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STRESZCZENIE

Pomimo znaczacego postepu w leczeniu nowotworéw skuteczne metody ich leczenia po-
zostaja ograniczone. Wciaz jedna z gléwnych metod terapii pozostaje chemioterapia,
jednakze czesto wywoluje ona wiele efektow ubocznych. Zwiazane jest to m. in. z brakiem
istotnych réznic pomiedzy komoérkami nowotworowymi a prawidlowymi, wlasciwosciami
fizykochemicznymi samych chemioterapeutykéw, a takze zjawiskiem lekoopornosci. W
celu obnizenia dzialah niepozadanych oraz podniesienia specyficznosci chemioterapeuty-
kéw wzgledem komérek nowotworowych poszukiwane sa nowe metody ich dostarczania
do komorek guza. Jedna z nich jest zastosowanie nanoczastek (ang. Nanoparticles, NPs) jako
platform transportujacych. W niniejszym artykule przedstawiono charakterystyke NPs po-
siadajacych zastosowanie w chemioterapii m. in.: kropek kwantowych, nanoczastek zlota,
dendrymeréw, miceli oraz liposoméw. Omoéwiono takze strategie w projektowaniu i opty-
malizacji syntezy nanoczastek oraz oceny réznych mechanizmoéw ich wnikania do komérek,
jak réowniez ich degradacje wewnatrzkomorkowa oraz toksycznosé.

WPROWADZENIE

Pomimo postepu w terapii konwencjonalnej oraz wprowadzaniu nowych me-
tod leczenia, choroby nowotworowe pozostaja druga, zaraz po chorobach ukta-
du krazenia, przyczyna umieralnoéci na $wiecie. Wedlug szacunkéw Swiatowej
Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) w 2020 r. na $wiecie
umarlo z tego powodu okoto 10 min ludzi. Szacuje sig, ze jeden na szes¢ zgonow
spowodowany byt przez nowotwoér. Ta sama Organizacja szacuje, ze w 2030 r.
na raka bedzie chorowac okofo 22 miIn ludzi na $wiecie, a najwiekszy wzrost
zachorowalnosci bedzie dotyczy¢ krajow rozwijajacych sie. Nowotwory pluc,
prostaty, jelita grubego oraz zoladka sa najczestszymi rodzajami nowotworéw
ztosliwych u mezczyzn. Wsrdéd kobiet natomiast, najwyzszy wskaznik zachoro-
walnosci dotyczy nowotworéw piersi, jelita grubego, ptuc oraz szyjki macicy.
Jedne z podstawowych ograniczen klasycznej chemioterapii dotycza niskiej se-
lektywnosci zwiazkéw, zwigzanej m. in.: z brakiem istotnych réznic pomiedzy
nowotworowymi a prawidiowymi komérkami, jak réwniez zjawiska lekoopor-
nosci [1]. Chemioterapia czesto zwigzana jest z dystrybucja silnie toksycznych
zwigzkéw, w dawkach ktére moga powodowac niespecyficzne dziatanie leku
[2]. Ponadto, zwiazki takie czesto charakteryzuja sie stabg rozpuszczalnoscig w
wodzie, niska dostepnoscia biologiczna czy tez wysoka objetoscig biodystrybu-
¢ji. W celu obnizenia dziatari niepozadanych oraz podniesienia specyficznosci
chemioterapeutykéw wzgledem komoérek nowotworowych poszukiwane sa
nowe metody ich dostarczania do komorek guza [3]. Jedna z nich jest wykorzy-
stanie nanoczastek.

Nanotechnologia jest preznie rozwijajaca sie dziedzing nauki. Nanomateriaty
definiowane sa zazwyczaj jako materialy, ktérych wielkos¢ ziarna, w jednym lub
kilku wymiarach, miesci sie¢ w granicy 1-100 nm [4]. Dzieki zastosowaniu co-
raz doskonalszych metod badawczych powstaja nowe rodzaje nanoczastek oraz
metody aplikacyjne, w ktérych moga zosta¢ wykorzystane. Coraz czesciej wyko-
rzystuje si¢ je w medycynie m. in. jako sondy do obrazowania fluorescencyjnego
czy platformy transportujace leki [5,6]. Dostarczenie chemioterapeutykéw z wy-
korzystaniem nanoczastek (np. kropek kwantowych) [7] jako platform transpor-
tujacych pozwala na uzyskanie wysokiego stezenia leku w tkankach objetych
nowotworem, zwiekszajac jego dzialanie w miejscu docelowym, jednoczesnie
ograniczajac dzialania niepozadane na niezmieniona, prawidlowa tkanke [8].

Nanoczastki (NPs) dzieki swoim unikalnym wiasciwosciom takim jak: wiel-
kos¢, rozmiar czy zdolno$¢ do modyfikacji ich powierzchni np. poprzez skoniu-
gowanie z ré6znymi ligandami, stanowia swoiste rusztowanie do projektowania
i zastosowania ich w wielu dziedzinach nauki. Wilasciwosci te sa coraz czesciej
wykorzystywane w poszukiwaniu efektywnej terapii celowanej, w ktérej dazy
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sie¢ do uzyskania wysokiego stezenia leku w tkankach no-
wotworowych, przy jednoczesnym ograniczeniu dzialan
niepozadanych na niezmieniong, prawidfowa tkanke [8].

Pozadanym jest, aby nanoczastki jako platformy trans-
portujace po ich wniknieciu do komérek, dostarczaly che-
mioterapeutyki do swoich celéw molekularnych np. jadra
komoérkowego. Wnikanie NPs i ich koniugatéw z chemio-
terapeutykami, moze jednak wywolywaé niepozadane
efekty takie jak cytotoksycznos$é czy zmiana odpowiedzi
biologicznej wzgledem nieskoniugowanego chemiotera-
peutyku [9,10]. Przy projektowaniu efektywnego systemu
wykorzystujacego NPs, niezbedne jest zatem zrozumienie
interakgcji pomiedzy NPs a mikrosrodowiskiem na kazdym
z etapoéw dostarczania chemioterapeutykéw. Nanoczastki,
poczawszy od ich iniekeji koriczac na dotarciu do celu mo-
lekularnego w ludzkim organizmie, musza pokonac szereg
barier in vivo. W celu , osiggniecia sukcesu” terapeutyczne-
go NPs w pierwszym etapie musza , przetrwac¢” w krwio-
obiegu, a nastepnie dotrze¢ do zmienionej chorobotwdérczo
tkanki i przedyfundowaé¢ przez macierz zewnatrzkomor-
kowa (ang. extracellular matrix, ECM). W kolejnym etapie
nanoczastki musza wejs¢ w interakcje z btong komérkowa
i wnikna¢ do komoérki docelowej, po czym dotrzeé¢ do swo-
jego celu molekularnego wewnatrz komorki [11].

