Nanodiamenty: unikalne nanoczasteczki do zastosowania

w biomedycynie i biotechnologii

STRESZCZENIE

anodiamenty to bardzo drobne czastki diamentu, ktére ze wzgledu na swéj rozmiar

w skali nano, unikalne wlasciwosci fizykochemiczne oraz duzy stosunek fatwo mody-
fikowalnej chemicznie powierzchni do objetosci sa interesujace dla biologow, chemikow
i fizykow. Praca ta stanowi przeglad literatury na temat ich przygotowania, wlasciwosci i
perspektyw zwiazanych z mozliwoscig ich zastosowania w naukach biomedycznych. Wyso-
ka biokompatybilnosé nanodiamentéw, potwierdzona przez szereg badan in vivo i in vitro,
odréznia je od innych nanoczastek i pozwala na ich zastosowanie jako neutralnego systemu
transportu zwiazkow biologicznie czynnych. Takie nanoczastki mozna stosowac jako nosni-
ki peptydow, bialek, kwaséw nukleinowych, lekéw lub innych syntetycznych zwiazkow,
ktére spowoduja zamierzony efekt biologiczny w organizmie, w bioobrazowaniu i inzynie-
rii tkankowej. Obiecujace wyniki badani na r6znych modelach biologicznych sugeruja prak-
tyczne zastosowania rozwiazan nanotechnologicznych opartych na nanodiamentach.

WPROWADZENIE

Nanotechnologia jest obecnie jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych
si¢ nauk, obejmuje szereg technik zwigzanych z badaniem struktur o rozmia-
rach nanometrycznych, a wigec o wielkosci pojedynczych atoméw i ultradrob-
nych czasteczek. Sposrod wielu badanych nanoczasteczek na szczegélng uwage
zastuguja nanodiamenty (NDs, ang. nanodiamonds), co wynika z ich unikalnych
wlasciwosci fizyko-chemicznych odmiennych od ich odpowiednikéw w skali
makro. NDs naleza do rodziny nanoczasteczek weglowych, podobnie jak weglo-
we nanorurki, nanokulki, nanokropki, nanodruty oraz ich formy dendrytyczne
[1,2,18]. Powszechnie klasyfikuje sie je jako czasteczki o oktaedralnej strukturze
w zakresie wielkosci od 2 do 10 nanometréw [3]. NDs majg zdolnos¢ tworze-
nia agregatéw osiagajacych rozmiary rzedu setek nanometréow ze wzgledu na
obecnos¢ wegla sp? w strukturze ich powierzchni [4]. Oktaedralny ksztatt oraz
silne wigzania kowalencyjne pomiedzy atomami wegla w nanodiamentowej
krystalograficznej sieci warunkuja odpornos¢ mechaniczng, termiczng, chemicz-
na NDs, a takze zapewniajg bardzo korzystne wlasciwoséci magneto-optyczne
tych nanoczasteczek [3]. Wielkos¢ i struktura czasteczki, na ktéra przekladaja
sie wlasciwosci fizyko-chemiczne NDs zalezy od metody ich otrzymywania. Z
kolei, wlasciwosci fizyko-chemiczne maja decydujacy wplyw na praktyczne za-
stosowanie NDs w biomedycynie i biotechnologii [5].

OTRZYMYWANIE I OCZYSZCZANIE NANODIAMENTOW

Do niedawna NDs otrzymywano gléwnie trzema metodami stosujac: (1) che-
miczne osadzanie nanoczasteczek wegla z fazy gazowej (CVD, ang. chemical va-
por deposition), (2) metode wysokoci$nieniowej i wysokotemperaturowej syntezy
(HPHT, ang. high pressure, high temperature) w tloczniach hydraulicznych oraz (3)
metode kontrolowanej detonacji materialéw wybuchowych i wegla w postaci
mieszaniny o ujemnym bilansie tlenowym [3,6]. Ze wzgledu na zainteresowanie
mozliwoéciami aplikacyjnymi NDs, opracowano szereg nowych metod umozli-
wiajacych ich szybkie i wydajne pozyskiwanie, wykorzystujac w tym celu m.in.
mikroplazme [7], ablacje laserowa [8], wysokoenergetyczne mielenie kulowe mi-
krodiamentéw [9], chlorowanie weglikéw [10], kawitacje ultradZwiekowa [11],
czy wysokoenergetyczne napromieniowanie jonowe grafitu [12]. Strukturalna
stabilno$¢ oraz mozliwos¢ modyfikacji nanoczgsteczek determinowana jest w
duzej mierze rodzajem atoméw powierzchniowych [4]. NDs otrzymywane me-
toda detonacyjna charakteryzuje silnie zréznicowana pod wzgledem obecno-
sci grup funkcyjnych powierzchnia wiasciwa [13]. Obecnos¢ grup funkcyjnych
zawierajacych tlen, takich jak: grupy aldehydowe, amidowe, eterowe, estrowe,
hydroksylowe, karboksylowe, ketonowe, laktonowe, nitrowe oraz peroksydowe
na powierzchni NDs (Ryc. 1) sprawia, ze czasteczki te mimo fizyko-chemicznej
stabilnosci w szerokim zakresie srodowisk, podatne sg na réznego rodzaju che-
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Rycina 1. Grupy funkcyjne zawierajgce tlen na powierzchni nanodiamentu uta-
twiajace jego funkcjonalizacje.

miczne modyfikacje [5,14]. Wlasciwos¢ ta w polaczeniu z
ich duzym stosunkiem powierzchni do objetosci czyni NDs
atrakcyjnym obiektem badar naukowych w zakresie nauk
biomedycznych [3,5].

Ze wzgledu na perspektywe biomedycznego zastosowa-
nia NDs, muszg one cechowa¢ si¢ niezwykle wysoka czy-
stoécig [6]. Oczyszczanie przy uzyciu réznego rodzaju me-
tod jest wiec kluczowym etapem pozyskiwania NDs [5,15]
i ma najwieksze znaczenie w przypadku NDs otrzymywa-
nych droga detonacji, poniewaz sadza detonacyjna zawiera
NDs otoczone warstwa grafitu oraz czeSciowo utlenionym
amorficznym weglem wraz z zanieczyszczeniami w postaci
metali lub tlenkéw metali [16]. Niediamentowy grafitowy
wegiel wraz z innymi niepozadanymi zwigzkami moze
rowniez znajdowaé sie wewnatrz agregatéw NDs [5,17].
Stopien i rodzaj zanieczyszczen zaleza od parametréw de-
tonacji stosowanych podczas pozyskiwania NDs, takich
jak: zapalnik, rodzaj metalu stanowigcego éciane komory,
domieszki w chtodziwach lub zanieczyszczenia odczynnika
stosowanego w procesie detonacji [18]. Klasyczna metoda
oczyszczania NDs polega na zastosowaniu silnych, ciektych
utleniaczy, takich jak: kwas siarkowy oraz jego mieszanina
z bezwodnikiem chromowym lub kwasem azotowym, usu-
wajacymi zanieczyszczenia NDs tlenkami metali [1,4]. Naj-
bardziej skutecznym zwiazkiem usuwajacym zanieczysz-
czenia oraz rozbijajacym agregaty NDs jest fluorowodoér
[16]. Mimo wysokiej skutecznosci oczyszczania NDs za po-
moca utleniaczy metoda ta jest kosztowna oraz niebezpiecz-
na dla srodowiska [17]. Z tego wzgledu proponuje si¢ za-
stosowanie alternatywnych metod, takich jak oczyszczanie
NDs ozonem w podwyzszonej temperaturze, czy wykorzy-
stanie mikrofal [1,7,19]. W przypadku zanieczyszczeri NDs
metalami zalecane jest réwniez zastosowanie zwigzkéw
chelatujacych np. kwasu wersenowego [20]. Ze wzgledu
na wysoka odpornosé¢ termiczng NDs, proces oczyszczania
wspomaga czesto wysoka temperatura, rzedu 420°C [16].

MODYFIKACJA POWIERZCHNI I
FUNKCJONALIZACJA NANODIAMENTOW

Modyfikacja powierzchni NDs wymaga rozbicia utwo-
rzonych agregatéw NDs na pojedyncze nanoczasteczki [4].
W tym celu stosuje si¢ mielenie kulowe, mielenie strumie-
niowe, obrébke termiczna, sonikacje lub frezowanie matry-
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cowe [5,13,17,18,20,21]. Etap rozbicia agregatow polgczony
jest najczesciej z frakcjonowaniem otrzymanego materialu
poprzez jego dyspersje w odpowiednim separujacym roz-
tworze i wirowanie w gradiencie gestosci. Ta procedura po-
zwala na wyodrebnienie frakcji NDs o pozadanym zakresie
wielkosci [17,18]. Potwierdzenie powodzenia oczyszczania,
rozbicia agregatow NDs oraz ich frakcjonowania wedlug
wielkosci wymaga zastosowania dodatkowych technik np.
spektroskopii ramanowskiej, fourierowskiej spektroskopii
w podczerwieni, elektronowej mikroskopii skaningowej,
rentgenowskiej mikroskopii fotoelektronéw, wysokoroz-
dzielczej mikroskopii transmisyjnej lub rentgenografii
strukturalnej [4,13,17,18]. Techniki te pozwalajg na precy-
zyjna charakterystyke struktury, wielkosci oraz czystosci
otrzymanego materiatu [20,21].

