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Streszczenie 
Metody leczenia chorób nowotworowych, zwłaszcza w ostatnich latach, dynamicznie się 
zmieniają, co wynika z potrzeby projektowania nowych, skuteczniejszych strategii terapeu-
tycznych. Bardzo obiecująca w leczeniu chorób nowotworowych jest antysensowa terapia 
genowa. Dostarczenie terapeutycznego fragmentu DNA lub RNA do komórek docelowych w 
organizmie pacjenta wymaga zastosowania systemów wektorowych. Niewirusowe nośniki 
leków znajdują coraz szersze zastosowanie w nowych systemach terapeutycznych. W pracy 
przedstawiono niewirusowe nośniki nowej generacji, skupiając się szczególne na immunoli-
posomach znajdujących potencjalne zastosowanie w celowanej terapii genowej.

terapia genowa • niewirusowe nośniki leków • liposomy • immunoliposomy

Summary 

Methods in cancer therapy particularly in recent years, are rapidly changing, due to the 
need of design of new, more effective therapeutic strategies. Very promising approach to 
treatment of the neoplastic diseases is antisense gene therapy. Due to the low toxicity of tre-
atment and eliminating not only the symptoms but also the molecular causes of the disease 
it may represent a breakthrough in cancer therapies. Delivery of a therapeutic DNA or RNA 
oligonucleotides to the target cells in vivo requires suitable carrier system. Non-viral drug 
carriers are increasingly used in new systems of targeted gene therapy. This review presents 
new generation of non-viral carriers, and is focused on immunoliposomes finding potential 
application in targeted gene therapy.
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Wprowadzenie

Idea terapii genowej narodziła się 50 lat temu, dzięki 
wynikom pionierskich eksperymentów W. Szybalskiego 
dokumentujących pierwszy transfer genów do komórek 
ssaków [90]. Obecnie terapia genowa jest innowacyjną 
metodą leczenia chorych ze schorzeniami o  podłożu 
genetycznym, umożliwiającą usunięcie lub naprawę 
defektu genetycznego, dzięki czemu stwarza nowe moż-
liwości leczenia różnych typów nowotworów. 

Niewirusowe nośniki leków w celowanej terapii genowej

Jedną z  głównych trudności terapii genowej jest 
dostarczenie leków do wnętrza komórek docelowych 
(nowotworowych) i  brak stabilności konstrukcji nie-
modyfikowanych oligonukleotydów w  krwiobiegu 
pacjentów. Kwasy nukleinowe są bardzo wrażliwe na 
degradację przez nukleazy aktywne w płynach biolo-
gicznych, nie są zdolne do przekroczenia bariery śród-
błonka oraz bariery krew-mózg, a ładunek ujemny tych 
cząstek utrudnia ich endocytozę do wnętrza komórek. 
Podstawowym ograniczeniem w  zastosowaniu wol-
nych kwasów nukleinowych jako leków genetycznych 
w terapii jest także brak swoistości komórkowej. Zapro-
jektowanie skutecznej terapii genowej wymaga opra-
cowania systemu nośnika, który powinien zapewniać 
skuteczne i precyzyjne dostarczenie leku do wnętrza 
komórek oraz ochronę przed degradacją enzymatyczną, 
nie wpływając na właściwości fizykochemiczne samego 
leku. Za najbardziej kluczowe dla skutecznego działa-
nia leków genetycznych są uważane interakcje z błoną 
komórkową oraz ucieczka endosomalna/lizosomalna 
[3,18,52,55,81,100]. Idealne nośniki powinny być przede 
wszystkim bezpieczne, trwałe, łatwe i tanie w produk-
cji w wymaganych ilościach oraz swoiste w stosunku do 
określonych typów komórek. Wiadomo od dawna, że 
najbardziej skuteczne w transfekcji komórek są wektory 
wirusowe. Jednak mimo ogromnej skuteczności mają 
liczne wady: duże ryzyko immunogenności i wprowa-
dzenia mutacji insercyjnych. Obiecującą alternatywą 

są niewirusowe nośniki w nanoskali (<1000 nm), które 
znajdują coraz szersze zastosowanie w badaniach nad 
skutecznym dostarczaniem leków genetycznych do 
komórek. Podczas projektowania syntetycznego wek-
tora jest możliwy bardzo szeroki zakres modyfikacji wła-
ściwości fizykochemicznych, m.in. w celu zwiększenia 
stabilności niesionych leków, nadania komórkowej swo-
istości i zmniejszenia działań niepożądanych [44,61,62]. 
Przykładami syntetycznych wektorów leków genetycz-
nych, obecnie intensywnie badanych w zakresie leczenia 
ludzkich nowotworów krwi, są m.in. immunoliposomy, 
polimery kationowe, dendrymery, nanorurki węglowe, 
nanocząstki złota oraz hybrydy lipid-polimer łączące 
cechy dwóch wymienionych nośników (ryc. 1) [83]. 

