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Streszczenie

  Szerokie pojęcie „systemy dostarczania leków” obejmuje różne typy koniugatów nośnik-lek, 
nośnik-białko, liposomów, miceli, polipleksów, a także nośników hybrydowych. Systemy takie 
projektuje się w celu zwiększenia efektywności dostarczania, wybiórczości działania i poprawy 
właściwości farmakologicznych zarówno konwencjonalnych, jak i nowoczesnych leków. W pra-
cy opisano stan zaawansowania w badaniach nad systemami dostarczania leków ze szczególnym 
uwzględnieniem nośników leków przeciwnowotworowych. Przedstawiono zalety, ograniczenia 
i wady poszczególnych typów nośników, a także teoretyczne i praktyczne podstawy ich działa-
nia. Podsumowano również wyniki badań przedklinicznych i klinicznych wybranych systemów 
dostarczania leków.

 Słowa kluczowe: koniugaty • liposomy • polipleksy • nośniki • micele • przeciwciała • leki 
przeciwnowotworowe • nowotwory • systemy dostarczania leków

Summary

  Drug delivery systems is an umbrella term describing different types of carrier-drug and carrier-
protein conjugates, liposomes, polyplexes, micelles, and hybrid types. Such systems were designed 
with the aim to enhance delivery and to improve the selectivity and pharmacological properties 
of both conventional drugs and newly developed agents. In this review the current state-of-the-
art in the design of drug delivery systems is described, with particular emphasis on agents deve-
loped to deliver antitumor agents. The advantages, limitations, and disadvantages of the particu-
lar types of drug delivery systems as well as the theoretical and practical basis of their action are 
also highlighted here. In addition, results of preclinical and clinical studies on the most develo-
ped examples of drug delivery systems to date are summarized.
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cancer • drug delivery systems
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WPROWADZENIE

Większość stosowanych obecnie leków należy do związ-
ków o małej masie cząsteczkowej [26,28]. Ich wadami są: 
szybki metabolizm i szybkie wydalanie z organizmu, nie-
korzystna biodystrybucja oraz niewielka wybiórczość dzia-
łania terapeutycznego [3]. Problemy te próbuje się rozwią-
zać poszukując nowych preparatów o bardziej wybiórczym 
działaniu albo stosując nośniki leków [21]. Projektowanie 
nowych leków ułatwia ogromny rozwój wiedzy naukowej na 
temat genetycznych i molekularnych aspektów etiopatoge-
nezy nowotworów, który nastąpił w ciągu ostatnich dwóch 
dekad. Przykładem spektakularnego osiągnięcia jest wpro-
wadzenie imatinibu (Gleevec™ lub Glivec™) hamującego 
nieprawidłową kinazę tyrozynową Bcr-Abl w przewlekłej 
białaczce szpikowej, a także trastuzumabu (Herceptin™) – 
przeciwciała nakierowanego na obecny na komórkach raka 
piersi receptor ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu 
2 (HER2/neu) [2,21]. Jednak nawet w przypadku nowych 
leków pojawia się problem lekooporności.

Projektowanie nośników substancji terapeutycznych jest 
drugim wspomnianym podejściem umożliwiającym po-
prawę właściwości farmakokinetycznych i biodystrybucji 
„klasycznych” i nowych leków [21]. Nośniki te określane 
są w języku angielskim ogólną nazwą systemy dostarczania 
leków (DDS – drug delivery systems) [3]. W pracy omó-
wiono główne rodzaje tych systemów i ich zastosowanie 
ze szczególnym uwzględnieniem ich wykorzystania w le-
czeniu chorób nowotworowych.

Zaprojektowano i zbadano efektywność terapeutyczną wie-
lu typów DDS. Lek jest zazwyczaj kowalencyjnie wiąza-
ny z nośnikiem tworząc koniugat nośnik-lek [26]. Jako 
osobną grupę wyróżniono koniugaty, w których substan-
cja czynna jest białkiem lub peptydem (polimer-białko, 
dalej w tekście: nośnik-białko). Makrocząsteczki mogą 
tworzyć również kompleksy z substancjami terapeutycz-
nymi, jak w przypadku kompleksów polielektrolitowych 
nośnik-DNA (polipleksów) [20,21]. Makrocząsteczkowymi 
nośnikami mogą być polimery syntetyczne lub naturalne, 
a także białka, w tym przeciwciała [7,31]. Kolejną grupę 
nośników stanowią emulsje i liposomy, w których lek jest 
fi zycznie zamknięty w nanocząstkach. Na ryc. 1 przedsta-
wiono schematycznie strukturę omawianych DDS.

Każdy ze wspomnianych typów nośników ma wady i za-
lety, co stało się przyczyną tworzenia hybrydowych tera-
peutyków, będących połączeniem leku, polimeru, biał-
ka, przeciwciał i liposomów w różnych kombinacjach 
[21]. Przykładem są liposomy opłaszczone polimerami. 
Projektowanie takich hybryd jest jednym ze sposobów re-
alizacji koncepcji „magicznej kuli” głoszonej na początku 
XX w. przez Paula Ehrlicha, służącej do wybiórczego de-
ponowania i uwalniania substancji terapeutycznej w tkan-
kach docelowych [26].

Mimo że rola nośników w tworzeniu nowych preparatów 
leczniczych jest niedoceniana, narasta przeświadczenie, że 
realizowanie koncepcji przyniesie znaczący postęp w lecze-
niu i diagnostyce wielu chorób, w tym też nowotworowych 
[21]. Potwierdza to rosnąca liczba komercyjnych koniuga-
tów nośnik-białko i obszerne badania kliniczne koniugatów 
nośnik-lek (tabela 1). Intensywne badania genomowe oraz 
postęp inżynierii genetycznej umożliwiają otrzymanie no-
wych substancji terapeutycznych, takich jak peptydy, biał-
ka, oligonukleotydy. Jest oczywiste, że brak efektywnych 
systemów dostarczania tych nowych czynników jest pro-
blemem, który musi być rozwiązany, aby umożliwić ich 
praktyczne wykorzystanie w terapii [20]. W 2003 r., po raz 
pierwszy w historii, amerykańska agencja rządowa zajmu-
jąca się rejestracją leków (Federal Drug Administration) 
dopuściła do obrotu rynkowego więcej produktów bio-
technologicznych niż konwencjonalnych, niskocząstecz-
kowych leków [21]. Świadczy to o tym, że medycyna ma 
już dość szeroki i dobrze opracowany arsenał środków do 
leczenia różnych chorób. Problem leży jedynie we właści-
wym użyciu i wybiórczym dostarczeniu tych czynników, 
aby zapewnić optymalny efekt terapeutyczny.

