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1. Wprowadzenie 

Rak piersi to nowotwór, który obok raka jajnika oraz macicy jest jednym z najczęściej 

występujących nowotworów złośliwych u kobiet. U prawie 30% pacjentek z rakiem piersi, 

potwierdzono również nadekspresję receptora ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu 

typu 2 (HER2, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) na powierzchni komórek 

nowotworowych
1
. Gen ERBB2 kodujący białko HER2 jest protoonkogenem, którego 

zwielokrotnienie (amplifikacja) leży u podstaw nadmiernej ekspresji białka HER2  

w komórkach nowotworowych. Liczne badania wskazują, iż ponad 30% przypadków raka 

piersi ma zbyt wiele kopii genu ERBB2, czego rezultatem jest nadekspresja receptora 

HER2
2,3

. Anomalia ta prowadzi do intensywniejszego wzrostu nowotworu i agresywniejszego 

przebiegu choroby. Niestety nowotwory z nadekspresją receptora HER2 charakteryzują się 

również większą lekoopornością
4
. Liczba kopii genu ERBB2 pozwala ocenić szanse pacjentki 

na wyleczenie. Następstwem zwiększenia liczby receptorów HER2 na powierzchni komórki 

jest ekspresja białek mających swój udział w procesie proliferacji i migracji komórek oraz 

zapoczątkowaniu procesu angiogenezy, prowadzącego do powstania przerzutów
5
. Rysunek 1 

przedstawia mechanizm działania i nadekspresji receptora HER2 w komórce. 

 

Rysunek 1. Mechanizm działania i nadekspresji receptora HER2 w komórce
6
. 

                                                           
1 Bishop J.M. Annu. Rev. Biochem., 1983; 52: 301-354 
2 Borg A et al. Cancer Res., 1990; 50: 4332-4337 
3 Slamon D.J. et al. Science, 1987; 235: 177-182 
4 Tang Y. et al. FASEB J., 2014; 28 (Suppl.): 58.6 
5 Margolis B.L. et al. J. Biol. Chem., 1989; 264: 10667-10671 
6 Marcinkowska M. et al. Postępy Higieny Medycyny Doświadczalnej. 2015, 69, 1313-1324 
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Trastuzumab jest rekombinowanym, humanizowanym przeciwciałem mononoklonalnym 

(mAb, Monoclonal Antibody) klasy IgG1 selektywnie łączącym się z receptorem EGFR2. Po 

związaniu się z IV domeną zewnątrzkomórkowej części białka HER2, trastuzumab blokuje 

receptor powodując zahamowanie nadmiernej proliferacji komórek nowotworowych. Uważa 

się, iż zahamowanie proliferacji jest efektem zatrzymania cyklu komórkowego w fazie G1
7,8

.  

Liczne doniesienia literaturowe oraz kilka badań klinicznych m.in.: NOAH, German 

Breast Group i MD. Anderson Cancer Center potwierdzają wysoką skuteczność chemioterapii 

prowadzonej przez 6 miesięcy z zastosowaniem trastuzumabu
9
. Uzyskano od 37% do 65%  

remisji całkowitych, oznaczających całkowitą patologiczną remisję. Niektóre opracowania 

pokazują, iż włączenie do terapii trastuzumabu może nawet podwoić odsetek całkowitych 

remisji, w porównaniu do leczenia wyłącznie chemioterapeutykami. Zastosowanie 

przeciwciała monoklonalnego trastuzumab w terapii HER2(+) raka piersi przyniosło zatem 

duży przełom. Dlatego American Cancer Society zaleca leczenie neoadiuwantowe 

paklitakselem w połączeniu z trastuzumabem oraz leczenie cyklofosfamidem  

z trastuzumabem poprzedzone przez podanie 5-fluorouracylu z epirubicyną.  

Niestety występująca oporność na trastuzumab, o dotychczas niewyjaśnionej etiologii, jest 

częstą przyczyną przerwania leczenia. Słabym punktem terapii anty-HER2 z użyciem 

trastuzumabu są jego działania niepożądane. Uszkodzenie serca występujące wskutek 

leczenia trastuzumabem stanowi niejednokrotnie przeciwwskazanie do kontynuacji 

leczenia
10,11

. Kardiotoksyczność trastuzumabu skłania do modyfikowania terapii opartych na 

nim. Ponadto, wcześniejsze badania mające na celu ocenę synergistycznego działania 

przeciwciała podawanego z paklitakselem lub docetakselem potwierdziły zaledwie 

addytywny wpływ stosowania leków i przeciwciała na badane linie komórkowe MCF-7, 

MDA-MB453 i SK-BR3
12

.  

Opracowanie skutecznego, selektywnie toksycznego dla komórek nowotworowych  

i taniego leku przeciwnowotworowego określa nowe kierunki badań w onkologii. Dobrze 

udokumentowane wyniki zastosowania dendrymerów jako nośników leków 

przeciwnowotworowych
13

 stanowią podstawę do użycia ich jako elementu łączącego 

przeciwciało monoklonalne trastuzumab i leki przeciwnowotworowe. Utworzenie koniugatów 

trastuzumab-dendrymer-lek ma kilka podstawowych i istotnych zalet tj. stopniowe uwalnianie 

                                                           
7 Hurrell T. et al. Cancer Cell Int., 2013; 13: 97 
8 Kim J.W. et al. Gynecol. Oncol., 1996; 60: 283-287 
9 Gianni L. et al. Lancet Oncol., 2014; 15: 640-647 
10 Milani A. et al. Ann Oncol., 2013; 24: 1740-1748 
11 Slamon D.J. et al. N. Engl. J. Med., 2001; 344: 783-792 
12 Merlin J.L. et al. Ann. Oncol., 2002; 13: 1743-174 
13 Esfand R. et al. Drug Discov. Today, 2001; 6: 427-436 
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leku i ochronę przed zbyt szybką transformacją w wątrobie, co pozwala na redukcję dawki 

przy zachowaniu efektu terapeutycznego
14

 oraz bezpośrednie uwalnianie leku w środowisku 

guza, co pozwala uniknąć toksycznego działania wobec komórek prawidłowych (szczególnie 

kardiotoksyczności występującej u pacjentek przyjmujących antracykliny czy 

nefrotoksyczności wywoływanej taksanami). Zastosowanie koniugatu umożliwia także 

zaprzestanie używania toksycznych rozpuszczalników oraz leków antyhistaminowych 

stosowanych podczas leczenia taksanami
15,16

. Ponadto dołączony do powierzchni dendrymeru 

związanego z lekiem trastuzumab powinien zapewnić wydajny transport leku do wnętrza 

komórek z nadekspresją HER2. 

Inspiracją dla niniejszej pracy była potrzeba zwiększenia efektywności i selektywności 

działania wobec komórek nowotworowych powszechnie stosowanych chemioterapeutyków  

w terapii raka piersi szczególnie z nadekspresją HER2. W oparciu o obiecujące, wstępne 

wyniki przebadano w tym celu szeroką grupę dendrymerów poliamidoaminowych 

(PAMAM), posiadających zdolność transportu leków do komórek nowotworowych  

i wyłoniono dendrymery PAMAM generacji 4 zawierające 64 terminalne grupy aminowe jako 

najskuteczniejsze systemy transportujące antracykliny i taksany. Zsyntezowano koniugaty 

dendrymerów PAMAM z lekami przeciwnowotworowymi: doksorubicyną (dox), 

paklitakselem (ptx) oraz docetakselem (doc). Koniugaty te wykazały większą 

cytotoksyczność wobec komórek nowotworowych w porównaniu z wolnymi lekami.  

                                                           
14 Barratt G.M. Pharm. Sci. Technolo. Today, 2000; 3: 163-171 
15 Byrne J.D. et al. Adv. Drug Deliv. Rev., 2008; 60: 1615-1626 
16 Talekar M. et al. Anticancer Drugs, 2011; 22: 949-962 
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2. Cel pracy 

 

Celem pracy było przebadanie szerokiej grupy koniugatów dendrymerów 

poliamidoaminowych (PAMAM) z lekami z grupy antracyklin (doksorubicyna) i taksanów 

(docetaksel i paklitaksel) w poszukiwaniu najefektywniej działającego systemu 

przeciwnowotworowego, który dzięki przyłączonemu przeciwciału monoklonalnemu 

(trastuzumab) posiadałby zdolność selektywnego działania w terapii raka piersi  

z nadekspresją HER2.  

 

Hipoteza badawcza zakłada, iż koniugaty dendrymerów PAMAM z lekami 

przeciwnowotworowymi okażą się skuteczniejsze niż wolne leki. Ponadto dokoniugowanie 

przeciwciała monoklonalnego zapewni selektywność koniugatów względem komórek 

nowotworowych z nadekspresją HER2. 
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3. Materiały i metody 

W pracy wyróżnić można część chemiczną oraz badania in vitro. Praca obejmowała cztery 

zadania badawcze: (1) syntezę i charakterystykę koniugatów dendrymeru PAMAM, generacji 

4 z lekami przeciwnowotworowymi i przeciwciałem monoklonalnym – trastuzumabem; (2) 

ocenę cytotoksyczności i selektywności koniugatów wobec komórek nowotworowych raka 

piersi HER-2 negatywnych i pozytywnych; (3) ocenę szybkości wnikania koniugatów i ich 

lokalizacji wewnątrzkomórkowej; (4) zbadanie mechanizmów działania wybranych 

koniugatów. 

Do osiągnięcia założonych celów użyto: niemodyfikowanego dendrymeru PAMAM 

generacji czwartej, chlorku doksorubicyny, paklitakselu i docetakselu oraz rozpuszczalników 

niezbędnych do przeprowadzenia syntezy pochodzących z firmy Sigma-Aldrich (Polska). 

Herceptin (trastuzumab) został podarowany przez firmę Roche (Polska) na podstawie 

porozumienia podpisanego z dr n. med. Maciejem Stańczykiem. Do badań wybrano dwie linie 

komórkowe raka piersi: HER-2 negatywną (MCF-7 ATCC no. HTB-22) and HER-2 

pozytywną (SKBR-3 ATCC no. HTB-30) zakupione w firmie ATCC (LGC Standards Sp. z o. 

o., Polska). Pozostałe główne odczynniki zakupiono w Sigma-Aldrich ( MTT (bromek 3-[4,5-

dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylotetrazolu), PI (jodek propidyny), rybonukleaza A –),  

w  Molecular Probes (USA) (sonda JC-1) oraz w BD Biosciences (USA) – (H2DCF-DA 

(2’,7’-dichlorodihydrofluoresceina), AnnexinV (ankeksyna V)), zaś kity (Caspase-Glo® 3/7 

Assay, Caspase-Glo® 8 Assay i Caspase-Glo® 9 Assay) w Promega Corporation (Poland). 

3.1. Synteza i charakterystyka koniugatów 

Zsyntezowano koniugaty dendrymeru PAMAM generacji 4 z (1) docetakselem; (2) 

paklitakselem; (3) doksorubicyną; (4) trastuzumabem oraz koniugaty tego dendrymeru  

i leków z przeciwciałem monoklonalnym (5) PAMAM-docetaksel-trastuzumab; (6) 

PAMAM-paklitaksel-trastuzumab; (7) PAMAM-doksorubicyna-trastuzumab. Zastosowanie 

technik 
1
H NMR, 

13
C NMR, FTIR oraz RP-HPLC potwierdziło czystość otrzymanych 

koniugatów a także umożliwiło dokonanie ich charakterystyki.  

Aby otrzymać koniugat dendrymer-doksorubicyna (antracyklina), zastosowano 

wieloetapową reakcję wg schematu przedstawionego na rysunku 2A
17

.W pierwszej kolejności 

dokonano modyfikacji pierścienia aminocukrowego doksorubicyny cząsteczkami bezwodnika 

cis-akonitowego. Następnym krokiem było połączenie (za pomocą wiązania amidowego) leku 

                                                           
17 Marcinkowska, M. et al. Polymers. 2018, 10 (2), 187 
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z powierzchnią dendrymeru. Dalsze etapy reakcji miały na celu kowalencyjne związanie 

przeciwciała monoklonalnego z powierzchnią dendrymeru. Aby sprzęgnąć trastuzumab  

z dendrymerem PAMAM wykorzystano specjalnie wyselekcjonowaną cząsteczkę łączącą 

(linker) posiadającą na swoich końcach grupy funkcyjne wchodzące w reakcję zarówno  

z grupami tiolowymi na powierzchni trastuzumabu jak i z grupami aminowymi dendrymeru. 

W tym celu wprowadzono grupę –SH na powierzchnię dendrymeru, przy zastosowaniu 

odczynnika Trauta, aby docelowo dołączyć przeciwciało monoklonalne, uprzednio 

sprzęgnięte z cząsteczką łącznika. Analogicznie, aby otrzymać koniugat dendrymer-taksan 

(paklitaksel, docetaksel), zastosowano wieloetapową reakcję wg schematu przedstawionego 

na rysunku 2B
18

.  
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Rysunek 2. Schemat syntezy koniugatu (A) PAMAM-dox-trastuzumab
17

 i (B) PAMAM-

taksan-trastuzumab
18

. 

Po modyfikacji cząsteczkami kwasu bursztynowego grupy hydroksylowej należącej do 

taksanu za pomocą wiązania amidowego, lek był dołączany do powierzchni dendrymeru. 

Kolejne etapy reakcji miały na celu kowalencyjne związanie przeciwciała monoklonalnego  

z powierzchnią dendrymeru. 

                                                           
18 Marcinkowska, M. et al. Pharm. Res. 2019, 36: 154 
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3.2. Ocena cytotoksyczności i selektywności koniugatów 

Kolejnym etapem pracy była ocena cytotoksyczności koniugatów oraz sprawdzenie czy 

koniugaty dendrymerów PAMAM z lekami przeciwnowotworowymi działają efektywniej niż 

wolne leki oraz czy dokoniugowanie przeciwciała monoklonalnego zapewnia selektywność 

koniugatów względem komórek nowotworowych z nadekspresją receptora HER2 na 

powierzchni błony komórkowej. Do badań użyto dwie linie komórkowe raka piersi: HER-2 

negatywną (MCF-7) and HER-2 pozytywną (SKBR-3). 

Wartości parametru IC50 wyznaczone dla linii raka piersi HER2 – negatywnej (MCF-7)  

i HER2 – pozytywnej (SKBR-3) wykazały zgodny z danymi literaturowymi wzrost 

cytotoksyczności koniugatów PAMAM-lek oraz, co istotne, koniugatów PAMAM-lek-

trastuzumab, w porównaniu z wolnym lekiem. Jednak najważniejszym rezultatem była 

różnica w toksyczności koniugatów PAMAM-lek-trastuzumab obserwowana między liniami 

komórkowymi. Zwłaszcza koniugat z docetakselem wykazywał wyjątkowo wysoką 

toksyczność wobec komórek SKBR-3 i niską toksyczność wobec komórek MCF-7. W Tabeli 

1 porównano wartości IC50 dla koniugatów PAMAM-lek-trastuzumab i wolnych leków, po 24 

i 48 godzinach inkubacji
17,18

. 

Tabela 1.  Zestawienie wartości IC50 dla koniugatów PAMAM-lek-trastuzumab i wolnych 

leków. 

 
MCF-7  

24h 

MCF-7  

48h 

SKBR-3  

24h 

SKBR-3  

48h 

Dox 9,20 ± 1,23 1,10 ± 1,23 0,77 ± 0,16 0,34 ± 0,13 

PAMAM-dox-

trastuzumab 
38,40 ± 5,73 14,86 ± 5,37 2,81 ± 0,74 0,003 ± 0,002 

Ptx 7,82 ± 0,18 2,24 ± 0,33 7,31 ± 1,54 0,49 ± 0,13 

PAMAM-ptx-

trastuzumab 
0,585 ± 0,18 0,09 ± 0,01 0,72 ± 0,21 0,002 ± 0,001 

Doc 23,76 ± 4,81 9,19 ± 3,36 10,75 ± 1,50 2,00 ± 0,44 

PAMAM-doc-

trastuzumab 
>100 48,85 ± 4,82 2,03 ± 0,07 0,004 ± 0,002 

 

 

3.3. Ocena szybkości wnikania koniugatów i ich lokalizacji wewnątrzkomórkowej 

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono ocenę szybkości wnikania wolnych leków  

i koniugatów do komórek stosując cytometrię przepływową. Stwierdzono, iż wyniki 

cytotoksyczności uzyskane testem MTT są rezultatem szybszego wnikania leków związanych 
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z nośnikiem – dendrymerem PAMAM. Zastosowanie mikroskopii konfokalnej umożliwiło 

potwierdzenie wewnątrzkomórkowej lokalizacji badanych związków. Przedstawione zdjęcia 

konfokalne ilustrują akumulację koniugatów paklitakselu i docetakselu z dendrymerem 

PAMAM oraz  trastuzumabem w komórkach HER2 – pozytywnych (SKBR-3) (Rysunek 3)  

i są dowodem na wyjątkowo selektywne działania tych koniugatów
18

 w porównaniu do 

koniugatu z doksorubicyną
17

.  

 

 

Rysunek 3.  Lewy panel: zdjęcia konfokalne wewnątrzkomórkowej lokalizacji paklitakselu 

(ptx), docetakselu (doc) oraz ich koniugatów PAMAM-ptx-trastuzumab  

i PAMAM-doc-trastuzumab dla linii raka piersi SKBR-3 HER2 – pozytywnej  

i MCF-7 HER2 – negatywnej (A – kanał zielony, B – widok w świetle 

przechodzącym). Prawy panel: wykresy ilustrujące szybkość transportu wolnych 

leków i ich koniugatów do komórek obu linii 
18

. 

3.4. Porównanie mechanizmów działania wybranych koniugatów 

Aby wyłonić układ mający największy potencjał terapeutyczny w leczeniu raka piersi  

z nadekspresją receptora HER2 dokonano porównania mechanizmów działania najbardziej 

selektywnych koniugatów dendrymeru PAMAM z taksanami i trastuzumabem. W tym celu 

oznaczono poziom reaktywnych form tlenu, zmiany potencjału mitochondrialnego, aktywację 

kaspaz, indukcję apoptozy i rozkład faz cyklu komórkowego.  

Zarówno wolne leki, jak i ich koniugaty, zwiększały poziom reaktywnych form tlenu  

w komórkach obu linii. Koniugaty z przeciwciałem monoklonalnym działały wolniej, a efekty 

ich działania były obserwowane dopiero po 24 godzinach a nie po 3 godzinach, jak  
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w przypadku wolnych leków
19

. Jest to pierwsza zaobserwowana różnica w działaniu wolnych 

leków i ich koniugatów z trastuzumabem. 

Uważa się, iż zmiany potencjału mitochondrialnego związane są bezpośrednio ze wzrostem 

poziomu wolnych rodników w komórce. Uzyskane wyniki zmiany potencjału 

mitochondrialnego dla wolnych leków i ich koniugatów były potwierdzeniem i uzupełnieniem 

wcześniejszych obserwacji zmian poziomu wolnych rodników
19

. Na tym etapie badań 

pojawiła się hipoteza robocza, że o ile koniugaty dendrymeru PAMAM i leków mają podobny 

mechanizm działania jak wolne leki, o tyle dokoniugowanie przeciwciała monoklonalnego 

zmienia mechanizm działania koniugatu, szczególnie w przypadku efektywniejszych  

i bardziej selektywnych koniugatów z taksanami. Koniugat PAMAM-ptx-trastuzumab działał 

podobnie do wolnych leków, początkowo wywołując wzrost, a następnie spadek potencjału 

błony mitochondrialnej, w przeciwieństwie do koniugatu PAMAM-doc-trastuzumab, który 

wywołał natychmiastową depolaryzację mitochondriów. Co ciekawe, w przypadku linii 

komórkowej SKBR-3 oba koniugaty powodowały bardzo dużą depolaryzację mitochondriów, 

szczególnie po 24-godzinnej inkubacji.  

Ponieważ taksany aktywują szlaki przekaźnictwa sygnałów prowadzących do apoptozy, 

przeprowadzono równolegle cytometryczne chemiluminescencyjne oznaczenia aktywności 

kaspaz 3/7, 8 i 9 oraz oznaczenia indukcji apoptozy z zastosowaniem aneksyny V i jodku 

propidyny. Oznaczenia aktywności kaspaz 3/7, 8 i 9 potwierdziły, iż oba koniugaty PAMAM-

lek-trastuzumab w linii komórkowej MCF-7 powodują spadek aktywności wszystkich kaspaz 

po osiągnięciu początkowego maksimum, natomiast  w linii komórkowej SKBR-3 koniugaty 

powodują wzrost aktywności wszystkich kaspaz
19

. Co ciekawe, przypadku linii SKBR-3 oba 

koniugaty PAMAM-lek-trastuzumab działy podobnie do wolnych leków aktywując kaspazy 

inicjujące -8 i -9, które uczestnicząc w aktywacji kaskady kaspaz – prowadziły do aktywacji 

kaspazy -3, niezbędnej do cięcia większości substratów w komórce, a także fragmentacji 

DNA i rozpadu jądra, powodujących śmierć komórki na drodze apoptozy.  

Ponieważ uzyskane wyniki mogą wskazywać, iż apoptoza indukowana przez koniugaty 

PAMAM-lek-trastuzumab w linii komórkowej SKBR-3 HER2 – pozytywnej jest związana ze 

szlakiem zależnym od kaspaz, kolejnym etapem badań była analiza frakcji komórek 

apoptotycznych i nekrotycznych. Przeprowadzona analiza potwierdziła przypuszczenia, iż 

koniugaty z trastuzumabem znacznie w większym stopniu i szybciej indukują apoptozę  

w komórkach HER2 – pozytywnych (Rysunek 4) niż w HER2 – negatywnych
19

. Uzyskane 

wyniki pokazały również, iż koniugat PAMAM-ptx-trastuzumab powoduje nekrozę  

                                                           
19

 Marcinkowska, M. et al. Polymers. 2019, 11(9), 1422 
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w większym stopniu niż koniugat PAMAM-doc-trastuzumab, co potwierdza odmienny 

mechanizm działania obu koniugatów. 

 MCF-7 SKBR-3 

3
 h

 

  

2
4

 h
 

  
 

Rysunek 4.  Wpływ paklitakselu (ptx), docetakselu (doc) oraz ich koniugatów PAMAM- 

ptx-trastuzumab i PAMAM-doc-trastuzumab na frakcje komórek żywych, 

apoptotycznych i nekrotycznych w linii raka piersi SKBR-3 HER2 – pozytywnej 

i MCF-7 HER2 – negatywnej po 3 i 24 godzinach inkubacji
19

. 

Zaobserwowane zjawisko potwierdzono stosując mikroskopię konfokalną. Wykonane 

zdjęcia pokazały, iż po 24-godzinnym okresie inkubacji oba koniugaty PAMAM-lek-

trastuzumab powodują liczne zmiany typowe dla apoptozy, chociaż koniugaty PAMAM-ptx-

trastuzumab powoduje również charakterystyczne zmiany dla nekrozy tj.: zmianę struktury, 

wielkości i kształtu jądra komórkowego, kondensację chromatyny, obkurczenie komórek  

i fragmentację jąder, tworzenie ciałek apoptotycznych oraz rozpad komórek
19

. 

Oprócz generowania stresu oksydacyjnego i indukcji apoptozy, innym aspektem działania 

leków przeciwnowotworowych jest wpływ na cykl komórkowy. Dlatego ostatnim etapem 

badań była analiza faz cyklu komórkowego. W przypadku linii komórkowej SKBR-3 po  

3-godzinnym okresie inkubacji, tylko koniugat PAMAM-doc-trastuzumab powodował istotną 

akumulację komórek w fazie G1. Po 24-godzinnej inkubacji paklitaksel i docetaksel 

zwiększały akumulację komórek w fazie S (nieznacznie) i w fazie G2 / M (istotnie), podczas 

gdy koniugat PAMAM-ptx-trastuzumab powodował zatrzymanie cyklu komórkowego  
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w fazach G1 i S (odpowiednio57,6 % i 42,3%), a koniugat PAMAM-doc-trastuzumab 

powodował jedynie zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1 (72,5%). Przeprowadzona 

analiza faz cyklu komórkowego pokazała, iż koniugaty nie hamują skutecznego działania 

trastuzumabu, a połączenie z taksanami wzmacnia ich działanie.  

Przeprowadzone badania pokazują złożoność mechanizmu cytotoksycznego działania 

koniugatów PAMAM-lek-trastuzumab. Wyróżnić można trzy główne sposoby ich działania 

(Rysunek 5). Pierwszy mechanizm to stres oksydacyjny, który prowadzi do powstawania 

wolnych rodników, drugi - to mitochondrialna aktywacja kaskady kaspaz i trzeci mechanizm 

jest związany z blokowaniem receptora HER2. 

 

Rysunek 5.  Schemat działania koniugatów PAMAM-ptx-trastuzumab i PAMAM-doc-

trastuzumab
19

. 

Na podstawie przeprowadzonych badań wyłoniono również układ mający największy 

potencjał terapeutyczny w leczeniu raka piersi z nadekspresją receptora HER2. Jest nim 

koniugat PAMAM-doc-trastuzumab.  

Sposób otrzymywania koniugatu docetakselu, trastuzumabu i dendrymeru PAMAM 

generacji 4 oraz ich zastosowanie do wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia raka 

piersi zostały zgłoszone do ochrony patentowej (P.420273, P.420274) 
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4. Podsumowanie 

   Potwierdzono hipotezę badawczą, iż koniugaty dendrymerów PAMAM z lekami 

przeciwnowotworowymi działają skuteczniej niż wolne leki, a dokoniugowanie 

przeciwciała monoklonalnego zapewnia selektywność koniugatów względem komórek 

nowotworowych z nadekspresją receptora HER2 na powierzchni błony komórkowej. 

