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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Metody leczenia choréb nowotworowych, zwlaszcza w ostatnich latach, dynamicznie sie
zmieniajg, co wynika z potrzeby projektowania nowych, skuteczniejszych strategii terapeu-
tycznych. Bardzo obiecujaca w leczeniu choréb nowotworowych jest antysensowa terapia
genowa. Dostarczenie terapeutycznego fragmentu DNA lub RNA do komérek docelowych w
organizmie pacjenta wymaga zastosowania systeméw wektorowych. Niewirusowe nosniki
lekéw znajduja coraz szersze zastosowanie w nowych systemach terapeutycznych. W pracy
przedstawiono niewirusowe nos$niki nowej generacji, skupiajac sie szczegdlne na immunoli-
posomach znajdujacych potencjalne zastosowanie w celowanej terapii genowe;.

terapia genowa - niewirusowe nosniki lekow - liposomy - immunoliposomy
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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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Wykaz skrétow:

asODN - oligonukleotydy antysensowe (antisense oligonucleotides), EPR - zwigkszona przepusz-

czalnos¢ naczyn i retencji (enhanced vascular permeability and retention), mAb - przeciwciato
monoklonalne (monoclonal antibody), miRNA — mikro RNA (micro RNA), PEG - glikol polietyle-
nowy (polyethylene glycol), siRNA — mate interferujace RNA (small interfering RNA).

WPROWADZENIE

Idea terapii genowej narodzila sie 50 lat temu, dzieki
wynikom pionierskich eksperymentéw W. Szybalskiego
dokumentujacych pierwszy transfer genéw do komdrek
ssakéw [90]. Obecnie terapia genowa jest innowacyjna
metodg leczenia chorych ze schorzeniami o podlozu
genetycznym, umozliwiajacg usuniecie lub naprawe
defektu genetycznego, dzieki czemu stwarza nowe moz-
liwosci leczenia réznych typéw nowotwordw.

NIEWIRUSOWE NOSNIKI LEKOW W CELOWANE) TERAPII GENOWE)

Jedna z gtéwnych trudnosci terapii genowej jest
dostarczenie lekéw do wnetrza komdérek docelowych
(nowotworowych) i brak stabilno$ci konstrukcji nie-
modyfikowanych oligonukleotydéw w krwiobiegu
pacjentéw. Kwasy nukleinowe sa bardzo wrazliwe na
degradacje przez nukleazy aktywne w ptynach biolo-
gicznych, nie sa zdolne do przekroczenia bariery $réd-
btonka oraz bariery krew-mdézg, a tadunek ujemny tych
czgstek utrudnia ich endocytoze do wnetrza komdérek.
Podstawowym ograniczeniem w zastosowaniu wol-
nych kwaséw nukleinowych jako lekéw genetycznych
w terapii jest takze brak swoistosci komérkowej. Zapro-
jektowanie skutecznej terapii genowej wymaga opra-
cowania systemu no$nika, ktéry powinien zapewniaé
skuteczne i precyzyjne dostarczenie leku do wnetrza
komdrek oraz ochrone przed degradacja enzymatyczna,
nie wplywajac na wtasciwosci fizykochemiczne samego
leku. Za najbardziej kluczowe dla skutecznego dziata-
nia lekéw genetycznych sa uwazane interakcje z btona
komdrkowg oraz ucieczka endosomalna/lizosomalna
[3,18,52,55,81,100]. Idealne no$niki powinny by¢ przede
wszystkim bezpieczne, trwate, tatwe i tanie w produk-
cji w wymaganych ilociach oraz swoiste w stosunku do
okreslonych typéw komérek. Wiadomo od dawna, ze
najbardziej skuteczne w transfekcji komérek sa wektory
wirusowe. Jednak mimo ogromnej skuteczno$ci maja
liczne wady: duze ryzyko immunogennosci i wprowa-
dzenia mutacji insercyjnych. Obiecujacg alternatywa

sg niewirusowe no$niki w nanoskali (<1000 nm), ktére
znajduja coraz szersze zastosowanie w badaniach nad
skutecznym dostarczaniem lekédw genetycznych do
komérek. Podczas projektowania syntetycznego wek-
tora jest mozliwy bardzo szeroki zakres modyfikacji wta-
$ciwosci fizykochemicznych, m.in. w celu zwiekszenia
stabilno$ci niesionych lekéw, nadania komérkowej swo-
istodci i zmniejszenia dziatan niepozadanych [44,61,62].
Przyktadami syntetycznych wektoréw lekéw genetycz-
nych, obecnie intensywnie badanych w zakresie leczenia
ludzkich nowotwordw krwi, sa m.in. immunoliposomy,
polimery kationowe, dendrymery, nanorurki weglowe,
nanoczastki ztota oraz hybrydy lipid-polimer tgczace
cechy dwéch wymienionych no$nikéw (ryc. 1) [83].