Kluczowym etapem pozwalajacym na wykorzysta-
nie NDs w jakiejkolwiek dziedzinie biomedycyny jest
funkcjonalizacja ich powierzchni [3,4,5,14,17,18,20]. Duza
powierzchnia wtasciwa ND oraz obecnos¢ na jego po-
wierzchni grup funkcyjnych zawierajacych tlen ulatwia
proces funkcjonalizacji [1,2]. Zdolnos¢ NDs do laczenia
sie¢ z réznego rodzaju grupami organicznymi umozliwia
przylaczanie biomolekut, takich jak: kwasy nukleinowe,
peptydy lub biatka oraz innych zwigzkéw biologicznie ak-
tywnych np. lekéw [3,14,17].

Jedna z najprostszych metod funkcjonalizacji jest nieko-
walencyjna funkcjonalizacja, w ktorej przytaczane substan-
¢je oddzialuja z powierzchnig NDs sitami elektrostatyczny-
mi, hydrofobowymi lub Van der Waalsa [1,17]. W tym przy-
padku powierzchnia nanoczasteczki zostaje owinieta przez
polipeptydy lub dtugotaricuchowe polimery [22]. Niekowa-
lencyjna funkcjonalizacja NDs zwigzkami powierzchniowo
czynnymi, zawierajacymi na swoich koricach grupy hydro-
filowe obdarzone tadunkiem zwigksza wiasciwosci dysper-
syjne koniugatéw w srodowisku wodnym [23].

Zadaniem kowalencyjnej funkcjonalizacji jest trwate
przylaczenie czasteczek do NDs za posrednictwem obec-
nych na ich powierzchni grup funkcyjnych [17]. Dane lite-
raturowe wskazuja na szereg réznego rodzaju reakcji che-
micznych umozliwiajacych przylaczanie okreslonych grup
[23]. Jedna z metod pozwalajacych na uzyskanie hydroksy-
lowanych NDs jest reakcja Fentona [24], w ktorej zastoso-
wanie mieszaniny siarczanu zelaza z nadtlenkiem wodoru
przyczynia sie nie tylko do wzbogacenia powierzchni NDs
w grupy hydroksylowe, lecz takze wspomaga usuwanie za-
nieczyszczen w postaci innych niz diament odmian wegla,
o czym $wiadczy wydzielanie dwutlenku wegla podczas re-
akcji [25]. Szerokie mozliwosci funkcjonalizacji powierzchni
NDs stwarza réwniez obecnosé¢ grup karboksylowych. W
tym przypadku atom wegla grupy karboksylowej zwiaza-
ny jest z rdzeniem ND za pomoca jednego wigzania kowa-
lencyjnego [26]. Modyfikacji tej mozna dokona¢ za pomocg
réznego rodzaju reakcji chemicznych stosujac utleniajace
kwasy mineralne np. kwas siarkowy, azotowy, nadchloro-
wy [17]. W wyniku 1aczenia grup karboksylowych z grupa-
mi aminowymi na powierzchni NDs w obecnosci odczyn-
nikéw aktywujacych powstaja amidy [20]. Obecnos¢ grup
aminowych moze réwniez by¢ wykorzystana do dalszej
funkcjonalizacji NDs np. tetrametylorodaming lub biotyna
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[27]. Wykazano silne wigzanie pomiedzy ujemnie natado-
wanymi karboksylanami na powierzchni NDs a dodatnio
naladowanymi grupami aminowymi zwiazkéw, takich jak:
katalaza, mioglobina, lizozym, albumina surowicy bydlecej,
polilizyna i cytochrom C [28,29,30]. Funkcjonalizacje NDs
czesto poprzedza modyfikacja ich powierzchni polegajaca
na przylaczeniu grup estrowych [31]. Reakcje estryfikacji
NDs zawierajacych grupe hydroksylowa przeprowadza sie
z wykorzystaniem chlorkow kwasow karboksylowych [32].
Z kolei traktowanie hydroksylowanych NDs chlorkami al-
kilowymi w obecnosci wodorku sodu prowadzi do otrzy-
mania wigzania eterowego [33]. W przypadku obecnosci
grupy karboksylowej na powierzchni NDs, wprowadzenia
grupy estrowej mozna dokonaé w reakcji z wodorotlenkami
w srodowisku kwasnym [34].

Obecnos¢ licznych grup funkcyjnych na powierzchni
NDs umozliwia wytworzenie koniugatéw NDs ze zwiaz-
kami bardziej ztozonymi np. z polimerami wykazujacymi
réznorodng aktywnosé chemiczng i biologiczna [3,17], np.
biokompatybilnym i biodegradowalnym glikolem poliety-
lenowym, polimerem kwasu mlekowego, kopolimerem
kwasu glikolowego i mlekowego, czy polimetakrylanem
metylu [35,36-39]. Powlekanie NDs polimerami o optymal-
nych wlasciwosciach hydrofilowych i neutralnym lub ujem-
nym fadunku zwieksza stabilnosé¢ koloidalng otrzymanych
komplekséw oraz uzdatnia je do zastosowania w srodowi-
sku fizjologicznym [40].

BIOKOMPATYBILNOSC NANODIAMENTOW

Praktyczne wykorzystanie NDs w biomedycynie i bio-
technologii wymusza koniecznoé¢ zbadania stopnia cyto-
toksycznosci tych nanoczgsteczek. Przeprowadzono szereg
badan in vitro oraz in vivo pozwalajacych na ocene toksycz-
nosci NDs w stosunku do okreslonych komoérek lub tka-
nek u réznych organizmoéw [3,14,15,17,18,20]. Wykazano,
ze NDs nie zaburzajg aktywnosci oksydacyjnej mitochon-
driéw ani syntezy ATP w komoérkach nerwiaka zarodko-
wego [41]. Przeprowadzono takze poréwnawcze badanie
toksycznosci nanomateriatéw weglowych, takich jak: NDs,
sadza weglowa, jednoscienne oraz wieloscienne nanorurki
weglowe na komoérkach nerwiaka zarodkowego oraz ma-
krofagach i wykazano, ze sposréd przebadanych nanoma-
terialéw najbardziej toksyczne byly jednoscienne nanorurki
weglowe, nieco mniejsza toksycznosé¢ wykazywaly nano-
rurki wielo$cienne, a nastepnie sadza weglowa, natomiast
NDs byty najmniej toksycznym nanomaterialem. Makrofa-
gi eksponowane na NDs nie wydzielaly reaktywnych form
tlenu, natomiast po ekspozycji tych komérek na nanorur-
ki wytwarzaly one duze ilosci tych wysoce reaktywnych
czasteczek [42]. W innym badaniu nie stwierdzono toksycz-
nego oddzialywania NDs na fibroblasty ptuc ptodu ludz-
kiego oraz komorki epitelialne ptuc, w przeciwienistwie do
cytotoksycznie dzialajacych nanorurek [43]. Nie wykryto
réwniez cytotoksycznej aktywnosci oraz wplywu NDs na
podzialy i réznicowanie ludzkich komoérek raka ptuc [44].
Dowiedziono, ze linia komérek nowotworowych HeLa po-
chtania NDs w o wiele wiekszym stopniu niz wielo$cienne
nanorurki czy tlenek grafenu, a toksycznosé NDs w odréz-
nieniu od pozostalych nanostruktur jest minimalna [45].
Biokompatybilnos¢ NDs potwierdzono takze wykazujac
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brak zmian w ekspresji czynnika martwicy nowotworéw
oraz biatek z rodziny Bcl-x regulujacych proces apoptozy,
tym samym wykluczono mozliwos¢ indukgji stanu zapalne-
go oraz apoptozy przez NDs. W innym badaniu wykazano
biozgodnos¢ z linig ludzkich komoérek HT-29 gruczolako-
raka jelita grubego [46]. Szereg eksperymentéw wskazuje
na konieczno$¢ stosowania w badaniach nad biokompaty-
bilnoécia NDs o wysokim stopniu czystosci i odpowiednio
zmodyfikowanej powierzchni. Wykazano bowiem, ze utle-
nione NDs powodowaly uszkodzenia DNA embrionalnych
komérek macierzystych w przeciwienistwie do NDs o nie-
modyfikowanej powierzchni [47], a karboksylowane NDs
byly toksyczne dla zarodkéw Xenopus [48]. W badaniach
nad biokopatybilnoscia NDs w stosunku do erytrocytéw
udowodniono, ze NDs majace na powierzchni grupe kar-
boksylowa tworzyly agregaty, ktére powodowaly zmiane
dyskocytéw w echinocyty [49].

