. 1. Model graficzny dendrymerów PAMAM 

 

Na modelu komórkowym raka jajnika (OVCAR-3) wykazano potencjalizację wychwytu 

paklitakselu przyłączonego do biotynylowanego PAMAM przez komórki nowotworowe. 

Wzrost wychwytu był w tym przypadku istotnie większy dla wspomnianej linii 

nowotworowej w porównaniu do komórek nienowotworowych z grupy kontrolnej 

(HEK293T). Dowodzi to większej selektywności efektu cytotoksycznego PTX po 

przyłączeniu go do tak zmodyfikowanego PAMAM. [72] 

Dane z ostatnich lat wskazują, że dendrymery PAMAM mogą odgrywać istotną rolę w 

leczeniu nowotworów złośliwych z uwagi na ich właściwości umożliwiające poprawę 

biodostępności oraz selektywności działania chemoterapeutyków. Dodatkowo ich 

struktura chemiczna umożliwia przyłączanie kombinacji leków oraz wprowadzanie 

modyfikacji, które mogą zwiększać selektywność wychwytu przez komórki 

nowotworowe. Zastosowanie PAMAM jako DDS stwarza zatem perspektywę 
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opracowania efektywnych, niosących mniej toksycznych skutków ubocznych 

spersonalizowanych metod terapeutycznych do walki z nowotworami złośliwymi. 
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3. Hipoteza i cele badawcze 

3.1 Hipoteza badawcza  

Dendrymery PAMAM G2-G4 zmodyfikowane poprzez addycję polioli i/lub biotyny 

mogą stanowić skuteczne nośniki dla leków przeciwnowotworowych oraz kombinacji 

wielolekowych, skutkując wzrostem aktywności przeciwnowotworowej otrzymanych 

przy ich użyciu koniugatów. Koniugaty z dwoma lub więcej lekami o różnych 

mechanizmach działania mogą wykazywać wzmocniony efekt przeciwnowotworowy 

poprzez addycję lub synergię. 

3.2 Cele badawcze realizowane w cyklu publikacji 

Tematem przewodnim cyklu publikacji jest synteza, charakterystyka oraz ocena 

aktywności biologicznej koniugatów dendrymerów PAMAM G2-G4, które zostały 

zmodyfikowane poprzez addycję cząsteczek takich jak (R-glicydol, biotyna oraz α-D-

glukoheptono-1,4-lakton), z lekami oraz kombinacjami leków przeciwnowotworowych.  

 

Pierwsza z publikacji [D1] Malinga-Drozd, M.; Uram, Ł.; Wróbel, K.; Wołowiec, S. 

Chiral Recognition of Homochiral Poly (amidoamine) Dendrimers Substituted with R- 

and S-Glycidol by Keratinocyte (HaCaT) and Squamous Carcinoma (SCC-15) Cells In 

Vitro. Polymers 2021, 13, 1049.] dotyczyła oceny wpływu addycji R- lub S-glicydolu do 

dendrymerów PAMAM G2 oraz G3 na wychwyt tak zmodyfikowanych koniugatów 

poprzez komórki nowotworowe (SCC-15) oraz nienowotworowe (HaCaT). 

Celem 3 kolejnych publikacji przedstawionych jako dorobek naukowy do oceny [D2, 

D3, D4]: [Wróbel K, Wołowiec S, Markowicz J, Wałajtys-Rode E, Uram Ł. Synthesis of 

Biotinylated PAMAM G3 Dendrimers Substituted with R-Glycidol and 

Celecoxib/Simvastatin as Repurposed Drugs and Evaluation of Their Increased Additive 

Cytotoxicity for Cancer Cell Lines. Cancers. 2022; 14(3):714.]  [Uram Ł, Wróbel K, 

Walczak M, Szymaszek Ż, Twardowska M, Wołowiec S. Exploring the Potential of 

Lapatinib, Fulvestrant, and Paclitaxel Conjugated with Glycidylated PAMAM G4 

Dendrimers for Cancer and Parasite Treatment. Molecules. 2023; 28(17):6334.] 

[Lewińska A, Wróbel K, Błoniarz D, Adamczyk-Grochala J, Wołowiec S, Wnuk M. 

Lapatinib- and fulvestrant-PAMAM dendrimer conjugates promote apoptosis in 

chemotherapy-induced senescent breast cancer cells with different receptor status. 
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Biomater Adv. 2022 Sep;140:213047.],  była synteza koniugatów PAMAM G3 oraz G4 

zawierających kombinacje różnych leków przeciwnowotworowych, a następnie ocena 

ich biologicznej aktywności. Postulowanym efektem biologicznym była synergia i/lub 

addycja oraz wzrost selektywności zastosowanej kombinacji na modelach komórkowych 

wybranych nowotworów: glejak wielopostaciowy, rak piersi, nie-drobnokomórkowy rak 

płuca, rak kolczystokomórkowy. W tym celu porównywano m.in. cytotoksyczność oraz 

akumulację komórkową wspomnianych koniugatów dla linii komórek nowotworowych 

względem komórek nienowotworowych.  

Założeniem pracy [D5] [Wróbel, K.; Deręgowska, A.; Betlej, G.; Walczak, M.; Wnuk, 

M.; Lewińska, A.; Wołowiec, S. Cytarabine and dexamethasone-PAMAM dendrimer di-

conjugate sensitizes human acute myeloid leukemia cells to apoptotic cell death, Journal 

of Drug Delivery Science and Technology, Volume 81, 2023,104242] było opracowanie 

innowacyjnej ścieżki syntezy koniugatów fosforanów leków z dendrymerami PAMAM 

G3 poprzez wiązania fosforamidowe oraz ocena aktywności biologicznej koniugatów na 

modelach komórkowych ludzkich białaczek.  

 

Cele badawcze realizowane w toku wymienionych powyżej publikacji 

skoncentrowane były wokół: 

a) Opracowania strategii kowalencyjnego przyłączania leków 

przeciwnowotworowych do dendrymerów PAMAM G3 i G4 przy użyciu 

określonych linkerów oraz modyfikacji dendrymerów PAMAM G2-G4 

poprzez addycję cząsteczek mających pełnić rolę TM (cząsteczki adresujące) 

takich jak: R-glicydol, biotyna oraz α-D-glukoheptono-1,4-lacton.  

b) Określenie składu cząsteczkowego produktu poprzez zdefiniowanie 

stechiometrii koniugatów metodą spektrometrii jądrowego rezonansu 

magnetycznego (NMR) oraz charakterystykę fizykochemiczną otrzymanych 

koniugatów (określenie średnicy cząsteczkowej, indeksu polidyspersji, 

potencjału zeta). 

c) Zbadanie aktywności biologicznej otrzymanych koniugatów na modelach 

komórkowych wybranych nowotworów złośliwych w odniesieniu do linii 

komórek nienowotworowych (grupa kontrolna). Celem badawczym było 
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określenie wpływu koniugatów na proliferację, przeżywalność, oraz retencję 

komórkową koniugatów lek/leki-PAMAM.  

d) W przypadku publikacji D4 i D5 celem badawczym była ocena wpływu 

otrzymanych koniugatów na apoptozę komórek nowotworowych. 

Założeniem przedstawionego cyklu publikacji była ocena poprawy 

biodostępności wybranych leków poprzez przyłączenie ich do PAMAM oraz zbadanie, 

czy występuje synergia lub addycja w cytotoksyczności względem komórek 

nowotworowych jako rezultat zastosowania kombinacji leków o różnych mechanizmach 

działania. Dodatkowym celem było zbadanie, czy addycja wspomnianych TM do 

nośników opartych o PAMAM, które następnie wykorzystano do syntezy koniugatów 

lek/leki-PAMAM przyczynia się do poprawy preferencyjności wnikania tak 

zmodyfikowanych koniugatów do komórek nowotworowych w porównaniu z 

komórkami nienowotworowymi (uzyskanie większej selektywności).  
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4. Opis wkładu, metodologia oraz omówienie publikacji  

4.1 Opis mojego wkładu w realizację cyklu publikacji 

Celem serii syntez przeprowadzonych w cyklu publikacji [D1-D5] było 

otrzymanie koniugatów dendrymerów PAMAM G2-G4 z lekami lub kombinacjami 

leków oraz cząsteczkami, których rolą miała być poprawa biodostępności koniugatów. 

Zsyntezowane związki były następnie wykorzystywane do oceny ich biodostępności oraz 

aktywności biologicznej względem wybranych linii nowotworowych. Do otrzymania 

koniugatów dendrymerów PAMAM G2-G4 z lekami, kombinacjami leków, alkoholami 

polihydroksylowymi oraz związkami pełniącymi rolę cząsteczek adresujących 

wykorzystano różne strategie syntezy.  

W publikacji D1 prowadziłem funkcjonalizację powierzchniowych grup 

aminowych PAMAM G2 oraz G3 poprzez addycję R- oraz S- glicydolu. Mój udział w 

publikacji obejmował syntezę, oczyszczanie oraz charakterystykę otrzymanych 

koniugatów przy wykorzystaniu spektroskopii NMR. Reakcję addycji przeprowadziłem 

w metanolu z zastosowaniem nadmiaru stechiometrycznego glicydolu (R- lub S-) 

względem dendrymerów oraz fluorescencyjnie wyznakowanych analogów. Po 

dialitycznym oczyszczeniu produktów reakcji wykonałem przy użyciu spektroskopii 

NMR serię pomiarów celem scharakteryzowania związków oraz określenia ich składu 

cząsteczkowego. Wykonane zostały widma jednowymiarowe (1H NMR, 13C NMR) oraz 

dwuwymiarowe (COSY, HMBC, HSQC). Na podstawie widm zdefiniowałem skład 

otrzymanych związków, który był następujący: G216RglF, G219SglF, G319RglF, G335SglF, 

G219RglR, G230SglR, G345RglR, oraz G335SglR [F – izotiocyjanian fluoresceiny, R – 

izotiocyjanian rodaminy, Rgl – R-glicydol, Sgl – S-glicydol]. Opracowane metody 

syntezy, separacji oraz oczyszczania makrocząsteczkowych produktów zastosowałem 

również w pozostałych publikacjach [D2-D5]. 