Liposomy jako narzędzia do transferu genów w leczeniu 
nowotworów 

Od 1987 r., gdy liposomy kationowe zostały po raz 
pierwszy wykorzystane do transfekcji komórek 
przez Felgnera i wsp. dokonano znacznych postępów 
w rozwoju technologii liposomowej, jako źródła syn-
tetycznych systemów nośników leków przeciwnowo-
tworowych [25,27,87,94]. Obecnie prace nad poprawą 
ich potencjału terapeutycznego w onkologii skupiają 
się przede wszystkim na rozwijaniu sposobu aktyw-
nego kierowania do komórek nowotworowych, a także 
do swoistych wewnątrzkomórkowych organelli oraz 
kontrolowanego uwalniania terapeutyku z wykorzysta-
niem różnic w mikrośrodowisku guza [21]. Liposomy 
to pęcherzyki zbudowane najczęściej z jednej, rzadziej 
kilku lub kilkunastu przestrzeni wodnych oddzielo-
nych od siebie zamkniętymi koncentrycznie dwuwar-
stwami lipidów naturalnych i/lub syntetycznych (ryc. 
1D). Cząsteczki, takie jak: białka, enzymy, leki chemio-
terapeutyczne, kwasy nukleinowe oraz sondy obra-
zowe mogą być zamykane wewnątrz pęcherzyków 
(leki hydrofilowe), wbudowywane do dwuwarstwy (leki 
hydrofobowe) lub rzadziej przyłączane do powierzchni 
dwuwarstwy lipidowej. Powszechnie wiadomo, że 
wolne leki genetyczne o polianionowej naturze apli-
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asODN – oligonukleotydy antysensowe (antisense oligonucleotides), EPR – zwiększona przepusz-
czalność naczyń i retencji (enhanced vascular permeability and retention), mAb – przeciwciało 
monoklonalne (monoclonal antibody), miRNA – mikro RNA (micro RNA), PEG – glikol polietyle-
nowy (polyethylene glycol), siRNA – małe interferujące  RNA (small interfering RNA). 
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kationami w celu ułatwienia dostępu do komórek przez 
elektrostatyczne oddziaływania dodatnich ładunków 
z ujemnie naładowaną błoną komórkową. Jednak frag-
ment RNA lub DNA w kompleksie z lipidem kationo-
wym lub polikationem jest w dalszym ciągu wrażliwy 
na degradację przez nukleazy obecne w płynach bio-
logicznych oraz nie wykazuje komórkowej swoistości, 
dlatego połączenie tego typu kompleksów z fuzjogen-
nymi liposomami z przyłączonym ligandem kierującym 
nośnik do komórek docelowych jest obecnie dominu-
jącym przedmiotem badań. Ponadto, jak powszechnie 
wiadomo, integralną część konstrukcji m.in. oligonu-
kleotydów antysensowych (asODN) oraz krótkich inter-
ferujących RNA (np. siRNA, miRNA) stanowią motywy 
CpG, którym według nowych badań klinicznych przy-
pisuje się immunostymulujące działanie za pośrednic-
twem receptorów TLR. Zamykanie krótkich sekwencji 
oligonukleotydowych w kierowanych liposomach może 
zminimalizować działanie prozapalne [2,31,103,104]. 
Lipidy najczęściej używane do przygotowania liposo-