In vivo badano wplyw NDs na caly organizm modelowych
bezkregowcow i kregowcéw aplikujac zwierzetom nanocza-
steczki w r6znej formie (np. w postaci zawiesiny lub hydro-
zolu) i rézna droga (np. doustna, dootrzewnowa, dozylna,
podskodrna lub topikalna) [50-60]. Badania prowadzone przez
nasz zesp6t wykazaly, ze NDs aplikowane droga iniekcji do
hemolimfy lub na powierzchnie kutikuli, nie powodowa-
ty apoptozy hemocytéw chrzaszcza Tenebrio molitor i byty
fagocytowane przez te komorki [50]. NDs nie wptywaty row-
niez na liczbe hemocytéw krazacych w hemolimfie oraz nie
zaburzaly fagocytozy lateksowych kulek i procesu nodulacji
(komérkowa odpowiedZ immunologiczna) oraz aktywnosci
oksydazy polifenolowej (humoralna odpowiedZ immunolo-
giczna) u wszystkich stadiéw rozwojowych tego chrzaszcza.
Badanie biodystrybucji NDs w komoérkach i tkankach T. moli-
tor wykazato, ze NDs gromadzone sg gtéwnie w cytoplazmie
hemocytow. WykryliSmy réwniez obecno$¢ NDs w nielicz-
nych komérkach ciata tluszczowego, podczas gdy w komor-
kach cewek Malpighiego nie zaobserwowali$my ich wyste-
powania [50]. Z kolei wprowadzenie NDs do krwioobiegu
myszy nie zaburzalo odpowiedzi immunologicznej na infek-
cje bakteryjna oraz nie zaburzalo zdolnosci makrofagéw do
fagocytozy [51]. Zbieznos$¢ uzyskanych wynikéw dla funk-
¢jonalnie alternatywnych komérkowych modeli hemocytu i
makrofaga, wskazuje na brak wplywu NDs na komérkowa
odpornosé u bezkregowcéw i kregowcoéw [50,51]. Badania
prowadzone na innym modelu owadzim, Acheta domesticus
wskazujg na uszkodzenia DNA hemocytéw oraz komorek
jelit, po aplikacji NDs droga pokarmowa [52]. Nalezy jednak
podkresli¢, ze cytotoksyczny efekt stwierdzono po zastoso-
waniu znacznie wigkszych dawek i dlugim czasie ekspo-
zycji $wierszcza na NDs niz mialo to miejsce w przypadku
chrzaszcza T. molitor [50,52]. W badaniu toksycznosci i dys-
trybucji NDs w ukladzie oddechowym myszy po podaniu
intratrachealnym nie stwierdzono jakichkolwiek dziatan nie-
pozadanych, na zadnym z jego odcinkéw, zaréwno po 1, 7,
14, jak i 28 dniach od ekspozycji zwierzecia na NDs. Ponadto
wraz z uplywem czasu zaobserwowano zmniejszenie ilosci
NDs w pecherzykach ptucnych, co byto wynikiem fagocyto-
zy NDs przez makrofagi migrujace przez tchawice w strone
gardta [53]. Podobnie jak w przypadku owadéw, wynik ten
potwierdza kluczowa role komérek majacych zdolnosci fa-
gocytarne w usuwaniu NDs. Z kolei intratrachealna aplikacja
bardzo wysokich dawek NDs spowodowala toksyczne dzia-

249



tanie NDs w ptucach, watrobie, nerkach oraz krwi myszy
[54]. Toksycznosé wysokich dawek NDs stwierdzono takze u
skorupiakéw wodnych, z gatunku Daphnia magna, u ktérych
zaobserwowano akumulacje nanoczasteczek w przewodzie
pokarmowym, uniemozliwiajaca prawidlowe trawienie [55].
Efektow toksycznych nie stwierdzono natomiast u myszy i
szczuréw po $roédskornej aplikacji NDs [56]. Dowiedziono
réwniez, ze aplikacja NDs w formie hydrozolu droga po-
karmowa nie powoduje zaburzenh wzrostu i rozwoju myszy,
nie wplywa niekorzystnie na zaden organ wewnetrzny, a
traktowane myszy wydaja na $wiat zdrowe potomstwo [57].
Podobnie, zadnych efektéw ubocznych nie zaobserwowano
W przeciggu szesciu miesiecy od dozylnego wprowadzenia
NDs szczurom oraz przedstawicielom rzedu naczelnych, z
gatunku Macaca fascicularis [58]. Badania neurotoksycznosci
in vitro i in vivo u myszy na etapie rozwoju zarodkowego
nie wykazaty toksycznego dziatania NDs na komorki ukla-
du nerwowego [59]. Z kolei testy prowadzone na zarodkach
danio pregowanego wykazaly dawko-zalezny wplyw NDs
na przezywalnosé, wylegalnosé, rytm pracy serca oraz ak-
tywnos¢ lokomotoryczng, jednak zaobserwowane zmiany
nie byly istotne statystycznie [60]. Wyniki badan in vivo na
bezkregowcach i kregowcach wskazuja na koniecznos¢ okre-
$lenia najwyzszej bezpiecznej dawki, czasu ekspozydji i drogi
aplikacji NDs oraz zastosowania odpowiedniej modyfikacji
powierzchni NDs. Potwierdzenie braku efektéw ubocznych
u wyzszych naczelnych, spokrewnionych filogenetycznie z
czlowiekiem, pozytywnie rokuje dla praktycznego zastoso-
wania NDs w medycynie i biotechnologii.

NANODIAMENTY JAKO NOSNIKI ZWIAZKOW
BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH

Badane s3 mozliwosci wykorzystania NDs jako no-
$nikow zwigzkéw aktywnych biologicznie [3,5,14,17,18]
(Ryc. 2). Obecny stan wiedzy wskazuje na szerokie mozli-
wosci niekowalencyjnej lub kowalencyjnej funkcjonalizacji
aktywnymi biologicznie makromolekutami odpowiednio
zmodyfikowanej chemicznie powierzchni NDs. Do tej pory
do NDs przylaczono m.in. peptydy, biatka, kwasy nukle-

inowe oraz syntetycznie zaprojektowane leki o r6znorodnej
strukturze chemicznej [20,22-24,26-31].

Kluczowa role w efektywnosci dostarczania zwigzkéw
do komorek ma interakcja kompleksu aktywnej czasteczki
i nanonosnika ze skladnikami $rodowiska wewnetrznego
organizmu [61]. Na poczatku kompleksy NDs i aktywnego
biologicznie zwigzku dyfunduja przez blone komoérkows,
a nastepnie docieraja do docelowego miejsca wewnatrz ko-
morki lub organelli [62]. Wewnatrzkomérkowy wychwyt
komplekséw zalezy od wtasciwosci fizyko-chemicznych
NDs oraz zwiazkéw przylaczonych do ich powierzchni. W
zaleznosci od wielkoéci kompleksu oraz chemicznego cha-
rakteru biologicznie czynnej substancji, kompleks moze by¢
wprowadzony do wnetrza komoérki droga pinocytozy lub
fagocytozy przy udziale réznego rodzaju biatek np. klatry-
ny [63]. Zbadano efektywnos¢ endocytozy NDs z wykorzy-
staniem linii ludzkich komérek raka ptuc A549 oraz linii
nierakowych: ludzkich komorek fibroblastow ptuc HFL1
oraz ludzkich komorek nabtonka oskrzeli Beas-2b i udo-
wodniono, ze NDs wnikaja droga endocytozy za posred-
nictwem klatryny do komérek nowotworowych w znacznie
wiekszym stopniu niz do komoérek zdrowych [43,64,65].

W przeciwienistwie do konwencjonalnych lekéw, pepty-
dy, biatka oraz kwasy nukleinowe maja duzy potencjat te-
rapeutyczny ze wzgledu na ich wysoka specyficzno$¢ oraz
mozliwoé¢ zastosowania znacznie nizszych dawek terapeu-
tycznych. Wykorzystanie makromolekut jako terapeutykow
jest jednak ograniczone ze wzgledu na ich duze rozmiary,
mozliwoé¢ usuwania makromolekul na drodze egzocytozy
z komoérek, krotki okres pottrwania in vivo, ich niestabilnosé
strukturalng i staba przenikalnos¢ przez btony biologiczne
[66]. W celu przezwyciezenia tych trudnosci opracowano
réznorodne systemy dostarczania lekéw, przy czym wiek-
szosé¢ z nich opiera sie na podejéciu nanotechnologicznym
[3,5,14,17]. Liczne badania wykazaly mozliwos¢ wykorzy-
stania powierzchni NDs umozliwiajacej precyzyjny trans-
port makromolekut do wnetrza komoérek [18,20,26,31].

Legenda:

@ nanodiamenty, © ' komoérki nowotworowe, ékwasy nukleinowe, ?g) peptydy,

o terapeutyki, @ atomy zelaza

biatka, “& przeciwciata,

Rycina 2. Mozliwosci funkcjonalizacji oraz zastosowania w biomedycynie NDs oraz magnetycznych NDs jako przenosnikéow zwigzkéw aktywnych biologicznie. Za
pomoca NDs wprowadza sie do komoérek: kwasy nukleinowe (A); peptydy (B); biatka (C); leki w terapii celowanej (D) z wykorzystaniem przeciwciat (D1) badZ magne-