LiPosomy JAKO NARZEDZIA DO TRANSFERU GENOW W LECZENIU
NOWOTWOROW

0d 1987 r., gdy liposomy kationowe zostaly po raz
pierwszy wykorzystane do transfekcji komérek
przez Felgnera i wsp. dokonano znacznych postepéw
w rozwoju technologii liposomowej, jako Zrédta syn-
tetycznych systemdéw nosnikéw lekéw przeciwnowo-
tworowych [25,27,87,94]. Obecnie prace nad poprawg
ich potencjatu terapeutycznego w onkologii skupiaja
sie przede wszystkim na rozwijaniu sposobu aktyw-
nego kierowania do komérek nowotworowych, a takze
do swoistych wewnatrzkomérkowych organelli oraz
kontrolowanego uwalniania terapeutyku z wykorzysta-
niem réznic w mikro$rodowisku guza [21]. Liposomy
to pecherzyki zbudowane najcze$ciej z jednej, rzadziej
kilku lub kilkunastu przestrzeni wodnych oddzielo-
nych od siebie zamknietymi koncentrycznie dwuwar-
stwami lipidéw naturalnych i/lub syntetycznych (ryc.
1D). Czasteczki, takie jak: biatka, enzymy, leki chemio-
terapeutyczne, kwasy nukleinowe oraz sondy obra-
zowe moga byé zamykane wewnatrz pecherzykéw
(leki hydrofilowe), wbudowywane do dwuwarstwy (leki
hydrofobowe) lub rzadziej przytaczane do powierzchni
dwuwarstwy lipidowej. Powszechnie wiadomo, ze
wolne leki genetyczne o polianionowej naturze apli-
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Ryc. 1. Przyktady gtéwnych klas nowej generacji niewirusowych wektoréw oligonukleotydowych lekdw genetycznych zawierajacych reszty glikolu poetylenowego
(PEG) w celu sterycznej stabilizacji i/lub jako wysiegnika oraz przeciwciat monoklonalnych (mAb) jako czasteczek kierujacych, A — nanorurka weglowa (CNT), B —
nanoczasteczka zlota (GNP), C — dendrymer, D — immunoliposom, E — polimer kationowy, F — hybryda polimerowo-lipidowa (LPN)

kowane dozylnie in vivo ulegajg akumulacji, a nastep-
nie w bardzo krétkim czasie degradacji w narzadach
z rozwinietym uktadem siateczkowo-$rédbtonkowym.
Zamykanie kwaséw nukleinowych w pecherzykach lub
micellach lipidowych umozliwia poprawe ich whasci-
wosci farmakokinetycznych i biodystrybucji w organi-
zmie. Liposomy sktadajgce sie z naturalnych lipidéw
sa biodegradowalne, biologicznie obojetne, stabo
immunogenne, wykazuja niewielkg toksyczno$¢ oraz
bardzo dobrg zdolno$é transfekcji wszystkich typdw
komérek i tkanek [1,6,34,69,91,97,98]. Przez odpowied-
nie zaprojektowanie kompozycji komercyjnie dostep-
nych lipidéw mozna tatwo kontrolowaé wtasciwosci
fizykochemiczne liposoméw. Jest to ogromna zaleta
w poréwnaniu z innymi typami no$nikéw wymaga-
jacymi wieloetapowej syntezy i dodatkowych mody-
fikacji chemicznych. Gtéwna zasada przygotowania
lipidowych wektoréw lekéw genetycznych polega na
tworzeniu komplekséw kwaséw nukleinowych z katio-
nowymi lipidami (lipoplekséw) lub syntetycznymi poli-