WYBRANE TYPY NANOCZASTEK POSIADAJACYCH
ZASTOSOWANIE W BIOMEDYCYNIE

Ze wzgledu na budowe nanoczastek mozna je ogdlnie po-
dzieli¢ na dwie grupy: nieorganiczne i organiczne (Ryc. 1).
Do nieorganicznych NPs mozna zaliczy¢ kropki kwantowe,
magnetyczne NPs, a takze te zbudowane z metali i tlenkéw
metali [12]. Wéréd organicznych NPs wyrézni¢ dalej moz-
na: dendrymery, liposomy oraz micele. Posréd nanoczastek
posiadajacych duzy potencjat aplikacyjny w biomedycynie
wyrézni¢ mozna: kropki kwantowe, zlote i magnetyczne
NPs, a takze dendrymery, micele i liposomy. Nanoczastki te
moga przenosi¢ zwiazki terapeutyczne m. in.: chemiotera-
peutyki, geny, przeciwciala czy bialka, ktére moga by¢ po-
taczone z NPs na rézne sposoby np. poprzez ich zaadsorbo-
wanie, rozpuszczenie, kapsutkowanie czy tez kowalencyjne
przylaczenie lub wigzanie elektrostatyczne [13].

KROPKI KWANTOWE

Kropki kwantowe (QDs), naleza do grupy nanoczastek
nieorganicznych, sa poétprzewodnikowymi krysztalami o
rozmiarach w skali nanometrowej (2-10 nm). Zbudowane
sg zazwyczaj z pierwiastkéw takich jak: srebro, kadm, rte¢,
selen, tellur, oléw czy cynk. Charakteryzuja si¢ unikalnymi
wlasciwosciami optycznymi oraz elektronicznymi, odpor-
noscia na fotowybielanie, jak réwniez szerokim widmem
absorpcji do réwnoczesnego wzbudzania wielu koloréw
fluorescencyjnych [14-16]. Ze wzgledu na sklad i strukture
QDs mozna wyrézni¢ ich kilka typéw: rdzen, rdzen - po-
wloka oraz ,stopowy” (bimetaliczny) [17]. Nanoczastki te,
w zaleznosci od wymagan aplikacyjnych, moga by¢ dalej
modyfikowane np. poprzez pokrycie rdzenia organiczna
powloka, celem nadania jej np. hydrofobowej powierzch-
ni. Podstawowym ograniczeniem zastosowan ,tradycyj-
nych” QDs (zawierajacych jony metali ciezkich np.: CdSe
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Rycina 1. Typy najpopularniejszych organicznych i nieorganicznych nanoczastek
(NPs) posiadajacych zastosowanie w biomedycynie. Rycina wykonana z wyko-
rzystaniem BioRender.com

QDs czy CdS QDs), w medycynie jest jednak ich potencjalna
diugoterminowa toksycznosé. Mimo, iz stosowane metody
pasywagcji badz tez modyfikacji powierzchni takich QDs ob-
nizaja ich toksyczno$é, projektowane sa nowe rodzaje QDs
[18]. QDs dzieki swoim unikalnym wiasciwosciom znalazty
szereg zastosowan, w tym biomedycznych. Stanowia one
bowiem swoiste rusztowanie do projektowania wielofunk-
cyjnych nanoczastek m. in. z funkcja obrazowania czy tez
transportowania chemioterapeutykéw [19].

Badania w zespole Matysiak-Bryndy koncentrowaty
sie¢ na poréwnaniu aktywnosci cytotoksycznej doksorubi-
cyny (DOX) w jej wolnej jak i skoniugowanej z QDs (Ag-
In-Zn-S) postaci (w réznych wariantach: QD, Tf-QD oraz
apo-Tf-QD) wobec komérek nowotworu ptuc (linii H460).
Skoniugowanie DOX z QD-apo-Tf (QDs skoniugowanych
z transferyna (Tf), ktérej geny ulegaja nadekspresji w wielu
nowotworach, bez obecnych jonéw zelaza (IlI)) pozwolilo
na podwyzszenie jej aktywnosci cytotoksycznej wzgledem
komorek badanej linii. Sam nosnik natomiast nie wptywat
na zahamowanie proliferacji komoérek [7].

Badania prowadzone w zespole Bwatanglang’a miaty na
celu zwiekszenie efektywnos$ci dostarczania 5-Fluoroura-
cylu (5-FU) z wykorzystaniem nanoczastek (Mn:ZnS QDs)
jako platform transportujacych [20]. 5-FU zostat przylaczo-
ny do powierzchni kropek kwantowych (Mn:ZnS QDs), a
nastepnie zakapsutkowany w polimerze chitozanu, ktéry w
kolejnym etapie skoniugowano z kwasem foliowym (FA).
Wyniki badan in vivo wskazaly, ze zastosowanie badanego
koniugatu (5-FU@FACS-Mn:ZnS) spowodowalo zmniej-
szenie si¢ guzéw i liczby przerzutéw w plucach mysz, w
poréwnaniu do grupy tych zwierzat leczonych 5-FU w jego
wolnej postaci. Co wiecej, w badaniach in vitro wykazano,
ze koniugaty 5-FU@FACS-Mn:ZnS indukuja apoptoze w
komoérkach nowotworu piersi MDA-MB231 w wyzszym
stopniu niz nieskoniugowany 5-FU.

Zespol X. Wang’a w swoich badaniach z kolei zastosowat
grafenowe kropki kwantowe (GQDs) ze zmodyfikowanym
ligandem [21]. W przeciwienistwie do pétprzewodnikowych
QDs, GQDs charakteryzuja sie niska toksycznoscig, dobra
biokompatybilnoscia oraz szerokim widmem wzbudzenia
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[14]. Nanoczastki optaszczone kwasem foliowym (FA) sko-
niugowano z odpowiednim receptorem oraz DOX. GQDs,
transportowaly doksorubicyne do komérek nowotworowej
linii HeLa. Ponadto, skoniugowanie DOX z GQD-FA miato
wplyw na wydluzenie czasu jej uwalniania oraz akumulacji
w komorkach. Badany koniugat DOX-GQD-FA charakte-
ryzowal sie wyzsza aktywnoscig cytotoksyczng, wzgledem
DOX w jej wolnej postaci, wobec komorek linii Hela i jed-
noczeénie slabsza - wobec komorek, nie bedacych jego cela-
mi molekularnymi.

