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Streszczenie

Doksorubicyna oraz inne pochodne antracykliny odgyy istotra role w leczeniu
wielu choréb nowotworowych. Niestety, kliniczna sdazna¢ tej klasy lekéw ograniczona
jest przez kumulatywnkardiotoksyczn&t, ktora wysgpuje u znaczcego odsetka pacjentow
w zakresie kumulatywnej dawki 450-600 m@/r& tego powodu opracowano kilka strategii
zmierzajcych do obnienia kardiotoksycznego dziatania doksorubicyny ajelogow.

Jedn  z maliwych drég, ktéra mee doprowaddi do poprawienia
przeciwnowotworowej selektywsdoi doksorubicyny, jest opracowanie polimerowych i
oligomerowych nénikdw, ktére mog transportowé& czasteczki leku do komorek
nowotworowych bardziej wydajnie i specyficznie. 8Stgczne polimery staj sie coraz
bardziej interesdpe jako czynniki terapeutyczne, ponieea poréwnaniu ze zwezkami
niskoczsteczkowymi wykazujlepsze wiéciwosci farmakokinetyczne.

Obecnie rozwijana jest nowa klasa wielofunkcyjnypblimerow, ktére potradi
,=ukry¢” biologicznie aktywne zwizki, takie jak leki cytotoksyczne, do czasuagsiccia
przez nie miejsc docelowych, gdzie zostapwolnione do wykonania dziatania
terapeutycznego. Stuszitdkoncepcji wykorzystania polimerowych dmkow doksorubicyny
jest potwierdzona przez wzrasi@j liczbe doniesié klinicznych wykazujcych, ze wycie
rozpuszczalnych w wodzie polimerow oraz stabilizoyen polimerami liposoméw jako
czynnikbw transportacych, daje lepsze wyniki terapeutyczne w poréwnariu
konwencjonala metod, podawania wolnego leku.

W artykule tym przedstawiamy najbardziej obiecej strategie zmierzgje do

opracowania lepszych farmakologicznych form antkloy opartych o polimerowe lub



oligomerowe néniki. Omodwione zostaty: 1) liposomowe dmki doksorubicyny pokrywane
glikolem polietylenowym; 2) prekursory leku aktywame pozakomorkowo, ktérea s
konjugatami  doksorubicyny z  peptydami; 3) doksoryba w  otoczce
wysokospolimeryzowanych glikozaminoglikanéw; 4) dokubicyna skonjugowana z

kopolimerem N-(2-hydroksypropylo)-metakrylamidu (MR).

Stowa kluczowe: doksorubicyna, liposomowe fki pokrywane PEG, konjugaty

doksorubicyny

Polimer and oligomer based doxorubicin carriers

Summary

Doxorubicin and other anthracycline derivatives yplan important role in the
treatment of many malignant diseases. Unfortunatdigical effectiveness of this class of
drugs is limited by cumulative cardiotoxicity whiabiccurs in significant percentage of
patients at cumulative dose in the range 450-600mngrherefore, several strategies have
been developed to reduce cardiotoxicity of doxarimband its analogues.

One of the possible ways leading to the improvenwnanticancer selectivity of
doxorubicin is the design of polymer and olygomarriers which may transport drug
molecules more efficiently and more specificalliyn@etic polymers are of increasing
interest as therapeutic agents owing to their ecgthrpharmacokinetic profiles relative to
small molecule drugs.

Currently a new class of multifunctional polymesshieing prepared that can mask
biologically active compounds, such as cytotoxierdg, until they reach target sites, but
which can then release the agentsitu to effect the therapy. The legitimacy of the
development of polymer based doxorubicine carieupported by the growing number of
clinical reports indicating that the use of hydrihphpolymers or polymer coated liposomes
as a platform for delivery of the drug resultbetter therapeutic effects than the free drug.

In this article we present the most promisingteggiees directed at the development of
improved anthracycline drugs formulations basedpofiymer and olygomer carriers. We



review: 1) polyethylenoglycol-coated (“pegylatedijosomal doxorubicin; 2) extracellulary
tumor-activated prodrugs which are conjugates ododabicin with peptides; 3) doxorubicin
coated by higly polymerised glycosoaminoglycans; céhjugates of doxorubicin with

copolymer ofN-(2-hydroxypropyl)methacrylamide.
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WSTEP

Nalezaca do klasy antracyklin doksorubicyna (DOX), «kzi swojej wysokiej
aktywndasci przeciwnowotworowej jest stosowana w leczenielwichoréb nowotworowych.
Wysoka kardiotoksyczrsé antracyklin stata i jednake gtdwnym czynnikiem
ograniczagcym ich kliniczne zastosowanie. Istnieje kilka kepcji, majcych na celu
zwickszenie efektywniei terapii antracyklinami poprzez redukcich kardiotoksycznego
dziatania. Jedp z nich jest wykorzystanie polimerowych smikéw, stanowicych
specyficznysrodek transportu lekéw do komoérek nowotworowych.

