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1.Wstňp teoretyczny 

 

1.1 Definicja i charakterystyka wybranych chor·b nowotworowych 

 

Nowotwory zğoŜliwe to heterogenna grupa chor·b, kt·rych wsp·lnym czynnikiem 

etiologicznym jest deregulacja proces·w apoptozy i proliferacji kom·rek, prowadzŃca do 

przewagi sygnağ·w stymulujŃcych proliferacjň. Zachwianie r·wnowagi miňdzy apoptozŃ 

i proliferacjŃ skutkuje nadmiernymi, niekontrolowanymi podziağami kom·rek. W 

nadmiernie proliferujŃcych kom·rkach nowotworowych powstağe aberracje genetyczne 

prowadzŃ do zmiany ich fenotypu. Przykğadem sŃ zmiany metabolizmu skutkujŃce 

zuŨywaniem znacznie wiňkszej iloŜci glukozy przez kom·rki nowotworowe w procesie 

pozyskiwania energii na drodze efektu Warburga, kt·rego produktem ubocznym jest 

mleczan. Akumulacja tego metabolitu oraz nadmierne zuŨycie glukozy prowadzŃ do 

zaburzenia funkcji tkanek, w obrňbie kt·rych zachodzi proces rozrostu nowotworu. 

KolejnŃ kluczowŃ cechŃ kom·rek nowotworowych jest zaburzenie procesu r·Ũnicowania 

kom·rkowego, skutkujŃce tym, Ũe kom·rki nowotworowe swoim fenotypem bardziej 

przypominajŃ niskozr·Ũnicowane kom·rki tkanek pğodu niŨ kom·rki tkanek, z kt·rych 

okreŜlony nowotw·r siň wywodzi. Definicjň nowotworu zğoŜliwego uzupeğnia posiadanie 

przez kom·rki nowotwor·w zğoŜliwych zdolnoŜci do metastazy, czyli powstawania 

wt·rnych guz·w nowotworowych, oddalonych od ogniska pierwotnego. Nadmierna 

proliferacja kom·rek nowotworowych, kt·rych funkcja ulegğa zaburzeniu na drodze 

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

narzŃd·w, w obrňbie kt·rych dochodzi do rozrostu zğoŜliwego. Intensywnie zachodzŃce 

procesy selekcji i adaptacji nieustannie proliferujŃcych kom·rek nowotworowych 

prowadzŃ do zr·Ũnicowania genetycznego oraz metabolicznego subpopulacji kom·rek 

nowotworowych w obrňbie tego samego ogniska, co uğatwia progresjň choroby a takŨe 

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

WŜr·d nowotwor·w zğoŜliwych wyr·Ũniamy guzy lite, w przypadku kt·rych 

proliferujŃce kom·rki tworzŃ zbitŃ masň oraz nowotwory, kt·re nie tworzŃ zwartego 

utkania  ï nowotwory hematologiczne (biağaczki). Powszechnie stosuje siň takŨe podziağ 

nowotwor·w ze wzglňdu na ich histologiczne pochodzenie. W myŜl tego podziağu 

nowotwory zğoŜliwe wywodzŃce siň z tkanki nabğonkowej okreŜla siň mianem raka, 
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wywodzŃce siň z tkanek miňkkich ï miňsaka, tkanki glejowej ï glejaka, z tkanek ukğadu 

limfatycznego - chğoniaka etc. Obecnie coraz czňŜciej w klasyfikacji nowotwor·w 

zğoŜliwych wykorzystuje siň molekularnŃ charakterystykň konkretnego nowotworu. 

Klasyfikacja ta jest powszechnie wykorzystywana w przypadku rak·w piersi, kt·re 

klasyfikuje siň w zaleŨnoŜci od statusu receptorowego (np. ER ï receptor estrogenowy, 

HER2 ï receptor nask·rkowego ludzkiego czynnika wzrostu 2) oraz r·wnie powszechnie 

w przypadku nowotwor·w hematologicznych, klasyfikowanych wedğug ekspresji 

charakterystycznych antygen·w bğonowych (np. CD4, CD19, CD20). Podziağ ten jest 

szczeg·lnie uŨyteczny ze wzglňdu na nowe strategie leczenia celowanego 

wykorzystujŃce  zdefiniowane cele molekularne, kt·re odgrywajŃ istotnŃ rolň w 

patogenezie nowotworu. Poznanie charakterystyki molekularnej nowotworu otwiera 

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

 

1.2 Zarys patogenezy nowotwor·w zğoŜliwych  

   

WiodŃca koncepcja rozwoju nowotwor·w zakğada traktowanie nowotworzenia 

(kancerogenezy) jako procesu postňpujŃcej akumulacji zmian genetycznych, u podğoŨa 

kt·rych leŨŃ mutacje gen·w odpowiedzialnych za stymulowanie proliferacji 

(protoonkogen·w) oraz mutacje inaktywujŃce geny, kt·rych produkty ekspresji 

uczestniczŃ w regulowaniu cyklu kom·rkowego, procesu apoptozy a takŨe naprawie 

uszkodzonego DNA (tzw. geny supresorowe). Na skutek powstağych zmian w kom·rce 

dochodzi do przewagi sygnağ·w stymulujŃcych proliferacjň nad sygnağami 

antyproliferacyjnymi. W efekcie  kontrola cyklu kom·rkowego ulega zaburzeniu. 

Transformowane nowotworowo kom·rki nabywajŃ zdolnoŜĺ do nieograniczonych, 

niekontrolowanych podziağ·w kom·rkowych. IstotŃ powstania nowotworu jest utrata 

moŨliwoŜci naprawy  powstağych mutacji oraz regulacji kontroli cyklu kom·rkowego a 

nastňpnie wymkniňcie siň supresyjnemu dziağaniu ukğadu odpornoŜciowego skutkujŃce 

rozwojem inwazyjnoŜci nowotworu. Transformowane nowotworowo kom·rki uzyskujŃ 

przewagň selekcyjnŃ nad kom·rkami nienowotworowymi w wyniku utraty kontroli nad 

cyklem kom·rkowym oraz nad apoptozŃ, w wyniku czego moŨe dochodziĺ do 

dynamicznej ekspansji nowotworu w obrňbie tkanek oraz jego rozsiewu. W kontekŜcie 

progresji nowotworu oraz zwiňkszania jego inwazyjnoŜci r·wnie istotnŃ rolň  jak 
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akumulacja zmian genetycznych odgrywajŃ interakcje proliferujŃcych kom·rek 

nowotworowych z ich tkankowym Ŝrodowiskiem oraz kom·rkami ukğadu 

odpornoŜciowego. [9,10,11,12,13]  

WŜr·d dobrze poznanych czynnik·w przyczyniajŃcych siň do powstawania mutacji 

skutkujŃcych nowotworzeniem wymienia siň: wirusy (np. HPV, HCV, HTLV-1, EBV), 

niekt·re bakterie (H. pylori), pasoŨyty takie jak C. sinensis, promieniowanie jonizujŃce, 

promieniowanie UV, czynniki Ŝrodowiskowe takie jak produkty spalania wňgla ze 

szczeg·lnym uwzglňdnieniem policyklicznych wňglowodor·w aromatycznych 

(benzopiren) oraz toksyny zawarte w dymie tytoniowym, niekt·re leki - w szczeg·lnoŜci 

te o wğaŜciwoŜciach alkilujŃcych (np. chlorambucyl, cyklofosfamid), wolne rodniki, w 

tym gğ·wnie reaktywne formy tlenu (ROS), a takŨe toksyny produkowane przez niekt·re 

grzyby (np. z rodzaju Aspergilus produkujŃce aflatoksynň). W niekt·rych przypadkach 

powstawanie mutacji moŨe byĺ takŨe procesem samoistnym, bňdŃcym rezultatem bğňd·w 

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

Zmiany w genomie mogŃ prowadziĺ do zmian aktywnoŜci produkt·w zmutowanych 

gen·w lub wpğywaĺ na poziom ekspresji gen·w zwielokrotnionych lub translokowanych. 

Dla przykğadu, poprzez translokacjň moŨe dojŜĺ do przeniesienia genu (wraz z 

fragmentem  chromosomu) odpowiedzialnego za regulacjň cyklu kom·rkowego na inny 

chromosom. Zdarzenie takie moŨe prowadziĺ do utraty aktywnoŜci translokowanego 

genu, nabycia nowej wğaŜciwoŜci przez produkt genu fuzyjnego, powstağego na drodze 

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

fragmentem chromosomu w miejsce regulowane przez bardziej aktywny promotor, 

skutkujŃc min. deregulacjŃ mechanizm·w proliferacji i apoptozy. Dobrze poznanym 

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

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

aktywnoŜci kinazy tyrozynowej. W konsekwencji biağko fuzyjne BCR/ABL o zmienionej 

aktywnoŜci przyczynia siň do nadmiernej stymulacji podziağ·w kom·rkowych, stajŃc siň 

gğ·wnym czynnikiem etiologicznym przewlekğej biağaczki szpikowej (CML ï chronic 

myeloid leukaemia). Do najlepiej poznanych protoonkogen·w zalicza siň: RAS, KRAS, 

ERBB2, PI3KCA, MYC, CCND1, natomiast wŜr·d gen·w supresorowych o poznanej roli 

w kancerogenezie wymieniĺ moŨna m.in. : TP53, RB, VHL, BRCA, ATM, NBS, CHK2. 

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

epidermal growth factor receptor), stymulowanych przez czynniki wzrostu pochodzenia 

nask·rkowego. W wyniku interakcji ligand·w (czynnik·w wzrostu) z 

zewnŃtrzkom·rkowŃ domenŃ receptora dochodzi do jego aktywacji, w wyniku kt·rej 

nastňpuje dimeryzacja receptora, skutkujŃca fosforylacjŃ kolejnych biağek w szlaku 

sygnağowym zwiŃzanym z HER-2. W wyniku tego aktywowane zostajŃ 

wewnŃtrzkom·rkowe szlaki transdukcji sygnağu, wŜr·d kt·rych wyr·Ũniĺ moŨna: 

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

sygnağu peğniŃ istotnŃ rolň w regulacji przeŨywalnoŜci, proliferacji oraz metabolizmu 

kom·rek nowotworowych. Wykazano, Ũe wzmoŨony poziom ekspresji genu kinazy 

tyrozynowej HER-2 wystňpuje w przypadku 20-30% zğoŜliwych nowotwor·w piersi. 

Nadekspresja HER-2 (wynikajŃca z amplifikacji proto-onkogenu ERBB2) w kom·rkach 

rakowych silnie koreluje z gorszym rokowaniem oraz bardziej agresywnym rozwojem 

choroby. [15,17,18] 

Apoptoza jest procesem pozwalajŃcym utrzymaĺ homeostazň organizm·w 

wielokom·rkowych. W tym aktywnym procesie dochodzi do programowanej eliminacji 

starych, uszkodzonych kom·rek, dlatego zmiany genetyczne prowadzŃce do deregulacji 

tego procesu stanowiŃ jeden z gğ·wnych mechanizm·w kancerogenezy. Wyr·Ũnia siň 

dwie podstawowe ŜcieŨki, na drodze kt·rych apoptoza moŨe byĺ inicjowana ï ŜcieŨkň 

zewnňtrznŃ (ang. extrinsic pathway) oraz ŜcieŨkň wewnňtrznŃ (ang. intrinsic pathway). 

Inicjowanie apoptozy drogŃ ŜcieŨki zewnňtrznej jest w znacznym stopniu rezultatem 

aktywnoŜci wydzielanych przez kom·rki ukğadu odpornoŜciowego czŃsteczek 

sygnağowych takich jak TNF (czynnik martwicy nowotwor·w ï ang. tumor necrosis 

factor) oraz FASL (ligand FAS), oddziağujŃcych na tzw. receptory Ŝmierci kom·rkowej 

(ang. death receptors). W przypadku nowotwor·w do zaburzeŒ regulacji procesu 

apoptozy czňŜciej dochodzi w obrňbie sygnalizacji zwiŃzanej ze ŜcieŨkŃ wewnňtrznŃ, w 

kt·rej kluczowŃ rolň odgrywajŃ biağka z rodziny BCL-2. PoŜr·d nich wyr·Ũniĺ moŨna 

biağka wykazujŃce aktywnoŜĺ antyapoptotycznŃ (np. BCL-2, BCL-XL, MCL-1) oraz 

charakteryzujŃce siň antagonistycznymi wğaŜciwoŜciami biağka proapoptotyczne (BAX, 

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

modulowaniu przepuszczalnoŜci bğon mitochondri·w. Przykğadowo aktywacja biağek 

BAX i BAK skutkuje wzrostem przepuszczalnoŜci zewnňtrznej bğony mitochondrialnej, 

umoŨliwiajŃc tym samym uwalnianie cytochromu C z mitochondri·w do cytoplazmy, 



5 
 

czego konsekwencjŃ jest aktywacja kaspaz inicjatorowych, rozpoczynajŃcych kaskadň 

reakcji, kt·ra ostatecznie prowadzi do programowanej Ŝmierci kom·rki. Do gğ·wnych 

czynnik·w stymulujŃcych szlak wewnňtrzny apoptozy zalicza siň: hipoksjň, uszkodzenia 

w obrňbie DNA a takŨe stres oksydacyjny. Zmiana poziomu ekspresji gen·w dla 

wymienionych biağek moŨe w znaczŃcy spos·b przyczyniaĺ siň do zwiňkszenia ryzyka 

rozwoju nowotworu. Wykazano, Ũe nadekspresja genu antyapoptotycznego biağka BCL-

2 dotyczyĺ moŨe nawet co drugiego nowotworu zğoŜliwego u ludzi. Warto zwr·ciĺ 

szczeg·lnŃ uwagň na nowotwory zğoŜliwe ukğadu hematopoetycznego. Wykazano, Ũe 

wzrost ekspresji gen·w kodujŃcych antyapoptotyczne biağka BCL-2 oraz BCL-XL 

wystňpuje powszechnie w przypadku nieziarniczych chğoniak·w z kom·rek B (B-NHL ï 

non - Hodgkin B cell lymphoma). Dodatkowo biağko BCL-2 moŨe stanowiĺ molekularny 

cel dla precyzyjnych form leczenia wspomnianych powyŨej chğoniak·w. Wenetoklaks ï 

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

przewlekğej biağaczki limfoblastycznej (CLL ï chronic lymphocytic leukemia) ï 

ukğadowej formy chğoniaka z mağych limfocyt·w B (SLL ï small lymphocytic 

lymphoma). TrwajŃ badania szczeg·ğowo oceniajŃce efektywnoŜĺ Wenetoklaksu w 

leczeniu innych B-NHL. Wiele lek·w antynowotworowych wywiera sw·j efekt poprzez 

stymulowanie wewnňtrznej lub zewnňtrznej ŜcieŨki apoptozy. Z uwagi na zaburzenie 

sygnalizacji proapoptotycznej w kom·rkach nowotworowych, zmiana poziomu ekspresji 

gen·w dla biağek z rodziny BCL-2 moŨe w istotny spos·b przyczyniaĺ siň do rozwoju 

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

WiňkszoŜĺ zgon·w (ponad 90%) zwiŃzanych z chorobŃ nowotworowŃ spowodowana 

jest uog·lnieniem choroby w procesie tworzenia przerzut·w odlegğych. Dynamika 

tworzenia przerzut·w jest zaleŨna od typu nowotworu, statusu mutacji kom·rek 

nowotworu, stopnia zaawansowania choroby, zastosowanego leczenia oraz 

indywidualnych predyspozycji pacjenta chorujŃcego na nowotw·r. Rozsiew choroby 

nowotworowej drogŃ tworzenia przerzut·w moŨe nastňpowaĺ przy udziale ukğadu 

krwionoŜnego, limfatycznego lub drogŃ ciŃgğoŜci tkanek (np. rozsiew do jamy 

otrzewnej). Na poziomie molekularnym istotnym mechanizmem zaangaŨowanym w 

rozsiew nowotwor·w zğoŜliwych jest przejŜcie nabğonkowo mezenchymatyczne (ang. 

EMT ï epithelial to mesenchymal transition). W procesie tym nastňpujŃ zmiany 

polaryzacji oraz adhezji kom·rkowej, skutkujŃce wzrostem zdolnoŜci do migracji 

kom·rek. Adhezja (przyleganie) kom·rek jest w istotny spos·b modulowana przez 
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aktywnoŜĺ E-kadheryny oraz N-kadheryny. W przypadku wielu nowotwor·w zğoŜliwych 

szlak sygnağowy zwiŃzany z interakcjŃ WNT/ɓ-kateniny peğni wszechstronnŃ rolň w 

procesie EMT.  ścieŨka transdukcji sygnağu zaleŨna od WNT/ɓ-Kat w istotny spos·b 

wpğywa na funkcjonowanie kom·rek, uczestniczŃc w regulacji adhezji kom·rkowej, 

migracji kom·rek, proliferacji, r·Ũnicowania oraz przeŨywalnoŜci. Na aktywnoŜĺ ŜcieŨki 

sygnağowej WNT/ɓ-Kat wpğyw wywierajŃ biağkowe produkty ekspresji onkogen·w oraz 

gen·w supresorowych. WŜr·d czynnik·w aktywujŃcych tň ŜcieŨkň wyr·Ũniĺ moŨna min. 