ZEOTE NANOCZASTKI

Zlote nanoczastki (ang. gold nanoparticles, AuNPs) naleza
do grupy nanoczastek nieorganicznych. Dzieki swoim uni-
kalnym wlasciwosciom optycznym znalazly szereg zasto-
sowant w biomedycynie, takich jak: transportowanie lekéw
i genéw, w terapii nowotworéw oraz w obrazowaniu bio-
logicznym [22]. Ztote nanoczastki, w zaleznosci od ich do-
celowego zastosowania, moga rézni¢ sie wielkoscig, ksztat-
tem i struktura. AuNPs w ksztalcie sfer o érednicy od kilku
do 100 nm znalazly zastosowanie w obrazowaniu oraz w
zwigkszeniu dawki promieniowania, jak réwniez w trans-
portowaniu chemioterapeutykéw [23]. Ztote nanopowloki
z kolei sa sferycznymi strukturami o $rednicy 50-150 nm,
ktére zbudowane sa z krzemionkowego rdzenia i otacza-
jacej go metalicznej nanopowloki ze zlota. Ich wtasciwosci
optyczne moga by¢ modyfikowane poprzez zmiane $red-
nicy rdzenia i grubosci otaczajacej go powloki [24]. Ztote
nanoprety, kolejny rodzaj AuNPs, w swoim najdluzszym
wymiarze posiadaja Srednice wynoszaca 25-45 nm. Po-
przez zmiane fadunku powierzchniowego oraz obecnosci
réznych grup funkcyjnych na powierzchni tych nanocza-
stek, mozna manipulowa¢ efektywnoscig ich wnikania do
komorki. Nanoczastki zlota mozna modyfikowac nie tylko
poprzez modulowanie ich wielkosci, ksztattu i struktury,
ale takze poprzez powlekanie ich powierzchni np.: srodka-
mi powierzchniowo czynnymi lub polimerami [22]. AuNPs
sq biokompatybilne i nietoksyczne [23]. Jednakze istnieja
doniesienia, wskazujace, ze bardzo mate nanoczastki zlota,
o érednicy ponizej 4-5 nm, moga by¢ potencjalnie toksycz-
ne, ze wzgledu na fakt, iz docieraja do jadra komérkowego
i wigza sie z DNA [25].

Zespot F. Wang’a w swoich badaniach przylaczyl DOX
do nanoczastek zlota pokrytych glikolem polietylenowym
poprzez linker wrazliwy na zmiany pH [26]. Ten typ pola-
czenia doksorubicyny do AuNPs pozwolil na wewnatrzko-
moérkowe uwolnienie DOX z koniugatu DOX-Hyd@AuNPs
w kwasnych organellach. Spowodowato to szybki wzrost
jej wewnatrzkomérkowego stezenia, wzmacniajac jedno-
czes$nie efekt terapeutyczny zwiazku w lekoopornych ko-
moérkach nowotworowych MCF-7/ADR, w poréwnaniu do
DOX w jej wolnej postaci.

AuNPs znalazly takze zastosowanie w jako nosniki ge-
néw [23]. Koniugaty oligonukleotydéw (i matym interferu-
jacym RNA) z AuNPs posiadaja unikalne wlasciwosci, ktére
czynia je potencjalnymi wewnatrzkomoérkowymi czynnika-
mi regulujacymi geny. AuNPs silnie funkcjonalizowane oli-
gonukleotydami (polaczone wigzaniami kowalencyjnymi),
zdolne sg do aktywacji genéw i szlakéw zwigzanych z od-
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pornoéciag w jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowej,
ale nie w przypadku linii komérkowej z ograniczong liczba
podziatéw komorkowych [27]. Odkrycia te stanowia istotng
wartos¢ dla zastosowania AuNPs modyfikowanych oligo-
nukleotydami w rozwoju terapii i technologii dostarczania
genow.

NANOCZASTKI MAGNETYCZNE

Nanoczastki magnetyczne (ang. magnetic nanopartic-
les) stanowia kolejng grupe nieorganicznych nanoczastek,
ktére znalazly zastosowanie w biomedycynie, zwlaszcza
w leczeniu i diagnozowaniu nowotworéw, w obrazowa-
niu rezonansem magnetycznym (ang. magnetic resonance
imaging, MRI) jak réwniez jako platformy transportujace
chemioterapeutyki [28]. Najpopularniejszym przedstawi-
cielem nanoczastek magnetycznych sa nanoczastki tlenku
zelaza (ang. iron oxide NPs, IONPs) w tym magnetyt (Fe,O,),
maghemit (y-Fe,O,) oraz nanoczastki ferrytéw (Fe,CoO,)
[29]. IONPs zazwyczaj sa kulistymi czastkami o $rednicy
10-100 nm, charakteryzuja sie niska toksycznoscig oraz bio-
kompatybilnoscig [30]. Jednakze wykazano, ze zastosowa-
nie bardzo malych nanoczastek tlenku zelaza moze powo-
dowac lokalnie wysokie stezenie zelaza w komorkach [22],
przez co jego usuwanie z organizmu moze by¢ utrudnione.

Ze wzgledu na stabe uwalnianie lekéw z ich koniugatéow
z magnetytem (Fe,O,), jak réwniez niska pojemnos¢ zata-
dunku samego magnetytu lekiem, stosuje sie¢ wstepne po-
wlekanie tych nanoczastek substancjami zapewniajacymi
ich stabilnos¢, biodegradowalnos¢ i nietoksycznosé m. in.:
naturalnymi oraz syntetycznymi polimerami badz lipida-
mi. Polimerowe powtloki pozwalaja na stworzenie wiekszej
ilosci hydrofilowych nanostruktur, zapewniaja réznorod-
noé¢ powierzchniowych grup funkcyjnych do wigzania
sie czastek leku, hamuja agregacje nanoczastek jak réow-
niez zwigkszaja ich stabilnos¢ [30]. Nanoczastki tlenku Ze-
laza oplaszczone dekstranem, zostaly zatwierdzone przez
Amerykanska Agencje ds. Zywnodci i Lekéw (ang. US Food
and Drug Administration, FDA) jako czynniki kontrastujace
do obrazowania metoda rezonansu magnetycznego (MRI)
np. w detekcji nowotworéw watroby [22].

W badaniach przeprowadzonych w zespole Akiko Sato
[31] wykazano, ze nieskoniugowane nanoczastki magne-
tyczne (MgNPs-Fe,O,) znacznie zwigkszaly produkcje re-
aktywnych form tlenu w komérkach raka prostaty: Du-145,
PC-3 oraz LNCaP, powodujac oksydacyjne uszkodzenia
DNA. Jednoczeénie nie wptywaly one znaczaco na proli-
feracje badanych komoérek. Skoniugowanie badanego leku
- docetakselu (DTX) z magnetycznymi nanoczgstkami zas,
zwigkszylo jego aktywnosé cytotoksyczng in vitro oraz po-
wodowalo ttumienie ekspresji genu NF«xB, odpowiedzialne-
go m.in. za odpowiedZ komoérki na bodzce takie jak stres
czy wolne rodniki.