Leki przeciwnowotworowe podawane dmogvlewow daylnych lub doustnie,
wykazup pewrsn selektywné¢ dziatania wzgjdem komoérek nowotworowych, jednak
rozprowadzane aspo caltym organizmie, przez co niezka z molekut wypetnia swgj
zatlazom funkcje, lecz wiele z nich wywotuje niegadane dziatania uboczne, z ktorych w
przypadku antracyklin, najbardziej szkodliwym jésitsyczne dziatanie na komorki ¢ania
sercowego [1]. Zastosowanie polimerowegamnika, stanowjcego czsto forng otoczki,
pozwala w pewnej mierze zniwelowaszkodliwe dziatanie leku, zapobiegaj jego
przenikaniu do zdrowych tkanek organizmu orazekezapc jego efektywnét [2, 3]. Taki
sposOb transportu lekuad. innej substancji, jest o wiele bezpieczniejszyatiganizmu oraz

chroni substangjprzed szybk degradag metabolicza.



LIPOSOMY | GLIKOL POLIETYLENOWY (PEG)

Obecnie najbardziej powszechnym smiiem lekdéw cytostatycznych z grupy
antracyklin g sferyczne, zamksgie struktury zbudowane 2z bimolekularnej warstwy
lipidowej, okrglane terminem ,liposomy”. Podstawjednostlq strukturalm liposomu g
amfipatyczne fosfolipidy. Podczas hydratacji tworone cherzyki liposomowe,
umazliwiajac tym samym ,zamkgcie” lekow w ich wewrtrznej, wypetnionej fazg wodm
przestrzeni.

Stosowanie liposomow jako czynnikow transpaitych leki niesie za sabpewne
ograniczenia. Wynikajone w gtdwnej mierze z nietrwald liposomodw, ktérych dystrybucja
ograniczana jest przez ukilad siateczkowo-srodbtgneviRES (ang.Reticulo-Endothelial
System), ktory je rozpoznaje i usuwa z ukladuazenia [4, 5]. Kolejnym czynnikiem
ograniczajcym efektywneé¢ form liposomowych jest ich ,przeciekanie”, skuticg
uwalnianiem leku do krwiobiegu oraz trudobz pokonywaniem bariery krew-tkanka [6, 7].

Przelomem w badaniach zmiermajch do opracowania bardziej trwatych form
liposomowych okazato si uzycie syntetycznego polimeru — hydrofilowego glikolu
polietylenowego (PEG — anBolyethylene Glycol) [8]. Uzyto go do optaszczenia liposomow,
uzyskupc w ten sposodb molekuty o znacznie ekdzym czasie poéitrwania. Utenie
przestrzenne gtdbwnych grup PEG stanowi bariechronm liposomu, zapobiega jego
interakcjom ze sktadnikami krwi oraz uktadem RE®Koek [9, 10].

Opracowanie bardziej stabilnej ,otoczki” zaowocowabprowadzeniem do zytku
klinicznego liposomowej formy doksorubicyny powleleq glikolem polietylenowym —
PEG-DOX (angPegylated Doxorubicin), wyskpujacej pod handlownazw, - Doxil® (USA)
/Caelyx® (UE). Doxil® jest lekiem zawiergjym doksorubicya zamkngta w liposomowych
nosnikach STEALTH®. Liposomy te skiladgjsie z trzech komponentow lipidowych:
catkowicie uwodorowanej fosfatydylocholiny z sojiH$PC), cholesterolu oraz
karbaminianowego konjugatu distearynylo-fosfaty@ygmoloaminy (DSPE) z metoksylaw
forma glikolu polietylenowego 2000 (MPEG), wypujacych w odpowiednim stosunku
molowym réwnym 56:38:5 [11] (Ryc. 1).

Warto zauway¢, iz wszystkie z tych sktadnikow, z wagkiem MPEG, wysipuja w
diecie i g naturalnymi komponentami btony komérkowej. Syntetye, hydrofilowe tacuchy
MPEG nalea do klasy polieterow, sktadajic z 45 jednostek monomerowych i posiadaj
mag 2000 Da. Reszty MPEG rozgaj sic od wewrtrznej do zewetrznej fazy wodnej i



zakotwiczone s w liposomie za p&ednictwem reszt etanoloaminowych grup DSPE, z
ktorymi s3 kowalencyjnie zwjzane [11] (Ryc. 2).