 W publikacji D2 zsyntezowałem, wyizolowałem i scharakteryzowałem 

strukturalnie otrzymane związki. Dendrymer PAMAM G3 został wykorzystany do 

przeprowadzenia funkcjonalizacji poprzez addycję NHS-biotyny (N-hydroksyimid 

kwasu bursztynowego biotyny). Biotynylowany dendrymer wykorzystałem w następnym 

kroku do przeprowadzenia addycji leków: symwastatyny, celekoksybu oraz kombinacji 

celekoksyb/symwastatyna. Addycję celekoksybu wykonałem wykorzystując konwersję 

tego leku do pochodnej bursztynianowej na drodze reakcji z bezwodnikiem kwasu 
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bursztynowego. Przeprowadzona w ten sposób aktywacja pozwoliła na kowalencyjne 

przyłączenie celekoksybu do terminalnych grup NH2 dendrymeru PAMAM G3. 

Natomiast symwastatyna została przyłączona po aktywacji, do której wykorzystałem  

karbonylodiimidazol (CDI). Powierzchniowe grupy aminowe, które nie zostały 

podstawione biotyną ani lekami, zablokowałem R-glicydolem. Do oczyszczenia oraz 

scharakteryzowania otrzymanych związków wykorzystałem metody opisane powyżej. 

Skład cząsteczkowy zsyntezowanych koniugatów zdefiniowałem jako: G32B6C8gl, 

G32B4S14gl, G32B2C4S12gl [B – Biotyna, C – celekoksyb, S – simwastatyna, gl – R-glicydol]. 

Wybór R-glicydolu został podyktowany rezultatami badań biologicznych koniugatów 

otrzymanych w D1, które zostaną opisane w dalszej części tekstu.  

W [D3] R-glicydylację zastosowałem ponownie celem poprawy rozpuszczalności 

koniugatów PAMAM G4 z hydrofobowymi lekami antynowotworowymi. Dokonałem 

wyboru leków antynowotworowych oraz docelowych modeli komórkowych 

nowotworów na których testowano aktywność koniugatów. Przeprowadziłem syntezy 

koniugatów PAMAM G4 z lekami: paklitaksel, lapatinib, fulvestrant oraz potrójna 

kombinacja – paklitaksel/lapatinib/fulvestrant. Strategia syntezy została szczegółowo 

opisana w publikacji [73]. Użycie dendrymeru generacji 4 pozwoliło na przyłączenie 

większej ilości hydrofobowych leków do makrocząsteczkowego nośnika. PTX 

aktywowałem poprzez konwersję do pochodnej bursztynianowej na drodze reakcji z 

bezwodnikiem kwasu bursztynowego (w obecności pirydyny). Następnie pochodną 

bursztynianową PTX przyłączyłem do terminalnych grup PAMAM G4 przy użyciu jodku 

2-chloro-1-metylopirydyny w obecności DMAP. Produkt reakcji wyznakowałem 

fluorescencyjnie przy użyciu FITC. Fulvestrant (F) oraz lapatinib (L) aktywowałem przy 

użyciu p-nitrofenylochloromrówczanu (NPCF) i przyłączyłem do PAMAM G4, 

uprzednio wyznakowanego fluorescencyjnie FITC. Trójlekowy koniugat (G4PFL) 

otrzymałem wykorzystując wyznakowany fluorescencyjnie G4P, do którego 

przyłączyłem aktywowane reszty F i L. Wszystkie koniugaty zostały R-glicydylowane. 

Oczyszczanie oraz charakterystykę przeprowadziłem przy wykorzystaniu metod 

opisanych uprzednio [[73], [D1, D2]. Skład koniugatów określiłem metodą jądrowego 

rezonansu magnetycznego jako: G4*4P109gl, G4*13F64gl, G4*13L85gl, G4*4P11F11L74gl [* - FITC, 

P – paklitaksel, F – fulvestrant, L – lapatinib, [* - FITC]. 

Opracowałem koncepcję kowalencyjnego przyłączenia leków 

antynowotworowych stosowanych w leczeniu raka piersi (BC)  do 
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glukoheptoamidowanego PAMAM G3 w D4. W trakcie syntez PAMAM G3 został 

częściowo podstawiony α-D-glukoheptono-1,4-laktonem (gh) (12 reszt przyłączono 

kowalencyjnie do 32 grup aminowych). Zsyntezowałem koniugaty jednolekowe 

zawierające Lapatinib (L) lub Fulvestrant (F) oraz koniugat zawierający kombinację L/F. 

Zostały zsyntezowane, oczyszczone oraz scharakteryzowane zgodnie z procedurą 

opisaną w D3. Skład otrzymanych koniugatów zdefiniowałem przy użyciu spektroskopii 

NMR i był on następujący: G312gh*, G34L12gh*, G34F12gh* oraz G33L3F12gh*, [gdzie L – 

lapatinib, F – fulvestrant, gh - α-D-glukoheptono-1,4-lakton, * - FITC]. Podobnie jak w 

przypadku D3 potencjał zeta oraz średnica cząsteczkowa otrzymanych związków zostały 

wyznaczone metodą DLS przez współpracowników.  

W publikacji D5 moja rola ponownie polegała na syntezach, oczyszczaniu oraz 

charakterystyce metodą spektroskopii NMR serii biotynylowanych koniugatów PAMAM 

G3 z lekami oraz kombinacjami leków aktywnych względem komórek ludzkich 

białaczek. Tym razem do otrzymania koniugatów zastosowano nową strategię syntezy 

pozwalającą na przyłączenie leków poprzez wrażliwe na niskie pH wiązanie 

fosforamidowe. W pierwszym kroku, aby oszacować skuteczność karbonyldiimidazolu 

(CDI) jako aktywatora umożliwiającego fosforamidowe związanie pochodnych 

fosforanowych leków użyłem fosforany nukleozydów (AMP – 

adenozynomonofosforanem) oraz deoksynukleotydem (dTMP – deoksytymidyno 

monofosforanem) z uwagi na ich prostszą budowę chemiczną ułatwiającą 

charakterystykę otrzymanych związków przy użyciu spektroskopii NMR. Dla 

porównania w przypadku AMP zastosowałem również znaną strategię syntezy koniugatu 

wykorzystując EDC (etylenokarbodiimid). Postęp reakcji śledziłem na bieżąco 

wykorzystując spektroskopię 1H NMR. Po ustaleniu odpowiednich warunków reakcji 

przystąpiłem do syntezy koniugatów fosforanów leków z PAMAM G3. W pierwszym 

kroku zsyntezowany oraz scharakteryzowany został koniugat G37D (D - deksametazon). 

W następnej serii syntez wykorzystałem  G3 sfunkcjonalizowany poprzez przyłączenie 

jednej cząsteczki biotyny (G3B). Fosforany: cytarabiny (CP), fludarabiny (FP) oraz 

deksametazonu (DP), a także podwójne kombinacje zostały przyłączone do G3B przy 

użyciu CDI (reakcja w wodzie). Oczyszczanie oraz charakterystykę fizyko – chemiczną 

otrzymanych związków przeprowadziłem zgodnie z procedurami opisanymi w D1-D4. 

Dodatkowo otrzymane związki chemiczne zostały również zbadane przez 

współpracowników przy użyciu IR oraz 31P NMR. Skład otrzymanych koniugatów, które 
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wykorzystano potem do badań biologicznych określiłem jako: G3B7D, G3B7F, G3B13C, 

G3B5D5F, G3B11D10C [B – biotyna, D – fosforan deksametazonu, C – fosforan cytarabiny, 

F – fosforan fludarabiny]. Wszystkie otrzymane związki zostały wyznakowane 

fluorescencyjnie. Wykonałem także eksperyment uwalniania fosforanów z koniugatów 

dendrymerowych w niskim pH. W tym celu roztwory koniugatów G310A oraz G37D w 

workach dializacyjnych umieszczone zostały w 5L 1M buforu octanowego. Worki 

dializacyjne z roztworami koniugatów utrzymywane były w buforze przez: 1, 2, 4 oraz 8 

godzin (G310A); 1, 3, 6 godzin (G37D), a następnie przez 3 dni w środowisku wodnym 

(bez buforu). Po odparowaniu wody zarejestrowałem widma NMR związków i 

przeanalizowałem zmianę składu cząsteczkowego.  
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WZORY CHEMICZNE 

Dendrymery poliamidoaminowe i ich pochodne zastosowane jako 

makrocząsteczkowe nośniki leków. Kolorem niebieskim zaznaczono część nośnika 

PAMAM, a podstawniki modyfikujące są wyróżnione kolorem zielonym.  
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dendrymer poliamidoaminowy (PAMAM) trzeciej

generacji, G3; n = 32 i czwartej generacji, G4; n = 64

dendrymer PAMAM zmodyfikowany powierzchniowo poprzez 
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addycje -D-glukoheptono-1,4-laktonu

 

Ryc. 2. Wzory chemiczne pochodnych dendrymerów PAMAM  
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Wzory testowanych leków oraz drogi ich funkcjonalizacji i/lub syntezy koniugatów z 

dendrymerami. Dendrymer PAMAM jest w kolorze niebieskim, a linkery w kolorze 

czerwonym. 
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Ryc. 3. Schematy reakcji chemicznych prowadzących do otrzymania koniugatów 

PAMAM - lek 

 

Aktywatory i łączniki 
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Ryc. 4. Aktywatory i łączniki wykorzystane w syntezach 

 

Średnica cząsteczkowa, indeks polidyspersji oraz potencjał zeta został 

wyznaczony przy wykorzystaniu techniki dynamicznego rozpraszania światła (DLS - 

dynamic light scattering) w innych ośrodkach akademickich, dysponujących 

odpowiednimi urządzeniami. Wyznaczenie średnicy cząsteczkowej było szczególnie 

istotne w przypadku koniugatów zwierających leki oraz kombinacje leków wysoce 

hydrofobowych, pozwalając na identyfikację asocjatów otrzymanych związków. Wyniki 

pomiarów DLS wszystkich koniugatów, które badano w cyklu publikacji przedstawione 

zostały zbiorczo w poniższej tabeli (Tabela 1.). 
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Tabela 1. Średnice cząsteczkowe otrzymanych koniugatów oraz potencjały Zeta 

Koniugat Rozmiar [nm] Potencjał Zeta [mV] 

pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 

d(V) d(N) d(V) d(N) 

G3* 2.2 1.6 6.9 6.0 12.2 11.7 

G32B14gl 2.1  1.8  5.0  3.3  9.6  7.8  

G32B6C8gl 7.8  5.7  5.8  4.0  18.6  34.6  

G32B4S14gl 10.3  8.6  9.5  6.5  37.7  36.5  

G32B2Cel4S12gl 155  86.7  8.5  6.9  30.3  32.5  

G312S 85.8  57.2  44.2  25.3  42.4  32.9  

G34F 201 135 221 143 52.3 48.4 

G34L 19.8 11.4 27.5 18.5 21.7 29.9 

G33L3F 91.9 60.8 104.3 74.1 54.4 47.5 

G35D 2.02 1.59 4.49 3.62 5.18 5.17 

G3B7D 3.15 1.97 3.95 3.20 6.96 13.93 

G3B7F 2.13 1.69 3.79  3.03 15.43 22.81 

G3B5D5F 2.62 2.00 4.26 3.46 8.59 11.77 

G3B13C 2.42 2.31 3.62 3.55 8.36 14.24 
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G3B11D10C 2.53 2.42 4.50 4.12 6.21 8.08 

G4*P 154.73 99.20 156.26 94.62 13.57 33.26 

G4*L 162.06 113.13 a) 58.19 40.29 47.70 

G4*F 233.83 138.23 b) 155.37 38.02 45.23 

G4*PL 147.89 95.20 132.02 89.22 19.92 32.67 

G4*PF 174.82 113.41 125.26 81.60 29.29 33.83 

G4*PFL 174.38 105.47 165.00 118.78 34.33 35.32 

       

Wyniki wskazujące na (asocjację) otrzymanych związków zaznaczono kolorem czerwonym. a), b) – 

znaczna polidyspersja ciężaru cząsteczkowego. 