kowane dożylnie in vivo ulegają akumulacji, a następ-
nie w bardzo krótkim czasie degradacji w narządach 
z rozwiniętym układem siateczkowo-śródbłonkowym. 
Zamykanie kwasów nukleinowych w pęcherzykach lub 
micellach lipidowych umożliwia poprawę ich właści-
wości farmakokinetycznych i biodystrybucji w organi-
zmie. Liposomy składające się z naturalnych lipidów 
są biodegradowalne, biologicznie obojętne, słabo 
immunogenne, wykazują niewielką toksyczność oraz 
bardzo dobrą zdolność transfekcji wszystkich typów 
komórek i tkanek [1,6,34,69,91,97,98]. Przez odpowied-
nie zaprojektowanie kompozycji komercyjnie dostęp-
nych lipidów można łatwo kontrolować właściwości 
fizykochemiczne liposomów. Jest to ogromna zaleta 
w  porównaniu z  innymi typami nośników wymaga-
jącymi wieloetapowej syntezy i dodatkowych mody-
fikacji chemicznych. Główna zasada przygotowania 
lipidowych wektorów leków genetycznych polega na 
tworzeniu kompleksów kwasów nukleinowych z katio-
nowymi lipidami (lipopleksów) lub syntetycznymi poli-

Ryc. 1 Przykłady głównych klas nowej generacji niewirusowych wektorów oligonuk
genetycznych zawierających reszty
wysięgnika oraz przeciwciał monoklonalnych (mAb) jako cz
(CNT); (B) Nanocząstka złota (GNP); (C) Dendrymer; (D) Immunoliposom; (E) Polimer kationowy; (F) 
Hybryda polimerowo-lipidowa (LPN).
 

s nowej generacji niewirusowych wektorów oligonuk
cych reszty glikolu polietylenowego (PEG) celem sterycznej stabilizacji i/l

gnika oraz przeciwciał monoklonalnych (mAb) jako cząsteczek kierujących. (A) Nanorurka 
stka złota (GNP); (C) Dendrymer; (D) Immunoliposom; (E) Polimer kationowy; (F) 
lipidowa (LPN).

s nowej generacji niewirusowych wektorów oligonukleotydowych leków 
ietylenowego (PEG) celem sterycznej stabilizacji i/lub jako 

(A) Nanorurka węglowa 
stka złota (GNP); (C) Dendrymer; (D) Immunoliposom; (E) Polimer kationowy; (F) 

Ryc. 1. Przykłady głównych klas nowej generacji niewirusowych wektorów oligonukleotydowych leków genetycznych zawierających reszty glikolu poetylenowego 
(PEG) w celu sterycznej stabilizacji i/lub jako wysięgnika oraz przeciwciał monoklonalnych (mAb) jako cząsteczek kierujących, A – nanorurka węglowa (CNT), B – 
nanocząsteczka złota (GNP), C – dendrymer, D – immunoliposom, E – polimer kationowy, F – hybryda polimerowo-lipidowa (LPN)
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w krwiobiegu, ale przez swój wypadkowy ładunek unie-
możliwiają zamykanie nagiego DNA [73]. Obiecującą 
alternatywę stanowią również liposomy pozbawione 
ładunku powierzchniowego. Jednak neutralny ładunek 
utrudnia zamykanie cząsteczek o  ładunku ujemnym 
wewnątrz tego typu liposomów oraz swobodne inte-
rakcje z ujemnie naładowaną błoną komórkową. W celu 
wydajnego zamykania leków genetycznych w liposo-
mach pozbawionych ładunku stosuje się m.in. metodę 
odparowania techniką faz odwróconych, odwadniania-
-uwadniania oraz zamrażania-rozmrażania (FAT fre-
ezing and thawing), [14,20,89]. Wiadomo, że liposomy 
na bazie PC (fosfatydylocholina) o neutralnym ładunku 
dostarczają siRNA do różnych mysich modeli nowo-
tworów z wielokrotnie wyższą skutecznością niż lipo-
somy kationowe [71]. Zaletą tego typu nośników jest 
brak ładunku dodatniego, który mógłby indukować 
opsonizację oraz wychwytywanie przez układ fagocy-
tarny MPS (Mononuclear Phagocyte System) w warun-
kach in vivo. Wykazano, że dodatek 2-5 mol% PEG-DSPE 
do błony neutralnych liposomów powoduje wzrost 
wydajności pasywnego zamykania kwasów nukleino-
wych [88]