TGF-ɓ oraz RAS, natomiast biağko P53 peğni rolň inhibitora wzglňdem sygnalizacji 

zaleŨnej od WNT/ɓ-Kat. Na intensywnoŜĺ sygnalizacji WNT/ɓ-Kat wpğyw wywierajŃ 

r·wnieŨ ncRNA. MogŃ one oddziağywaĺ zar·wno na poziomie interakcji z 

bezpoŜrednimi regulatorami aktywnoŜci szlaku sygnalizacyjnego, regulacji ekspresji 

okreŜlonych gen·w oraz indukujŃc zmianň stabilnoŜci samej ɓ-kateniny. Aktywowana ɓ-

katenina ulega translokacji do jŃdra kom·rkowego, gdzie na drodze interakcji z 

czynnikami transkrypcyjnymi wywiera wpğyw na ekspresjň gen·w, odpowiedzialnych za 

regulacjň istotnych z punktu widzenia kancerogenezy proces·w kom·rkowych, kt·re 

zostağy wymienione powyŨej. W tworzeniu przerzut·w r·wnie istotnŃ rolň odgrywa 

tworzenie nowych naczyŒ (neoangiogeneza), majŃcych zapewniaĺ dostňp do substrat·w 

dla reakcji metabolicznych intensywnie proliferujŃcym kom·rkom nowopowstağego 

ogniska nowotworu. W procesie angiogenezy towarzyszŃcej progresji choroby 

nowotworowej zasadniczŃ rolň odgrywajŃ okreŜlone czynniki wzrostu ï np. EGF, VEGF, 

oraz TGF, kt·re mogŃ byĺ wydzielane przez kom·rki nowotworu. StymulujŃc aktywnoŜĺ 

enzym·w MMPs (and. matrix metaloproteinases ï metaloproteinazy macierzy 

pozakom·rkowej), kt·re trawiŃ skğadniki macierzy pozakom·rkowej, czynniki te 

umoŨliwiajŃ penetracjň nowopowstağych naczyŒ krwionoŜnych w gğŃb tkanek, 

zapewniajŃc tym samym dostňp do skğadnik·w odŨywczych tworzŃcemu siň ognisku 

przerzutowemu. Dodatkowo naczynia powstağe w procesie indukowanym przez 

nowotw·r posiadajŃ liczne wady strukturalne, w tym charakterystycznŃ dla nich 

zwiňkszonŃ przepuszczalnoŜĺ Ŝr·dbğonka, kt·ra uğatwia kom·rkom nowotworowym 

rozsiew do odlegğych miejsc organizmu drogŃ ukğadu krwionoŜnego. W miarň inwazji 

kolejnych tkanek przez kom·rki nowotworowe ulegajŃce rozsiewowi dochodzi do 

istotnego zaburzenia homeostazy organizmu. Najczňstszymi lokalizacjami tworzenia 

przerzut·w przez nowotwory zğoŜliwe sŃ: wňzğy chğonne, koŜci, wŃtroba, pğuca oraz 

m·zg. Tworzenie ognisk przerzutowych w obrňbie wspomnianych narzŃd·w moŨe 

prowadziĺ do wystŃpienia stan·w bezpoŜredniego zagroŨenia Ũycia. PoŜr·d nich 
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wymieniĺ moŨna: zesp·ğ lizy guza, hiperkalcemiň, nadciŜnienie Ŝr·dczaszkowe, zesp·ğ 

Ũyğy gğ·wnej g·rnej, zaburzenia r·wnowagi kwasowo zasadowej (hiponateremia, 

hiperkalemia), zesp·ğ nadlepkoŜci krwi, niedroŨnoŜĺ oraz krwawienia z przewodu 

pokarmowego. Warto r·wnieŨ zwr·ciĺ uwagň, Ũe uog·lnieniu choroby nowotworowej 

towarzyszŃ uciŃŨliwe dla pacjenta objawy, wŜr·d kt·rych jako pierwszoplanowe moŨemy 

wymieniĺ: b·l, utratň apetytu, przewlekğe zmňczenie, nudnoŜci, wymioty, osğabienie siğy 

miňŜniowej oraz depresjň. ObecnoŜĺ wymienionych objaw·w w istotnym stopniu 

przyczynia siň do rozwoju niedoŨywienia oraz utraty masy miňŜniowej. W konsekwencji 

pacjenci onkologiczni w stadium rozsiewu choroby bardzo czňsto tracŃ zdolnoŜĺ do 

samodzielnego funkcjonowania a poziom jakoŜci ich Ũycia ulega znacznemu 

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

37] 

Choroby nowotworowe oraz ich leczenie stanowiŃ znaczŃce wyzwanie dla ochrony 

zdrowia. Skr·cenie przewidywanej dğugoŜci Ũycia jak r·wnieŨ pogorszenie jego jakoŜci 

wŜr·d chorych, z kt·rych spora czňŜĺ wciŃŨ znajduje siň w wieku produkcyjnym pociŃga 

za sobŃ istotne konsekwencje ekonomiczne. W dodatku wdraŨanie efektywnych, 

nowoczesnych terapii wymaga olbrzymich nakğad·w finansowych, przekğadajŃc siň na 

dodatkowe obciŃŨenie systemu ochrony zdrowia. R·wnie waŨne, a byĺ moŨe nawet 

kluczowy jest to, Ũe nowotw·r zğoŜliwy stanowi uporczywe Ŧr·dğo cierpienia z 

perspektywy osoby chorej, a takŨe wŜr·d os·b z jego najbliŨszego otoczenia, istotnie 

wpğywajŃc na standard Ũycia oraz moŨliwoŜĺ realizacji Ũyciowych cel·w przez chorego, 

a takŨe cağe grupy ludzi zwiŃzane z nim. W obliczu tego poszukiwanie skutecznych i 

ekonomicznie efektywnych metod terapeutycznych chor·b nowotworowych stanowi 

wciŃŨ istotny cel oraz wyzwanie dla naukowc·w i lekarzy. [37,38,39,40] 

 

 

 

 

 



8 
 

2. Obecny stan wiedzy na temat farmakoterapii wybranych nowotwor·w 

zğoŜliwych, podstawowych mechanizm·w opornoŜci na chemoterapeutyki oraz 

system·w transportu lek·w 

W tym rozdziale zostanŃ opisane nowoczesne metody farmakoterapii nowotwor·w 

zğoŜliwych, na kt·rych modelach kom·rkowych badana byğa aktywnoŜĺ 

przeciwnowotworowa koniugat·w lek·w z dendrymerami PAMAM r·Ũnych generacji 

(w przedğoŨonym cyklu publikacji). Dodatkowo przedstawione zostanŃ najwaŨniejsze z 

punktu widzenia farmakoterapii mechanizmy opornoŜci na leki przeciwnowotworowe 

oraz koncepcja stosowania system·w transportu lek·w (DDS ï ang. drug delivery 

systems) jako narzňdzia umoŨliwiajŃcego poprawň biodostňpnoŜci lek·w. Oczekiwanym 

efektem stosowania tej strategii jest teŨ wzrost wraŨliwoŜci kom·rek nowotworowych na  

dziağanie oraz zwiňkszenie selektywnoŜci oddziağywania lek·w transportowanych przy 

uŨyciu DDS. Szczeg·lna uwaga poŜwiňcona zostanie dendrymerom 

poliamidoaminowym (PAMAM dendrimers ï ang. polyamidoamine dendrimers), 

kt·rych skutecznoŜĺ stosowania jako DDS byğa badana w cyklu publikacji.   

 

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

GBM jest najczňŜciej wystňpujŃcym pierwotnym nowotworem zğoŜliwym m·zgu. 

Charakteryzuje siň bardzo niekorzystnym rokowaniem z wskaŦnikiem 5-letniego 

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

przez chemioterapiň, w kt·rej wykorzystuje siň Temozolomid (TMZ). IstotnŃ przeszkodň 

dla farmakoterapii GBM stanowi bariera krew-m·zg, kt·ra utrudnia penetracjň lek·w do 

tkanki nowotworowej. Gğ·wnym 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 kaŨde 28 dni. Gğ·wnym skutkiem ubocznym stosowania leku sŃ 

zaburzenia hematologiczne (trombocytopenia). WspomagajŃco wzglňdem leczenia 

chirurgicznego stosuje siň takŨe implanty z KarmustynŃ, jednakŨe istotnŃ wadŃ tej 

metody jest wzrost ryzyka infekcji wewnŃtrzczaszkowych oraz upoŜledzenie procesu 

gojenia po zabiegu operacyjnym. Dodatkowo w przypadku nawrotowego GBM 

standardowo stosowana jest Lomustyna, kt·ra moŨe byĺ stosowana doustnie z uwagi na 

lipofilnoŜĺ oraz mağy rozmiar czŃsteczki, uğatwiajŃce przenikanie przez barierň krew-

m·zg. KolejnŃ opcjň terapeutycznŃ stanowi przeciwciağo monoklonalne hamujŃce 
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aktywnoŜĺ VEGF-A (bewacyzumab). Mimo wydğuŨenia czasu bez progresji podczas 

stosowania Bewacyzumagu, nie wykazano istotnego wpğywu na cağkowity czas przeŨycia 

u pacjent·w stosujŃcych lek. Prowadzone sŃ badania nad zastosowaniem bewacyzumabu 

w kombinacji z inhibitorem topoizomerazy I ï irynotekanem. TrwajŃ badania nad 

nowymi metodami farmakoterapii GBM. Intensywnie testowane sŃ inhibitory szlak·w 

molekularnych, ulegajŃcych amplifikacji w rozwoju GBM. W Ŝr·d nich warto wymieniĺ 

inhibitory mTOR, PARP, MCL-1, FGFR, EGFR, VEGFR oraz PDGFR. CzŃsteczki te sŃ 

testowane samodzielnie lub w kombinacji ze standardowymi chemoterapeutukami takimi 

jak TMZ, co ma na celu uwraŨliwienie kom·rek GBM na dziağanie standardowych lek·w 

oraz potencjalizacjň ich dziağania. Testowane sŃ takŨe leki immunologiczne tzw. 

Ăinhibitory immunologicznych punkt·w kontrolnychò (ang. immune checkpoint 

inhibitors), skierowane przeciw czŃsteczkŃ PD-1, PD-L1, CTLA-4. Podejmowane sŃ 

r·wnieŨ pr·by wykorzystania nanoczŃstek jako DDS dla lek·w przeciwnowotworowych 

stosowanych w leczeniu GBM. WŜr·d nich wykorzystywane sŃ micele, liposomy, 

dendrymery oraz nanorurki. PodejŜcie to zakğada wzrost penetracji bariery krew-m·zg 

przez leki transportowane przy uŨyciu nanoczŃstek oraz w konsekwencji poprawň 

biodostňpnoŜci i efektywnoŜci dziağania chemoterapeutyk·w. DodatkowŃ zaletŃ 

stosowania niekt·rych nanoczŃstek np. dendrymer·w jest to, Ũe ich struktura chemiczna 

pozwala r·wnieŨ na przyğŃczanie czŃsteczek adresujŃcych, kt·re swoiŜcie wiŃŨŃ siň z 

celami molekularnymi ulegajŃcymi amplifikacji w kom·rkach konkretnych 

nowotwor·w. Odkryto, Ũe strategie stosowania nanoczŃstek jako DDS w GBM moŨe 

przyczyniaĺ siň do wzrostu resekcyjnoŜci guza, poprawy efektywnoŜci chemioterapii 

przy jednoczesnym ograniczeniu skutk·w ubocznych oraz potencjalizacji radioterapii. W 

celu walki z ograniczeniami biodostňpnoŜci lek·w spowodowanych obecnoŜciŃ BBB 

(blood-brain barier) testuje siň takŨe stosowanie alternatywnych metod podawania lek·w, 

wŜr·d kt·rych najwiňcej uwagi poŜwiňca siň podaniu donosowemu oraz podaniu 

bezpoŜrednio do (nieresekcyjnego) guza drogŃ iniekcji. Odkryto takŨe, Ũe u wiňkszoŜci 

ludzkich glejak·w zachodzi wzmoŨona synteza COX-2 (cyklooksygenazy 2) - enzymu 

peğniŃcego zasadniczŃ rolň w rozwoju reakcji zapalnej. Zaobserwowano takŨe zwiŃzek 

pomiňdzy wzrostem poziomu COX-2 a wiňkszŃ inwazyjnoŜciŃ GBM oraz gorszym 

rokowaniem. W zwiŃzku z tym zaczňto testowaĺ powszechnie stosowane leki 

przeciwzapalne (inhibitory COX) pod kŃtem ich aktywnoŜci antyproliferacyjnej 

wzglňdem GBM. W badaniach prowadzonych na modelach kom·rkowych GMB (U138-

MG) zaobserwowano obniŨony poziom proliferacji kom·rek gliomy po zastosowaniu 
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inhibitor·w COX (indometacyna, sulindak). Dodatkowo badania efektywnoŜci 

celekoksybu na COX- dodatnich modelach kom·rkowych GBM r·wnieŨ wykazağy 

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

GBM wykazağy wzrost efektywnoŜci dziağania standardowego chemoterapeutyku TMZ 

przez celekoksyb. Warto dodaĺ, Ũe w badaniach kliniczno ï kontrolnych zaobserwowano, 

Ũe pacjenci regularnie stosujŃcy leki przeciwzapalne z grupy inhibitor·w COX mieli 

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

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

retinowym nie przyniosğy poŨŃdanych efekt·w, w zwiŃzku z czym uŨytecznoŜĺ 

celekoksybu w terapii pacjent·w z GBM wymaga dalszych badaŒ.  

 

2.2 Rak Kolczystokom·rkowy (SSC ï ang. squamous cell carcinoma) [44- 50] 

Rak kolczystokom·rkowy to grupa heterogennych nowotwor·w zğoŜliwych 

wywodzŃcych siň z keratynocyt·w, r·ŨniŃcych siň pod wzglňdem morfologii, dynamiki 

wzrostu oraz potencjağu do tworzenia przerzut·w. Sk·rny rak kolczystokom·rkowy jest 

drugim najczňstszym nowotworem zğoŜliwym sk·ry u ludzi (pierwszym jest rak 

podstawnokom·rkowy). Natomiast rak kolczystokom·rkowy jamy ustnej (OCSCC - ang. 

oral cavity squamous cell carcinoma) naleŨy do najczňstszych nowotwor·w zğoŜliwych 

gğowy i szyi (HNC - ang. head and neck cancers). Ze wzglňdu na wysokŃ ŜmiertelnoŜĺ, 

potencjağ do tworzenia przerzut·w oraz ryzyko nawrotu, OCSCC stanowi istotne 

wyzwanie z punktu widzenia zdrowia publicznego w skali Ŝwiatowej. Jňzyk, dno jamy 

ustnej oraz warga dolna naleŨŃ do najczňstszych miejsc wystňpowania OCSCC. 

Standardem terapii OCSCC jest leczenie chirurgiczne wspomagane radioterapiŃ lub 

chemioterapiŃ, kt·re stosowane mogŃ byĺ zar·wno przed jak i po zabiegu. Niestety 

zabiegi chirurgiczne oraz radioterapia mogŃ powodowaĺ powstanie deformacji, kt·re 

przez swoje umiejscowienie w jamie ustnej stanowiŃ nie tylko problem natury 

kosmetycznej ale niekiedy teŨ upoŜledzajŃ zdolnoŜĺ chorego do wokalizacji oraz 

przyjmowania pokarm·w, znaczŃco pogarszajŃc jakoŜĺ Ũycia. Zastosowanie 

chemioterapii jako leczenia wspomagajŃcego zabieg chirurgiczny moŨe nieŜĺ ze sobŃ 

korzyŜci w postaci ograniczenia ryzyka rozlegğych okaleczajŃcych zabieg·w (resekcja 

Ũuchwy) oraz zmniejszenie ryzyka rozwoju przerzut·w odlegğych. W leczeniu 

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

wŜr·d powszechnie wykorzystywanych schemat·w leczenia wymienia siň CF (cis-

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

stosowana jest r·wnieŨ w skojarzeniu z radioterapiŃ. JednakŨe, istotnymi ograniczeniami 

chemioterapii sŃ brak wystarczajŃcej selektywnoŜci, przyczyniajŃcy siň do rozwoju 

uciŃŨliwych systemowych skutk·w ubocznych (takich jak: neutropenia, zapalenie bğon 

Ŝluzowych, nudnoŜci oraz wymioty, oto- oraz nefro-toksycznoŜĺ). Dodatkowo wystňpuje 

rozw·j opornoŜci na leki w przebiegu terapii. W zwiŃzku z tym prowadzone sŃ badania 

nad bardziej precyzyjnymi formami leczenia. BiorŃc pod uwagň, Ũe w wyniku specyfiki 

metabolizmu kom·rek nowotworowych, otoczenie guz·w zğoŜliwych ma najczňŜciej pH 

poniŨej 7 (standardowe pH nienowotworowych tkanek oscyluje wok·ğ 7.4), trwajŃ pr·by 

zastosowania DDS, dla kt·rych uwalnianie lek·w jest indukowane przez niskie pH. W 

badaniach na modelach kom·rkowych OCSCC odkryto, Ũe zastosowanie utlenionej 

formy nanografenu jako DDS dla (niekowalencyjnie przyğŃczonej) doxorubicyny 

pozwoliğo osiŃgnŃĺ korzystniejszŃ dynamikň uwalniania leku oraz wydğuŨenie jego 

okresu p·ğtrwania. ObiecujŃce wyniki w badaniach in vitro przyniosğo takŨe 

zastosowanie metforminy w kombinacji z inhibitorem deacetylazy histon·w (HDACi). 

Kombinacja ta hamujŃc przekaŦnictwo w obrňbie ŜcieŨki sygnağowej STAT3/TWIST1 

pozwoliğa w istotny spos·b ograniczyĺ zdolnoŜci migracyjne oraz inwazyjnoŜĺ kom·rek 

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

dostarczana przy uŨyciu peg-ylowanych nanoczŃstek zğota moŨe w niskich dawkach 

skutecznie uwraŨliwiaĺ kom·rki OCSCC oporne na radioterapiň wzglňdem tej formy 

leczenia. W badaniach klinicznych obiecujŃcŃ skutecznoŜĺ wykazağy przeciwciağa 

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

z antagonistŃ VEGFR 2 apatinibem. Pembrolizumab ï inny lek z grupy inhibitor·w 

immunologicznych punkt·w kontrolnych zostağ w czerwcu 2019r. zatwierdzony przez 

FDA jako leczenie pierwszej linii raka   kolczystokom·rkowego gğowy i szyi (HNSCC ï 

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

wykorzystaniu  PRV111 ï systemu do transportu lek·w przez bğonň ŜluzowŃ opartego na 

chitozanie, charakteryzowağa siň zwiňkszonym profilem bezpieczeŒstwa, a takŨe wyŨszŃ 

skutecznoŜciŃ u pacjent·w z miejscowo zaawansowanym OCSCC. U tych pacjent·w 

zaobserwowano r·wnieŨ znacznie wiňkszŃ dystrybucjň cis-platyny w tkankach 

nowotworowych przy zaniedbywalnym stňŨeniu tego leku we krwi w por·wnaniu do 

rezultat·w podania cis-platyny w standardowy spos·b. Cetuksymab ï przeciwciağo 
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monoklonalne skierowane przeciw receptorowi dla nask·rkowego czynnika wzrostu 

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

pozostaje on gğ·wnŃ formŃ leczenia ukierunkowanego na cele molekularne (ang. 

molecular targeted therapy) w terapii OCSCC. Rezultaty te pokazujŃ, Ũe potencjağ 

bardziej precyzyjnych form terapii OCSCC, ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem 

zastosowania DDS, jest wciŃŨ nie w peğni wykorzystany i wymaga dalszych badaŒ.  

 

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

Rak Piersi (BC) stanowi jednŃ z najczňstszych przyczyn zgon·w spowodowanych 

chorobŃ nowotworowŃ wŜr·d kobiet. DotykajŃc w istotnym stopniu stosunkowo mğode 

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

wzglňdem molekularnym BC jest zr·ŨnicowanŃ grupŃ chor·b nowotworowych, 

r·ŨniŃcych siň dynamikŃ, przebiegiem oraz rokowaniem. Wyr·Ũnia siň 4 zasadnicze 

podtypy molekularne BC zdeterminowane statusem amplifikacji okreŜlonych receptor·w 

(Luminalny A, Luminalny B, HER2-dodatni oraz potr·jnie ujemny). W okreŜlaniu 

molekularnego fenotypu raka piersi bierze siň pod uwagň amplifikacjň receptor·w dla 

estrogen·w (ER), progesteronu (PR) oraz ludzkiego nask·rkowego czynnika wzrostu 

(HER2). KluczowŃ formŃ terapii BC pozostaje leczenie chirurgiczne. W zaleŨnoŜci od 

stopnia zaawansowania, zajňcia wňzğ·w chğonnych czy obecnoŜci przerzut·w odlegğych, 

specyfiki molekularnej nowotworu, leczenie chirurgiczne moŨe wchodziĺ w skğad 

leczenia multimodalnego, na kt·re skğadajŃ siň r·wnieŨ: radioterapia, chemioterapia, 

hormonoterapia oraz leczenie skierowane przeciw celom molekularnym. W leczeniu 

systemowym wykorzystywane sŃ wielolekowe schematy leczenia oparte gğ·wnie o leki 

z grupy taksan·w oraz antracyklin. WŜr·d taksan·w preferowane sŃ paklitaksel oraz 

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

schemat·w leczenia systemowego doğŃczany jest r·wnieŨ cyklofosfamid. Stosowanie 

leczenia systemowego przedoperacyjnie ma na celu poprawň, a niekiedy nawet 

umoŨliwienie resekcyjnoŜci guza, natomiast chemioterapia pooperacyjna przyczynia siň 

do redukcji ryzyka tworzenia przerzut·w odlegğych oraz wznowy. U pacjentek z HER2 

pozytywnym (HER2+) BC dodatkowŃ opcjň terapeutycznŃ w stosunku do standardowej 

chemioterapii stanowiĺ moŨe leczenie swoiŜcie skierowane przeciw HER2 lub ŜcieŨki 

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

przeciwciağa monoklonalnego anty HER2 z paklitakselem. Dodatkowo w 2013 FDA 

zatwierdziğa inne przeciwciağo monoklonalne skierowane przeciw HER2 (pertuzumab) 

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

opartych o standardowe cytostatyki i trastuzumab (np. trastuzumab + docetaksel). WŜr·d 

pacjentek z zaawansowanym lub dajŃcym przerzuty HER2+ BC opcjň terapeutycznŃ 

stanowi lapatinib ï selektywny, odwracalny inhibitor domeny o aktywnoŜci kinazy 

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

HER2+ zaawansowanym lub dajŃcym przerzuty BC w kombinacji z kapecytabinŃ w 

przypadku udowodnionej progresji pomimo stosowania taxan·w, antracyklin oraz 

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

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

kt·re nie majŃ wskazaŒ do zastosowania chemioterapii. Leczenie hormonalne jest 

wykorzystywane w grupie pacjentek z BC wykazujŃcym amplifikacjň receptor·w 

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

tamoksyfen, oraz fulvestrant, kt·rych mechanizm dziağania polega na hamowaniu 

aktywnoŜci receptora estrogenowego (ER), natomiast w grupie pacjentek bňdŃcych w 

wieku postmenopauzalnym preferuje siň inhibitory aromatazy, kt·rych dziağanie polega 

na hamowaniu aktywnoŜci enzymu kluczowego dla syntezy estrogen·w. W dodatku inny 

lek, kt·rego mechanizm dziağania r·wnieŨ wynika z modulowania aktywnoŜci ER ï 

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

r·Ũnych przyczyn efektywnoŜĺ oraz tolerancja wymienionych metod mogŃ byĺ znaczŃco 

obniŨone. Stosowanie standardowych cytostatyk·w takich jak doxorubicyna moŨe nieŜĺ 

ze sobŃ zwiňkszone ryzyko uszkodzenia miňŜnia sercowego (obejmujŃcego takŨe 

niewydolnoŜĺ serca), natomiast leczenie hormonalne z wykorzystaniem tamoksyfenu 

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

takŨe ograniczona biodostňpnoŜĺ lek·w jako rezultat ich metabolizowania w organizmie. 