 

 

4.2 Zarys metodologii badań aktywności biologicznej koniugatów 

Scharakteryzowane koniugaty były następnie przekazane w ręce 

współpracowników z innych ośrodków akademickich, dysponujących odpowiednimi 

odczynnikami, aparaturą badawczą oraz modelami komórkowymi określonych 

nowotworów złośliwych. Przeprowadzenie testów biologicznych miało w pierwszej 

kolejności na celu zbadanie wpływu funkcjonalizacji terminalnych grup NH2 PAMAM 

G2-G4 (poprzez alkohole polihydroksylowe oraz biotynę) na biodostępność koniugatów 

opartych o zmodyfikowane w ten sposób PAMAM. Następnie oceniano w jaki sposób 

kowalencyjne przyłączanie leków do PAMAM wpływa na cytotoksyczność otrzymanych 

koniugatów względem komórek nowotworowych. Finalnym celem było określenie, czy 

przyłączenie kombinacji 2 lub 3 leków o różnym mechanizmie działania prowadzi do 

wzmocnienia potencjału antynowotworowego wielolekowych koniugatów (zbadanie czy 

występuje addycja lub synergia).  

Aby określić wpływ zastosowanych modyfikacji PAMAM oraz addycji leków lub 

kombinacji wielolekowych do dendrymerów wykonano serię testów biologicznych 

oceniających cytotoksyczność, wnikanie koniugatów do komórek, wpływ koniugatów na 

apoptozę, zmianę aktywności określonych ścieżek sygnałowych, wpływ na sekrecję 

mediatorów stanu zapalnego oraz senolityczne właściwości wybranych koniugatów. W 

publikacjach D1-D5 zbadano wpływ koniugatów na przeżywalność komórek 
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(nienowotworowych vs nowotworowych) oraz w przypadku D3 również na 

przeżywalność C. elegans. Lista linii komórkowych, na których prowadzone były 

badania w danej publikacji jest podana w Tabeli 2.  

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Linie komórkowe (kolumna 1) na jakich liniach komórkowych były 

prowadzone testy aktywności biologicznej otrzymanych koniugatów w cyklu 

publikacji (D1-D5) 

 

 

 D1 D2 D3 D4 D5 

SCC-15 + +    

HaCaT +  +   

BJ  +    

U-118 MG  + +   

A549   +   

SkBr-3    +  

MCF-7    +  

MDA-MB-

231 

   +  

LAMA-84     + 

K-562     + 

HL-60     + 

THP-1     + 
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W celu oceny przeżywalności komórek wykonano testy MTT oraz XTT 

wykorzystujące różnice zdolność do redukcji soli tetrazolowych pomiędzy żywymi 

(aktywnymi metabolicznie) a martwymi (nieaktywnymi metabolicznie) komórkami. 

Aktywność metaboliczna komórek eksponowanych na działanie leków, dendrymerów 

oraz koniugatów leków z dendrymerami została również określona w teście NR (Neutral 

Red assay). Ten test umożliwia ocenę aktywności metabolicznej komórek na podstawie 

różnicy wychwytu specyficznego barwnika przez żywe i martwe komórki. W publikacji 

D3 do oceny żywotności osobników organizmu  modelowego C. elegans wykorzystano 

mikroskop odwrócony z kontrastem fazowym. W D3 oceniono także wpływ koniugatów 

oraz wolnych leków na aktywność proliferacyjną badanych komórek wykorzystując  

pomiar ilościowy DNA. W publikacjach D1-D3  wykorzystano ocenę aktywności 

biologicznej testami MTT, XTT oraz NR do wyznaczenia wartości IC50 dendrymerów, 

wolnych leków oraz koniugatów jedno- a także wielolekowych.  

Wychwyt wyznakowanych fluorescencyjnie koniugatów badano przy użyciu 

mikroskopii fluorescencyjnej, pomiaru wartości fluorescencji oraz mikroskopii 

konfokalnej [D1,D4].  

 W publikacji D5 wychwyt fluorescencyjnie wyznakowanych koniugatów przez 

badane komórki oceniono wykorzystując obrazową cytometrię przepływową.  

Obserwacja w mikroskopie konfokalnym komórek poddanych działaniu wyznakowanych 

koniugatów umożliwiła także ocenę ich dystrybucji w określonych kompartmentach 

komórkowych  [D1]. Wpływ koniugatów na apoptozę komórek nowotworowych oraz 

cykl komórkowy zbadany został przy użyciu metod cytometrycznych. Wykorzystując 

cytometrię przepływową wykonano pomiar zawartości DNA (wpływ na cykl 

komórkowy), przeprowadzono test eksternalizacji fosfatydyloseryny oraz zbadano 

aktywność kaspaz (wpływ koniugatów na apoptozę). Dodatkowo oszacowano frakcję 

komórek nekrotycznych z użyciem 7-aminoaktynomycyny D (7-AAD) [D4-D5]. Do 

oceny wpływu koniugatów na poziom: LC3B, NF-κB, IL-8, TRDMT1/DNMT2 użyto 

swoistych przeciwciał pierwotnych oraz wtórnych znakowanych fluorescencyjnie. 

Obrazy zebrano z wykorzystaniem mikroskopii  konfokalnej. Poziom markera 

integralności lizosomów LAMP1 oraz markera autofagii p62 oceniono przy użyciu 

metody obrazowania wykorzystującej białko zielonej fluorescencji. Do oceny 

wewnątrzkomórkowego pH wykorzystano wskaźnik fluorescencyjny wrażliwy na 

zmianę pH (pHrodo™ Green AM Intracellular pH Indicator). W tej metodzie spadek 
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poziomu fluorescencji odzwierciedla alkalizację środowiska wewnątrzkomórkowego. 

Senolityczne właściwości koniugatów oceniono po uprzedniej indukcji procesów 

starzenia za pomocą DOX według standardowego protokołu opisanego w publikacji D4. 

Senolityczna aktywność badanych związków związana z apoptozą została oceniona  za 

pomocą testu z Aneksyną V, polegającym na uwalnianiu fosfatydyloseryny z błony 

komórkowej [D4].  

 

4.3 Omówienie rezultatów uzyskanych w cyklu publikacji 

W publikacji D1 wybór glicydolu wynikał z danych literaturowych na temat 

stereoselektywnej katalizy reakcji estryfikacji pomiędzy R-(+)-gl a kwasem n-masłowym 

przez lipazę u gatunku Rhizopus javanicus.[74] Celem badania było określenie, czy 

poprzez kowalencyjne przyłączenie optycznie czystego glicydolu do powierzchniowych 

grup NH2 można zwiększyć wychwyt dendrymerów przez komórki nowotworowe. Brano 

pod uwagę, że aby transport leków przez DDS w terapii nowotworowej był wysoce 

efektywny, pożądaną właściwością transportera jest wyższa selektywność transportu. Po 

przeanalizowaniu danych uzyskanych w trakcie badań aktywności biologicznej 

otrzymanych w D1 koniugatów stwierdzono, że koniugaty nie wykazywały cech 

cytotoksyczności w stężeniach poniżej 300 µM zarówno wobec komórek 

nowotworowych jak i prawidłowych. Ponadto wykazano przy wykorzystaniu pomiarów 

fluorescencji, że pochodne PAMAM skoniugowane z R-gl ulegały wyższej akumulacji w 

komórkach niż pochodne z S-gl. Wszystkie otrzymane koniugaty ulegały wydajniejszej 

akumulacji w komórkach nowotworowych SCC-15 w porównaniu do komórek 

prawidłowych keratynocytów HaCaT. Wydajniejszy wychwyt koniugatów przez SCC-15 

został potwierdzony przy użyciu mikroskopii fluorescencyjnej, gdzie zobrazowano 

wyższy poziom fluorescencji w tych komórkach w każdym z rosnących stężeń 

koniugatów. Dystrybucja komórkowa znakowanych fluorochromem  koniugatów została 

również oceniona przy wykorzystaniu mikroskopii konfokalnej (komórki inkubowano w 

obecności 100 nM roztworów koniugatów przez 4 godziny). Wykazano, że koniugaty 

zawierające R-gl ulegały silniejszej akumulacji komórkowej niezależnie od 

zastosowanego fluorochromu. Zaobserwowano również, że koniugaty dendrymerów 

PAMAM G3 miały większą tendencję do akumulacji w pęcherzykach 

cytoplazmatycznych natomiast G2 były rozproszone w cytoplazmie. Ponadto koniugaty 
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dendrymerów PAMAM G3 wykazywały większe powinowactwo do błon komórkowych 

w porównaniu do koniugatów dendrymerów niższej generacji (G2), szczególnie w 

odniesieniu do SCC-15.  Otrzymane w pracy D1 rezultaty dowiodły, że dendrymery 

PAMAM pokryte R-gl miały większe powinowactwo do białek komórkowych aniżeli 

analogi zawierające S-gl. Dowiedziono, że addycja R-gl do dendrymerów może w istotny 

sposób zwiększyć wychwyt komórkowy tak zmodyfikowanych dendrymerów przez 

komórki linii nowotworowej (SCC-15) w porównaniu do komórek nienowotworowych 

(HaCaT). Odkrycie to ma znaczenie z perspektywy opracowywania selektywnych terapii 

przeciwnowotworowych mających na celu ograniczenie niepożądanej toksyczności 

względem prawidłowych  komórek organizmu. Spowodowało to użycie R-gl jako stałego 

elementu konstrukcyjnego koniugatów z lekami antynowotworowymi w dalszym ciągu 

badań. 