Bierne kierowanie liposomów do tkanek nowotworowych

Pożądaną cechą nośnika w przeciwnowotworowej terapii 
genowej jest selektywne dostarczenie leków genetycz-
nych do komórek docelowych. Leki przeciwnowotwo-
rowe zamknięte w  liposomach łatwo przemieszczają 
się do miejsca przeznaczenia ze względu na zwięk-
szoną przepuszczalność śródbłonka w obrębie tkanki 
guzów litych. Wielkość przestrzeni międzykomórko-
wych w śródbłonku naczyń włosowatych guza wynosi 
100-780 nm w zależności od typu nowotworu, podczas 
gdy w niezmienionym śródbłonku przestrzenie te nie 
przekraczają 5-10 nm [35]. Guzy lite charakteryzuje 
również brak odpowiedniego drenażu limfatycznego, co 
powoduje akumulacją liposomów w obrębie nowotworu 
[47,59,60,93]. Wykorzystanie tego efektu zwanego EPR 
(Enhanced Permeability and Retention) jest skuteczną 
metodą biernego kierowania do guza nośników, takich 
jak liposomy. Tego typu pasywne kierowanie leków 
polega na wykorzystaniu wyłącznie właściwości patofi-
zjologicznych tkanek nowotworowych i tkanek otaczają-
cych guz. W przeciwieństwie do liposomów, leki o małej 
masie cząsteczkowej nie są zdolne do długotrwałej aku-
mulacji w obrębie guza i w bardzo krótkim czasie są 
ponownie wprowadzane do krwiobiegu [54,96]. Ważnym 
parametrem wpływającym na bierne kierowanie przez 
EPR jest średnica nośników. Akumulacja liposomów w 
obrębie guza jest bardzo zależna od wielkości przestrzeni 
w śródbłonku naczyń włosowatych nowotworu, dlatego 
przyjęto, że liposomy projektowane w celu zastosowa-
nia in vivo powinny zachowywać średnicę mniejszą niż 
400 nm [19]. Wykazano, że najskuteczniej do mikrośro-
dowiska guza docierają liposomy o średnicy mniejszej 
niż 200 nm [82]. Ponadto kompozycja lipidowa i ładu-
nek powierzchni liposomu to bardzo istotne parametry 
wpływające na efektywność kierowania. 