kationami w celu utatwienia dostepu do komérek przez
elektrostatyczne oddziatywania dodatnich tadunkéw
z ujemnie natadowana btona komérkowa. Jednak frag-
ment RNA lub DNA w kompleksie z lipidem kationo-
wym lub polikationem jest w dalszym ciggu wrazliwy
na degradacje przez nukleazy obecne w ptynach bio-
logicznych oraz nie wykazuje komérkowej swoisto$ci,
dlatego potaczenie tego typu komplekséw z fuzjogen-
nymi liposomami z przytaczonym ligandem kierujacym
nos$nik do komérek docelowych jest obecnie dominu-
jacym przedmiotem badan. Ponadto, jak powszechnie
wiadomo, integralng cze$¢ konstrukcji m.in. oligonu-
kleotydéw antysensowych (asODN) oraz krétkich inter-
ferujacych RNA (np. siRNA, miRNA) stanowig motywy
CpG, ktérym wedtug nowych badan klinicznych przy-
pisuje sie immunostymulujace dziatanie za posrednic-
twem receptoréw TLR. Zamykanie krétkich sekwencji
oligonukleotydowych w kierowanych liposomach moze
zminimalizowaé dzialanie prozapalne [2,31,103,104].
Lipidy najczesciej uzywane do przygotowania liposo-
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mdw majacych akceptacje Amerykariskiej (Federalnej)
Agencji Zywnosci i Lekéw (FDA) do stosowania in vivo
to: DSPE (disterylofosfatydyloetanoloamina), HSPC
(uwodorniona fosfatydylocholina z lecytyny sojowej),
EPG (fosfatydyloglicerol z z6ttka jaja) i DSPC (distery-
loglicerofosfatydylocholina). Kazdy z wymienionych
lipidéw, szczegdlnie DSPE jest dostepny w postaci sko-
niugowanej za pomoca réznego typu tacznikdw z resz-
tami glikolu polietylenowego (PEG) uzywanymi do
modyfikacji powierzchni projektowanych liposomdéw
w celu zwiekszenia stabilno$ci komplekséw nosnika
z DNA w krwiobiegu [4]. Mechanizm, wedlug ktérego
PEG zapobiega opsonizacji nawet przy zastosowaniu
stosunkowo niskich stezer polimeru polega na tworze-
niu na powierzchni liposomu ochronnej warstwy, ktéra
maskuje tadunek powierzchniowy, jest nieprzepusz-
czalna dla duzych czasteczek i opsonin oraz zapobiega
agregacji i nieswoistemu oddziatywaniu ze sktadnikami
krwi. Dodatek polimeréw typu PEG do powierzchni
liposoméw utrudnia ich rozpoznawanie przez komérki
uktadu fagocytéw jednojadrzastych, a przez to wydtuza
czas przebywania liposoméw we krwi [7,43,66,95,99].
Liposomy o powierzchniowym tadunku dodatnim sa
najpowszechniejszym systemem dostarczania mate-
riatu genetycznego. Spontaniczne tworzenie komplek-
séw lipidéw kationowych z kwasem nukleinowym jest
gléwng zasada tworzenia tego typu liposoméw [30,105].
Jednak obdarzone dodatnim tadunkiem powierzch-
niowym agregaty lipidowe zawierajace kwasy nukle-
inowe sg toksyczne dla organizmu i cechuje je krétki
czas péttrwania w krwiobiegu. Kompleksy nosnik-DNA
o wypadkowym tadunku dodatnim in vivo majg utrud-
niony dostep do tkanek docelowych oraz szybko tracg
stabilno$¢ koloidalng. Wynika to z agregacji no$nikéw
w uktadzie krwiono$nym oraz nieswoistych interakcji
z macierzg zewnatrzkomdrkows (np. z fibronektyna),
powierzchnig wielu komérek oraz z ujemnie natadowa-
nymi sktadnikami krwi (np. biatka i enzymy surowicy),
co moze uaktywnié uktad dopetniacza i wyelimino-
wa( terapeutyk [26,49,65,68,106,108,110]. Niektére
z lipidéw kationowych charakteryzuje wyrazna tok-
syczno$¢ [23,24,59,78]. W celu poprawy wydajnosci
transfekcji i redukcji cytotoksycznosci liposoméw
wiele uwagi po$wieca sie syntetycznym modyfika-
cjom obdarzonych dodatnim tadunkiem gtéw lipidéw.
Na przyktad, w celu obnizenia tadunku dodatniego, do
otoczki kationowych liposoméw wprowadzono imida-
zolinowe, pirymidyniowe pier$cienie heterocykliczne
i protonowane grupy poliamin [22,56,70,112]. Ponadto
cytotoksyczno$é kationowych liposoméw wynika réw-
niez z rodzaju grup funkcyjnych tacznika [46,58]. Lipo-
somy z tacznikami estrowymi i amidowymi sg mniej
cytotoksyczne, jednak szybciej usuwane z krwiobiegu.
Alternatywg sa lipidy z tacznikiem karbaminianowym
charakteryzujgce sie niewielka toksyczno$cig [85,102].
Karbaminiany zachowuja stabilno$¢ lipidéw w krwio-
biegu, natomiast w endosomie moga spowodowaé roz-
pad otoczki i uwolnienie DNA [46,57]. Znacznie mniej
toksyczne dla komérek organizmu sg liposomy anio-
nowe. Charakteryzujg sie dtuzszym czasem péttrwania