tycznych NDs (D2).
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Chemiczna budowa peptydéw i bialek, ktére na jednym
konicu zawieraja grupe aminowga a na drugim karboksylo-
wa znacznie ulatwia ich wigzanie z NDs poprzez interakcje
tadunkéw dodatnich i ujemnych. Fizyczna adsorpcje tych
zwiazkéw mozna uzyskaé dzieki wykorzystaniu wigzan
wodorowych [67] np. podczas oplaszczenia NDs insuling
bydleca skutkujaca 80% funkcjonalizacja powierzchni ND.
W wyniku tej funkcjonalizacji zmiana jonizacji peptydu
spowodowata dwudziestokrotne zwigkszenie jego uwalnia-
nia w pH 10,5 w poréwnaniu z pH obojetnym [68]. NDs wy-
korzystano réwniez jako nosniki biatek z rodziny BMP (ang.
bone morphogenetic protein), ktére wspomagaja morfogeneze
kosci. Zwiekszenie miejscowego stezenia tych biatek in vivo,
poprzez oplaszczenie nimi NDs pozwolito przezwyciezy¢
problem ich szybkiej dyfuzji, a tym samym polepszy¢ efekt
terapeutyczny zwiazany ze wzrostem proliferacji i r6znico-
wania komorek kostnych [69]. W innym badaniu NDs byty
funkcjonalizowane transformujacym czynnikiem wzrostu 3
(TGE-B, ang. transforming growth factor f) w rozciericzonym
srodowisku soli fizjologicznej. Utworzony w ten spos6b ko-
niugat charakteryzowata wysoka stabilnoé¢ w srodowisku
wodnym, a uwalnianie aktywnej cytokiny stwierdzono w
pozywkach zawierajacych surowice [70]. Inne badanie, w
ktérym do powierzchni NDs przytaczono krélicze prze-
ciwcialo RAM, wykazato zwiekszenie jego specyficznosci
do antygenu [71]. Powierzchnie NDs modyfikowano réw-
niez za pomoca karboksymetylochitozanu, zwigkszajac tym
samym pole powierzchni funkcjonalizacji oraz regulujac
uwalnianie lekéw z kompleksu w zaleznosci od pH [72]. W
podobny sposéb wykorzystano NDs modyfikowane ben-
zochinonem do ponownej funkcjonalizacji tego kompleksu
za pomoca wigzania kowalencyjnego przeciwcialami IgG i

stwierdzono stabilno$¢ utworzonego ztozonego kompleksu
w surowicy krwi [73].

Mozliwosci zwigzane z wykorzystaniem NDs jako
przenosnikéw peptydoéw i biatek nie ograniczaja sie jedy-
nie do zastosowan terapeutycznych. Badania prowadzone
przez nasz zesp6! dowiodly, ze NDs mozna wykorzystac
do transportu peptydéw przez hydrofobowe anatomiczno-
-fizjologiczne bariery, takie jak kutikula owada. Sprzegajac
NDs z Nebkolostatyna, 19-aminokwasowym peptydem o
silnych immunoinhibicyjnych i gonadoinhibicyjnych wia-
Sciwosciach wykazaliSmy mozliwosé transkutikularnego
przeniesienia tego peptydu z powierzchni kutikuli do he-
mocelu owada z zachowaniem jego biologicznej aktywnosci
(Ryc. 3). W hemolimfie owada Neb-kolostatyna skomplek-
sowana z nanodiamentami indukowata apoptoze hemocy-
tow znacznie zmniejszajac liczbe krazacych hemocytéw w
hemolimfie oraz hamowatla komérkowa i humoralna odpo-
wiedZ immunologiczng u wszystkich stadiéw rozwojowych
T. molitor [50]. Efekt dziatania peptydu obserwowany po
jego aplikacji w kompleksie z NDs na powierzchnie kutikuli
byt poréwnywalny do efektu uzyskanego po bezposrednim
wprowadzeniu peptydu do hemocelu za pomoca iniekgji.
Sugerujemy, ze mozliwoé¢ pokonania hydrofobowego sro-
dowiska kutikuli przez Neb-kolostatyne skompleksowang
z NDs zwigzana jest z czasowa zmiang konformacji pep-
tydu, wynikajaca ze zlaczenia hydrofilowych faricuchow
bocznych Neb-kolostatyny z powierzchnia NDs. Funkcjo-
nalizacja nanonos$nika aktywnym, immunoinhibicyjnym
i gonadoinhibicyjnym peptydem stanowi alternatywe dla
wprowadzenia do ciala owada aktywnej czasteczki droga
pokarmowa. W przyszlosci to innowacyjne podejscie do
ograniczenia zywotnosci i rozrodu owadéw moze postuzy¢

Legenda:
0
| roztwér fizjologiczny,

@ nanodiamenty,

@ nanodiamenty funkcjonalizowane Neb-kolostatyng

63; Staphylococcus aureus
L)

Rycina 3. Zahamowanie immunologicznej odpowiedzi komorkowej (nodulacji) po zakazeniu Tenebrio molitor bakteriami Staphylococcus aureus w wyniku transkutikularne-
go wprowadzenia Neb-kolostatyny za pomocg NDs do wnetrza ciala owada. Liczne nodule obserwowane po aplikacji roztworu fizjologicznego (A), NDs (B); pojedyncze

nodule obserwowane po aplikacji koniugatu ND-Neb-kolostatyna (C).
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do opracowania nowych metod zwalczania szkodnikow
[50].

Podejécie nanotechnologiczne stwarza réwniez ogromne
mozliwoéci w terapii wielu choréb z wykorzystaniem kwa-
sow nukleinowych np. DNA lub RNA, w tym mRNA, siR-
NA, miRNA, piRNA, snRNA, snoRNA [17]. Kwasy nukle-
inowe w bezposredni sposob zwigzane sa nie tylko z regula-
cja ekspresji genéw, lecz takze wprowadzaniem modyfikacji
potranslacyjnych, a wiele z nich wykazujac wladciwosci ka-
talityczne uczestniczy w reakcjach enzymatycznych, dzie-
ki czemu terapia genowa stwarza mozliwos¢ kontroli nad
produkcja biatek i peptydéw, ktére organizm wytwarza w
nadmiarze lub niedomiarze, lacznie z biatkami zaangazo-
wanymi w proces apoptozy [74]. Dotychczas w celu wpro-
wadzenia kwaséw nukleinowych do komoérek stosowano
wirusowe wektory, takie jak adenowirusy lub retrowirusy,
jednak ze wzgledu na ograniczone rozmiary kapsydéw, po-
szukiwano bardziej efektywnego przenosnika [75]. W tym
celu wykorzystano NDs z powierzchnia zmodyfikowana
polietylenoiming, ktére nastepnie koniugowano z plazmi-
dowym DNA kodujacym lucyferaze i nastepnie ten kom-
pleks wprowadzano do komoérek nowotworowych HeLa,
uzyskujac 70-krotne zwiekszenie efektywnosci transfekcji
[76]. NDs wykorzystano réwniez jako dokomérkowy trans-
porter siRNA w leczeniu migesaka Ewinga. Wprowadzenie
do komorek siRNA zwigzanego z powierzchnia modyfi-
kowanych wodorkiem polialliloaminy NDs, umozliwito
zahamowanie ekspresji genu EWS/FLI1 kodujacego biatko
onkogenne zaangazowane w rozwdj tego rzadkiego nowo-
tworu [77]. W innym badaniu transport siRNA do wnetrza
komoérek przy udziale NDs modyfikowanych poliamido-
aming spowodowal zahamowanie ekspresji onkoprotein E6
i E7 kluczowych w rozwoju raka szyjki macicy wywotanego
wirusem HPV [78].

WYKORZYSTANIE NANODIAMENTOW
W BIOOBRAZOWANIU

Wiasciwosci NDs umozliwiajg ich szerokie zastosowanie
nie tylko w oparciu o wykorzystanie potencjatu nosnikowe-
go, w leczeniu nowotworéw lecz takze na etapie okreslenia
kluczowej dla dalszego postepowania terapeutycznego dia-

gnozy [79].

Wiele badann potwierdzito mozliwoé¢ wykorzystania
nanoczasteczek, takich jak: metaliczne nanoklastry, nanos-
fery domieszkowane barwnikami, kropki kwantowe czy
nanoczasteczki powlekane polimerami, jako fluorescencyj-
nych znacznikéw molekularnych do obrazowania komor-
kowego [80-84]. Zastosowanie tych nanostruktur niesie ze
soba jednak pewne ograniczenia zwigzane m.in. z silnym
rozpraszaniem S$wiatta w tkankach, blaknieciem koloréw,
mozliwodcia toksycznej degradacji sondy obrazujacej lub
autofluorescencja komorek [85,86]. Ze wzgledu na korzyst-
ne wlasciwosci magneto-optyczne uwarunkowane krysta-
liczna struktura, NDs moga by¢ alternatywa dla wczes$niej
wymienionych nanoczasteczek [5]. Wysoki wspoétczynnik
zalamania $wiatla umozliwia uzyskanie ostrego piku w
widmie spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni oraz
ramanowskiej spektroskopii [50,87]. Ramanowskie mapo-
wanie wykorzystano w praktyce do lokalizacji NDs sprze-
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zonych z hormonem wzrostu w celu okreslenia jego interak-
¢ji z receptorami blonowymi komoérek raka ptuc [88]. NDs w
czystej postaci nie wykazuja fluorescencji, stad w celu wy-
korzystania ich do bioobrazowania nalezy wprowadzié¢ mo-
dyfikacje niezbedne do jej uzyskania, takie jak koniugacja
z fluorochromem lub utworzenie centréw barwnych [89].
Chemiczna koniugacja grupami aminowymi, ketonowymi,
hydroksylowymi lub estrowymi w znaczacy sposéb wply-
wa na wlaséciwosci fluorescencyjne NDs [90]. Kazdg funk-
cyjna grupe charakteryzuje emisja $wiatla przy okreslonej
dtugosci fali, co daje mozliwos¢ obrazowania wielokoloro-
wego [91]. Koniugujac powierzchnie¢ NDs z izocyjanianem
oktadecylu i kwasem polikarboksymetylowym otrzymano
kompleks, ktéry po wniknieciu do komoérek wykazywal
jasna fluorescencje [92]. W innym badaniu wykazano, ze
NDs koniugowane z rozgatezionymi taricuchami poliglice-
rolu wykorzysta¢ mozna do selektywnej detekcji integryn
w komoérkach HeLa oraz wewnatrzkomérkowej termode-
tekcji [93]. W naszych badaniach, w celu udowodnienia, ze
NDs moga przenika¢ przez kutikule owada dokonaliSmy
modyfikacji NDs polegajacej na oksydacji ich powierzchni,
a nastepnie przyltaczyliémy fluorescencyjny barwnik, FITC.
Dzieki fluorescencyjnemu wyznakowaniu NDs udowodni-
lismy, ze NDs przechodzg przez nanopory w kutikuli owa-
da i wykazaliémy ich dystrybucje w komérkach i tkankach
T. molitor [50] (Ryc. 4A).