   Pomyślnie przeprowadzono syntezę koniugatów dendrymeru PAMAM G4 z lekami 

przeciwnowotworowymi: (1) PAMAM-doksorubicyna, (2) PAMAM-paklitaksel, (3) 

PAMAM-docetaksel, oraz koniugatów z przyłączonym kowalencyjnie przeciwciałem 

monoklonalnym: (4) PAMAM-doksorubicyna-trastuzumab, (5) PAMAM-paklitaksel-

trastuzumab, (6) PAMAM-docetaksel-trastuzumab, (7) PAMAM-trastuzumab. Koniugaty 

scharakteryzowano za pomocą technik 
1
H NMR, 

13
C NMR, FTIR oraz RP-HPLC. 

   Dokonano oceny cytotoksyczności koniugatów (testem MTT) i wyznaczono parametr IC50 

dla dwóch linii komórek raka piersi SKBR-3 HER2-pozytywnej i MCF-7 HER2-

negatywnej. Uzyskane wyniki potwierdziły selektywność koniugatów dendrymeru 

PAMAM z lekami i trastuzumabem względem komórek z nadekspresją receptora HER2.  

   Określono szybkość wnikania koniugatów do komórek nowotworowych oraz, przy 

zastosowaniu techniki mikroskopii konfokalnej, potwierdzono ich lokalizację  

w komórkach. 

   Porównano mechanizm działania najbardziej selektywnych koniugatów dendrymeru 

PAMAM z taksanami i trastuzumabem. Zbadano ich wpływ na powstawanie reaktywnych 

form tlenu, zmiany potencjału mitochondrialnego, aktywację kaspaz, indukcję apoptozy 

oraz rozkład faz cyklu komórkowego.  

   Na podstawie badań wyłoniono układ mający największy potencjał terapeutyczny  

w leczeniu raka piersi z nadekspresją receptora HER2 – koniugat PAMAM-docetaksel-

trastuzumab. 

   Wyniki badań opublikowano w trzech pracach doświadczalnych z listy JCR,  prezentowano 

na licznych konferencjach naukowych zarówno krajowych, jak i zagranicznych. Ponadto  

w oparciu o uzyskane wyniki powstały dwa zgłoszenia patentowe (P.420273, P.420274). 

Opublikowano też jedną pracę przeglądową z tematyki rozprawy doktorskiej. Temat pracy 

doktorskiej był przedmiotem zakończonego grantu NCN PRELUDIUM. 
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6. Streszczenie w języku polskim 

Rak piersi to nowotwór, który obok raka jajnika oraz macicy jest jednym z najczęściej 

występujących nowotworów złośliwych u kobiet. Jedna trzecia z rozpoznanych przypadków 

raka piersi ma zbyt wiele kopii genu ERBB2 kodującego białko HER2, czego rezultatem jest 

nadekspresja receptora HER2. Anomalia ta prowadzi do szybszego wzrostu raka  

i agresywniejszego przebiegu choroby, a nowotwory obarczone nią wykazują większą 

lekooporność. Trastuzumab jest rekombinowanym humanizowanym przeciwciałem 

mononoklonalnym, które selektywnie łącząc się z IV domeną zewnątrzkomórkowej części 

białka HER2, hamuje nadmierną proliferację komórek guza. Według licznych opracowań  

i badań klinicznych skuteczność chemioterapii prowadzonej z trastuzumabem jest większa  

w porównaniu do terapii prowadzonej wyłącznie z zastosowaniem leków z rodziny 

antracyklin czy taksanów. Niestety występująca oporność na trastuzumab oraz jego działanie 

uboczne (tj. kardiotoksyczność) są często przyczyną przerwania leczenia.  

Dobrze udokumentowane wyniki zastosowania dendrymerów jako nośników leków 

przeciwnowotworowych stanowią podstawę do użycia ich jako elementu łączącego 

przeciwciało monoklonalne trastuzumab i leki przeciwnowotworowe. Dendrymery 

poprawiają rozpuszczalność leków, a także zapewnią stopniowe ich uwalnianie oraz 

zapewniają ukierunkowany transport. Ponadto obecność dokoniugowanego trastuzumabu 

zapewnia skuteczny transport leku do komórek z nadekspresją HER2. W pracy zsyntezowano 

szeroką grupę koniugatów dendrymerów poliamidoaminowych (PAMAM) z lekami z grupy 

antracyklin (doksorubicyna) i taksanów (docetaksel i paklitaksel) w poszukiwaniu 

najefektywniej działającego systemu przeciwnowotworowego, który dzięki przyłączonemu 

przeciwciału monoklonalnemu (trastuzumab) posiadałby zdolność selektywnego działania  

w terapii raka piersi z nadekspresją HER2.  

Aby potwierdzić skuteczność i selektywne działanie koniugatów dokonano oceny 

cytotoksyczności koniugatów (testem MTT) i wyznaczono parametr IC50 dla dwóch linii 

komórek raka piersi SKBR-3 HER2-pozytywnej i MCF-7 HER2-negatywnej. Uzyskane 

wyniki potwierdziły selektywność koniugatów dendrymeru PAMAM z lekami  

i trastuzumabem względem komórek z nadekspresją receptora HER2. Zwłaszcza koniugat  

z docetakselem wykazywał wyjątkowo wysoką toksyczność wobec komórek SKBR-3 i niską 

toksyczność wobec komórek MCF-7. Stwierdzono, iż wyniki cytotoksyczności uzyskane 

testem MTT są rezultatem szybszego wnikania leków związanych z nośnikiem. Zastosowanie 

mikroskopii konfokalnej umożliwiło potwierdzenie wewnątrzkomórkowej lokalizacji 

badanych związków. Aby wyłonić układ mający największy potencjał terapeutyczny  

w leczeniu raka piersi z nadekspresją receptora HER2 dokonano porównania mechanizmów 

działania najbardziej selektywnych koniugatów dendrymeru PAMAM z taksanami  

i trastuzumabem. W tym celu oznaczono poziom reaktywnych form tlenu, zmiany potencjału 

mitochondrialnego, aktywację kaspaz, indukcję apoptozy i rozkład faz cyklu komórkowego. 

Przeprowadzone badania pokazały złożoność mechanizmu cytotoksycznego działania 

koniugatów PAMAM-lek-trastuzumab. Wyróżnić można trzy główne sposoby ich działania: 

pierwszy mechanizm to stres oksydacyjny, który prowadzi do powstawania wolnych 

rodników, drugi to mitochondrialna aktywacja kaskady kaspaz i trzeci związany  

z blokowaniem receptora HER2. 
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Uzyskane wyniki potwierdziły hipotezę badawczą, iż koniugaty dendrymerów PAMAM  

z lekami przeciwnowotworowymi działają skuteczniej niż wolne leki, a dokoniugowanie 

przeciwciała monoklonalnego zapewnia selektywność koniugatów względem komórek 

nowotworowych z nadekspresją receptora HER2. 

Na podstawie badań wyłoniono układ mający największy potencjał terapeutyczny  

w leczeniu raka piersi z nadekspresją receptora HER2 – koniugat PAMAM-docetaksel-

trastuzumab. 
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7. Streszczenie w języku angielskim 

Breast cancer, next to ovarian and uterine cancer, is one of the most common malignancies 

in women. One-third of diagnosed breast cancer cases have too many copies of the ERBB2 

gene encoding the HER2 protein that results in overexpression of a HER2 receptor. Such 

anomaly leads to faster cancer growth with higher drug resistance and more aggressive 

disease progress. Trastuzumab is a recombinant, humanized mononoclonal antibody that 

selectively binds to the IV domain of the HER2 protein and inhibits excessive proliferation of 

tumor cells. Numerous research and clinical studies show that the effectiveness of 

chemotherapy with trastuzumab is greater compared to the therapy with anthracyclines or 

taxanes. Unfortunately, emerging resistance to trastuzumab and side-effects such 

cardiotoxicity are often the reason for discontinuation of the treatment. 

The well-documented results of the dendrimers application as anti-cancer drugs carriers 

enable their use as a linking element between monoclonal antibody (trastuzumab) and anti-

cancer drugs. Dendrimers improve the drugs solubility and also ensure their gradual release in 

the tumor environment. In addition, the presence of conjugated trastuzumab ensures effective 

drug transport to HER2-overexpressed cells. Therefore, PAMAM dendrimer conjugates with 

anthracyclines (doxorubicin) and taxanes (docetaxel and paclitaxel) were synthesized to select 

the most effective anti-cancer system that, thanks to the attached monoclonal antibody, would 

have the ability to act selectively in the treatment of the HER2 overexpressing breast cancer. 

To confirm the effectiveness and selective cytotoxicity of the conjugates, their cytotoxicity 

was assessed (MTT test) and the IC50 parameter was determined for two breast cancer cell 

lines (SKBR-3 HER2-positive and MCF-7 HER2-negative). The obtained results confirmed 

the selectivity of PAMAM dendrimer conjugates with drugs and trastuzumab towards cells 

overexpressing the HER2 receptor. In particular, the docetaxel conjugate showed extremely 

high toxicity to SKBR-3 cells and low toxicity to MCF-7 cells. It was found that the observed 

cytotoxicity was the result of faster penetration of PAMAM-drug-trastuzumab conjugates to 

cells. The confocal microscopy confirmed the intracellular location of the analyzed 

compounds. In order to identify the system with the greatest therapeutic potential in the 

treatment of the HER2-overexpressing breast cancer, the mechanisms of action of the most 

selective PAMAM dendrimer conjugates with taxanes and trastuzumab were compared. For 

this purpose, the level of reactive oxygen species, changes in mitochondrial potential, 

activation of caspases, induction of apoptosis and cell cycle phase distribution were 

determined. Obtained results have shown the complexity of the cytotoxic mechanism of 

PAMAM-drug-trastuzumab conjugate activity. There are three main modes of action: the first 

mechanism is oxidative stress, which leads to the formation of free radicals, the second one is 

the mitochondrial activation of the caspase cascade and the third one is associated with 

blocking the HER2 receptor. 

The obtained results confirmed the research hypothesis that PAMAM dendrimer conjugates 

with anticancer drugs are more effective than free drugs, and the conjugation with  

a monoclonal antibody ensures selectivity of conjugates towards tumor cells overexpressing 

the HER2 receptor.  

Finally, PAMAM-doc-trastuzumab conjugate was identified as the system with the greatest 

therapeutic potential in the treatment of the breast cancer with HER2 overexpression.  
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Abstract: Taxanes are considered fundamental drugs in the treatment of breast cancer, but despite
the similarities, docetaxel (doc) and paclitaxel (ptx) work differently. For this reason, it is
interesting to identify mechanisms of antitumor activity of PAMAM dendrimer conjugates that
carry docetaxel or paclitaxel and monoclonal antibody trastuzumab, specifically targeted to cells
which overexpressed HER-2. For this purpose, the impact on the level of reactive oxygen species, the
mitochondrial membrane potential, cell cycle distribution and the activity of caspases-3/7, -8 and -9 of
PAMAM-doc-trastuzumab and PAMAM-ptx-trastuzumab conjugates was determined and compared
with free docetaxel and paclitaxel toward HER-2-positive (SKBR-3) and negative (MCF-7) human
breast cancer cell lines. Moreover, apoptosis and necrosis were studied using flow cytometry and
confocal microscopy, respectively. Our studies show the complexity of the potential mechanism of
cytotoxic action of PAMAM-drug-trastuzumab conjugates that should be sought as a resultant of
oxidative stress, mitochondrial activation of the caspase cascade and the HER-2 receptor blockade.

Keywords: trastuzumab; taxanes; tumour targeting; mitochondrial membrane potential; reactive
oxygen species (ROS) formation

1. Introduction

The history of taxanes begin in the early 1960s with the discovery of the antitumor activity of
Taxus brevifolia tree bark extract, named paclitaxel (Taxol, ptx) in 1971 [1]. Docetaxel—a semi-synthetic
analogue of paclitaxel, which in some cases exhibits better efficacy than paclitaxel—was approved
by the FDA for breast cancer treatment in 1996 [2]. In the nineties, paclitaxel and docetaxel were
approved for the treatment of other solid tumours, and they are still fundamental in the treatment of
advanced and early-stage breast cancer. Discovered in the eighties, the mechanism of action of taxanes
demonstrated tubulin stabilisation causing mitotic arrest [3,4]. Taxanes bind to the β-microtubule chain
and enhance tubulin polymerisation. Docetaxel and paclitaxel can inhibit mitosis and intracellular
transport within cells, leading to apoptotic cell death. Taxanes can also block the BCL-2 gene family
and induce p53 gene activation, the consequence of which is mitotic arrest and cell death [5].

As the data from the literature demonstrates, the mechanism of action of taxanes is not limited to
microtubule stabilisation, mitotic arrest and apoptotic cell death, and new aspects of these drugs are
constantly discovered. Recently, it was shown that taxanes can also affect the androgen receptor (AR)
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and a significant correlation was found between clinical response to taxane chemotherapy and AR
cytoplasmic sequestration in hormone-refractory prostate cancer (HRPC) patients [6].

Taxanes, as well as other chemotherapy drugs, have their limitations, including multidrug
resistance (MDR). Since paclitaxel and docetaxel have a high affinity for the ATP-dependent drug efflux
pump P-glycoprotein (Pgp) [7], it is considered that Pgp expression by cancer cells can be responsible
for resistance to taxanes. Another limitation may be overexpression of class III β-tubulin [8].

These are not the only limitations of taxanes. Despite the clinical progress in the treatment
of cancer with taxanes, paclitaxel and docetaxel, their effectiveness is limited by hydrophobicity.
Solvent-based delivery vehicles for chemotherapy agents allowing hydrophobic drugs to be
administered intravenously are associated with serious toxic side effects [9]. Moreover, both taxanes
suffer from the lack of tumour specificity. That is why new solutions are being sought, such as
cabazitaxel, which exhibits improved potency against MDR-expressing tumours, but its clinical
application is intended for prostate cancer only [10], or abraxane—the albumin-bound paclitaxel
nano-droplet formulation—which expanded the clinical application of paclitaxel but is highly, not
selectively, cytotoxic [11].

Therefore, drug combination appears to be the most attractive area of pre-clinical research, e.g.,
abraxane was successfully used with trastuzumab and carboplatin in first-line therapy for advanced
HER-2 positive breast cancer [12] and docetaxel with pertuzumab and trastuzumab in first-line
treatment for HER2-positive metastatic breast cancer [13]. The question arises what advantages can be
achieved using a monoclonal antibody with taxanes? Our previous studies demonstrated the utility
of trastuzumab as a targeting agent. Moreover, PAMAM dendrimer conjugates, with trastuzumab
and docetaxel or paclitaxel, improved the efficacy of targeted delivery of these anticancer drugs [14].
Therefore, what is so unique in trastuzumab that it has such an impact on increasing the efficiency and
selectivity of PAMAM-drug-trastuzumab conjugates?

Trastuzumab is a recombinant humanised monoclonal antibody targeted against the extracellular
domain of the HER-2 protein [15]. The HER-2 gene is overexpressed in more than 20% of all
primary invasive breast cancers (HER-2-positive breast cancer) [16]. Because HER-2 overexpression
is associated with poor disease-free survival, HER-2 gene amplifications are considered to be an
independent adverse prognostic factor [17]. Some studies have shown that trastuzumab may increase
the efficacy of commonly used chemotherapy as a factor supporting the induction of apoptosis [18].
Furthermore, several possible modes of action of trastuzumab have been proposed in the literature,
such as cytotoxicity, inhibition of DNA repair, cell-cycle arrest, suppression of angiogenesis and
inhibition of HER-2 extracellular proteolysis [19,20], but the exact mechanism of anticancer activity
of trastuzumab alone or in combined therapy with anticancer drugs has not been fully elucidated.
Therefore, studies that enable understanding the mechanism of anticancer activity of taxanes and
trastuzumab are so important.

Our previous studies showed that application of PAMAM dendrimer conjugation significantly
increased cellular uptake of taxanes, enabling passive delivery of paclitaxel or docetaxel, which
consequently increased their cytotoxicity [14]. They also showed that trastuzumab can be used in a
PAMAM-drug-trastuzumab conjugate carrying paclitaxel (ptx) or docetaxel (doc) to specifically target
SKBR-3 HER-2 positive cells. Moreover, PAMAM-drug-trastuzumab conjugates proved increased
toxicity toward HER-2-positive human breast cancer cells compared with the free drug or the
PAMAM-trastuzumab conjugate.

Since the cytotoxic activity of PAMAM-drug-trastuzumab conjugates and free drugs was previously
tested on HER-2-positive (SKBR-3) and negative (MCF-7) human breast cancer cell lines, the same
cell lines were used in the present study to investigate the influence of the conjugates and drugs on
mitochondrial membrane potential, the intracellular reactive oxygen species generation, caspases
activity, cell cycle and ability to induce apoptosis or necrosis.

The results presented in this article are the next step to a better understanding of the mechanism
responsible for the enhanced therapeutic effect of taxanes and selectivity of their conjugates with
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trastuzumab in comparison with the free drugs. The analysed drugs and their conjugates showed
a different mechanism of action. The PAMAM-doc-trastuzumab conjugate generated more reactive
oxygen species than the free docetaxel, while conversely, the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate
had a lesser influence on the intracellular ROS level than free paclitaxel. In the case of mitochondrial
membrane potential, the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate acted similar to free taxanes, triggering
at first an increased, and then a decreased, mitochondrial membrane potential, in contrast to
the PAMAM-doc-trastuzumab conjugate, which evoked immediate mitochondrial depolarisation.
Interestingly, only in the case of SKBR-3 cells, both PAMAM-drug-trastuzumab conjugates maintained
the mechanism of action of free drugs and activated the caspase cascade, which was reflected in higher
apoptosis induction. The most important finding was that all components of the conjugates, only when
acting together, can achieve a higher efficacy and selective toxicity.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

Solvents for the synthesis and purification were purchased from Sigma-Aldrich (Poznan, Poland).
All cell culture reagents were purchased from Gibco® (Life Technologies Polska Sp. z o. o., Warsaw,
Poland). Flasks and multiwell transparent and black plates for in vitro studies were obtained from
Nunc (Life Technologies Polska Sp. z o. o., Warsaw, Poland). PAMAM G4-NH2 dendrimer, docetaxel,
paclitaxel, phosphate buffered saline (PBS), fetal bovine serum (FBS), propidium iodide (PI) and
ribonuclease A deoxyribonuclease-free were purchased from Sigma-Aldrich (Poznan, Poland). Trypan
blue was purchased from Molecular Probes ((Thermo Scientific™, Warsaw, Poland). Annexin V and
2′,7′-dichlorodihydrofluorescein (H2DCF-DA) were purchased from BD Biosciences (Warsaw, Poland).
Caspase-Glo® 3/7 Assay, Caspase-Glo® 8 Assay and Caspase-Glo® 9 Assay systems were purchased
from Promega Corporation (Mannheim, Germany). Trastuzumab (Herceptin) was obtained from
Roche Poland (Poznan, Poland). Human breast adenocarcinoma′s cell lines, including HER-2 positive
(SKBR-3 ATCC no. HTB-30) and HER-2 negative (MCF-7 ATCC no. HTB-22) were purchased from
ATCC (LGC Standards Sp. z o. o., Lomianki, Poland).

2.2. Synthesis of Conjugates

The linking of the taxanes to the PAMAM dendrimer was done using a two steps
covalent method (patent pending P.420273) while the synthesis of PAMAM-doc-trastuzumab and
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugates was performed according to the methods (patent pending
P.420274) described earlier [14]. The stoichiometric ratio of PAMAM-drug conjugate was 1:1 and
PAMAM-drug-trastuzumab conjugate was 1:1:1, respectively.

2.3. Cell Culture

MCF-7 (HER-2 negative human breast adenocarcinoma cell line) was cultured in DMEM medium
enriched with 10% (v/v) foetal bovine serum (FBS) and GlutaMAX. SKBR-3 (HER-2 positive human
breast adenocarcinoma cell line) was cultured in McCoy′s 5A medium also supplemented with
GlutaMAX and 10% (v/v) FBS. Cells were cultured in T-75 culture flasks in the atmosphere containing
5.0% CO2 at 37 ◦C and subcultured every 2–3 days. Cells were used in experiments after obtaining
80–90% confluence. The number of viable cells was determined by the trypan blue exclusion assay
using a Invitrogen Countess Automated Cell Counter (Life Technologies Polska Sp. z o. o., Warsaw,
Poland). Cells were seeded in flat bottom 96-well transparent plates at a density of 2.0 × 104 cells/well
in 100 µL of an appropriate medium or in flat bottom 12-well transparent plates at a density of 2.0 ×
105 cells/well in 1 mL of an appropriate medium. After seeding, plates were incubated for 24 h in a
humidified atmosphere containing 5.0% CO2 at 37 ◦C.
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2.4. Measurement of Reactive Oxygen Species (ROS)

Changes in the level of reactive oxygen species were checked using a fluorescent probe
2′,7′-dichlorodihydrofluorescein. The biological mechanism of the probe activity is the elimination of
acetate groups by intracellular esterases, followed by oxidation of the compound to dichlorofluorescein
(DCF) [21]. Cells were seeded on 96-well black plates at a density of 2.0 × 104 cells/well in 100 µL of an
appropriate medium. After treatment, cells were stained with 2 µM H2DCFDA for 15 min in growing
conditions. Subsequently the dye solution was removed and cells were washed with PBS. Fluorescence
(λex = 485 nm, λem = 530 nm) was measured using the Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader
(BioTek, Winooski, VT, USA).

2.5. Assessment of Mitochondrial Membrane Potential (∆Ψm)

Mitochondrial membrane potential was measured using a JC-1 fluorescent lipophilic cationic dye,
which at higher concentrations forms J-aggregates accumulating in mitochondria and exhibits red
fluorescence (λex = 530 nm, λem = 590 nm). When the mitochondrial membrane is depolarized, the dye
does not aggregate but exists in the form of monomers, which emit green fluorescence (λex = 485 nm,
λem = 540). The loss of ∆Ψm can be indicated by a decrease in the red to green fluorescence intensity
ratio [22]. Cells were seeded on 96-well black plates at a density of 2.0 × 104 cells/well in 100 µL of an
appropriate medium. After treatment, 50 µL of 5 µM JC-1 was added to each well and incubated for
30 min in growing conditions. The dye was removed, cells were washed with PBS and then 50 µL of
PBS was added to each well. Measurements were performed using the Synergy™HTX Multi-Mode
Microplate Reader.

2.6. Measurement of Caspases Activity

Estimates of the activity of caspases-3/7, -8 and -9 were performed using assay kits (Caspase-Glo®

3/7 Assay, Caspase-Glo® 8 Assay and Caspase-Glo® 9 Assay systems Promega Corporation) according
to the producer recommendations.

Cells were seeded on 96-well black plates at a density of 2.0 × 104 cells/well in 100 µL of an
appropriate medium. After treatment cells were centrifuged and 50 µL of supernatant was transferred
to new 96-well black plate. Then 50 µL of the reaction mixture was added to each well and incubated
for 20/40/60 min in growing conditions. The chemiluminescence was read using the Synergy™ HTX
Multi-Mode Microplate Reader.

2.7. Detection of Apoptotic and Necrotic Cells

Annexin V and propidium iodide (PI) staining was performed to detect apoptotic and necrotic
cells. Annexin V is a protein that specifically binds to phosphatidylserine, which is translocated
from the inner layer of the plasma membrane to the outer layer during early apoptotic cells. The
cell membrane of apoptotic cells stained with Annexin V conjugated with fluorescein isothiocyanate
(FITC) is not permeable to the red fluorescent dye propidium iodide, which is able to penetrate the
interior of necrotic cells. For this reason, the method is suitable to distinguishing between intact,
apoptotic and necrotic cell populations. A low level of green fluorescence is characteristic for viable
cells. Apoptotic cells show an increased level of green fluorescence, while necrotic cells exhibit both
red and green fluorescence [23]. Cells were seeded in 24-well transparent plates. After treatment, cells
were trypsinised, and then washed with PBS and suspended in 500 µL of binding buffer (delivered
from the producer). The mixture consisting of 5 µL of Annexin V conjugated with FITC and 5 µL of
propidium iodide was added to cell suspension. Samples were incubated at room temperature for 20
min in the dark. Measurement of fluorescence intensity was performed by a Becton Dickinson LSR II
flow cytometer. The control apoptosis was induced by camptothecin (80 µM) and necrosis was induced
by pentachlorophenol (0.6 µM) (data not shown). The data were recorded for a total of 10,000 events
per sample.
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2.8. Confocal Microscopy

Confocal microscopy images were obtained using confocal inverted microscope SP-8, Leica
equipped with 405 nm laser (Labsoft Sp. z o.o., Warsaw, Poland). Cells at the density of 1 × 104

cells/well (SKBR-3) and 0.75 × 104 cells/well (MCF-7) were seeded on 96-well glass-bottom plates and
incubated with 1 µM docetaxel or paclitaxel or PAMAM-doc-trastuzumab or PAMAM-ptx-trastuzumab
conjugate for 24 h in 37 ◦C humidified atmosphere containing 5.0% CO2. After treatment, cells were
washed with PBS, and then suspended in 100 µL of binding buffer (delivered from the producer). The
mixture consisting of 1 µL of Annexin V fluorescein isothiocyanate and 1 µL of propidium iodide
was added to cell suspension. Samples were incubated at room temperature for 20 min in the dark.
Thereafter, cells were cooled on ice and washed once with cold phosphate buffered saline. Cells were
imaged to visualize fluorescence of FITC labelled Annexin V in the green channel (excitation 488 nm,
emission 520 nm) and propidium iodide in the red channel (excitation 535 nm, emission 617 nm).

2.9. Cell Cycle Studies

Cell cycle distribution was analysed by flow cytometry (LSRII; Becton Dickinson Biosciences, San
Jose, CA, USA) after propidium iodide staining according to Chang et al. [24]. Cells were seeded in
24-well plates. After treatment cells were trypsinised, collected and fixed in ice-cold 96% ethanol for 24
h. Then, cells were washed with PBS and incubated for 30 min at 4 ◦C in 500 µL of staining solution
containing 10 mM Tris-HCl (pH = 7.5), 5 mM magnesium chloride, 10 µg/mL propidium iodide and
10 µg/mL ribonuclease A. After this time samples were analysed by a Becton Dickinson LSRII flow
cytometer. The data were recorded for a total of 10,000 events per sample.