w krwiobiegu, ale przez swéj wypadkowy tadunek unie-
mozliwiajg zamykanie nagiego DNA [73]. Obiecujaca
alternatywe stanowia réwniez liposomy pozbawione
tadunku powierzchniowego. Jednak neutralny tadunek
utrudnia zamykanie czasteczek o tadunku ujemnym
wewnatrz tego typu liposomdéw oraz swobodne inte-
rakcje z ujemnie natadowanag btong komérkowa. W celu
wydajnego zamykania lekéw genetycznych w liposo-
mach pozbawionych tadunku stosuje sie m.in. metode
odparowania technika faz odwréconych, odwadniania-
-uwadniania oraz zamrazania-rozmrazania (FAT fre-
ezing and thawing), [14,20,89]. Wiadomo, ze liposomy
na bazie PC (fosfatydylocholina) o neutralnym tadunku
dostarczaja siRNA do réznych mysich modeli nowo-
twordw z wielokrotnie wyzsza skuteczno$cia niz lipo-
somy kationowe [71]. Zaletg tego typu no$nikéw jest
brak tadunku dodatniego, ktéry mégltby indukowa’
opsonizacje oraz wychwytywanie przez uktad fagocy-
tarny MPS (Mononuclear Phagocyte System) w warun-
kach in vivo. Wykazano, ze dodatek 2-5 mol% PEG-DSPE
do btony neutralnych liposoméw powoduje wzrost
wydajno$ci pasywnego zamykania kwaséw nukleino-
wych [88]

BIERNE KIEROWANIE LIPOSOMOW DO TKANEK NOWOTWOROWYCH

Pozadang cechg no$nika w przeciwnowotworowej terapii
genowej jest selektywne dostarczenie lekédw genetycz-
nych do komérek docelowych. Leki przeciwnowotwo-
rowe zamkniete w liposomach tatwo przemieszczaja
sie do miejsca przeznaczenia ze wzgledu na zwiek-
szong przepuszczalno$¢ $rédbtonka w obrebie tkanki
guzéw litych. Wielko$é przestrzeni miedzykomérko-
wych w §rédbtonku naczyn wiosowatych guza wynosi
100-780 nm w zalezno$ci od typu nowotworu, podczas
gdy w niezmienionym $rédbtonku przestrzenie te nie
przekraczaja 5-10 nm [35]. Guzy lite charakteryzuje
réwniez brak odpowiedniego drenazu limfatycznego, co
powoduje akumulacjg liposomdéw w obrebie nowotworu
[47,59,60,93]. Wykorzystanie tego efektu zwanego EPR
(Enhanced Permeability and Retention) jest skuteczng
metoda biernego kierowania do guza no$nikdéw, takich
jak liposomy. Tego typu pasywne kierowanie lekéw
polega na wykorzystaniu wytacznie wlagciwosci patofi-
zjologicznych tkanek nowotworowych i tkanek otaczaja-
cych guz. W przeciwieistwie do liposoméw, leki o malej
masie czgsteczkowej nie sg zdolne do dlugotrwatej aku-
mulacji w obrebie guza i w bardzo krétkim czasie sa
ponownie wprowadzane do krwiobiegu [54,96]. Waznym
parametrem wptywajacym na bierne kierowanie przez
EPR jest $rednica no$nikéw. Akumulacja liposoméw w
obrebie guza jest bardzo zalezna od wielkosci przestrzeni
w $rédbtonku naczyri wlosowatych nowotworu, dlatego
przyjeto, ze liposomy projektowane w celu zastosowa-
nia in vivo powinny zachowywaé $rednice mniejsza niz
400 nm [19]. Wykazano, ze najskuteczniej do mikrosro-
dowiska guza docieraja liposomy o $rednicy mniejszej
niz 200 nm [82]. Ponadto kompozycja lipidowa i fadu-
nek powierzchni liposomu to bardzo istotne parametry
wplywajace na efektywnosé kierowania.
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PRZYLACZENIE PRZECIWCIAL DO POWIERZCHNI IMMUNOLIPOSOMOW
PROMUJE DOCIERANIE NOSNIKOW DO KONKRETNYCH KOMOREK
W ORGANIZMIE