W kolejnej publikacji z cyklu (D2) dendrymery PAMAM G3 zostały 

wykorzystane jako systemy dostarczania dwóch repozycjonowanych leków o potencjale 

przeciwnowotworowym względem komórek glejaka wielopostaciowego linii U-118 MG 

oraz ludzkiego raka płaskonabłonkowego z języka SCC-15. Uwzględniając rezultaty 

opublikowane w poprzedniej pracy D1 oceniającej wpływ R-glicydylacji grup 

aminowych PAMAM na wychwyt sfunkcjonalizowanych w ten sposób dendrymerów 

przez komórki rakowe, zdecydowano się na wykorzystanie tej strategii przy opracowaniu 

DDS dla wspomnianej kombinacji leków. Dodatkowo, chcąc uzyskać większą 

selektywność transportu leków do komórek nowotworowych, postanowiono do 

dendrymerów PAMAM G3 dołączyć resztę biotynową. Wybór biotyny podyktowany był 

literaturowymi danymi, które wskazują na istotną częstość występowania wśród komórek 

nowotworowych nadekspresji transportera wielowitaminowego, dla którego biotyna jest 

substratem (SMVT – sodium multiwitamin transporter). [72] Synteza oraz charakterystyka 

strukturalna koniugatów PAMAM z biotyną została opisana w publikacji EJCEM.[75] 

Celekoksyb oraz simwastatyna nie są rutynowo stosowane w terapii nowotworów. Ich 

użycie do otrzymania koniugatów podyktowane było danymi wskazującymi na ich 

potencjał przeciwnowotworowy.[43,76] Dodatkowo wybór tych farmaceutyków stanowił 

element strategii wykorzystującej tzw. leki repozycjonowane, czyli stosowane do 

leczenia w innych wskazaniach niż podane podczas rejestracji. Zaletą takiej strategii jest 

skrócenie ścieżki rejestracji nowego terapeutyku z uwagi na znany profil działań 

niepożądanych leków, które są już zarejestrowane. [77]  
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Aktywność biologiczną otrzymanych koniugatów zbadano  in vitro wykorzystując testy 

oceniające cytotoksyczność (NR oraz XTT). Na podstawie wyników przeżywalności 

określono IC50 dla koniugatów, które porównano z wartościami IC50 dla samych leków, 

kombinacji leków (nieprzyłączonych) oraz samego nośnika G32B14gl. Badania aktywności 

biologicznej prowadzono na trzech liniach komórkowych – dwóch nowotworowych 

(SCC-15, U-118 MG) oraz jednej nienowotworowej (BJ).  

Testy żywotności wykazały istotny spadek IC50 dla pojedynczych leków oraz ich 

kombinacji przyłączonych do zmodyfikowanego PAMAM G3 względem IC50 dla leków 

nieprzyłączonych oraz ich kombinacji zastosowanej w stosunku stechiometrycznym 

takim jak w koniugacie mieszanym. Oceniając różnicę IC50 uwzględniono liczbę reszt 

leków wprowadzanych w koniugacie, w określonym stężeniu. Wykazano, że 

cytotoksyczność koniugatów była od 2 do 8 razy większa niż cytotoksyczność 

równoważnych stężeń wolnych leków. Natomiast cytotoksyczność koniugatu 

zawierającego kombinację obu leków była od 35 do 50 razy wyższa od toksyczności 

kombinacji wolnych leków zastosowanej w odpowiadającym stosunku 

stechiometrycznym (C:S = 0.5:1). Dla kombinacji wolnych leków zastosowanych w 

adekwatnym stosunku stechiometrycznym działanie addytywne było obserwowane w 

teście XTT dla wszystkich badanych linii komórkowych, natomiast w teście NR jedynie 

w przypadku komórek prawidłowych ludzkich fibroblastów skórnych linii BJ. 

Otrzymane koniugaty wykazywały najwyższą aktywność wobec komórek prawidłowych 

linii BJ, co mogło wynikać z najwyższej toksyczności samego nośnika G32B14gl, 

względem komórek  BJ. 

Przyłączenie symwastatyny i celekoksybu do rozpuszczalnego w wodzie nośnika G32B14gl 

przyczyniło się do istotnego wzrostu cytotoksyczności całego koniugatu. Ponadto w 

przypadku kombinacji obu leków związanych z nośnikiem występuje efekt addycji – 

kilkukrotnie niższe wartości IC50 dla koniugatu wieloskładnikowego niż w przypadku 

koniugatów z pojedynczymi lekami. Wysoka toksyczność koniugatów wobec ludzkich 

fibroblastów linii BJ  nie stanowi efektu wykluczajacego. Może bowiem przyczyniać się 

do poprawy skuteczności leczenia na poziomie tkankowym. Ma to związek z rolą 

interakcji środowiska tkankowego z rozwijającym się nowotworem ze szczególnym 

uwzględnieniem tzw. „fibroblastów związanych z  nowotworem” (CAF – cancer 

associated fibroblasts), których funkcja  w procesie nowotworzenia została opisana we 

wstępie (podrozdział 2.7 – Kluczowe mechanizmy oporności na leki 
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przeciwnowotworowe). Otrzymane dane wskazują na to, że dendrymer PAMAM G3 jako 

nośnik dla kombinacji celekoksybu i simwastatyny może być wykorzystany do 

opracowania skutecznego koniugatu w terapii glejaka wielopostaciowego oraz raka 

kolczysto-komórkowego jamy ustnej. 

W następnej z cyklu publikacji D3 glicydylacja dendrymerów PAMAM została 

wykorzystana ponownie w celu skonstruowania DDS opartego na dendrymerze PAMAM 

G4, który został zastosowany jako nośnik leków stosowanych w leczeniu raka piersi. 

Użycie dendrymeru wyższej generacji umożliwiło przyłączenie większej liczby reszt 

leków z uwagi na obecność 64, a nie jak wcześniej 32 (PAMAM G3) powierzchniowych 

grup aminowych dostępnych do funkcjonalizacji. Celem było otrzymanie kombinacji 

trzech leków o różnym mechanizmie działania kowalencyjnie przyłączonych do nośnika 

– R-glicydylowanego dendrymeru PAMAM G4. Wykorzystano dwa leki selektywne 

(lapatinib, fulvestrant), których mechanizm działania polega na hamowaniu 

zdefiniowanych ścieżek sygnałowych ulegających amplifikacji w określonych 

fenotypach raka piersi oraz jednego leku nieselektywnego (paklitakselu) – stosowanego 

powszechnie w terapii wielu nowotworów złośliwych w tym raka piersi.  

Wszystkie użyte leki mają hydrofobowy charakter przez co są trudno rozpuszczalne w 

wodzie, co w znaczącym stopniu ogranicza ich biodostępność oraz przyczynia się do 

zwiększenia uciążliwości leczenia wynikającej z konieczności podania 

paranteralnego.[78,79,80,81] Założeniem addycji hydrofobowych leków do R-

glicydylowanego PAMAM G4 była poprawa biodostępności tych leków poprzez 

zwiększenie ich rozpuszczalności w wodzie. Do oceny aktywności biologicznej wybrano 

trzy linie wykazujące ekspresję receptorów ER oraz HER2 (dwie nowotworowe oraz 

jedną prawidłową, Tabela 3), będących punktem uchwytu dla fulvestrantu lub 

lapatinibu.[63-68 w D3] Z uwagi na udowodnioną ekspresję wymienionych receptorów u C. 

elegans postanowiono zbadać również aktywność koniugatów względem tego 

nicienia.[94-96 w D3]  

Tabela 3. Odnośniki literaturowe dotyczące dowodów na ekspresję wymienionych 

receptorów (HER-2, ER) przez linie komórkowe użyte do testów aktywności 

biologicznej w D3 

 A549 U-118 MG HaCaT Literatura 

ER + n.d.* + D3: 63,64 
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HER-2 + +** + D3: 65,66,67,68 

 

- * istnieją dane wskazujące że inny model komórkowy glejaka U-138 MG wykazuje ekspresję, dla U-

118 MG – brak danych 

- ** dane literaturowe pokazują, że około 20% komórek U-118 MG charakteryzuje się ekspresją HER-2, 

natomiast nawet 85% komórek tej linii wykazuje ekspresję dla EGFR 

 

Otrzymane koniugaty ulegały wydajnej i aktywnej internalizacji do badanych komórek 

w niskich, nanomolowych stężeniach. Pomiary fluorescencji wykazały, że badane 

koniugaty akumulowały najwydajniej w komórkach HaCaT. Testy na żywotność 

ujawniły, że koniugat G4L wykazywał kilkukrotnie wyższą toksyczność niż sam L 

(uwzględniając liczbę reszt leków w koniugacie). Wobec komórek glioblastomy wzrost 

cytotoksyczności był dwukrotny, natomiast wobec unieśmiertelnionych keratynocytów 

odnotowano ośmiokrotnie wyższą toksyczność. Koniugat G4P wykazywał niższą 

toksyczność wobec komórek nowotworowych niż sam lek (dwukrotna redukcja 

toksyczności wobec U-118 MG oraz 25-krotna względem A549). Koniugat trójlekowy 

G4PFL wykazywał co prawda wyższą toksyczność niż jednolekowe G4L oraz G4F, 

niemniej aktywność tego koniugatu była niższa niż G4P. Najsilniejsze działanie 

antyproliferacyjne odnotowano dla G4P względem komórek HaCaT (redukcja o 80% w 

stężeniu 1,25 nM). W znacznie mniejszym stopniu badane koniugaty ograniczały 

proliferację komórek A549. W zakresie użytych stężeń badanych czynników nie 

odnotowano istotnego zahamowania proliferacji komórek U-118 MG przez G4P ani G4F. 

G4PFL ograniczał nieznacznie proliferację tych komórek w stężeniu 25 nM, natomiast 

G4L w stężeniu 1600 nM redukował ją niemal do zera. Addytywny efekt koniugatu 

trójlekowego zaobserwowano również dla C. elegans. Połowa maksymalnego stężenia 

wywołującego śmierć nicienia (LC50 – half maximal lethal concentration) była w tym 

przypadku niemal czterokrotnie niższa dla G4PFL w porównaniu do G4P (LC50 6,75 µM 

vs >24,00 µM). Co więcej, toksyczność G4PFL była względem C. elegans około 

dwukrotnie wyższa od toksyczności G4F (LC50 12,50 µM) oraz G4L (LC50 14,80 µM). 