2.10. Statistical Analysis

Data was expressed as mean ± SD. Analysis of variance (ANOVA) with the Tukey post hoc test
was used for results comparison. All statistics were calculated using the Statistica software (StatSoft,
Tulsa, OK, USA), and p < 0.05 was considered significant.

3. Results and Discussion

Our previous studies showed that PAMAM-drug-trastuzumab conjugates possess increased
toxicity toward HER-2-positive human breast cancer cells compared with the free drug or the
PAMAM-trastuzumab conjugate. The IC50 values in SKBR-3 cells were equal to 0.004 µM for the
PAMAM-doc-trastuzumab conjugate and 0.002 µM for the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate after
a 48 h incubation compared with the 2 µM concentration of free docetaxel and 0.49 µM of free
paclitaxel, respectively. However, the most remarkable observation was the selectivity between cell
lines, especially for the PAMAM-doc-trastuzumab conjugate (48.85 µM for MCF-7 HER-2-negative
and 0.004 µM for SKBR-3 HER-2-positive cell lines) [14]. The IC50 value for SKBR-3 cells confirmed
also the increase in selectivity and therapeutic effect compared not only to free drugs but also to the
PAMAM-trastuzumab conjugate (0.41 ± 0.06 µmol/L) [25]. It is important to mention that toxicity
of the cationic amino-terminated PAMAM dendrimer generation 4 had no impact on the overall
PAMAM-drug-trastuzumab conjugates cytotoxicity in the 0.002–0.004 µM concentration range, since
our previous studies proved that for this dendrimer the IC50 values obtained for sensitive Chinese
hamster ovary (CHO) and resistant human ovarian carcinoma (SKOV3) cell lines were 5.56 and 46.49
µM, respectively [26]. High toxicity is usually correlated with a higher production of ROS, and finally,
induction of cell death. The interaction of most anticancer drugs with the mitochondria led to ROS
production. Moreover, the intracellular ROS play an important role in apoptosis through affecting
several signalling pathways [27,28]. Since oxidative stress has an influence on mitochondria, the
cellular redox homeostasis is a crucial factor in the modulation of apoptosis [26]. For this reason, it
is very important to check whether the PAMAM-drug-trastuzumab conjugates can initiate oxidative
resulting from cell overproduction of ROS.
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To fully understand the mechanisms of HER-2-negative and HER-2-positive cell death, ROS
production was estimated by the formation of a highly fluorescent dichlorofluorescein (DCF), the
compound formed after the oxidation of non-fluorescent H2DCF-DA by cytosolic esterases [21]. As
shown in Figure 1, after a 3 h incubation, only free drugs enhanced the production of ROS, especially
the highest 20 µM paclitaxel concentration in the SKBR-3 cell line. After a 24 h incubation, some of the
cells treated with free drugs were already dead, while PAMAM-drug-trastuzumab conjugates were
just starting to act. Our measurements of ROS formation brought interesting findings. Considering the
SKBR-3 cell line (Figure 1, right panel), paclitaxel induced a higher level of ROS than the more toxic
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate. Some reports have indicated that taxanes only provoke a low
level of oxidative stress and they generate some ROS, but the apoptosis they trigger in cancer cells is
mainly by the release of cytochrome c from mitochondria [29]. However, one must bear in mind that
paclitaxel is not soluble in water, but in DMSO, and therefore, the observed effect might be enhanced
by the solvent. In the case of the conjugates, PAMAM dendrimers may affect the ROS production
because, on the one hand, they are the substitute for the solvent, but on the other hand, they have an
impact on mitochondria. Mukherjee et al. showed that the interaction of amino-terminated PAMAM
dendrimers with the mitochondria led to ROS production [30]. Mohan et al. demonstrated that
trastuzumab significantly enhanced the generation of intracellular ROS, peroxides and free radicals in
cardiomyocytes [31]. Thus, one would expect that the observed effect of the conjugate should be the
resultant of the action of these three components: The anticancer drug, the PAMAM dendrimer carrier
and the monoclonal antibody trastuzumab. However, the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate induced
only a low level of ROS in comparison to free paclitaxel. Interestingly, the PAMAM-doc-trastuzumab
conjugate generated more ROS than the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate, but after a 24 h incubation.
This may be the first step in indicating a difference in the mechanism of action of these conjugates.
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Figure 1. Influence of the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate, PAMAM-doc-trastuzumab conjugate,
paclitaxel (ptx) and docetaxel (doc) at a concentration range of 5–20 µM on the ROS generation in
MCF-7 cells (left panel) and SKBR-3 cells (right panel) after 3 and 24 h incubation periods. The results
are presented as the mean ± standard deviation of three experiments.
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Mitochondria activation most often leads to changes in the mitochondrial membrane potential,
permeability transition, increased production of intracellular ROS and the generation of apoptotic
proteins in the cell. The change of mitochondrial membrane potential can cause cell death. Zorov
et al. described mechanisms assuming that an increase in ROS generation reaching a threshold
level which caused the opening of the channels in mitochondrial membrane, resulted in the collapse
of its potential and increased ROS production [32]. Mitochondrial depolarisation—a decrease in
the mitochondrial membrane potential—occurs in the early stages of apoptosis and is preceded by
mitochondrial hyperpolarisation, relying on the locking of the voltage dependent anion channel
(VDAC) with the Bax peptide [33] or by generating a proton gradient across the inner membrane [34].

According to current knowledge on the action of taxanes, after a 3 h incubation, both docetaxel and
paclitaxel increased the mitochondrial membrane potential only to decrease it after a 24 h incubation
(Figure 2). Many in vitro studies have showed that paclitaxel and docetaxel are able to alter the
mitochondrial structure, and their function can evoke mitochondrial depolarisation due to the opening
of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) and release of Ca2+ from mitochondria [35–37].
An amino-terminated PAMAM G4 dendrimer can also decrease the mitochondrial membrane potential
in a concentration-dependent manner, where the higher the toxicity of the dendrimer the higher the
depolarisation of the mitochondrial membrane [38]. Since trastuzumab can trigger cellular oxidative
stress and induce apoptosis through the depolarisation of mitochondria, the action of all mentioned
compounds together should also lead to mitochondrial defects, causing the opening of the mPTP and
the activation of cell death pathways. Figure 2 summarises the results of the experiment devoted to the
analysis of the ability of free paclitaxel and docetaxel, as well as PAMAM-drug-trastuzumab conjugates,
to induce changes in mitochondrial membrane potential. As it can be observed in the case of the MCF-7
HER-2-negative cell line, there were significant differences between the PAMAM-drug-trastuzumab
conjugates. The PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate acted similar to free drugs, initially triggering
an increase, followed by a decrease of the mitochondrial membrane potential, in contrast to the
PAMAM-doc-trastuzumab conjugate, which evoked an immediate mitochondrial depolarisation.
Interestingly, in the case of the SKBR-3 HER-2-positive cell line, both conjugates evoked very high
mitochondrial depolarisation, especially after a 24 h incubation.

Analysing changes in mitochondrial potential, we noticed differences in the effects of free drugs
and conjugates depending on the time of drug-treatment and the cell line. However, very large
changes caused by conjugates compared to free drugs in the SKBR-3 HER-2-positive cell line confirmed
our previous results of selective cytotoxicity and may suggest an even greater effect of the tested
compounds on the activation of caspases and apoptosis.

One of the factors released from the mitochondria during depolarisation was cytochrome c (Apaf-2).
In the cytoplasm, Apaf-2 combines with the protein factor Apaf-1 and procaspase-9 to form a structure
called apoptosome. The main task of the apoptosome is to activate executive caspases [39]. Activation
of procaspase-9 on the apoptosome is a crucial step in the intrinsic cell death pathway. Executive
caspases are also essential for apoptosis-associated chromatin condensation, DNA fragmentation and
nuclear collapse [40]. Second, a major cellular pathway of drug-induced apoptosis is the CD95 death
receptor pathway, initiated by ligation of the death receptor by its ligand CD95L [41].

The release of cytochrome c and ligation of proapoptotic signals of CD95 activate initiator caspases,
caspases-8 and -9, respectively. Then the initiator caspases activate the effector caspases, caspases-3, -6
and -7, which lead to the induction of apoptosis.

Since caspase activation occurs almost immediately after ROS generation (oxidative damage→
caspases-8) or changes in mitochondrial membrane potential (mitochondria damage→ caspases-9),
the activity of caspase-8, -9 and -3/7 was studied at the same time points (3 and 24 h) for a 1 µM
dose of free paclitaxel and docetaxel, as well as the PAMAM-drug-trastuzumab conjugates. For all
analysed compounds, a biphasic caspase activity was observed (Figure 3), similar to that caused by
polyamidoamine dendrimer nanoparticles [38]. For free paclitaxel and docetaxel, an initial increase
of caspases levels was observed after a 3 h incubation, while a decrease was observed after a 24 h
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incubation, except for caspase-3/7, which reached a maximum level in the SKBR-3 line after a 24 h
incubation period with the drugs. A similar behaviour was observed for the PAMAM-drug-trastuzumab
conjugates. In the MCF-7 cell line, both conjugates resulted in a decrease in the activity of all caspases,
after reaching the initial maximum. In contrast, in the SKBR-3 cell line, the activity of all caspases
increased to reach a maximum after a 24 h incubation period, especially caspase-3/7.
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Figure 2. Influence of the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate, PAMAM-doc-trastuzumab conjugate,
paclitaxel (ptx) and docetaxel (doc) on the mitochondrial membrane potential in MCF-7 cells (left
panel) and SKBR-3 cells (right panel) after 3 and 24 h incubation. The results are presented as the
mean ± standard deviation of three experiments.

This is a very important result, because it was shown in the case of SKBR-3 cells that both
PAMAM-drug-conjugates maintain the mechanism of action of free drugs and activate initiator
caspases-8 and -9, which participate in the activation of the caspase cascade—and of particular
importance, caspase-3—which is necessary for cleavage of the majority of substrates examined, as well
as DNA fragmentation and nuclear collapse resulting in apoptotic cell death [42]. Our results are in
line with other studies showing the involvement of caspase activation in taxane-induced apoptosis of
cancer cells derived from the breast cancer paclitaxel-sensitive MDA-MB-435 and paclitaxel-resistant
NCI/ADR-RES cell lines [43]; the human pulmonary adenocarcinoma A549 cell line [44]; the ovarian
cancer paclitaxel-resistant HER-2/neu-overexpressing SKOV3.ipl cell line [45]; and the prostate cancer
DU145 cell line [46]. However, here arises the question: Why do the free drugs and conjugates,
which in the MCF-7 cell line caused high mitochondrial membrane hyperpolarisation, not activate
the caspase cascade in this cell line as strongly as they did in the SKBR-3 cell line? The precise reason
for this inconsistency is not known, but we presume that the inconsistency might be due to cellular
differences in tissue origin, status of differentiation or cell cycle checkpoint/regulatory proteins such as
p53 [47]. Our hypothesis can be confirmed by other studies showing that, especially paclitaxel-induced
apoptosis, is not always related to caspase activity, just like in the case of the lung cancer cell line
NCI-H460, ovarian cancer cell line SKOV3 or the previously mentioned breast cancer MCF-7 cell
line [48,49].
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paclitaxel (ptx) and docetaxel (doc) on the caspases 3/7, 8 and 9 activation in MCF-7 and SKBR-3 cells
after a 3 and 24 h incubation period. The results are presented as the mean ± standard deviation of
three experiments.

Since the results from this study indicate that PAMAM-drug-trastuzumab-induced apoptosis
in SKBR-3 HER-2-positive cell line is associated with the caspase-dependent pathway, we decided
to check fractions of apoptotic and necrotic cells after 3 and 24 h incubation periods with the
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate and the PAMAM-doc-trastuzumab conjugate, as well as paclitaxel
and docetaxel in both cell lines (Figure 4). Apoptosis is a form of programmed cell death that is
characterised by condensation of the nuclear chromatin, cell shrinkage, DNA fragmentation, exposure
of apoptotic bodies and changes in the symmetry of phosphatidylserine (PS). In contrast to apoptosis,
necrosis is demonstrated by a loss of membrane integrity, shut down of metabolism and the release of
cytoplasmic components [26]. The cell membrane of apoptotic cells stained with Annexin V conjugated
with fluorescein isothiocyanate (FITC) is impermeable compared to the red fluorescent dye propidium
iodide (PI), which can penetrate the interior of necrotic cells. As it can be observed in Figure 4, in the
case of MCF-7 HER-2-negative cell line and the SKBR-3 HER-2-positive cell line, after 3 h, the conjugates
were more effective than free drugs, resulting in a higher percent of early and late apoptotic cells (12.1%
of cells for PAMAM-ptx-trastuzumab and 7.3% of cells for PAMAM-doc-trastuzumab in the MCF-7
cell line; 12.3% of cells for PAMAM-ptx-trastuzumab and 35.9% of cells for PAMAM-doc-trastuzumab
in SKBR cell line, respectively), as compared to free drugs (10.9% of cells for paclitaxel and 12.0% of
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cells for docetaxel in MCF-7 cell line; 5.5% cells for paclitaxel and 3.7% cells for docetaxel in SKBR cell
line, respectively).
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Figure 4. Fractions of apoptotic and necrotic cells after 3 and 24 h incubation periods with the
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate, PAMAM-doc-trastuzumab conjugate, paclitaxel (ptx) and
docetaxel (doc) at a 1 µM concentration in MCF-7 cells (left panel) and SKBR-3 cells (right panel). The
results are presented as the mean ± standard deviation of three experiments.

Analysing the results after 24 h of incubation, it should be considered that some of the dead
cells were too distorted to be measured by the flow cytometry. Therefore, the only information
that is important is the fact that the fraction of early and late apoptotic cells after 24 h increased
for both conjugates, especially for the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate in the SKBR cell line
(15.3% of cells for the PAMAM-ptx-trastuzumab and 15.8% of cells for the PAMAM-doc-trastuzumab
in the MCF-7 cell line; 28.5% of cells for the PAMAM-ptx-trastuzumab and 36.4% of cells for the
PAMAM-doc-trastuzumab in the SKBR cell line, respectively). The results indicate that in the
case of the PAMAM-doc-trastuzumab conjugate, the major mechanism of cell death is apoptosis.
Kulhari et al.′s research also confirms that dendrimer conjugated with trastuzumab and docetaxel
(TZ-Dend-DTX) is able to induce higher level of apoptosis than free docetaxel (DTX) [50]. In the
case of the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate, the leading mechanism is initially necrosis, and
after prolonged incubation, apoptosis. This is in line with our previous observations that in the
case of a paclitaxel conjugate, other mechanisms may also be involved in the cell death process.
Annexin V studies confirm that trastuzumab targeting is crucial for the enhanced cytotoxic activity of
PAMAM-drug-trastuzumab conjugates [14].

The results obtained from the analysis of fractions of apoptotic and necrotic cells were confirmed
with confocal images (Figure 5). Applying confocal microscopy, it was shown that after a 24 h
incubation period, both PAMAM-drug-trastuzumab conjugates caused numerous changes typical
for apoptosis, but also for necrosis: Alteration in the structure, size and shape of the cell’s nucleus,
profound chromatin condensation, cell shrinkage and nuclear fragmentation, formation of apoptotic
bodies, impairment of the plasma membrane and cell disintegration.
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In addition to the generation of oxidative stress and the induction of apoptosis, another aspect
of the action of anticancer drugs is the impact on the cell cycle. The cell cycle consists of several
phases: G1–preparation for DNA synthesis; S–phase of DNA synthesis; G2–preparation for mitosis;
and M–mitosis during which the cell divides into two similar cells. In these phases, there are also the
checkpoints that ensure the integrity of the genome. The G1 and G2 checkpoints arrest the cell cycle
when DNA damage is detected; in the S phase checkpoint, the cycle arrest is the result of a problem
with DNA replication; and the M phase checkpoint is responsible for cell arrest if a problem with the
mitotic spindle assembly occurs [51]. Taxanes interfere with the mitotic process and therefore they act
mostly during the M phase, while trastuzumab influence the cell cycle causing cell arrest in the G1/S
checkpoint [51,52]. Figure 6 summarises the results of the cell cycle analysis for control (untreated)
cells and cells treated with free paclitaxel and docetaxel, as well as PAMAM-drug-trastuzumab
conjugates at a 1 µM concentration after a 3 and 24 h incubation period. In the case of the MCF-7
HER-2-negative cell line, after a 3 h incubation period, docetaxel only caused a slight cycle arrest
in the G2/M phase, while the PAMAM-doc-trastuzumab conjugate blocked as much as 56.6% of
cells in the S phase. Interestingly, paclitaxel and its conjugate had no influence on the cell cycle.
However, after a 24 h incubation, docetaxel and paclitaxel caused cell cycle arrest in the G2/M
phase (87.4% and 86.7%, respectively), and both conjugates increased cell accumulation in the S
phase (PAMAM-doc-trastuzumab to 86.8% and PAMAM-ptx-trastuzumab to 33.5%). In the case
of the SKBR-3 HER-2-positive cell line after a 3 h incubation period, both free taxanes and the
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate did not affect the cell cycle, only the PAMAM-doc-trastuzumab
conjugate induced significant cell accumulation in the G1 phase. After a 24 h incubation, paclitaxel and
docetaxel increased cell accumulation in the S phase (slight) and in G2/M phase (significant), while the
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate caused cell cycle arrest in the G1 and S phases (57.6% and 42.3%,
respectively) and the PAMAM-doc-trastuzumab conjugate only caused cell cycle arrest in the G1 phase
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(72.5%). The results obtained for PAMAM-drug-trastuzumab conjugates are in good agreement with
other data where trastuzumab has been found to interfere with HER-2 receptor signalling resulting in
cell arrest at the G1/S checkpoint [53,54]. What is important in our study is that we showed that despite
the reduction in the HER-2 receptors postulated in SKBR-3 cells, to the level that requires further
trastuzumab efficacy [55], our conjugates enabled the trastuzumab to remain effective, and thanks to
the combined action with taxanes, our PAMAM-drug-trastuzumab conjugates showed dose-dependent
cytotoxicity and differences in molecular mechanisms of their antitumor activity.
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Figure 6. Cell cycle analysis for control (untreated cells) and cells treated with 1 µM of the
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate, PAMAM-doc-trastuzumab conjugate, paclitaxel (ptx) and
docetaxel (doc) in MCF-7 cells (left panel) and SKBR-3 cells (right panel) after 3 and 24 h incubation
periods. The results are presented as the mean of three experiments.

The result, which was surprising to us was the accumulation of MCF-7 cells in the S phase
caused by the PAMAM-doc-trastuzumab conjugate and in the G1 and S phases caused by the
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate, particularly after a 24 h incubation period. Even if docetaxel
can also affect centrosome organisation in the S phase, resulting in incomplete mitosis, then paclitaxel
should directly affect the mitotic spindle causing cell arrest in the G2/M phase [56]. A different
pharmacological mechanism of taxanes regulation also does not explain the stronger activity of the
conjugates compared to free drugs. Therefore, in our opinion, the explanation of this mechanism should
be sought in the combined action of taxanes with other components of the conjugates. According
to Collins et al.’s research, trastuzumab can induce a significant antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity response not only in the HER-2-positive HCC1954 and SKBR-3 cell lines, but also in
five different HER-2-negative CAL-51, CAMA-1, MCF-7, T47D and EFM19 cell lines, all with the
non-amplified HER-2 receptor, detectable only by western blot. Their results showed that despite the
low level of HER-2 receptors in normal breast tissue, trastuzumab can bind to HER-2 non-amplified cells
and induce a tumour-specific trastuzumab cytotoxicity response [57]. Moreover, some in vitro studies
and even clinical trials reported that trastuzumab achieved synergistic interactions with paclitaxel
or docetaxel in the MCF-7 HER-2-negative cell line, while only additive interactions in the SKBR-3
HER-2-positive cell line [58,59].

Our studies show the complexity of the potential mechanism of cytotoxic action of
PAMAM-drug-trastuzumab conjugates. Therefore, we propose three main modes of action for
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them (Scheme 1). The first mechanism is oxidative stress that can lead to the generation of free radicals,
the second is the mitochondrial activation of the caspases cascade and the third mechanism is associated
with the blocking of the HER-2 receptor. The combination of these three modes of action may explain
the complex mechanism of the selective action of PAMAM-drug-trastuzumab conjugates.
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docetaxel and paclitaxel work differently. Both drugs bind to tubulin, but docetaxel binds stronger
than paclitaxel; both drugs promote stabilisation of microtubules but in a different pattern; and both
cause G2/M cell cycle arrest leading to cell death, but docetaxel has a more potent antitumor activity.
The analysed PAMAM-drug-trastuzumab conjugates showed a different mechanism of action, but the
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ABSTRACT
Purpose Conjugation of nanocarriers with antibodies that
bind to specific membrane receptors that are overexpressed
in cancer cells enables targeted delivery. In the present study,
we developed and synthesised two PAMAM dendrimer-
trastuzumab conjugates that carried docetaxel or paclitaxel,
specifically targeted to cells which overexpressed HER-2.
Methods The 1H NMR, 13C NMR, FTIR and RP-HPLC
were used to analyse the characteristics of the products and
assess their purity. The toxicity of PAMAM-trastuzumab,
PAMAM-doc-trastuzumab and PAMAM-ptx-trastuzumab
conjugates was determined using MTT assay and com-
pared with free trastuzumab, docetaxel and paclitaxel to-
ward HER-2-positive (SKBR-3) and negative (MCF-7) hu-
man breast cancer cell lines. The cellular uptake and inter-
nal localisation were studied using flow cytometry and con-
focal microscopy, respectively.
Results The PAMAM-drug-trastuzumab conjugates in
particular showed extremely high toxicity toward the
HER-2-positive SKBR-3 cells and very low toxicity towards
to HER-2-negative MCF-7 cells. As expected, the HER-2-
positive SKBR-3 cell line accumulated trastuzumab from

both conjugates rapidly; but surprisingly, although a large
amount of PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate was ob-
served in the HER-2-negative MCF-7 cells. Confocal mi-
croscopy confirmed the intracellular localisation of
analysed compounds. The key result of fluorescent imaging
was the identification of strong selective binding of the
PAMAM-doc-trastuzumab conjugate with HER-2-
positive SKBR-3 cells only.
Conclusions Our results confirm the high selectivity of
PAMAM-doc-trastuzumab and PAMAM-ptx-trastuzumab
conjugates for HER-2-positive cells, and demonstrate the util-
ity of trastuzumab as a targeting agent. Therefore, the
analysed conjugates present an promising approach for the
improvement of efficacy of targeted delivery of anticancer
drugs such as docetaxel or paclitaxel.

KEYWORDS docetaxel, HER-2 . paclitaxel . PAMAM
dendrimer . trastuzumab . tumour targeting

INTRODUCTION

Since their development, researchers have recognised the po-
tential of nanocarriers as drug delivery systems. There are two
strategies by which drug delivery can be achieved with nano-
systems: passive delivery, which exploits the enhanced perme-
ability and retention effect (EPR effect) to increase the pene-
tration of nanocarriers into solid tumours; and active delivery,
which is achieved by covalent conjugation of the nanocarrier
to a ligand or antibody which can bind to a specific receptor
that is overexpressed in cancer cells. Previous work dedicated
to anticancer drug development has focused on achieving
targeted delivery to the tumour, reducing adverse effects and
increasing antitumour efficacy (1).

Trastuzumab is as a recombinant, humanised IG1 mono-
clonal antibody that selectively binds to human epidermal
growth factor receptor 2 (EGFR2). Through binding to
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subdomain IV of the extracellular domain of overexpressed
human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2) recep-
tors, trastuzumab blocks the receptor and inhibits excessive
proliferation of HER-2-positive cancer cells. Previous re-
search has indicated that inhibition of proliferation is a result
of cell cycle arrest in the G1 phase (2). Therefore, the combi-
nation of trastuzumab and a taxane is a first-line therapy for
the treatment of various cancers including lung, ovarian and
metastatic breast cancer (MBC). In HER-2-positive MBC pa-
tients, three doses peer week of docetaxel (100 mg/m2) given
in combination with trastuzumab (at a 4 mg/kg loading dose
followed by 2 mg/kg once weekly) resulted in a high overall
response rate (ORR), overall survival (OS), response duration,
time to progression and time to treatment failure (TTF), and
the toxicity of the drug combination was only slightly in-
creased compared with docetaxel alone (3). Similarly; pacli-
taxel, which is the preferred single chemotherapeutic agent for
recurrent or metastatic breast cancer according to National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) guidelines (4), re-
sulted in improved progression-free survival (PFS) of HER-2-
positive patients when administrated at a dosage of 80 mg/m2

weekly in combination with a trastuzumab monoclonal anti-
body at 4 mg/kg (loading dose, followed by weekly adminis-
tration of 2 mg/kg), compared with paclitaxel alone (5).

The use of dendrimers as carriers of anticancer drugs
or monoclonal antibodies is well known (6). Teow et al.
demonstrated the use of a third generation (G3)
polyamidoamine (PAMAM) dendrimer as a drug carrier
which increased the permeability of the poorly soluble
drug, paclitaxel. Cytotoxicity studies have shown that
the conjugation of lauryl chains and paclitaxel to G3
dendrimers significantly (p < 0.05) increased the cytotoxic-
ity of the drug toward the human Caco-2 cell line as well
as primary cultures of porcine brain endothelial cells
(PBECs). The conjugate showed an approximate 12-fold
increase in permeability across both the apical and
basolateral cell monolayers compared with paclitaxel
alone (7). Paclitaxel has also been conjugated to
hydroxyl-terminated PAMAM G4 dendrimers and bis-
polyethylene glycol (bisPEG) polymer to achieve enhance-
ment of drug solubility and anticancer activity. The cyto-
toxicity of the PAMAM dendrimer-succinic acid-paclitax-
el conjugate towards A2780 human ovarian carcinoma
cells was increased 10-fold compared with the free, non-
conjugated drug (8). The in vitro studies of Miyano et al.
have confirmed the efficacy of the monoclonal antibody
conjugated to the dendrimer. The G6 PAMAM dendri-
mer was modified with two amino acids – lysine and
glutamic acid (KG6E) – then trastuzumab and the fluo-
rescent dye AlexaFlour 488 were attached. The results
confirmed that the KG6E-trastuzumab conjugate specifi-
cally bound to SKBR-3 (HER-2-positive) cells in a dose-
dependent manner, with low binding affinity for MCF-7

(HER-2-negative) cells. In addition, the conjugate was
significantly internalised by SKBR-3 cells and subsequent-
ly trafficked to the lysosomes (9).