BIOLOGICZNE ORAZ CHEMICZNE PODŁOŻE DZIAŁANIA KONIUGATÓW 
TERAPEUTYCZNYCH ZE SZCZEGÓLNYM UWZGLĘDNIENIEM CHORÓB 
NOWOTWOROWYCH

Wiązaniu leku z nośnikiem często towarzyszy zmiana jego 
dystrybucji. Zmiana dystrybucji jest korzystna, jeśli prowa-
dzi do zwiększonej kumulacji leku w tkance docelowej, np. 
w guzie nowotworowym. Biodystrybucja związanego leku 
(koniugatu) w dużej mierze zależy od właściwości nośnika. 
Stosowane są dwa główne podejścia do dostarczania leków: 
aktywne i bierne. W przypadku transportu aktywnego, no-
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Ryc. 1.  Schematyczna struktura różnych systemów dostarczania leków (wg [20,21] – zmodyfi kowano)

Terapeutyk Białko albo lek Nośnik Stan Zastosowanie

Koniugaty nośnik-białko

Adagen deaminaza adenozynowa PEG na rynku, 1990 ciężki skojarzony niedobór odporności

Oncaspar L-asparaginaza PEG na rynku, 1994 ostra białaczka limfocytowa

PEG-INTRON™ a-interferon 2b PEG na rynku, 2000 WZW C (liczne próby w innych chorobach)

PEGASYS™ a-interferon 2a PEG na rynku, 2002 WZW B, C (liczne próby w innych chorobach)

Pegvisomant zmodyfi kowany hormon wzrostu PEG na rynku, 2002 akromegalia (w Unii Europejskiej)

Neulasta™ G-CSF PEG na rynku, 2002 neutropenia (zazwyczaj po chemioterapii) 

Koniugaty nośnik-lek

PK1; FCE28068 doksorubicyna HPMA faza II raki piersi i płuc, inne

PK2; FCE28069 doksorubicyna-galaktozamina HPMA faza I/II rak wątrobowokomórkowy, inne

PNU166945 paklitaksel HPMA faza I zakończona różne

PNU166148 kamptotecyna HPMA faza I zakończona różne

AP5280 preparat platyny HPMA faza I zakończona różne

CT-2103, XYOTAX paklitaksel PGA faza III niedrobnokomórkowy rak płuc oraz rak jajnika

CT-2106 kamptotecyna PGA faza I/II różne

PROTHECAN kamptotecyna PEG faza I zakończona różne

NK911 doksorubicyna i kwas asparaginowy PEG faza I zakończona różne

MTX-HSA metotreksat albumina faza II różne

Tabela 1.  Aktualny stan kliniczny oraz rynkowy niektórych koniugatów nośnik-białko oraz nośnik-lek; wg [20,21,26,64]
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śnikiem lub jego fragmentem mogą być swoiste przeciwciała, 
cukry, peptydy lub białka, które teoretycznie mogą wybiór-
czo wiązać się z receptorami lub antygenami komórek doce-
lowych. Przykładem są koniugaty przeciwciało-lek. Mimo że 
koniugaty leków z nośnikami aktywnie dostarczającymi lek 
są atrakcyjną alternatywą, jak dotąd tylko jeden taki prepa-
rat przeszedł do fazy badań klinicznych [21]. Jest to koniugat 
doksorubicyny z HPMA i galaktozaminą. Przyłączony cukier 
jest rozpoznawany przez receptor asjaloglikoprotein obecny 
na hepatocytach i sprawia, że koniugat może być skuteczny 
w leczeniu pierwotnego raka wątrobowokomórkowego lub 
wtórnych zmian przerzutowych w wątrobie (tabela 1) [59]. 
Seymour i wsp. wykazali, że chociaż koniugat gromadzi się 
również w prawidłowych hepatocytach, to stężenie doksoru-
bicyny w komórkach nowotworowych jest 12–50 razy więk-
sze niż w przypadku podawania wolnego leku [20,59].

Transport pasywny leków jest wykorzystywany głównie 
w leczeniu chorych na nowotwory. Jest to związane z uni-
kalną anatomiczną i fi zjologiczną charakterystyką tkanki 
guza nowotworowego. Wykorzystanie zwiększonej prze-
puszczalności naczyniowej i zatrzymywania małych i du-
żych cząsteczek w tkance guza nowotworowego (enhanced 
vascular permeability and retention – EPR) w projekto-
waniu nowych koniugatów nośnik-lek przeciwnowotwo-
rowy po raz pierwszy zasugerowali Maeda i wsp. [33]. 
Zdrowe tkanki, poza kilkoma wyjątkami (wątroba, śle-
dziona, szpik kostny), mają względnie zwartą strukturę 
śródbłonka naczyń włosowatych [20]. Natomiast tkance 
nowotworowej towarzyszy często nieszczelna sieć naczyń 
krwionośnych powstałych w wyniku chaotycznej neoan-
giogenezy [28]. Średnicę szczelin w naczyniach włosowa-
tych guza szacuje się na około 100–800 nm, a czasami na-
wet więcej [3,28,70], podczas gdy średnica fi zjologicznych 
szczelin w prawidłowym ciągłym śródbłonku wynosi je-
dynie około 2 nm i do 6 nm w żyłkach pozawłosowatych 
[28,46]. Większość niskocząsteczkowych leków przeciw-
nowotworowych, z powodu małego rozmiaru ich cząste-
czek, dyfunduje względnie swobodnie przez śródbłonek 
naczyń zarówno do prawidłowych, jak i nowotworowych 