Jedna ze strategii kierowania jest projektowanie lipo-
soméw, ktére w obecnosci okreslonego czynnika traca
stabilno$¢, co doprowadza do kontrolowanego uwal-
niania leku. Takie liposomy sa wrazliwe zaréwno
na czynniki wewnetrzne, czyli patologiczne zmiany
w mikro$rodowisku guza (obnizone pH, wyzsza tem-
peratura i nadmiar réznych enzyméw proteolitycz-
nych), jak i stosowane w obrebie docelowych tkanek
nowotworowych czynniki zewnetrzne (najcze$ciej
fizyczne), takie jak pole magnetyczne, ultradzwieki
lub $wiatto o réznej dtugosci fali i intensywno$ci
[8,32,42,50,67,111,113]. Inne strategie kierowania obej-
mujg przytaczenie do powierzchni liposoméw ligan-
déw kierujgcych wykazujacych duze powinowactwo
do zewnatrzkomdrkowych markeréw charakterystycz-
nych dla réznych typéw nowotworéw. Celem swoistego
kierowania do liposoméw moga by¢ przytaczone prze-
ciwciata monoklonalne [16,39,74], pochodne prze-
ciwcial [40], peptydy [13,53], aptamery [107] i mate
czasteczki kierujgce [28,109]. Wazng role w nowocze-
snej terapii celowanej, czyli ukierunkowanej moleku-
larnie, odgrywaja przeciwciata monoklonalne. W celu
zmniejszenia immunogenno$ci i wydluzenia czasu
péttrwania w surowicy przeciwciata terapeutyczne sg
zazwyczaj catkowicie humanizowane lub wytwarzane
jako biatka chimeryczne. Przeciwciata chimeryczne
sa zbudowane z mysich regionéw zmiennych, odpo-
wiadajacych za rozpoznanie antygenu przytaczonych
do czeici statej lub zmiennej ludzkiego przeciwciata.
Natomiast w wyniku ,,humanizacji” powstaja prze-
ciwciata, w ktérych tylko regiony determinujace kom-
plementarno$é (CDR) w regionach zmiennych (V) to
sekwencja pochodzgca z organizmu myszy [92]. Mimo
znacznie mniejszych dziatah niepozadanych oraz lep-
szej tolerancji w organizmie w poréwnaniu z terapia
konwencjonalna, przeciwciata terapeutyczne sg jed-
nak przyczyng innych niepozadanych objawéw, takze
mogacych zagrazad zyciu pacjentéw [36,41,76,77]. Inng
wazng alternatywa wydaje sie zastosowanie przeciw-
ciat jako czynnikéw kierujacych no$niki lekéw w tera-
pii. Na przyktad grupy koticowe PEG sa najczesciej
wykorzystywane w celu przylaczenia przeciwciat do
powierzchni no$nikéw liposomowych, zwanych immu-
noliposomami [51]. Tak ukierunkowane liposomy opi-
sano po raz pierwszy w latach osiemdziesigtych ub.w.
[9,38,64]. Przytaczenie do powierzchni liposoméw
przeciwciat swoidcie rozpoznajacych markery/recep-
tory eksponowane na powierzchni komdrek konkret-
nego typu nowotworu powoduje ich gromadzenie na
powierzchni okre$lonej komérki docelowej, zwieksze-
nie endocytozy i przez to dostarczonych do wnetrza
komorki lekéw. Skuteczno$é dostarczania lekéw do
komorek jest zalezna m.in. od stopnia powinowactwa
ligand-receptor oraz liczby receptoréw eksponowa-
nych na powierzchni komdrek docelowych. W przy-
padku immunoliposomdéw powinowactwo swoistych