We believe that we have developed an innovative de-
livery system which combines both strategies. In the pres-
ent study, trastuzumab was used in a PAMAM-drug-
trastuzumab conjugate carrying paclitaxel (ptx) or doce-
taxel (doc) in order to specifically target SKBR-3 HER-2
positive cells. Over 20% of breast cancers exhibit over-
expression of HER-2 human epidermal growth factor
receptor-2 (HER-2) (10); therefore, targeting this recep-
tor may represent an attractive target for nanoparticles
loaded with anticancer drugs. Moreover, dendrimer con-
jugation significantly changes the biodistribution of low
molecular weight drugs, affording the opportunity to
achieve disease-specific targeting while reducing delivery
to sites of toxicity (11). Our aim was to create a conju-
gate which will release the drugs when it is exposed to
low pH, such as at the site of solid tumour, by breaking
the pH-sensitive linker between the monoclonal antibody
and PAMAM-drug conjugate. This will then enable pas-
sive delivery of paclitaxel or docetaxel.

For this purpose, we analysed the cytotoxicity of PAMAM-
drug-trastuzumab conjugates in HER-2-positive (SKBR-3)
and -negative (MCF-7) human breast cancer cells. The
internalisation efficiencies and cellular trafficking were deter-
mined in order to evaluate the potential application of
PAMAM dendrimers as HER-2-targeted fluorescently-
labelled drug carriers. Our results indicate that PAMAM-
drug-trastuzumab conjugates have increased toxicity toward
HER-2-positive human breast cancer cells compared with the
free drug or the PAMAM-trastuzumab conjugate. Therefore,
our new conjugates could represent potential candidates for
HER-2-expressing tumour targeting, and may pave the way
for improvements in the effectiveness of therapy for this con-
dition, which is the most common cancer in women.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Solvents for the synthesis and purification were purchased
from Sigma-Aldrich. All cell culture reagents were purchased
fromGibco® (Germany). Flasks andmultiwell plates for in vitro
studies were obtained from Nunc (Germany). Amine termi-
nated PAMAM G4 dendrimer, docetaxel/paclitaxel, PBS
(phosphate buffered saline), FBS (fetal bovine serum) and
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) were purchased from Sigma-Aldrich. Trypan blue
was purchased from Molecular Probes (USA). Herceptin
(trastuzumab) was obtained from Roche Poland. Human
breast adenocarcinoma’s cell lines: HER-2 negative (MCF-7
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ATCC no. HTB-22) and HER-2 positive (SKBR-3 ATCC
no. HTB-30) were purchased from ATCC (USA).

Synthesis of PAMAM Docetaxel/Paclitaxel Conjugate

The linking of the drug to the dendrimer was done using a two
steps covalent method (patent pending P.420273).

Shortly, 12.5 μmol of drug (docetaxel or paclitaxel) was
dissolved in 3 ml of anhydrous DMSO at 25°C and 3-fold
molar excess of N- (3 -Dimethylaminopropyl ) -N ′- -
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) was added. The mix-
ture was stirred 0.5 h. Then 25 μmol of succinic acid was
slowly added to the solution while maintaining the reaction
mixing. The reaction was then stirred for 24 h. Khandare et al.
showed that the use of EDC and other carbodiimides could be
also appropriate for the synthesis of biomolecules and their
functionalization with other molecules, therefore we chose
the EDC/carbodiimides system instead of succinic anhydride
(12). The choice of anhydrous DMSO as a synthesis solvent
was determined by the high solubility of paclitaxel and doce-
taxel in it, as well as other reagents. Using the anhydrous
DMSO, we performed the reactions in an inert gas atmo-
sphere, as previously published (13,14).

Resulting drug-SA was stirred for 3 h at room temperature
in the presence of 20 μmol of EDC. Then 1 mL of PAMAM
G4 solution in methanol was evaporated in order to remove
methanol and then was added to the reaction mixture and
stirred at room temperature for 2 days.

The PAMAM G4-drug was purified by ultrafiltration on
an Amicon Ultra-3 K (molecular weight cut-off, MWCO=
3 kDa). 1H NMR, 13C NMR and FTIR was used to analyze
the purity of products and to ascertain the level of PAMAM
and docetaxel/paclitaxel conjugation. 1H NMR and 13C
NMR spectra were recorded on Bruker Avance III DRX-
600 and 500 MHz spectrometers, using deuterated DMSO-
d6 as solvents. The FTIR spectra were collected with a FTIR
ATIMattson Spectrometer Spectrum and samples were mea-
sured as thin film in KBr crystals. The analytical data can be
found in the supplementary material.

Synthesis of PAMAM-Doc-Trastuzumab
and PAMAM-ptx-Trastuzumab Conjugate

The synthesis of PAMAM-doc-trastuzumab and PAMAM-
ptx-trastuzumab conjugate was performed according to the
patented method (patent pending P.421440 P.420274).

Activation of Trastuzumab. SMCC was dissolved in a small
volume of DMF, and diluted by adding 0.1 M PBS (phos-
phate buffered saline) pH 7.6, which contains 5 mM
EDTA to obtain 1 mg/ml. The solution was added to
trastuzumab. The mixture was incubated for 1 h at room
temperature (RT). In the next step product was purified

and buffer-exchanged into PBS pH 7.0, with Amicon
Ultra-30 K column (MWCO= 30 kDa).

Introduction of Thiol Groups for the PAMAM G4 Dendrimer
Surface. Traut’s reagent converts primary amine into thiol in
the range of pH 7–10, however its half-life in solution de-
creases as the pH increases. Modification with Traut’s reagent
(2-iminothiolane) is very efficient and occurs rapidly at slightly
basic pH. To introduce thiol groups into G4 dendrimer sur-
face, the primary amine groups were reacted with a 10:1 mol
excess of Traut’s reagent in 0.1 M PBS buffer, at room tem-
perature under N2 for 1 h pH 8.0. Thiolated PAMAM G4
was purified and buffer exchanged into PBS, pH 7.0 by ultra-
filtration on an Amicon Ultra-3 K column.

The Reaction of the Modified PAMAM G4 Dendrimer with the
Activated Trastuzumab. Derivatized trastuzumab was reacted
with thiolated PAMAMG4 dendrimer at a 1:12M ratio. The
reaction was conducted in PBS, pH 7.0 at 25°C for 24 h.
Finally, the PAMAM-trastuzumab conjugate was purified
from the excess of thiolated PAMAM G4 by Amicon Ultra-
30 K (MWCO 30 kDa). The final stoichiometric ratio for
PAMAM-drug-trastuzumab conjugate was 1:1:1.

Reverse phase high performance liquid chromatogra-
phy (RP-HPLC) was used to analyze the purity of prod-
ucts and to ascertain the level of PAMAM and
trastuzumab conjugation. Solvents used for HPLC analy-
sis were at the HPLC grade; iPrOH, MeOH, MeCN was
from Sigma-Aldrich, trifluoroacetic acid from J.T.Baker
(9470) and Milli-Q water. All experiments were per-
formed on two FPLC/HPLC systems: (1) AKTA Purifier
two pumps system equipped with UV-900 monitoring,
pH and conductivity probe and fraction collector Frac-
920. Analysis using AKTA was performed at room tem-
perature 25°C, (2) Shimadzu Prominence UFLC system
equipped with LC-20 AD isocratic pumps with RF-20A
fluorescence detector, SPD-M20A diode array detector
for UV-Vis monitoring and CTO-20ASvp column oven
that was setup at 75°C. Initially SOURCE uRPC C2/
C18 ST 4.6/100 column was used, but it appeared to
be too hydrophobic for dendrimer and antibody analysis,
therefore for all presented results Jupiter 4u Proteo 90A
2.0/100 column was used.

Synthesis of FITC Labeled Docetaxel/Paclitaxel
and PAMAM-ptx/PAMAM-Doc Conjugate

The linking of FITC to the dendrimer was done using a two
steps covalent method. Shortly, 6 μmol of drug (docetaxel or
paclitaxel) was dissolved in 2 ml of anhydrous DMSO at 25°C
and 3-fold molar excess of EDC was added. The mixture was
stirred 3 h. Then 7 μmol of FITC was slowly added to the
drug solution while maintaining the reaction mixing. The
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reaction mixture was stirred for 24 h. To obtain PAMAM-
drug-trastuzumab conjugate 5,6 μmol of PAMAM G4 was
added to resulting products: FITC labeled docetaxel and
FITC labeled paclitaxel and stirred at room temperature for
2 days. Then the trastuzumab was reacted and the product
was purified as described earlier. The final stoichiometric ratio
for drug:FITC conjugate was 1:1 and for PAMAM-drug-
trastuzumab-FITC conjugate 1:1:1:1.

The conjugates contained FITC were purified by ultrafil-
tration on an Amicon Ultra-3 K (molecular weight cut-off,
MWCO= 3 kDa). 1H NMR and 13C NMR were used to
analyze the purity of products and to ascertain the level of
FITC conjugation. 1H NMR and 13C NMR spectra were
recorded on Bruker Avance III DRX-600 and 500MHz spec-
trometers, using deuterated DMSO-d6 as solvents.

Cell Culture

HER-2 negative human breast adenocarcinoma (MCF-7)
cell line was grown in DMEM medium supplemented
with GlutaMAX and 10% (v/v) fetal bovine serum
(FBS). HER-2 positive human breast adenocarcinoma
(SKBR-3) cell line was grown in McCoy’s5 medium sup-
plemented GlutaMAX and 10% (v/v) fetal bovine serum
(FBS). Cells were cultured in T-75 culture flasks in a
humidified atmosphere containing 5.0% CO2 at 37°C
and subcultured every 2 or 3 days. Cells were harvested
and used in experiments after obtaining 80–90% conflu-
ence. The number of viable cells was determined by the
trypan blue exclusion assay with the use of Countess
Automated Cell Counter (Invitrogen). Cells were seeded
in flat bottom 96-well plates at a density of 2.0 × 104

cells/well in 100 μL of an appropriate medium. After
seeding, plates were incubated for 24 h in a humidified
atmosphere containing 5.0% CO2 at 37°C in order to
allow cells attaching to the plates.

Determination of Cytotoxicity

The influence of the PAMAM dendrimer conjugates and free
docetaxel or paclitaxel on the cell viability was determined
with the use of the MTT-assay. Briefly, to the 96-well plates
containing MCF-7 and SKBR-3 cells at the density of 2.0 ×
104 cells/well in appropriate medium different concentrations
of all compounds were added. Cells were incubated with the
dendrimer for 24 h in a 37°C humidified atmosphere contain-
ing 5.0% CO2. After the incubation cells were washed with
phosphate buffered saline (PBS). Next, 50 μL of a 0.5 mg/mL
solution ofMTT in PBS was added to each well and cells were
further incubated under normal culture conditions for 4 h.
After incubation the residue MTT solution was removed
and the obtained formazan precipitate was dissolved in
DMSO (100 μL/well). The conversion of the tetrazolium salt

(MTT) to a colored formazan by mitochondrial and cytosolic
dehydrogenases is a marker of cell viability. Before the absor-
bance measurement plates were shaken for 1 min and the
absorbance at 570 nm was measured using the PowerWave
HT Microplate Spectrophotometer (BioTek,USA).

Determination of Hemolysis

The influence of the PAMAM dendrimer conjugates on the
hemolysis was determined with the spectrophotometric meth-
od used previously (15). Briefly, human blood from healthy
adult donors was obtained from a local blood bank. Blood was
centrifuged for 10 min at 400 g to remove serum and buffy
coat. Next, erythrocytes were washed four times with ten vol-
umes of PBS buffer (pH= 7.4), followed by centrifugation for
10 min at 400 g. Erythrocytes were suspended in PBS buffer,
the hematocrit was measured and erythrocytes suspension was
diluted to the hematocrit of 2%. Erythrocyte suspension was
mixed with analyzed compounds solutions in the same buffer
to obtain final 1 μM concentration. Samples were incubated
for 24 h and 48 h in 37°C. Next, samples were centrifuged at
400 g for 10 min. Supernatant was removed and the absor-
bance of supernatant at 540 nm was measured. For positive
and negative control erythrocytes suspensions in distilled wa-
ter and in PBS were used, respectively. The hemolysis amount
was calculated from the equation:

Hemolysis% ¼ ODsample−ODnegative control
� �

=

ODpositive control−ODnegative control
� �� 100%

For comparison, the same experiment was performed for
free docetaxel and paclitaxel.

Cellular Uptake Detection

In vitro uptake studies were carried out using FITC labeled
docetaxel or paclitaxel and PAMAM-doc-trastuzumab or
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate. Compounds were
added at a final concentration of 0.1 μM to the 12-well plates
containing MCF-7 and SKBR-3 cells at the density of 1.5 ×
104 cells/well. In this study cells were incubated with the com-
pounds for a specific time in a range from 1 h to 48 h in
humidified atmosphere containing 5.0% CO2 at 37°C. After
the appropriate incubation cells were washed with PBS,
suspended in 500 μL of medium and immediately analyzed
with a Becton Dickinson LSR II flow cytometer (BD
Biosciences, USA) using a blue laser - 488 nm and PE
bandpass filter – 575/26 nm.

Confocal Microscopy

Confocal microscopy images were obtained with confocal
inverted microscope SP-8, Leica equipped with 405 nm laser
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(Leica, DE). Cells at the density of 1 × 104 cells/well (SKBR-
3) and 0.75 × 104 cells/well (MCF-7) were seeded on 96-well
glass-bottom plates and incubated with 0.1 μM FITC labeled
docetaxel or paclitaxel or PAMAM-doc-trastuzumab or
PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate for 24 h in 37°C humid-
ified atmosphere containing 5.0% CO2. After the incubation,
cells were cooled on ice and washed once with cold phosphate
buffered saline (PBS) to inhibit endocytosis. Cells were imaged
to visualize fluorescence of FITC labeled docetaxel or pacli-
taxel in green channel (excitation 488 nm, emission 520 nm)
and in transmitted light.

Statistical Analysis

Data was expressed as mean ± SD. Analysis of variance
(ANOVA) with the Tukey post hoc test was used for results
comparison. All statistics were calculated using the Statistica
software (StatSoft, Tulsa, USA), and p values <0.05 were con-
sidered significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis and Characterisation of the Conjugates

We have developed an innovative delivery system
consisting of three components, each of which plays a
different role. Trastuzumab provides specificity against
human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2),
which is overexpressesed in various cancers including
breast cancer; taxanes (docetaxel and paclitaxel) provide
cytotoxic effects and the PAMAM dendrimer protects the
whole conjugate in the circulatory system and provides
specific drug release in the tumour environment when
linked with an anticancer drug via a pH-sensitive linker.
Yabbarov et al. has confirmed the dependence drug re-
lease on decreasing pH (16). He observed that pH-
dependent linkages are hydrolysed in the environment of
the tumour to release the drug, which enables controlled
administration of the active substance at the chosen site
by exploiting the natural properties of tumour cells: high
metabolism and acidic pH. We decided to link docetaxel
or paclitaxel to the PAMAM dendrimer using succinic
acid (SA) (17). Figure 1 illustrates the steps of synthesis
of the PAMAM-drug-trastuzumab conjugate.

The chemical structures of PAMAM-doc and PAMAM-
ptx were characterised by 1H NMR, 13C NMR analysis and
FTIR spectroscopy (analytical data can be found in the sup-
plementary material).

For clarity of 1H-NMR and 13C-NMR spectra, Fig. 2 pre-
sents the structures of drugs (a. paclitaxel, b. docetaxel) with
the marked number of carbon atoms.

The structure of paclitaxel-FITC, PAMAM-ptx-FITC,
docetaxel-FITC and PAMAM-doc-FITC was confirmed by
their 1H-NMR spectra using 500 MHz Bruker AVANCE
instrument in 310 K. Chemical shifts are reported in ppm
downfield from TMS using DMSO-d6 as a solvent.

Figure 3 (upper panel) presents the 1H-NMR spectrum for
paclitaxel-FITC. Proton signals occurring for drug appear for
H17 at 0.99 ppm, H16 at 1.09 ppm, H19 at 1.48 ppm, H18 at
1.77 ppm, H14 at 1.89 ppm, H10 at 2.09 ppm, H4 at
2.21 ppm, H3 at 3.58 ppm, H20 at 4.01 ppm, H7 at
4.09 ppm, OH1 at 4.69 ppm, H5 at 4.90 ppm, H3’ at
5.37 ppm, H2 at 5.40 ppm, H2’ at 4.55 ppm, H13 at
5.88 ppm, H10 at 6.27 ppm, m-Bz2 at 7.61 ppm, p-Bz2 at
7.71 ppm, o-Bz2 at 7.96 ppm, o-NHBz at 7.48 ppm, o-
NHBz at 7.55 ppm, o-NHBz at 7.83 ppm, p-Ph3’ at
7.23 ppm, o-Ph3’ at 7.37 ppm, m-Ph3’ at 7.37 ppm, NH at
8.93 ppm. Aromatic signals for FITC (associated with aromat-
ic protons atom adjacent to phenol group) appear at 6.52–
6.62 ppm. Signals from –NHCS- appear at 10.65 ppm.
Moreover, H2’ proton peak on the 1H NMR spectra was
shifted to 5.87 ppm. In the 13CNMR spectrum (Fig. 3 lower
panel) we observed chemical shift of C2’ to 80.91 ppm.

Figure 4 (upper panel) presents the 1H-NMR spectrum for
docetaxel-FITC. Proton signals occurring for drug appear for
H17 at 0.99 ppm, H16 at 1.01 ppm, OC-CH3 at 1.36 ppm,
H19 at 1.52 ppm, H18 and H14 at 1.74 ppm, H6 at 1.92 ppm, -
O-CO-CH3 at 2.28 ppm, H3 at 3.66 ppm, H20 at 4.03 ppm,
H7 at 4.33 ppm, H5 at 4.90 ppm, H10 at 4.98 ppm, H3’ at
5.04 ppm,NHat 5.09 ppm,H2 at 5.42 ppm, C13 at 5.90 ppm,
o-, m-, p- Ph3’ at 7.37 ppm, m-Bz2 at 7.62 ppm, p-Bz2 at
7.71 ppm, o-Bz2 at 7.97 ppm. Aromatic signals for FITC
(associated with aromatic protons atom adjacent to phenol
group) appear at 6.55–6.70 ppm and 7.81–790 ppm. Signals
from –NHCS- appear at 10.68 ppm. Moreover, H2’ proton
peak on the 1H NMR spectra was shifted to 5.86 ppm. In the
13CNMR spectrum (Fig. 4 lower panel) we observed chemical
shift of C2’ to 80.89 ppm.

Figure 5 (upper panel) presents the 1H-NMR spectrum for
PAMAM-ptx-FITC (DMSO-d6, 300 MHz, ppm). Proton sig-
nals for PAMAM dendrimer appear at 2.17 ppm for –CH2–
C(O)–NH, 2.38 ppm for –CH2–N–, 2.55–2-60 ppm for –N–
CH2–, 3.04–3.13 ppm for –CH2–NH2 and –C(O)NH–CH2,
7.92 ppm for –CONH. Aromatic signals for paclitaxel and
FITC appear at (δ (ppm) ≈ 7.14–7.65). Moreover, H2’ proton
peak for paclitaxel was shifted to 5.81 ppm, and signal for NH
group at 8.48 ppm. The number of paclitaxel molecules con-
jugated with PAMAM dendrimer was calculated using the
proton integration method. Unfortunately, it is very difficult
to confirm the results of conjugation by 13C NMR spectrum
(Fig. 5 lower panel) due the small concentration of the sample
and too big molar mass difference between the drug and the
PAMAMdendrimer.We can only presume that signal at 84.30
comes from the bond between the drug and the dendrimer.
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Fig. 1 Synthesis of the PAMAM-drug-trastuzumab conjugate
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Figure 6 (upper panel) presents the 1H-NMR spectrum for
PAMAM-doc-FITC (DMSO-d6, 300 MHz, ppm). Proton
signals for PAMAM dendrimer appear at 2.16 ppm for –
CH2–C(O)–NH, 2.38 ppm for –CH2–N–, 2.55–2-60 ppm
for –N–CH2–, 3.04–3.13 ppm for –CH2–NH2 and –
C(O)NH–CH2, 7.92 ppm for –CONH. Aromatic signals for
docetaxel and FITC appear at (δ (ppm) ≈ 7.17–7.69).
Moreover, H2’ proton peak of docetaxel was shifted to
5.84 ppm, and signal for NH group at 8.46 ppm. The number
of docetaxel molecules that conjugated with PAMAM dendri-
mer was calculated using the proton integration method. Also
in this case 13C NMR spectrum (Fig. 6 lower panel), due the
small concentration of sample and too big molar mass differ-
ence between the drug and the PAMAM dendrimer, allows
only to presume that the signal at 84.68 comes from the bond
between docetaxel and the PAMAM dendrimer.

In the next step, PAMAM-doc and PAMAM-ptx conju-
gates were conjugated to the monoclonal antibody
(trastuzumab). To accomplish this, we used a succinimidyl
4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate (SMCC)
linker, which provides a convenient crosslinking agent for ami-
no and thiol groups. The NHS esters react with primary
amines to form stable amide bonds and the maleimide part
reacts with sulfhydryl groups to form stable thioethers. To
carry out the crosslinking reaction, we modified the amine
groups of the PAMAM dendrimer into thiols using 2--
iminothiolane (Traut’s reagent). Modification with Traut’s re-
agent is very efficient and rapid at a slightly basic pH (18).

The conjugates were characterised using FPLC/HPLC
analysis. Reverse-phase high performance liquid chromatog-
raphy (RP-HPLC) was used to analyse the purity of products
and to ascertain the degree of PAMAM and trastuzumab

conjugation. Initially, a water/acetonitrile elution system was
used, but improved performance was achieved with the mod-
ified buffer: A: 0.1% TFA in water, B: 70% iPrOH, 20%
MeCN, 0.1% TFA in water. Elution was typically performed
using a gradient of 0–80% B over 30 min, followed by 80–
100% B in 5 min, then 100% B for 10 min and finally 100–
0%B in 5min (Fig. 7a). Samples were typically injected as 20–
100 μg of material suspended in 100 μL of buffer A. The
PAMAM dendrimer has been reported to absorb at
214 nm, and so absorbance at this wavelength along with
280 nm (to detect protein) were recorded. We also monitored
absorbance at 254 nm to measure any potential contamina-
tion. Additionally, a Shimadzu diode array system provided
UV profiles (recorded at 200–600 nm). This allowed the pu-
rity of PAMAM dendrimer to be ascertained, by its absor-
bance at 220 nm has also been reported previously. The an-
alytical data can be found in the supplementary material.

In the second step, analysis of trastuzumab was carried out.
Analysis was performed on a UFLC system (composed of two
LC-20ADXP isocratic pumps, a CTO-20AS column oven
with diode array UV-Vis monitoring) operated at 75°C.
The elution system was as before (A: 0.1% TFA in water, B:
70% iPrOH, 20% MeCN, 0.1% TFA in water). The system
was run at a gradient of 0–80% B over 30 min to elute the
main product (monitored at 280 nm), which appeared at
18.3 min. The UV profile of the main signal showed absor-
bance at 277 nm, as is expected for proteins (Fig. 7b).

Finally, the PAMAM-doc-trastuzumab and PAMAM-ptx-
trastuzumab conjugates were analysed. Analysis of the chro-
matography profiles showed absorption at 280 nm. Analysis
was carried out as before at 75°C, using buffers A: 0.1% TFA
in water, B: 70% iPrOH, 20% MeCN, 0.1% TFA in water;
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Fig. 2 The structures of drugs: (a)
paclitaxel, (b) docetaxel
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and a gradient of 0–80% B over 30 min, following injection of
100 μg of sample. The UV profile of the signal at 21 min
shows three peaks (Fig. 8). As expected, absorbance signals
were observed at 276, 504 and 540 nm, which are character-
istic of proteins, docetaxel or paclitaxel, respectively.