Alternatywnym sposobem bioobrazowania z uzyciem
NDs jest wykorzystanie ich centréw barwnych, czyli na-
turalnych badZz wprowadzonych sztucznie defektéw kry-
stalicznej struktury, posiadajacych zdolnos¢ do absorpcii i
emisji Swiatla w temperaturze pokojowej [79]. Ze wzgledu
na najczesciej wystepujace zanieczyszczenia NDs azotem,
wiekszos¢é badan koncentruje sie na wykorzystaniu nano-
czgsteczek, ktérych centra barwne skladaja sie z azotu i
wakangcji [94]. Centra te charakteryzuja sie silng absorpcja
Swiatla o dtugosci fali 550 nm oraz stabilng emisja fluore-
scendji [95]. Ze wzgledu na wysoki wskaznik fotostabilno-
Sci, pod uwage brane jest rowniez obrazowanie z uzyciem
NDs, ktoérych centra zawieraja krzem lub lantanowiec, eu-
rop [96,97]. Sztuczne wytworzenie centréw barwnych uzy-
skuje sie najczesciej poprzez napromieniowanie NDs wiaz-
ka wysokoenergetycznych elektronéw, protonéw, jonéw
helu lub promieni gamma, wykorzystujac réznego rodzaju
akceleratory [98]. Mozliwos¢ uzyskania silnego sygnatu o
dtugotrwatej stabilnosci, ktéry mozna odrézni¢ od autoflu-
orescencji komoérek w polaczeniu z biokompatybilnoscig
NDs sprawia, ze nanoczasteczki te odgrywaja istotng role w
diagnozowaniu choréb [3,5,17,18,20]. Oprocz korzystnych
wlasciwosci optycznych, NDs posiadaja szereg innych cech
fizyko-chemicznych umozliwiajacych ich wykorzystanie w
biodetekcji, jako doskonatych czujnikéw pola magnetyczne-
go, elektrycznego, temperatury i ci$nienia [99,100].

Rozwdj nowych technologii w zakresie fotodetekcji NDs
w polaczeniu z rosnacymi mozliwoéciami modyfikacji ich
struktury krystalicznej, rzutujacymi na wlasciwosci optycz-
ne stwarza wiele mozliwosci dla wykrywania tych nanocza-
steczek nie tylko w komorce, ale takze w poszczegélnych
jej organellach. Zastosowanie mikroskopii wymuszonego
wygaszania emisji pozwolifo na odréznienie fluorescen-
cyjnych NDs optaszczonych albuming surowicy bydlecej
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Legenda:

@ nanodiamenty, c fluorochromy, c kontrast, @ atomy zelaza

Rycina 4. Bioobrazowanie z wykorzystaniem NDs: identyfikacja NDs funkcjonalizowanych fluoresceing w hemocytach chrzgszcza Tenebrio molitor (A); zastosowanie NDs
zawierajacych atomy zelaza w obrazowaniu narzadéw za pomoca rezonansu magnetycznego (B).

znajdujacych sie w cytozolu od NDs zlokalizowanych w
endosomach [101]. Stefan Hell, nagrodzony Nagroda Nobla
w dziedzinie Chemii za udoskonalenie tej wysokorozdziel-
czej techniki mikroskopowej, zidentyfikowat barwne centra
NDs zawierajace azot [102]. Centra te warunkuja unikalny
spin elektronowy oraz magnetycznie podatny stan podsta-
wowy, co umozliwia ich ultraczule i szybkie wykrywanie.
Zmiana sygnatu fluorescencyjnego w wyniku przejécia ze
stanu podstawowego sugeruje mozliwos¢ obrazowania z
wykorzystaniem rezonansu magnetycznego w nanoskali
[103]. Defekty krystalicznej sieci uwarunkowane obecno-
Scig azotu sprawiaja, Ze mozliwa jest detekcja takich NDs
w tkankach za pomoca rezonansu magnetycznego [104].
Metoda ta pozwolila ponadto na wykazanie ruchu obro-
towego fluorescencyjnych NDs w komoérkach HeLa [105].
Wprowadzenie atoméw zelaza do struktury krystalicznej
NDs, nadaje im dodatkowe wiasciwosci okreslane mianem
superparamagnetyzmu. Tego rodzaju modyfikacja spra-
wia, ze nanoczasteczki wykazuja cechy magnetyczne po
przylozeniu zewnetrznego pola magnetycznego, ktére na-
tychmiast traca po usunieciu Zrédia pola [106]. Obecnosé
domen magnetycznych nanoferromagnetykéw lub nanofer-
rimagnetykéw z powodzeniem moze byé wykorzystana w
diagnostyce oraz terapii r6znego rodzaju choréb [89]. NDs
wzbogacone o atomy zZelaza przebadane zostaly pod katem
wykorzystania ich jako alternatywnego érodka kontrastuja-
cego charakteryzujacego si¢ zmniejszona cytotoksycznoscia
w obrazowaniu za pomoca rezonansu magnetycznego [61]
(Ryc. 4B). NDs o powierzchni zmodyfikowanej za pomoca
jonéw lub tlenkéw Zelaza, optaszczone dodatkowo zwigz-
kami o dzialaniu antynowotworowym, moga by¢ doskona-
tym materialem wzmacniajacym efekty celowanej terapii
antynowotworowej [107]. Przylozenie zewnetrznego Zrédta
pola magnetycznego do ciata pacjenta w miejscu lokalizacji
nowotworu po wprowadzeniu do organizmu magnetycz-
nych nanokoniugatéw utrzymuje leczniczy kompleks w
obszarze zmienionej nowotworowo tkanki, co moze pro-
wadzi¢ do poprawy farmakokinetyki lekéw i umozliwia
ochrone zdrowych tkanek przed niekorzystnym dziataniem
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lekéw antynowotworowych, ktére skupiane sa w bezpo-
$rednim obrebie komorek rakowych [108]. Optaszczone la-
kami, fluorescencyjne NDs mozna wykorzysta¢ réwniez do
badania interakgji tych lekéw z komoérkami oraz ich kom-
ponentami, okreslenia biodystrybucji lekéw, a takze oceny
zmian steZenia lekéw lub ich metabolitéw w ustroju w cza-
sie [63,79,93,100,101]. Badania interakcji NDs-transferyny i
jej receptora z wykorzystaniem linii HeLa, pozwolily uzy-
ska¢ widma fluorescencyjne wykazujace brak wptywu in-
terakcji bialko-receptor na intensywnoé¢ fluorescencji NDs
[109]. Zjawisko fluorescencji NDs wykorzystano réwniez w
badaniach in vitro szybkosci egzocytozy oraz wizualizacji
podzialéw multipotencjalnych komérek zrebowych raka
szyjki macicy oraz preadipocytéw [110]. Zaproponowano
réwniez wykorzystanie magnetycznych fluorescencyjnych
NDs do wizualizacji komoérek gruczolakoraka pluc, wy-
korzystujac linie A549 oraz linie plodowych fibroblastow
plucnych [111]. Wykorzystujac zjawisko fluorescencji NDs
wykazano powodzenie transfekcji komoérek HeLa [112].
Obserwacje w czasie rzeczywistym wskazaly na znikomy
stopieri egzocytozy NDs, co umozliwia diugotrwale éledze-
nie biomolekut, ktérymi sg optaszczone i utrzymywanie ich
przez diugi czas wewnatrz komorki [110]. Podejscie to za-
stosowane zostalo przy wizualizacji wolno proliferujgcych
nowotworowych komoérek macierzystych, z wykorzysta-
niem linii komorek raka piersi AS-B145, a uzyskane wyniki
sugeruja mozliwoé¢ zastosowania fluorescencyjnych NDs
w iloéciowej ocenie progresji nowotworu [113]. Réwniez
badania prowadzone na myszach w celu oceny zdolnosci
regeneracyjnych komoérek macierzystych ptuc wskazuja na
zalety dlugoterminowej detekcji komérek za pomoca flu-
orescencyjnych NDs [114].

ZASTOSOWANIE NANODIAMENTOW
W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]

W badaniach prowadzonych nad opracowaniem moz-

liwosci skutecznej walki z r6Znego rodzaju nowotworami,
réwnie wazne jak odkrywanie nowych zwigzkéw anty-
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neoplastycznych jest opracowanie sposobu efektywnego
dostarczania juz istniejacych, skutecznych terapeutykéw.
NDs ze wzgledu na ich biokompatybilnoé¢ i brak wptywu
na reakcje immunologiczne organizmu brane sg pod uwa-
ge jako alternatywny transporter chemioterapeutykéw oraz
innych lekéw wspomagajacych leczenie pacjentéw ze zdia-
gnozowana choroba nowotworowa [3,5,14,17,18]. Istnieje
szereg doniesieri naukowych, ktére sposréd wielu bada-
nych nanono$nikéw rekomenduja do tego celu uzycie NDs
[20,26,31,42,43].