mów mających akceptację Amerykańskiej (Federalnej) 
Agencji Żywności i Leków (FDA) do stosowania in vivo 
to: DSPE (disterylofosfatydyloetanoloamina), HSPC 
(uwodorniona fosfatydylocholina z lecytyny sojowej), 
EPG (fosfatydyloglicerol z żółtka jaja) i DSPC (distery-
loglicerofosfatydylocholina). Każdy z wymienionych 
lipidów, szczególnie DSPE jest dostępny w postaci sko-
niugowanej za pomocą różnego typu łączników z resz-
tami glikolu polietylenowego (PEG) używanymi do 
modyfikacji powierzchni projektowanych liposomów 
w celu zwiększenia stabilności kompleksów nośnika 
z DNA w krwiobiegu [4]. Mechanizm, według którego 
PEG zapobiega opsonizacji nawet przy zastosowaniu 
stosunkowo niskich stężeń polimeru polega na tworze-
niu na powierzchni liposomu ochronnej warstwy, która 
maskuje ładunek powierzchniowy, jest nieprzepusz-
czalna dla dużych cząsteczek i opsonin oraz zapobiega 
agregacji i nieswoistemu oddziaływaniu ze składnikami 
krwi. Dodatek polimerów typu PEG do powierzchni 
liposomów utrudnia ich rozpoznawanie przez komórki 
układu fagocytów jednojądrzastych, a przez to wydłuża 
czas przebywania liposomów we krwi [7,43,66,95,99]. 
Liposomy o powierzchniowym ładunku dodatnim są 
najpowszechniejszym systemem dostarczania mate-
riału genetycznego. Spontaniczne tworzenie komplek-
sów lipidów kationowych z kwasem nukleinowym jest 
główną zasadą tworzenia tego typu liposomów [30,105]. 
Jednak obdarzone dodatnim ładunkiem powierzch-
niowym agregaty lipidowe zawierające kwasy nukle-
inowe są toksyczne dla organizmu i cechuje je krótki 
czas półtrwania w krwiobiegu. Kompleksy nośnik-DNA 
o wypadkowym ładunku dodatnim in vivo mają utrud-
niony dostęp do tkanek docelowych oraz szybko tracą 
stabilność koloidalną. Wynika to z agregacji nośników 
w układzie krwionośnym oraz nieswoistych interakcji 
z macierzą zewnątrzkomórkową (np. z fibronektyną), 
powierzchnią wielu komórek oraz z ujemnie naładowa-
nymi składnikami krwi (np. białka i enzymy surowicy), 
co może uaktywnić układ dopełniacza i  wyelimino-
wać terapeutyk [26,49,65,68,106,108,110]. Niektóre 
z  lipidów kationowych charakteryzuje wyraźna tok-
syczność [23,24,59,78]. W  celu poprawy wydajności 
transfekcji i  redukcji cytotoksyczności liposomów 
wiele uwagi poświęca się syntetycznym modyfika-
cjom obdarzonych dodatnim ładunkiem głów lipidów. 
Na przykład, w celu obniżenia ładunku dodatniego, do 
otoczki kationowych liposomów wprowadzono imida-
zolinowe, pirymidyniowe pierścienie heterocykliczne 
i protonowane grupy poliamin [22,56,70,112]. Ponadto 
cytotoksyczność kationowych liposomów wynika rów-
nież z rodzaju grup funkcyjnych łącznika [46,58]. Lipo-
somy z łącznikami estrowymi i amidowymi są mniej 
cytotoksyczne, jednak szybciej usuwane z krwiobiegu. 
Alternatywą są lipidy z łącznikiem karbaminianowym 
charakteryzujące się niewielką toksycznością [85,102]. 
Karbaminiany zachowują stabilność lipidów w krwio-
biegu, natomiast w endosomie mogą spowodować roz-
pad otoczki i uwolnienie DNA [46,57]. Znacznie mniej 
toksyczne dla komórek organizmu są liposomy anio-
nowe. Charakteryzują się dłuższym czasem półtrwania 
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przeciwciał jest zwykle bardzo duże [92]. Immunoli-
posomy umożliwiają dostarczenie do komórki dużej 
dawki leków przy jednoczesnym zastosowaniu bardzo 
wysokiego stosunku lek:przeciwciało [5,12,21]. Zada-
niem liposomów jest dostarczenie leków genetycznych 
do konkretnych przedziałów wewnątrzkomórkowych, 
takich jak cytosol lub jądro komórkowe będących 
miejscem ich docelowego działania. W  przeciwień-
stwie do małych cząsteczek, które przenikają przez 
błony w wyniku dyfuzji, dostarczanie leków do komó-
rek za pośrednictwem struktur o średnicy ponad 10 nm 
(takich jak liposomy), zachodzi głównie za pośrednic-
twem endocytozy. Po wniknięciu do komórki liposomy 
trafiają do endosomów, które ulegają fuzji z  lizoso-
mami. Podczas szlaku endocytozy pH wewnątrz pęche-
rzyków systematycznie spada 6,0-6,5 we wczesnych 
endosomach, do <5,0 wewnątrz późnych endosomów 
i  lizosomów [21,84,86]. W celu uniknięcia degradacji 
kwasu nukleinowego przez kwaśne hydrolazy i nukle-
azy, lek genetyczny powinien opuścić endosom zanim 
nastąpi fuzja z lizosomem. Liposomy opracowane tak, 
aby promowały destabilizację endosomu wydają się 
obiecującym układem transportującym m.in. oligonu-
kleotydy. Najczęściej do otoczki lipidowej jest doda-
wana dioleilofosfatydyloetanoloimina (DOPE) lub 
dioleilofosfatydylocholina (DOPC), czasami w kombi-
nacji z cholesterolem. DOPE ma tendencję do przyjmo-
wania fazy heksagonalnej II, która destabilizując błonę 
endosomu promuje uwalnianie leku genetycznego do 
cytosolu [37,45,62,63,75,79,114]. 

Wybrane przykłady zastosowania ukierunkowanych 
liposomów jako potencjalnych nośników leków w terapii 
genowej 

W  ostatnich latach opracowano ogromną liczbę 
nowych syntetycznych nośników lipidowych, które 
znajdują potencjalne zastosowanie jako bardzo sku-
teczne narzędzie w dostarczaniu kwasów nukleino-
wych do wnętrza komórek docelowych. Wykazano, że 
poprawa właściwości fizykochemicznych liposomów 
przez wprowadzenie różnych modyfikacji zwiększa 
stabilność leków genetycznych, nadaje im swoistość 
komórkową i tkankową oraz redukuje działania nie-
pożądane, które bardzo często występują podczas 
terapii wolnymi lekami [61,62,63]. Potencjał terapeu-
tyczny immunoliposomów jako nośników leków gene-
tycznych nieprzerwanie wzrasta. Wybrane przykłady 
potencjalnego zastosowania ukierunkowanych liposo-
mów jako nośników leków genetycznych zestawiono 
w tabeli 1.