In Vitro Studies

There are examples of PAMAM dendrimer conjugated with
various anticancer drugs reported (16,17), but few involve the

use of a monoclonal antibody as a disease-specific targeting
agent (18–20). In this study, the PAMAM dendrimer was con-
jugated to trastuzumab using a pH-dependent linker which
can be applied for drug conjugation because the linker-
bonded conjugates are stable in the extracellular media.
This ensures low drug release, but lability when the conjugates
enter the lysosomes which allows release of the drug to elicit its
antitumour activity (11,21). In the present study, the number
of drug molecules per PAMAM dendrimer molecule was cal-
culated to be 1.0. The biocompatibility of the PAMAM-doc-

Fig. 3 The 1H-NMR spectrum of
paclitaxel-FITC (upper panel) and
the 13C-NMR spectrum of
paclitaxel-FITC (lower panel)
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trastuzumab and PAMAM-ptx-trastuzumab conjugates was
evaluated using the MTT assay to measure the cytotoxicity
in two different breast cancer cell lines: HER-2-negative hu-
man breast adenocarcinoma (MCF-7) and HER-2-positive
human breast adenocarcinoma (SKBR-3). Measurements
were made after 24 and 48 h of incubation and after a 24-h
incubation with the drug, removal of drug, and another 24-h
incubation without drug (24-24 h). The addition of this incu-
bation variant allows to assess cell damage and mortality after

the drug removing from the system. Figure 9 shows the cell
viability profiles that were obtained for each conjugate com-
pared with the free drug for both cell lines. The cytotoxicity of
docetaxel and paclitaxel was dose-dependent, with IC50

values of around 23.7 and 7.8 μM (respectively) after a 24-h
incubation in the MCF-7 cell line, and 10.7 and 7.3 μM
(respectively) after a 24-h incubation in the SKBR-3 cell line.
In contrast, trastuzumab itself exhibited very low toxicity even
toward SKBR-3 cells, with cell viability observed to be over

Fig. 4 The 1H NMR spectrum of
docetaxel-FITC (upper panel) and
the 13C-NMR spectrum of
docetaxel-FITC (lower panel)
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85% following exposure to 20 μM concentration of the drug.
However, conjugation of antibody with PAMAM dendrimer
improved that cytotoxic effect (results published earlier (14)).
The observed effect was more evident for SKBR-3 cells than
MCF-7 cells, due to selective binding of the conjugate to cells
that overexpress HER-2. These results are in good agreement
with previous studies (Miyano et al.), that showed that when
the glutamate-modified sixth generation lysine dendrimer
(KG6E) was conjugated with trastuzumab, binding with the

HER-2 receptor was more specific and exhibited a higher
cellular internalisation rate compared with the free monoclo-
nal antibody (9). Other studies have confirmed the lack of
antiproliferative activity of free trastuzumab toward different
HER-2-positive cell lines (22).

Importantly, the addition of taxanes to the PAMAM-
trastuzumab conjugate enhanced the therapeutic effect and
selectivity of the conjugates in comparison with the free drugs.
This was particularly obvious after 48 h of incubation and

Fig. 5 The 1H NMR spectrum of
PAMAM-ptx-FITC (upper panel)
and the 13C-NMR spectrum of
PAMAM-ptx-FITC (lower panel)
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after 24-24 h. The IC50 values (Table I) in SKBR-3 cells
indicate that both PAMAM-drug-trastuzumab conjugates
showed increased selectivity and therapeutic effects compared
with the free drugs, but the most remarkable result of the
present study is the selectivity that was observed between cell
lines. The PAMAM-doc-trastuzumab conjugate in particular
showed extremely high toxicity toward the HER-2-positive
SKBR-3 cells and very low toxicity towards to HER-2-
negative MCF-7 cells.

Our results confirm the uniqueness of the PAMAM-
drug-trastuzumab conjugates, and reveal a synergistic ef-
fect: an increase in the toxic efficiency towards to HER-2-
positive cells (SKBR-3) and a decrease in the toxic effi-
ciency towards to HER-2-negative cells (MCF-7). These
results present the possibility of significant dose reduction
while maintaining the therapeutic effect and selectivity,
which can protect from the adverse effects caused by ad-
ministration of docetaxel or paclitaxel.

Fig. 6 The 1H NMR spectrum of
PAMAM-doc-FITC (upper panel)
and the 13C-NMR spectrum of
PAMAM-doc-FITC (lower panel)
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This finding is in agreement with a previous study by
Rodallec et al., which reported the association between cytotox-
icity and cellular uptake and the level of HER-2 expression.
Immunoliposomes containing docetaxel encapsulated in a
stealth liposome and engrafted with trastuzumab showed
higher antiproliferative efficacies and efficient drug delivery
compared with the standard combination of docetaxel and
trastuzumab (22). Furthermore, Kulhari et al. confirmed the
effectiveness of dendrimer-conjugated monoclonal antibodies
and anticancer drugs. Even at very low concentrations
(7.8 ng/mL), the trastuzumab-dendrimer-docetaxel conjugate
showed significantly higher cytotoxicity against HER-2-positive
MDA-MB-453 cells than the dendrimer-docetaxel conjugate,
with no significant difference in cytotoxicity observed toward
HER-2-negative MDA-MB-231 cells (19). These results dem-
onstrate that trastuzumab can specifically target and successful-
ly deliver docetaxel to HER-2-positive cells.

Many clinical trials have shown that intravenous injection
is probably the most convenient way to deliver drugs conju-
gated with dendrimers (23). Unfortunately, very often lysis of
red blood cells excludes intravenous delivery of the dendrimer
conjugates. PAMAM dendrimers with exposed terminal cat-
ionic surface groups possess hemotoxic properties because
they are able to disrupt cell membrane of erythrocytes after
adhesion to the cell surface by electrostatic attraction and
formation of holes in the membrane (24). Modification of
dendrimer surface groups is one of themethods used to reduce
dendrimer toxicity (15). Therefore, to assess the biocompati-
bility of the all analysed compounds we have evaluated their
hemotoxicityThe ability of the PAMAM-drug-trastuzumab
conjugates to cause hemolysis was compared with the hemo-
lytic activity of free drugs (Fig. 10). The paclitaxel and doce-
taxel are known to possess minor hemolytic properties con-
trary to amino-terminated PAMAM dendrimer generation 4.

Fig. 8 Reverse-phase high performance liquid chromatography profiles of (A) PAMAM-doc-trastuzumab conjugate (a) and PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate (b)

Fig. 7 (a) Reverse-phase high performance liquid chromatography profile of trastuzumab. (b) Ultraviolet profile of the main signal at 18 min
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Under the applied experimental conditions free drugs caused
1–2% hemolysis after 24 h-incubation. PAMAM-doc-
trastuzumab and PAMAM-ptx-trastuzumab conjugates were
able to evoke 2.4 and 2.5% hemolysis, respectively. After 48 h
of incubation with the above-mentioned conjugates, less than
10% and 12% of hemolysis was observed, respectively. In
conclusion, the PAMAM-drug-trastuzumab conjugates pos-
sesses higher hemotoxicity than free drugs but it is very likely
that this level will be lower in the presence of plasma proteins.
Klajnert et al. showed that presence of HSA in the same con-
centration as under physiological conditions significantly re-
duced the amount of hemolysis caused by PAMAM

dendrimers (25). Moreover, the conjugates are not expected
to circulate in blood as long as 48 h.

In this study, FITC was used to label free drugs and the
dendrimer conjugated to anticancer drugs via a pH-
dependent linker. The molar ratio of FITC molecules to
PAMAM in the conjugate was 1:1. This method of conjuga-
tion ensured stability of the conjugates in the extracellular
media and high intercellular drug release catalysed by lyso-
somal enzymes, what resulted in increased antitumour activi-
ty. In order to analyse the cellular uptake of free docetaxel,
paclitaxel and the PAMAM-drug-trastuzumab conjugates by
flow cytometry, cells were incubated with the compounds at

Fig. 9 Influence of paclitaxel (green rhombus), docetaxel (red triangles), PAMAM-ptx-trastuzumab (green squares) and PAMAM-doc-trastuzumab (red spheres)
conjugates on the viability of MCF-7 and SKBR-3 cells as assessed by MTTassay

Table I Comparison of IC50 values for paclitaxel, docetaxel, PAMAM-ptx-trastuzumab and PAMAM-doc-trastuzumab conjugates in two breast cancer cell lines

MCF-7 24 h MCF-7 24 h–24 h MCF-7 48 h SKBR-3 24 h SKBR-3 24 h–24 h SKBR-3 48 h

Ptx 7.82± 0.18 3.88± 0.74 2.24± 0.33 7.31± 1.54 0.30± 0.03† 0.49± 0.13†

PAMAM-ptx-trastuzumab 0.585± 0.18* 0.05± 0.01* 0.09± 0.01* 0.72± 0.21* 0.005± 0.004*† 0.002± 0.001*†

Doc 23.76± 4.81 21.47± 14.42 9.19± 3.36 10.75± 1.50† 2.85± 0.04 2.00± 0.44

PAMAM-doc-trastuzumab >100* >100* 48.85± 4.82* 2.03± 0.07*† 0.012± 0.005*† 0.004± 0.002*†

The IC50 values are presented as the mean ± standard deviation of three experiments. *: statistically significant difference towards free drug at (p < 0.05); †:
statistically significant difference between cell lines (p < 0.05)

Bold font - remarkable selectivity of PAMAM-doc-trastuzumab conjugate for both breast cancer cell lines
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concentrations of 0.1 μM for up to 48 h. As expected, the
HER-2-positive SKBR-3 cell line accumulated trastuzumab
from both conjugates rapidly; but surprisingly, although a
large amount of PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate was ob-
served in the HER-2-negative MCF-7 cells (Fig. 11). It is likely
that the linker-bonded conjugate was less stable in the more
acidic environment of the cancer cells, which resulted in

earlier paclitaxel release. Importantly, the cellular uptakes of
free paclitaxel and docetaxel, even after 48 h of incubation,
were significantly lower than the PAMAM-drug-trastuzumab
conjugates. This is in good agreement with our results obtain-
ed by MTT assay, as well as those of previous studies; for
example, Miyano et al. suggested that trastuzumab conjugated
to the KG6E dendrimer shows HER-2-specific binding, and a
consequent high rate of cellular internalisation (9). Other re-
ports have demonstrated the rapid internalisation of
trastuzumab-PAMAM (26) and trastuzumab-PLGA (27)
nanoparticle conjugates into HER-2-positive breast cancer
cells in comparison with free trastuzumab.

Confocal microscopy was used to confirm the intracellular
localisation of free paclitaxel, docetaxel and the PAMAM-ptx-
trastuzumab and PAMAM-doc-trastuzumab conjugates.
Incubation of HER-2 positive SKBR-3 and HER-2 negative
MCF-7 cells with 0.1 μM of the FITC modified compounds
was carried out for 24 h (Fig. 12). Both free drugs were inter-
nally localised in both cell lines to some extent; however, pac-
litaxel was found to be accumulated in the nucleus region in
contrast to docetaxel, which was located in the cytosol.
Although both conjugates were more concentrated in the nu-
cleus of HER-2-positive compared with negative cells,

Fig. 11 Cellular uptake of free
paclitaxel and PAMAM-ptx-
trastuzumab conjugate (upper pan-
el) and free docetaxel and PAMAM-
doc-trastuzumab conjugate (lower
panel) at a concentration of 0.1 μM
by MCF-7 and SKBR-3 cells after
incubation for 1, 2, 3, 4, 5, 24, and
48 h

Fig. 10 Hemotoxicity of paclitaxel, docetaxel, PAMAM-ptx-trastuzumab and
PAMAM-doc-trastuzumab conjugates. The results are presented as the mean
± standard deviation of three experiments
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accumulation of the PAMAM-ptx-trastuzumab conjugate was
observed in HER-2-negative cells (mainly in the lysosomes).
The key result of fluorescent imaging was the identification of
strong selective binding of the PAMAM-doc-trastuzumab
conjugate with HER-2-positive SKBR-3 cells only. To the
best of our knowledge, this is the first reported example of
the visualisation of PAMAM-ptx-trastuzumab and
PAMAM-doc-trastuzumab conjugate localisation within
HER-2-negative and positive cells.

Our results have a number of similarities with the findings of
Ma et al. (20). In their study, trastuzumab was covalently linked
to a PAMAM dendrimer via a bifunctional PEG linker, and
was internalised more efficiently by HER-2-positive BT474
cells than by HER-2-negative MCF-7 cells. Moreover, co-
localisation experiments indicated that the trastuzumab-
PAMAM conjugate was located in the cytoplasm (20). In other
studies, trastuzumab conjugated with the KG6E dendrimer
bound selectively to SKBR-3 cells, rather than to MCF-7 cells,
although the conjugate was internalised to the lysosomes (9).
Rodallec et al. confirmed the cellular uptake of docetaxel-
trastuzumab stealth immunoliposomes (ANC-1) in different
HER-2-positive cell lines, and found that ANC-1 was primarily

localised around the cell nuclei. However, ANC-1 showed in-
creased accumulation in SKBR-3 cells compared with the
MDA-MB-453 or MDA-MB-231 cell lines (22).

Covalent attachment of a humanised monoclonal antibody
trastuzumab to a G5 PAMAM dendrimer containing the drug
methotrexate (to form theG5-Fl-HN-MTXconjugate) has been
used in the treatment of skin, lung and breast cancer (18). Co-
localisation experiments carried out in HER2-expressing
MCA207 cell line have indicated that G5-Fl-HN-MTX was
localised in the late endosomes and lysosomes within 1 h of
exposure, but the most surprising result was the long residence
time (48 h) of the conjugate in the lysosomes. This may result in
the reduced cytotoxicity which is observed in the case of the G5-
Fl-HN-MTX conjugate. Our conjugates are free of such a dis-
advantage, as it is demonstrated by the results of theMTTassay.
Although the steric hindrance caused by covalent conjugation of
the antibody to the G5 PAMAM dendrimer may prevent intra-
cellular esterase enzymes from releasing the drug, the conjugate
is unable to affect its cytotoxic activities because of the extended
retention in the lysosomes. It was for this reason that we decided
to use a pH-dependent linker that allows the conjugate to disin-
tegrate in the acidic environment of the cancer cell.

Fig. 12 Confocal images of MCF-
7 and SKBR-3 cells treated with
0.1 μM free paclitaxel and PAMAM-
ptx-trastuzumab conjugate (upper
panel) and 0.1 μM free docetaxel
and PAMAM-doc-trastuzumab
conjugate (lower panel) for 24 h.
Paclitaxel, docetaxel and conjugates
accumulation imaged using (a) the
green channel, and (b) merged with
transmitted light
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In the literature there are many examples of improved
drug delivery as a promising strategy to optimise the effective-
ness of anticancer drugs while reducing the toxicity associated
with treatment. This study is the first step towards enhancing
our knowledge about the design of selective conjugates which
can be successfully used for targeted therapy.

CONCLUSION

Preclinical studies have demonstrated that HER-2 overex-
pression occurs in over 20% of breast carcinomas and is asso-
ciated with resistance to anticancer drugs such as paclitaxel
and docetaxel (28). Such studies have also reported the addi-
tive effects of synergistic interactions between trastuzumab
and taxanes (29). The present study presents the successful
synthesis and characterisation of the HER-2-targeted conju-
gates PAMAM-doc-trastuzumab and PAMAM-ptx-
trastuzumab. Analysis of the cytotoxicity, cellular uptake and
internalisation of the conjugates indicate that they represent
promising carriers for HER-2-expressing tumour-selective de-
livery. The observed selectivity is achieved not only through
the inclusion of trastuzumab, which binds and blocks HER-2,
but also through the selection of a pH-sensitive linker that
breaks in the tumour environment to allow PAMAM-drug
conjugate release. Both conjugates show potential as drug
delivery systems enhancing the therapeutic index and reduc-
ing the required dosage of anticancer drugs. In our opinion
these conjugates might be superior for in vivo application due
to their increased toxicity for HER-2-positive breast cancer
due to specific targeting to tumor cells.
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FTIR analysis 

 

FTIR Spectroscopy is considered a suitable techniques for studying the interactions of drug 

with polymers. In the our studies we used FTIR spectroscopy to characterize the conjugates 

based on paclitaxel, docetaxel and PAMAM G4 dendrimers. FTIR spectra were collected 

using the Nicolet 6700 Series FTIR apparatus equipped with Omnic Program, at resolution of 

2cm-1. 

The FTIR spectrum of PAMAM-ptx is shown in Figure S1. The main peaks are as follows: 

N-H and OH stretching vibrations at 3424-3248 cm
-1

, methylene asymmetric and symmetric 

stretching vibrations at 2916-2869 cm
-1

. The signal connected witch C=O stretching vibration 

from the ester groups is situated at 1737 cm
-1

. The signal for amide bound is located at 1650 

cm
-1

, N-H bending of N-substituted amide at 1439 cm
-1

 and C-C bending at 1355cm
-1

. Ester 

bond stretching vibrations and C-N stretching vibrations are situated at 1244 cm
-1

 and 1295 

cm
-1 

respectively. The aromatic bonds are observed at 1019, 906 and 705 cm
-1

. The presence 

of new peaks at 951 and 705 cm
-1

 in the FTIR spectra of conjugate show the PAMAM-drug 

interactions. The peak at 951 cm
-1

 appears at higher frequency than in paclitaxel spectrum and 

this fact suggests the presence of interactions between the paclitaxel and dendrimers.  

 

 



2 

 

 
 

Figure S1. The FTIR spectrum of PAMAM-ptx. 

The FTIR spectrum of PAMAM-doc is shown in Figure S2. The main peaks are as follows: 

N-H and OH stretching vibrations at 3422cm
-1

, methylene asymmetric and symmetric 

stretching vibrations around 2920cm
-1

. The amide bound is located at 1647 cm
-1

, N-H bending 

of N-substituted amide at 1439 cm
-1

 and C-C bending at 1350 cm
-1

. Ester bond stretching 

vibrations and C-N stretching vibrations are situated at 1248 cm
-1

. A band corresponding to 

C-O bond is at 1109 cm
-1

. The aromatic bonds are observed at 1019 and 712 cm
-1

. The 

presence of new signals at 951 and 712 cm
-1

 in the FTIR spectra of conjugate are suggested 

about the PAMAM-drug interactions.  

 

 
 

Figure S2. The FTIR spectrum of PAMAM-doc. 
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The other peaks detected in the FTIR spectra of PAMAM-ptx and PAMAM-doc conjugates 

were assigned to the characteristic bonds presented in PAMAM molecules. Assignments of 

these peaks are summarized in Table S1. 

Table S1. FTIR analysis for PAMAM-ptx and PAMAM-doc conjugates. 

Spectral assignments PAMAM-ptx (cm
-1
) PAMAM-doc (cm

-1
) 

NH stretching vibrations 3424, 3248 3422 

CH stretching vibrations 2916, 2869 2920 

Amide I mode vibrations 1737 1647 

Amide II mode vibrations 1650 1650 

CH scissoring vibrations 1439 1439 

CH twisting vibrations 1313 1315 

 

 

DLS analysis 

 

Additionally, the hydrodynamic diameter (rh) of both conjugates was obtained by DLS experiments. 

Dynamic light scattering (DLS) measurements have been obtained using the Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments, Worcestershire, UK) at T = 37 °C, equipped with a 600 μL quartz batch 

cuvette (Hellma, Germany). The concentration of the samples was adjusted to 10 µM, to avoid the 

effect of particle-particle interactions on the diffusion coefficient. Results received previously for 

trastuzumab were included for comparison purposes (Table S2). 

Table S2. The experimental results of PAMAM-doc-trastuzumab and PAMAM-ptx-

trastuzumab hydrodynamic diameter. The rh values are presented as the mean ± standard 

deviation of six experiments.  

sample rh [nm] 

trastuzumab [s1] 5.20 ± 0.10 

trastuzumab [s2] 5.15 ± 0.08 

trastuzumab [s3] 5.30 ± 0.10 

PAMAM-doc-trastuzumab 14.83 ± 1.60 

PAMAM-ptx-trastuzumab 12.09 ± 0.61 
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Figure S3. The DLS spectra of PAMAM-doc-trastuzumab (upper) and PAMAM-ptx-

trastuzumab (lower). 
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Abstract: The strategy utilizing trastuzumab, a humanized monoclonal antibody against human
epidermal growth receptor 2 (HER-2), as a therapeutic agent in HER-2 positive breast cancer
therapy seems to have advantage over traditional chemotherapy, especially when given in
combination with anticancer drugs. However, the effectiveness of single antibody or antibody
conjugated with chemotherapeutics is still far from ideal. Antibody–dendrimer conjugates hold
the potential to improve the targeting and release of active substance at the tumor site. In the
present study, we developed and synthesized PAMAM dendrimer–trastuzumab conjugates carrying
doxorubicin (dox) specifically to cells overexpressing HER-2. 1HNMR, FTIR and RP-HPLC were
used to characterize the products and analyze their purity. Toxicity of PAMAM–trastuzumab and
PAMAM–dox–trastuzumab conjugates compared with free trastuzumab and doxorubicin towards
HER-2 positive (SKBR-3) and negative (MCF-7) human breast cancer cell lines was determined using
MTT assay. Furthermore, the cellular uptake and cellular localization were studied by flow cytometry
and confocal microscopy, respectively. A cytotoxicity profile of above mentioned compounds
indicated that conjugate PAMAM–dox–trastuzumab was more effective when compared to free drug
or the conjugate PAMAM–trastuzumab. Moreover, these results reveal that trastuzumab can be used
as a targeting agent in PAMAM–dox–trastuzumab conjugate. Therefore PAMAM–dox–trastuzumab
conjugate might be an interesting proposition which could lead to improvements in the effectiveness
of drug delivery systems for tumors that overexpress HER-2.

Keywords: PAMAM dendrimer; trastuzumab; HER-2; doxorubicin; tumor targeting

1. Introduction

According to World Health Organization (WHO) reports, breast cancer is the most common
tumor among every major ethnic group of women, with almost 1.7 million new cases diagnosed in
2012 [1]. Chemotherapy is the most frequent strategy used in the battle against malignant tumors,
however, it is not trouble-free. There are many reasons leading to failure of this treatment, although
the inability of anticancer agents to selectively target tumor cells remains the most considerable
impediment to successful chemotherapy. Thus, tumor-targeted drug delivery is one of the most
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thoroughly investigated research areas in terms of cancer and it is believed to be a solution to the
chemotherapy limitations, including low drug efficacy and high systemic side effects [2].

Monoclonal antibody-based cancer treatment has been developed as one of the successful
therapeutic and selective strategies [3]. The prime example of a monoclonal antibody used in
this approach is humanized anti-HER2 mAb trastuzumab (Herceptin) that plays a major role in
breast cancer treatment because human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2/neu/ErbB) gene
amplification or protein overexpression occurs in 20% to 25% of breast tumors. It makes it a potential
candidate for targeted antibody therapy since trastuzumab blocks the HER-2 by binding to domain
IV of an out-of-cell part of this protein, whereby inhibiting the excessive proliferation of tumor cells.
The antibody is frequently administered together with cytotoxic agents (i.e., taxanes or anthracyclines)
to increase the therapeutic efficacy [4,5]. However, the systemic toxicity of the anticancer drugs and/or
decrease in the receptor recognition are still a serious problem [6].

New solutions are sought in terms of selective delivery of therapeutic agents. Plenty of
nanoparticles such as hyperbranched polymers, liposomes, micelles or dendrimers are believed
to be good candidates to play this role [7]. Among them, PAMAM dendrimers attract considerable
interest. Numerous attractive features of PAMAM dendrimers such as monodispersity, nano-size
and globular shape, high solubility and reactivity, biocompatibility, availability of multiple functional
groups at the periphery, easy chemical modification and cavities in the interior distinguish them as
unique carriers. Thus, they are an extensively studied group of nanoparticles [8–13]. Formation of
stable covalent links between the surface groups of the dendrimer and a drug allows to protect the
active substance in the circulatory system and transport it, through the enhanced permeability and
retention effect (EPR), to the tumor environment, where, thanks to low pH, hydrolysis of covalent
bonds occurs and the drug can be released. It gives a chance to reduce a dose while maintaining the
same therapeutic effect. However, we decided to use PAMAM dendrimer not only as a carrier of
an anticancer drug but also as a connecting link between the monoclonal antibody trastuzumab and
antitumor agents. The presence of trastuzumab on the surface of the dendrimer–drug conjugate might
enhance transport of the active substance directly to cells overexpressing HER-2 [14–16].

To verify whether the increase in conjugate selectivity for the specific type of cancer can be
achieved, we synthesized a conjugate, in which we combined a protective effect of PAMAM G4
dendrimer, cytotoxic properties of doxorubicin [17] and targeted activity of trastuzumab. Our
research model consisted of HER-2 positive (SKBR-3) and negative (MCF-7) human breast cancer cell
lines. We performed a toxicity evaluation of PAMAM–trastuzumab and PAMAM–dox–trastuzumab
conjugates compared with free trastuzumab and doxorubicin. Subsequently, we checked the rate of
uptake into the cells and cellular localization of the studied compounds. Our results obtained for
the conjugate PAMAM–dox–trastuzumab showed an increase in the toxic efficiency towards HER-2
positive human breast cancer cells compared to the free drug or the conjugate PAMAM–trastuzumab.
To our knowledge, the proposed approach is novel and we hope that it can lead to improvements in
the effectiveness of the therapy of the most common women’s cancer.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

All chemical reagents were purchased from commercial suppliers. Solvents for the synthesis were
purchased from Sigma-Aldrich (Poznan, Poland). All cell culture reagents were purchased from Gibco®

(Life Technologies Polska Sp. z o. o., Warsaw, Poland). Flasks and multiwell plates for in vitro studies
were obtained from Nunc (Life Technologies Polska Sp. z o. o., Warsaw, Poland). Amine terminated
PAMAM G4 dendrimer, doxorubicin hydrochloride, PBS (phosphate buffered saline), FBS (fetal bovine
serum) and MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) were purchased from
Sigma-Aldrich. Trypan blue was purchased from Molecular Probes (Thermo Scientific™, Warsaw,
Poland). Herceptin (trastuzumab) was a gift from Roche Poland. Human breast adenocarcinoma’s cell
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lines: HER-2 negative (MCF-7 ATCC no. HTB-22) and HER-2 positive (SKBR-3 ATCC no. HTB-30)
were purchased from ATCC (LGC Standards Sp. z o. o., Lomianki, Poland).

2.2. Synthesis of PAMAM Doxorubicin Conjugate

Shortly, dox was dissolved in 3 mL of 0.1 M PBS at 25 ◦C. cis-Aconitic anhydride (CAA) was
dissolved in 500 µL of p-dioxane and slowly added to the dox solution while maintaining the reaction
mixture pH at 8.5. The solution was incubated with stirring for 20 min, and then for 20 min at
25 ◦C, in dark. Then, the reaction mixture was cooled on ice, supplemented with 100 mM HCl
until pH reached 3.0 and extracted by ethyl acetate. To the resulting dox–CAA in PBS (pH 6) was
added 5-fold molar excess of N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC),
and the mixture was stirred at 20 ◦C for 0.5 h, in dark. PAMAM G4 was dissolved in 1 mL of PBS,
pH 6.0, dox–CAA was added. The mixture was incubated with intensive stirring at 25 ◦C, pH 7.8,
for 12 h. The PAMAM G4–dox was purified by ultrafiltration on an Amicon Ultra-3K (molecular
weight cut-off, MWCO = 3 kDa, Sigma-Aldrich, Poznan, Poland). 1HNMR and FTIR was used to
analyze the purity of products and to ascertain the level of PAMAM and doxorubicin conjugation.
1HNMR spectra were recorded on Bruker Avance III DRX-600 and 500 MHz spectrometers (Poznan,
Poland), using deuterated D2O as solvents. The FTIR spectra were collected with a FTIR ATI Mattson
Spectrometer Spectrum (Middleton, MA, USA) and samples were measured as thin film in KBr crystals.
The analytical data can be found in the Supplementary Materials.