Badania in vitro koniugatéow NDs z szeroko stosowa-
nym cytostatykiem - doksorubicyng (DOX, ang. doxoru-
bicin), wykazaly powolne i wydluzone uwalnianie leku,
w poréwnaniu z czasem odnotowanym po aplikacji wy-
tacznie DOX. Ponadto, w badaniach in vivo stwierdzono
czterokrotnie wiekszy wskaznik przezywalnosci myszy z
rakiem watroby, traktowanych koniugatem NDs-DOX w
poréwnaniu ze wskazZnikiem przezywania myszy, ktérym
aplikowano jedynie DOX. Analiza histopatologiczna wyka-
zala, ze zar6wno NDs, jak i NDs-DOX nie byly toksyczne
dla nerek, watroby i Sledziony, w przeciwienistwie do do-
brze znanych efektow toksycznych wolnej DOX [115]. W
innych badaniach, w celu zwigkszenia wydajnosci koniu-
gacji NDs z DOX, powierzchnie nanoczasteczek modyfiko-
wano wprowadzajac grupy hydroksylowe, karboksylowe
lub aminowe, a takze czgsteczki o wigekszych rozmiarach,
takie jak glikol polietylenowy lub fibroina jedwabiu. Wyko-
rzystywano réwniez rézne podejécia polegajace na wigza-
niu DOX ze zmodyfikowang powierzchniag NDs za pomoca
wigzan kowalencyjnych lub fizycznej adsorpcji za pomoca
wigzan wodorowych lub sit Van der Waalsa. Uzyskano w
ten sposéb nie tylko zwiekszona wydajnoé¢ oplaszczenia
powierzchni, lecz takze wiekszy stopient dyspersji, wy-
chwytu komérkowego oraz uwalniania leku [116,117]. Ba-
danie fluorescencyjnych NDs ze zwigzang DOX dowiodlo,
ze dokomoérkowy wychwyt obejmuje kompleks NDs-DOX,
natomiast lek uwalniany jest dopiero w cytozolu komorek
nowotworowych, co zwigzane jest m.in. z kwasnym pH
cytoplazmy tych komérek [115]. Ta sama zaleznos¢ po-
twierdzona zostala réwniez dla cisplatyny, wskazujac na
wysoki wskaznik uwalniania leku z kompleksu w komor-
kach nowotworowych, natomiast niewielki w krwioobiegu
[118]. Stabilne i kontrolowane uwalnianie leku przez okres
14 dni obserwowano réwniez w wodzie, PBS oraz pozywce
proteazowej, przy czym szybkos$¢ uwalniania DOX zalezna
byta od rodzaju zastosowanego medium [119]. Sfery NDs-
-DOX zawierajace fibroine jedwabiu doskonale spelniaja
swoje zadanie nie tylko jako nanonosnik, lecz dzieki emisji
jasniejszej fluorescencji umozliwiaja dokladne obrazowanie

biodystrybugji leku [117].

Kluczowym problemem bedacym podstawowa przy-
czyna niepowodzenia w leczeniu raka jest zjawisko chemo-
opornosci oraz wielolekowej opornosci komérek nowotwo-
rowych. Dotyczy ono przede wszystkim nowotworowych
komorek macierzystych, odpowiadajacych za regeneracje
guza, co uniemozliwia skuteczne leczenie [120]. Alterna-
tywa dla klasycznych metod przezwyciezenia opornosci
komorek macierzystych, takich jak jednorazowa aplikacja
kilku chemioterapeutykéw jest zastosowanie komplekséw
NDs-lek [121]. Badania chemoopornej linii komérek guza
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watroby i raka sutka wykazaly, ze kompleks NDs-DOX
indukuje apoptoze komoérek oraz hamuje wzrost guza
przetamujgc zjawisko chemoopornosci [122]. Kompleks
ten zastosowano réwniez w badaniach opornosci glejaka,
nowotworu moézgu o szybkiej regeneracji za sprawa ko-
morek macierzystych. Wykazujac wyzsze stezenie leku w
komérkach guza traktowanego koniugatem w poréwna-
niu z guzem traktowanym jedynie DOX potwierdzono, ze
NDs charakteryzuje nie tylko niski indeks egzocytarny, lecz
takze opornos$¢ na dzialanie systeméw usuwajacych leki
wykorzystywanych przez komorki nowotworowe, takich
jak transportery ABC (ang. ATP-binding cassette transporter)
[123]. Badania prowadzone na ksenograftach raka watroby
dowiodly, ze zastosowanie koniugatéw NDs z epirubicyna
(EPL, ang. epirubicin) powoduje $mier¢ zaréwno zréznicowa-
nych komoérek nowotworowych (efekt charakterystyczny
dla dziatania EPI), jak i komoérek macierzystych nowotwo-
ru, zapobiegajac powstawaniu guza wtérnego. Stwierdzono
ponadto, ze letalna dawka EPI stala sie bezpieczna po zwia-
zaniu jej z NDs, co potwierdza nie tylko skutecznosé¢ zwal-
czania macierzystych komérek chemoopornych, lecz takze
wskazuje na zahamowanie skutkéw ubocznych dzialania
leku [124]. Podejscie nanotechnologiczne z wykorzystaniem
NDs moze mie¢ wiec duze znaczenie w przypadku chemio-
terapii u dzieci, 0s6b w podeszlym wieku oraz innych pa-
cjentéw wykazujacych niska tolerancje na toksyczne skutki
uboczne dziatania wigkszosci chemioterapeutykow.

Zwiekszenie skutecznosci leczniczej chemioterapeuty-
kéw, mozna uzyskac réwniez poprzez polepszenie za pomo-
ca NDs ich wlasciwosci dyspersyjnych, czego dowiedziono
w przypadku paklitakselu (PTX, ang. paclitaxel). Skuteczna
aktywnosc¢ przeciwnowotworowa tego leku obniza jego sta-
ba dyspersja w srodowisku wodnym, co skutkuje zmniej-
szong biodostepnoscia. Koniugacja hydroksylowanych NDs
z PTX spowodowata wzrost skutecznosci dzialania leku
wyrazony przediuzonym uwalnianiem oraz zwiekszonym
wychwytem komérkowym [125]. Skutecznos¢ terapeutycz-
na PTX zwiekszono opracowujgc nowa metode koniugacji
wykorzystujaca mikrofale, kwas stearynowy, trietyloamine
oraz chlorek metanosulfonylu. W poréwnawczym badaniu
zywotnoéci komoérek gruczolakoraka ptuc oraz raka jelita
grubego, wykazano istotny wzrost $émiertelnosci komoérek
traktowanych koniugatem NDs-PTX utworzonym z wyko-
rzystaniem mikrofal, w poréwnaniu z komoérkami trakto-
wanymi tym samym koniugatem syntetyzowanym klasycz-
nymi metodami [126].

Innowacyjnym podejsciem w leczeniu nowotworéw wy-
daje sie by¢ wykorzystanie nanotechnologii w antynowo-
tworowej terapii celowanej, z wykorzystaniem humanizo-
wanych przeciwcial monoklonalnych [127]. Przeciwciata te
skierowane sg przeciwko wybranym antygenom komoérek
nowotworowych zwigkszajac efekt terapeutyczny. W tym
celu projektowane s wielkoskladnikowe systemy dostar-
czania leku, oparte na znakowanym fluorescencyjnie na-
nodiamentowym rdzeniu, optaszczonym PTX oraz dodat-
kowo przeciwcialem monoklonalnym specyficznym dla
receptora czynnika wzrostu naskérka (EGFR, ang. epidermal
growth factor receptor) [71]. W badaniach in vivo raka okrez-
nicy, przebadano skutecznoé¢ dziatania NDs skoniugowa-
nych z silnym cytostatykiem cisplatyna oraz cetuksimabem,
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przeciwcialem monoklonalnym skierowanym swoiscie
przeciw EGFR. Badanie to potwierdzito selektywne wig-
zanie koniugatu z komérkami nowotworowymi uwarun-
kowane obecnoscia przeciwcial. Zwiekszona skutecznosé
terapeutyczng tego koniugatu w poréwnaniu z niezwigza-
na cisplatyna stwierdzono takze na liniach komérek ludz-
kiego raka watroby [128]. Wyniki tych badan dowodza, ze
koniugat NDs, sktadajacy sie z dwoch skladnikéw, leku i
specyficznego przeciwciala powoduje selektywne rozpo-
znawanie komoérek nowotworowych, a tym samym obniza
wskaznik narazenia zdrowych komorek na cytotoksyczne
dziatanie leku [129]. Badania potwierdzaja, ze doskonaly-
mi kandydatami do projektowania specyficznych nanoko-
niugatéw sa réwniez przeciwciata monoklonalne, takie jak
trastuzumab skierowany przeciwko receptorom ludzkiego
naskérkowego czynnika wzrostu (Her2, ang. human epider-
mal growth factor receptor), bewacizumab hamujacy neowa-
sculogeneze nowotworowa przez wiazanie z czynnikiem
wzrostu §rédbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular en-
dothelial growth factor) oraz edrekolomab skierowany prze-
ciwko antygenowi 17-1A charakterystycznemu dla komo-
rek nowotworowych przewodu pokarmowego [130-132].