W przypadku raloksyfenu metabolizm pierwszego przejŜcia moŨe siň wiŃzaĺ z redukcjŃ 

biodostňpnoŜci tego leku nawet do poziomu 2%. Z kolei biodostňpnoŜĺ paklitakselu moŨe 

byĺ w istotnym stopniu ograniczona z uwagi na jego hydrofobowoŜĺ. TrwajŃ liczne 

badania kliniczne oceniajŃce skutecznoŜĺ oraz bezpieczeŒstwo nowych lek·w 

modulujŃcych aktywnoŜĺ ER. CzňŜĺ z nich zostağa juŨ zatwierdzona przez FDA. Aby 

poprawiĺ biodostňpnoŜĺ jednego z gğ·wnych chemioterapeutyk·w stosowanych w 

leczeniu BC opracowano nanoczŃsteczkowy kompleks paklitakselu z albuminŃ. Strategia 
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ta okazağa siň na tyle skuteczna Ũe wspomniany kompleks jest obecnie zatwierdzony 

przez FDA do leczenia BC oraz innych nowotwor·w zğoŜliwych (nie drobnokom·rkowy 

rak pğuca, rak trzustki). Celem ograniczenia ukğadowych skutk·w ubocznych terapii BC 

oraz poprawy skutecznoŜci (redukcja lekoopornoŜci) trwajŃ badania nad opracowaniem 

celowanych metod farmakoterapii, kt·rych istota polega na hamowaniu aktywnoŜci 

konkretnego szlaku sygnağowego, w obrňbie kt·rego wzrost intensywnoŜci 

przekaŦnictwa leŨy u podstawy patogenezy konkretnego nowotworu. Inhibitory mTOR 

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

HER2- BC. Jeden z nich ï everolimus zostağ juŨ zarejestrowany do stosowania w tym 

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

ï selektywny inhibitor kinazy PI3K zostağ zatwierdzony przez FDA w 2019r. do leczenia 

wykazujŃcego mutacjň genu PIK3CA HR+ HER2- BC w skojarzeniu z fulvestrantem. 

Badania kliniczne nad wykorzystaniem innych inhibitor·w kinaz z tej grupy jako 

monoterapii lub skğadowej leczenia skojarzonego sŃ powszechnie prowadzone. W 

zaawansowanej fazie badaŒ klinicznych testowane sŃ r·wnieŨ leki hamujŃce dziağanie 

kinazy biağkowej b (znanej teŨ jako Akt), kt·ra stanowi element wyŨszego piňtra ŜcieŨki 

sygnağowej wykorzystujŃcej kinazň mTOR. Kolejnymi lekami z grupy inhibitor·w kinaz, 

znajdujŃcych zastosowanie w leczeniu BC sŃ inhibitory CDK4/6 (kinaz zaleŨnych od 

cyklin). Trzy spoŜr·d nich ï palbociclib, ribociclib, abemaciclib, uzyskağy rejestracjň do 

zastosowania w leczeniu HR+ HER2- BC w skojarzeniu z terapiŃ antyestrogenowŃ. W 

grupie pacjentek BC posiadajŃcych mutacjň w genie BRCA w leczeniu celowanym 

wykorzystanie znalazğy inhibitory PARP (Polimerazy poli-ADP-rybozy) ï enzymu 

odpowiedzialnego za regulacjň proces·w naprawy DNA. Dwa leki z tej grupy ï olaparib 

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

BC, u kt·rych wystňpuje mutacja w genie BRCA. Kolejna koncepcja powszechnie 

wykorzystywana w ramach terapii celowanej polega na koniugowaniu lek·w 

przeciwnowotworowych z przeciwciağami monoklonalnymi skierowanymi przeciw 

specyficznym dla danego nowotworu receptorom. Mertanzyna ï lek hamujŃcy 

polimeryzacjň mikrotubul poprzez wiŃzanie tioeterowe zostağ przyğŃczony do 

trastuzumabu. Koniugat ten (trastuzumab ï emtansine) uzyskağ w 2013r. zatwierdzenie 

przez FDA do leczenia HER2+ BC. Derukstekan jest inhibitorem topoizomerazy, kt·ry 

zostağ wykorzystany do otrzymania koniugatu z trastuzumabem. Koniugat ten 

(trastuzumab ï deruxtecan; TD) uzyskağ rejestracjň do stosowania w terapii 

nieresekcyjnego lub dajŃcego przerzuty HER2+ BC w 2019r. TD wykazuje duŨŃ 
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skutecznoŜĺ w leczeniu pacjentek z przerzutami BC do m·zgu. Inne przeciwciağo 

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

zostağo skoniugowane  z innym inhibitorem topoizomerazy I gowitekanem. Koniugat ten 

zostağ zatwierdzony jako leczenie III linii u pacjentek z potr·jnie ujemnym BC, u kt·rych 

wystňpujŃ przerzuty odlegğe. Prowadzone sŃ r·wnieŨ badania nad zastosowaniem 

leczenia immunologicznego w terapii BC. Szczeg·lnŃ uwagň poŜwiňca siň inhibitorom 

PD-1/PD-L1. Lek z tej grupy ï atezolizumab uzyskağ rejestracjň do stosowania jako 

element terapii skojarzonej z Paklitakselem u pacjentek z potr·jnie ujemnym BC. 

Intensywnie badanŃ strategiŃ majŃcŃ na celu poprawň efekt·w terapii systemowej jest 

wykorzystanie nanoczŃstek jako noŜnik·w dla lek·w przeciwnowotworowych. We 

wczeŜniejszej czňŜci tekstu zostağ przytoczony przykğad zastosowania 

nanoczŃsteczkowego kompleksu paklitakselu z albuminŃ (NabP). Obecnie analogiczna 

strategia jest testowana dla rapamycyny (NabR). Ponadto prowadzone sŃ r·wnieŨ badania 

nad wykorzystaniem liposom·w jako DDS dla doksorubicyny oraz docetakselu celem 

poprawy skutecznoŜci leczenia oraz redukcji dziağaŒ niepoŨŃdanych. W dodatku trwajŃ 

badania nad ocenŃ uŨytecznoŜci stosowania tak zwanej chemioterapii metronomicznej, 

czyli strategii leczenia polegajŃcej na bardzo czňstym podawaniu cytostatyk·w w 

najmniejszych moŨliwych dawkach bez dğuŨszych przerw w leczeniu. Strategia ta ma 

potencjalnie zapewniĺ lepszy efekt immunomodulujŃcy oraz antyangiogenny. PowyŨsze 

przykğady ukazujŃ, Ũe badania nad nowatorskimi metodami leczenia systemowego BC 

jest dynamicznie rozwijajŃcŃ siň dziedzinŃ farmakoterapii nowotwor·w.  

 

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

Ostra Biağaczka Szpikowa (AML) jest stosunkowo rzadkim nowotworem zğoŜliwym 

wywodzŃcym siň z kom·rek linii szpikowej, kt·ry obejmuje kilka podtyp·w. Podtypy 

AML wyr·Ũnia siň na podstawie charakterystyki kom·rek, z kt·rych siň wywodzi oraz 

obecnoŜci okreŜlonych mutacji genetycznych, kt·re determinujŃ przebieg choroby, 

rokowanie oraz moŨliwoŜci terapeutyczne. PoŜr·d nich wyr·Ũniĺ moŨna OstrŃ Biağaczkň 

PromielocytowŃ (APL ï ang. acute promyelocytic leukemia), charakteryzujŃcŃ siň 

obecnoŜciŃ translokacji t(15;17)(q24;q21), kt·rej rezultatem jest powstanie zmutowanej 

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

Inny podtyp stanowiŃ biağaczki z grupy CBF (core binding factor), charakteryzujŃce siň 
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wystňpowaniem nastňpujŃcych aberracji cytogenetycznych: [inv16(p13;q22)] lub 

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

konsolidacjň oraz leczenie podtrzymujŃce. Powszechnie stosowanym leczeniem AML 

jest terapia skojarzona skğadajŃca siň daunorubicyny oraz cytarabiny (Ara-C). Leki te 

podawane sŃ w schemacie 3+7 ï 3 dni podawania daunorubicyny + 7 dni ara-C 

(wykorzystywane sŃ w fazie indukcji oraz konsolidacji). Niestety skutecznoŜĺ tego 

leczenia mierzona odsetkiem 5-letnich przeŨyĺ jest niezadowalajŃca. Odsetek ten nie 

przekracza 35% w populacji pacjent·w przed 60r. Ũycia, natomiast w grupie pacjent·w 

powyŨej 60r. Ũycia waha siň on pomiňdzy 10% a 15%. JednakŨe wprowadzanych jest 

coraz wiňcej celowanych form leczenia, kt·re uwzglňdniajŃ wystňpowanie konkretnych 

mutacji determinujŃcych fenotyp okreŜlonego podtypu AML. W leczeniu APL z uwagi 

na mutacjň RAR-Ŭ, zastosowanie znalazğ kwas all-trans retinowy, umoŨliwiajŃc znacznŃ 

poprawň rokowania. Lek ten jest elementem leczenia skojarzonego z tr·jtlenkiem arsenu, 

jednakŨe w ostatnich latach pojawiajŃ siň doniesienia o wyŨszej skutecznoŜci terapii 

tr·jlekowej obejmujŃcej wspomnianŃ kombinacjň rozszerzona poprzez dodanie 

idarubicyny. W przypadku AML z ekspresjŃ antygenu CD33 zastosowanie znajduje 

gemtuzumab ï ozogamicin (GO) ï koniugat skğadajŃcy siň z przeciwciağa 

monoklonalnego anty CD33 oraz ozogamycyny, leku o wğaŜciwoŜciach cytostatycznych. 

Wykazano, Ũe dodanie tego koniugatu jako kolejnej skğadowej  leczenia skojarzonego 

obejmujŃcego daunorubicynň oraz ara-C przyczynia siň istotnie do poprawy efekt·w 

leczenia. Zaobserwowano r·wnieŨ znacznŃ poprawň wynik·w leczenia AML z grupy 

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

fludarabinň oraz wysokie dawki ara-C. WychodzŃc naprzeciw potrzebom personalizacji 

leczenia w zaleŨnoŜci od obecnoŜci konkretnych aberracji genetycznych, stosuje siň coraz 

wiňcej celowanych form leczenia. WŜr·d nich wymieniĺ moŨna inhibitory: FLT3 (np. 

midostaurynň), IDH (np. IDH1i ï ivosidenib, IDH2i ï enasidenib. Istotnym w leczeniu 

AML lekiem celowanym jest teŨ venetoklaks, bňdŃcy inhibitorem antyapoptotycznego 

biağka BCL-2, kt·re ulega deregulacji w niekt·rych podtypach AML. Wysoce skutecznŃ 

strategiŃ okazağo siň teŨ wykorzystanie liposom·w zawierajŃcych daunorubicynň z 

cytarabinŃ w stosunku stechiometrycznym 1:5. Preparat ten ï Vyxeos, zostağ juŨ 

zatwierdzony do leczenia AML przez FDA. Wiele danych wskazuje na to, Ũe istotnŃ rolň 

w leczeniu AML moŨe odgrywaĺ azacytydyna (gğ·wnie jako skğadowa terapii 

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

leczenia podtrzymujŃcego AML. NaleŨy dodaĺ, Ũe bardzo istotnŃ rolň w terapii AML 
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peğni allogeniczny przeszczep kom·rek macierzystych szpiku. ZaletŃ tej strategii leczenia 

jest redukcja ryzyka wznowy oraz poprawa odsetka przeŨyĺ w perspektywie 

dğugoterminowej. Niestety jest to procedura obarczona duŨym ryzykiem zagraŨajŃcych 

Ũyciu dziağaŒ niepoŨŃdanych, w zwiŃzku z czym nie kaŨdy pacjent moŨe byĺ do niej 

zakwalifikowany. Pomimo znacznego postňpu na polu moŨliwoŜci terapeutycznych AML 

oraz poprawy rokowania pod wzglňdem odsetka przeŨywalnoŜci, wciŃŨ istniejŃ 

wyzwania terapeutyczne, wymagajŃce poszerzenia badaŒ w tej dziedzinie. Kluczowym 

problemem jest ograniczenie moŨliwoŜci leczenia w zaleŨnoŜci od kondycji fizycznej 

pacjenta, determinowane obciŃŨeniem dla organizmu wynikajŃcym z wielolekowej 

terapii. W zwiŃzku z tym wielu pacjent·w ze znacznŃ wielochorobowoŜciŃ nie moŨe byĺ 

zakwalifikowana do leczenia metodŃ o wysokiej skutecznoŜci. W obliczu tego istotne jest 

poszukiwanie nowych strategii leczenia pozwalajŃcych na redukcjň jego toksycznoŜci 

przy zachowaniu moŨliwie najwyŨszej skutecznoŜci, tak aby jak najwiňksze grupy 

pacjent·w mogğy z takiego leczenia skorzystaĺ. 

 

 

2.5 Przewlekğa Biağaczka Szpikowa (CML ï ang. chronic myeloid leukemia) [59,60] 

Przewlekğa Biağaczka Szpikowa (CML) jest nowotworem zğoŜliwym wywodzŃcym 

siň z kom·rek linii szpikowej, kt·rego etiologia zdeterminowana jest przez translokacjň 

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

wykazuje aktywnoŜĺ kinazy tyrozynowej, kt·ra przyczynia siň do nadmiernego 

stymulowania proliferacji kom·rek posiadajŃcych gen BCR/ABL. Opracowanie 

selektywnych inhibitor·w domeny kinazowej biağka BCR/ABL (TKI ï tyrosine kinase 

inhibitors) przyczyniğo siň do diametralnej poprawy rokowania pacjent·w z CML przy 

zachowaniu zadowalajŃcej jakoŜci Ũycia. Obecnie przewidywalna dğugoŜĺ Ũycia 

pacjent·w odpowiadajŃcych na leczenie TKI nie r·Ũni siň w znaczŃcy spos·b od wartoŜci 

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

moŨna na 3 generacje. Do pierwszej z nich zalicza siň: imatinib, do drugiej: dasatinib, 

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

Wskazaniem do wğŃczenia TKI wyŨszych generacji jest wystŃpienie opornoŜci na 

imatinib. Istotna jest teŨ obecnoŜĺ mutacji ABL1-T315, kt·ra wiŃŨe siň z opornoŜciŃ na 

imatinib oraz TKI drugiej generacji. W przypadku pacjent·w z CML wykazujŃcych 
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obecnoŜĺ wspomnianej mutacji dedykowanym lekiem pozostaje ponatinib (TKI trzeciej 

generacji). W dodatku zmiana jednego TKI na inny (w obrňbie tej samej generacji) moŨe 

byĺ podyktowana indywidualnŃ tolerancjŃ na konkretny lek. Pomimo wysokiej 

skutecznoŜci oraz korzystnego profilu bezpieczeŒstwa TKI, w niekt·rych grupach 

pacjent·w prowadzenie efektywnego leczenia moŨe byĺ ograniczane przez uciŃŨliwe 

skutki uboczne. U pacjent·w nie wykazujŃcych odpowiedzi na leczenie selektywne 

zastosowaĺ moŨna takŨe alternatywne formy leczenia. WŜr·d mğodszych pacjent·w 

zastosowanie znajduje m.in. allogeniczny przeszczep kom·rek macierzystych szpiku, 

kt·ry stanowi formň leczenie definitywnego, dajŃcego szansň na cağkowite wyleczenie. 

W grupie pacjent·w starszych allogeniczny przeszczep szpiku moŨe wiŃzaĺ siň ze zbyt 

duŨym ryzykiem z uwagi na wielochorobowoŜĺ. Dlatego w tej grupie pacjent·w 

zastosowanie znajduje wğŃczenie kombinacji TKI z innymi lekami takimi jak: 

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

moŨliwie jak najlepszŃ kontrolň progresji choroby. Farmakoterapia CML ukazuje jak 

duŨy potencjağ leczniczy mogŃ wnosiĺ leki selektywne, kt·re dziağajŃ na poziomie 

zdefiniowanego celu molekularnego. Bardzo wysoka skutecznoŜĺ idŃca w parze z 

wysokŃ selektywnoŜciŃ (ograniczajŃcŃ dziağania niepoŨŃdane) daje pacjentom 

reagujŃcym na leczenie szanse na zachowanie dğugoŜci oraz stosunkowo wysokiej jakoŜci 

Ũycia pomimo choroby. Problemem wciŃŨ wymagajŃcym uwagi sŃ rozwijajŃce siň w 

trakcie leczenia opornoŜci na leczenie selektywne, wystňpowanie w niekt·rych grupach 

pacjent·w uciŃŨliwych dziağaŒ niepoŨŃdanych oraz ograniczenie moŨliwoŜci leczenia z 

uwagi na wystňpowanie chor·b wsp·ğistniejŃcych, kt·re wpğywajŃ na tolerancjň leczenia.   