2.3. Synthesis of PAMAM–dox–trastuzumab Conjugate

The synthesis of PAMAM doxorubicin trastuzumab conjugate was performed using a method
invented by us (patent pending P.421439).

Activation of trastuzumab: SMCC was dissolved in a small volume of DMF, and diluted by adding
0.1 M PBS (phosphate buffered saline) pH 7.6, which contains 5 mM EDTA to obtain 1 mg/mL.
The solution was added to trastuzumab. The mixture was incubated for 1 h at room temperature (RT).
In the next steps crude mixture was purified and buffer-exchanged into PBS pH 7.0, with Amicon
Ultra-30 K column (MWCO = 30 kDa).

Introduction of thiol groups for the PAMAM G4 dendrimer surface: Traut’s reagent converts primary
amine into thiol in the range of pH 7–10, however its half-life in solution decreases as the pH increases.
Modification with Traut’s reagent (2-iminothiolane) is very efficient and occurs rapidly at slightly basic
pH. To introduce thiol groups into G4 dendrimer surface, the primary amine groups were reacted with
a 10:1 mole excess of Traut’s reagent in 0.1 M PBS buffer, at room temperature under N2 for 1 h pH 8.0.
Thiolated PAMAM G4 was purified and buffer exchanged into PBS, pH 7.0 by ultrafiltration on an
Amicon Ultra-3 K column.

The reaction of the modified PAMAM G4 dendrimer with the activated trastuzumab: Derivatized
trastuzumab was reacted with thiolated PAMAM G4 dendrimer at a 1:12 molar ratio. The reaction
was conducted in PBS, pH 7.0 at 25 ◦C for 24 h. Finally, PAMAM–trastuzumab conjugate was purified
from excess thiolated PAMAM G4 by Amicon Ultra-30 K (MWCO 30 kDa). The final stoichiometric
ratio for PAMAM–dox–trastuzumab conjugate was 1:1:1.

Reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) was used to analyze the
purity of products and to ascertain the level of PAMAM and trastuzumab conjugation. Solvents used
for HPLC analysis were at the HPLC grade; iPrOH, MeOH, MeCN was from Sigma-Aldrich (Poznan,
Poland), trifluoroacetic acid from J.T.Baker®(9470) and Milli-Q water. All experiments were performed
on two FPLC/HPLC systems: (1) AKTA Purifier two pumps system equipped with UV-900 monitoring
(GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA), pH and conductivity probe and fraction collector
Frac-920 (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA). Analysis using AKTA was performed at
room temperature 25 ◦C. (2) Shimadzu Prominence UFLC system equipped with LC-20AD isocratic
pumps (Shimadzu Scientific Instruments Incorporated, Columbia, MD, USA) with RF-20A fluorescence
detector (Shimadzu Scientific Instruments Incorporated, Columbia, MD, USA), SPD-M20A diode array
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detector (Shimadzu Scientific Instruments Incorporated, Columbia, MD, USA) for UV–Vis monitoring
and CTO-20ASvp column oven (Shimadzu Scientific Instruments Incorporated, Columbia, MD, USA)
that was setup at 75 ◦C. Initially, SOURCE uRPC C2/C18 ST 4.6/100 column (Pharmacia Biotech,
SanJose, CA, USA) was used, but it appeared to be too hydrophobic for dendrimer and antibody
analysis, therefore for all presented results Jupiter 4u Proteo 90A 2.0/100 column (Phenomenex Inc.,
Torrance, CA, USA) was used. The analytical data can be found in the Supplementary Materials.

2.4. Cell Culture

HER-2 negative human breast adenocarcinoma (MCF7) cell line was grown in DMEM medium
supplemented with GlutaMAX and 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS). HER-2 positive human breast
adenocarcinoma (SKBR3) cell line was grown in McCoy’s 5 medium supplemented GlutaMAX and 10%
(v/v) fetal bovine serum (FBS). Cells were cultured in T-75 culture flasks in a humidified atmosphere
containing 5.0% CO2 at 37 ◦C and subcultured every 2 or 3 days. Cells were harvested and used in
experiments after obtaining 80–90% confluence. The number of viable cells was determined by the
trypan blue exclusion assay with the use of Countess Automated Cell Counter (Invitrogen). Cells were
seeded in flat bottom 96-well plates at a density of 2.0 × 104 cells/well in 100 µL of an appropriate
medium. After seeding, plates were incubated for 24 h in a humidified atmosphere containing 5.0%
CO2 at 37 ◦C to allow cells to attach to the plates.

2.5. Determination of Cytotoxicity

The influence of the PAMAM dendrimer conjugates and pure doxorubicin on the cell viability
was determined with the use of the MTT-assay. Briefly, to the 96-well plates containing cells at the
density of 2.0 × 104 cells/well in medium different concentrations of all compounds were added. Cells
were incubated with the dendrimer for 24 h in a 37 ◦C humidified atmosphere containing 5.0% CO2.
After the incubation period, cells were washed with phosphate buffered saline (PBS). Next, 50 µL
of a 0.5 mg/mL solution of MTT in PBS was added to each well and cells were further incubated
under normal culture conditions for 4 h. After incubation, the residue MTT solution was removed
and the obtained formazan precipitate was dissolved in DMSO (100 µL/well). The conversion of the
tetrazolium salt (MTT) to a colored formazan by mitochondrial and cytosolic dehydrogenases is a
marker of cell viability. Before the absorbance measurement, plates were shaken for 1 min and the
absorbance at 570 nm was measured on the PowerWave HT Microplate Spectrophotometer (BioTek,
Winooski, VT, USA).

2.6. Cellular Uptake Detection

In vitro uptake studies were carried out using fluorescent doxorubicin and PAMAM–dox–trastuzumab
conjugate. The compounds were added at a concentration of 1 µM to the 12-well plates containing
cells at the density of 1.5 × 104 cells/well (SKBR-3, MCF-7). Cells were incubated with the compounds
for a specific time in a range from 1 h to 48 h in humidified atmosphere containing 5.0% CO2 at 37 ◦C.
After the appropriate incubation period, cells were washed with PBS, suspended in 500 µL of medium
and immediately analyzed with a Becton Dickinson LSR II flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) using a blue laser (488 nm) and PE bandpass filter (575/26 nm).

2.7. Confocal Microscopy

Confocal microscopy images were obtained under 6300× magnification with Zeiss LSM 780
microscope equipped with 405 nm laser diode and InTune excitation laser system (Carl Zeiss Inc.,
Oberkochen, Germany). Cells at the density of 1 × 104 cells/well (SKBR-3) and 0.75 × 104 cells/well
(MCF-7) were seeded on 96-well glass-bottom plates and incubated with 1 µM doxorubicin or
PAMAM–dox–trastuzumab conjugate for 24 h in 37 ◦C humidified atmosphere containing 5.0%
CO2. After the incubation, cells were cooled on ice and washed once with cold phosphate buffered
saline (PBS) to inhibit endocytosis. Cell nuclei were stained with DAPI in PBS for 10 min. Stained cells
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were imaged to visualize fluorescence of doxorubicin in far-red channel (excitation 595 nm, emission
600–740 nm) and nuclei in blue channel (excitation 405 nm, emission 410–470 nm).

2.8. Statistical Analysis

Data were expressed as mean ± SD. Analysis of variance (ANOVA) with the Tukey post hoc test
was used for results comparison. All statistics were calculated using the Statistica software (version12,
StatSoft, Tulsa, OK, USA, 2013), and p values < 0.05 were considered significant.

3. Results and Discussion

3.1. Synthesis and Characterization of PAMAM–trastuzumab and PAMAM–dox–trastuzumab Conjugates

The main drawback of most breast cancer treatments is high systemic toxicity, which leads to
side effects. To overcome this nonspecific cytotoxicity, we synthesized a conjugate consisting of
three components, each of them playing a different role: (1) trastuzumab provides specificity against
human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2) that overexpresses in various cancer, including
breast cancer; (2) doxorubicin provides cytotoxic effect; and (3) PAMAM dendrimer protects the
whole conjugate in the circulatory system and, when linked with doxorubicin via pH-sensitive linker,
provides drug release in tumor environment. Yabbarov et al. confirmed the dependence of release of
doxorubicin on decreasing pH [18]. It has been observed that pH-dependent linkage is hydrolyzed and
the drug is released in the environment of the tumor, which allows for the controlled administration
of the active substance in the chosen site using the natural properties of tumor cells: fast metabolism
and the acidic pH. We decided to combine doxorubicin and PAMAM dendrimer using cis-aconitic
anhydride (CAA) [19]. Figure 1 presents the steps of PAMAM–dox–trastuzumab conjugate synthesis.
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The chemical structure of PAMAM–dox was characterized by 1HNMR analysis and FTIR
spectroscopy. The analytical data can be found in the Supplementary Materials.

In the next step, the PAMAM–dox conjugate was connected to the monoclonal antibody.
To accomplish this, we used a succinimidyl 4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate (SMCC)
linker. The SMCC is a convenient crosslinking agent for the amino and thiol groups. The NHS esters
react with primary amines to form stable amide bonds and maleimide part reacts with sulfhydryl
groups to form stable thioethers. Therefore, to carry out this reaction, we had to modify amine PAMAM
dendrimer groups into thiols. For this purpose, the Traut’s reagent was used. Modification with Traut’s
reagent (2-iminothiolane) is very efficient and rapidly. It occurs at slightly basic pH [20].

To characterize the conjugates, we used FPLC/HPLC analysis. Reverse phase high performance
liquid chromatography (RP-HPLC) was used to analyze the purity of products and to ascertain the
level of PAMAM and trastuzumab conjugation. The water/acetonitrile elution system was used
initially, but better performance was achieved with following: A: 0.1% TFA in water; and B: 70% iPrOH,
20% MeCN, and 0.1% TFA in water. The typical gradient contained 0–80% B for 30 min 80–100% B
in 5 min, 100% B for 10 min and 100–0% B in 5 min, as shown in Figure 2. Samples were typically
injected as 20–100 µg of material suspended in 100 µL buffer A. As reported before, main absorption
for PAMAM dendrimer is at 214 nm and this wavelength was used as well as 280 nm for the protein.
However, we also monitored at 254 nm for a potential contamination. Additionally, Shimadzu diode
array system provided us with UV profiles (200–600 nm was used). This allowed us to ascertain the
purity of PAMAM dendrimer, absorbing at 220 nm as also reported before. The analytical data can be
found in the Supplementary Materials.

In the second step, analysis of trastuzumab was carried out. Analysis was performed on UFLC
system (two LC-20ADXP isocratic pumps, a CTO-20AS column oven with DIOD array UV–Vis
monitoring) at 75 ◦C. The elution system was as before: A: 0.1% TFA in water; B: 70% iPrOH, 20%
MeCN, and 0.1% TFA in water. In the gradient 0–80% for 30 min, the main product (as monitored
at 280 nm) appeared at 18.3 min. The UV profile of the main signal shows absorbance at 277 nm,
as expected characteristic for proteins (Figure 2B).
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Finally, PAMAM–dox–trastuzumab conjugate was analyzed. Profile analysis showed an
absorption at 280 nm. Analysis was carried out as before at 75 ◦C, in: A: 0.1% TFA in water; and B: 70%
iPrOH, 20% MeCN, and 0.1% TFA in water; and the gradient 0–80% for 30 min, injected 100 µg. The UV
profile of the signal at 21 min shows three signals (Figure 3B). As expected, the absorbance signals at
276, 504 and 540 nm are characteristic for protein (the first) and doxorubicin (the last two signals).
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3.2. In Vitro Studies

Two breast cancer cell lines (MCF-7 and SKBR-3) were used to study the anticancer activity of
PAMAM–trastuzumab and PAMAM–dox–trastuzumab conjugates compared with free trastuzumab
and doxorubicin. The cell lines were selected for their immunological profile. SKBR-3 cells are
HER-2 positive while MCF-7 cells are HER-2 negative. Cytotoxicity was assessed using MTT assay
to understand contribution of the above-mentioned compounds in targeting HER-2 positive breast
cancer (Figure 4). The measurements were made after 24 and 48 h of incubation and additionally after
24 h incubation with the drug and 24 h incubation after removal of the drug (24–24 h). The addition of
this incubation variant allows the assessment of cell damage and mortality after the drug is removed
from the system.

Polymers 2018, 10, x FOR PEER REVIEW  7 of 11 

 

 
Figure 3. (A) RP-HPLC profile of PAMAM–dox–trastuzumab conjugate analysis; and (B) UV profile 
of the signal at 21 min. 

3.2. In Vitro Studies 

Two breast cancer cell lines (MCF-7 and SKBR-3) were used to study the anticancer activity of 
PAMAM–trastuzumab and PAMAM–dox–trastuzumab conjugates compared with free 
trastuzumab and doxorubicin. The cell lines were selected for their immunological profile. SKBR-3 
cells are HER-2 positive while MCF-7 cells are HER-2 negative. Cytotoxicity was assessed using 
MTT assay to understand contribution of the above-mentioned compounds in targeting HER-2 
positive breast cancer (Figure 4). The measurements were made after 24 and 48 h of incubation and 
additionally after 24 h incubation with the drug and 24 h incubation after removal of the drug (24–24 
h). The addition of this incubation variant allows the assessment of cell damage and mortality after 
the drug is removed from the system. 

 
Figure 4. Influence of trastuzumab (green rhombus), doxorubicin (red triangles), PAMAM–
trastuzumab (green squares) and PAMAM–dox–trastuzumab (red spheres) conjugates on the 
viability of MCF-7 and SKBR-3 cells assessed by MTT assay. 

The cytotoxicity profile clearly indicates that free trastuzumab was inefficient in the tested 
concentration range but the conjugation of antibody with PAMAM dendrimer improved that 
cytotoxic effect. The observed effect was more pronounced for SKBR-3 cells than MCF-7 cells due to 

Figure 4. Influence of trastuzumab (green rhombus), doxorubicin (red triangles), PAMAM–trastuzumab
(green squares) and PAMAM–dox–trastuzumab (red spheres) conjugates on the viability of MCF-7 and
SKBR-3 cells assessed by MTT assay.
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The cytotoxicity profile clearly indicates that free trastuzumab was inefficient in the tested
concentration range but the conjugation of antibody with PAMAM dendrimer improved that
cytotoxic effect. The observed effect was more pronounced for SKBR-3 cells than MCF-7 cells
due to selective adhesion of the conjugate to cells overexpressing the HER-2. Moreover, the
addition of doxorubicin, which is often administered in alternating cycles with trastuzumab, to
PAMAM–trastuzumab conjugate enhanced the therapeutic effect and the selectivity, which was
particularly noticed after 48 h of incubation. The IC50 values (Table 1) for SKBR-3 cells demonstrated
that PAMAM–dox–trastuzumab conjugate (0.003 ± 0.002 µmol/L) showed rise in selectivity and
therapeutic effect when compared not only to PAMAM–trastuzumab conjugate (0.41 ± 0.06 µmol/L)
but also to the free drug (0.342 ± 0.127 µmol/L). It indicates that there is a possibility of dose reduction
while maintaining a therapeutic effect and selectivity, which can protect from cardiotoxicity caused by
doxorubicin. Our results obtained for the conjugate PAMAM–dox–trastuzumab are unique because
they show a synergistic effect and an increase in the toxic efficiency towards to HER-2 positive cells
compared to the free drug or the conjugate PAMAM–trastuzumab and a decrease in the toxic efficiency
towards to HER-2 negative cells. Recently, the effectiveness of dendrimer with conjugated monoclonal
antibody and anticancer drug (docetaxel) has been also observed by Kulhari et al. [21]. These results
demonstrate that trastuzumab can specifically target and deliver anticancer to HER2-positive cells.

Table 1. Comparison of IC50 value for trastuzumab, doxorubicin, PAMAM–trastuzumab and
PAMAM–dox–trastuzumab conjugates in two breast cancer cell lines. The IC50 values are presented as
mean ± S.D. of three experiments.

MCF-7
24 h

MCF-7
24 h–24 h

MCF-7
48 h

SKBR-3
24 h

SKBR-3
24 h–24 h

SKBR-3
48 h

Trastuzumab >100 >100 >100 >100 >100 >100

PAMAM–trastuzumab 32.46 ± 4.47 * 11.31 ± 4.06 * 11.92 ± 4.08 * 4.29 ± 0.06 * 2.81 ± 1.52 * 0.41 ± 0.06 *

Dox 9.20 ± 1.23 1.37 ± 1.61 1.10 ± 1.23 0.77 ± 0.16 0.19 ± 0.08 0.34 ± 0.13

PAMAM–dox–
trastuzumab 38.40 ± 5.73 8.17 ± 4.85 14.86 ± 5.37 2.81 ± 0.74 0.14 ± 0.04 0.003 ± 0.002 *

* Statistically significant difference towards free drug at p < 0.05.

To analyze cellular uptake of doxorubicin and PAMAM–dox–trastuzumab conjugate by flow
cytometry, cells were incubated with the compounds at concentration of 1 µM. Incubation times varied
from 1 h to 48 h. The fluorescence could be observed because doxorubicin itself has an intrinsic
fluorescence, which paradoxically makes it an imaging agent. All tested cell lines accumulated both
compounds rapidly, although the largest amount was observed in SKBR-3 cells (Figure 5). In the case
of MCF-7 cells, after 48 h incubation, the fluorescence intensity, which is directly proportional to the
doxorubicin concentration, was considerably lower after treatment with PAMAM–dox–trastuzumab
conjugate than with free doxorubicin. As expected, the effect was quite the opposite in terms of SKBR-3
cells, where uptake of PAMAM–dox–trastuzumab conjugate was higher than the free drug, which is
in great agreement with our results obtained by MTT assay. This outcome corresponds to previous
reports that PAMAM–methotrexate–trastuzumab specifically internalize in breast cancer cell line
overexpressing HER-2 (MCA207-HER-2) [20]. This finding suggests that synthesis of HER-2-targeted
dendrimer–drug conjugate can find applications in tumor-targeted drug delivery.

The increase in fluorescence intensity observed upon incubation of cells with the drug and
conjugate may occur due to two processes: an uptake of the compounds within the cells or binding
of them to the outer layer of cell membranes. To make certain that analyzed compounds actually
localized in the cells, confocal microscopy was used as a visualization technique. Again, this method
was based on the fluorescence of the doxorubicin. The concentration of the doxorubicin remained the
same and equaled 1 µM. Confocal images are presented in Figure 6.
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SKBR-3 cells, conjugate was internalized to cell nucleus while in MCF-7 cells was almost not present 
there, which was in parallel with our cytotoxicity and uptake studies. Furthermore, trastuzumab 
labeled by doxorubicin was visible on the surface of the cells and in the cytoplasm. Interestingly, the 
interaction of the monoclonal antibody and only a small amount of doxorubicin, which binds to 
nucleic acids, was needed to ensure high efficacy of the conjugate. To the best of our knowledge, this 
the first example of the study of the localization of PAMAM–dox–trastuzumab in the cells. Others 
researchers were investigating the internalization of dendrimer–antibody conjugate in the cells. 
Miyano et al. used PAMAM G6 dendrimers modified on the surface with lysine and glutamic acid 
(KG6E) and with attached trastuzumab [22]. Studies with this conjugate were also carried out on two 
human breast cancer cell lines: SKBR-3 (HER-2 positive) and MCF-7 (HER-2 negative). After 1 h 

Figure 5. Cellular uptake of free doxorubicin and PAMAM–dox–trastuzumab conjugate at a
concentration of 1 µM by MCF-7 (blue triangles) and SKBR-3 (red rhombus/squares) cells after
incubation for 1, 2, 3, 4, 5, 24, and 48 h.
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Figure 6. Confocal images of MCF-7 and SKBR-3 cells treated with 1 µM free doxorubicin and
PAMAM–dox–trastuzumab conjugate for 24 h. Following doxorubicin and conjugate accumulation
(red channel) (A), cells were rinsed once with PBS and stained with DAPI to visualize cell nucleus (blue
channel) (B). The size of the scale bar is 10 nm.

Images confirm internal localization of the compounds. As expected, free doxorubicin was
localized internally in all tested cell lines but when it comes to PAMAM–dox–trastuzumab conjugate,
some differences in localization can be observed between tested cell lines. In the case of SKBR-3
cells, conjugate was internalized to cell nucleus while in MCF-7 cells was almost not present
there, which was in parallel with our cytotoxicity and uptake studies. Furthermore, trastuzumab
labeled by doxorubicin was visible on the surface of the cells and in the cytoplasm. Interestingly,
the interaction of the monoclonal antibody and only a small amount of doxorubicin, which binds
to nucleic acids, was needed to ensure high efficacy of the conjugate. To the best of our knowledge,
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this the first example of the study of the localization of PAMAM–dox–trastuzumab in the cells.
Others researchers were investigating the internalization of dendrimer–antibody conjugate in the cells.
Miyano et al. used PAMAM G6 dendrimers modified on the surface with lysine and glutamic acid
(KG6E) and with attached trastuzumab [22]. Studies with this conjugate were also carried out on
two human breast cancer cell lines: SKBR-3 (HER-2 positive) and MCF-7 (HER-2 negative). After 1 h
incubation at 4 ◦C, KG6E–trastuzumab–Alexa Fluor 488 conjugate was selectively bound to SKBR-3
cells, rather than MCF-7. Moreover, the conjugate was internalized to lysosomes. In other studies,
trastuzumab was covalently linked to a PAMAM dendrimer via bifunctional polyethylene glycol
(PEG) and tested towards to two cell lines BT474 (HER-2 positive) cells and MCF-7 (HER-2 negative)
cells [23]. These in vitro studies demonstrated that PAMAM–trastuzumab conjugate was taken up by
HER-2-overexpressing BT474 cells more efficiently than MCF-7 cells that expressed lower levels of
HER-2. Co-localization experiments indicated that trastuzumab-conjugated PAMAM was located in
the cytoplasm. These findings provide utilizable information for design conjugate for targeted therapy.

4. Conclusions

In summary, we have successfully synthesized and characterized HER-2 targeted
PAMAM–dox–trastuzumab conjugate. The in vitro cytotoxicity, cellular uptake and internalization
studies indicate that this conjugate is a promising carrier for HER-2-expressing tumor-selective delivery.
The selectivity is not only due to trastuzumab that binds to human epidermal growth factor receptor 2
but also due to pH-sensitive linker between dendrimer and doxorubicin that in the tumor environment
breaks allowing to drug release. PAMAM–dox–trastuzumab conjugate can find application in the drug
delivery system and enhance the therapeutic index of anticancer drug while reducing its dose.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-4360/10/2/187/s1,
Figure S1: The 1HNMR spectrum of PAMAM-dox conjugate, Figure S2: The FTIR spectrum of PAMAM-dox,
Figure S3: RP-HPLC profile of PAMAM G4, trastuzumab and PAMAM–dox–trastuzumab conjugate analysis.
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Abstract  

The strategy utilizing trastuzumab, a humanized monoclonal antibody against human epidermal 

growth receptor 2 (HER-2), as a therapeutic agent in HER-2 positive breast cancer therapy seems to 

have advantage over traditional chemotherapy especially when given in combination with 

anticancer drugs. However, the effectiveness of single antibody or antibody conjugated with 

chemotherapeutics is still far from ideal. Antibody-dendrimer conjugates hold the potential to 

improve the targeting and release of active substance at the tumor site. In the present study, we 

developed and synthesized PAMAM dendrimer-trastuzumab conjugates carrying doxorubicin (dox) 

specifically to cells overexpressing HER-2. 
1
HNMR, FTIR and RP-HPLC was used to analyze the 

charakterize the products and to analyze their purity. Toxicity of PAMAM-trastuzumab and 

PAMAM-dox-trastuzumab conjugates compared with free trastuzumab and doxorubicin, towards 

HER-2 positive (SKBR-3) and negative (MCF-7) human breast cancer cell lines was determined 

using MTT assay. Furthermore, the cellular uptake and cellular localization were studied by flow 

cytometry and confocal microscopy, respectively. A cytotoxicity profile of above mentioned 

compounds indicated that conjugate PAMAM-dox-trastuzumab was more effective when compared 

to free drug or the conjugate PAMAM-trastuzumab. Moreover, these results reveal that trastuzumab 

can be used as a targeting agent in PAMAM-dox-trastuzumab conjugate. Therefore PAMAM-dox-

trastuzumab conjugate might be an interesting proposition which could lead to improvements in the 

effectiveness of drug delivery systems for tumors that overexpress HER-2. 

 

 



2 

 

Synthesis of PAMAM doxorubicin conjugate 

 

 
1
HNMR and FTIR was used to analyze the purity of PAMAM-dox conjugate. 

1
HNMR spectra 

were recorded on Bruker Avance III DRX-600 and 500 MHz spectrometers, using deuterated D2O 

as solvents. The FTIR spectra were collected with a FTIR ATI Mattson Spectrometer Spectrum and 

samples were measured as thin film in KBr crystals. 

As shown in Figure S1, the peaks at 7.7 ppm resulted from aryl groups and 5.15 ppm, 0.94 ppm for 

alkyl group of the doxorubicin. The 6.5 ppm signal refers to the CAA linker. The peaks at 2.2-3.2 

ppm correspond to protons of PAMAM dendrimer.  