Wzrost zainteresowania wykorzystaniem bioaktyw-
nych metabolitéw roslinnych w terapii przeciwnowotwo-
rowej spowodowatl, ze zwigzki te, podobnie jak klasycz-
ne chemioterapeutyki, sa sprzegane z NDs [133]. Badania
w ktérych citropten oraz kwercetyne potaczono z NDs o
modyfikowanej réznymi grupami powierzchni, wykazaty
zréznicowane dzialanie antyproliferacyjne w przypadku
komorek mysiej linii czerniaka skéry oraz komoérek Hela,
w zaleznos$ci od rodzaju przeprowadzonej modyfikaciji.
Rodzaj modyfikacji powierzchni NDs w istotny sposob
wplywa na efekt terapeutyczny regulujac wiele kluczo-
wych parametréw, takich jak: biodostepnos¢, specyficznosé
i uwalnianie leku. Wykazano, ze kompleks NDs z drugo-
rzedowym metabolitem citroptenu hamowat proliferacje
komoérek czerniaka skéry przez zaburzenie cyklu komérko-
wego oraz syntezy mRNA [134].

NDs w terapii przeciwnowotworowej mozna stosowac
nie tylko jako nosdniki chemioterapeutykéw, lecz takze in-
nych lekéw wspomagajacych terapie, takich jak: leki prze-
ciwbdlowe, przeciwzapalne, przyspieszajace gojenie ran,
czy niwelujace skutki uboczne cytostatykéw [135]. Biorac
pod uwage mozliwosé topikalnej aplikacji NDs optaszczo-
nych lekami, wiele badani koncentruje si¢ na opracowaniu
chitozanowo-celulozowych kompozytéw zawierajacych te-
rapeutyczne nanokompleksy o przedtuzonym uwalnianiu,
ktore mogtyby znalez¢é zastosowanie jako opatrunki [136].
Przeprowadzono badania wskazujace na wieksza zdolnosé¢
dyspersji koniugatéw NDs i deksametazonu, silnego érod-
ka przeciwzapalnego, w poréwnaniu z dyspersja niezwig-
zanego leku [137]. Wykorzystujac linie mysich fibroblastow
L929 potwierdzono biokompatybilnoé¢ koniugatéw NDs
ze stosowanymi powszechnie niesteroidowymi lekami
przeciwzapalnymi: aspiryng, ketoprofenem, ibuprofenem
i naproksenem [31]. Funkcjonalizacja powierzchni NDs
amoksycyling, antybiotykiem p-laktamowym poprzedzona
modyfikacja powierzchni polietylenoiming, otwiera moz-
liwosci wykorzystania podejscia nanotechnologicznego w
leczeniu nie tylko schorzen nowotworowych, lecz takze
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towarzyszacych im zakazen bakteryjnych [138]. Opracowa-
nie koniugatu NDs-amoksycylina, z dodatkiem gutaperki,
materialu stosowanego do wypelniania kanatéw zebowych,
wykazujacego aktywnos¢ terapeutyczna sugeruje mozli-
wos¢ wykorzystania NDs w stomatologii, w przypadku le-
czenia kanatowego [20] (Ryc. 5A). Wykorzystanie nanotech-
nologii w leczeniu choréb bakteryjnych wspieraja réwniez
wyniki badan, wskazujace na przeciwbakteryjng aktywnosé
niefunkcjonalizowanych NDs, polegajaca na hamowaniu
tworzenia kolonii bakterii E. coli [139].

Z przeprowadzonych dotychczas badarh wynika, ze r6z-
norodno$¢ modyfikacji powierzchni oraz szerokie mozli-
wosci funkcjonalizacji NDs fluorochromami oraz srodkami
terapeutycznymi, moga by¢ wykorzystane w przyszio-
$ci na szeroka skale w diagnozie i leczeniu choréb no-
wotworowych, a takze wielu schorzeri o innym podiozu
[44,46,56,60,61].

WYKORZYSTANIE NANODIAMENTOW
W INZYNIERII TKANKOWE]

Wtasciwosci fizyko-chemiczne wynikajace ze struktury
NDs w potaczeniu z ich biokompatybilnoscig oraz nieogra-
niczonymi mozliwoéciami funkcjonalizacji charakteryzuja
te nanoczasteczki jako prawie idealny material o poten-
cjalnym zastosowaniu w inzynierii tkankowej [20,67,108].
Badania dotyczace mozliwosci wykorzystania NDs dla po-
trzeb medycyny regeneracyjnej koncentrujg sie gléwnie w
obszarze inzynierii tkanki kostnej oraz nerwowej [36,37]. W
tym przypadku NDs wykorzystano m.in. jako adhezyjne
powloki powierzchniowe rusztowarn, powloki poprawiaja-
ce wlasciwosci trybologiczne implantéw oraz wypelniacze
do wzmocnienia wlasciwosci mechanicznych rusztowarn
kompozytowych [39,69] (Ryc. 5B). Funkcjonalizacja NDs
biatkami takimi jak fibronektyna czy witronektyna ulatwia
adhezje r6znych typéw komoérek, a modyfikacja chemiczna
i topografia ich powierzchni moze zosta¢ wykorzystana w
kontroli ich réznicowania [140,141]. Wzbogacajac implan-
ty biomedyczne o wyskalowane warstwowe powloki NDs
mozna w istotny sposéb wpltynaé na wlasciwosci adhezyjne
komérek. Badania z wykorzystaniem NDs o réznej hydro-
filowosci oraz mezenchymalnych komérek macierzystych
szczura, wykazaly zwiekszona adhezje osteoblastow na
biofilmach zawierajacych bardziej hydrofilowe NDs [142].
Optymalizacje aktywnosci biologicznej implantu uzyskano
réwniez wykorzystujac karboksylowane NDs do opracowa-
nia rusztowania kostnego z polilaktydu i polikaprolaktonu.
Wprowadzenie tego rusztowania spowodowato catkowita
regeneracje defektéw kostnych u owcy w ciagu dwudziestu
czterech tygodni, w przeciwieristwie do czesciowej regene-
racji uzyskanej po zastosowaniu rusztowania bez NDs [35].
Wyniki badan in vitro wskazuja na istotny wzrost ekspres;ji
markeréw osteogennych ludzkich komérek mezenchymal-
nych na rusztowaniach polimerowych zawierajacych NDs
o hydrofilowej powierzchni [36]. Topografia powierzch-
ni rusztowania zawierajacego NDs ulatwia zakotwiczenie
mezenchymalnych komérek macierzystych, co wynika ze
zwigkszenia chropowatosci jego powierzchni w nanoskali
[142]. W innych badaniach wykazano, ze obecnos¢ NDs o
utlenionej powierzchni zwieksza wlasciwosci osteoinduk-
cyjne hydroksyapatytu [140]. Wystepowanie grup funkcyj-
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Rycina 5. Zastosowanie NDs w biomedycynie i inzynierii tkankowej jako sktadnik: nanowypelniaczy kanatéw zebowych (A), rusztowan tkankowych (B), endoprotez (C).

nych z dodatnim fadunkiem na powierzchni NDs obecnych
w powloce apatytowej wzmaga adsorpcje fibronektyny, co
spowodowane jest zmiang hydrofobowosci podtoza [143].
Osteoblasty oprécz zwiekszonej przyczepnosci do ruszto-
wania apatytowego zawierajacego NDs, wykazywaly row-
niez wzmozong zdolnos¢ do reorganizacji fibronektyny
[144].

Oprécz wzmagania bioaktywnos$ci rusztowan kost-
nych, NDs moga by¢ réwniez wykorzystane dla potrzeb
inzynierii tkanki nerwowej [37]. Hodowla neuronéw in vi-
tro wymaga zastosowania substratow laminowanych biat-
kami macierzy zewnatrzkomérkowej, takimi jak laminina
lub syntetycznymi zwigzkami np. polilizyna [145]. Z uwa-
gi na cytotoksycznosé¢ polilizyny, mozliwoé¢ wykorzysta-
nia tego polimeru in vivo jest bardzo ograniczona [146].
Wskazujac na wysoka biozgodnoé¢ NDs, nanoczasteczki
te zaproponowano jako potencjalny substrat dla wzrostu
i ré6znicowania komoérek nerwowych, ktéry wykorzystac
mozna do opracowania biokompatybilnych protez ner-
wowych. Wiele badart w tym zakresie przeprowadzono
na nanorurkach weglowych, jednak z powodu cytotok-
sycznoéci tych nanostruktur, NDs wydaja sie bardziej
odpowiednie do zastosowania przy produkcji implantow
klinicznych [42,45,147]. Doniesiono takze o wptywie nano-
rurek weglowych na zmiany w przekazywaniu sygnatéw
nerwowych, podczas gdy NDs nie wplywaly na genero-
wanie potencjaléw czynnosciowych [148]. Monowarstwy
zawierajace NDs z ulokowanym tlenem na powierzchni
wzmagaja adhezje i wydluzanie neurytéw pierwotnych
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neuronéw hipokampa w takim samym stopniu, jak syn-
tetyczne podloza kontrolne z lamininy [37]. Na podtozach
zawierajacych NDs obserwowano kluczowe dla powsta-
nia funkcjonalnych obwodéw neuronalnych rozgatezienie
neurytéw oraz neurotransmisje. Badania korelacji adhezji
komérek nerwowych i elongacji neurytéw z morfologia
NDs wykazaly réwniez, ze mniejsze i bardziej sferyczne
NDs, nasladujac biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej,
wspieraja tworzenie bardziej rozbudowanych sieci neu-
ronowych. Modyfikacja chemiczna powierzchni NDs nie
wplywata bezposrednio na wydtuzanie neurytow, jednak
adsorpcja biatek, takich jak fibronektyna czy witronektyna
wzmagata adhezje i wzrost neuronéw [141]. Inne badania
wykazaty wzrost adhezji komoérek nerwowych glejaka, le-
mocytéw oraz zwoju korzenia grzbietowego na podlozu
zawierajagcym NDs z grupami aminowymi [149].