DENDRYMERY

Dendrymery, naleza do grupy nanoczastek organicz-
nych, posiadaja tréjwymiarowa, wysoce rozgateziona struk-
ture o charakterze kulistym. Zbudowane sg z wielofunkcyj-
nego, centralnego rdzenia, od ktérego odchodza powtarzal-
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ne, rozgaleziajace jednostki, na koricu ktérych znajduja sie
grupy funkcyjne [32]. Unikalne wlasciwosci dendrymeréw
m. in.: rozmiar w skali nanometrowej, ,waski” wspoétczyn-
nik polidyspersyjnosci czy tez wysoka dostepnosé grup
funkcyjnych sprawily, Ze znalazly one szereg zastosowan,
w tym jako platformy transportujace chemioterapeutyki
[33] i srodki kontrastujace do MRI [34].

Czasteczki lekéw moga by¢ (1) fizycznie uwiezione w
dendrymerach, (2) skoniugowane poprzez wigzanie ko-
walencyjne badz tez (3) zwigzane poprzez oddzialywania
elektrostatyczne, wigzanie van der Waalsa lub wiazanie
wodorowe na powierzchni tych NPs [32]. Dendrymery jako
noséniki lekéw, poprawiaja ich rozpuszczalnosé i czas kraze-
nia w krwioobiegu. Ulatwiaja réwniez bierne dostarczanie
lekéw do komoérek guza poprzez zwiekszenie efektu prze-
puszczalnosci i retencji (ang. enhanced permeability and reten-
tion, EPR) [34]. Wszystkie te cechy dendrymeréw sprawiaja,
iz sg idealnymi kandydatami do opracowywania systeméw
transportujacych leki. Zespét J. F. Kukowskiej-Latallo [35]
zsyntezowal nosniki lekéw - dendrymery typu PAMAM
(poliamidoaminowe) o érednicy <5 nm, skoniugowane z
kwasem foliowym (FA) i metotreksatem (MTX) do celowa-
nej terapii komoérek nowotworowych. Na podstawie zdje¢
z mikroskopu konfokalnego wykazali, ze noséniki lekéw
<50 nm byly w stanie przedosta¢ si¢ z ukltadu naczyniowe-
go poprzez efekt EPR i oddzialywaé¢ z komérkami nowo-
tworowymi. Tym samym skoniugowanie MTX z badanymi
nanoczastkami (no$nikami lekéw) pozwolilo na zwigksze-
nie jego aktywnosci przeciwnowotworowej w docelowych
komérkach, wzgledem MTX w jego wolnej postaci.

MICELE

Kolejnym typem organicznych nanoczastek wykorzy-
stywanych jako platformy transportujace chemioterapeuty-
ki sa micele. Micele sg amfifilowymi, kulistymi czastkami,
zbudowanymi z hydrofobowego rdzenia i otaczajacej go
hydrofilowej otoczki [36]. Najpopularniejszymi przedsta-
wicielami miceli, wykorzystywanych jako nosniki lekéw sa
micele polimerowe (ang. polymeric micelles, PMs), ze wzgle-
du na ich unikalne wtasciwosci fizykochemiczne, , zdolno-
$ci” do wiazania i uwalniania lekéw, latwa metode syntezy,
biokompatybilnos¢ oraz selektywnosé¢ wzgledem komo-
rek nowotworowych [37]. Nanoczastki te, mozna tatwo
modyfikowac¢ za pomoca grup funkcyjnych, wzmacniajac
tym samym ich biodostepnos¢, czas cyrkulacji, specyficz-
noé¢ wzgledem komérek nowotworowych oraz aktywnosé
przeciwnowotworowq. Hydrofobowe leki, transportowane
przez PMs, sa zazwyczaj ,zwigzane” w ich rdzeniu, jednak
mozliwe jest takze ich przylaczenie do hydrofilowych poli-
merdéw korony PMs [36].

Obecnie trwaja badania kliniczne, znajdujace sie w r6z-
nych fazach, w ktérych bada si¢ wplyw skoniugowania naj-
popularniejszych lekéw przeciwnowotworowych (m. in.:
doksorubicyny, docetakselu, paklitakselu i cisplatyny) z
micelami polimerowymi. Genexol®-PM (paklitaksel (PTX)
zaladowany w PM) znajduje sie¢ w IV fazie badan klinicz-
nych [37]. Paklitaksel jest lekiem przeciwnowotworowym,
stosowanym w terapii nowotworu piersi, jajnikéw, ptuc,
glowy i szyi. Jest on jednak stabo rozpuszczalny w wodzie,
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a stosowanie go w wysokich dawkach powoduje neuropa-
tie (chorobe nerwéw obwodowych o podtozu neurologicz-
nym) oraz neutropenie (obnizenie ponizej normy liczby
neutrofiléw we krwi obwodowej) [38]. W badaniach przed-
klinicznych wykazano, ze Genexol®-PM pozwala na 3-krot-
ne zwigkszenie maksymalnej dawki tolerowanej oraz odpo-
wiada za istotne podwyzszenie aktywnosci przeciwnowo-
tworowej, w stosunku do PTX w jego wolnej postaci [37].

LIPOSOMY

Liposomy stanowig kolejng grupe nanoczastek organicz-
nych. Sa matymi (od 30 nm do kilku pm), kulistymi peche-
rzykami, zbudowanymi zazwyczaj z wodnego rdzenia od-
dzielonego dwuwarstwa lipidéw naturalnych i/lub synte-
tycznych [39]. Dzieki swojej unikalnej budowie moga trans-
portowaé zaréwno hydrofilowe (poprzez wodny rdzen) jak
i hydrofobowe (poprzez hydrofobowa dwuwarstwa lipido-
wa) zwiazki. Ponadto, nanoczastki te sa biokompatybilne i
biodegradowalne. Zwigkszaja ilo$¢ dostarczanego leku do
komorek guza, jednoczes$nie obnizajac jego toksycznosc
wzgledem komérek prawidtowych. Liposomy sa jednymi
z najczesciej badanych NPs jako nosnikéw chemioterapeu-
tykéw w medycynie, gléwnie ze wzgledu na tatwos¢ ich
produkgji i modyfikacji struktury. Oprécz transportowania
lekéw NPs te wykorzystywane sa réwniez do przenoszenia
peptydoéw, genéw oraz sond obrazujacych [40].