 

2.6 Niedrobnokom·rkowy Rak Pğuca (NSCLC ï ang. non small cell lung cancer) 

[61,62] 

Rak pğuc (Lung Cancer ï LC) stanowi jednŃ z najczňstszych przyczyn Ŝmierci 

spowodowanych chorobŃ nowotworowŃ w skali globalnej. Z uwagi na podstňpny, skŃpo-

objawowy przebieg we wczesnych stadiach choroby, LC rozpoznawany jest najczňŜciej 

w momencie gdy choroba ma juŨ inwazyjny charakter (naciekanie miejscowe, zajňcie 

wňzğ·w chğonnych, przerzuty odlegğe). Wspomniana charakterystyka przebiegu LC 

generuje istotne wyzwanie diagnostyczno ï terapeutyczne z uwagi na to, Ũe w przypadku 

chorych z rozpoznanym LC w wysokim stadium zaawansowania skuteczne opcje 
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terapeutyczne sŃ znacznie ograniczone a szanse na wyleczenie nikğe. Ze wzglňdu na 

charakterystykň histologicznŃ LC moŨna podzieliĺ na dwa podtypy: SCLC (small cell 

lung cancer ï drobnokom·rowy rak pğuca) oraz NSCLC (non ï small cell lung cancer ï 

nie drobnokom·rkowy rak pğuca). Dodatkowy podziağ rozr·Ũnia fenotypy LC pod 

wzglňdem rodzaju tkanki z jakiej siň wywodzi. W tym przypadku podziağ wyr·Ũnia raka 

pochodzenia nabğonkowego oraz gruczoğowego. WiňkszoŜĺ LC zaklasyfikowaĺ moŨna 

jako NSCLC. W kontekŜcie leczenia NSCLC w niskich stadiach zaawansowania 

kluczowŃ rolň odgrywa leczenie chirurgiczne ï resekcja. JednakŨe, w przypadku 

wyŨszych stopni zaawansowania potencjalne ryzyko zabiegu przewyŨsza oczekiwane 

korzyŜci. Z tego wzglňdu u chorych w zaawansowanym stadium choroby kluczowŃ rolň 

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

radiochemioterapia. Do lek·w wykorzystywanych w chemioterapii NSCLC naleŨŃ 

cisplatyna oraz karboplatyna. Leki te stosowane sŃ w poğŃczeniu z gemcytabinŃ, 

taksanami lub pemetrexedem. W ostatnich latach pojawia siň coraz wiňcej opcji 

terapeutycznych wykorzystujŃcych leki immunologiczne oraz leki ukierunkowane na 

cele molekularne. Leczenie immunologiczne obejmuje m.in. stosowanie inhibitor·w 

immunologicznych punkt·w kontrolnych takich jak: ipilimumab, pembrolizumab oraz 

atezolizumab. IstotnŃ rolň w terapii celowanej odgrywa hamowanie aktywnoŜci VEGFR. 

Bewacyzumab ï przeciwciağo monoklonalne skierowane przeciw VEGFR uzyskağ 

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

Dane pokazujŃ, Ũe skojarzenie bewacyzumabu z leczeniem immunologicznym moŨe 

nieŜĺ ze sobŃ istotnŃ poprawň rokowania. Jako leczenie ukierunkowane na cele 

molekularne rejestracjň do leczenia NSCLC posiada juŨ kilka inhibitor·w EGFR, wŜr·d 

kt·rych wymieniĺ moŨna: gefitinib, erlotinib oraz afatinib (mutacja w genie dla receptora 

EGFR wystňpuje stosunkowo powszechnie w NSCLC). InnŃ formň leczenia celowanego 

stanowi selektywne blokowanie aktywnoŜci kinazy ALK. Kilka inhibitor·w 

wspomnianej kinazy uzyskağo juŨ rejestracjň do leczenia NSCLC wykazujŃcego 

ekspresjň ALK (crizotinib, lorlatinib, alectinib, ceritinib, brigatinib). TrwajŃ dalsze 

badania nad opracowaniem oraz ocenŃ skutecznoŜci lek·w celowanych oraz 

zastosowania ich w kombinacji z innymi metodami leczenia. Warto wspomnieĺ, Ũe istotnŃ 

rolň w patogenezie NSCLC stanowiĺ mogŃ mechanizmy molekularne zwiŃzane z 

aktywnoŜciŃ niekodujŃcego RNA. Dane wskazujŃ, Ũe lncRNA CCAT1 peğni istotnŃ rolň 

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

kom·rek nowotworowych oraz zwiňkszaniu ich zdolnoŜci migracyjnych. Na modelach 
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kom·rkowych NSCLC wykazano, Ũe wyciszenie ekspresji CCAT1 moŨe znaczŃco 

wpğynŃĺ na ograniczenie rozwoju nowotworu poprzez hamowanie wspomnianych 

proces·w. Opracowanie selektywnych oraz wysoce skutecznych form leczenia NSCLC 

daje nadziejň na znacznŃ poprawň rokowania pacjent·w z NSCLC. 

 

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

Podczas prowadzenia leczenia onkologicznego, kom·rki nowotworowe podlegajŃ 

ciŃgğym procesom adaptacji, kt·re w efekcie przyczyniajŃ siň do ograniczenia 

skutecznoŜci terapii. Szczeg·lnŃ rolň w procesach adaptacji peğniŃ tzw. Ănowotworowe 

kom·rki macierzysteò (Cancer Stem Cells ï CSCs), stanowiŃce populacjň kom·rek 

nowotworu, kt·rŃ charakteryzuje zdolnoŜĺ do samoodnowy, potencjağ do intensywnej 

proliferacji, nietypowe r·Ũnicowanie oraz duŨa plastycznoŜĺ. Cechy te przyczyniajŃ siň 

do generowania duŨej heterogennoŜci kom·rek w obrňbie guz·w nowotworowych, co 

uğatwia powstawanie subpopulacji kom·rek opornych na stosowane leki. Rozw·j 

opornoŜci na leki moŨe byĺ warunkowany przez procesy takie jak: aktywne usuwanie 

lek·w z kom·rki, ograniczony transport do kom·rki, rozkğad enzymatyczny lek·w, 

zmiana konformacji punktu uchwytu leku, zmieniony metabolizm kom·rek 

nowotworowych, hamowanie apoptozy, amplifikacjň onkogen·w, zmiany epigenetyczne, 

interferencjň RNA, a takŨe interakcjň kom·rek nowotworowych z ich Ŝrodowiskiem 

zewnŃtrzkom·rkowym oraz ukğadem immunologicznym. Udowodniono, Ũe opornoŜĺ na 

DOX moŨe byĺ rezultatem wzmoŨonej aktywnoŜci transporter·w bğonowych z rodziny 

ABC (ang. atp binding cassette), kt·re wykorzystujŃc energiň uwolnionŃ w wyniku 

hydrolizy ATP aktywnie transportujŃ czŃsteczki leku z kom·rki. W dodatku opornoŜĺ na 

DOX moŨe byĺ takŨe rezultatem wywoğanej mutacjŃ zmiany konformacji enzymu 

Topoizomerazy II, kt·rego hamowanie stanowi jeden z mechanizm·w 

przeciwnowotworowego efektu DOX (zmiana konformacji utrudnia wiŃzanie siň leku w 

miejscu jego dziağania). Innym przykğadem wpğywu zmiany konformacji punktu uchwytu 

na rozw·j lekoopornoŜci, jest spadek efektywnoŜci dziağania imatinibu w leczeniu CLL 

jako rezultat mutacji, kt·rej efektem jest zmiana konformacyjna fragmentu kinazy 

BCR/ABL, do kt·rego przyğŃcza siň ten TKI. W przypadku ara-C opornoŜĺ na leczenie 

rozwijaĺ moŨe siň na drodze regulacji w d·ğ (downregulation) enzymu o aktywnoŜci 

fosforylazy (kinaza deoksycytydyny), kt·ry jest niezbňdny do konwersji tego proleku w 
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jego aktywnŃ formň. Przykğad udziağu rozkğadu enzymatycznego w rozwoju opornoŜci na 

leki przeciwnowotworowe stanowiĺ moŨe opornoŜĺ kom·rek NSCLC (A549) na 

paklitaksel. Na tym modelu kom·rkowym wykazano, Ũe spadek wraŨliwoŜci na PTX 

skorelowany jest ze wzrostem aktywnoŜci jednej z izoform enzymu cytochromu CYP450 

(CYP1B1). JednŃ z gğ·wnych funkcji enzym·w z tej grupy jest rozkğad enzymatyczny 

lek·w. Przykğadem roli ograniczonego transportu dokom·rkowego lek·w w rozwoju 

opornoŜci na terapiň jest rozw·j opornoŜci na metotreksat (MTX) w ALL. Udowodniono, 

Ũe wzrost opornoŜci na MTX moŨe byĺ uwarunkowany spadkiem aktywnoŜci 

specyficznego transportera dla folian·w (hRFC ï reduced folate carrier). Z drugiej 

strony, zmniejszona wraŨliwoŜĺ na MTX moŨe byĺ takŨe uwarunkowana amplifikacjŃ 

genu reduktazy dihydrofolianowej, kt·rej MTX jest kompetycyjnym inhibitorem. 

Funkcja epigenetyki  w procesie narastania lekoopornoŜci wynika z wpğywu modyfikacji 

epigentycznych na stopieŒ kondensacji chromatyny, determinujŃcy poziom ekspresji 

gen·w. Wykazano, Ũe stosowanie azacytydyny ï leku o wğaŜciwoŜciach 

hipometylujŃcych, moŨe w istotnym stopniu zwiňkszaĺ wraŨliwoŜĺ kom·rek 

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

winkrystyna. W kontekŜcie roli interakcji kom·rek nowotworowych z ich otoczeniem 

kom·rkowym w rozwoju opornoŜci na leczenie warto zwr·ciĺ uwagň na funkcjň tzw. 

Ăfibroblast·w zwiŃzanych z nowotworemò ï (cancer associated fibroblasts), kt·re 

wydzielajŃc czynniki wzrostu (HGF, EGF), IL6 oraz cytokiny mogŃ w znaczŃcy spos·b 

przyczyniaĺ siň do ograniczania odpowiedzi na leczenie. W dodatku sama specyfika 

metabolizmu kom·rek nowotworowych moŨe istotnie przyczyniaĺ siň do zmiany 

warunk·w Ŝrodowiska zewnŃtrzkom·rkowego, w kt·rym siň znajdujŃ. Produkcja przez 

nie duŨych iloŜci mleczanu przyczynia siň do istotnego obniŨenia pH Ŝrodowiska 

zewnŃtrzkom·rkowego guz·w nowotworowych, co stanowiĺ moŨe swego rodzaju 

barierň fizykochemicznŃ dla lek·w przeciwnowotworowych.  Wysokie zdolnoŜci 

adaptacyjne kom·rek nowotworowych oraz wielotorowoŜĺ rozwoju mechanizm·w 

kompensacyjnych ograniczajŃcych efektywnoŜĺ leczenia stanowiŃ jedno z gğ·wnych 

wyzwaŒ leczenia onkologicznego. 
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2.8 Systemy transportu lek·w ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem roli dendrymer·w 

PAMAM [67- 70] 

Intensywnie badanŃ koncepcjŃ walki z lekoopornoŜciŃ w terapii nowotwor·w 

zğoŜliwych jest zastosowanie nanoczŃstek w roli system·w transportu lek·w (DDS). 

PoŜr·d nich powszechnie testowane sŃ: liposomy, micele, nanorurki, polimery 

syntetyczne, nanoczŃstki zğota, nanokompozyty oparte na chitozanie oraz dendrymery. 

Zalety pğynŃce z zastosowania DDS to m.in.: zmodyfikowany profil uwalniania lek·w, 

uwalnianie zaleŨne od pH, ograniczenie rozkğadu enzymatycznego, poprawa 

rozpuszczalnoŜci, zwiňkszona akumulacja w tkankach nowotworowych oraz poprawa 

transportu dokom·rkowego przyğŃczonych lek·w. W dodatku DDS mogŃ byĺ 

modyfikowane poprzez kowalencyjne przyğŃczenie czŃsteczek bňdŃcych substratami dla 

receptor·w ulegajŃcych amplifikacji w kom·rkach nowotworowych (tzw. ĂczŃsteczki 

adresujŃceò ï targeting molecules; TM). Taka strategia ma na celu zwiňkszenie 

selektywnoŜci transportu lek·w, tak aby zmniejszyĺ ich oddziağywanie wzglňdem 

kom·rek nienowotworowych przy zachowaniu efektu przeciwnowotworowego. 

Zastosowanie DDS moŨe w znaczŃcy spos·b poprawiĺ biodostňpnoŜĺ lek·w, kt·rych 

aktywnoŜĺ biologiczna jest limitowana poprzez sğabŃ rozpuszczalnoŜĺ w Ŝrodowisku 

wodnym (taksany). Ponadto przyğŃczenie kowalencyjne lek·w do DDS przy uŨyciu 

ğŃcznik·w wraŨliwych na pH zapewnia ograniczenie degradacji enzymatycznej lek·w i 

toksycznoŜci terapii. Lek moŨe wykazywaĺ swojŃ aktywnoŜĺ po uwolnieniu z DDS przy 

niskim pH tkanki nowotworowej (kontrolowane uwalnianie). KolejnŃ potencjalnŃ zaletŃ 

stosowania DDS jest uğatwienie pokonywania barier biologicznych (takich jak bariera 

krew ï m·zg) poprzez leki transportowane przy uŨyciu tych system·w. Z uwagi na 

zmienionŃ morfologiň naczyŒ krwionoŜnych zaopatrujŃcych guzy nowotworowe, wzrost 

zawartoŜci biağek macierzy miňdzykom·rkowej oraz ograniczony odpğyw pğynu 

miňdzytkankowego drogŃ naczyŒ limfatycznych, leki przyğŃczone do DDS mogŃ ulegaĺ 

intensywniejszej akumulacji w tkankach guz·w nowotworowych wzglňdem zdrowych 

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

odpowiada on za poprawň skutecznoŜci stosowania dostarczanych terapeutyk·w przy 

jednoczesnym obniŨeniu toksycznoŜci wzglňdem nienowotworowych tkanek. W 

odr·Ũnieniu od EPR, kt·ry jest procesem pasywnym, moŨna r·wnieŨ poprawiĺ 

selektywnoŜĺ dostarczania lek·w przez DDS na drodze przyğŃczania do nich 

nanoczŃsteczkowych TM. W tym celu wykorzystywane sŃ ligandy dla receptor·w takich 
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jak: FR ï receptor dla folian·w, TfR ï receptor dla transferryny, EGFR ï receptor 

nask·rkowego czynnika wzrostu. Strategia ta ma na celu aktywnŃ intensyfikacjň 

wnikania tak zmodyfikowanych DDS (wraz z lekami) do kom·rek nowotworowych 

posiadajŃcych okreŜlone receptory. Dendrymery PAMAM [Poliamidoaminowe -

poly(amidoamine)] to grupa rozgağňzionych sferycznych nanoczŃstek, kt·re 

charakteryzuje zaleŨna od generacji iloŜĺ terminalnych grup aminowych. Protok·ğ 

syntezy PAMAM zostağ po raz pierwszy opisany przez Tomaliň w 1985r. Gğ·wnym 

etapem syntezy tych dendrymer·w jest addycja akrylanu metylu do diaminy. Strukturň 

PAMAM podzieliĺ moŨna na 3 zasadnicze elementy: rdzeŒ zbudowany z etylenodiaminy, 

gağňzie powstağe w wyniku ğŃczenia siň wiŃzaniami amidowymi kolejnych czŃsteczek 

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

Z uwagi na sw·j sferyczny ksztağt oraz znacznŃ iloŜĺ terminalnych grup aminowych, 

kt·re mogŃ posğuŨyĺ do kowalencyjnego przyğŃczenia lek·w, polioli a takŨe TM, 

PAMAM sŃ obecnie intensywnie testowane jako DDS dla lek·w 

przeciwnowotworowych. W roli TM przyğŃczonych do PAMAM z powodzeniem 

wykorzystano kwas foliowy oraz biotynň, uzyskujŃc wzrost cytotoksycznoŜci tak 

zmodyfikowanych koniugat·w PAMAM z lekami przeciwnowotworowymi wzglňdem 

modeli kom·rkowych wybranych nowotwor·w. Funkcjonalizacja powierzchniowych 

grup aminowych moŨe sğuŨyĺ r·wnieŨ poprawie rozpuszczalnoŜci koniugat·w w wodzie 

oraz ograniczeniu toksycznego efektu wzglňdem kom·rek nienowotworowych 

wynikajŃcego z kationowego charakteru czŃsteczek PAMAM. Wykazano, Ũe 

zmniejszenie toksycznoŜci moŨna osiŃgnŃĺ poprzez np. PEG-ylacjň dendrymer·w. 

JednakŨe w niekt·rych okolicznoŜciach kationowy charakter stanowiĺ moŨe zaletň 

PAMAM. WğaŜciwoŜĺ tň moŨna np. wykorzystaĺ do elektrostatycznego przyğŃczenia 

anionowych czŃsteczek kwas·w nukleinowych do PAMAM. W ten spos·b PAMAM 

mogŃ r·wnieŨ zostaĺ zastosowane jako systemy transportu dla sekwencji DNA oraz 

czŃsteczek niekodujŃcego RNA (np. siRNA). Udowodniono, Ũe enkapsulacja 

doxorubicyny w strukturň dendrymeru PAMAM G3 (generacji trzeciej) przyczynia siň do 

istotnego zwiňkszenia wychwytu oraz akumulacji kompleksu (enkapsulatu) PAMAM-

DOX przez kom·rki nowotworowe z linii Caco-2 (w por·wnaniu z samym DOX). 

Postulowanym mechanizmem odpowiedzialnym za ten efekt jest ograniczenie usuwania 

leku przyğŃczonego do PAMAM przez transportery z grupy ABC (glikoproteina P ï P-

gp).[71] 
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Ryc. 1. Model graficzny dendrymer·w PAMAM 

 

Na modelu kom·rkowym raka jajnika (OVCAR-3) wykazano potencjalizacjň wychwytu 

paklitakselu przyğŃczonego do biotynylowanego PAMAM przez kom·rki nowotworowe. 

Wzrost wychwytu byğ w tym przypadku istotnie wiňkszy dla wspomnianej linii 

nowotworowej w por·wnaniu do kom·rek nienowotworowych z grupy kontrolnej 

(HEK293T). Dowodzi to wiňkszej selektywnoŜci efektu cytotoksycznego PTX po 

przyğŃczeniu go do tak zmodyfikowanego PAMAM. [72] 

Dane z ostatnich lat wskazujŃ, Ũe dendrymery PAMAM mogŃ odgrywaĺ istotnŃ rolň w 

leczeniu nowotwor·w zğoŜliwych z uwagi na ich wğaŜciwoŜci umoŨliwiajŃce poprawň 

biodostňpnoŜci oraz selektywnoŜci dziağania chemoterapeutyk·w. Dodatkowo ich 

struktura chemiczna umoŨliwia przyğŃczanie kombinacji lek·w oraz wprowadzanie 

modyfikacji, kt·re mogŃ zwiňkszaĺ selektywnoŜĺ wychwytu przez kom·rki 

nowotworowe. Zastosowanie PAMAM jako DDS stwarza zatem perspektywň 
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opracowania efektywnych, niosŃcych mniej toksycznych skutk·w ubocznych 

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

3.1 Hipoteza badawcza  

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

mogŃ stanowiĺ skuteczne noŜniki dla lek·w przeciwnowotworowych oraz kombinacji 

wielolekowych, skutkujŃc wzrostem aktywnoŜci przeciwnowotworowej otrzymanych 

przy ich uŨyciu koniugat·w. Koniugaty z dwoma lub wiňcej lekami o r·Ũnych 

mechanizmach dziağania mogŃ wykazywaĺ wzmocniony efekt przeciwnowotworowy 

poprzez addycjň lub synergiň. 

3.2 Cele badawcze realizowane w cyklu publikacji 

Tematem przewodnim cyklu publikacji jest synteza, charakterystyka oraz ocena 

aktywnoŜci biologicznej koniugat·w dendrymer·w PAMAM G2-G4, kt·re zostağy 

zmodyfikowane poprzez addycjň czŃsteczek takich jak (R-glicydol, biotyna oraz Ŭ-D-

glukoheptono-1,4-lakton), z lekami oraz kombinacjami lek·w przeciwnowotworowych.  

 

Pierwsza z publikacji [D1] Malinga-Drozd, M.; Uram, Ğ.; Wr·bel, K.; Woğowiec, 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.] dotyczyğa oceny wpğywu addycji R- lub S-glicydolu do 

dendrymer·w PAMAM G2 oraz G3 na wychwyt tak zmodyfikowanych koniugat·w 

poprzez kom·rki nowotworowe (SCC-15) oraz nienowotworowe (HaCaT). 

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

D3, D4]: [Wr·bel K, Woğowiec S, Markowicz J, Wağajtys-Rode E, Uram Ğ. 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 Ğ, Wr·bel K, 

Walczak M, Szymaszek ŧ, Twardowska M, Woğowiec 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.] 