Toksyczność trójlekowego koniugatu była porównywalna do toksyczności mebendazolu 

– leku przeciwpasożytniczego dedykowanego w leczeniu parazytoz wywołanych przez 

nicienie (LC50 =  4,0 µM).  
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Z przeprowadzonych w D3 badań wywnioskowano, że: 

a) Koniugaty dendrymerów PAMAM G4 z hydrofobowymi lekami były po 

glicydylacji rozpuszczalne w wodzie.  

b) Duża zawartoć cząsteczek hydrofobowych leków przyłączonych do dendrymeru 

sprzyjała tworzeniu asocjatów pomimo addycji R-glicydolu do pozostałych, 

wolnych grup aminowych. Średnica asocjatów zmierzona techniką DLS była o co 

najmniej rząd wielkości wyższa niż w przypadku cząsteczek w monodyspersji 

(wyniki pomiarów DLS zawarte są w publikacji [73] oraz zbiorczo w Tabela 1). 

c) Pomimo asocjacji koniugaty zachowały biodostępność. Wykazano, że wnikały do 

komórek in vitro. 

d) Na wybranych modelach komórkowych R-glicydylacja nośnika nie poprawiała 

selektywności działania koniugatów wobec linii nowotworowych.  

e) Koniugaty zawierające L i F były w istotnym stopniu bardziej toksyczne dla 

keratynocytów (HaCaT) niż wolne leki. Jest to prawdopodobnie związane z 

poziomem ekspresji ER oraz HER2 w tych komórkach, a także poprawą 

biodostępności leków po przyłączeniu do nośnika.   

f) Paklitaksel przyłączony do dendrymeru był od 2 do 25 razy mniej toksyczny dla 

komórek nowotworowych niż wolny lek.  

g) Koniugat trójlekowy nie wykazywał większej toksyczności względem komórek 

nowotworowych niż G4P.  

h) Przyłączenie L do nośnika dwukrotnie zwiększało jego toksyczność względem 

komórek glioblastomy. Niestety efekt ten nie był swoisty, ponieważ toksyczność 

takiego koniugatu była także znacznie wyższa wobec keratynocytów.  

i) Różnice toksyczności zmierzonej przez NR w porównaniu do XTT przemawiają 

za tym, że toksyczność G4L w większym stopniu wynikała z zaburzania 

integralności lizosomów, natomiast efekt G4P był mocniej związany z 

indukowaniem dysfunkcji mitochondriów.  

j) Toksyczność koniugatów względem A549 oraz HaCaT była silniej związana z 

hamowaniem proliferacji, natomiast w przypadku glioblastomy dysfunkcja 

mitochondriów indukowana aktywnością koniugatów odgrywała większą rolę.  

k) Kombinacja trzech leków przyłączonych do G4 wykazywała efekt addytywny 

względem nicienia C.elegans a aktywność G4PFL jest porównywalna do 

aktywności skutecznego i powszechnie używanego leku przeciwpasożytniczego.  
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Chcąc określić czy zaobserwowany brak selektywności koniugatów wobec komórek 

nowotworowych wynika z niewłaściwego stosunku stechiometrycznego leków lub z 

nieodpowiedniego doboru docelowych modeli komórkowych zawierających właściwe 

receptory EGFR i HER2, zdecydowano powtórzyć testy toksyczności koniugatów na 

innych dostępnych liniach komórkowych: prawidłowych ludzkich fibroblastach (BJ) oraz 

potrójnie ujemnym raku piersi (HCC1806). Wstępne wyniki wykazały brak 

selektywności, a toksyczność koniugatu wielolekowego(G4PL) nie różniła się istotnie od 

toksyczności samego PTX (Ryc.5)  

 

 

 

Ryc. 5. Wartości IC50 wolnych leków oraz koniugatów w skali logarytmicznej 

Porównanie wartości IC50 wyrażonych w skali logarytmicznej dla wolnych leków oraz koniugatów 

względem BJ oraz HCC1806. 

W związku z tym zdecydowano się zastosować koniugaty jednolekowe w różnym 

stosunku stechiometrycznym. W tym celu komórki (HCC1806 oraz BJ) poddano 

ekspozycji na koniugat G4P w stałym stężeniu 1 nM (stężenie poniżej toksycznego dla 

badanych komórek – na podstawie poprzednich rezultatów, ryc.5) oraz na G4L we 

wzrastającym stężeniu. Koniugatu G4F nie badano w tej próbie z uwagi na bardzo niską 

skuteczność zaobserwowaną we wcześniejszych badaniach). Wykazano addytywne 

działanie G4P z G4L w 60 nM stężeniu G4L. Dodatkowo w tym stosunku 

LogIC50 (48h)

F_4
8h

P
_4

8h

L_4
8h

G
4P

_4
8h

G
4P

F_4
8h

G
4P

L_4
8h

G
4P

FL

0

1

2

3

4
BJ CRL-2522

HCC 1806

L
o

g
IC

5
0



48 
 

stechiometrycznym taka mieszanina koniugatów wykazywała selektywność działania 

wobec linii nowotworowej HCC1806. Toksyczność była prawie trzykrotnie wyższa w 

przypadku komórek HCC1806 niż BJ (IC50 = 62.6nM i 149.9 nM odpowiednio dla 

HCC1806 i BJ) – patrz ryc.6. (Manuskrypt zawierający przytoczone rezultaty jest w 

trakcie przygotowania do publikacji). 

 

 

 

 

H
C

C
1
8
0
6
 (

G
4
L

) 

 

 

 

 

 

IC50 = 159,5nM 

LogIC50 = 2,203±0,06797 

HillSlope -0,7831±0,116 

R square 0,8290 

G4L (48h) HCC 1806 cell line

0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
0

50

100

150

G4L [M]

M
e

ta
b

o
li

c 
a

ct
iv

it
y

 (
%

 o
f 

co
n

tr
o

l)

MTT assay (48h) HCC 1806 cell line

1 2 3 4

-50

0

50

100

150

Log [G4L Concentration] nM

M
e

ta
b

o
li

c 
a

ct
iv

it
y

 (
%

 o
f 

co
n

tr
o

l)



49 
 

H
C

C
1
8
0
6
 (

1
n

M
 G

4
P

 +
 G

4
L

) 

 

 

 

 

 

IC50nM = 62,61nM 

LogIC50 = 1,797±0,08062 

HillSlope -0,6718±0,08231 

R square 0,8840 

B
J
C

R
L

-2
5
2
2
 (

G
4
L

) 

 

 

 

 

 

IC50nM = 321,9nM 

LogIC50 = 2,508±0,01208 

HillSlope -4,785±0,4734 

R square 0,978 

G4L (48h) HCC 1806 cell line

0 G4P 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
0

50

100

150

G4L [M]

M
e

ta
b

o
li

c 
a

ct
iv

it
y

 (
%

 o
f 

co
n

tr
o

l)

MTT assay (48h) HCC 1806 cell line

1 2 3 4

-50

0

50

100

150

Log [G4L Concentration] nM

M
e

ta
b

o
li

c 
a

ct
iv

it
y

 (
%

 o
f 

co
n

tr
o

l)

G4L (48h) BJ RCL-2522 cell line

0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
0

50

100

150

G4L [M]

M
e

ta
b

o
li

c 
a

ct
iv

it
y

 (
%

 o
f 

co
n

tr
o

l)

MTT assay (48h) BJ CRL-2522 cell line

1 2 3 4

-50

0

50

100

150

Log [G4L Concentration] nM

M
e

ta
b

o
li

c 
a

ct
iv

it
y

 (
%

 o
f 

co
n

tr
o

l)



50 
 

B
J
C

R
L

-2
5
2
2
 (

1
n

M
 G

4
P

 +
 G

4
L

) 

 

 

 

 

 

IC50nM = 149,9nM 

LogIC50 = 2,176±0,02782 

HillSlope -1,754±0,1829 

R square 0,9414 

Ryc. 6. Wartości IC50 wyznaczone przy użyciu testu MTT dla kombinacji 

jednolekowych koniugatów (1nM G4P + wzrastające stężenie G4L). 

Reasumując, G4L wykazywał istotny potencjał przeciwglejakowy i może służyć 

do opracowania skutecznego leczenia tego rodzaju nowotworu złośliwego. Koniugat 

G4PFL charakteryzował się potencjałem do zastosowania w leczeniu parazytoz 

wywołanych przez nicienie. Obecność w koniugacie trzech leków o różnych 

mechanizmach działania może w znacznym stopniu przyczynić się do zapobiegania 

rozwojowi oporności na leczenie oraz być wykorzystana jako metoda leczenia 

ratunkowego przypadków lekoopornych. W tym celu konieczne jest określenie profilu 

toksyczności na modelach zwierzęcych. Wysoka skuteczność oraz selektywność 

kombinacji G4P+G4L (1 nM G4P + 60 nM G4L) względem HCC1806 implikuje 

możliwość zastosowania takiej kombinacji jako metody spersonalizowanego leczenia 

pacjentek z potrójnie ujemnym rakiem piersi. W tabeli 4 zaprezentowano, które związki 

otrzymane w publikacjach D1-D3 były testowane na wymienionych liniach 

komórkowych.  

 Łączenie trzech leków pociąga za sobą nie tylko sumowanie ich potencjalnych 

skutków terapeutycznych, ale również addycję skutków ubocznych. Znacznie wyższa 

toksyczność koniugatów względem komórek tkanki nabłonkowej (HaCaT) w 

porównaniu do komórek nowotworowych (U-118 MG, SCC-15) oraz istotnie mniejsza 

różnica toksyczności w przypadku komórek tkanki łącznej (BJ) porównywanych z 
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rakowymi HCC1806 skłania do rozważenia, czy alternatywna droga podania 

ograniczająca ekspozycję tkanki nabłonkowej (epithelialnej) na działanie koniugatów 

mogłaby przyczynić się do redukcji toksycznych skutków ubocznych ich zastosowania.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SCC-15 U-118 MG HaCaT BJ A549 

G2SglF* +  +   

G2RglF +  +   

G3SglF +  +   

G3RglF +  +   

G32B + +  +  

G32B6C8gl + +  +  

G32B4S14gl + +  +  

G32B2C4S12gl + +  +  

G44P109glF  + +  + 

G413Fu64glF**  + +  + 

G413L85glF  + +  + 

G44P11Fu11L74glF  + +  + 
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Tabela 4. Linie komórkowe użyte do testów aktywności poszczególnych 

koniugatów leków antynowotworowych 

 

Linie komórkowe (kolumny 2-6) użyte do testów aktywności poszczególnych koniugatów leków 

antynowotworowych (kolumna 1, wiersze 6-13) i TM (kolumna 1, wiersze 1-5). Skróty w nazwach 

koniugatów oznaczają: * F = izotiocyjanian Fluoresceiny (FITC); ** Fu = Fulvestrant. 