Przykładem potencjalnego zastosowania niewiruso-
wych nośników leków genetycznych w medycynie są 
liposomy ukierunkowane za pomocą scFv (krótkie frag-
menty zmienne immunoglobulin, single-chain variable 
fragment) rozpoznających białko CD33 eksponowane 
m.in. na powierzchni komórek ostrej białaczki szpiko-
wej (AML). Po inkubacji z ukierunkowanymi liposomami 
niosącymi siRNA kompleksowane z  polietylenoiminą 

Przyłączenie przeciwciał do powierzchni immunoliposomów 
promuje docieranie nośników do konkretnych komórek 
w organizmie 

Jedną ze strategii kierowania jest projektowanie lipo-
somów, które w obecności określonego czynnika tracą 
stabilność, co doprowadza do kontrolowanego uwal-
niania leku. Takie liposomy są wrażliwe zarówno 
na czynniki wewnętrzne, czyli patologiczne zmiany 
w mikrośrodowisku guza (obniżone pH, wyższa tem-
peratura i  nadmiar różnych enzymów proteolitycz-
nych), jak i stosowane w obrębie docelowych tkanek 
nowotworowych czynniki zewnętrzne (najczęściej 
fizyczne), takie jak pole magnetyczne, ultradźwięki 
lub światło o  różnej długości fali i  intensywności 
[8,32,42,50,67,111,113]. Inne strategie kierowania obej-
mują przyłączenie do powierzchni liposomów ligan-
dów kierujących wykazujących duże powinowactwo 
do zewnątrzkomórkowych markerów charakterystycz-
nych dla różnych typów nowotworów. Celem swoistego 
kierowania do liposomów mogą być przyłączone prze-
ciwciała monoklonalne [16,39,74], pochodne prze-
ciwciał [40], peptydy [13,53], aptamery [107] i  małe 
cząsteczki kierujące [28,109]. Ważną rolę w nowocze-
snej terapii celowanej, czyli ukierunkowanej moleku-
larnie, odgrywają przeciwciała monoklonalne. W celu 
zmniejszenia immunogenności i  wydłużenia czasu 
półtrwania w surowicy przeciwciała terapeutyczne są 
zazwyczaj całkowicie humanizowane lub wytwarzane 
jako białka chimeryczne. Przeciwciała chimeryczne 
są zbudowane z mysich regionów zmiennych, odpo-
wiadających za rozpoznanie antygenu przyłączonych 
do części stałej lub zmiennej ludzkiego przeciwciała. 
Natomiast w  wyniku „humanizacji” powstają prze-
ciwciała, w których tylko regiony determinujące kom-
plementarność (CDR) w regionach zmiennych (V) to 
sekwencja pochodząca z organizmu myszy [92]. Mimo 
znacznie mniejszych działań niepożądanych oraz lep-
szej tolerancji w organizmie w porównaniu z terapią 
konwencjonalną, przeciwciała terapeutyczne są jed-
nak przyczyną innych niepożądanych objawów, także 
mogących zagrażać życiu pacjentów [36,41,76,77]. Inną 
ważną alternatywą wydaje się zastosowanie przeciw-
ciał jako czynników kierujących nośniki leków w tera-
pii. Na przykład grupy końcowe PEG są najczęściej 
wykorzystywane w celu przyłączenia przeciwciał do 
powierzchni nośników liposomowych, zwanych immu-
noliposomami [51]. Tak ukierunkowane liposomy opi-
sano po raz pierwszy w latach osiemdziesiątych ub.w. 
[9,38,64]. Przyłączenie do powierzchni liposomów 
przeciwciał swoiście rozpoznających markery/recep-
tory eksponowane na powierzchni komórek konkret-
nego typu nowotworu powoduje ich gromadzenie na 
powierzchni określonej komórki docelowej, zwiększe-
nie endocytozy i przez to dostarczonych do wnętrza 
komórki leków. Skuteczność dostarczania leków do 
komórek jest zależna m.in. od stopnia powinowactwa 
ligand-receptor oraz liczby receptorów eksponowa-
nych na powierzchni komórek docelowych. W przy-
padku immunoliposomów powinowactwo swoistych 
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wały stężenie docelowego białka, charakteryzowały 
się swoistością docierania do komórek docelowych 
oraz przedłużonym czasem przebywania w  krwio-
biegu. Po 24 h od podania zwierzętom doświadczalnym 
immunoliposomy lokalizowały się głównie w śledzio-
nie. Ponadto, w doświadczeniach in vivo obserwowano 
wydłużony czas przeżycia myszy z  indukowanym 
nowotworem oraz znaczny wzrost skuteczności dzia-
łania asODN zamkniętych w liposomach w porówna-
niu z wolnymi lekami [10,11,72]. 