Do chwili obecnej przeprowadzono szereg Mhaddinicznych nad PEG-DOX.
Dotyczyly one gtéwnie terapii nowotworu piersi, rjf§a, szpiczaka mnogiego, ziarnicy
ztosliwej, raka ptuc, nowotworow uktadu pokarmowego. zBuskuteczn& PEG-DOX
zaowocowata m.in. wprowadzeniem go dgtku klinicznego w USA, gdzie stosowany jest
obecnie w terapii raka jajnika — stanawidrug, ,lini ¢ obrony” przed tym nowotworem [12].
Lek ten zostat rownie zatwierdzony w Unii Europejskiej, gdzie wykorzysgny jest w
leczeniu raka piersi u pacjentek z podszonym ryzykiem wygpienia kardiomiopatii
poantracyklinowe,;.

Wazng cecly PEG-DOX jest znacznie obmina kardiotoksyczrigd, ktora zostata
potwierdzona m.in. w dwoch prowadzonych na szgerekak badaniach [13, 14]. Oba
badania kliniczne dowiodly, zi opisywana forma doksorubicyny jest znacznie lepigj
tolerowana przez organizm, umiviajac tym samym zastosowanie gkszych dawek
terapeutycznych, bez ryzyka wygtenia powikta ze strony ukladu kgenia. Zanotowano

znaczny spadek kardiotoksycZonpow stosunku do tradycyjnej formy doksorubicyn@{15].

PREKURSORY LEKOW AKTYWOWANE POZAKOMORKOWO - ETAP
(ANG. EXTRACELLULARY TUMOR-ACTIVATED PRODRUGS)

Do oligomerowych ngnikéw lekéw przeciwnowotworowych, mipna zaliczy
konjugaty antracyklin z fecuchami peptydowymi o okfnej sekwencji aminokwasowej.
Sekwencje te wymagajaktywacji proteolitycznej przez specyficzne dlebse peptydazy,
gdyz ich formy pierwotne nie aszdolne do penetracji komorek nowotworu. Przyktadem
prekursora leku korzystgjego z peptydowego #mka jest L-377,202, dulacy konjugatem
DOX oraz przydczonej kowalencyjnie resztyN-glutarylo-[4-hydroxyprolylo]-Ala-Ser-
cyklaheksaglicylo-Glu-Ser-Leucyna. Prekursor tezgal aktywacji przez specyficzny antygen
PSA (angProstate Specific Antigen) o aktywndci proteazowej, stag sk tym samym lekiem
specyficznym dla nowotworu prostaty. Reszta pepiyalb-377,202 hydrolizowana jest przez
PSA, uwalniajc pierwotry postd DOX lub DOX-Leu. Ta ostatnia posiada zdadi@o
wnikania do komorek, aczkolwiek DOX-Leu ulega dédato w komdrkach nowotworu
dalszej hydrolizie do DOX [16, 17].



Przeprowadzone nad L-377,202 badanigitro wykazaly, # lek ten jest kilkakrotnie
bardziej efektywny w leczeniu nowotworu prostaty: rkionwencjonalna doksorubicyna
wykazupc duza selektywndé¢ oraz znacznie mniejgskardiotoksyczné [18, 19] (ryc. 3)

Innym obiecuyycym zwihzkiem naleacym do grupy lekow aktywowanych
pozakomorkowo jest CPI-0004Nal-pursztynylos-Ala-L-Leu--Ala-L-Leu-DOX). Zwigzek
ten nie ulega hydrolizie we krwi oraz nie posiadi#olacici wchodzenia do komorek.
Podobnie jak L-377,202 lek ten ulega aktywacji przeeptydazy charakterystyczne dla
komodrek okrélonego nowotworu. Jego aktywacja polega na hydmlio N-(L-Leu-DOX).
Produkt hydrolizy posiada zdolo przechodzenia przez btony komdérek nowotworowych,
podobnie jak opisywany L-377,202. Badamavitro przeprowadzone na myszach wykazaty,
ze CPI-0004Na jest rownieznacznie mniej toksyczny w stosunku do komorekvptwych
anizeli  doksorubicyna, wykazaf jednoczénie znacznie weksz  aktywnagé

przeciwnowotworow [20, 21] (ryc. 4).