 

W D4 jako modyfikację poprawiającą rozpuszczalność koniugatów 

zawierających hydrofobowe leki oraz podwójne kombinacje tych leków zastosowano 

funkcjonalizację części powierzchniowych grup NH2 PAMAM G3 innym poliolem – α-

D-glukoheptono-1,4-laktonem (12 reszt przyłączono kowalencyjnie do 32 grup 

aminowych). Następnie do terminalnych grup NH2 zmodyfikowanego w ten sposób 

nośnika kowalencyjnie przyłączone zostały leki wykorzystywane w terapii raka piersi 

(BC). Do koniugacji wybrane zostały leki działające selektywnie na ścieżki sygnałowe 

zaangażowane w rozwój i progresję BC, których biodostępność może być istotnie 

ograniczona przez słabą rozpuszczalność w wodzie. Postanowiono zsyntezować 

koniugaty jednolekowe zawierające L lub F oraz koniugat zawierający kombinację obu 

leków, celem zbadania potencjalnego działania addytywnego. Aktywność biologiczną 

otrzymanych związków oceniono na trzech liniach komórkowych raka piersi (MCF7 – 

ER+, MDA-MB-231 – potrójnie ujemna, SK-BR-3 – HER2+). W przebiegu badań 

aktywności biologicznej koniugatów zbadany został wpływ otrzymanych koniugatów na 

zdolność indukcji apoptozy w komórkach trzech modeli BC o różnym statusie 

receptorowym.   

Badania DLS wykazały, że koniugaty zawierające  F asocjowały.  Średnica cząstek tych 

związków wynosząca około 60 nm była o rząd wielkości wyższa niż dla zakładanej 

monodyspersji. W odróżnieniu od koniugatów zawierających F, średnica cząsteczkowa 

G34L12gh wynosiła 11.4 nm.  

Najniższe stężenie koniugatów indukujące zmiany metaboliczne  komórek określono 

jako 2.5 µM i takie stężenie stosowano w dalszych badaniach aktywności biologicznej 

(test MTT). Wolne leki w takim stężeniu wykazywały niższą aktywność. G34L12gh* 

charakteryzował się największą aktywnością względem MDA-MB-231(spadek 

aktywności metabolicznej poniżej 40% w teście 48 godzin) oraz SK-BR-3, natomiast 
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G34F12gh* względem MCF-7. Obrazowa cytometria przepływowa wykazała aktywny 

wychwyt wszystkich koniugatów przez komórki nowotworowe trzech badanych linii. 

G34L12gh intensywniej indukował zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G0/G1 

komórek MDA-MB-231 oraz MCF-7 (w porównaniu do samego L).  

Na podstawie oceny aktywności kaspaz oraz uwalniania fosfatydyloseryny 

zaobserwowano znaczny wzrost populacji komórek martwych oraz w fazie późnej 

apoptozy w odpowiedzi na działanie G34L12gh w przypadku linii MDA-MB-231, oraz SK-

BR-3. Efekt w przypadku pierwszego typu komórek był najsilniejszy. Aktywność 

dwulekowego koniugatu G33L3F12gh względem tych linii komórkowych była na 

podobnym poziomie w porównaniu do aktywności jednolekowego G34L12gh. 

Pomiar markerów autofagii – LC3B oraz p62 wykazał wzrost komórkowej zawartości 

LC3B przy jednoczesnym spadku p62 po zastosowaniu G34L12gh w porównaniu do 

samego L (dla trzech badanych linii). Zarejestrowano również spadek sygnału markera 

integralności lizosomów LAMP1 w trzech badanych typach komórek po eskpozycji na 

G34L12gh. W przypadku MCF-7 spadek sygnału LAMP1 korelował z istotnym wzrostem 

cytoplazmatycznego pH.  

Odnotowano również, że G34L12gh indukował cytoplazmatyczną akumulację NF-κB w 

MCF-7 oraz MDA-MB-231 w odróżnieniu od wolnego L. W przypadku SK-BR-3 

koniugat ten indukował akumulację NF-κB w jądrze komórkowym. Zmiana poziomu NF-

κB była skorelowana ze wzrostem poziomu prozapalnej IL-8 jedynie w przypadku MCF-

7. Produkcja tej cytokiny była stymulowana przez wolny L w komórkach MCF-7 oraz 

MDA-MB-231, ale nie była związana ze zmianą poziomu NF-κB.  

Wykazano, że G33L3F12gh przyczyniał się do wzrostu jądrowej akumulacji TRDMT1 we 

wszystkich trzech badanych linii komórkowych. Natomiast G34L12gh wywoływał taki 

efekt w MCF-7 oraz SK-BR-3. Zmiana cytoplazmatycznego poziomu tej 

metylotransferazy po zastosowaniu koniugatów była ograniczona – wzrost odnotowano 

jedynie w przypadku MCF-7 po zastosowaniu  G34L12gh lub G33L3F12gh. Wyciszenie 

aktywności genu dla TRDMT1 skutkowało istotnym spadkiem wrażliwości komórek 

MDA-MB-231 na działanie G34L12gh oraz G33L3F12gh przy braku takiej zależności dla 

G34F. 

Odkryto także istotny potencjał G34L12gh do wywoływania apoptozy w komórkach MDA-

MB-231 oraz SK-BR-3 poddanych senescencji indukowanej przez DOX. Koniugat 
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dwulekowy G33L3F12gh również bardzo intensywnie stymulował apoptozę w przypadku 

tych dwóch linii komórkowych BC. W przypadku G34F wykryto znacznie wyższą 

aktywność względem wykazującym symptomy starzenia MCF-7 niż dla MCF-7 przed 

wywołaniem tego efektu. 

Przyłączenie hydrofobowych leków L i/lub F do G312gh podwyższa ich aktywność wobec 

komórek BC. Koniugatem najsilniej indukującym procesy apoptozy był G34L12gh. Wbrew 

oczekiwaniom jego aktywność była bardziej widoczna dla linii potrójnie ujemnej MDA-

MB-231 niż SK-BR-3 (HER2+),  dla której, z uwagi na swój główny mechanizm 

działania oparty na hamowaniu domeny kinazowej receptora HER2, lek ten jest z 

założenia dedykowany. Otrzymane rezultaty sugerujące stymulację autofagii, odpowiedzi 

zapalnej (NF-κB) oraz akumulacji TRDMT1 przez koniugat G34L12gh sugerują, że 

zasadniczy mechanizm działania tego koniugatu nie jest ściśle związany z aktywnością 

lapatinibu względem HER2. Dodatkowym argumentem na wsparcie tej tezy jest 

wykazane indukowanie oporności na działanie koniugatów zawierających L poprzez 

wyciszenie genu dla TRDMT1 w komórkach MDA-MB-231. Nie zaobserwowano, aby 

w przypadku którejkolwiek z badanych linii BC koniugat dwulekowy charakteryzował 

się większą aktywnością niż koniugat zawierający tylko L. Natomiast koniugat G34F miał 

najmniejszą aktywność spośród badanych koniugatów. Możliwe, że jest to związane z 

biodostępnością ograniczoną przez asocjację koniugatów zawierających F. Dane 

dotyczące oceny zdolności do indukcji apoptozy w komórkach z wyindukowanym 

starzeniem przemawiają za istotnymi właściwościami senolitycznymi otrzymanych 

koniugatów. Ma to istotne znaczenie z perspektywy leczenia nowotworów złośliwych, 

ponieważ w ich przypadku proces starzenia może pełnić rolę adaptacji przyczyniającej 

się do rozwoju oporności na leczenie oraz wznowy nowotworu. [82] 

Wyniki uzyskane w D4 wskazują, że aktywność G34L12gh może zostać wykorzystana do 

opracowania skutecznej formy leczenia potrójnie-ujemnego raka piersi. Natomiast 

G34F12gh może znaleźć zastosowanie jako element leczenia ER+ BC wykorzystującego 

strategię tzw. Dwustopniowego (one-two punch – ang) opierającej się o wykorzystanie 

sekwencyjnego stosowania leku o działaniu stymulującym procesy starzenia z 

następczym zastosowaniem związku o właściwościach senolitycznych. [82] 

W publikacji D5 opracowano nową drogę syntezy koniugatów pozwalającą na 

przyłączenie wiązaniem fosforamidowym fosforanów leków aktywnych względem 
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ludzkich białaczek. Przyłączanie leków fosforamidowo było szczególnie istotne dla tego 

badania z powodu potencjalnej wrażliwości tego wiązania na niskie pH, którą również 

zamierzano zbadać. Istotą pracy było otrzymanie koniugatów uwalniających leki w 

odpowiedzi na niskie pH. W tym celu do PAMAM G3 przyłączono fosforany: cytarabiny, 

fludarabiny oraz deksametazonu przez wiązanie fosforoamidowe. Założeniem było 

również otrzymanie koniugatów wielolekowych zawierających kombinacje 

wymienionych leków. Aktywność biologiczna otrzymanych koniugatów miała docelowo 

zostać przebadana na modelach komórkowych ostrej oraz przewlekłej białaczki 

szpikowej. Zasadniczym celem części biologicznej była ocena wpływu koniugatów na 

apoptozę komórek nowotworowych w porównaniu z wolnymi lekami. Konwersja 

hydrofobowych leków do pochodnych fosforanowych stanowi metodę poprawy 

biodostępności takich leków z uwagi na zwiększenie rozpuszczalności w wodzie.[83] 

Linkery wrażliwe na zmianę pH wykorzystywane do przyłączania leków do systemów 

dostarczania leków przyczyniają się do poprawy kontroli uwalniania leków.[84] Istotą 

takiej strategii jest to, aby leki uwalniały się z DDS w kwaśnym środowisku lizosomów 

(wewnątrzkomórkowo) lub w odpowiedzi na niskie pH środowiska guzów 

nowotworowych.[84] W związku z powyższym ostateczny cel badania polegał na ocenie, 

czy wykorzystanie wrażliwego na pH wiązania do addycji fosforanów leków 

przeciwnowotworowych do PAMAM G3, spowoduje istotny wzrost skuteczności 

działania tych leków (przyłączonych do PAMAM) samodzielnie lub w kombinacji wobec 

ludzkich komórek białaczki. Badania aktywności biologicznej koniugatów prowadzono 

na czterech liniach białaczki. Linie THP-1 i HL-60 stanowiły model komórkowy AML, 

dwie pozostałe: K-562, LAMA-84 to modele komórkowe CML. Średnica cząsteczkowa 

wyznaczona metodą DLS wskazywała na monodyspersję otrzymanych koniugatów. 