[LewiŒska A, Wr·bel K, Bğoniarz D, Adamczyk-Grochala J, Woğowiec 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.],  byğa synteza koniugat·w PAMAM G3 oraz G4 

zawierajŃcych kombinacje r·Ũnych lek·w przeciwnowotworowych, a nastňpnie ocena 

ich biologicznej aktywnoŜci. Postulowanym efektem biologicznym byğa synergia i/lub 

addycja oraz wzrost selektywnoŜci zastosowanej kombinacji na modelach kom·rkowych 

wybranych nowotwor·w: glejak wielopostaciowy, rak piersi, nie-drobnokom·rkowy rak 

pğuca, rak kolczystokom·rkowy. W tym celu por·wnywano m.in. cytotoksycznoŜĺ oraz 

akumulacjň kom·rkowŃ wspomnianych koniugat·w dla linii kom·rek nowotworowych 

wzglňdem kom·rek nienowotworowych.  

ZağoŨeniem pracy [D5] [Wr·bel, K.; Derňgowska, A.; Betlej, G.; Walczak, M.; Wnuk, 

M.; LewiŒska, A.; Woğowiec, 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] byğo opracowanie 

innowacyjnej ŜcieŨki syntezy koniugat·w fosforan·w lek·w z dendrymerami PAMAM 

G3 poprzez wiŃzania fosforamidowe oraz ocena aktywnoŜci biologicznej koniugat·w na 

modelach kom·rkowych ludzkich biağaczek.  

 

Cele badawcze realizowane w toku wymienionych powyŨej publikacji 

skoncentrowane byğy wok·ğ: 

a) Opracowania strategii kowalencyjnego przyğŃczania lek·w 

przeciwnowotworowych do dendrymer·w PAMAM G3 i G4 przy uŨyciu 

okreŜlonych linker·w oraz modyfikacji dendrymer·w PAMAM G2-G4 

poprzez addycjň czŃsteczek majŃcych peğniĺ rolň TM (czŃsteczki adresujŃce) 

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

b) OkreŜlenie skğadu czŃsteczkowego produktu poprzez zdefiniowanie 

stechiometrii koniugat·w metodŃ spektrometrii jŃdrowego rezonansu 

magnetycznego (NMR) oraz charakterystykň fizykochemicznŃ otrzymanych 

koniugat·w (okreŜlenie Ŝrednicy czŃsteczkowej, indeksu polidyspersji, 

potencjağu zeta). 

c) Zbadanie aktywnoŜci biologicznej otrzymanych koniugat·w na modelach 

kom·rkowych wybranych nowotwor·w zğoŜliwych w odniesieniu do linii 

kom·rek nienowotworowych (grupa kontrolna). Celem badawczym byğo 
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okreŜlenie wpğywu koniugat·w na proliferacjň, przeŨywalnoŜĺ, oraz retencjň 

kom·rkowŃ koniugat·w lek/leki-PAMAM.  

d) W przypadku publikacji D4 i D5 celem badawczym byğa ocena wpğywu 

otrzymanych koniugat·w na apoptozň kom·rek nowotworowych. 

ZağoŨeniem przedstawionego cyklu publikacji byğa ocena poprawy 

biodostňpnoŜci wybranych lek·w poprzez przyğŃczenie ich do PAMAM oraz zbadanie, 

czy wystňpuje synergia lub addycja w cytotoksycznoŜci wzglňdem kom·rek 

nowotworowych jako rezultat zastosowania kombinacji lek·w o r·Ũnych mechanizmach 

dziağania. Dodatkowym celem byğo zbadanie, czy addycja wspomnianych TM do 

noŜnik·w opartych o PAMAM, kt·re nastňpnie wykorzystano do syntezy koniugat·w 

lek/leki-PAMAM przyczynia siň do poprawy preferencyjnoŜci wnikania tak 

zmodyfikowanych koniugat·w do kom·rek nowotworowych w por·wnaniu z 

kom·rkami nienowotworowymi (uzyskanie wiňkszej selektywnoŜci).  
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4. Opis wkğadu, metodologia oraz om·wienie publikacji  

4.1 Opis mojego wkğadu w realizacjň cyklu publikacji 

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

otrzymanie koniugat·w dendrymer·w PAMAM G2-G4 z lekami lub kombinacjami 

lek·w oraz czŃsteczkami, kt·rych rolŃ miağa byĺ poprawa biodostňpnoŜci koniugat·w. 

Zsyntezowane zwiŃzki byğy nastňpnie wykorzystywane do oceny ich biodostňpnoŜci oraz 

aktywnoŜci biologicznej wzglňdem wybranych linii nowotworowych. Do otrzymania 

koniugat·w dendrymer·w PAMAM G2-G4 z lekami, kombinacjami lek·w, alkoholami 

polihydroksylowymi oraz zwiŃzkami peğniŃcymi rolň czŃsteczek adresujŃcych 

wykorzystano r·Ũne strategie syntezy.  

W publikacji D1 prowadziğem funkcjonalizacjň powierzchniowych grup 

aminowych PAMAM G2 oraz G3 poprzez addycjň R- oraz S- glicydolu. M·j udziağ w 

publikacji obejmowağ syntezň, oczyszczanie oraz charakterystykň otrzymanych 

koniugat·w przy wykorzystaniu spektroskopii NMR. Reakcjň addycji przeprowadziğem 

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

wzglňdem dendrymer·w oraz fluorescencyjnie wyznakowanych analog·w. Po 

dialitycznym oczyszczeniu produkt·w reakcji wykonağem przy uŨyciu spektroskopii 

NMR seriň pomiar·w celem scharakteryzowania zwiŃzk·w oraz okreŜlenia ich skğadu 

czŃsteczkowego. Wykonane zostağy widma jednowymiarowe (1H NMR, 13C NMR) oraz 

dwuwymiarowe (COSY, HMBC, HSQC). Na podstawie widm zdefiniowağem skğad 

otrzymanych zwiŃzk·w, kt·ry byğ nastňpujŃcy: G216RglF, G219SglF, G319RglF, G335SglF, 

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

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

syntezy, separacji oraz oczyszczania makroczŃsteczkowych produkt·w zastosowağem 

r·wnieŨ w pozostağych publikacjach [D2-D5]. 

 W publikacji D2 zsyntezowağem, wyizolowağem i scharakteryzowağem 

strukturalnie otrzymane zwiŃzki. Dendrymer PAMAM G3 zostağ wykorzystany do 

przeprowadzenia funkcjonalizacji poprzez addycjň NHS-biotyny (N-hydroksyimid 

kwasu bursztynowego biotyny). Biotynylowany dendrymer wykorzystağem w nastňpnym 

kroku do przeprowadzenia addycji lek·w: symwastatyny, celekoksybu oraz kombinacji 

celekoksyb/symwastatyna. Addycjň celekoksybu wykonağem wykorzystujŃc konwersjň 

tego leku do pochodnej bursztynianowej na drodze reakcji z bezwodnikiem kwasu 
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bursztynowego. Przeprowadzona w ten spos·b aktywacja pozwoliğa na kowalencyjne 

przyğŃczenie celekoksybu do terminalnych grup NH2 dendrymeru PAMAM G3. 

Natomiast symwastatyna zostağa przyğŃczona po aktywacji, do kt·rej wykorzystağem  

karbonylodiimidazol (CDI). Powierzchniowe grupy aminowe, kt·re nie zostağy 

podstawione biotynŃ ani lekami, zablokowağem R-glicydolem. Do oczyszczenia oraz 

scharakteryzowania otrzymanych zwiŃzk·w wykorzystağem metody opisane powyŨej. 

Skğad czŃsteczkowy zsyntezowanych koniugat·w zdefiniowağem jako: G32B6C8gl, 

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

Wyb·r R-glicydolu zostağ podyktowany rezultatami badaŒ biologicznych koniugat·w 

otrzymanych w D1, kt·re zostanŃ opisane w dalszej czňŜci tekstu.  

W [D3] R-glicydylacjň zastosowağem ponownie celem poprawy rozpuszczalnoŜci 

koniugat·w PAMAM G4 z hydrofobowymi lekami antynowotworowymi. Dokonağem 

wyboru lek·w antynowotworowych oraz docelowych modeli kom·rkowych 

nowotwor·w na kt·rych testowano aktywnoŜĺ koniugat·w. Przeprowadziğem syntezy 

koniugat·w PAMAM G4 z lekami: paklitaksel, lapatinib, fulvestrant oraz potr·jna 

kombinacja ï paklitaksel/lapatinib/fulvestrant. Strategia syntezy zostağa szczeg·ğowo 

opisana w publikacji [73]. UŨycie dendrymeru generacji 4 pozwoliğo na przyğŃczenie 

wiňkszej iloŜci hydrofobowych lek·w do makroczŃsteczkowego noŜnika. PTX 

aktywowağem poprzez konwersjň do pochodnej bursztynianowej na drodze reakcji z 

bezwodnikiem kwasu bursztynowego (w obecnoŜci pirydyny). Nastňpnie pochodnŃ 

bursztynianowŃ PTX przyğŃczyğem do terminalnych grup PAMAM G4 przy uŨyciu jodku 

2-chloro-1-metylopirydyny w obecnoŜci DMAP. Produkt reakcji wyznakowağem 

fluorescencyjnie przy uŨyciu FITC. Fulvestrant (F) oraz lapatinib (L) aktywowağem przy 

uŨyciu p-nitrofenylochloromr·wczanu (NPCF) i przyğŃczyğem do PAMAM G4, 

uprzednio wyznakowanego fluorescencyjnie FITC. Tr·jlekowy koniugat (G4PFL) 

otrzymağem wykorzystujŃc wyznakowany fluorescencyjnie G4P, do kt·rego 

przyğŃczyğem aktywowane reszty F i L. Wszystkie koniugaty zostağy R-glicydylowane. 

Oczyszczanie oraz charakterystykň przeprowadziğem przy wykorzystaniu metod 

opisanych uprzednio [[73], [D1, D2]. Skğad koniugat·w okreŜliğem metodŃ jŃdrowego 

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

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

Opracowağem koncepcjň kowalencyjnego przyğŃczenia lek·w 

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

czňŜciowo podstawiony Ŭ-D-glukoheptono-1,4-laktonem (gh) (12 reszt przyğŃczono 

kowalencyjnie do 32 grup aminowych). Zsyntezowağem koniugaty jednolekowe 

zawierajŃce Lapatinib (L) lub Fulvestrant (F) oraz koniugat zawierajŃcy kombinacjň L/F. 

Zostağy zsyntezowane, oczyszczone oraz scharakteryzowane zgodnie z procedurŃ 

opisanŃ w D3. Skğad otrzymanych koniugat·w zdefiniowağem przy uŨyciu spektroskopii 

NMR i byğ on nastňpujŃcy: G312gh*, G34L12gh*, G34F12gh* oraz G33L3F12gh*, [gdzie L ï 

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

przypadku D3 potencjağ zeta oraz Ŝrednica czŃsteczkowa otrzymanych zwiŃzk·w zostağy 

wyznaczone metodŃ DLS przez wsp·ğpracownik·w.  

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

charakterystyce metodŃ spektroskopii NMR serii biotynylowanych koniugat·w PAMAM 

G3 z lekami oraz kombinacjami lek·w aktywnych wzglňdem kom·rek ludzkich 

biağaczek. Tym razem do otrzymania koniugat·w zastosowano nowŃ strategiň syntezy 

pozwalajŃcŃ na przyğŃczenie lek·w poprzez wraŨliwe na niskie pH wiŃzanie 

fosforamidowe. W pierwszym kroku, aby oszacowaĺ skutecznoŜĺ karbonyldiimidazolu 

(CDI) jako aktywatora umoŨliwiajŃcego fosforamidowe zwiŃzanie pochodnych 

fosforanowych lek·w uŨyğem fosforany nukleozyd·w (AMP ï 

adenozynomonofosforanem) oraz deoksynukleotydem (dTMP ï deoksytymidyno 

monofosforanem) z uwagi na ich prostszŃ budowň chemicznŃ uğatwiajŃcŃ 

charakterystykň otrzymanych zwiŃzk·w przy uŨyciu spektroskopii NMR. Dla 

por·wnania w przypadku AMP zastosowağem r·wnieŨ znanŃ strategiň syntezy koniugatu 

wykorzystujŃc EDC (etylenokarbodiimid). Postňp reakcji Ŝledziğem na bieŨŃco 

wykorzystujŃc spektroskopiň 1H NMR. Po ustaleniu odpowiednich warunk·w reakcji 

przystŃpiğem do syntezy koniugat·w fosforan·w lek·w z PAMAM G3. W pierwszym 

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

W nastňpnej serii syntez wykorzystağem  G3 sfunkcjonalizowany poprzez przyğŃczenie 

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

deksametazonu (DP), a takŨe podw·jne kombinacje zostağy przyğŃczone do G3B przy 

uŨyciu CDI (reakcja w wodzie). Oczyszczanie oraz charakterystykň fizyko ï chemicznŃ 

otrzymanych zwiŃzk·w przeprowadziğem zgodnie z procedurami opisanymi w D1-D4. 

Dodatkowo otrzymane zwiŃzki chemiczne zostağy r·wnieŨ zbadane przez 

wsp·ğpracownik·w przy uŨyciu IR oraz 31P NMR. Skğad otrzymanych koniugat·w, kt·re 
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wykorzystano potem do badaŒ biologicznych okreŜliğem jako: G3B7D, G3B7F, G3B13C, 

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

F ï fosforan fludarabiny]. Wszystkie otrzymane zwiŃzki zostağy wyznakowane 

fluorescencyjnie. Wykonağem takŨe eksperyment uwalniania fosforan·w z koniugat·w 

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

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

dializacyjne z roztworami koniugat·w utrzymywane byğy w buforze przez: 1, 2, 4 oraz 8 

godzin (G310A); 1, 3, 6 godzin (G37D), a nastňpnie przez 3 dni w Ŝrodowisku wodnym 

(bez buforu). Po odparowaniu wody zarejestrowağem widma NMR zwiŃzk·w i 

przeanalizowağem zmianň skğadu czŃsteczkowego.  
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WZORY CHEMICZNE  

Dendrymery poliamidoaminowe i ich pochodne zastosowane jako 

makroczŃsteczkowe noŜniki lek·w. Kolorem niebieskim zaznaczono czňŜĺ noŜnika 

PAMAM, a podstawniki modyfikujŃce sŃ wyr·Ũnione 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 

addycje R-glicydolu

dendrymer PAMAM zmodyfikowany powierzchniowo poprzez 

addycje a-D-glukoheptono-1,4-laktonu

 

Ryc. 2. Wzory chemiczne pochodnych dendrymer·w PAMAM  
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Wzory testowanych lek·w oraz drogi ich funkcjonalizacji i/lub syntezy koniugat·w z 

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

czerwonym. 
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Ryc. 3. Schematy reakcji chemicznych prowadzŃcych do otrzymania koniugat·w 

PAMAM - lek 

 

Aktywatory i ğŃczniki 
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karbonyldiimidazol, CDIchloromrówczan 4-nitrofenylu, NPCF

4-dimetyloaminopirydyna, DMAPbezwodnik kwasu bursztynowego chlorek 1-metylo-2-chloropirydyniowy, MepyI
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Ryc. 4. Aktywatory i ğŃczniki wykorzystane w syntezach 

 

średnica czŃsteczkowa, indeks polidyspersji oraz potencjağ zeta zostağ 

wyznaczony przy wykorzystaniu techniki dynamicznego rozpraszania Ŝwiatğa (DLS - 

dynamic light scattering) w innych oŜrodkach akademickich, dysponujŃcych 

odpowiednimi urzŃdzeniami. Wyznaczenie Ŝrednicy czŃsteczkowej byğo szczeg·lnie 

istotne w przypadku koniugat·w zwierajŃcych leki oraz kombinacje lek·w wysoce 

hydrofobowych, pozwalajŃc na identyfikacjň asocjat·w otrzymanych zwiŃzk·w. Wyniki 

pomiar·w DLS wszystkich koniugat·w, kt·re badano w cyklu publikacji przedstawione 

zostağy zbiorczo w poniŨszej tabeli (Tabela 1.). 
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Tabela 1. średnice czŃsteczkowe otrzymanych koniugat·w oraz potencjağy Zeta 

Koniugat Rozmiar [nm] Potencjağ 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 wskazujŃce na (asocjacjň) otrzymanych zwiŃzk·w zaznaczono kolorem czerwonym. a), b) ï 

znaczna polidyspersja ciňŨaru czŃsteczkowego. 

 

 

4.2 Zarys metodologii badaŒ aktywnoŜci biologicznej koniugat·w 

Scharakteryzowane koniugaty byğy nastňpnie przekazane w rňce 

wsp·ğpracownik·w z innych oŜrodk·w akademickich, dysponujŃcych odpowiednimi 

odczynnikami, aparaturŃ badawczŃ oraz modelami kom·rkowymi okreŜlonych 

nowotwor·w zğoŜliwych. Przeprowadzenie test·w biologicznych miağo w pierwszej 

kolejnoŜci na celu zbadanie wpğywu funkcjonalizacji terminalnych grup NH2 PAMAM 

G2-G4 (poprzez alkohole polihydroksylowe oraz biotynň) na biodostňpnoŜĺ koniugat·w 

opartych o zmodyfikowane w ten spos·b PAMAM. Nastňpnie oceniano w jaki spos·b 

kowalencyjne przyğŃczanie lek·w do PAMAM wpğywa na cytotoksycznoŜĺ otrzymanych 

koniugat·w wzglňdem kom·rek nowotworowych. Finalnym celem byğo okreŜlenie, czy 

przyğŃczenie kombinacji 2 lub 3 lek·w o r·Ũnym mechanizmie dziağania prowadzi do 

wzmocnienia potencjağu antynowotworowego wielolekowych koniugat·w (zbadanie czy 

wystňpuje addycja lub synergia).  

Aby okreŜliĺ wpğyw zastosowanych modyfikacji PAMAM oraz addycji lek·w lub 

kombinacji wielolekowych do dendrymer·w wykonano seriň test·w biologicznych 

oceniajŃcych cytotoksycznoŜĺ, wnikanie koniugat·w do kom·rek, wpğyw koniugat·w na 

apoptozň, zmianň aktywnoŜci okreŜlonych ŜcieŨek sygnağowych, wpğyw na sekrecjň 

mediator·w stanu zapalnego oraz senolityczne wğaŜciwoŜci wybranych koniugat·w. W 

publikacjach D1-D5 zbadano wpğyw koniugat·w na przeŨywalnoŜĺ kom·rek 
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(nienowotworowych vs nowotworowych) oraz w przypadku D3 r·wnieŨ na 

przeŨywalnoŜĺ C. elegans. Lista linii kom·rkowych, na kt·rych prowadzone byğy 

badania w danej publikacji jest podana w Tabeli 2.  

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Linie kom·rkowe (kolumna 1) na jakich liniach kom·rkowych byğy 

prowadzone testy aktywnoŜci biologicznej otrzymanych koniugat·w 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 przeŨywalnoŜci kom·rek wykonano testy MTT oraz XTT 

wykorzystujŃce r·Ũnice zdolnoŜĺ do redukcji soli tetrazolowych pomiňdzy Ũywymi 

(aktywnymi metabolicznie) a martwymi (nieaktywnymi metabolicznie) kom·rkami. 