Polowe lekéw, dostarczanych do terapii nowotworéw
dzieki szeroko pojetej nanotechnologii i zatwierdzonych do
tej pory przez FDA, stanowia liposomalne preparaty zwiaz-
kéw cytotoksycznych. W postaci liposomalnej dostepne
sa m. in. daunorubicyna (Daunoxome) w terapii miesaka
Kaposiego (zwigzanego z ludzkim wirusem niedoboru od-
pornosci HIV), doksorubicyna (Doxil oraz Myocet) w mo-
noterapii migsaka Kaposiego (zwiazanego z HIV) oraz raka
jajnika, jak réwniez winkrystyna (Margibo) w terapii ostrej
biataczki limfoblastycznej oraz irynotekan (Onivyde) - w
leczeniu raka trzustki z przerzutami [39,41].

STRATEGIE PROJEKTOWANIA I OPTYMALIZAC]I
SYNTEZY NIETOKSYCZNYCH NANOCZASTEK

Istnieje wiele konfiguracji badari dotyczacych okreslenia
cytotoksycznoséci nanoczastek w komoérkach [22]. Rycina 2
przedstawia kluczowe aspekty, dotyczace obnizenia tok-
sycznosci NPs i efektow jakie wywoluja w komérkach (np.
zdolnoé¢ do generowania reaktywnych form tlenu; ROS),
rozpatrywane przy projektowaniu i optymalizacji ich synte-
zy. Przed przystapieniem do badan biologicznych, w pierw-
szym etapie nalezy okresli¢ wlasciwosci fizykochemiczne
NPs w ich ,suchej” formie oraz w roztworach fizjologicz-
nych. Nastepnie nalezy wybra¢ komoérki (najlepiej o r6znej
fizjologii, celem uzyskania reprezentatywnego wyniku), ja-
kie zostana wykorzystane do dalszych badan. W przypad-
ku, gdy NPs wnikaja efektywnie do komérek mozna okre-
sli¢ ich aktywnos¢ cytotoksyczna. Jesli nanoczastki okaza
sie toksyczne to mozna zmniejszaé ich stezenie badz tez je
modyfikowac np. ich sklad czy powierzchnie.

Toksyczno$¢ nanoczastek zwiagzana jest gtéwnie z ich
skladem chemicznym, zwlaszcza w przypadku kropek
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Rycina 2. Schemat pracy przy projektowaniu i optymalizacji badan dotyczacych toksycznosci nanoczgstek w komoérkach

kwantowych (QDs) zawierajacych jony metali ciezkich ta-
kich jak kadm czy rtec¢ [14]. Pozadane jest, aby NPs, ktore
maja mie¢ potencjalne zastosowanie kliniczne, nie byly cy-
totoksyczne. Nie jest to zawsze mozliwe, dlatego tez w celu
obnizenia aktywnosci cytotoksycznej nanoczastek mozna
modyfikowaé ich powierzchnie np. poprzez funkcjonaliza-
cje powierzchni QDs biokompatybilnymi molekutami taki-
mi jak glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol, PEG).
Ponadto, toksycznos¢ samych NPs moze by¢ zwigzana z
wiasciwosciami fizykochemicznymi ich powierzchni, ktére
moga wywolywacé r6zna odpowiedz biologiczng w komor-
kach np. zdolnosé do generowania ROS [42]. Jak wykazano,
nanoczastki SiO, NPs i ZnO NPs o tym samym rozmiarze
i ksztalcie wykazywaly rézny stopnieri toksycznosci [12].
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ZnO NPs charakteryzowaly sie wyzsza aktywnoscia che-
miczna niz SiO, NPs, czego konsekwencja byto generowa-
nie przez nie silniejszego stresu oksydacyjnego w komoérce
(poprzez produkcje anionorodnika ponadtlenkowego O, ).

Po okresleniu nietoksycznego stezenia NPs, w kolejnym
etapie nalezy zbadac czy i jaka odpowiedzZ biologiczng in-
dukuja w komérkach. Do podstawowych badari naleza:
okreslenie zdolnosci NPs do generowania ROS oraz zmia-
ny morfologii i funkcji pracy komoérki. Wazne jest réwniez
okreélenie zdolnosci NPs do ich potencjalnej degrada-
¢ji w komérkach. Niektére male nanoczastki np. AuNPs
(4-5 nm), moga by¢ potencjalnie toksyczne, ze wzgledu na
fakt, iz docieraja do jadra komoérkowego i wiaza sie z DNA.

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



Zloto jest tatwo przyciggane do rowkéw DNA, w ktoérych
panuje ujemnie natadowane Srodowisko. Ponadto, nano-
czgstki w rozmiarze okolo 1,4 nm moga niemal doktadnie
,wpasowac si¢” do wigekszych rowkéw DNA, co prowadzi
do ich silnej, potencjalnej toksycznosci w komorkach [25].

Nanoczastki, ktére beda wnikaly efektywnie do komo-
rek, a przy tym jednoczesnie nie bedg wobec nich toksyczne
oraz nie beda wplywaé na zmiane ich morfologii i odpo-
wiedzi biologicznej, posiadaja potencjat aplikacyjny do dal-
szych badan np. jako platform transportujacych leki.

WNIKANIE NANOCZASTEK DO KOMOREK

Jedna z podstawowych funkcji blony komoérkowej jest
odizolowanie komérki od otaczajacego ja sSrodowiska. Cat-
kowita izolacja komoérki od otoczenia nie jest jednak mozli-
wa, co pociaga za soba koniecznoé¢ Scislej regulacji wymia-
ny materii miedzy komorka a jej otoczeniem. Proces wni-
kania jest jednym z najwazniejszych proceséw regulujacych
aktywnoé¢ biologiczna molekut, determinujacych interakcje
pomiedzy molekutami a btona cytoplazmatyczna [43].

Ogodlnie, proces wymiany substancji w blonie komérko-
wej mozna podzieli¢ na bierny i aktywny. Gazy (takie jak
tlen czy dwutlenek wegla), hydrofobowe molekuly (np.
benzen) czy molekuly nie posiadajace fadunku (np. woda,
etanol) dyfunduja do komoérki zgodnie z gradientem ste-
zenn w sposob bierny (bez wykorzystania energii). Z kolei,
aktywny transport zachodzi wbrew gradientowi stezen (z
wykorzystaniem energii) [44].