przeciwcial jest zwykle bardzo duze [92]. Immunoli-
posomy umozliwiaja dostarczenie do komérki duzej
dawki lekéw przy jednoczesnym zastosowaniu bardzo
wysokiego stosunku lek:przeciwciato [5,12,21]. Zada-
niem liposoméw jest dostarczenie lekéw genetycznych
do konkretnych przedziatéw wewngtrzkomérkowych,
takich jak cytosol lub jadro komérkowe bedacych
miejscem ich docelowego dziatania. W przeciwieti-
stwie do malych czasteczek, ktére przenikaja przez
btony w wyniku dyfuzji, dostarczanie lekéw do komé-
rek za posrednictwem struktur o §rednicy ponad 10 nm
(takich jak liposomy), zachodzi gtéwnie za posrednic-
twem endocytozy. Po wniknieciu do komérki liposomy
trafiaja do endosoméw, ktére ulegaja fuzji z lizoso-
mami. Podczas szlaku endocytozy pH wewnatrz peche-
rzykéw systematycznie spada 6,0-6,5 we wczesnych
endosomach, do <5,0 wewnatrz péZnych endosomdéw
i lizosomdéw [21,84,86]. W celu unikniecia degradacji
kwasu nukleinowego przez kwasne hydrolazy i nukle-
azy, lek genetyczny powinien opusci¢ endosom zanim
nastapi fuzja z lizosomem. Liposomy opracowane tak,
aby promowaly destabilizacje endosomu wydaja sie
obiecujacym uktadem transportujacym m.in. oligonu-
kleotydy. Najczes$ciej do otoczki lipidowej jest doda-
wana dioleilofosfatydyloetanoloimina (DOPE) lub
dioleilofosfatydylocholina (DOPC), czasami w kombi-
nacji z cholesterolem. DOPE ma tendencje do przyjmo-
wania fazy heksagonalnej 11, ktéra destabilizujgc btone
endosomu promuje uwalnianie leku genetycznego do
cytosolu [37,45,62,63,75,79,114].

WYBRANE PRZYKEADY ZASTOSOWANIA UKIERUNKOWANYCH
LIPOSOMOW JAKO POTENCJALNYCH NOSNIKOW LEKOW W TERAPII
GENOWE)

W ostatnich latach opracowano ogromna liczbe
nowych syntetycznych no$nikéw lipidowych, ktére
znajduja potencjalne zastosowanie jako bardzo sku-
teczne narzedzie w dostarczaniu kwaséw nukleino-
wych do wnetrza komérek docelowych. Wykazano, ze
poprawa wiasciwosci fizykochemicznych liposomdéw
przez wprowadzenie réznych modyfikacji zwieksza
stabilno$¢ lekéw genetycznych, nadaje im swoisto$¢é
komérkowg i tkankowa oraz redukuje dziatania nie-
pozadane, ktére bardzo czesto wystepuja podczas
terapii wolnymi lekami [61,62,63]. Potencjat terapeu-
tyczny immunoliposoméw jako no$nikéw lekéw gene-
tycznych nieprzerwanie wzrasta. Wybrane przyktady
potencjalnego zastosowania ukierunkowanych liposo-
méw jako no$nikéw lekéw genetycznych zestawiono
w tabeli 1.

Przyktadem potencjalnego zastosowania niewiruso-
wych no$nikéw lekéw genetycznych w medycynie sa
liposomy ukierunkowane za pomoca scFv (krétkie frag-
menty zmienne immunoglobulin, single-chain variable
fragment) rozpoznajacych biatko CD33 eksponowane
m.in. na powierzchni komdrek ostrej biataczki szpiko-
wej (AML). Po inkubacji z ukierunkowanymi liposomami
niosacymi siRNA kompleksowane z polietylenoiming
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Tabela 1 Wybrane przyktady zastosowania ukierunkowanych liposoméw jako nosnikéw kwaséw nukleinowych