tkanek [62]. Natomiast makrocząsteczki, w tym koniuga-
ty nośnik-lek, nie mogą przeniknąć przez szczelną war-
stwę śródbłonka naczyń włosowatych zdrowych tkanek, 
ale względnie łatwo przedostają się z krążenia do tkan-
ki guza nowotworowego. W obrębie guza często upośle-
dzony jest także układ drenażu limfatycznego. Powoduje 
to obniżenie klirensu leku z tkanki nowotworowej i pro-
wadzi do gromadzenia się i zatrzymania makrocząsteczek 
w guzie (ryc. 2) [3,26,28,64]. Ponadto wykazano, że ma-
krocząsteczki, w tym białka i polisacharydy, wybiórczo 
gromadzą się w jamie otrzewnej, w której rozwijają się 
wysiękowe postacie nowotworów [39-43].

Opisany wyżej efekt EPR prowadzi do preferencyjnej eks-
trawazacji i gromadzenia się makrocząsteczkowych nośni-
ków leków w tkance guza nowotworowego [21]. Pasywne 
gromadzenie się w tkance guza w wyniku EPR długo krążą-
cych makrocząsteczek, w tym koniugatów białkowych i po-
limerowych, liposomów i miceli, jest dobrze udokumento-
wane, podobnie jak to, że pozajelitowo podane DDS mogą 
znacząco zwiększyć stężenie leków przeciwnowotworo-
wych w guzie [20]. O stopniu gromadzenia się makroczą-
steczek w tkance nowotworowej decyduje m.in. ich wiel-
kość. Znaczące działanie EPR zaobserwowano w wypadku 
DDS o masie cząsteczkowej 20 kDa i większej [19,26]. 
Stopień unaczynienia guza nowotworowego jest również 
istotny. Wiadomo, że akumulacja DDS zachodzi w mniej-
szym stopniu w przypadku małych nieunaczynionych, a tak-
że dużych martwiczych i słabo ukrwionych guzów [3,28]. 
Efekt EPR wykorzystano również do pasywnego dostarcza-
nia leków do tkanek objętych stanem zapalnym, których na-
czynia krwionośne również charakteryzują się zwiększoną 
przepuszczalnością. Stwarza to możliwość wykorzystania 
koniugatów w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawów 
i innych chorób o podłożu immunologicznym [26].

Masa cząsteczkowa (MW) preparatu wpływa również na 
jego biologiczny okres półtrwania. Makrocząsteczki o MW 
powyżej progu nerkowego, który wynosi około 40 kDa, nie 
mogą przejść przez ściany naczyń włosowatych kłębusz-

Ryc. 2.  Schematyczne przedstawienie anatomicznej 
i fi zjologicznej charakterystyki tkanek 
prawidłowej oraz nowotworowej. 
Ilustruje koncepcję efektu zwiększonej 
przepuszczalności naczyń i zatrzymania 
makrocząsteczek w tkance nowotworowej 
(wg [20,21,26,64] – zmodyfi kowano)
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ków nerkowych [26,33,36,37,62], co obniża ich klirens ner-
kowy i prowadzi do wydłużenia biologicznego okresu pół-
trwania [33]. Okres półtrwania wydłuża się ze wzrostem 
MW makrocząsteczki [19]. Opóźnianie wydalania odgrywa 
istotną rolę w leczeniu chorych z nowotworami hematolo-
gicznymi, w przypadku których zjawisko EPR nie występu-
je. Jest jednak również istotne w przypadku leczenia cho-
rych z guzami litymi, ponieważ istnieje korelacja między 
okresem półtrwania koniugatu w krążeniu, jego klirensem 
nerkowym a gromadzeniem się w guzie nowotworowym. 
Większość badaczy stosuje makrocząsteczki o MW 20–200 
kDa [26]. Na właściwości farmakokinetyczne i biodystry-
bucję koniugatu mają wpływ również ładunek, konforma-
cja, hydrofobowość i immunogenność nośnika [62].

Chociaż niektóre leki przeciwnowotworowe wykazują ak-
tywność w postaci związanej z nośnikiem, przypuszczal-
nie większość z nich wymaga uwolnienia leku w wyniku 
albo degradacji nośnika albo zerwania wiązania między le-
kiem a nośnikiem [62]. Lek może zostać uwolniony z ko-
niugatu w przestrzeni wewnątrz- lub zewnątrzkomórkowej. 
Niektóre koniugaty są tak zaprojektowane, aby preferencyj-
nie uwalniać lek w przestrzeni zewnątrzkomórkowej [26]. 
Wykorzystuje się m.in. to, że tkanka guza nowotworowego 
cechuje się obniżonym pH w porównaniu z innymi tkan-
kami, i łączy się lek z nośnikiem wiązaniem, które ulegnie 
zerwaniu w takim środowisku. Inne koniugaty działają jako 
rezerwuary leku wolno uwalniając lek albo przez rozpad 
nietrwałych wiązań, albo przez degradację połączenia no-
śnik-lek w warunkach fi zjologicznych [3].

Ponieważ makrocząsteczki nie mogą przechodzić swobod-
nie przez błonę komórkową, głównym mechanizmem, za 
pomocą którego dostają się do wnętrza komórek, jest en-
docytoza. Koniugaty nośnik-lek rozpuszczone w płynie ze-
wnątrzkomórkowym mogą być transportowane za pośred-
nictwem endocytozy fazy płynnej. W procesie tym najpierw 
tworzą się wgłobienia w błonie komórkowej, a następnie 
dochodzi do internalizacji endosomów. Proces zachodzi 
ze względnie małą prędkością. Szybszym procesem jest 
endocytoza adsorpcyjna, za pomocą której internalizo-