Kiedy czastki np. nanoczastki, ktére nie mogg wniknaé
przez hydrofobowa blone komoérkowa na zasadzie trans-
portu biernego, docieraja do zewnetrznej strony btony ko-
morkowej, moga oddzialywac z komponentami btony badz
z macierza zewnatrzkomérkows, po czym wnikaja do ko-
morki, gléwnie na drodze endocytozy [45]. Endocytoza pro-
wadzi do pochtaniania NPs, prowadzacych do powstawa-
nia pecherzykéw endocytarnych. Pecherzyki te sa nastepnie
transportowane do wewnatrzkomoérkowych przedziatow
sortowania. W zaleznosci od typu komorki, jak i bialek, li-
pidéw oraz innych molekul zaangazowanych w ten proces,
endocytoza moze by¢ podzielona na kilka rodzajow: fago-
cytoze, makropinocytoze, endocytoze zalezna od kaweolin,
endocytoze zalezng od klatryn oraz endocytoze niezalezng
od klatryn/kaweolin [46] (Ryc. 3).

FAGOCYTOZA

Proces wnikania czastek na drodze fagocytozy (ang. pha-
gocytosis) odbywa sie gléownie w komorkach do tego wy-
specjalizowanych tj.: w makrofagach, monocytach czy
neutrofilach, ktére odpowiedzialne sa m. in. za obrone go-
spodarza oraz wchianianie martwych komorek i ich szczat-
kow. Czastki wieksze niz 500-1000 nm wnikajg do komoérek
gléwnie na drodze fagocytozy [47].

Fagocytoza NPs inicjowana jest zazwyczaj przez opsoni-
zacje - na powierzchni nanoczastek adsorbowane sa opso-
niny takie jak immunoglobuliny (np. przeciwciala) czy bial-
ka dopetniacza [48]. Opsonizacja NPs pozwala na ich roz-
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poznawanie przez fagocyty, poprzez specyficzne interakcje
ligand-receptor. To z kolei, inicjuje kaskade sygnalizacyjna,
ktéra moze powodowac tworzenie sie¢ na powierzchni ko-
morki przedtuzen, po czym nastepuje pochlaniane i inter-
nalizacja czastek, prowadzaca do powstania fagosomu [49].
W pézniejszych fazach tego procesu dochodzi do fuzji fago-
somu z lizosomem, a material w nich zawarty zostaje stra-
wiony w kwasnym pH [44] przez enzymy hydrolityczne.

MAKROPINOCYTOZA

Makropinocytoza (ang. macropinocytosis, MP) jest innym
rodzajem szlaku endocytozy niezaleznej od klatryn, ktéra
wystepuje w wielu komérkach, w tym w makrofagach [49].
Ten niespecyficzny proces zachodzi spontanicznie badz tez
moze by¢ indukowany przez czynniki wzrostu lub inne sy-
gnaty [50], ktére po zwiazaniu z receptorami, znajdujacymi
sie w blonie komérkowej, inicjuja kaskade sygnalizacyjna,
prowadzaca do polimeryzacji aktyny oraz silnego faldowa-
nia blony [47]. Komérka moze pobieraé¢ do swojego wne-
trza zewnatrzkomoérkowy plyn wraz z jego zawartoscia,
poprzez tworzace sie podczas tego procesu wypustki blo-
nowe, formujac duze pecherzyki tzw. makropinosomy [51].
Wielkosé makropinosoméw (0,5-10 pm) z kolei, czyni ma-
kropinocytoze dobrym portalem do wnikania wszystkich
makromolekul, znajdujacych sie w zewnatrzkomérkowym
plynie, w tym czastek takich jak: duze NPs (w pum, ktore nie
moga wniknaé¢ do komérki poprzez inne szlaki), jak réw-
niez niespecyficznych chorobotwoérczych drobnoustrojow,
ciatek apoptotycznych czy wirusow [44].

ENDOCYTOZA ZALEZNA OD KAWEOLIN

W endocytozie zaleznej od kaweolin (ang. caveolin-media-
ted endocytosis, CavME) proces wnikania molekut zachodzi
poprzez formowanie sie kaweoli - 50-80 nm, wgtebieni bto-
ny komoérkowej w ksztalcie kolby po stronie cytozolowej
[52]. Ten rodzaj endocytozy jest powszechny w réznych
typach komoérek (np. w komoérkach miesniowych, 8réd-
blonka, w fibroblastach czy tez adipocytach), bierze udziat
w sygnalizacji komérkowej, a takze regulacji biatek blono-
wych, lipidéw oraz kwaséw tluszczowych [53]. Integral-
nym elementem wchodzacym w skiad kaweoli jest biatko
blonowe - kaweolina, ktéra odpowiedzialna jest m. in. za
ich charakterystyczny ksztatt [47]. Wzbogacone sa one tak-
ze w cholesterol i sfingolipidy. Kaweole, po odpaczkowaniu
od blony komérkowej, moga taczy¢ sie nastepnie z kawe-
osomami o neutralnym pH [54], ktére pozwalajg ,na omi-
niecie” lizosomoéw, przez co chronia swoja zawartos¢ przed
enzymami hydrolitycznymi i ich degradacja w lizosomach
[55]. Istnieja réwniez dane wskazujace, na alternatywny
wewnatrzkomérkowy los kaweoli - po ich odpaczkowaniu
od btony komoérkowej moga sie 1aczy¢ z endosomami, a w
konsekwengcji dostarczaé swéj fadunek do lizosoméw [50].

W poréwnaniu do endocytozy zaleznej od klatryn, wni-
kanie molekut na drodze endocytozy zaleznej od kaweolin
trwa dluzej, a powstajace transportujace pecherzyki maja
mniejszy rozmiar [56]. Dostarczanie m. in. NPs tym szlakiem
jednak, pozwala unikna¢ ich potencjalnej, niepozadanej (w
danym przypadku) degradacji w kwasnych organellach,
zwiekszajac tym samym ilos¢ molekut dostarczanych do ich
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celéw molekularnych np. retikulum endoplazmatycznego
czy aparatu Golgiego, co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
zwigkszenia efektu terapeutycznego [57].

ENDOCYTOZA ZALEZNA OD KLATRYN

Whnikanie molekut do wnetrza komérek na drodze endo-
cytozy zaleznej od klatryn (ang. clathrin-mediated endocytosis,
CME) jest procesem powszechnie wystepujacym, a zarazem
wysoce selektywnym, w ktérym wymagana jest obecnosé
wyspecjalizowanych receptoréw na powierzchni btony ko-
morkowej. Komorki, za poérednictwem tego szlaku wchta-
niania dostarczaja m. in. hormony biatkowe oraz skladniki
odzywcze, w tym cholesterol (przez receptor lipoproteino-
wy o niskiej gestosci) czy tez Zelazo (przez receptor trans-
feryny) [58]. Do tego typu endocytozy niezbedna jest obec-
noéc¢ biatka oplaszczajacego, uczestniczacego w tworzeniu
pecherzykéw - klatryny [59].