Potencjał zeta badanych związków miał lekko dodatnią wartość mieszczącą się w 

zakresie od 0,23 mV dla PAMAM G3 do 15,43 mV dla G3B7F. Pomiar średnicy 

cząsteczkowej związków badanych w kwaśnym  0.05 M buforze octanowym (pH = 5) 

wykazał wzrost średnicy związków w takich warunkach. Zarejestrowano również wzrost 

potencjału zeta – najbardziej drastyczny w przypadku PAMAM G3 (z 0,23 mV do 21,30 

mV).  

Proces hydrolizy w kwaśnym środowisku (bufor octanowy) ujawnił istotny spadek 

intensywności sygnałów rezonansowych dla H-2 oraz H-8 adeniny w widmie 1H NMR. 

Oszacowano czas połowicznej hydrolizy koniugatu G310A wynoszący 4 godziny. 
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Zaobserwowano również systematyczny wzrost rezonansu pochodzącego od protonów 

grupy metylowej octanu – wzrost był proporcjonalny do spadku intensywności protonów 

adeninowych. Rezultaty takiego samego eksperymentu dla G37D wskazywały na czas 

połowicznej hydrolizy bliski 3 godziny. Widmo kontrolne NMR otrzymanych związków 

przechowywanych w wodzie przez dwa miesiące zarejestrowano w D2O. W widmie tym 

nie odnotowano istotnych zmian. 

Stężenie koniugatów wywołujące istotne zmiany metaboliczne obserwowane w teście 

MTT wynosiło 10 nM (spadek aktywności metabolicznej HL-60 poniżej 50% w 

odpowiedzi na 10 nM stężenie G3B7D13C – po 48 godzinach inkubacji). Największą 

wrażliwością na FP charakteryzowały się komórki LAMA-84 oraz K-562, podczas gdy 

HL-60 były najbardziej wrażliwe na CP. Natomiast THP-1 nie wykazywały istotnej 

odpowiedzi metabolicznej nawet w 1 µM stężeniu CP lub FP. Co interesujące w 

przypadku tej linii komórkowej zmiany metaboliczne były obserwowane już po 24 

godzinach inkubacji. DP nie powodował istotnej zmiany metabolizmu żadnej z czterech 

badanych linii komórkowych po 48 godzinnej inkubacji. W dodatku CP oraz FP w 

stężeniu 10 nM nie indukowały istotnej odpowiedzi metabolicznej badanych komórek w 

po 48 godzinach. W przeciwieństwie do samego CP w stężeniu 10 nM koniugat G3B13C 

indukował umiarkowane zmiany metaboliczne komórek K-562. Natomiast G3B7F w 

stężeniu 10 nM stymulował spadek aktywności metabolicznej komórek THP-1 oraz HL-

60 (takiego efektu nie wykazywał wolny FP w tym stężeniu). W przypadku LAMA-84 

aktywność G3B7F nie była większa od aktywności FP, natomiast zastosowanie 

dwulekowego G3B7F7D wykazało znaczne obniżenie aktywności metabolicznej w stężeniu 

10 nM. Podobne wzmocnienie aktywności odnotowano dla 10 nM G3B13C7D względem 

HL-60 (względem 10 nM wolnego CP zaobserwowano 50% spadek aktywności 

metabolicznej). Ponadto w przeciwieństwie do samego DP, 10 nM G3B7D wywoływał 

istotne zmiany metaboliczne w THP-1 oraz mniej intensywne w HL-60. W przypadku 

G3B nie zaobserwowano istotnego wpływu dendrymeru na badane komórki.  

Ze względu na istotną różnicę wrażliwości LAMA-84 oraz K-562 na G3B7D7F porównano 

wychwyt koniugatu przez te komórki przy użyciu obrazowej cytometrii przepływowej 

(celem zbadania czy wrażliwość w tych warunkach zależy od wychwytu). Rezultaty testu 

ujawniły wyższy wychwyt G3B7D7F przez K-562, która wykazywała znacznie mniejszą 

wrażliwość na ten koniugat niż LAMA-84.  
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Badanie wpływu koniugatów oraz wolnych leków na apoptozę ujawniło istotny wzrost 

populacji komórek apoptotycznych (niemal 30% komórek we wczesnej oraz późnej 

apoptozie po 48 godzinach) linii HL-60 w odpowiedzi na 10 nM G3B7D13C. W przypadku 

pozostałych koniugatów nie zaobserwowano istotnego wpływu na stymulowanie 

apoptozy dla badanych linii komórkowych. Wpływ 10 nM G3B7D13C na apoptozę HL-60 

potwierdziła zwiększona aktywność wykonawczej kaspazy 3. W przypadku pozostałych 

linii komórkowych oraz koniugatów nie było korelacji pomiędzy hamowaniem 

metabolizmu komórek a indukcją apoptozy przez koniugaty.  

Oceniając wpływ wolnych leków oraz koniugatów na cykl komórkowy zaobserwowano 

istotny wzrost populacji komórek HL-60 zatrzymanych w fazie G0/G1 cyklu w 

odpowiedzi na 10 nM G3B7D13C oraz w mniejszym stopniu G3B7D7F.  

Z uwagi na zawartość deksametazonu – glikokortykosteroidu o silnych właściwościach 

przeciwzapalnych w składzie koniugatów zdecydowano się zbadać poziom NF-κB – 

ważnego czynnika transkrypcyjnego modulującego odpowiedź zapalną. Wykazano, że 

sam nośnik G3B stymulował nieznacznie wzrost poziomu NF-κB w komórkach HL-60. 

Jedynie w przypadku komórek HL-60 poddanych działaniu 10 nM G3B7D7F 

zarejestrowano nieznaczny wzrost poziomu NF-κB.  

Wyniki testu na hemolizę sugerowały słabo zaznaczone właściwości hemolityczne 

koniugatów G3B13C oraz G3B7D13C po 48 godzinnej inkubacji. Pozostałe koniugaty nie 

wykazywały aktywności hemolitycznej w badanych warunkach.  

 

Otrzymane w D5 wyniki dowodzą, że synteza wykorzystująca CDI jest skuteczną drogą 

umożliwiającą kowalencyjne przyłączanie fosforanów leków do dendrymerów PAMAM. 

W dodatku powstałe wiązanie wykazuje wrażliwość na niskie pH (okres połowicznej 

hydrolizy około 4 godziny). Ma to szczególne znaczenie z perspektywy koncepcji 

stosowania DDS, w której poszukuje się sposobu na selektywny transport leków do 

komórek nowotworowych. Właściwości komórek nowotworowych, wpływające na 

odmienne parametry środowiska guzów nowotworowych w porównaniu do zdrowych 

tkanek przemawiają za tym, że leki przyłączone do DDS przy wykorzystaniu opisanego 

w tej publikacji wiązania mogłyby w zdecydowanie większym stopniu być uwalniane w 

środowisku guzów nowotworowych niż w tkankach prawidłowych. Wrażliwość 

koniugatu w pH ok. 5, które jest charakterystyczne dla lizosomów pokazuje również, że 
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intensywność uwalniania leków może być największa w kompartmencie 

wewnątrzkomórkowym, co dodatkowo może dodatnio wpłynąć na wzrost efektywności 

leczenia przy jednoczesnej redukcji ogólnoustrojowych skutków ubocznych 

(schematycznie zobrazowano – Rycina 7). Wzrost średnicy cząsteczkowej koniugatów 

oraz potencjału zeta w pH 5 sugeruje, że właściwości fizykochemiczne zastosowanego 

nośnika mogą ulegać istotnym zmianom w odpowiedzi na protonację wolnych grup NH2, 

spowodowaną niskim pH. Kontrolne widma 1H NMR wykazały trwałość składu 

otrzymanych koniugatów w obojętnym środowisku wodnym. Obserwacja ta wspiera 

argument o potencjale do selektywnego uwalniania leków od tak opracowanego DDS w 

odpowiedzi na obniżenie pH.  

Ocena aktywności biologicznej otrzymanych koniugatów z FP CP DP oraz podwójnych 

kombinacji z G3B wykazała, że przyłączenie tych fosforanów do nośnika pozwalała 

zachować aktywność przeciwnowotworową przy zastosowaniu nawet 10-krotnie 

niższych stężeń koniugatów (w odniesieniu do wolnych leków). W dodatku obecność 

deksametazonu w koniugacie dwulekowym G3B7D13C przyczyniła się do wzmocnienia 

efektu przeciwnowotworowego na drodze indukowania apoptozy oraz supresji cyklu 

komórkowego w fazie G0/G1 (HL-60). W przypadku pozostałych badanych linii 

komórkowych oraz koniugatów brak istotnego powiązania wpływu na zmiany 

metabolizmu komórek z indukcją apoptozy przemawia za tym, że dominującym 

mechanizmem determinującym ich aktywność był efekt cytostatyczny. Otrzymane w 

trakcie tego badania wyniki wskazują również na to, że różnice wrażliwości różnych linii 

komórkowych nie muszą być związane z odmiennym stopniem wychwytu koniugatów 

przez komórki (G3B7D7F względem LAMA-84 vs K-562). Brak aktywności hemolitycznej 

G3B oraz nieznaczna indukcja wzrostu poziomu prozapalnego NF-κB jedynie w 

przypadku jednej z badanych linii komórkowych (w odpowiedzi na sam nośnik) 

przemawiają za wystarczającą biokompatybilnością takiego systemu dostarczania leków. 
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Ryc. 7. Schematyczna wizualizacja uwalniania leków z dendrymeru w niskim pH 

lizosomów 

 

 

 

 

 

 

 

5. Podsumowanie i wnioski wyciągnięte z cyklu publikacji 

 Stosując przedstawione strategie syntezy z wykorzystaniem różnych 

aktywatorów otrzymano kilka serii koniugatów dendrymerów PAMAM różnych 

generacji z kowalencyjnie przyłączonymi lekami o różnej aktywności 

przeciwnowotworowej. Kowalencyjne przyłączenie leków umożliwiło otrzymanie serii 
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koniugatów o określonej stechiometrii leków przyłączonych do nośnika. W dodatku 

koniugaty, w których syntezie użyto wiązanie fosforamidowe wykazywały stałość składu 

w środowisku wodnym. Koniugacja leków do PAMAM pozwala osiągnąć kontrolę nad 

składem otrzymanego  terapeutyku oraz zapewnia bardziej stabilny profil uwalniania 

leków z DDS.  