AktywnoŜĺ metaboliczna kom·rek eksponowanych na dziağanie lek·w, dendrymer·w 

oraz koniugat·w lek·w z dendrymerami zostağa r·wnieŨ okreŜlona w teŜcie NR (Neutral 

Red assay). Ten test umoŨliwia ocenň aktywnoŜci metabolicznej kom·rek na podstawie 

r·Ũnicy wychwytu specyficznego barwnika przez Ũywe i martwe kom·rki. W publikacji 

D3 do oceny ŨywotnoŜci osobnik·w organizmu  modelowego C. elegans wykorzystano 

mikroskop odwr·cony z kontrastem fazowym. W D3 oceniono takŨe wpğyw koniugat·w 

oraz wolnych lek·w na aktywnoŜĺ proliferacyjnŃ badanych kom·rek wykorzystujŃc  

pomiar iloŜciowy DNA. W publikacjach D1-D3  wykorzystano ocenň aktywnoŜci 

biologicznej testami MTT, XTT oraz NR do wyznaczenia wartoŜci IC50 dendrymer·w, 

wolnych lek·w oraz koniugat·w jedno- a takŨe wielolekowych.  

Wychwyt wyznakowanych fluorescencyjnie koniugat·w badano przy uŨyciu 

mikroskopii fluorescencyjnej, pomiaru wartoŜci fluorescencji oraz mikroskopii 

konfokalnej [D1,D4].  

 W publikacji D5 wychwyt fluorescencyjnie wyznakowanych koniugat·w przez 

badane kom·rki oceniono wykorzystujŃc obrazowŃ cytometriň przepğywowŃ.  

Obserwacja w mikroskopie konfokalnym kom·rek poddanych dziağaniu wyznakowanych 

koniugat·w umoŨliwiğa takŨe ocenň ich dystrybucji w okreŜlonych kompartmentach 

kom·rkowych  [D1]. Wpğyw koniugat·w na apoptozň kom·rek nowotworowych oraz 

cykl kom·rkowy zbadany zostağ przy uŨyciu metod cytometrycznych. WykorzystujŃc 

cytometriň przepğywowŃ wykonano pomiar zawartoŜci DNA (wpğyw na cykl 

kom·rkowy), przeprowadzono test eksternalizacji fosfatydyloseryny oraz zbadano 

aktywnoŜĺ kaspaz (wpğyw koniugat·w na apoptozň). Dodatkowo oszacowano frakcjň 

kom·rek nekrotycznych z uŨyciem 7-aminoaktynomycyny D (7-AAD) [D4-D5]. Do 

oceny wpğywu koniugat·w na poziom: LC3B, NF-əB, IL-8, TRDMT1/DNMT2 uŨyto 

swoistych przeciwciağ pierwotnych oraz wt·rnych znakowanych fluorescencyjnie. 

Obrazy zebrano z wykorzystaniem mikroskopii  konfokalnej. Poziom markera 

integralnoŜci lizosom·w LAMP1 oraz markera autofagii p62 oceniono przy uŨyciu 

metody obrazowania wykorzystujŃcej biağko zielonej fluorescencji. Do oceny 

wewnŃtrzkom·rkowego pH wykorzystano wskaŦnik fluorescencyjny wraŨliwy na 

zmianň pH (pHrodoÊ Green AM Intracellular pH Indicator). W tej metodzie spadek 
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poziomu fluorescencji odzwierciedla alkalizacjň Ŝrodowiska wewnŃtrzkom·rkowego. 

Senolityczne wğaŜciwoŜci koniugat·w oceniono po uprzedniej indukcji proces·w 

starzenia za pomocŃ DOX wedğug standardowego protokoğu opisanego w publikacji D4. 

Senolityczna aktywnoŜĺ badanych zwiŃzk·w zwiŃzana z apoptozŃ zostağa oceniona  za 

pomocŃ testu z AneksynŃ V, polegajŃcym na uwalnianiu fosfatydyloseryny z bğony 

kom·rkowej [D4].  

 

4.3 Om·wienie rezultat·w uzyskanych w cyklu publikacji 

W publikacji D1 wyb·r glicydolu wynikağ z danych literaturowych na temat 

stereoselektywnej katalizy reakcji estryfikacji pomiňdzy R-(+)-gl a kwasem n-masğowym 

przez lipazň u gatunku Rhizopus javanicus.[74] Celem badania byğo okreŜlenie, czy 

poprzez kowalencyjne przyğŃczenie optycznie czystego glicydolu do powierzchniowych 

grup NH2 moŨna zwiňkszyĺ wychwyt dendrymer·w przez kom·rki nowotworowe. Brano 

pod uwagň, Ũe aby transport lek·w przez DDS w terapii nowotworowej byğ wysoce 

efektywny, poŨŃdanŃ wğaŜciwoŜciŃ transportera jest wyŨsza selektywnoŜĺ transportu. Po 

przeanalizowaniu danych uzyskanych w trakcie badaŒ aktywnoŜci biologicznej 

otrzymanych w D1 koniugat·w stwierdzono, Ũe koniugaty nie wykazywağy cech 

cytotoksycznoŜci w stňŨeniach poniŨej 300 ÕM zar·wno wobec kom·rek 

nowotworowych jak i prawidğowych. Ponadto wykazano przy wykorzystaniu pomiar·w 

fluorescencji, Ũe pochodne PAMAM skoniugowane z R-gl ulegağy wyŨszej akumulacji w 

kom·rkach niŨ pochodne z S-gl. Wszystkie otrzymane koniugaty ulegağy wydajniejszej 

akumulacji w kom·rkach nowotworowych SCC-15 w por·wnaniu do kom·rek 

prawidğowych keratynocyt·w HaCaT. Wydajniejszy wychwyt koniugat·w przez SCC-15 

zostağ potwierdzony przy uŨyciu mikroskopii fluorescencyjnej, gdzie zobrazowano 

wyŨszy poziom fluorescencji w tych kom·rkach w kaŨdym z rosnŃcych stňŨeŒ 

koniugat·w. Dystrybucja kom·rkowa znakowanych fluorochromem  koniugat·w zostağa 

r·wnieŨ oceniona przy wykorzystaniu mikroskopii konfokalnej (kom·rki inkubowano w 

obecnoŜci 100 nM roztwor·w koniugat·w przez 4 godziny). Wykazano, Ũe koniugaty 

zawierajŃce R-gl ulegağy silniejszej akumulacji kom·rkowej niezaleŨnie od 

zastosowanego fluorochromu. Zaobserwowano r·wnieŨ, Ũe koniugaty dendrymer·w 

PAMAM G3 miağy wiňkszŃ tendencjň do akumulacji w pňcherzykach 

cytoplazmatycznych natomiast G2 byğy rozproszone w cytoplazmie. Ponadto koniugaty 
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dendrymer·w PAMAM G3 wykazywağy wiňksze powinowactwo do bğon kom·rkowych 

w por·wnaniu do koniugat·w dendrymer·w niŨszej generacji (G2), szczeg·lnie w 

odniesieniu do SCC-15.  Otrzymane w pracy D1 rezultaty dowiodğy, Ũe dendrymery 

PAMAM pokryte R-gl miağy wiňksze powinowactwo do biağek kom·rkowych aniŨeli 

analogi zawierajŃce S-gl. Dowiedziono, Ũe addycja R-gl do dendrymer·w moŨe w istotny 

spos·b zwiňkszyĺ wychwyt kom·rkowy tak zmodyfikowanych dendrymer·w przez 

kom·rki linii nowotworowej (SCC-15) w por·wnaniu do kom·rek nienowotworowych 

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

przeciwnowotworowych majŃcych na celu ograniczenie niepoŨŃdanej toksycznoŜci 

wzglňdem prawidğowych  kom·rek organizmu. Spowodowağo to uŨycie R-gl jako stağego 

elementu konstrukcyjnego koniugat·w z lekami antynowotworowymi w dalszym ciŃgu 

badaŒ. 

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

wykorzystane jako systemy dostarczania dw·ch repozycjonowanych lek·w o potencjale 

przeciwnowotworowym wzglňdem kom·rek glejaka wielopostaciowego linii U-118 MG 

oraz ludzkiego raka pğaskonabğonkowego z jňzyka SCC-15. UwzglňdniajŃc rezultaty 

opublikowane w poprzedniej pracy D1 oceniajŃcej wpğyw R-glicydylacji grup 

aminowych PAMAM na wychwyt sfunkcjonalizowanych w ten spos·b dendrymer·w 

przez kom·rki rakowe, zdecydowano siň na wykorzystanie tej strategii przy opracowaniu 

DDS dla wspomnianej kombinacji lek·w. Dodatkowo, chcŃc uzyskaĺ wiňkszŃ 

selektywnoŜĺ transportu lek·w do kom·rek nowotworowych, postanowiono do 

dendrymer·w PAMAM G3 doğŃczyĺ resztň biotynowŃ. Wyb·r biotyny podyktowany byğ 

literaturowymi danymi, kt·re wskazujŃ na istotnŃ czňstoŜĺ wystňpowania wŜr·d kom·rek 

nowotworowych nadekspresji transportera wielowitaminowego, dla kt·rego biotyna jest 

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

strukturalna koniugat·w PAMAM z biotynŃ zostağa opisana w publikacji EJCEM.[75] 

Celekoksyb oraz simwastatyna nie sŃ rutynowo stosowane w terapii nowotwor·w. Ich 

uŨycie do otrzymania koniugat·w podyktowane byğo danymi wskazujŃcymi na ich 

potencjağ przeciwnowotworowy.[43,76] Dodatkowo wyb·r tych farmaceutyk·w stanowiğ 

element strategii wykorzystujŃcej tzw. leki repozycjonowane, czyli stosowane do 

leczenia w innych wskazaniach niŨ podane podczas rejestracji. ZaletŃ takiej strategii jest 

skr·cenie ŜcieŨki rejestracji nowego terapeutyku z uwagi na znany profil dziağaŒ 

niepoŨŃdanych lek·w, kt·re sŃ juŨ zarejestrowane. [77]  
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AktywnoŜĺ biologicznŃ otrzymanych koniugat·w zbadano  in vitro wykorzystujŃc testy 

oceniajŃce cytotoksycznoŜĺ (NR oraz XTT). Na podstawie wynik·w przeŨywalnoŜci 

okreŜlono IC50 dla koniugat·w, kt·re por·wnano z wartoŜciami IC50 dla samych lek·w, 

kombinacji lek·w (nieprzyğŃczonych) oraz samego noŜnika G32B14gl. Badania aktywnoŜci 

biologicznej prowadzono na trzech liniach kom·rkowych ï dw·ch nowotworowych 

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

Testy ŨywotnoŜci wykazağy istotny spadek IC50 dla pojedynczych lek·w oraz ich 

kombinacji przyğŃczonych do zmodyfikowanego PAMAM G3 wzglňdem IC50 dla lek·w 

nieprzyğŃczonych oraz ich kombinacji zastosowanej w stosunku stechiometrycznym 

takim jak w koniugacie mieszanym. OceniajŃc r·Ũnicň IC50 uwzglňdniono liczbň reszt 

lek·w wprowadzanych w koniugacie, w okreŜlonym stňŨeniu. Wykazano, Ũe 

cytotoksycznoŜĺ koniugat·w byğa od 2 do 8 razy wiňksza niŨ cytotoksycznoŜĺ 

r·wnowaŨnych stňŨeŒ wolnych lek·w. Natomiast cytotoksycznoŜĺ koniugatu 

zawierajŃcego kombinacjň obu lek·w byğa od 35 do 50 razy wyŨsza od toksycznoŜci 

kombinacji wolnych lek·w zastosowanej w odpowiadajŃcym stosunku 

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

adekwatnym stosunku stechiometrycznym dziağanie addytywne byğo obserwowane w 

teŜcie XTT dla wszystkich badanych linii kom·rkowych, natomiast w teŜcie NR jedynie 

w przypadku kom·rek prawidğowych ludzkich fibroblast·w sk·rnych linii BJ. 

Otrzymane koniugaty wykazywağy najwyŨszŃ aktywnoŜĺ wobec kom·rek prawidğowych 

linii BJ, co mogğo wynikaĺ z najwyŨszej toksycznoŜci samego noŜnika G32B14gl, 

wzglňdem kom·rek  BJ. 

PrzyğŃczenie symwastatyny i celekoksybu do rozpuszczalnego w wodzie noŜnika G32B14gl 

przyczyniğo siň do istotnego wzrostu cytotoksycznoŜci cağego koniugatu. Ponadto w 

przypadku kombinacji obu lek·w zwiŃzanych z noŜnikiem wystňpuje efekt addycji ï 

kilkukrotnie niŨsze wartoŜci IC50 dla koniugatu wieloskğadnikowego niŨ w przypadku 

koniugat·w z pojedynczymi lekami. Wysoka toksycznoŜĺ koniugat·w wobec ludzkich 

fibroblast·w linii BJ  nie stanowi efektu wykluczajacego. MoŨe bowiem przyczyniaĺ siň 

do poprawy skutecznoŜci leczenia na poziomie tkankowym. Ma to zwiŃzek z rolŃ 

interakcji Ŝrodowiska tkankowego z rozwijajŃcym siň nowotworem ze szczeg·lnym 

uwzglňdnieniem tzw. Ăfibroblast·w zwiŃzanych z  nowotworemò (CAF ï cancer 

associated fibroblasts), kt·rych funkcja  w procesie nowotworzenia zostağa opisana we 

wstňpie (podrozdziağ 2.7 ï Kluczowe mechanizmy opornoŜci na leki 
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przeciwnowotworowe). Otrzymane dane wskazujŃ na to, Ũe dendrymer PAMAM G3 jako 

noŜnik dla kombinacji celekoksybu i simwastatyny moŨe byĺ wykorzystany do 

opracowania skutecznego koniugatu w terapii glejaka wielopostaciowego oraz raka 

kolczysto-kom·rkowego jamy ustnej. 

W nastňpnej z cyklu publikacji D3 glicydylacja dendrymer·w PAMAM zostağa 

wykorzystana ponownie w celu skonstruowania DDS opartego na dendrymerze PAMAM 

G4, kt·ry zostağ zastosowany jako noŜnik lek·w stosowanych w leczeniu raka piersi. 

UŨycie dendrymeru wyŨszej generacji umoŨliwiğo przyğŃczenie wiňkszej liczby reszt 

lek·w z uwagi na obecnoŜĺ 64, a nie jak wczeŜniej 32 (PAMAM G3) powierzchniowych 

grup aminowych dostňpnych do funkcjonalizacji. Celem byğo otrzymanie kombinacji 

trzech lek·w o r·Ũnym mechanizmie dziağania kowalencyjnie przyğŃczonych do noŜnika 

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

(lapatinib, fulvestrant), kt·rych mechanizm dziağania polega na hamowaniu 

zdefiniowanych ŜcieŨek sygnağowych ulegajŃcych amplifikacji w okreŜlonych 

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

powszechnie w terapii wielu nowotwor·w zğoŜliwych w tym raka piersi.  

Wszystkie uŨyte leki majŃ hydrofobowy charakter przez co sŃ trudno rozpuszczalne w 

wodzie, co w znaczŃcym stopniu ogranicza ich biodostňpnoŜĺ oraz przyczynia siň do 

zwiňkszenia uciŃŨliwoŜci leczenia wynikajŃcej z koniecznoŜci podania 

paranteralnego.[78,79,80,81] ZağoŨeniem addycji hydrofobowych lek·w do R-

glicydylowanego PAMAM G4 byğa poprawa biodostňpnoŜci tych lek·w poprzez 

zwiňkszenie ich rozpuszczalnoŜci w wodzie. Do oceny aktywnoŜci biologicznej wybrano 

trzy linie wykazujŃce ekspresjň receptor·w ER oraz HER2 (dwie nowotworowe oraz 

jednŃ prawidğowŃ, Tabela 3), bňdŃcych punktem uchwytu dla fulvestrantu lub 

lapatinibu.[63-68 w D3] Z uwagi na udowodnionŃ ekspresjň wymienionych receptor·w u C. 

elegans postanowiono zbadaĺ r·wnieŨ aktywnoŜĺ koniugat·w wzglňdem tego 

nicienia.[94-96 w D3]  

Tabela 3. OdnoŜniki literaturowe dotyczŃce dowod·w na ekspresjň wymienionych 

receptor·w (HER-2, ER) przez linie kom·rkowe uŨyte do test·w aktywnoŜci 

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 

 

- * istniejŃ dane wskazujŃce Ũe inny model kom·rkowy glejaka U-138 MG wykazuje ekspresjň, dla U-

118 MG ï brak danych 

- ** dane literaturowe pokazujŃ, Ũe okoğo 20% kom·rek U-118 MG charakteryzuje siň ekspresjŃ HER-2, 

natomiast nawet 85% kom·rek tej linii wykazuje ekspresjň dla EGFR 

 

Otrzymane koniugaty ulegağy wydajnej i aktywnej internalizacji do badanych kom·rek 

w niskich, nanomolowych stňŨeniach. Pomiary fluorescencji wykazağy, Ũe badane 

koniugaty akumulowağy najwydajniej w kom·rkach HaCaT. Testy na ŨywotnoŜĺ 

ujawniğy, Ũe koniugat G4L wykazywağ kilkukrotnie wyŨszŃ toksycznoŜĺ niŨ sam L 

(uwzglňdniajŃc liczbň reszt lek·w w koniugacie). Wobec kom·rek glioblastomy wzrost 

cytotoksycznoŜci byğ dwukrotny, natomiast wobec unieŜmiertelnionych keratynocyt·w 

odnotowano oŜmiokrotnie wyŨszŃ toksycznoŜĺ. Koniugat G4P wykazywağ niŨszŃ 

toksycznoŜĺ wobec kom·rek nowotworowych niŨ sam lek (dwukrotna redukcja 

toksycznoŜci wobec U-118 MG oraz 25-krotna wzglňdem A549). Koniugat tr·jlekowy 

G4PFL wykazywağ co prawda wyŨszŃ toksycznoŜĺ niŨ jednolekowe G4L oraz G4F, 

niemniej aktywnoŜĺ tego koniugatu byğa niŨsza niŨ G4P. Najsilniejsze dziağanie 

antyproliferacyjne odnotowano dla G4P wzglňdem kom·rek HaCaT (redukcja o 80% w 

stňŨeniu 1,25 nM). W znacznie mniejszym stopniu badane koniugaty ograniczağy 

proliferacjň kom·rek A549. W zakresie uŨytych stňŨeŒ badanych czynnik·w nie 

odnotowano istotnego zahamowania proliferacji kom·rek U-118 MG przez G4P ani G4F. 

G4PFL ograniczağ nieznacznie proliferacjň tych kom·rek w stňŨeniu 25 nM, natomiast 

G4L w stňŨeniu 1600 nM redukowağ jŃ niemal do zera. Addytywny efekt koniugatu 

tr·jlekowego zaobserwowano r·wnieŨ dla C. elegans. Poğowa maksymalnego stňŨenia 

wywoğujŃcego Ŝmierĺ nicienia (LC50 ï half maximal lethal concentration) byğa w tym 

przypadku niemal czterokrotnie niŨsza dla G4PFL w por·wnaniu do G4P (LC50 6,75 ÕM 

vs >24,00 ÕM). Co wiňcej, toksycznoŜĺ G4PFL byğa wzglňdem C. elegans okoğo 

dwukrotnie wyŨsza od toksycznoŜci G4F (LC50 12,50 ÕM) oraz G4L (LC50 14,80 ÕM). 