W pierwszym etapie endocytozy zaleznej od klatryn,
poszczegblne makromolekuly (ligandy) lub np. NPs optasz-
czone ligandem, znajdujace sie w zewnatrzkomérkowym
plynie, wigza sie do odpowiednich receptoréw, znajduja-
cych sie na powierzchni blony, formujac kompleks ligand-
receptor [50]. Wigzanie si¢ ligandu z receptorem wywoluje
,inwazje osocza”, tworzac wpuklenia w miejscach, gdzie
stezenie receptora jest wyzsze niz w innych miejscach blony
komoérkowej [47]. Kompleks ten nastepnie przegrupowu-
je sie do miejsca blony komoérkowej, bogatego w klatryne
(znajdujacej sie od strony cytoplazmy), w wyniku czego
dochodzi do pochtoniecia molekul przez pecherzyki powle-
kane klatryna (powstaje kosz klatrynowy). Gdy pecherzyk
(ok. 120 nm) znajdzie si¢ w cytoplazmie, dochodzi do roz-
padu kosza klatrynowego i uwolnienia klatryny, po czym
dochodzi do fuzji pecherzyka z wczesnymi endosomami.
Makromolekuty znajdujace si¢ wewnatrz wczesnych endo-
somow, moga nastepnie dotrze¢ do lizosomoéw [44] poprzez
szlak endo-lizosomalny.

Internalizowane materiaty po wniknieciu do komérek na
drodze endocytozy zaleznej od klatryn, sa zazwyczaj dostar-
czane do lizosoméw, a nastepnie degradowane. Zjawisko
to jest wykorzystywane jako jedna ze strategii dostarczania
lekéw skoniugowanych z NPs, ktére wnikaja do komérek
za posrednictwem tego szlaku i moga by¢ degradowane w
kwasnych organellach [60], a nastepnie po uwolnieniu z li-
zosomoéw docieraé do swoich celéw molekularnych.

ENDOCYTOZA NIEZALEZNA OD KLATRYN/KAWEOLIN

Endocytoza niezalezna od klatryn oraz kaweolin (ang.
clathrin- and caveolae-independent endocytosis) wystepuje w
komorkach pozbawionych tych bialek. Komoérki za posred-
nictwem tego szlaku wchfaniania dostarczajg m. in. hormo-
ny wzrostu czy interleukine-2 [61]. Jedna z metod pozwala-
jacych wykorzystaé ten szlak, jest skoniugowanie NPs oraz
polimeréw z kwasem foliowym, ktéry wnika do komoérek
na zasadzie endocytozy niezaleznej od klatryn/kaweolin
[44]. W ten spos6b wykorzystuje sie NPs m. in. jako sondy
do obrazowania fluorescencyjnego czy platformy transpor-
tujace leki.
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WPEYW WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH
NANOCZASTEK NA PROCES
WNIKANIA DO KOMOREK

Poprzez optymalizacje wlasciwosci fizykochemicz-
nych nanoczastek takich jak: rozmiar, ksztalt, tadunek po-
wierzchniowy czy modyfikacja powierzchni, mozna regulo-
wac proces ich wnikania do komoérek, transport wewnatrz-
komoérkowy jak réwniez cytotoksycznosé [47,62]. Badanie
i zrozumienie interakcji pomiedzy nanoczastkami a ich
wnikaniem na drodze endocytozy moze pozwoli¢ zatem na
zwigkszenie efektywnosci terapii przeciwnowotworowe;j.

ROZMIAR

Rozmiar NPs jest kluczowym czynnikiem wplywajacym
na efektywnosé¢ ich wnikania komérkowego, jak réwniez na
ich toksycznoéé w komorkach [63]. Ponadto, wielko$¢ nano-
czastek jest jednym z najwazniejszych czynnikéw determi-
nujacych rodzaj szlaku, jakim dostang sie do komérek. Mate
NPs o srednicy od kilku do kilkuset nanometréw, moga
wnika¢ do komérek na drodze pino- lub makropinocytozy.
Nanoczastki w rozmiarze 250 nm do 3 pm wnikajg na dro-
dze fagocytozy, natomiast 120-150 nm NPs - na drodze en-
docytozy zaleznej od klatryn badz kaweolin [44]. Rozmiar
powstajacych kaweoli, w endocytozie zaleznej od kaweolin,
ogranicza wnikanie wiekszych nanoczastek tym szlakiem
[64]. Niektore typy NPs moga wnika¢ zas do komoérek réz-
nymi szlakami endocytozy, w zaleznosci od ich rozmiaru.

Przeprowadzono szereg badan, na podstawie ktérych
okreslono optymalng wielkosé NPs, majacych potencjat w
ich zastosowaniu w celach diagnostycznych oraz terapeu-
tycznych, pozwalajaca na jak najefektywniejsze wnikanie
do komorki. W endocytozie zaleznej od receptoréw petne
,owiniecie” nanoczastki zalezy od sily adhezji i gestosci li-
gand6éw potrzebnych do przekroczenia bariery energetycz-
nej [65]. Wyznaczono, w sposéb teoretyczny oraz ekspery-
mentalny, ze optymalna wielko$¢ nanoczastek pozwalajaca
na ich efektywne dostarczanie do komoérek, wynosi okoto
50 nm. Wiele danych wskazuje, ze kuliste NPs ze zlota,
krzemionki, jak réwniez nanorurki weglowe czy kropki
kwantowe w tym rozmiarze pozwalaja na osiagniecie ich
maksymalnego wskaznika wychwytu przez komoérki [47].
Efektywnos¢ procesu wnikania spada za$ dla mniejszych
(okoto 15-30 nm) badz wiekszych (70-250 nm) nanoczastek
[66].

Nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze w warunkach fizjolo-
gicznych nanoczastki wykazuja silng tendencje do aglome-
racji i tworzenia polidyspersyjnych aglomeratéw o niere-
gularnych ksztattach. To z kolei wptywa na losowy szlak
endocytozy, na ktérej drodze NPs wnikaja do komorki [67].
Dlatego tez, do iloéciowego badania endocytozy nanocza-
stek, potrzebne sa komplementarne techniki, ktére pozwa-
laja na unikniecie blednej interpretacji danych eksperymen-
talnych.