W przypadku koniugatów otrzymanych w oparciu o wiązanie fosforoamidowe 

wykazano zależność uwalniania skoniugowanych leków od pH (wiązanie wrażliwe na 

niskie pH).  

Koniugaty z wiązaniem fosforoamidowym umożliwiają minimalizację skutków ubocznych 

przy jednoczesnym zachowaniu efektywności otrzymanego w ten sposób DDS.  

Dodatnie potencjały zeta oraz niska aktywność hemolityczna koniugatów 

prowadzą do  biokompatybilności koniugatów opartych o dendrymery PAMAM generacji 

3 i 4.  

Funkcjonalizacja nośnika poprzez przyłączenie polioli umożliwia otrzymanie 

rozpuszczalnych w wodzie koniugatów zawierających stosunkowo wysoką zawartość 

hydrofobowych leków 

Wysoka rozpuszczalność koniugatów w wodzie umożliwia poprawę biodostępności leków 

hydrofobowych poprzez zastosowanie PAMAM sfunkcjonalizowanych poprzez addycję 

wymienionych cząsteczek.  

Wysoki stopień podstawienia nośnika hydrofobowymi lekami sprzyja tworzeniu 

asocjatów. Może to wpływać negatywnie na biodostępność otrzymanych DDS w związku 

z czym stosunek stechiometryczny hydrofobowych leków względem nośnika powinien być 

możliwie jak najniższy.  

Wpływ przyłączenia różnych leków do PAMAM na wzrost ich aktywności jest 

trudny do przewidzenia. 

 W związku z tym bardziej optymalną strategią wydaje się synteza koniugatów 

jednolekowych. Tak otrzymane koniugaty mogą być następnie wykorzystane w 

kombinacjach zawierających różne stosunki stechiometryczne koniugatów. Może to 

poprawić efektywność oraz selektywność działania takich kombinacji względem komórek 

nowotworowych.  
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Addycja leków do PAMAM pozwala nie tylko na wzmocnienie ich aktywności 

przeciwnowotworowej, ale także na ujawnienie nowych właściwości (na przykład 

senolitycznych właściwości G34L12gh oraz G34F12gh). 

 Przyłączanie leków o aktywności przeciwnowotworowej do PAMAM może przyczynić się 

do poszerzenia grupy terapeutyków o właściwościach pożądanych w kontekście terapii 

nowotworów złośliwych takich jak senolityki.  

Przyłączanie kombinacji leków przeciwnowotworowych do PAMAM może okazać 

się skuteczną strategią dla opracowania nowych leków przeciwpasożytniczych.  

Strategia kowalencyjnego przyłączania leków do nanonośników opartych o 

PAMAM może przyczynić się do opracowania nowych metod terapeutycznych 

charakteryzujących się wysoką skutecznością oraz ograniczonym zakresem działań 

niepożądanych. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Streszczenie 

Nowotwory złośliwe stanowią grupę chorób o zróżnicowanej etiologii, przebiegu 

oraz rokowaniu. Stanowią one jedną z wiodących przyczyn zgonów w krajach 

rozwiniętych. Dodatkowo nowotwory złośliwe w zaawansowanych stadiach są źródłem 

uporczywych dla pacjentów onkologicznych objawów, które w znaczącym stopniu 
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przyczyniają się do ograniczenia ich aktywności społecznej oraz pogorszenia jakości 

życia. Z uwagi na różnorodność mechanizmów leżących u podstaw rozwoju 

nowotworów, przebieg choroby jest często nieprzewidywalny a rezultaty leczenia 

niesatysfakcjonujące. W dodatku dostępne formy leczenia często niosą ze sobą szereg 

działań niepożądanych, które wywierają negatywny wpływ na zdrowie oraz 

samopoczucie pacjenta. Uciążliwe skutki uboczne mogą istotnie wpływać na 

ograniczenie skuteczności terapii. Wychodząc naprzeciw wyzwaniom terapii 

nowotworów złośliwych opracowywane są nowoczesne metody terapii, których 

głównym założeniem jest personalizacja leczenia. Istotą tej koncepcji jest dopasowanie 

aktywności leku do specyfiki molekularnej danego nowotworu. Można to osiągnąć m.in. 

poprzez wprowadzanie do leczenia substancji selektywnie hamujących zdefiniowane 

ścieżki przekazywania sygnału zaangażowane w rozwój nowotworu, łączenie leków z 

przeciwciałami skierowanymi przeciw specyficznym dla nowotworu antygenom oraz 

wykorzystaniu nanocząsteczkowych systemów transportu leków. Systemy te mogą być 

dodatkowo modyfikowane przez przyłączanie do nich ligandów dla receptorów 

ulegających nadeskpresji w komórkach nowotworów oraz poprzez przyłączanie do nich 

leków przeciwnowotworowych wiązaniami wrażliwymi na działanie pH. Strategia taka 

może dodatkowo poprawić selektywność leczenia przyczyniając się do wzrostu jego 

efektywności przy jednoczesnym ograniczeniu działań niepożądanych. 

Celem publikacji wchodzących w przedłożony cykl było zastosowanie dendrymerów 

poliamidoaminowych (PAMAM) różnych generacji jako systemów transportu leków 

przeciwnowotworowych oraz kombinacji zawierających kilka leków o różnym 

mechanizmie działania. Dendrymery były modyfikowane poprzez zablokowanie 

powierzchniowych grup aminowych przez alkohole polihydroksylowe oraz biotynę. 

Założeniem była poprawa rozpuszczalności oraz selektywności wnikania nośników wraz 

z lekami do komórek nowotworowych. Leki do dendrymerów przyłączano kowalencyjnie 

poprzez wykorzystanie różnych ścieżek syntezy, które zostały opisane w dalszej części. 

W jednej z publikacji do otrzymania koniugatów zastosowano innowacyjną ścieżkę 

syntezy pozwalającą na przyłączanie fosforanów leków do PAMAM wiązaniem 

fosforoamidowym, tak aby uwalnianie leków było zależne od niskiego pH. Otrzymane 

koniugaty leków/kombinacji leków ze zmodyfikowanymi PAMAM były następnie 

badane na modelach komórkowych celem określenia ich aktywności biologicznej. W 

badaniach tych wykazano, że dendrymery zmodyfikowane przez przyłączenie polioli 
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i/lub biotyny przyczyniają się do wzmocnienia aktywności przeciwnowotworowej 

przyłączonych do nich leków. Wykazano także, że kombinacje wielolekowe mogą 

wykazywać addycję aktywności przeciwnowotworowej. Dodatkowo odkryto, że 

stosowanie mieszaniny koniugatów jednolekowych zawierających różne leki może w 

określonym stosunku stechiometrycznym wykazywać istotną selektywność efektu 

względem komórek nowotworu. Wykazano również, że nowa strategia syntezy 

koniugatów z wykorzystaniem wiązania fosforoamidowego pozwala otrzymać związki 

wykazujące stałość składu w środowisku wodnym, z których uwalnianie leków zależne 

jest od niskiego pH. 

Wyniki otrzymane w cyklu publikacji mogą stanowić podstawę dla opracowania 

nowych terapeutyków wykazujących dużą aktywność przeciwnowotworową przy 

jednocześnie wyższej selektywności. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 

Cancers are a group of diseases which have diverse etiology, course and prognosis. 

They are one of the leading causes of death in developed countries. In addition cancer 

progression is the source of burdensome symptoms for oncologic patients resulting in 
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significant decrease of quality of their life. Considering the plethora of molecular 

mechanisms leading to cancer development the course of the disease is often difficult to 

predict and outcomes of treatment are disappointing. Moreover, a dozen of available 

forms of cancer treatment are associated with significant adverse effects on patients health 

and general condition. Another important aspect is the limitation of therapy efficacy 

caused by the side effects. To overcome the crucial limitations of cancer treatment a novel 

methods of therapy are developed. The main concept of modern forms of treatment is the 

personalization of therapeutic strategies. The point of such solution is to match the drug 

of specific mechanism of action to the adequate phenotype of cancer. Mentioned 

personalization could be acquired by utilizing drugs selectively affecting the molecular 

pathways crucial for cancer development, drug conjugation with antibodies specific to 

cancer antigens or by nanoparticle based drug delivery (drug delivery systems – DDS). 

DDS could be further modified by addition of ligands for specific receptors or transporters 

overexpressed by cancer cells to obtain enhanced drug activity with simultaneous higher 

selectivity. Another tested solution to achieve mentioned properties is utilization of pH 

cleavable bonds for drugs conjugation to DDS. 

The aim of articles from the presented series of publications was to utilize modified 

PAMAM (polyamidoamine) dendrimers as the carriers for anticancer one – drug or multi 

– drug combinations consisted of drugs of different mechanisms of action. Dendrimers 

were modified by functionalization of terminal amide groups with polyhydroxyl alcohols 

and/or biotin. The rationale of such modifications was to increase water solubility of 

dendrimer – drug conjugates and also to obtain higher selectivity of conjugates uptake by 

cancer cells. Drugs were covalently attached to dendrimers as a result of different 

pathways of syntheses which are described in the main part of the text. In one of the 

articles the novel path of conjugation by pH cleavable phosphoroamide bond was 

presented. Obtained conjugates were tested on cellular models (in vitro) to determine their 

biological activity. The results of biological tests indicate that dendrimers functionalized 

by polyhydroxyl substituents and/or biotin (as DDS) contributed to enhancement of 

anticancer effect of the conjugated drugs and drugs combinations. It was also proved that 

conjugation of two drugs of different mechanisms of action to such modified PAMAM 

lead to addition in their anticancer activity. Moreover, it was shown that the mixture of 

one drug conjugates (each with different drug) at specific stoichiometry provided 

selectivity in inhibition of cancer cells proliferation (metabolic activity). Finally the novel 
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strategy of conjugation using phosphoroamide bond was proved as a tool for obtainment 

of conjugates which composition is stable in neutral pH while drug release (from 

conjugates) is induced by acidic environment.  

The results obtained in the series of presented articles could provide novel useful 

solutions for development of efficient and selective therapeutics for cancer treatment. 
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