 

 

Figure S1. The 
1
HNMR spectrum of PAMAM-dox conjugate 

 

According to FTIR, the typical peak attributed to NH groups of the conjugate was observed at 1637 

cm
-1

. The broad band at 3416 cm
-1

 corresponds to O-H. The N-H bond from PAMAM appears at 

1550, 1465, 1364 cm
-1

. The bands at 2849, 2837 cm
-1

 and 1153 cm
-1

 are attributed to C-H and C-O-

C groups of doxorubicin respectively. In the IR spectrum of PEG- dox the peak at 3416 cm
-1

 is 

attributed to OH and N-H groups. The FTIR spectrum of PAMAM-dox is shown on the Figure S2. 
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Figure S2. The FTIR spectrum of PAMAM-dox  

 

2. Synthesis of PAMAM-dox-trastuzumab conjugate 

 

Reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) was used to analyze the purity 

of products and to ascertain the level of PAMAM, PAMAM-dox and trastuzumab conjugation 

(Figure S3). Solvents used for HPLC analysis were at the HPLC grade; 
i
PrOH, MeOH, MeCN was 

from Sigma-Aldrich, trifluoroacetic acid from J.T.Baker (9470) and Milli-Q water. All experiments 

were performed on two FPLC/HPLC systems: (1) AKTA Purifier two pumps system equipped with 

UV-900 monitoring, pH and conductivity probe and fraction collector Frac-920. Analysis using 

AKTA was performed at room temperature 25
o
C, (2) Shimadzu Prominence UFLC system 

equipped with LC-20AD isocratic pumps with RF-20A fluorescence detector, SPD-M20A diode 

array detector for UV-Vis monitoring and CTO-20ASvp column oven that was setup at 75
o
C. 

Initially SOURCE uRPC C2/C18 ST 4.6/100 column was used, but it appeared to be too 

hydrophobic for dendrimer and antibody analysis, therefore for all presented results Jupiter 4u 

Proteo 90A 2.0/100 column was used.  

Figure S3. shows RP-HPLC profile of PAMAM analysis performed on AKTA Purifier system with 

constant UV monitoring at 3 wavelengths (220, 240 and 280 nm), pH and conductivity at 25
o
C. The 

elution system was optimized and finally contained A: 0.1% TFA in water, B: 70% 
i
PrOH, 20% 

MeCN, 0.1% TFA in water. In the gradient 0-80% for 30 min the main product (PAMAM 

dendrimer) appeared at 5.8 min with the purity estimated for 96.8%.  
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Figure S3. RP-HPLC profile of PAMAM G4, trastuzumab and PAMAM-dox-trastuzumab 

conjugate analysis 
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Summary
Breast cancer is the most frequently occurring cancer in women. It has been confirmed that ap-
proximately 30% of patients have overexpression of human epidermal growth factor 2 (HER2) on 
the surface of tumor cells. Trastuzumab – a recombinant, humanized monoclonal antibody – is di-
rected against this receptor. Its use in traditional chemotherapy (with anthracyclines or taxanes) 
causes an increase of therapy efficiency. However, the systemic toxicity of the anticancer drugs 
is still a serious problem. Therefore, new solutions are sought, especially in the field of selective 
drug transport to tumor cells. Dendrimers are composed of a core and branches. They are the best-

Streszczenie
Rak piersi to najczęściej występujący nowotwór u kobiet. Dane literaturowe potwierdzają, iż 
u około 30% pacjentek występuje nadekspresja receptora nabłonkowego czynnika wzrostu 
HER2 (Human Epidermal Growth Factor 2) na powierzchni komórek nowotworowych. Przeciw-
ko białku HER2 skierowany jest trastuzumab - rekombinowane, humanizowane przeciwciało 
monoklonalne. Wzbogacenie nim tradycyjnej chemioterapii, z zastosowaniem antracyklin czy 
taksonów, zwiększa skuteczność leczenia. Jednak ogólnoustrojowa toksyczność samych leków 
nadal stanowi poważny problem. Z tego powodu poszukuje się nowych rozwiązań, zwłaszcza 
na poziomie selektywnego transportu leku do komórki nowotworowej.
Dendrymery, zbudowane z rdzenia oraz promieniście odchodzących od niego gałęzi, są jedną 
z najlepiej poznanych grup nanocząsteczek. Liczne publikacje wskazały, iż mogą być wykorzy-
stane jako nośniki różnego typu cząsteczek, m.in. leków przeciwnowotworowych. Ich rozgałę-
ziona struktura zapewnia skuteczną ochronę przed przedwczesnym uwalnianiem leku w ukła-
dzie krążenia, dzięki czemu istnieje szansa na zmniejszenie dawki przy zachowaniu zbliżonego 
działania terapeutycznego i jednoczesnym obniżeniu toksyczności leku względem komórek 
prawidłowych. Ponadto modyfikacja powierzchni dendrymeru przeciwciałem monoklonalnym 
zapewnia skutek terapii celowanej. Dlatego tak ważna jest synteza koniugatów trastuzumabu, 
dendrymerów oraz leków przeciwnowotworowych. W pracy przedstawiono przegląd publika-
cji dotyczący zastosowania trastuzumabu in vitro, in vivo oraz wykorzystania go w badaniach 
klinicznych, a także najnowsze osiągnięcia z pogranicza biologii i chemii, których celem jest 
stworzenie idealnego przenośnika, mogącego znaleźć zastosowanie w terapii celowanej.

dendrymery PAMAM • trastuzumab • rak piersi • przeciwciało

Przeciwciało monoklonalne trastuzumab 
i dendrymery w terapii celowanej raka piersi

Trastuzumab – a monoclonal antibody – and dendrimers 
in a targeted therapy for breast cancer
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Wstęp

Procesy, takie jak różnicowanie, proliferacja czy apopto-
za są ściśle regulowane w każdej żywej komórce i zależą 
w znacznym stopniu od czynników zewnętrznych akty-
wujących wewnątrzkomórkowy szlak transdukcji sygna-
łów. Akumulacja mutacji w komórkach nowotworowych 
jest bezpośrednią przyczyną zaburzeń w przekaźnictwie, 
czego konsekwencją jest niekontrolowany podział komó-
rek nowotworowych oraz brak reakcji na sygnały, które 
w warunkach prawidłowych aktywują szlaki apoptotycz-
ne. Poznając etiologię chorób nowotworowych stwier-
dza się, że jednym z najczęściej występujących zaburzeń 
w przekaźnictwie sygnałów jest szlak związany z rodziną 
receptora naskórkowego czynnika wzrostu EGFR (Epider-
mal Growth Factor Receptor) [23]. 

U około 30% pacjentek, u których potwierdzono raka pier-
si zaobserwowano również nadekspresję receptora ludz-
kiego naskórkowego czynnika wzrostu typu 2 (HER2, Hu-
man Epidermal Growth Factor Receptor 2) na powierzchni 
komórek nowotworowych [8]. Receptor ten, w literaturze 
opisywany za pomocą skrótów: NEU; CD340; ERBB2; MLN 
19; HER-2/neu pełni bardzo ważną funkcję w kontroli 
prawidłowego podziału komórki czy regulacji procesu 
apoptozy. 

Gen ERBB2 kodujący białko HER2 jest protoonkogenem 
i leży na długim ramieniu siedemnastego chromosomu 
(17q12). Jego zwielokrotnienie (amplifikacja) jest przy-
czyną nadmiernej ekspresji białka HER2 w komórce no-
wotworowej. Uważa się, że jedna trzecia z rozpoznanych 
przypadków raka piersi ma zbyt wiele kopii tego genu, 
czego naturalną konsekwencją jest nadekspresja recep-

tora HER2 [11,68]. Anomalia ta niesie za sobą poważne 
konsekwencje, ponieważ prowadzi do szybszego wzrostu 
raka oraz agresywniejszego przebiegu choroby. Udowod-
nione, iż nowotwory z nadekspresją receptora HER2 wy-
kazują także większą lekooporność [74], dlatego decydując 
o sposobie leczenia raka piersi tak ważne jest aby zbadać 
liczbę kopii genu ERBB2, a co się z tym wiąże ocenić „zło-
śliwość” nowotworu oraz szanse pacjentki na wyleczenie. 
Jeśli liczba kopii genu ERBB2 przekroczy 4 zakłada się, że 
nastąpiła amplifikacja. Jako kryteria oceny kopii genu, 
przyjmuje się następującą klasyfikację:

• poniżej 4 kopii genu/komórkę – brak amplifikacji,
• 5-10 kopii genu/komórkę – niska amplifikacja,
•  powyżej 10 kopii genu/komórkę – wysoka amplifika-

cja [51].

Powstające w wyniku ekspresji genu ERBB2 białko należy 
do rodziny czterech, transbłonowych, silnie ze sobą zwią-
zanych oraz wchodzących w interakcje receptorów, tj.: 

•  ERBB1 (HER2, EGFR)
•  ERBB2 (HER2)
•  ERBB3 (HER3)
•  ERBB4 (HER4)

Wszystkie cztery receptory należą do transbłonowych bia-
łek i zawierają wiążącą ligand domenę zewnątrzkomórkową, 
domenę transbłonową oraz domenę wewnątrzkomórkową 
wykazującą aktywność kinazową [12]. Po związaniu HER2 
z ligandem receptor ulega homo- lub heterodimeryzacji bę-
dącej skutkiem autofosforylacji reszt tyrozyny w domenie 
cytoplazmatycznej. Reakcja uruchamia wiele szlaków sy-
gnałowych, tj.: kinaz białkowych aktywowanych mitogenem 
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(MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinases) [44], fosfolipaz 
Cg, kinaz białkowych C (PKC, Protein Kinase C) oraz akty-
watora transkrypcji (STAT, Signal Transducers and Activa-
tors of Transcription). Konsekwencją zwiększenia gęstości 
występowania receptora HER2 na powierzchni komórki jest 
ekspresja białek biorących udział w proliferacji, przeżyciu 
i migracji komórek, a także zapoczątkowanie procesu angio-
genezy, będącego pierwszym etapem prowadzącym do prze-
rzutowania [45]. Rycina 1 przedstawia mechanizm działania 
i nadekspresji receptora HER2 w komórce.

Trastuzumab to rekombinowane, humanizowane prze-
ciwciało mononoklonalne (mAb, Monoclonal Antibody) 
klasy IgG1 wybiórczo łączące się z EGFR2. Wiążąc się z IV 
domeną zewnątrzkomórkowej części białka HER2 trastu-
zumab blokuje receptor hamując nadmierną proliferację 
komórek guza. Wyniki badań sugerują, że zahamowanie 
proliferacji jest rezultatem zatrzymania cyklu komórko-
wego w fazie G1 [35,37]. 

Zaobserwowano również, iż trastuzumab jest silnym me-
diatorem cytotoksyczności zależnej od przeciwciał (ADCC, 
Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity) [1,34].

Badania in vitro 

Potrzeba obniżenia toksyczności stosowanych leków 
przeciwnowotworowych, przy jednoczesnym zwiększe-
niu ich skuteczności, zaowocowała wzrostem zaintereso-
wania badaniami nad terapią celowaną z zastosowaniem 
przeciwciał monoklonalnych [24].

Dotychczas zbadano wpływ trastuzumabu m.in. na ży-
wotność komórek (test tetrazoliowy), cykl komórkowy 
(barwienie jodkiem propidyny), apoptozę (kaspazy eg-
zekutorowe i aneksyna V), ekspresję receptora HER2 na 
powierzchni komórek SK-BR3 oraz receptora estrogeno-
wego na powierzchni komórek gruczołowego raka sutka 
(MCF-7), przy jednoczesnej kontroli wpływu dwóch en-
dogennych ligandów: czynnika wzrostu naskórka (EGF) 
i hereguliny-β1 (HRG-β1). Zaobserwowano, że przeży-
walność komórek SK-BR3 zmniejsza się po ekspozycji na 
trastuzumab. Jest to związane ze spadkiem względnej 
gęstości receptora HER2 oraz zatrzymaniem cyklu w fazie 
G1, wspieranych przez cytostatyczne działanie trastuzu-
mabu. Ilość aktywnego receptora HER2 jest znacznie re-
dukowana przez trastuzumab, EGF i heregulinę-β1 [35]. 

Liu i wsp. zbadali wpływ kombinacji przeciwciała MM-
121/SAR256212 oraz trastuzumabu [33]. MM-121/
SAR256212 to ludzkie przeciwciało skierowane przeciwko 
nadekspresji receptora HER3. Do badania przeżywalności 
wykorzystano metodę MTS (z użyciem 3-(4,5-dimetylot-
iazol-2-ylo)-5-(karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-
2H-tetrazolu). Za pomocą cytometrii przepływowej doko-
nywano oceny cyklu komórkowego, a metodę Western 
blot zastosowano do wykrycia ekspresji białek na po-
wierzchni komórek nowotworowych. Okazało się, że 
przeciwciało MM-121/SAR256212 w znacznym stopniu 
wzmacnia hamujący wpływ trastuzumabu na dwie ba-
dane linie komórkowe raka piersi (SK-BR3 i BT474). Prze-
ciwciało MM-121 podane w połączeniu z trastuzumabem 
powodowało znaczący spadek ekspresji ufosforylowanych 

  

Ryc. 1. Mechanizm działania nadekspresji HER 2
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białek ERBB3 (P-ERBB3) i AKT (P-AKT). Stosowane jed-
nocześnie przeciwciała nie indukowały jednak apoptozy 
w liniach komórkowych opornych na działanie trastuzu-
mabu, a jedynie prowadziły do zatrzymania cyklu w fazie 
G1. Natomiast obserwowano zwiększenie ekspresji białka 
p27kipl [33]. 

Interesujące okazały się wyniki barwienia immunohisto-
chemicznego (IHC, Immunohistochemistry), cytometrii 
przepływowej, PCR w czasie rzeczywistym oraz ocena 
amplifikacji genu za pomocą fluorescencyjnej hybrydy-
zacji in situ (FISH, Fluorescent in situ Hybridization), któ-
re wykazały znaczący wpływ trastuzumabu podawanego 
z innym przeciwciałem monoklonalnym - pertuzuma-
bem, którego działanie jest skierowane również przeciw-
ko receptorowi HER2, na liniach komórkowych raka piersi 
USPC ARK-1, USPC ARK-2, USPC ARK-3, USPC ARK-4, USPC 
ARK-5 i USPC ARK-6. Trzy z badanych linii komórkowych 
wykazały amplifikację genu C-ERBB2 oraz wysoką eks-
presję receptora HER2 [26]. Obserwowana cytotoksycz-
ność trastuzumabu i pertuzumabu oceniona na podstawie 
wyników proliferacji była na podobnym poziomie, choć 
przeciwciała podane jednocześnie hamowały w znacznym 
stopniu proliferację badanych komórek oraz indukowały 
cytotoksyczność zależną od ich stężenia [7].

Obecnie prowadzi się badania nad pochodną trastuzu-
mabu, trastuzumab-DM1 (T-DM1), stosowaną w przy-
padku nabycia przez komórki nowotworowe oporności 
na leczenie tradycyjnym przeciwciałem. W eksperymen-
tach in vitro wykorzystano linie komórkowe: UACC-893, 
MDA-453 i JIMT-1. Do badania przeżywalności komórek 
zastosowano test AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). Zaobserwowano, że pochodna w znaczący sposób 
hamuje przeżywalność HER2-dodatnich komórek nowo-
tworowych opornych na trastuzumab. Ponadto T-DM1, 
podobnie jak trastuzumab, wywołuje selektywną cyto-
toksyczność [4].

W raku piersi trastuzumab podawany jest z taksanami 
[28], dlatego też prowadzone są badania mające na celu 
ocenę synergistycznego działania przeciwciała podawa-
nego z paklitakselem lub docetakselem. Niestety otrzy-
mane wyniki IC50 oraz wartości IC30-IC70 nie potwierdziły 
synergistycznego działania leków i przeciwciała, a zale-
dwie ich addytywny wpływ na badane linie komórkowe 
MCF-7, MDA-MB453 i SK-BR3 [47]. 

Natomiast synergiczną cytotoksyczność trastuzumabu 
względem linii komórkowej SK-BR3 obserwowano po po-
daniu przeciwciała w połączeniu z lekami, takimi jak: tio-
tepa, cisplatyna, etopozyd. Addytywne interakcje były 
obserwowane również dla doksorubicyny i metotraksatu. 
Podczas gdy interakcje fluorouracylu z trastuzumabem 
wykazywały charakter antagonistyczny [56]. 

Badania innego zespołu wykazały, iż trastuzumab hamu-
je klonalny wzrost komórek BT-474 już w dawce 0,5-2,5 
nM oraz SK-BR3 w dawce 0,5-10 nM i w mniejszym stop-
niu komórek raka jajnika (w dawce 10-100 nM). W terapii 

skojarzonej trastuzumabu i paklitakselu obserwowano 
wzmocnienie przeciwnowotworowego efektu odpowied-
nio o 67% w przypadku komórek BT-474, 50% dla linii SK-
-BR3 i o 32% dla linii raka jajnika SK-OV3 [6].

Terapia skojarzona trastuzumabu i leków antyestroge-
nowych może nasilać hamowanie wzrostu niektórych 
rodzajów guzów [59]. Trastuzumab w  dawce 0,05-0,2 
mg/l podany w połączeniu z tamoksyfenem (w stężeniu 
0,5-5μM) będącym selektywnym modulatorem recepto-
ra estrogenowego (SERM, Selective Estrogen Receptor 
Modulators), znacząco wzmacniał przeciwnowotworowe 
działanie leku wobec HER2-opornej linii komórkowej BT-
474 [80]. Trastuzumab podawany z fulystrantem - innym 
antyestrogenowym lekiem - hamował wzrost komórek 
raka piersi linii ML-20. Natomiast nie obserwowano efektu 
terapeutycznego w przypadku linii komórkowych niewy-
kazujących ekspresji receptora estrogenowego, charak-
teryzujących się niską ekspresją receptora HER2 (KPL-4, 
MDA-MB-231) [41].

Podobnie podanie CP461 (inhibitora fosfodiesterazy cGTP 
stosowanego w przypadku raka prostaty) z trastuzuma-
bem spowodowało hamowanie proliferacji oraz genera-
cję procesu apoptozy. Komórki linii BT-474 wykazujące 
nadekspresję HER2 traktowane trastuzumabem i CP461 
wykazywały wzrost inhibicji, w przeciwieństwie do ko-
mórek linii MDA-MB-435S, wykazujących niską ekspresję 
receptora EGFR2. Jednoczesne podanie obu aktywnych 
substancji hamowało wzrost komórek linii SK-BR3 i BT-
474 i dodatkowo powodowało fragmentację DNA w ko-
mórkach SK-BR3 [78].

Badania in vivo

Zastosowanie modeli zwierzęcych, bardziej złożonych niż 
model komórkowy, stanowi kolejny etap badań związków, 
które wykazują potencjalne działanie przeciwnowotwo-
rowe względem linii komórkowych. Możliwość wykona-
nia heterogennych przeszczepów komórek ludzkich no-
wotworów do organizmów zwierzęcych daje badaczom 
unikalną możliwość sprawdzenia skuteczności przeciw-
nowotworowego działania badanych związków in vivo.

Baselg i  wsp. zaobserwował korelację między podaną 
in vivo dawką trastuzumabu, a efektywnością działania 
przeciwnowotworowego. Grupie 24 myszy pozbawionym 
grasicy, z uprzednio wykonanym heteroprzeszczepem 
ludzkich komórek raka piersi wykazujących nadekspresję 
receptora HER2 podawano w dawkach: 0,1, 0,3 i 1 mg/kg 
masy ciała, dootrzewnowo jeden raz na tydzień przez 5 ty-
godni przeciwciało, które hamowało wzrost guza wprost 
proporcjonalnie do podanej dawki w 25, 40 i 80% w porów-
naniu do myszy, którym podawano przeciwciała kontrolne 
(1 mg/kg dootrzewnowo) nieswoistej rekombinowanej 
immunoglobuliny [6]. 

Myszom z utrwalonymi heteroprzeszczepami nowotwo-
rowymi komórek linii BT-474 podawano trastuzumab 
dootrzewnowo w dawce 0,3 mg/kg masy ciała dwa razy 
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w tygodniu przez 5 tygodni w monoterapii lub w połą-
czeniu z doksorubicyną lub paklitakselem. Monotera-
pia trastuzumabem, doksorubicyną oraz paklitakselem 
spowodowała zmniejszenie objętości guza odpowiednio 
o 36, 27 i 35%. Dopiero zastosowanie trastuzumabu w po-
łączeniu z paklitakselem, stosowanym w dawce 10 mg/
kg i podawanym dożylnie w pierwszym i czwartym dniu 
leczenia redukowało objętość guza o 93%, w porównaniu 
z grupą kontrolną. Natomiast trastuzumab w połączeniu 
z doksorubicyną podawany dożylnie w stężeniu 10 mg/
kg zahamował wzrost guza o 70% [56]. 

Wyniki innych badań wykazały, iż leczenie trastuzuma-
bem wraz z paklitakselem powoduje znaczące zahamo-
wanie wzrostu guza nawet po podaniu niższych dawek 
paklitakselu (5 lub 10 mg/kg). Trastuzumab w połączeniu 
z doksorubicyną, cyklofosfamidem, metotreksatem [71], 
etopozydem lub winblastyną [20] zmniejszał wielkość 
guza u myszy pozbawionych grasic, z heteroprzeszcze-
pami ludzkich komórek raka piersi wykazującymi na-
dekspresję receptora HER2. Jednak zaobserwowano, iż 
nie było to synergistyczne, gdy leki podawano w różnym 
czasie. Ponadto, gdy doksorubicyna była podawana jako 
pierwsza to działanie z trastuzumabem było antagoni-
styczne [80]. 

Leahy i wsp. wykazali, iż guzy z nadekspresją HER2 wy-
kazują zahamowanie wzrostu ilości zewnątrzkomórko-
wej domeny (ECD, Extracellular Domain) HER2 jako sku-
tek leczenia trastuzumabem [20]. Związek między masą 
guza, ekspresją ECD i odpowiedzią na terapię liposomal-
ną doksorubicyną (100 μg jeden raz w tygodniu) oraz 
trastuzumabem został sprawdzony na grupie 80 myszy 
z utrwalonym heteroprzeszczepem linii BT-474 i MCF7. 
Trastuzumab powodował zależny od dawki wzrost w po-
ziomie cyrkulacji HER2 ECD. Tak jak trastuzumab, lipo-
somalna doksorubicyna znacznie hamowała wzrost guza, 
ale w przeciwieństwie do trastuzumabu nie wykazywała 
znaczącego wpływu na zależność regresji między ilością 
ECD HER2 oraz objętością guza w odniesieniu do kontro-
lnego roztworu soli fizjologicznej [55]. 

ZastosoWania klinicZne

Trastuzumab został zarejestrowany w 2001 roku, począt-
kowo w  terapii rozsianego raka piersi z  nadekspresją 
HER2. Status rejestracyjny w Polsce w leczeniu uzupeł-
niającym, czyli adiuwantowym, raka piersi uzyskał w 2006 
roku [19]. Trastuzumab okazał się skuteczny w licznych 
badaniach klinicznych dotyczących raka piersi z nade-
kspresją HER2. Jego działanie polega na inhibicji sygnału 
do jądra komórkowego, w wyniku czego dochodzi do za-
hamowania proliferacji komórki. Dodatkowo uaktywnia 
cytostatyczną funkcję układu dopełniacza oraz przeciw-
ciał w stosunku do komórki HER2(+) [69,70]. Jego działanie 
może zostać dodatkowo wzmocnione poprzez inne leki 
cytostatyczne [76]. Obecność receptora HER2 stwierdza 
się prawie u 20% chorych na raka piersi [15]. Leczenie 
trastuzumabem może być zastosowane wyłącznie w tej 
grupie chorych. 

Trastuzumab początkowo stosowano u  chorych z  za-
awansowaną, rozsianą chorobą nowotworową po lecze-
niu pierwszego rzutu i po nawrocie. Liczne badania kli-
niczne potwierdziły skuteczność trastuzumabu w takich 
przypadkach terapii raka piersi. Cobleigh i wsp. podając 
chorym w II rzucie leczenia – czyli po niepowodzeniu 
leczenia I rzutu – w rozsiewie choroby nowotworowej 
odnotowali obiektywną odpowiedź u 15% chorych [64]. 
Następnie w 2001 r. Slamon i wsp. badając skuteczność 
leczenia paklitakselem lub programem AC (doksorubicyna 
z cyklofosfamidem) w połączeniu z trastuzumabem lub 
bez trastuzumabu uzyskali odpowiedź na leczenie odpo-
wiednio u 50% i 32% chorych (p <0,001) oraz wydłużenie 
czasu do progresji (PFS, Progression Free Survival) o 7,4 
miesiąca (p<0,001). To samo badanie wskazało również, 
że skojarzenie doksorubicyny z trastuzumabem wywo-
łuje dużą kardiotoksyczność, którą obserwowano u 27% 
chorych [64]. 

Biologia nowotworu z  nadekspresją HER2. Obecnie 
w  celu rozróżnienia rokowniczo-predykcyjnego raka 
piersi na podstawie fenotypu zobrazowanego w badaniu 
histopatologicznym i immunohistochemicznym podzie-
lono go na kilka podtypów. Wyróżnione następujące pod-
typy: luminalny A, luminalny B – HER ujemny, luminalny 
B HER dodatni, HER dodatni (nieluminalny), trójujemny 
(bazalny) oraz podtyp zawierający tzw. „specjalne typy 
histologiczne”. Podtypy wykazujące nadekspresję HER2 są 
uznawane za podtypy o rokowaniu pośrednim, gdyż mimo 
potencjalnie większej złośliwości wdrożone leczenie anty 
HER2 jest bardzo skuteczne [32,36,62,66].