Zainteresowanie NDs w inzynierii tkankowej wzrasta
réwniez ze wzgledu na mozliwos¢ poprawy wiasciwosci
trybologicznych implantéw i protez stawowych przez na-
nodiamentowe powtoki (Ryc. 5C), co pozwoli przezwycie-
zy¢ szereg probleméw zwigzanych z dlugotrwala eksplo-
atacja protezy, takich jak: powstawanie drobnych odlam-
kéw powodujacych bdl stawoéw, osteolize oraz obluzowanie
implantu [150]. Stwierdzono réwniez, ze nanodiamentowe
powloki poprawiaja odpornos¢ implantéw na zuzycie i
zapobiegaja uwalnianiu jonéw metali z implantéw kolan,
bioder, stawu skroniowo-zuchwowego, implantéw denty-
stycznych oraz stentéw naczyniowych [151-155].
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Duzy stosunek powierzchni do objetosci oraz obecnosé
licznych reaktywnych grup funkcyjnych na powierzchni
NDs sprawia, ze nanoczasteczki te jako skladniki polime-
réow i wielofunkcyjnych nanokompozytéw, poprawiaja ich
biokompatybilnosé¢, wiasciwosci mechaniczne oraz biomi-
metyczne nasladujac hierarchiczng architekture natywnej
tkanki [3,20,38]. Wykorzystujac technike elektroprzedzenia
opracowano rusztowanie tkankowe z kaprolaktonu, w kto6-
rym obecno$é NDs powodowata polepszenie wlasciwosci
mechanicznych polegajace na zwiekszeniu mozliwosci roz-
ciggania, porownywalne z wlasciwosciami istoty gabcza-
stej kosci [39]. Wykazano réwniez, Ze rusztowanie bedace
kopolimerem polilaktydu i poliglikolidu z dodatkiem NDs
charakteryzowalo sie wigeksza sprezystoscig i wytrzymato-
§cig. W innych badaniach potwierdzono, ze NDs zwiekszaja
wytrzymatos¢ alkoholu poliwinylowego, ktory jest szeroko
stosowany przy produkgji implantéw, na rozciagganie, nici
chirurgicznych czy sztucznych narzadéw [156].

Jedynym ograniczeniem zwigzanym z wykorzystaniem
NDs w produkgi implantéw i rusztowan tkankowych
jest ich zdolnoé¢ do agregacji, co wymusza koniecznosc¢
stosowania nanoczasteczek w odpowiednio wywazonej
ilosci [157]. Problem agregacji mozna jednak przezwycie-
zyé poprzez wprowadzenie kowalencyjnych modyfikacji
zwigkszajacych stabilnos¢ i wlasciwosci dyspersyjne NDs
[21,82,84]. W tym celu opracowano koniugat sktadajacy sie
z NDs zawierajacych na powierzchni grupy aminowe po-
taczone kowalencyjnie z zywica epoksydowa. Uzyskano
w ten sposob znaczny wzrost twardos$ci w poréwnaniu z
nanokompozytami, ktére nie tworzyly z zywica kowalen-
cyjnych potaczen [158]. Z kolei po kowalencyjnym potacze-
niu NDs z oktadecyloamina, kompleks ten wykorzystano w
wytworzeniu rusztowania z polilaktydu, uzyskujac dwu-
krotny wzrost odksztatcalnosci liniowej oraz o$miokrotny
wzrost twardosci, poréwnywalny z twardoscia powierzch-
niowej warstwy nasad kosci [159]. Wykazano réwniez ze
NDs optaszczone fosfolipidami mozna wiaczy¢ w sklad
rusztowan z polimeru polilaktyd-glikolid, co pozwala uzy-
ska¢ wzrost twardosci oraz sprezystosci podtuznej, w po-
réwnaniu do rusztowan wykonanych z czystego polimeru.
Badania in vivo prowadzone na myszach potwierdzaja, ze
nanokompozyty zawierajace NDs wspomagaja proliferacje
i wzrost komorek, jednoczesnie nie indukujac odpowiedzi
immunologicznej [160].

Nowym podejéciem proponowanym w inzynierii tkan-
kowej jest multifunkcjonalne wykorzystanie wtasciwosci
NDs zaréwno jako nanowypelniacza ulepszajacego wtasci-
wosci trybologiczne implantéw, jak i nanonos$nika uwal-
niajacego substancje biologicznie czynne [20,67]. Implanty
zaprojektowane z domieszka NDs funkcjonalizowanych
bioaktywnymi zwigzkami beda spelnia¢ nie tylko funkcje
odpowiednio wytrzymalego i sprezystego rusztowania,
lecz takze uwalnia¢ terapeutyczne substancje przyspiesza-
jace np. osteogeneze, gojenie ran lub usmierzajace bol w
obrebie stawu [31,69,138] . Poprzez funkcjonalizacje NDs
biatkiem morfogenetycznym kosci, a nastepnie wlgcze-
nie tego kompleksu do kopolimeru kwasu L-mlekowego i
kaprolaktonu stwierdzono in vivo ulepszenie aktywnosci
osteogenicznej implantu wynikajace z przediuzonego uwal-
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niania biatkowego czynnika morfogenetycznego. Ponadto,
powloki te wykazywaly miejscowe dzialanie przeciwza-
palne [161]. Powloki powierzchniowe zawierajagce NDs
zastosowano réwniez w celu przediuzonego uwalniania
angiogennych czynnikéw wzrostu z rusztowan p-fosforanu
triwapnia w celu przyspieszenia regeneracji kosci [162].
Niekowalencyjne przylaczenie VEGF oraz angiopoetyny do
utlenionej powierzchni NDs, a nastepnie wbudowanie tego
kompleksu do rusztowan, ktérymi wypetniono ubytki ko-
Sci owczej, skutkowalo powstaniem znacznie gestszej sieci
naczyn krwionoénych o wiekszej érednicy w poréwnaniu
z naczyniami powstalymi po implantacji rusztowania po-
zbawionego kompleksu [163]. Tego rodzaju podejécie po-
legajace na multifunkcjonalnym wykorzystaniu NDs, moze
w przysztosci znalez¢ szerokie zastosowanie w medycynie
regeneracyjnej [20,36,37,39,40].

PODSUMOWANIE

Badania prowadzone z wykorzystaniem NDs, sugeru-
ja mozliwos¢ praktycznego zastosowania tych unikalnych
nanoczasteczek w wielu naukach i dziedzinach zycia, ta-
kich jak biologia, chemia, medycyna, rolnictwo, przemyst
spozyweczy, fizyka, przemyst maszynowy, budownictwo
i transport [5,17,18,62,67]. Mozliwoé¢ funkcjonalizacji po-
wierzchni NDs zwigzkami biologicznie aktywnymi moze
przyczyni¢ sie do opracowania wielu nanotechnologicz-
nych, terapeutycznych rozwigzani charakteryzujacych
sie wyzsza skutecznoscig niz stosowane dotad metody
[70,73,86,111,115]. Zastosowanie NDs w biomedycynie i
biotechnologii pozwoli réwniez na przezwyciezenie wielu
ograniczer natury biochemicznej, jak np. penetracja pep-
tydu przez wielowarstwowa i hydrofobowa kutikule owa-
da, przy zachowaniu aktywnosci biologicznej peptydu,
bioobrazowanie z zachowaniem wyraznej i dlugotrwalej
fluorescencji czy dostarczanie do komoérek nowotworo-
wych i utrzymywanie w nich zwiazkéw terapeutycznych
[50,56,60,121,125]. Z tego powodu NDs wyrdzniaja sie nie
tylko na tle innych nanoczasteczek, lecz jak dotad stanowig
takze bezkonkurencyjny material sposréd wszystkich zna-
nych nanostruktur weglowych [15,18,23,33,71].
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ABSTRACT

Nanodiamonds are ultra-fine diamond particles, which due to their nano-scale size, unique physico-chemical properties, and a large ratio of
easily chemically modifiable surface to volume, are of interest to biologists, chemists and physicists. This work is a review of the literature
on their preparation, properties and perspectives related to the possibility of their use in biomedical sciences. The high biocompatibility of
nanodiamonds, confirmed by a number of in vivo and in vitro studies, distinguishes them from other nanoparticles and allows their use as a
neutral system for transporting biologically active compounds. Such nanoparticles can be used as carriers of peptides, proteins, nucleic acids,
drugs or other synthetic compounds that will cause the intended biological effect in the body, in bioimaging and tissue engineering. Promi-
sing results of studies on different biological models suggest practical applications of nanotechnological solutions based on nanodiamonds.
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