W badaniach innego zespołu obserwowano wyciszenie 
ekspresji białka RhoA w komórkach gruczolakoraka po 
inkubacji z siRNA zamkniętym w immunoliposomach 
kierowanych przez przeciwciała trastuzumab (her-
ceptyna) skierowane przeciwko HER 2 (receptor ludz-
kiego naskórkowego czynnika wzrostu typu 2 (Human 
Growth Factor Receptor)) [29]. Przykład potencjal-
nego zastosowania immunoliposomów w terapii HIV 
stanowi zamknięcie siRNA przeciwko mRNA chemo-
kiny CCR5 w liposomach ukierunkowanych za pośred-
nictwem przeciwciał rozpoznających LFA-1 (integryna 
występująca na powierzchni leukocytów, Lymphocyte 
Function-Associated Antigen-1). W modelu zwierzę-
cym po podaniu ukierunkowanych liposomów niosą-
cych siRNA obserwowano zwiększoną odporność na 
zakażenie, ocenianą przez zmniejszenie miana wirusa 
w osoczu po zakażeniu oraz zahamowanie związanego 
z chorobą spadku liczby pomocniczych limfoctytów T 
(CD4+) [48]. 

Bardzo ważnym podejściem jest również system nano-
cząstek LPH (liposom-polikation-kwas hialuronowy) 
ukierunkowany przez scFv dostarczający jednocze-

skierowane przeciwko AML1/MTG8 (białko fuzyjne 
powstałe na skutek translokacji t(8;21) obserwowano 
znaczne obniżenie stężenia mRNA oraz białka docelo-
wego i  zmniejszenie klonogenności komórek docelo-
wych w warunkach in vitro [80]. Gomes-da-Silva i wsp. 
opracowali liposomy ukierunkowane za pośrednictwem 
F3 (tumor-homing peptide) do komórek raka gruczołu 
krokowego oraz śródbłonka [105]. Białko F3 swoiście 
rozpoznaje i  wiąże nukleolinę - białko eksponowane 
na powierzchni komórek nowotworowych oraz komó-
rek śródbłonka angiogennych naczyń krwionośnych 
w obrębie guzów nowotworowych [17,33]. Plk1 (Polo-
-like kinase 1) jest kinazą serynowo-treoninową, która 
bierze udział w regulacji komórkowych podziałów mito-
tycznych. W komórkach raka stercza (PC3) oraz śród-
błonka (HMEC-1) po inkubacji z ukierunkowanymi przez 
F3 liposomami niosącymi siRNA przeciwko PLK-1 obser-
wowano znaczny spadek żywotności skorelowany ze 
spadkiem stężenia mRNA i białka Plk-1 oraz zatrzyma-
nie komórek w fazie G2 mitozy. Ponadto odnotowano 
trzykrotny wzrost skuteczności cytostatyku, paklitak-
selu w połączeniu z przedstawionym preparatem lipo-
somowym 

W  celu dostarczenia oligonukleotydów antysenso-
wych skierowanych przeciwko białku c-MYB (czyn-
nika transkrypcyjnego biorącego udział w regulacji 
podziałów komórkowych) do komórek ludzkiej neuro-
blastomy, lek genetyczny zamknięto w kationowych 
liposomach, do powierzchni których kowalencyjnie 
przyłączono przeciwciała monoklonalne rozpoznające 
disialogangliozyd nadeksponowany na powierzchni 
komórek docelowych. Oligonukleotydy zamknięte 
w ukierunkowanych liposomach skutecznie reduko-

Tabela 1 Wybrane przykłady zastosowania ukierunkowanych liposomów jako nośników kwasów nukleinowych

Lek genetyczny Docelowy antygen Badania in vitro Badania in vivo Piśmiennictwo

siRNA (AML1/MTG8) CD33 
Komórki ostrej białaczki szpikowej (SKNO-

1, Kasumi-1)
Nie 106

siRNA (PLK-1) Nukleolina
Ludzkie komórki śródbłonka (HMEC-1), 

komórki raka prostaty (PC3) 
Nie 105

asODN (c-MYB)
GD2

(disialogangliozyd)
Komórki neuroblastomy Tak 108,109,110

siRNA (RhoA) HER2  Komórki gruczolakoraka (SKBR3) Nie 113

siRNA (CCR5) LFA-1 (integryna limfocytarna) Limfocyty T (CD4+) Tak 111

siRNA i miRNA
 (c-Myc, MDM2 i VEGF)