Lek genetyczny Docelowy antygen Badania in vitro Badaniainvivo  Pismiennictwo
SIRNA (AMLT/MTGS) D33 Komorki ostrej bla’fa(ZkI'SZpIkOWGJ (SKNO- Nie 106
1, Kasumi-1)
. " Ludzkie komérki srddbtonka (HMEC-1), )
SiRNA (PLK-1) Nukleolina Komérki raka prostaty (PG3) Nie 105
GD2 -
asODN (c-MYB) - ) Komérki neuroblastomy Tak 108,109,110
(disialogangliozyd)
siRNA (RhoA) HER2 Komérki gruczolakoraka (SKBR3) Nie 113
siRNA (CCR5) LFA-1 (integryna limfocytarna) Limfocyty T (CD4+) Tak 1M
SIRNA T miRNA Brak danych Mysie komdrki czerniaka (B16F10) Tak 112

(c-Myc, MDM2 i VEGF)

Stosowane skréty: AML1/MTGS - biatko fuzyjne powstate na skutek translokacji t(8;21), Plk1- kinaza serynowo-treoninowa, ¢-MYB - czynnik transkrypcyjny bioracy
udziat w regulacji podziatéw komérkowych, Rho - mate biatko G z rodziny GTPaz, CCR5- chemokina, c-Myc (produkt onkogenu c-MYC stymuluje proces dojrzewania
i proliferacji komdrek transformowanych), MDM2 - ligaza ubikwitynowa E3 i VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego, HER2 - receptor naskérkowego

czynnika wzrostu typu 2

skierowane przeciwko AML1/MTG8 (biatko fuzyjne
powstate na skutek translokacji t(8;21) obserwowano
znaczne obnizenie stezenia mRNA oraz biatka docelo-
wego i zmniejszenie klonogennos$ci komérek docelo-
wych w warunkach in vitro [80]. Gomes-da-Silva i wsp.
opracowali liposomy ukierunkowane za posrednictwem
F3 (tumor-homing peptide) do komérek raka gruczotu
krokowego oraz $rédbtonka [105]. Biatko F3 swoiscie
rozpoznaje i wigze nukleoline - biatko eksponowane
na powierzchni komérek nowotworowych oraz komé-
rek $rédbtonka angiogennych naczyri krwiono$nych
w obrebie guzéw nowotworowych [17,33]. Plk1 (Polo-
-like kinase 1) jest kinazg serynowo-treoninowg, ktéra
bierze udziat w regulacji komérkowych podziatéw mito-
tycznych. W komérkach raka stercza (PC3) oraz $réd-
btonka (HMEC-1) po inkubacji z ukierunkowanymi przez
F3 liposomami niosgcymi siRNA przeciwko PLK-1 obser-
wowano znaczny spadek zywotno$ci skorelowany ze
spadkiem stezenia mRNA i biatka Plk-1 oraz zatrzyma-
nie komérek w fazie G2 mitozy. Ponadto odnotowano
trzykrotny wzrost skutecznosci cytostatyku, paklitak-
selu w potaczeniu z przedstawionym preparatem lipo-
somowym

W celu dostarczenia oligonukleotydéw antysenso-
wych skierowanych przeciwko biatku c-MYB (czyn-
nika transkrypcyjnego bioracego udzial w regulacji
podziatéw komérkowych) do komérek ludzkiej neuro-
blastomy, lek genetyczny zamknieto w kationowych
liposomach, do powierzchni ktérych kowalencyjnie
przytaczono przeciwciata monoklonalne rozpoznajace
disialogangliozyd nadeksponowany na powierzchni
komérek docelowych. Oligonukleotydy zamkniete
w ukierunkowanych liposomach skutecznie reduko-

waly stezenie docelowego biatka, charakteryzowaty
sie swoisto$cig docierania do komérek docelowych
oraz przedtuzonym czasem przebywania w krwio-
biegu. Po 24 h od podania zwierzetom do$wiadczalnym
immunoliposomy lokalizowaly sie gtéwnie w $ledzio-
nie. Ponadto, w dodwiadczeniach in vivo obserwowano
wydtuzony czas przezycia myszy z indukowanym
nowotworem oraz znaczny wzrost skuteczno$ci dzia-
tania asODN zamknietych w liposomach w poréwna-
niu z wolnymi lekami [10,11,72].