Biologiczny rozwój nowotworów HER2(+) jest szybszy, 
szybsza jest proliferacja komórek, zwiększona angioge-
neza oraz inwazyjność, a  zmniejszona apoptoza. Raki 
HER2(+) są często niewidoczne w badaniu mammograficz-
nym, a zatem trudne do wykrycia we wczesnym stadium 
rozwoju guza. Fenotyp HER2(+) jest zazwyczaj stwierdza-
ny u młodszych chorych, komórki nowotworu mają za-
zwyczaj większe jądra komórkowe i liczniej występują 
figury podziału w polu widzenia mikroskopu. Częściej, 
w przypadku nadekspresji HER2, dochodzi do przerzutów 
do węzłów chłonnych i towarzyszy temu ujemny status 
receptorów estrogenowych i progesteronowych – pośred-
nio związany z gorszym rokowaniem [75]. 

Leczenie raka piersi z nadekspresją HER2. Analiza 107 
prac przeprowadzona przez zespół Ross, zawierająca po-
nad 40 000 obserwowanych chorych oraz inne prace wska-
zują, że do czasu wprowadzenia leczenia trastuzumabem 
obecność nadekspresji HER2 wiązała się ze zdecydowanie 
większą śmiertelnością w porównaniu z innymi podtypa-
mi raka piersi uwzględniając wiek, status społeczny, wiel-
kość guza, stan węzłów chłonnych, stopień złośliwości 
oraz status receptorowy [60,67].

W przypadkach HER2(+) raka piersi częściej dochodzi do 
wznów w miejscu operowanym, zarówno w przypadku 
chirurgicznego leczenia oszczędzającego jak i amputacji 
piersi. Częściej również dochodzi do powstawania prze-
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rzutów w płucach i w wątrobie, a rzadko guzy HER2(+) 
przerzutują do mózgu i kości [54]. Wprowadzenie celowa-
nego leczenia przeciw receptorowi HER2 zrewolucjonizo-
wało sposób leczenia raka piersi HER2(+) oraz sprawiło, że 
średnie przeżycie w rozsianym raku tego podtypu wynosi 
ponad 24 miesiące.

Obecnie trastuzumab jest stosowany zarówno w mono-
terapii jak i w połączeniu z innymi preparatami cyto-
statycznym lub z hormonoterapią. Najczęściej w terapii 
raka piersi łączy się paklitaksel i docetaksel. Skojarzenie 
jednoczasowe z antybiotykami antracyklinowymi, takimi 
jak epirubicyna i doksorubicyna, jest bardzo skuteczne, 
może jednak potęgować działania niepożądane w postaci 
wspomnianej dużej kardiotoksyczności.

Leczenie uzupełniające to leczenie pooperacyjne, którego 
zadaniem jest trwałe wyleczenie lub przynajmniej mak-
symalne wydłużenie czasu do progresji.

Podawanie leków dożylnie, ma za zadanie uzyskanie daw-
ki terapeutycznej we wszystkich tkankach organizmu jed-
nocześnie. Leczenie uzupełniające powinno się rozpocząć 
2-4 tygodnie po zabiegu najpóźniej 3 miesiące po operacji. 
Zalecany czas trwania terapii to 12 miesięcy lub do nawro-
tu choroby. Z powodu kardiotoksyczności trastuzumabu 
w połączeniu z antracyklinami zaleca się podawanie 4 
cykli AC. Następnie w kolejnych cyklach stosuje się po-
łączenie taksoidów z trastuzumabem (czyli paklitakselu 
z trastuzumabem lub docetakselu z trastuzumabem); sto-
sowane jest również połączenie docetakselu z karbopla-
tyną i z trastuzumabem [48,54,57,68]. 

Leczenie wstępne czyli neoadiuwantowe prowadzi się 
w terapii miejscowo lub regionalnie zaawansowanego nie-
operacyjnego pierwotnie raka piersi, kiedy wielkość guza 
przekracza 5 cm lub/i kiedy klinicznie i histopatologicz-
nie stwierdza się przerzuty do węzłów chłonnych łączące 
się w pakiety. W tych przypadkach celem poprawienia 
wyniku leczniczego, a nierzadko celem umożliwienia za-
biegu operacyjnego stosuje się leczenie wstępne. Według 
licznych opracowań oraz trzech dużych badań klinicz-
nych: NOAH, German Breast Group i MD. Anderson Can-
cer Center potwierdzono dużą skuteczność chemioterapii 
z dodatkiem trastuzumabu prowadzoną przez 6 miesięcy 
[31]. Uzyskano wyniki 37-65,2% - remisji całkowitych, 
która oznacza całkowitą patologiczną remisję. W niektó-
rych badaniach dodatek trastuzumabu podwajał odsetek 
całkowitych remisji, w stosunku do leczenia wyłącznie 
chemicznego. American Cancer Society zaleca leczenie 
neoadiuwantowe przy zastosowaniu paklitakselu z tra-
stuzumabem, a w dalszej kolejności 5-fluorouracylu z epi-
rubicyną i następnie cyklofosfamidu z trastuzumabem. 

Interesujące wyniki badania opisują Mittendorf i wsp., 
którzy grupę badaną - 143 chorych poddali leczeniu czte-
rema cyklami paklitakselu, a następnie trzema cyklami 
opartym na antracyklinach i półrocznemu leczeniu tra-
stuzumabem. 72 chorych czyli 50,3% uzyskało całkowitą 
remisję, częściową remisję stwierdzono u 61 chorych – 

42,7%, a brak remisji u 7 pacjentów, co stanowiło 4,9%. 
W analizie histopatologicznej chorych z częściowa remisją 
stwierdzono w 33% zmianę fenotypu raka na HER2(-). Ba-
danie to sugeruje konieczność pooperacyjnego powtór-
nego badania histopatologicznego również w zakresie 
statusu receptorowego HER2 [16].

Leczenie zaawansowanego raka piersi. W przypadkach 
miejscowo zaawansowanego lub rozsianego raka piersi 
HER2(+) zaleca się monoterapię lub leczenie skojarzone. 
Należy uwzględnić, że na tym etapie terapii częściej do-
chodzi do niepowodzenia prowadzonego leczenia. Sto-
sowane są zazwyczaj schematy oparte na trastuzumabie 
w połączeniu z doksorubicyną, epirubicyną i cyklofosfa-
midem lub paklitakselem [69]. Leczenie to wydłuża czas 
bez progresji. W rekomendacjach National Comprehen-
sive Cancer Network (NCCN) sugerowane są schematy 
łączące trastuzumab z paklitakselem, docetakselem, wi-
norelbiną, analogami platyny i kapecytabiną [13]. Inte-
resującym problemem jest podnoszona przez niektórych 
autorów sprawa zaprzestania podawania trastuzumabu 
w przypadku progresji choroby, która jest uwzględnio-
na we wskazaniach ogólnych. Wielu autorów podkreśla 
skuteczność stosowania leku po wystąpieniu progresji, 
sugerując zmianę skojarzonego cytostatyku [16,44,50], 
obawiając się, że po jego odstawieniu mogłoby dojść do 
gwałtownego nawrotu choroby. Sugerują wielomechani-
zmowe działanie leku nie tylko przez jego zwykły szlak 
metaboliczny, ale również przez synergistyczny wpływ na 
działanie cytostatyków, chociaż nie ma to potwierdzenia 
w analizie badań retrospektywnych prowadzonych przez 
innych autorów [25]. 

Pojawiająca się oporność na trastuzumab, o jak dotąd 
niewyjaśnionej etiologii, jest często przyczyną zaprze-
stania leczenia. Kardiotoksyczność stanowi niejedno-
krotnie przeciwwskazanie do jego podania lub kon-
tynuacji leczenia. W czasie leczenia trastuzumabem, 
jak i po jego zakończeniu należy monitorować czyn-
ność serca [48,69]. Mechanizm uszkodzenia mięśnia 
sercowego potęguje dysfunkcję spowodowaną przez 
antracykliny, których kardiotoksyczne działanie jest 
związane z  wywołaniem stresu oksydacyjnego [39]. 
Efektem kardiotoksycznym trastuzumabu jest upośle-
dzenie kurczliwości lewej komory serca obserwowane 
pod postacią zmniejszenia się frakcji wyrzutowej serca. 
W przypadku połączenia trastuzumabu z antracyklina-
mi, które dodatkowo zaburzają przewodnictwo pod po-
stacią zmian w elektrokardiogramie, arytmii, pogłębie-
nia zaburzeń kurczliwości lewej komory oraz zapalenie 
mięśnia sercowego, obserwowany niekorzystny efekt 
jest synergistyczny. U podstaw zaburzeń leży zakłóce-
nie przez trastuzumab szlaku sygnałowego w mięśniu 
sercowym, który jest zależny od HER2. Struktura mio-
cytu pozwala utrzymać właściwe przewodnictwo mię-
śnia sercowego, jego budowę i  funkcję polegającą na 
kurczliwości oraz chroni przed stresem oksydacyjnym. 
Uszkodzenie zależne od trastuzumabu polega na zmia-
nie geometrii, a przez to funkcji, białek strukturalnych 
komórki mięśnia sercowego, co upośledza kurczliwość 
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mięśnia. Uszkodzenie miocytów trastuzumabem spra-
wia, że stają się podatne na stres oksydacyjny wywoła-
ny przez antracykliny. 

W obserwacjach klinicznych Seidman i wsp. stwierdzili 
objawowe zmniejszenie rzutu serca u 27% chorych, z któ-
rych u 16% doszło do krytycznego uszkodzenia mięśnia 
sercowego III-IV w skali NYHA (New York Heart Asso-
ciation) przy jednoczesnym podawaniu doksorubicyny 
z trastuzumabem [63]. Uszkodzenie mięśnia sercowego 
objawia się podniesieniem stężenia troponiny w oso-
czu, co może być stosowane do jego monitorowania [17]. 
Uszkodzenie mięśnia sercowego przez samo leczenie 
trastuzumabem jest niezależne od dawki leku i pozo-
staje bezobjawowe zazwyczaj przez pierwsze 9 tygodni, 
co było punktem wyjścia do ustalenia harmonogramu 
badań kontrolnych [72]. Uszkodzenie miocytów spowo-
dowane trastuzumabem jest w większości przypadków 
odwracalne i ustępuje stopniowo po zaprzestaniu lecze-
nia. W badaniach Pereza i wsp. nad bezpieczeństwem 
stosowania chemioterapii w połączeniu z trastuzuma-
bem w grupie 2992 chorych udowodniono, że po ustą-
pieniu objawów klinicznych upośledzenia kurczliwości 
lewej komory serca można było powrócić do leczenia 
trastuzumabem u 50% pacjentów [57]. Mimo to ponowne 
włączenie leku należy dokładnie rozważyć i przeanali-
zować, czy ryzyko nawrotu choroby przewyższa ryzyko 
ciężkiego uszkodzenia serca. 

Obecnie w terapii anty-HER2 są stosowane inne prepa-
raty pertuzumab i lapatinib; trwają obserwacje i badania 
nad ich skutecznością oraz niepożądanymi działaniami.

Lapatinib jest inhibitorem kinazy tyrozynowej receptora 
EGFR i receptora HER2/neu (ERBB-2) komórek nowotwo-
rowych. Może być kojarzony z kapecytabiną, letrozolem 
i trastuzumabem. Spowodowane przez niego powikłania 
kardiologiczne występują rzadziej niż w przypadku tra-
stuzumabu i wynoszą 0,2-1,6% versus 0,4-3,8%. W przy-
padku tego chemioterapeutyku ważne są działania nie-
pożądane dotyczące układu pokarmowego oraz zespół 
dłoniowo-podeszwowy [39,57]. Humanizowane prze-
ciwciało monoklonalne skierowane przeciw receptoro-
wi HER2 - pertuzumab - obecnie nie jest zarejestrowane 
w Polsce, mimo to może być stosowane z trastuzumabem 
lub docetakselem. Ciężkie uszkodzenie funkcji lewej ko-
mory podczas podawania pertuzumabu stosowanego bez 
trastuzumabu wynosi 3,2-5%, a zastosowanych łącznie 
około 16%. Częstość występowania gorączki neutrope-
nicznej wynosi około 16% [42].

Zastosowanie przeciwciała monoklonalnego trastuzumab 
w terapii HER2(+) raków piersi przyniosło ogromny prze-
łom w leczeniu tego źle rokującego raka. Ze względu na 
to, że rak dotyka zazwyczaj młodszych kobiet pożądanym 
efektem jest uzyskanie jak najdłuższego czasu przeżycia 
całkowitego i czasu do nawrotu choroby. Słabym punk-

  

Ryc. 2. Mechanizmy transportu cząsteczek
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tem terapii anty-HER2 z użyciem trastuzumabu są jego 
działania niepożądane. Uszkodzenie serca występujące 
wskutek leczenia trastuzumabem oraz jego potęgowanie 
przy stosowaniu innych preparatów ciągle ograniczają 
jego stosowanie oraz skłaniają do modyfikowania terapii 
opartych na trastuzumabie. 

dendrymery jako nośniki trastuZumaBu

Poszukiwanie skutecznego, nietoksycznego dla komórek 
prawidłowych i taniego leku przeciwnowotworowego wy-
znacza nowe kierunki badań w dziedzinie onkologii. Do-
brze udokumentowane wyniki nad zastosowaniem den-
drymerów jako nośników leków przeciwnowotworowych 
[27] w sposób naturalny kierują uwagę badaczy na zasto-
sowanie dendrymerów jako ogniwa łączącego przeciwcia-
ło monoklonalne trastuzumab i leki przeciwnowotworo-
we. Ponieważ badania te dotyczą kilku ostatnich lat, nie 
ma wiele publikacji na ten temat. 

Dendrymery to organiczne związki chemiczne o bardzo 
regularnej budowie, składające się z rdzenia oraz promie-
niście odchodzących gałęzi (dendronów). Ich fenomen po-
lega na tym, że mogą transportować lek w dwojaki sposób: 
przez kowalencyjne związanie cząsteczek leku z grupami 
powierzchniowymi nanocząsteczki oraz ich enkapsulację 
w przestrzeniach między gałęziami polimeru [77]. Oprócz 
transportu leków przeciwnowotworowych te nanoczą-
steczki mogą przenosić wiele innych substancji, takich 
jak: znaczniki fluorescencyjne, fotouczulacze czy prze-
ciwciała monoklonalne (ryc. 2).

Obecność dużej liczby grup funkcyjnych na powierzch-
ni dendrymeru stwarza olbrzymie możliwości syntezy 
nie tylko koniugatów polimer-lek, ale również wiązania 
z powierzchnią dendrymeru innych cząsteczek mających 
bezpośredni wpływ na zwiększenie efektywności terapii 
i zminimalizowanie jej toksycznych skutków na komór-
ki prawidłowe. Zachęcające są wyniki badań, w których 
do modyfikowania powierzchni dendrymeru zastosowa-
no kwas foliowy. Modyfikacja ma na celu skuteczniejszy 
transport leku do komórki nowotworowej, ponieważ nie-
które nowotwory, w tym rak jajnika, wykazują nadekspre-
sję receptorów kwasu foliowego (FR, Folate Receptor) [40]. 

Konsekwencją postrzegania receptorów jako „wrót” pro-
wadzących do wnętrza komórki i stosowania substancji 
działających na nie jak „klucz” jest zastosowanie przeciw-
ciał. Utworzenie immunokoniugatów trastuzumab-den-
drymer-lek ma kilka podstawowych, choć zdecydowanie 
ważnych zalet. Po pierwsze lek jest chroniony przed wcze-
śniejszym uwalnianiem w układzie krwionośnym oraz 
zbyt szybką transformacją w wątrobie, w związku z tym 
istnieje możliwość ograniczenia dawki przy zachowaniu 
efektu terapeutycznego [5]. Po drugie, bezpośrednie uwal-
nianie substancji czynnej w środowisku guza pozwala 
uniknąć jej toksyczności na komórki prawidłowe, zwłasz-
cza kardiotoksyczności występującej u pacjentów po po-
daniu antracyklin oraz nefrotoksyczności wywoływanej 
taksanami stosowanymi w konwencjonalnej terapii no-

wotworów złośliwych. Zastosowanie koniugatu pozwala 
także uniknąć stosowania toksycznych rozpuszczalników 
oraz leków antyhistaminowych podawanych w czasie le-
czenia taksanami [2,14,73]. 

Obecność dokoniugowanego trastuzumabu do powierzch-
ni dendrymeru (ryc. 3) związanego z lekiem umożliwia 
skuteczny transport substancji aktywnej do wnętrza ko-
mórki, co zostało potwierdzone przez zastosowanie ko-
niugatów zmodyfikowanych powierzchniowo barwnikiem 
fluorescencyjnym.

Skuteczność przeciwciała monoklonalnego skoniugowa-
nego z dendrymerem potwierdziły badania in vitro Miy-
ano i wsp. Wykorzystali dendrymery PAMAM generacji 6 
modyfikowane powierzchniowo dwoma aminokwasami-
-lizyną i kwasem glutaminowym (KG6E). Do tak otrzy-
manych nanocząsteczek dokoniugowano trastuzumab 
oraz barwnik fluorescencyjny AlexaFlour 488. Badania 
z wykorzystaniem tego koniugatu były prowadzone na 
dwóch liniach komórkowych ludzkiego raka piersi: SK-
-BR3 (HER2-pozytywna) oraz MCF7 (HER2-negatywna). 
Wyniki potwierdziły skuteczność selektywnego wnikania 
koniugatu do komórek wykazujących nadekspresję recep-
tora HER2. Ponadto udowodniono, że koniugat kumulował 
się w lizosomach, gdzie na skutek działania lizosomalnych 
enzymów oraz niskiego pH były uwalniane z nanocząste-
czek leki przeciwnowotworowe [49]. 

Cline i wsp. przeprowadzili syntezę koniugatu dendryme-
ru PAMAM generacji 5 zmodyfikowanego powierzchniowo 
paklitakselem [22], natomiast Garea i wsp. skoniugowali 
z tym samym lekiem dendrymery PAMAM generacji 1,4 
i 6 [30]. 

Inna wieloetapowa synteza wykonana przez Majorosa 
i wsp. doprowadziła do uzyskania koniugatu dendrymeru 
PAMAM generacji 5 z paklitakselem. Do cząsteczki den-
drymeru została przyłączona fluoresceina (FITC, Fluore-
scein Isothiocyanate) oraz kwas foliowy pełniący funkcję 
wektora nakierowującego koniugat do komórek nowotwo-
rowych z nadekspresją receptora kwasu foliowego [43].

Równie interesujące okazały się wyniki badań zespołu 
Jamesa R. Bakera Jr., który zsyntezował koniugat den-
drymeru PAMAM generacji 5 z trastuzumabem i meto-
treksatem - lekiem stosowanym w leczeniu m.in. raka 
skóry, płuc i piersi. Obserwowano zwiększone wnikania 
koniugatu do komórki w porównaniu z wolnym lekiem. 
Toksyczność koniugatu względem komórek raka piersi li-
nii MCA207-HER2 była jednak nieco mniejsza w porówna-
niu z wolnym metotreksatem. Przypisano to powolnemu 
uwalnianiu się metotreksatu z koniugatu oraz długiemu 
okresowi przebywania nanocząsteczki połączonej z le-
kiem w lizosomie [64]. 

Istotne jest to, aby lek przyłączony kowalencyjnie do no-
śnika był szybko i selektywnie dostarczany oraz uwalnia-
ny w środowisku guza. Koniugaty dendrymerów PAMAM 
generacji 4 spełniają swoją funkcję, co wykazano prowa-



1321

Marcinkowska M. i wsp. – Przeciwciało monoklonalne trastuzumab i dendrymery...

dząc badania z koniugatem tego dendrymeru z doksorubi-
cyną. Lek z nanocząsteczką był związany za pomocą łącz-
nika cis-akonitynowego (CAA, Cis-Aconitic Anhydride). 
Zaobserwowano, że tego typu pH-zależne wiązanie ulega 
hydrolizie, a lek zostaje uwolniony w otoczeniu guza, co 
umożliwia kontrolowane podanie określonej ilości sub-
stancji aktywnej w wybranym miejscu. Badania Pei i wsp. 
wykazały, że w zależności od stopnia PEGylacji koniu-
gatu zachodzi w różnym stopniu jego kumulacja w ko-
mórkach nowotworowych. Badania były prowadzone na 
komórkach raka jajników (SKOV-3). Obecność koniugatu 
była obserwowana w lizosomach i późnych endosomach, 
a uwalniająca się doksorubicyna akumulowała się w ją-
drze komórki nowotworowej [83].Obserwowano również 
akumulacje koniugatu w guzach w warunkach in vivo. 

Badania Yabbarova i wsp. potwierdziły zależność uwalnia-
nej doksorubicyny od zmniejszającego się pH. Zaobser-
wowano, iż w warunkach fizjologicznych (pH=7,4, t=37oC) 
po 24 godzinach inkubacji z koniugatem dendrymeru PA-
MAM generacji 2 i doksorubicyny uwolniono zaledwie 8% 
leku. Wraz ze zmniejszającym się odczynem ilość uwal-
nianej substancji czynnej zwiększała się tak, że dla pH=6,0 
wynosiła 50%, dla pH=5,5 - 90%, a dla pH=5,0 - 93% [82].

W ostatnich latach zaobserwowano skuteczność terapii 
antynowotworowej będącej wynikiem połączenia właści-
wości przeciwciał monoklonalnych i nuklidów promienio-

twórczych. Mechanizm niszczenia komórek nowotworo-
wych z wykorzystaniem promieniowania jonizującego 
jest doskonale poznany, a jego zastosowanie leży u pod-
staw leczenia paliatywnego. Oprócz bezpośrednich skut-
ków działania promieniowania jonizującego, np. pęknię-
cia jedno- i dwuniciowe DNA można zaobserwować także 
skutki pośrednie, będące wynikiem radiolizy wody, a co 
za tym idzie nadprodukcji reaktywnych form tlenu (ROS, 
Reactive Oxygen Species). Dlatego radioterapia, podobnie 
jak inne tradycyjne metody walki z rakiem, jest obarczona 
działaniami niepożądanymi. Zastosowanie odpowiednich 
nuklidów promieniotwórczych oraz dobór przenośników 
pozwala uniknąć m.in. choroby popromiennej oraz zwięk-
sza skuteczność samej terapii. Zaobserwowano, że bardzo 
skuteczne jest połączenie izotopu promieniotwórczego 
z trastuzumabem. Radioimmunoterapię (RIT, Radioimmu-
notherapy) można podzielić na tradycyjną (conventional 
RIT) i tzw. „pretargeted RIT”. Tradycyjna radioimmunote-
rapia zakłada wprowadzenie do organizmu trastuzumabu 
związanego kowalencyjnie z izotopem [10]. „Pretargeted 
RIT” jest związana z dwoma etapami: w pierwszym dożyl-
nie jest podawane zmodyfikowane przeciwciało monoklo-
nalne. Po określonym czasie, gdy nastąpi jego maksymal-
na akumulacja w okolicy guza wykonuje się dożylny wlew 
zawierający substancję promieniotwórczą. Udowodniono, 
że radioaktywny izotop łączy się kowalencyjnie z prze-
ciwciałem po dostaniu się do komórek guza. Taka dwu-
etapowa metoda pozwala na zwiększenie skuteczności 

  
Ryc. 3. Schemat budowy koniugatu trastuzumabu
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leczenia, gdyż podawane substancje promieniotwórcze, 
o małej masie molowej (w porównaniu z przeciwciałem) 
znacznie szybciej docierają w okolicę guza, niż te kowa-
lencyjnie związane z trastuzumabem [61].

Inną modyfikacją tradycyjnej radioimmunoterapii jest 
wykorzystanie nanocząsteczek. Zespół naukowców 
z Uniwersytetu w Toronto przeprowadził badania, któ-
rych celem było porównanie znakowanego izotopem 
indu- 111In koniugatu dendrymeru PAMAM generacji 4 
i trastuzumabu połączonego z pierwiastkiem promie-
niotwórczym. Zarówno koniugat jak i samo przeciw-
ciało zostały uprzednio wzbogacone w sekwencję NLS 
(Nuclear Translocation Sequence) - peptyd zawierający 
duży procent aminokwasów kationowych. Niska energia 
izotopu 111In (poniżej 25 keV) oraz bardzo wysoki LET 
(Linear Energy Transfer) pozwala na transfer energii 
na odległości nano- i mikrometrów. Z tego powodu jest 
to stosunkowo bezpieczna metoda chroniąca pacjen-
tów przed skutkami napromieniowania zdrowych tka-
nek. Ponadto rozpad indu w okolicy guza jest związany 
z emisją promieniowania b-, co wpływa negatywnie na 
komórki nowotworowe, powodując pęknięcia dwunicio-
we (DSBs, Double-Strand Breaks) prowadzące do śmierci 
komórki w wyniku apoptozy. Wpływ promieniotwórcze-
go koniugatu trastuzumabu z dendrymerem oraz ra-
dioaktywnego przeciwciała badano na dwóch liniach 

komórkowych raka piersi. Zaobserwowano, że koniugat 
dendrymeru i przeciwciała wykazywał 2-4 razy większą 
aktywność wobec komórek SK-BR3 oraz 9 razy wobec 
komórek MDA-MB-231 niż samo przeciwciało połączone 
z pierwiastkiem promieniotwórczym [18].

podsumoWanie

Prowadzone badania jednoznacznie wskazują, iż użycie 
koniugatów nie tylko zwiększa skuteczność leczenia, ale 
również zmniejsza toksyczność terapeutyków względem 
komórek prawidłowych. Zastosowanie połączenia tra-
stuzumabu, dendrymeru i leków pozwala na uzyskanie 
efektu terapii celowanej oraz dostarczenie bezpośrednio 
do komórek nowotworowych wysokiej dawki leku, przy 
jednoczesnej rezygnacji z dotychczas stosowanych tok-
sycznych rozpuszczalników. Koniugaty są interesującą 
propozycją mogącą przynieść poprawę skuteczności tera-
pii najczęściej występującego nowotworu u kobiet, jakim 
jest nowotwór piersi. Jednak aby zastosować je w przy-
szłości w terapii przeciwnowotworowej niezbędne jest 
jeszcze wykonanie wielu badań.
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