NOSNIKI DOKSORUBICYNY WYKORZYSTUJ ACE
GLIKOZAMINOGLIKANY

Kolejnym przyktadem zastosowania polimeréw w cebstdrczania antracyklin do
komorek nowotworowych, jestzycie diugotaicuchowych glikozaminoglikanéw. W celu
opracowania namika dla doksorubicyny wykorzystano siarczan deamat435 (DS 435).
Glikozaminoglikan ten tworzy bardzo stahilotoczk: dla antracykliny. Dzieje sitak za
sprava dodatnio natadowanej uprotonowanej grupy aminowdeksorubicyny, ktéra
oddziatuje z tadunkami ujemnymi reszt siarczanowyddrmatanu [22]. DS 435 jest
heksaminoglikanem o masie 22,2 kDa, wykaeyin bardzo male wkgiwosci
antykoagulacyjne i fibrynolityczne. Dg&i zastosowaniu specyficznych fragmentow
oligosacharydowych przy¢zonych do DS 435, udato¢siautorom pomystu zwkszy¢
powinowactwo polimerowej otoczki do kofaktora HC{Hng. Heparin Cofactor 11). Fakt
ekspozycji oligosacharyddw o sekwencji rozpoznayampezez HCIl, zaowocowat
wzmazonym pobieraniem DS-DOX przez komérki nowotworo®8, [24].

Nalezaca do glikozaminoglikandw heparyna rownignalazta zastosowanie do
otrzymywania nénikdw doksorubicyny. W odtdieniu od siarczanu dermatangdhcego
jedynym sktadnikiem otoczki leku, heparyna wchodzsktad liposomow, ktére stabilizuje

poprzez neutralizagjdodatnich tadunkéw powierzchni lipidowej [25]. B&i temu liposomy



Sa W mniejszym stopniu wychwytywane przez ukilad sizakewo-srédbtonkowy watroby i
sledziony [25] (ryc. 5).

KONJUGAT PK2

Jako néniki molekut terapeutycznychzyteczne wydaj sic by¢ rowniez polimery
bazupce na HPMA N-(2-hydroksypropylo)metakrylamid). Charakterygzigic one wysok
uniwersalnécia zaréwno od strony chemicznej, jak izdbiokompatybilnécia. Molekuty te
wykorzystywane s juz do dostarczania antybiotykow, zwgkow przeciwnowotworowych z
przeciwciatami, biatek i cukrow prostych [26-31]rziktadem wykorzystania kopolimeru
HPMA jest PK2 - konjugat ztmny z DOX, poiczonej tetrapeptydowym mostkiemN\z(2-
hydroksypropylo)metakrylamidem, posiagtajm na jednym kicu resz¢ galaktozaminy.

Kopolimer ten dziki swoistej biokompatybilngci oraz obecnai reszty
galaktozaminy rozpoznawany jest przez biatka rewepte, znajdujce s¢ na powierzchni
komédrek nowotworowych. Doktadniej ujnug, przez receptory ASGPR (ang.
Asialoglycoprotein Receptor) specyficzne dla komérek atvoby [29]. W przypadku PK2 w
celu pokczenia nénika HPMA oraz DOX, postiono s tetrapeptydowymatcznikiem (Gly-
Phe-Leu-Gly). Peptyd ten posiada sekwemntzpoznawasp przez lizosomalne katepsyny,
dzieki czemu ulega strawieniu uwalniajchemioterapeutyk — DOX [32].

Wyniki | fazy bada klinicznych przeprowadzonych na 31 pacjentachexwmtnym
lub przerzutyjcym rakiem wgtroby wykazaty, =z konjugat PK2 diao efektywniej
akumulowany jest przez komorkiawobowe, anieli nie sprzzona z nénikiem ,wolna”
doksorubicyna. Podobnie jak weéméej opisywane leki, tak i PK2 przejawiat znacznie
wiekszy skuteczné¢ dziatania oraz diwo stabsz toksycznéé w stosunku do komorek
prawidtowych, umaliwiajac tym samym zastosowanie gkszych dawek kumulatywnych

leku i zwickszenie efektywn&ei chemioterapii [33] (ryc. 6).

PODSUMOWANIE

Polimery, zarbwno sztuczne jak i pochodzenia natago, coraz cgciej znajdug
zastosowanie do otrzymywaniasnikow lekow. Jako substancje organiczmaessosunkowo
dobrze tolerowane przez organizm i nie wywaldgtkliwych dziata ubocznych.