wane są makrocząsteczkowe koniugaty związane z bło-
ną komórkową. Endocytoza z udziałem receptora – trzeci 
mechanizm internalizacji, jest możliwa w przypadku pre-
paratów swoiście wiążących się do receptorów ekspresjo-
nowanych na powierzchni komórki [62]. Poszczególnym 
fazom endocytozy towarzyszy obniżanie pH. W endoso-
mach pH obniża się do około 6,0–5,0, a po połączeniu en-
dosomów z lizosomami do około 4,0. Enzymy lizosomalne 
trawiąc koniugat nośnik-lek uwalniają substancję czynną, 
która będąc względnie stabilną cząsteczką może dyfundo-
wać do cytosolu. Jest to główny „lizosomotropowy” szlak 
wewnątrzkomórkowej degradacji [26]. Alternatywnie, ko-
niugaty, w których lek jest związany z nośnikiem wiąza-
niem zależnym od pH, mogą uwalniać lek już w endoso-
mach. Może to zapobiegać degradacji aktywnego czynnika 
w lizosomach. W tym wypadku lek bezpośrednio z en-
dosomów dyfunduje do cytosolu. Ten „endosomotropo-
wy” szlak jest preferowany w przypadku polipleksów, 
czyli dostarczania DNA w kompleksach z polikationami. 
Uwolnienie DNA z endosomów zapobiega jego degrada-
cji w agresywnym środowisku wewnątrz lizosomów [26]. 
Procesy internalizacji i degradacji wewnątrzkomórkowej 
koniugatów przedstawiono na ryc. 3.

BADANIA PRZEDKLINICZNE ORAZ ZASTOSOWANIE KONIUGATÓW 
W LECZNICTWIE

Koniugaty nośnik-lek

Wykorzystanie makrocząsteczek jako elementów DDS za-
proponował w 1975 r. Ringsdorf [52]. Wiązanie makro-
cząsteczkowego nośnika z lekiem może być bezpośred-
nie lub za pośrednictwem łącznika. Do nośnika mogą być 
również przyłączone cząsteczki (przeciwciała, cukry), od-
powiedzialne za rozpoznanie komórek lub tkanek docelo-
wych (tzw. cząsteczki tropowe). Czasem istnieje również 
konieczność dołączenia do nośnika ugrupowań modyfi ku-
jących rozpuszczalność koniugatu (ryc. 4) [26].

Jako nośniki leków zastosowano wiele naturalnych i syn-
tetycznych makrocząsteczek. Wybór nośnika nie jest przy-

Ryc. 3.  Internalizacja kompleksu nośnik-lek oraz 
jego degradacja wewnątrzkomórkowa 
z następującym uwolnieniem leku (wg 
[20,26,62] – zmodyfi kowano)
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padkowy, nośnik musi spełniać pewne wymagania: powi-
nien być nietoksyczny, nieimmunogenny, biokompatybilny 
i nie powinien kumulować się w organizmie. Musi ponad-
to zawierać grupy funkcyjne umożliwiające przyłączenie 
leku, przy czym po koniugacji powinna być zachowana 
aktywność leku i nośnika. Nośnik powinien umożliwiać 
dostarczenie wystarczającej ilości leku [32,62]. Do naj-
częściej stosowanych należą syntetyczne polimery: po-
lietylenoglikol (PEG), N-(2-hydroksypropylo)metakry-
loamid (HPMA), polimer kwasu glutaminowego (PGA), 
oraz dekstrany i białka należące do naturalnych makroczą-
steczek [20,21,26].

Interesujące wyniki badań przedklinicznych wzbudziły 
większe zainteresowanie DDS. Obecnie wiele koniugatów 
nośnik-lek znajduje się w fazie badań klinicznych (tabe-
la 1). Pierwszym preparatem nośnik-lek testowanym kli-
nicznie był koniugat HPMA-doksorubicyna (oznaczony 
kodem PK1) [63]. Badania farmakokinetyczne potwier-
dziły wydłużony biologiczny okres półtrwania doksoru-
bicyny podanej w postaci skoniugowanej [20]. Ponadto 
wykazano, że maksymalna tolerowana dawka doksorubi-
cyny w postaci związanej z nośnikiem jest 4 razy większa 
niż wolnego leku. Pomimo zwiększonej dawki, nie zaob-
serwowano kardiotoksyczności, powikłania często wystę-
pującego w przypadku podawania doksorubicyny [21]. 
Odpowiedź na leczenie uzyskano u pacjentów opornych 
na chemioterapię. Koniugat HPMA-doksorubicyna prze-
szedł następnie do II fazy badań klinicznych z udziałem 
pacjentów chorych na raka piersi, niedrobnokomórkowe-
go raka płuca i raka okrężnicy [26].

Wspominaliśmy już preparat koniugat HPMA-doksorubicy-
na-galaktozamina (PK2), zaprojektowany do leczenia raka 
wątrobowokomórkowego. Jest on jedynym preparatem te-
stowanym klinicznie zawierającym część odpowiedzialną 
za rozpoznanie komórek docelowych [59].

Skutecznym koniugatem nośnik-lek okazał się koniugat pa-
klitakselu i polimeru kwasu glutaminowego (XYOTAX). 
We wczesnych badaniach klinicznych, odpowiedź uzyskano 
u znacznej liczby pacjentów z różnymi nowotworami [54]. 
Natomiast opublikowane wyniki badań III fazy wskazu-
ją, że XYOTAX jest mniej toksyczną i bardziej efektywną 
opcją leczenia pacjentów z rakiem niedrobnokomórkowym 
płuca, co jest szczególnie istotne w przypadku chorych bę-

dących w złym stanie [1]. Pojawiły się także doniesienia 
na temat wykorzystania XYOTAX, jako nowego czynnika 
uwrażliwiającego na radioterapię [18]. W USA rozpoczęto 
również III fazę badań klinicznych XYOTAX z udziałem 
pacjentów z rakiem jajnika [21]. Trwają też badania I oraz 
II fazy nad koniugatem kamptotecyny z polimerem kwasu 
glutaminowego (PGA-kamptotecyna, CT-2106) [26].