ToksycznoŜĺ tr·jlekowego koniugatu byğa por·wnywalna do toksycznoŜci mebendazolu 

ï leku przeciwpasoŨytniczego dedykowanego w leczeniu parazytoz wywoğanych przez 

nicienie (LC50 =  4,0 ÕM).  
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Z przeprowadzonych w D3 badaŒ wywnioskowano, Ũe: 

a) Koniugaty dendrymer·w PAMAM G4 z hydrofobowymi lekami byğy po 

glicydylacji rozpuszczalne w wodzie.  

b) DuŨa zawartoĺ czŃsteczek hydrofobowych lek·w przyğŃczonych do dendrymeru 

sprzyjağa tworzeniu asocjat·w pomimo addycji R-glicydolu do pozostağych, 

wolnych grup aminowych. średnica asocjat·w zmierzona technikŃ DLS byğa o co 

najmniej rzŃd wielkoŜci wyŨsza niŨ w przypadku czŃsteczek w monodyspersji 

(wyniki pomiar·w DLS zawarte sŃ w publikacji [73] oraz zbiorczo w Tabela 1). 

c) Pomimo asocjacji koniugaty zachowağy biodostňpnoŜĺ. Wykazano, Ũe wnikağy do 

kom·rek in vitro. 

d) Na wybranych modelach kom·rkowych R-glicydylacja noŜnika nie poprawiağa 

selektywnoŜci dziağania koniugat·w wobec linii nowotworowych.  

e) Koniugaty zawierajŃce L i F byğy w istotnym stopniu bardziej toksyczne dla 

keratynocyt·w (HaCaT) niŨ wolne leki. Jest to prawdopodobnie zwiŃzane z 

poziomem ekspresji ER oraz HER2 w tych kom·rkach, a takŨe poprawŃ 

biodostňpnoŜci lek·w po przyğŃczeniu do noŜnika.   

f) Paklitaksel przyğŃczony do dendrymeru byğ od 2 do 25 razy mniej toksyczny dla 

kom·rek nowotworowych niŨ wolny lek.  

g) Koniugat tr·jlekowy nie wykazywağ wiňkszej toksycznoŜci wzglňdem kom·rek 

nowotworowych niŨ G4P.  

h) PrzyğŃczenie L do noŜnika dwukrotnie zwiňkszağo jego toksycznoŜĺ wzglňdem 

kom·rek glioblastomy. Niestety efekt ten nie byğ swoisty, poniewaŨ toksycznoŜĺ 

takiego koniugatu byğa takŨe znacznie wyŨsza wobec keratynocyt·w.  

i) R·Ũnice toksycznoŜci zmierzonej przez NR w por·wnaniu do XTT przemawiajŃ 

za tym, Ũe toksycznoŜĺ G4L w wiňkszym stopniu wynikağa z zaburzania 

integralnoŜci lizosom·w, natomiast efekt G4P byğ mocniej zwiŃzany z 

indukowaniem dysfunkcji mitochondri·w.  

j) ToksycznoŜĺ koniugat·w wzglňdem A549 oraz HaCaT byğa silniej zwiŃzana z 

hamowaniem proliferacji, natomiast w przypadku glioblastomy dysfunkcja 

mitochondri·w indukowana aktywnoŜciŃ koniugat·w odgrywağa wiňkszŃ rolň.  

k) Kombinacja trzech lek·w przyğŃczonych do G4 wykazywağa efekt addytywny 

wzglňdem nicienia C.elegans a aktywnoŜĺ G4PFL jest por·wnywalna do 

aktywnoŜci skutecznego i powszechnie uŨywanego leku przeciwpasoŨytniczego.  
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ChcŃc okreŜliĺ czy zaobserwowany brak selektywnoŜci koniugat·w wobec kom·rek 

nowotworowych wynika z niewğaŜciwego stosunku stechiometrycznego lek·w lub z 

nieodpowiedniego doboru docelowych modeli kom·rkowych zawierajŃcych wğaŜciwe 

receptory EGFR i HER2, zdecydowano powt·rzyĺ testy toksycznoŜci koniugat·w na 

innych dostňpnych liniach kom·rkowych: prawidğowych ludzkich fibroblastach (BJ) oraz 

potr·jnie ujemnym raku piersi (HCC1806). Wstňpne wyniki wykazağy brak 

selektywnoŜci, a toksycznoŜĺ koniugatu wielolekowego(G4PL) nie r·Ũniğa siň istotnie od 

toksycznoŜci samego PTX (Ryc.5)  

 

 

 

Ryc. 5. WartoŜci IC50 wolnych lek·w oraz koniugat·w w skali logarytmicznej 

Por·wnanie wartoŜci IC50 wyraŨonych w skali logarytmicznej dla wolnych lek·w oraz koniugat·w 

wzglňdem BJ oraz HCC1806. 

W zwiŃzku z tym zdecydowano siň zastosowaĺ koniugaty jednolekowe w r·Ũnym 

stosunku stechiometrycznym. W tym celu kom·rki (HCC1806 oraz BJ) poddano 

ekspozycji na koniugat G4P w stağym stňŨeniu 1 nM (stňŨenie poniŨej toksycznego dla 

badanych kom·rek ï na podstawie poprzednich rezultat·w, ryc.5) oraz na G4L we 

wzrastajŃcym stňŨeniu. Koniugatu G4F nie badano w tej pr·bie z uwagi na bardzo niskŃ 

skutecznoŜĺ zaobserwowanŃ we wczeŜniejszych badaniach). Wykazano addytywne 

dziağanie G4P z G4L w 60 nM stňŨeniu G4L. Dodatkowo w tym stosunku 
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stechiometrycznym taka mieszanina koniugat·w wykazywağa selektywnoŜĺ dziağania 

wobec linii nowotworowej HCC1806. ToksycznoŜĺ byğa prawie trzykrotnie wyŨsza w 

przypadku kom·rek HCC1806 niŨ BJ (IC50 = 62.6nM i 149.9 nM odpowiednio dla 

HCC1806 i BJ) ï patrz ryc.6. (Manuskrypt zawierajŃcy przytoczone rezultaty jest w 

trakcie przygotowania do publikacji). 
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Ryc. 6. WartoŜci IC50 wyznaczone przy uŨyciu testu MTT dla kombinacji 

jednolekowych koniugat·w (1nM G4P + wzrastajŃce stňŨenie G4L). 

ReasumujŃc, G4L wykazywağ istotny potencjağ przeciwglejakowy i moŨe sğuŨyĺ 

do opracowania skutecznego leczenia tego rodzaju nowotworu zğoŜliwego. Koniugat 

G4PFL charakteryzowağ siň potencjağem do zastosowania w leczeniu parazytoz 

wywoğanych przez nicienie. ObecnoŜĺ w koniugacie trzech lek·w o r·Ũnych 

mechanizmach dziağania moŨe w znacznym stopniu przyczyniĺ siň do zapobiegania 

rozwojowi opornoŜci na leczenie oraz byĺ wykorzystana jako metoda leczenia 

ratunkowego przypadk·w lekoopornych. W tym celu konieczne jest okreŜlenie profilu 

toksycznoŜci na modelach zwierzňcych. Wysoka skutecznoŜĺ oraz selektywnoŜĺ 

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

moŨliwoŜĺ zastosowania takiej kombinacji jako metody spersonalizowanego leczenia 

pacjentek z potr·jnie ujemnym rakiem piersi. W tabeli 4 zaprezentowano, kt·re zwiŃzki 

otrzymane w publikacjach D1-D3 byğy testowane na wymienionych liniach 

kom·rkowych.  
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rakowymi HCC1806 skğania do rozwaŨenia, czy alternatywna droga podania 

ograniczajŃca ekspozycjň tkanki nabğonkowej (epithelialnej) na dziağanie koniugat·w 

mogğaby przyczyniĺ siň do redukcji toksycznych skutk·w 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 kom·rkowe uŨyte do test·w aktywnoŜci poszczeg·lnych 

koniugat·w lek·w antynowotworowych 

 

Linie kom·rkowe (kolumny 2-6) uŨyte do test·w aktywnoŜci poszczeg·lnych koniugat·w lek·w 

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

koniugat·w oznaczajŃ: * F = izotiocyjanian Fluoresceiny (FITC); ** Fu = Fulvestrant. 

 

W D4 jako modyfikacjň poprawiajŃcŃ rozpuszczalnoŜĺ koniugat·w 

zawierajŃcych hydrofobowe leki oraz podw·jne kombinacje tych lek·w zastosowano 

funkcjonalizacjň czňŜci powierzchniowych grup NH2 PAMAM G3 innym poliolem ï Ŭ-

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

aminowych). Nastňpnie do terminalnych grup NH2 zmodyfikowanego w ten spos·b 

noŜnika kowalencyjnie przyğŃczone zostağy leki wykorzystywane w terapii raka piersi 

(BC). Do koniugacji wybrane zostağy leki dziağajŃce selektywnie na ŜcieŨki sygnağowe 

zaangaŨowane w rozw·j i progresjň BC, kt·rych biodostňpnoŜĺ moŨe byĺ istotnie 

ograniczona przez sğabŃ rozpuszczalnoŜĺ w wodzie. Postanowiono zsyntezowaĺ 

koniugaty jednolekowe zawierajŃce L lub F oraz koniugat zawierajŃcy kombinacjň obu 

lek·w, celem zbadania potencjalnego dziağania addytywnego. AktywnoŜĺ biologicznŃ 

otrzymanych zwiŃzk·w oceniono na trzech liniach kom·rkowych raka piersi (MCF7 ï 

ER+, MDA-MB-231 ï potr·jnie ujemna, SK-BR-3 ï HER2+). W przebiegu badaŒ 

aktywnoŜci biologicznej koniugat·w zbadany zostağ wpğyw otrzymanych koniugat·w na 

zdolnoŜĺ indukcji apoptozy w kom·rkach trzech modeli BC o r·Ũnym statusie 

receptorowym.   

Badania DLS wykazağy, Ũe koniugaty zawierajŃce  F asocjowağy.  średnica czŃstek tych 

zwiŃzk·w wynoszŃca okoğo 60 nm byğa o rzŃd wielkoŜci wyŨsza niŨ dla zakğadanej 

monodyspersji. W odr·Ũnieniu od koniugat·w zawierajŃcych F, Ŝrednica czŃsteczkowa 

G34L12gh wynosiğa 11.4 nm.  

NajniŨsze stňŨenie koniugat·w indukujŃce zmiany metaboliczne  kom·rek okreŜlono 

jako 2.5 ÕM i takie stňŨenie stosowano w dalszych badaniach aktywnoŜci biologicznej 

(test MTT). Wolne leki w takim stňŨeniu wykazywağy niŨszŃ aktywnoŜĺ. G34L12gh* 

charakteryzowağ siň najwiňkszŃ aktywnoŜciŃ wzglňdem MDA-MB-231(spadek 

aktywnoŜci metabolicznej poniŨej 40% w teŜcie 48 godzin) oraz SK-BR-3, natomiast 
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G34F12gh* wzglňdem MCF-7. Obrazowa cytometria przepğywowa wykazağa aktywny 

wychwyt wszystkich koniugat·w przez kom·rki nowotworowe trzech badanych linii. 

G34L12gh intensywniej indukowağ zatrzymanie cyklu kom·rkowego w fazie G0/G1 

kom·rek MDA-MB-231 oraz MCF-7 (w por·wnaniu do samego L).  

Na podstawie oceny aktywnoŜci kaspaz oraz uwalniania fosfatydyloseryny 

zaobserwowano znaczny wzrost populacji kom·rek martwych oraz w fazie p·Ŧnej 

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

BR-3. Efekt w przypadku pierwszego typu kom·rek byğ najsilniejszy. AktywnoŜĺ 

dwulekowego koniugatu G33L3F12gh wzglňdem tych linii kom·rkowych byğa na 

podobnym poziomie w por·wnaniu do aktywnoŜci jednolekowego G34L12gh. 

Pomiar marker·w autofagii ï LC3B oraz p62 wykazağ wzrost kom·rkowej zawartoŜci 

LC3B przy jednoczesnym spadku p62 po zastosowaniu G34L12gh w por·wnaniu do 

samego L (dla trzech badanych linii). Zarejestrowano r·wnieŨ spadek sygnağu markera 

integralnoŜci lizosom·w LAMP1 w trzech badanych typach kom·rek po eskpozycji na 

G34L12gh. W przypadku MCF-7 spadek sygnağu LAMP1 korelowağ z istotnym wzrostem 

cytoplazmatycznego pH.  

Odnotowano r·wnieŨ, Ũe G34L12gh indukowağ cytoplazmatycznŃ akumulacjň NF-əB w 

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

koniugat ten indukowağ akumulacjň NF-əB w jŃdrze kom·rkowym. Zmiana poziomu NF-

əB byğa skorelowana ze wzrostem poziomu prozapalnej IL-8 jedynie w przypadku MCF-

7. Produkcja tej cytokiny byğa stymulowana przez wolny L w kom·rkach MCF-7 oraz 

MDA-MB-231, ale nie byğa zwiŃzana ze zmianŃ poziomu NF-əB.  

Wykazano, Ũe G33L3F12gh przyczyniağ siň do wzrostu jŃdrowej akumulacji TRDMT1 we 

wszystkich trzech badanych linii kom·rkowych. Natomiast G34L12gh wywoğywağ taki 

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

metylotransferazy po zastosowaniu koniugat·w byğa ograniczona ï wzrost odnotowano 

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

aktywnoŜci genu dla TRDMT1 skutkowağo istotnym spadkiem wraŨliwoŜci kom·rek 

MDA-MB-231 na dziağanie G34L12gh oraz G33L3F12gh przy braku takiej zaleŨnoŜci dla 

G34F. 

Odkryto takŨe istotny potencjağ G34L12gh do wywoğywania apoptozy w kom·rkach MDA-

MB-231 oraz SK-BR-3 poddanych senescencji indukowanej przez DOX. Koniugat 
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dwulekowy G33L3F12gh r·wnieŨ bardzo intensywnie stymulowağ apoptozň w przypadku 

tych dw·ch linii kom·rkowych BC. W przypadku G34F wykryto znacznie wyŨszŃ 

aktywnoŜĺ wzglňdem wykazujŃcym symptomy starzenia MCF-7 niŨ dla MCF-7 przed 

wywoğaniem tego efektu. 

PrzyğŃczenie hydrofobowych lek·w L i/lub F do G312gh podwyŨsza ich aktywnoŜĺ wobec 

kom·rek BC. Koniugatem najsilniej indukujŃcym procesy apoptozy byğ G34L12gh. Wbrew 

oczekiwaniom jego aktywnoŜĺ byğa bardziej widoczna dla linii potr·jnie ujemnej MDA-

MB-231 niŨ SK-BR-3 (HER2+),  dla kt·rej, z uwagi na sw·j gğ·wny mechanizm 

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

zağoŨenia dedykowany. Otrzymane rezultaty sugerujŃce stymulacjň autofagii, odpowiedzi 

zapalnej (NF-əB) oraz akumulacji TRDMT1 przez koniugat G34L12gh sugerujŃ, Ũe 

zasadniczy mechanizm dziağania tego koniugatu nie jest ŜciŜle zwiŃzany z aktywnoŜciŃ 

lapatinibu wzglňdem HER2. Dodatkowym argumentem na wsparcie tej tezy jest 

wykazane indukowanie opornoŜci na dziağanie koniugat·w zawierajŃcych L poprzez 

wyciszenie genu dla TRDMT1 w kom·rkach MDA-MB-231. Nie zaobserwowano, aby 

w przypadku kt·rejkolwiek z badanych linii BC koniugat dwulekowy charakteryzowağ 

siň wiňkszŃ aktywnoŜciŃ niŨ koniugat zawierajŃcy tylko L. Natomiast koniugat G34F miağ 

najmniejszŃ aktywnoŜĺ spoŜr·d badanych koniugat·w. MoŨliwe, Ũe jest to zwiŃzane z 

biodostňpnoŜciŃ ograniczonŃ przez asocjacjň koniugat·w zawierajŃcych F. Dane 

dotyczŃce oceny zdolnoŜci do indukcji apoptozy w kom·rkach z wyindukowanym 

starzeniem przemawiajŃ za istotnymi wğaŜciwoŜciami senolitycznymi otrzymanych 

koniugat·w. Ma to istotne znaczenie z perspektywy leczenia nowotwor·w zğoŜliwych, 

poniewaŨ w ich przypadku proces starzenia moŨe peğniĺ rolň adaptacji przyczyniajŃcej 

siň do rozwoju opornoŜci na leczenie oraz wznowy nowotworu. [82] 

Wyniki uzyskane w D4 wskazujŃ, Ũe aktywnoŜĺ G34L12gh moŨe zostaĺ wykorzystana do 

opracowania skutecznej formy leczenia potr·jnie-ujemnego raka piersi. Natomiast 

G34F12gh moŨe znaleŦĺ zastosowanie jako element leczenia ER+ BC wykorzystujŃcego 

strategiň tzw. Dwustopniowego (one-two punch ï ang) opierajŃcej siň o wykorzystanie 

sekwencyjnego stosowania leku o dziağaniu stymulujŃcym procesy starzenia z 

nastňpczym zastosowaniem zwiŃzku o wğaŜciwoŜciach senolitycznych. [82] 

W publikacji D5 opracowano nowŃ drogň syntezy koniugat·w pozwalajŃcŃ na 

przyğŃczenie wiŃzaniem fosforamidowym fosforan·w lek·w aktywnych wzglňdem 



55 
 

ludzkich biağaczek. PrzyğŃczanie lek·w fosforamidowo byğo szczeg·lnie istotne dla tego 

badania z powodu potencjalnej wraŨliwoŜci tego wiŃzania na niskie pH, kt·rŃ r·wnieŨ 

zamierzano zbadaĺ. IstotŃ pracy byğo otrzymanie koniugat·w uwalniajŃcych leki w 

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

fludarabiny oraz deksametazonu przez wiŃzanie fosforoamidowe. ZağoŨeniem byğo 

r·wnieŨ otrzymanie koniugat·w wielolekowych zawierajŃcych kombinacje 

wymienionych lek·w. AktywnoŜĺ biologiczna otrzymanych koniugat·w miağa docelowo 

zostaĺ przebadana na modelach kom·rkowych ostrej oraz przewlekğej biağaczki 

szpikowej. Zasadniczym celem czňŜci biologicznej byğa ocena wpğywu koniugat·w na 

apoptozň kom·rek nowotworowych w por·wnaniu z wolnymi lekami. Konwersja 

hydrofobowych lek·w do pochodnych fosforanowych stanowi metodň poprawy 

biodostňpnoŜci takich lek·w z uwagi na zwiňkszenie rozpuszczalnoŜci w wodzie.[83] 

Linkery wraŨliwe na zmianň pH wykorzystywane do przyğŃczania lek·w do system·w 

dostarczania lek·w przyczyniajŃ siň do poprawy kontroli uwalniania lek·w.[84] IstotŃ 

takiej strategii jest to, aby leki uwalniağy siň z DDS w kwaŜnym Ŝrodowisku lizosom·w 

(wewnŃtrzkom·rkowo) lub w odpowiedzi na niskie pH Ŝrodowiska guz·w 

nowotworowych.[84] W zwiŃzku z powyŨszym ostateczny cel badania polegağ na ocenie, 

czy wykorzystanie wraŨliwego na pH wiŃzania do addycji fosforan·w lek·w 

przeciwnowotworowych do PAMAM G3, spowoduje istotny wzrost skutecznoŜci 

dziağania tych lek·w (przyğŃczonych do PAMAM) samodzielnie lub w kombinacji wobec 

ludzkich kom·rek biağaczki. Badania aktywnoŜci biologicznej koniugat·w prowadzono 

na czterech liniach biağaczki. Linie THP-1 i HL-60 stanowiğy model kom·rkowy AML, 

dwie pozostağe: K-562, LAMA-84 to modele kom·rkowe CML. średnica czŃsteczkowa 

wyznaczona metodŃ DLS wskazywağa na monodyspersjň otrzymanych koniugat·w. 

Potencjağ zeta badanych zwiŃzk·w miağ lekko dodatniŃ wartoŜĺ mieszczŃcŃ siň w 

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

czŃsteczkowej zwiŃzk·w badanych w kwaŜnym  0.05 M buforze octanowym (pH = 5) 

wykazağ wzrost Ŝrednicy zwiŃzk·w w takich warunkach. Zarejestrowano r·wnieŨ wzrost 

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

mV).  

Proces hydrolizy w kwaŜnym Ŝrodowisku (bufor octanowy) ujawniğ istotny spadek 

intensywnoŜci sygnağ·w rezonansowych dla H-2 oraz H-8 adeniny w widmie 1H NMR. 