Zwickszap selektywndé transportu toksycznych lekéw, przez co zmniejszaksyczne

skutki dziatania lekow w tkankach zdrowych. Polimee ndéniki wykorzystywane do



transportu przeciwnowotworowego leku doksorubicysay dobrym przyktadem korZgi,
jakie daje ten spos6b dostarczania leku do migjecdziatania. Terapia antracyklinowa
(szczegdblnie z wykorzystaniem doksorubicyny), miesia sob ryzyko wystpienia
kardiomiopatii. Stanowi to w przypadku pacjentéw zaburzeniami uktadu sercowo-
naczyniowego diy przeszkod w terapii, wykluczaic ich niekiedy z Kkuracji
przeciwnowotworowe;.

Przeprowadzone badania kliniczne omawianych pobmgch ndgnikéw
doksorubicyny jednoznacznie dowadgkutecznéci ich dziatania. Dzki ich wykorzystaniu
w znacznym stopniu udatoeszredukowa dawle terapeutycza leku, oraz zminimalizowa
ryzyko wystpienia powikta ze strony uktadu sercowo-naczyniowego — charaktgeynych
dla konwencjonalnej formy doksorubicyny. Trudno cfie wskazé, jaki typ polimerowych
nosnikow doksorubicyny okse sk najlepszy. Interesaga nowa koncepcy, ktdra mae
poprawt selektywng¢ transportu lekow jest zastosowanie polimerowycknik@w, ktére
pod wpltywem energii akustycznej uwalniajek w miejscu wysfpowania komorek
nowotworowych [34] W niedalekie] przyszkei wiele korzyci maze przynié¢ opracowanie
nanopolimerow skonjugowanych z doksorubicy85] oraz konjugatow fullerenu twaeych

spontanicznie liposomo-podobne nanostruktury zddmgamykania fazy wodnej [36].
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K. Stowinaski i inni
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Ryc. 1. Modele sktadnikéw liposomu STEALTH®. Modglezedstawiaj powierzchng

czasteczek dogpm dla rozpuszczalnikdw, na ktorej znajduje siapa tadunkow

czastkowych. Wskazane strzatkami mocno zaciemniorgnienty casteczek majcharakter
hydrofilowy poniewa sa obdarzone tadunkiem lub posiaglajinie spolaryzowane grupy
funkcyjne. Diugi tacuch polieterowy MPEG2000, mimo rownomiernego reafoa

tadunkéw castkowych take posiada charakter hydrofilowy, co wynika z obécnduzej

liczby atomoéw tlenu (co trzeci atom witauchu). STEALTH® jest zastrzenym znakiem
towarowym ALZA Corporation

Fig. 1. Molecular model of liposome STEALTH® compos. Models presents solvent
accessible molecular surface mapped by partiaelsaiArrows show dark parts of molecules
which are hydrophilic as they are charged or passé®ngly polarized functional groups.
The long polyether chain MPEG2000 possesses unipamtial charges along the chain but it
is also hydrophilic due to the high oxygen con@nevery third atom is oxygen. STEALTH®

is registered trademark of ALZA Corporation
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Ryc. 2. Doxil®. 1 — faza wodna zawiegea doksorubicygt 2 — dwuwarstwa lipidowa
zbudowana z HSPC i cholesterolu; 3 — ostonka z MABRGXIlI® jest zastrzeonym znakiem
towarowym ALZA Corporation

Fig. 2. Doxil®.1 — water phase containing doxoruti@ — lipids bilayer made of HSPC and

cholesterol; 3 — MPEG coating. Doxil® is registeteademark of ALZA Corporation
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L-377,202

HyC &

HOOC—(CH,);—C—Hyp—Ala—Ser—Chg—GIn—Ser—Leu——NH

OH

PSA PSA

HsC—7 . ° HsC7 2
Leu NH NH,
OH
OH
Leu-DOX DOX

Ryc. 3. Enzymatyczna hydroliza L-377,202 - zake od PSARrostate Specific Antygen).

Fig. 3. PSA Prostate Specific Antigen) dependent enzymatic hydrolysis of L-377,202
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Ryc. 4. Struktura CPI1-0004Na

Fig. 4. Structure of CPI-0004Na
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Rys. 5. Oligosacharydowy fragment DS435 odpowiddeiaa wizanie z HC-II

Fig. 5. Oligosaccharide fragment of DS435 respdeadidr HC-11 binding
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Rys. 6. Struktura PK2. A — 1,5 mol%; B — 2,4 mol%: 96,1 mol%. Strzatka 1 wskazuje
wiazanie peptydowe trawione przez proteazy cysternowe
Fig. 6. Structure of PK2. A —1,5 mol%; B — 2,41%%0C — 96,1 mol%. Arrow 1 indicates

peptide bond digested by cysteine proteases.
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