Dwa z koniugatów zawierających HPMA: koniugat 
HPMA-paklitaksel i HPMA-kamtotecyna (odpowiednio: 
PNU166945 i PNU166148) wykazały ograniczoną ak-
tywność przeciwnowotworową w I fazie badań klinicz-
nych mimo obiecujących wyników badań przedklinicz-
nych [26,35,58]. Interesujące rezultaty natomiast uzyskano 
w I fazie badań klinicznych koniugatu HPMA-platynian 
(AP5280), który obecnie jest w II fazie badań [51,64]. 
Niedawno pojawiły się doniesienia na temat leczenia łą-
czącego terapię hormonalną z chemioterapią z wykorzysta-
niem koniugatu HPMA-aminoglutetymid-doksorubicyna. 
Koniugat zawierający oba leki wykazał znacznie większą 
aktywność in vitro niż mieszanina koniugatów dwóch po-
jedynczych leków. Obserwacje te potwierdzają możliwość 
zaprojektowania nowych metod leczenia nowotworów hor-
monozależnych [21,25,65].

Alternatywą cytotoksycznej chemioterapii jest hamowa-
nie rozwoju unaczynienia guza nowotworowego. W lite-
raturze można spotkać interesujące doniesienia na temat 
aktywności w badaniach przedklinicznych pierwszego 
koniugatu HPMA zawierającego inhibitor angiogenezy 
TNP-470 [20,57].

Prothecan jest pierwszym testowanym klinicznie koniuga-
tem leku (kamptotecyny) z PEG [26]. Wyniki I fazy ba-
dań okazały się interesujące i lek został zakwalifi kowany 
do II fazy badań klinicznych [50,53].

Badania nad koniugatem ludzkiej albuminy z metotreksa-
tem (HSA-MTX) są bliskie tematyce realizowanej w na-
szym Zakładzie. Wykazano znaczące gromadzenie się tego 
koniugatu w szczurzych guzach nowotworowych i jego wy-
soką aktywność leczniczą w niektórych ludzkich nowotwo-
rach przeszczepionych myszom bezgrasiczym [15,26,69]. 
W I fazie badań klinicznych brało udział 17 pacjentów. 
Zaobserwowano jedną częściową remisję. Koniugat był do-
brze tolerowany, odnotowano tylko jeden przypadek łagodnej 

Ryc. 4.  Ogólny model koniugatu nośnik-lek 
zaproponowany przez Ringsdorfa [26, 52] 
– zmodyfi kowano

Nevozhay D i wsp. – Współczesny stan badań nad koniugatami i innymi…
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niedokrwistości i podniesienia poziomów enzymów wątro-
bowych, nie zaobserwowano natomiast takich objawów jak 
leukopenia, mdłości, toksyczność nerkowa i in. [27]. Oprócz 
tego w 2006 r. ukazały się wyniki II fazy badań nad koniu-
gatem HSA-MTX w połączeniu z cisplatyną, jako terapii 
pierwszego rzutu w zaawansowanym raku pęcherza moczo-
wego. Wśród siedmiu pacjentów zaobserwowano jedną cał-
kowitą oraz jedną częściową odpowiedź przy dopuszczal-
nych efektach toksycznych samej terapii [6].

Nośnikiem leków mogą być również przeciwciała skiero-
wane przeciwko antygenom na komórkach nowotworowych 
albo na komórkach tkanek towarzyszących, np. komórkach 
naczyń krwionośnych guza. Wadą pierwszych koniuga-
tów przeciwciało-lek była ich immunogenność, ponieważ 
pierwotna technika hybrydowa umożliwiała otrzymywanie 
mysich przeciwciał monoklonalnych. Postęp w inżynierii 
przeciwciał pozwolił najpierw na uzyskanie chimerowych, 
następnie humanizowanych, a w końcu całkowicie ludzkich 
przeciwciał lub ich fragmentów. Pozwoliło to na ogranicze-
nie problemów z odpowiedzią immunologiczną przeciwko 
przeciwciałom. Technika fagowej ekspresji peptydów po-
zwala z kolei na selekcję fragmentów przeciwciał o wyso-
kim powinowactwie do cząsteczki docelowej [2].

Inną wadą stosowania przeciwciał jest ograniczona ilość 
leku dostarczana przez jedną cząsteczkę nośnika. Problem 
ten rozwiązywany jest przez stosowanie leków o silniej-
szym działaniu lub rozgałęzionych łączników umożliwia-
jących przyłączenie większej liczby cząsteczek leku do 
jednego miejsca wiążącego przeciwciała. Obecnie w fazie 
badań klinicznych znajduje się wiele koniugatów przeciw-
ciał z radionuklidami o wysokim współczynniku liniowego 
przenoszenia energii, np. 131I, 90Y, 213Bi i 211At. Przeciwciała 
wiąże się również z toksynami, np. deglikozylowaną rycy-
ną lub uzyskuje się białka fuzyjne zawierające przeciwciała 
lub ich fragmenty i toksyny, np. egzotoksynę Pseudomonas 
[2]. W przypadku przeciwciał problemami są też trudności 
w defi niowaniu antygenów przypisanych wyłącznie komór-
ce nowotworowej, oraz ich zdolność do reakcji z antygena-
mi nowotworowymi obecnymi w krążeniu.

Koniugaty nośnik-białko (polimer-białko)

Rozwój biotechnologii umożliwił konstrukcję wielu no-
wych białkowych czynników terapeutycznych. Ich ograni-
czeniami są często krótki okres biologicznego półtrwania, 
mała stabilność i immunogenność [20]. W latach 70 ub.w. 
Davis i wsp. zaproponowali technikę przyłączania białek 
do makrocząsteczek PEG, zwaną dziś „PEG-ylacją” [17]. 
Przyłączenie PEG umożliwia zwiększenie stabilności biał-
ka, obniża jego immunogenność, wydłuża okres półtrwa-
nia obniżając klirens nerkowy i zapobiegając wyłapywaniu 
przez układ siateczkowo-śródbłonkowy [64]. Wprowadzenie 
na rynek PEG-ylowanej asparaginazy, deaminazy adenozy-
nowej, interferonów i czynnika stymulującego powstawanie 
kolonii granulocytów było szybką odpowiedzią przemysłu 
farmaceutycznego na wyniki badań (tabela 1).