Brak danych Mysie komórki czerniaka (B16F10) Tak 112

Stosowane skróty: AML1/MTG8 - białko fuzyjne powstałe na skutek translokacji t(8;21), Plk1- kinaza serynowo-treoninowa, c-MYB - czynnik transkrypcyjny biorący 
udział w regulacji podziałów komórkowych, Rho - małe białko G z rodziny GTPaz, CCR5- chemokina, c-Myc (produkt onkogenu c-MYC stymuluje proces dojrzewania 
i proliferacji komórek transformowanych), MDM2 - ligaza ubikwitynowa E3 i VEGF - czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego, HER2 - receptor naskórkowego 
czynnika wzrostu typu 2
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liposomowe, dzięki przyłączonym przeciwciałom, są 
kierowane do komórek docelowych, przez co dzia-
łają znacznie skuteczniej niż preparaty niekierowane. 
Ponadto, badane immunoliposomy charakteryzowały się 
bardzo dużą swoistością docierania do komórek docelo-
wych w warunkach in vitro oraz in vivo w przeciwieństwie 
do liposomów niekierowanych (zgłoszenia patentowe 
P.407947 oraz P.407949).

Wnioski

Antysensowa terapia genowa jest jedną z najbardziej 
obiecujących metod leczenia chorych z nowotworami 
znajdujących się na etapie zaawansowanych badań kli-
nicznych. Biorąc pod uwagę powszechnie dostępne 
w  literaturze informacje na temat ograniczeń zwią-
zanych z  zastosowaniem wolnych oligonukleotydów 
antysensowych w terapii in vivo, wszelkie próby wzmoc-
nienia skuteczności ich działania mogą się przyczynić do 
rejestracji nowych leków oraz rozwoju skuteczniejszych 
strategii terapeutycznych i postępu medycyny w walce 
z  nowotworami. Coraz lepsze skutki leczenia przy-
nosi stosowanie terapii celowanych, z wykorzystaniem 
immunoliposomów, w których lek działa precyzyjnie na 
nieprawidłowo funkcjonujące komórki nowotworowe, 
nie uszkadzając komórek zdrowych.
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śnie miRNA i siRNA w celu ogólnoustrojowego lecze-
nia nowotworów. Hamowanie ekspresji białka c-Myc 
(produkt onkogenu c-MYC stymuluje proces dojrze-
wania i  proliferacji komórek transformowanych), 
MDM2 (ligaza ubikwitynowa E3) i VEGF (czynnik wzro-
stu śródbłonka naczyniowego) przez miRNA i  siRNA 
zamkniętych w immunoliposomach LPH znacznie ogra-
niczało przerzutowy wzrost guza płuc w badaniach in 
vivo [15].

 Niedawno porównano również skuteczność terapeu-
tyczną opracowanych przez nasz zespół liposomów nie-
kierowanych oraz immunoliposomów ukierunkowanych 
z  wykorzystaniem przeciwciał anty CD20 względem 
ludzkich limfocytów B w warunkach in vivo. Czynnikiem 
terapeutycznym były krótkie osiemnastonukleotydowe 
oligonukleotydy antysensowe skierowane przeciwko 
sześciu pierwszym kodonom mRNA białka Bcl-2 kom-
pleksowane z  lipidem kationowym (DOTAP) lub poli-
merem kationowym (polietylenoimina, PEI) zamknięte 
w  otoczce liposomowej. W  czasie badań zaobserwo-
wano zahamowanie wzrostu i całkowitą remisję guzów 
w grupach myszy NOD/SCID obarczonych ludzkim chło-
niakiem Burkitta (Daudi CD20+) traktowanych ukierun-
kowanymi liposomami (Meissner J.M., Toporkiewicz M., 
Czogalla A., Matusewicz L., Kuliczkowski K., Sikorski A.F.: 
Novel antisense therapeutics delivery systems: In vitro 
and in vivo studies of liposomes targeted with anti-
-CD20 antibody. J. Control. Release. 2015; 220: 515-528) 
oraz średnio 30% zahamowanie wzrostu guzów w gru-
pach traktowanych liposomami niekierowanymi [101]. 
Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazują, że nośniki 
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