W badaniach innego zespotu obserwowano wyciszenie
ekspresji biatka RhoA w komdrkach gruczolakoraka po
inkubacji z siRNA zamknietym w immunoliposomach
kierowanych przez przeciwciala trastuzumab (her-
ceptyna) skierowane przeciwko HER 2 (receptor ludz-
kiego naskdérkowego czynnika wzrostu typu 2 (Human
Growth Factor Receptor)) [29]. Przyktad potencjal-
nego zastosowania immunoliposomdéw w terapii HIV
stanowi zamkniecie siRNA przeciwko mRNA chemo-
kiny CCR5 w liposomach ukierunkowanych za posred-
nictwem przeciwcial rozpoznajgcych LFA-1 (integryna
wystepujaca na powierzchni leukocytéw, Lymphocyte
Function-Associated Antigen-1). W modelu zwierze-
cym po podaniu ukierunkowanych liposoméw niosa-
cych siRNA obserwowano zwiekszong odpornos$é na
zakazenie, oceniang przez zmniejszenie miana wirusa
w osoczu po zakazeniu oraz zahamowanie zwigzanego
z choroba spadku liczby pomocniczych limfoctytéw T
(CD4+) [48].

Bardzo waznym podejéciem jest réwniez system nano-
czastek LPH (liposom-polikation-kwas hialuronowy)
ukierunkowany przez scFv dostarczajgcy jednocze-
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$nie miRNA i siRNA w celu ogdlnoustrojowego lecze-
nia nowotwordw. Hamowanie ekspresji biatka c-Myc
(produkt onkogenu ¢c-MYC stymuluje proces dojrze-
wania i proliferacji komérek transformowanych),
MDM2 (ligaza ubikwitynowa E3) i VEGF (czynnik wzro-
stu $rédbtonka naczyniowego) przez miRNA i siRNA
zamknietych w immunoliposomach LPH znacznie ogra-
niczato przerzutowy wzrost guza ptuc w badaniach in
vivo [15].

Niedawno poréwnano réwniez skuteczno$é terapeu-
tyczng opracowanych przez nasz zespét liposomdéw nie-
kierowanych oraz immunoliposoméw ukierunkowanych
z wykorzystaniem przeciwciat anty CD20 wzgledem
ludzkich limfocytéw B w warunkach in vivo. Czynnikiem
terapeutycznym byly krétkie osiemnastonukleotydowe
oligonukleotydy antysensowe skierowane przeciwko
sze$ciu pierwszym kodonom mRNA biatka Bcl-2 kom-
pleksowane z lipidem kationowym (DOTAP) lub poli-
merem kationowym (polietylenoimina, PEI) zamkniete
w otoczce liposomowej. W czasie badafi zaobserwo-
wano zahamowanie wzrostu i catkowita remisje guzéw
w grupach myszy NOD/SCID obarczonych ludzkim chto-
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 $rednio 30% zahamowanie wzrostu guzéw w gru-
pach traktowanych liposomami niekierowanymi [101].
Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze no$niki

PismiennicTwo

liposomowe, dzieki przytaczonym przeciwciatom, sa
kierowane do komérek docelowych, przez co dzia-
taja znacznie skuteczniej niz preparaty niekierowane.
Ponadto, badane immunoliposomy charakteryzowaty sie
bardzo duza swoisto$cig docierania do komérek docelo-
wych w warunkach in vitro oraz in vivo w przeciwieristwie
do liposoméw niekierowanych (zgtoszenia patentowe
P.407947 oraz P.407949).

Whioski

Antysensowa terapia genowa jest jedna z najbardziej
obiecujacych metod leczenia chorych z nowotworami
znajdujacych sie na etapie zaawansowanych badan kli-
nicznych. Biorac pod uwage powszechnie dostepne
w literaturze informacje na temat ograniczen zwia-
zanych z zastosowaniem wolnych oligonukleotyddéw
antysensowych w terapii in vivo, wszelkie préby wzmoc-
nienia skuteczno$ci ich dziatania mogg sie przyczynié do
rejestracji nowych lekéw oraz rozwoju skuteczniejszych
strategii terapeutycznych i postepu medycyny w walce
z nowotworami. Coraz lepsze skutki leczenia przy-
nosi stosowanie terapii celowanych, z wykorzystaniem
immunoliposomdéw, w ktérych lek dziata precyzyjnie na
nieprawidtowo funkcjonujace komdrki nowotworowe,
nie uszkadzajac komérek zdrowych.
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