Najpierw wprowadzono koniugaty pierwszej generacji 
otrzymywane w wyniku przyłączenia do cząsteczki białka 
jednego lub więcej łańcuchów PEG o masie 5–12 kDa [26]. 
Takie podejście miało jednak wady, takie jak sieciowanie 
białka, zmiana ładunku białka z powodu modyfi kacji grup 

karboksylowych i aminowych, częsta niestabilność wiązań 
PEG-białko [20]. Mimo ograniczeń, PEG-ylowane białka 
pierwszej generacji, takie jak Adagen (deaminaza adeno-
zyny), Oncaspar (L-asparaginaza) i PEG-INTRON™ (in-
terferon a-2b), okazały się skuteczniejszymi preparatami 
niż niemodyfi kowane odpowiedniki i zostały zatwierdzo-
ne do stosowania w leczeniu różnych chorób [26].

W przypadku PEG-ylowanych białek drugiej generacji łań-
cuchy PEG (liniowe lub rozgałęzione) przyłączane są regio-
selektywnie do swoistych reszt aminokwasowych białka, 
dzięki czemu ograniczone są zmiany konformacji makro-
cząsteczki [26]. Przykładami PEG-ylowanych białek dru-
giej generacji są PEGASYS™ (zawiera interferon a-2a) 
i Neulasta™ (zawiera czynnik stymulujący powstawanie 
kolonii granulocytów).

Wykazano, że PEG-ylowane białka wykazują się lepszym 
działaniem terapeutycznym i/lub obniżoną toksycznością 
w porównaniu z konwencjonalnymi białkami [16,26,64]. 
Inną niewątpliwą zaletą dla pacjentów jest mniejsza częstość 
podawania PEG-ylowanych białek [20]. PEG-INTRON™ 
i PEGASYS™ dopuszczono do leczenia wielu chorób, 
obecnie trwają również próby kliniczne z udziałem pacjen-
tów chorych na czerniaka i raka nerki [64]. Więcej szczegó-
łów na temat PEG-ylowanych białek można znaleźć w pra-
cy przeglądowej Calicetiego i Veronese’a [16].

KRÓTKA CHARAKTERYSTYKA INNYCH SYSTEMÓW NOŚNIK-TERAPEUTYK

Jak wspomniano wcześniej do DDS należą również kom-
pleksy polimer-DNA (polipleksy), micele polimerowe i li-
posomy opłaszczone polimerami. Więcej informacji na 
ich temat można znaleźć w kilku pracach przeglądowych 
[2,3,20,21,23,49,64].

Kompleksy polimer-DNA

Rozwój terapii genowej pociągnął za sobą zapotrzebowa-
nie na skuteczne metody transportu genów. Wektory wi-
rusowe wykorzystywane do transfekcji, mimo wielu zalet, 
mają istotne ograniczenia. Wywołują odpowiedź immuno-
logiczną, cechują się ograniczoną wybiórczością działania. 
Alternatywą dla wektorów wirusowych są obecnie szeroko 
badane kompleksy polimer-DNA (polipleksy, kompleksy 
polielektrolitowe, PEC). Kompleksy te powstają między 
ujemnie naładowanym DNA a dodatnio naładowanymi po-
limerami. Wektory polimerowe są wciąż mniej efektyw-
nymi nośnikami genów w porównaniu z wirusami. Jednak 
projektowane są coraz to doskonalsze polimery nośnikowe, 
np. polimery endosomolityczne zależne od pH, co stwarza 
nadzieję, że mogą zastąpić nośniki wirusowe [9,20].

Polipleksy muszą pokonać kilka barier, aby dostarczyć ma-
teriał genetyczny do jądra. Muszą dostać się do komórki 
przez błonę komórkową, uwolnić się z endosomów, najlepiej 
zanim ulegną one fuzji z lizosomami, i ostatecznie dotrzeć 
do jądra komórkowego. Rozmiar, ładunek, hydrofobowość 
i zdolność buforowania polimeru są krytycznymi parame-
trami decydującymi o efektywności polipleksu [26].

Obecnie szeroko badanymi wektorami niewirusowymi są 
polimery polietylenoiminowe (PEI). Charakteryzują się 
one stosunkowo dużą skutecznością w transfekcji komó-
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rek. Polimery te wywołują kumulację anionów chlorko-
wych w endosomach, co prowadzi do osmotycznego pęcz-
nienia, pęknięcia endosomu i uwolnienia kompleksu [26]. 
Jednak PEI jest stosunkowo toksyczna. Inne endosomoli-
tyczne polimery, takie jak chitosany, poliamidoaminy, kwa-
sy poliakrylamidowe i polilizynoimidazole mogłyby być 
interesującą alternatywą [20]. Uważa się, że stosowanie 
polipleksów w przypadku przeciwnowotworowej terapii 
genowej (guzy lite) może zwiększać wybiórczość trans-
fekcji ze względu na efekt EPR. Więcej informacji na te-
mat polipleksów można znaleźć w pracach przeglądowych 
Garnetta [24] i Wagnera i wsp. [66].

Micele

Micele są kulistymi cząstkami utworzonymi z kilkudziesię-
ciu do kilkuset cząsteczek amfi fi lowych, np. cząsteczek ko-
polimeru blokowego. Micele tworzą się spontanicznie w wo-
dzie, gdy stężenie podjednostek jest wyższe od krytycznego 
stężenia micelarnego. Micele polimerowe cechuje duża sta-
bilność, mogą one zatrzymywać lek przez długi czas [26]. 
Lek może być niekowalencyjnie zamknięty w micelach lub 
kowalencyjnie związany z tworzącym je polimerem. Micele 
zawierające epirubicynę i doksorubicynę wykazały obiecu-
jącą aktywność w badaniach przedklinicznych in vivo [5]. 
Polimerowe micele zbudowane z kopolimerów PEG i PGA 
i zawierające związaną doksorubicynę (NK911) wykazały 
się efektywnością w I fazie badań klinicznych przeprowa-
dzonych w 2004 r. w Japonii. Preparat był dobrze tolero-
wany, powodował jedynie nieznaczne mdłości i wymioty 
w dawkach mielosupresyjnych. Autorzy zapowiadali prze-
prowadzenie II fazy badań klinicznych [34].