Oszacowano czas poğowicznej hydrolizy koniugatu G310A wynoszŃcy 4 godziny. 
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Zaobserwowano r·wnieŨ systematyczny wzrost rezonansu pochodzŃcego od proton·w 

grupy metylowej octanu ï wzrost byğ proporcjonalny do spadku intensywnoŜci proton·w 

adeninowych. Rezultaty takiego samego eksperymentu dla G37D wskazywağy na czas 

poğowicznej hydrolizy bliski 3 godziny. Widmo kontrolne NMR otrzymanych zwiŃzk·w 

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

nie odnotowano istotnych zmian. 

StňŨenie koniugat·w wywoğujŃce istotne zmiany metaboliczne obserwowane w teŜcie 

MTT wynosiğo 10 nM (spadek aktywnoŜci metabolicznej HL-60 poniŨej 50% w 

odpowiedzi na 10 nM stňŨenie G3B7D13C ï po 48 godzinach inkubacji). NajwiňkszŃ 

wraŨliwoŜciŃ na FP charakteryzowağy siň kom·rki LAMA-84 oraz K-562, podczas gdy 

HL-60 byğy najbardziej wraŨliwe na CP. Natomiast THP-1 nie wykazywağy istotnej 

odpowiedzi metabolicznej nawet w 1 ÕM stňŨeniu CP lub FP. Co interesujŃce w 

przypadku tej linii kom·rkowej zmiany metaboliczne byğy obserwowane juŨ po 24 

godzinach inkubacji. DP nie powodowağ istotnej zmiany metabolizmu Ũadnej z czterech 

badanych linii kom·rkowych po 48 godzinnej inkubacji. W dodatku CP oraz FP w 

stňŨeniu 10 nM nie indukowağy istotnej odpowiedzi metabolicznej badanych kom·rek w 

po 48 godzinach. W przeciwieŒstwie do samego CP w stňŨeniu 10 nM koniugat G3B13C 

indukowağ umiarkowane zmiany metaboliczne kom·rek K-562. Natomiast G3B7F w 

stňŨeniu 10 nM stymulowağ spadek aktywnoŜci metabolicznej kom·rek THP-1 oraz HL-

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

aktywnoŜĺ G3B7F nie byğa wiňksza od aktywnoŜci FP, natomiast zastosowanie 

dwulekowego G3B7F7D wykazağo znaczne obniŨenie aktywnoŜci metabolicznej w stňŨeniu 

10 nM. Podobne wzmocnienie aktywnoŜci odnotowano dla 10 nM G3B13C7D wzglňdem 

HL-60 (wzglňdem 10 nM wolnego CP zaobserwowano 50% spadek aktywnoŜci 

metabolicznej). Ponadto w przeciwieŒstwie do samego DP, 10 nM G3B7D wywoğywağ 

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

G3B nie zaobserwowano istotnego wpğywu dendrymeru na badane kom·rki.  

Ze wzglňdu na istotnŃ r·Ũnicň wraŨliwoŜci LAMA-84 oraz K-562 na G3B7D7F por·wnano 

wychwyt koniugatu przez te kom·rki przy uŨyciu obrazowej cytometrii przepğywowej 

(celem zbadania czy wraŨliwoŜĺ w tych warunkach zaleŨy od wychwytu). Rezultaty testu 

ujawniğy wyŨszy wychwyt G3B7D7F przez K-562, kt·ra wykazywağa znacznie mniejszŃ 

wraŨliwoŜĺ na ten koniugat niŨ LAMA-84.  
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Badanie wpğywu koniugat·w oraz wolnych lek·w na apoptozň ujawniğo istotny wzrost 

populacji kom·rek apoptotycznych (niemal 30% kom·rek we wczesnej oraz p·Ŧnej 

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

pozostağych koniugat·w nie zaobserwowano istotnego wpğywu na stymulowanie 

apoptozy dla badanych linii kom·rkowych. Wpğyw 10 nM G3B7D13C na apoptozň HL-60 

potwierdziğa zwiňkszona aktywnoŜĺ wykonawczej kaspazy 3. W przypadku pozostağych 

linii kom·rkowych oraz koniugat·w nie byğo korelacji pomiňdzy hamowaniem 

metabolizmu kom·rek a indukcjŃ apoptozy przez koniugaty.  

OceniajŃc wpğyw wolnych lek·w oraz koniugat·w na cykl kom·rkowy zaobserwowano 

istotny wzrost populacji kom·rek HL-60 zatrzymanych w fazie G0/G1 cyklu w 

odpowiedzi na 10 nM G3B7D13C oraz w mniejszym stopniu G3B7D7F.  

Z uwagi na zawartoŜĺ deksametazonu ï glikokortykosteroidu o silnych wğaŜciwoŜciach 

przeciwzapalnych w skğadzie koniugat·w zdecydowano siň zbadaĺ poziom NF-əB ï 

waŨnego czynnika transkrypcyjnego modulujŃcego odpowiedŦ zapalnŃ. Wykazano, Ũe 

sam noŜnik G3B stymulowağ nieznacznie wzrost poziomu NF-əB w kom·rkach HL-60. 

Jedynie w przypadku kom·rek HL-60 poddanych dziağaniu 10 nM G3B7D7F 

zarejestrowano nieznaczny wzrost poziomu NF-əB.  

Wyniki testu na hemolizň sugerowağy sğabo zaznaczone wğaŜciwoŜci hemolityczne 

koniugat·w G3B13C oraz G3B7D13C po 48 godzinnej inkubacji. Pozostağe koniugaty nie 

wykazywağy aktywnoŜci hemolitycznej w badanych warunkach.  

 

Otrzymane w D5 wyniki dowodzŃ, Ũe synteza wykorzystujŃca CDI jest skutecznŃ drogŃ 

umoŨliwiajŃcŃ kowalencyjne przyğŃczanie fosforan·w lek·w do dendrymer·w PAMAM. 

W dodatku powstağe wiŃzanie wykazuje wraŨliwoŜĺ na niskie pH (okres poğowicznej 

hydrolizy okoğo 4 godziny). Ma to szczeg·lne znaczenie z perspektywy koncepcji 

stosowania DDS, w kt·rej poszukuje siň sposobu na selektywny transport lek·w do 

kom·rek nowotworowych. WğaŜciwoŜci kom·rek nowotworowych, wpğywajŃce na 

odmienne parametry Ŝrodowiska guz·w nowotworowych w por·wnaniu do zdrowych 

tkanek przemawiajŃ za tym, Ũe leki przyğŃczone do DDS przy wykorzystaniu opisanego 

w tej publikacji wiŃzania mogğyby w zdecydowanie wiňkszym stopniu byĺ uwalniane w 

Ŝrodowisku guz·w nowotworowych niŨ w tkankach prawidğowych. WraŨliwoŜĺ 

koniugatu w pH ok. 5, kt·re jest charakterystyczne dla lizosom·w pokazuje r·wnieŨ, Ũe 
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intensywnoŜĺ uwalniania lek·w moŨe byĺ najwiňksza w kompartmencie 

wewnŃtrzkom·rkowym, co dodatkowo moŨe dodatnio wpğynŃĺ na wzrost efektywnoŜci 

leczenia przy jednoczesnej redukcji og·lnoustrojowych skutk·w ubocznych 

(schematycznie zobrazowano ï Rycina 7). Wzrost Ŝrednicy czŃsteczkowej koniugat·w 

oraz potencjağu zeta w pH 5 sugeruje, Ũe wğaŜciwoŜci fizykochemiczne zastosowanego 

noŜnika mogŃ ulegaĺ istotnym zmianom w odpowiedzi na protonacjň wolnych grup NH2, 

spowodowanŃ niskim pH. Kontrolne widma 1H NMR wykazağy trwağoŜĺ skğadu 

otrzymanych koniugat·w w obojňtnym Ŝrodowisku wodnym. Obserwacja ta wspiera 

argument o potencjale do selektywnego uwalniania lek·w od tak opracowanego DDS w 

odpowiedzi na obniŨenie pH.  

Ocena aktywnoŜci biologicznej otrzymanych koniugat·w z FP CP DP oraz podw·jnych 

kombinacji z G3B wykazağa, Ũe przyğŃczenie tych fosforan·w do noŜnika pozwalağa 

zachowaĺ aktywnoŜĺ przeciwnowotworowŃ przy zastosowaniu nawet 10-krotnie 

niŨszych stňŨeŒ koniugat·w (w odniesieniu do wolnych lek·w). W dodatku obecnoŜĺ 

deksametazonu w koniugacie dwulekowym G3B7D13C przyczyniğa siň do wzmocnienia 

efektu przeciwnowotworowego na drodze indukowania apoptozy oraz supresji cyklu 

kom·rkowego w fazie G0/G1 (HL-60). W przypadku pozostağych badanych linii 

kom·rkowych oraz koniugat·w brak istotnego powiŃzania wpğywu na zmiany 

metabolizmu kom·rek z indukcjŃ apoptozy przemawia za tym, Ũe dominujŃcym 

mechanizmem determinujŃcym ich aktywnoŜĺ byğ efekt cytostatyczny. Otrzymane w 

trakcie tego badania wyniki wskazujŃ r·wnieŨ na to, Ũe r·Ũnice wraŨliwoŜci r·Ũnych linii 

kom·rkowych nie muszŃ byĺ zwiŃzane z odmiennym stopniem wychwytu koniugat·w 

przez kom·rki (G3B7D7F wzglňdem LAMA-84 vs K-562). Brak aktywnoŜci hemolitycznej 

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

przypadku jednej z badanych linii kom·rkowych (w odpowiedzi na sam noŜnik) 

przemawiajŃ za wystarczajŃcŃ biokompatybilnoŜciŃ takiego systemu dostarczania lek·w. 
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Ryc. 7. Schematyczna wizualizacja uwalniania lek·w z dendrymeru w niskim pH 

lizosom·w 

 

 

 

 

 

 

 

5. Podsumowanie i wnioski wyciŃgniňte z cyklu publikacji 

 StosujŃc przedstawione strategie syntezy z wykorzystaniem r·Ũnych 

aktywator·w otrzymano kilka serii koniugat·w dendrymer·w PAMAM r·Ũnych 

generacji z kowalencyjnie przyğŃczonymi lekami o r·Ũnej aktywnoŜci 

przeciwnowotworowej. Kowalencyjne przyğŃczenie lek·w umoŨliwiğo otrzymanie serii 
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koniugat·w o okreŜlonej stechiometrii lek·w przyğŃczonych do noŜnika. W dodatku 

koniugaty, w kt·rych syntezie uŨyto wiŃzanie fosforamidowe wykazywağy stağoŜĺ skğadu 

w Ŝrodowisku wodnym. Koniugacja lek·w do PAMAM pozwala osiŃgnŃĺ kontrolň nad 

skğadem otrzymanego  terapeutyku oraz zapewnia bardziej stabilny profil uwalniania 

lek·w z DDS.  

W przypadku koniugat·w otrzymanych w oparciu o wiŃzanie fosforoamidowe 

wykazano zaleŨnoŜĺ uwalniania skoniugowanych lek·w od pH (wiŃzanie wraŨliwe na 

niskie pH).  

Koniugaty z wiŃzaniem fosforoamidowym umoŨliwiajŃ minimalizacjň skutk·w ubocznych 

przy jednoczesnym zachowaniu efektywnoŜci otrzymanego w ten spos·b DDS.  

Dodatnie potencjağy zeta oraz niska aktywnoŜĺ hemolityczna koniugat·w 

prowadzŃ do  biokompatybilnoŜci koniugat·w opartych o dendrymery PAMAM generacji 

3 i 4.  

Funkcjonalizacja noŜnika poprzez przyğŃczenie polioli umoŨliwia otrzymanie 

rozpuszczalnych w wodzie koniugat·w zawierajŃcych stosunkowo wysokŃ zawartoŜĺ 

hydrofobowych lek·w 

Wysoka rozpuszczalnoŜĺ koniugat·w w wodzie umoŨliwia poprawň biodostňpnoŜci lek·w 

hydrofobowych poprzez zastosowanie PAMAM sfunkcjonalizowanych poprzez addycjň 

wymienionych czŃsteczek.  

Wysoki stopieŒ podstawienia noŜnika hydrofobowymi lekami sprzyja tworzeniu 

asocjat·w. MoŨe to wpğywaĺ negatywnie na biodostňpnoŜĺ otrzymanych DDS w zwiŃzku 

z czym stosunek stechiometryczny hydrofobowych lek·w wzglňdem noŜnika powinien byĺ 

moŨliwie jak najniŨszy.  

Wpğyw przyğŃczenia r·Ũnych lek·w do PAMAM na wzrost ich aktywnoŜci jest 

trudny do przewidzenia. 

 W zwiŃzku z tym bardziej optymalnŃ strategiŃ wydaje siň synteza koniugat·w 

jednolekowych. Tak otrzymane koniugaty mogŃ byĺ nastňpnie wykorzystane w 

kombinacjach zawierajŃcych r·Ũne stosunki stechiometryczne koniugat·w. MoŨe to 

poprawiĺ efektywnoŜĺ oraz selektywnoŜĺ dziağania takich kombinacji wzglňdem kom·rek 

nowotworowych.  
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Addycja lek·w do PAMAM pozwala nie tylko na wzmocnienie ich aktywnoŜci 

przeciwnowotworowej, ale takŨe na ujawnienie nowych wğaŜciwoŜci (na przykğad 

senolitycznych wğaŜciwoŜci G34L12gh oraz G34F12gh). 

 PrzyğŃczanie lek·w o aktywnoŜci przeciwnowotworowej do PAMAM moŨe przyczyniĺ siň 

do poszerzenia grupy terapeutyk·w o wğaŜciwoŜciach poŨŃdanych w kontekŜcie terapii 

nowotwor·w zğoŜliwych takich jak senolityki.  

PrzyğŃczanie kombinacji lek·w przeciwnowotworowych do PAMAM moŨe okazaĺ 

siň skutecznŃ strategiŃ dla opracowania nowych lek·w przeciwpasoŨytniczych.  

Strategia kowalencyjnego przyğŃczania lek·w do nanonoŜnik·w opartych o 

PAMAM moŨe przyczyniĺ siň do opracowania nowych metod terapeutycznych 

charakteryzujŃcych siň wysokŃ skutecznoŜciŃ oraz ograniczonym zakresem dziağaŒ 

niepoŨŃdanych. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Streszczenie 

Nowotwory zğoŜliwe stanowiŃ grupň chor·b o zr·Ũnicowanej etiologii, przebiegu 

oraz rokowaniu. StanowiŃ one jednŃ z wiodŃcych przyczyn zgon·w w krajach 

rozwiniňtych. Dodatkowo nowotwory zğoŜliwe w zaawansowanych stadiach sŃ Ŧr·dğem 

uporczywych dla pacjent·w onkologicznych objaw·w, kt·re w znaczŃcym stopniu 
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przyczyniajŃ siň do ograniczenia ich aktywnoŜci spoğecznej oraz pogorszenia jakoŜci 

Ũycia. Z uwagi na r·ŨnorodnoŜĺ mechanizm·w leŨŃcych u podstaw rozwoju 

nowotwor·w, przebieg choroby jest czňsto nieprzewidywalny a rezultaty leczenia 

niesatysfakcjonujŃce. W dodatku dostňpne formy leczenia czňsto niosŃ ze sobŃ szereg 

dziağaŒ niepoŨŃdanych, kt·re wywierajŃ negatywny wpğyw na zdrowie oraz 

samopoczucie pacjenta. UciŃŨliwe skutki uboczne mogŃ istotnie wpğywaĺ na 

ograniczenie skutecznoŜci terapii. WychodzŃc naprzeciw wyzwaniom terapii 

nowotwor·w zğoŜliwych opracowywane sŃ nowoczesne metody terapii, kt·rych 

gğ·wnym zağoŨeniem jest personalizacja leczenia. IstotŃ tej koncepcji jest dopasowanie 

aktywnoŜci leku do specyfiki molekularnej danego nowotworu. MoŨna to osiŃgnŃĺ m.in. 

poprzez wprowadzanie do leczenia substancji selektywnie hamujŃcych zdefiniowane 

ŜcieŨki przekazywania sygnağu zaangaŨowane w rozw·j nowotworu, ğŃczenie lek·w z 

przeciwciağami skierowanymi przeciw specyficznym dla nowotworu antygenom oraz 

wykorzystaniu nanoczŃsteczkowych system·w transportu lek·w. Systemy te mogŃ byĺ 

dodatkowo modyfikowane przez przyğŃczanie do nich ligand·w dla receptor·w 

ulegajŃcych nadeskpresji w kom·rkach nowotwor·w oraz poprzez przyğŃczanie do nich 

lek·w przeciwnowotworowych wiŃzaniami wraŨliwymi na dziağanie pH. Strategia taka 

moŨe dodatkowo poprawiĺ selektywnoŜĺ leczenia przyczyniajŃc siň do wzrostu jego 

efektywnoŜci przy jednoczesnym ograniczeniu dziağaŒ niepoŨŃdanych. 

Celem publikacji wchodzŃcych w przedğoŨony cykl byğo zastosowanie dendrymer·w 

poliamidoaminowych (PAMAM) r·Ũnych generacji jako system·w transportu lek·w 

przeciwnowotworowych oraz kombinacji zawierajŃcych kilka lek·w o r·Ũnym 

mechanizmie dziağania. Dendrymery byğy modyfikowane poprzez zablokowanie 

powierzchniowych grup aminowych przez alkohole polihydroksylowe oraz biotynň. 

ZağoŨeniem byğa poprawa rozpuszczalnoŜci oraz selektywnoŜci wnikania noŜnik·w wraz 

z lekami do kom·rek nowotworowych. Leki do dendrymer·w przyğŃczano kowalencyjnie 

poprzez wykorzystanie r·Ũnych ŜcieŨek syntezy, kt·re zostağy opisane w dalszej czňŜci. 

W jednej z publikacji do otrzymania koniugat·w zastosowano innowacyjnŃ ŜcieŨkň 

syntezy pozwalajŃcŃ na przyğŃczanie fosforan·w lek·w do PAMAM wiŃzaniem 

fosforoamidowym, tak aby uwalnianie lek·w byğo zaleŨne od niskiego pH. Otrzymane 

koniugaty lek·w/kombinacji lek·w ze zmodyfikowanymi PAMAM byğy nastňpnie 

badane na modelach kom·rkowych celem okreŜlenia ich aktywnoŜci biologicznej. W 

badaniach tych wykazano, Ũe dendrymery zmodyfikowane przez przyğŃczenie polioli 
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i/lub biotyny przyczyniajŃ siň do wzmocnienia aktywnoŜci przeciwnowotworowej 

przyğŃczonych do nich lek·w. Wykazano takŨe, Ũe kombinacje wielolekowe mogŃ 

wykazywaĺ addycjň aktywnoŜci przeciwnowotworowej. Dodatkowo odkryto, Ũe 

stosowanie mieszaniny koniugat·w jednolekowych zawierajŃcych r·Ũne leki moŨe w 

okreŜlonym stosunku stechiometrycznym wykazywaĺ istotnŃ selektywnoŜĺ efektu 

wzglňdem kom·rek nowotworu. Wykazano r·wnieŨ, Ũe nowa strategia syntezy 

koniugat·w z wykorzystaniem wiŃzania fosforoamidowego pozwala otrzymaĺ zwiŃzki 

wykazujŃce stağoŜĺ skğadu w Ŝrodowisku wodnym, z kt·rych uwalnianie lek·w zaleŨne 

jest od niskiego pH. 

Wyniki otrzymane w cyklu publikacji mogŃ stanowiĺ podstawň dla opracowania 

nowych terapeutyk·w wykazujŃcych duŨŃ aktywnoŜĺ przeciwnowotworowŃ przy 

jednoczeŜnie wyŨszej selektywnoŜci. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 



64 
 

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 ï 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 ï drug or multi 

ï 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 ï 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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