Liposomy

Liposomy opisał po raz pierwszy Alec Bangham, są stoso-
wane jako nośniki leków już dłuższy czas [4]. Ich pierwsza 
generacja miała wiele wad, z których najważniejszą była 
szybka eliminacja z krążenia przez komórki układu siatecz-
kowo-śródbłonkowego wątroby i śledziony. Opłaszczanie 
liposomów polimerami PEG, modyfi kując powierzchnię 
liposomu, zapobiega tej eliminacji, wydłuża biologiczny 
okres półtrwania preparatu i zwiększa gromadzenie się 
w tkance guza nowotworowego [55,56]. Liposomy opłasz-
czone PEG, ze względu na zdolność do ucieczki przed 
układem siateczkowo-śródbłonkowym, zwane są „niewi-
dzialnymi” (stealth liposomes) [2]. Przykładem takich li-
posomów jest zarejestrowany preparat Doxil™/Caelyx™, 
zawierający doksorubicynę [20,21,23].

Kolejnym sposobem udoskonalania liposomów jest przyłą-
czanie części odpowiedzialnej za rozpoznanie komórek do-
celowych. Przykładem złożonego konstruktu, zawierające-
go zarówno ligand, jak i PEG są liposomy opisane w 2001 
r. przez Gabizona i wsp. [23]. Zawierają one jako część 
rozpoznającą komórki docelowe kwas foliowy i mogą być 
użyteczne w dostarczaniu leków do komórek nowotworo-
wych ekspresjonujących białko wiążące foliany.

PERSPEKTYWY KLINICZNYCH ZASTOSOWAŃ KONIUGATÓW

Omówione główne typy nośników mają liczne zalety, ale 
również wady i ograniczenia. Przeciwciała umożliwiają wy-
biórcze dostarczenie leku, ale jako białka mogą być immuno-

genne, ograniczeniem jest również ilość przyłączonego leku. 
Liposomy mogą transportować duże ilości leku, ale proble-
mem jest ich stabilność (uwalniają one lek zbyt szybko albo 
wiążą go zbyt mocno), ponadto mogą być wychwytywane 
przez układ siateczkowo-śródbłonkowy. Dlatego w ostatnich 
latach pojawiła się tendencja do projektowania złożonych 
DDS, łączących zalety i omijających ograniczenia głównych 
typów DDS [20]. Wspomniany wcześniej układ kwas folio-
wy-liposomy-PEG jest przykładem takiej strategii [23].

DDS jako całość i koniugaty nośnik-lek są bardzo obiecu-
jącymi preparatami z kilku powodów. Po pierwsze, przed-
kliniczne i kliniczne badania potwierdziły słuszność wcze-
śniej jedynie teoretycznej koncepcji efektu EPR. Transport 
pasywny może znacząco zwiększyć ilość leku w tkance no-
wotworowej lub objętej stanem zapalnym. Po drugie, sku-
teczność wielu nowatorskich czynników terapeutycznych, 
takich jak białka, peptydy i oligonukleotydy, zależy od no-
śników, które pozwolą im dotrzeć do tkanki lub komórek 
docelowych. Po trzecie, DDS mogą obejść ograniczenia 
niektórych konwencjonalnych leków, takie jak słaba roz-
puszczalność, szybki rozpad leku in vivo, niekorzystne ce-
chy farmakokinetyczne i in. [3].

Koniugaty oparte na makrocząsteczkach stają się uznanym 
uzupełnieniem arsenału preparatów przeciwnowotworo-
wych, o czym świadczy kilka dostępnych na rynku koniu-
gatów nośnik-białko i rosnąca liczba badanych klinicznie 
koniugatów nośnik-lek, z których część może wejść do le-
czenia w ciągu najbliższych lat [64]. Intensywne badania, 
rosnące doświadczenie i bardziej zaawansowane techno-
logie stwarzają nadzieję, że badania nad mechanizmami 
działania, projektowanie DDS i wykorzystanie nowych no-
śników może doprowadzić do znaczącego postępu na tym 
polu [20]. Wielką zaletą tych badań są szerokie, wręcz 
nieograniczone, możliwości konstrukcji DDS, obejmu-
jące wybór nośnika, sposób sprzęgania leku i rodzaj sub-
stancji terapeutycznej.

BADANIA W DZIEDZINIE DDS W INSTYTUCIE IMMUNOLOGII 
I TERAPII DOŚWIADCZALNEJ PAN

Nasz zespół badawczy ma długą historię badań nad DDS. 
Pierwsze prace nad koniugatami nośnik-lek rozpoczęto 
w latach 70 ub.w., jeszcze przed nastaniem ery przeciw-
ciał monoklonalnych (Boratynski et al., 4-th European 
Immunology Meeting, Budapest, 1978). Użyto do tego celu 
specjalnie zaprogramowanych pochodnych benzochinonu. 
Związki te, oprócz alkilującego pierścienia aziridynowe-
go zawierały grupy -Cl, -Br, -OMe i mogły w zasadowym 
środowisku reagować z grupami aminowymi i sulfhydry-
lowymi białek. Aktywność alkilująca grupy aziridynowej 
ujawniała się w obniżonym pH charakterystycznym dla 
endosomów, lizosomów i tkanki nowotworowej. Związki 
te, pochodne trenimonu sprzęgano z przeciwciałami kró-
liczymi otrzymanymi po immunizacji komórkami L1210 
[7,12,13,47].

Niezależnie realizowano badania nad internalizacją i aktyw-
nością przeciwnowotworową koniugatów przeciwciał mo-
noklonalnych skierowanych przeciwko komórkom białaczki 
L1210 z cytotoksycznymi łańcuchami rycyny [67] i jemioły 
[68]. Koniugaty z łańcuchem A rycyny efektywnie elimino-
wały ex vivo komórki L1210V obecne w szpiku [48].
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W 1981 r. zgłoszono do opatentowania procedurę otrzy-
mywania koniugatów fi brynogen-metotreksat (patent nr 
130458 PL). Koniugaty metotreksatu z fi brynogenem ła-
godnie hydrolizowanym kwasem mrówkowym istotnie 
wydłużały czas przeżycia myszy z białaczką P388 w po-
równaniu z wolnym lekiem. Jednakże koniugaty miały też 
pewne niekorzystne cechy, dotyczące zarówno właściwości 
fi zycznych (dużą lepkość), jak i toksyczności preparatów. 
Po kilkuletniej przerwie powrócono do rozpoczętej tema-
tyki udoskonalając procedury otrzymywania koniugatów 
z metotreksatem i pochodnymi akrydyny [47].

Obecnie nasze badania są skoncentrowane na doskonaleniu 
metod sprzęgania antymetabolitów kwasu foliowego (me-
totreksat, tomudeks) z makrocząsteczkami. Do badań wy-
brano kilka nośników: dekstrany, mannan, albuminę oraz 
fi brynogen. Właściwości chemiczne dekstranów, ich bio-
degradowalność, rzadko występująca immunogenność oraz 
powszechność stosowania w klinice czynią z tych cząste-
czek dobrych kandydatów na nośniki [36,38]. Mannan, inny 
polisacharyd, charakteryzuje się zbliżonymi z dekstranem 
właściwościami fi zykochemicznymi, choć różni się wła-
ściwościami biologicznymi [37]. O wyborze fi brynogenu 
i albuminy zadecydowało wiele przesłanek. Białka te ku-
mulują się w guzach nowotworowych [14,22]. Koniugaty 
otrzymywane według doskonalonych procedur charaktery-
zują się obniżoną hydrofobowością i niewielkim posiecio-
waniem między- i wewnątrzcząsteczkowym. Te właściwo-
ści sprawiają, że wyłamują się one korzystnie z ograniczeń, 
które uznają za optymalne preparaty zawierające przyłą-
czoną tylko jedną cząsteczkę MTX na około 70 kDa masy 
nośnika białkowego (albuminy) [60].

Prowadząc doświadczalną terapię przeciwnowotworową 
wykazaliśmy, że przeciwnowotworowa aktywność koniu-
gatów dekstran-metotreksat jest skorelowana z masą czą-
steczkową nośnika. Dekstran T40 miał najkorzystniejszy 
stosunek aktywności przeciwnowotworowej do toksyczno-
ści i dlatego został wyselekcjonowany do dalszych badań 
[45]. Natomiast nie wykazaliśmy różnicy w aktywności 
koniugatów na bazie dekstranów mających różny stopień 
podstawienia, czyli stosunek molowy leku do nośnika [44]. 
Wykazano też, że koniugat dekstranowy jest bardziej tok-
syczny niż wolny lek. Jednakże zastosowanie skojarzonej 
chemioterapii koniugatem z antidotum metotreksatu leu-
koworyną pozwalało znacząco obniżyć toksyczność bez 
widocznego zniesienia korzystnego efektu przeciwnowo-
tworowego. Dodatkowo, koniugat dekstran-metotreksat 
charakteryzował się zwiększonym działaniem przeciwno-
wotworowym w porównaniu z lekiem wyjściowym w sche-

macie eksperymentalnej terapii dożylnej (dane nieopubli-
kowane). Otrzymane wyniki otwierają dalsze perspektywy 
badań nad koniugatami dekstran-metrotreksat.

Podany dożylnie koniugat mannan-metotreksat nie wyka-
zał wyższości w porównaniu z metotreksatem. Możliwym 
wytłumaczeniem jest szybka eliminacja koniugatu z krwio-
biegu przez wiązanie z receptorem mannozy w wątrobie 
i śledzionie. Mimo że mannan jest immunologicznie nie-
obojętnym polisacharydem, to koniugat podany dootrzew-
nowo w modelu białaczki P388, sugeruje możliwość jego 
zastosowania w miejscowej chemioterapii (Budzynska 
i wsp., manuskrypt w rewizji).

Fibrynogenowe koniugaty charakteryzowały się w porów-
naniu z wolnym lekiem lepszą skutecznością przeciwnowo-
tworową [10,30]. Mechanizm tego zjawiska nie jest jeszcze 
do końca poznany, ale sugerujemy dwa możliwe wytłuma-
czenia. Pierwsze bazuje na sugerowanym w piśmiennictwie 
zatrzymaniu fi brynogenu/fi bryny oraz jego koniugatów w ja-
mie otrzewnej zwierząt z guzami wysiękowymi. Drugim 
wytłumaczeniem jest przedłużenie czasu półtrwania leku 
w organizmie w wyniku sprzężenia z nośnikiem.

W naszym laboratorium opracowano oryginalną metodę 
otrzymywania koniugatów białek z cukrami, w tym również 
z oligosacharydami. Metodę nazwaliśmy wysokotemperatu-
rową glikacją białek. W tych na pozór drastycznych warun-
kach (temperatura do 135°C), liofi lizowane białka, w tym 
przeciwciała i enzymy, zachowują aktywności biologiczne 
i właściwości fi zykochemiczne [8,11,29,61] oraz mogą re-
agować z haptenami w tym z redukującymi węglowodanami. 
W pierwszym etapie powstaje zasada Schiffa, która ulega-
jąc przegrupowaniu Amadoriego tworzy trwałe wiązanie C-
NH-C między redukującym węglem cukru a grupą aminową 
białka. Takie modyfi kowane białka mogą być użytecznymi 
nośnikami leków. Przyłączenie cukrów do nośnika jest jed-
ną z dróg nadawania cech wybiórczości. Powszechnie zna-
na jest rola receptorów galaktozowych czy mannanowych 
jako cząsteczek oddziaływujących z neoglikokoniugatami. 
Neoglikokoniugaty mogą się okazać użytecznymi nośnika-
mi leków, szczepionkami indukującymi odporność przeciw 
patogenom zawierającym charakterystyczne struktury cukro-
we oraz elementami testów diagnostycznych
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