KSZTALT

Obok rozmiaru nanoczastek, réwnie waznym aspek-
tem decydujacym o efektywnosci wnikania komoérkowego,
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jak réwniez ich wewnatrzkomoérkowej dystrybucji jest ich
ksztalt [47]. Do komérek moga wnikaé nanoczastki o réz-
nych ksztaltach takich jak: kule, prety, rurki czy cylindry
[9]. W badaniach przeprowadzonych w zespole Chithrani
okredlano m. in. wplyw ksztattu koloidalnych zlotych na-
noczastek (AuNPs) na efektywnosé wnikania do komoérek
nowotworowej linii HeLa. Wyniki ich badan wskazaly, ze
kuliste AuNPs wnikaty do komorek okoto 5-krotnie efek-
tywniej niz te same nanoczastki w ksztalcie pretow [68].
Czlonkowie tego zespolu w swoich kolejnych badaniach
sprawdzali poziom wnikania AuNPs: kulistych i w ksztat-
cie preta, optaszczonych dodatkowo transferyna, do komo-
rek linii: STO, HelLa oraz SNB19. Zaobserwowali, ze kuliste
zlote nanoczastki wnikaja do komérek badanych linii efek-
tywniej niz te w ksztalcie pretow [69]. Z kolei, Qiu i wspot-
pracownicy badali wptyw wspoélczynnika ksztattu (stosu-
nek dtugosci do érednicy) zlotych nanopretéw (AuNRs) na
wnikanie do komérek nowotworowej linii MCF-7. Wykaza-
li, Ze AuNRs o wyzszym wspoélczynniku ksztattu byly in-
ternalizowane wolniej niz te o nizszym wspétczynniku [70].
Zwiazane jest to z tym, Ze na ,owiniecie” diuzszej nano-
czastki potrzeba wiecej czasu. Istnieja takze doniesienia, ze
niektore ,niesferyczne” ksztatty NPs takie jak cylindry, wy-
kazuja duzy potencjal w zastosowaniach biomedycznych.
Niektore cylindryczne nanoczastki wykonane z np. nano-
rurek weglowych, tlenkéw zelaza czy polimeréw moga
zwigkszaé¢ cyrkulacje i czas retencji w poréwnaniu do ich
sferycznego odpowiednika. Jednakze wciaz nie okreslono
czy niesferyczne NPs moga efektywniej wnika¢ do komoérek
nowotworowych na zasadzie endocytozy [47].

Ponadto rézne typy komoérek mogg wykazywaé rézng
odpowiedz na dany ksztalt nanoczastek. Zespét Hutter ba-
dat proces wnikania komérkowego zlotych nanoczastek w
réznych ksztaltach: sferycznym, pretu oraz ,jezowca” (np.
kolczastych NPs) do dwéch typéw komoérek: komorek fago-
cytarnych (mikrogleju) N9 oraz niefagocytarych neuronéw.
Do fagocytarnych komérek mikrogleju wnikaly gléwnie
kolczaste NPs, natomiast do neuronéw wnikaty tylko te w
ksztalcie pretow [71].

EADUNEK POWIERZCHNIOWY

Kolejnym istotnym czynnikiem wplywajacym na efek-
tywnos¢ wnikania NPs do komérek jest ich fadunek po-
wierzchniowy [72]. Moze on by¢ anionowy, neutralny badz
kationowy. Ze wzgledu na fakt, Zze powierzchnia btony ko-
morkowej ma lekko ujemny fadunek, dodatnio natadowane
nanoczastki sg internalizowane w wigkszym stopniu (po-
przez oddzialywania elektrostatyczne) niz te o neutralnym
badz ujemnym tadunku [45,73]. Wnikanie dodatnio nata-
dowanych NPs moze jednak zaklécaé integralnosé btony
komoérkowej, a w konsekwencji prowadzi¢ do wzrostu ich
toksycznosci [74] i indukcji $mierci komérkowej [75]. Nano-
czgstki o neutralnym fadunku powierzchniowym za$ wni-
kaja do komérek wolniej niz te o ujemnym fadunku.

Ladunek powierzchniowy nanoczastek, wptywa nie tyl-
ko na proces wnikania do komoérek, ale réwniez na jego me-
chanizm. Dodatnio natadowane NPs wnikaja do komérek
gléwnie na drodze makropinocytozy, podczas gdy ujemnie
natadowane NPs - endocytozy niezaleznej od klatryn/ka-
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weolin [76]. Sciezki wnikania komoérkowego moga sie zmie-
ni¢, kiedy powierzchnia nanoczastek zostanie optaszczona
np. organicznymi molekutami. Ziote nanoczastki, posiada-
jace dodatni fadunek powierzchniowy, wnikaja do komorek
na drodze makropinocytozy lub endocytozy zaleznej od ka-
weolin [44]. Po ich optaszczeniu glikolem polietylenowym
za$, nadajacym im ujemny tadunek, wnikaja do komoérek
glownie na drodze endocytozy zaleznej od klatryn i/lub
endocytozy zaleznej od kaweolin.

MODYFIKACJA POWIERZCHNI

W zastosowaniach biomedycznych, dzieki modyfikacji
powierzchni nanoczastek mozna obnizy¢ ich toksycznosc,
podnies¢ stabilnosé, jak réwniez kontrolowaé i modulowaé
ich proces wnikania oraz los wewnatrz komoérki [77]. Naj-
czesciej powierzchnie NPs funkcjonalizuje sie: PEG, ujem-
nie natadowang grupa karboksylowa (-COOH), obojetna
grupa hydroksylowa (-OH), badz dodatnio natadowana
grupa aminowa (-NH,). Wzrost iloéci grup aminowych po-
woduje zwiekszenie dodatniego fadunku powierzchniowe-
go nanoczastek, co w konsekwencji prowadzi do zwigksze-
nia ich wnikania komérkowego. Podobna zaleznosé mozna
zaobserwowac w przypadku funkcjonalizacji NPs grupami
karboksylowymi - zwieksza sie ich ujemny fadunek po-
wierzchniowy, prowadzacy do zwiekszonego wnikania ko-
moérkowego [44].
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Poprzez przylaczenie molekul ,rozpoznajacych” wy-
brane komoérki do powierzchni NPs, mozna zwigkszy¢ se-
lektywnosé dostarczanych przez nie chemioterapeutykéw
[73]. Specyficzny ligand zwigzany na powierzchni NP, roz-
poznawany jest przez receptor (unikalny dla pewnych ko-
morek badz choréb), zlokalizowany na powierzchni blony
komoérkowej. Dzieki specyficznej interakgji ligand-receptor,
koniugat taki wnika do komoérek na zasadzie endocytozy
zaleznej od receptoréw. Jednymi z najczeéciej wykorzysty-
wanych receptoréw jako narzedzi do zwigkszania stezenia
lekéw w komoérkach sa m. in. receptory kwasu foliowego
oraz transferyny, ze wzgledu na fakt, iz w wiekszosci ko-
morek nowotworowych ich geny ulegaja nadekspresji [9].

WEWNATRZKOMORKOWA DEGRADACJA NPS I
ICH WPELYW NA TOKSYCZNOSC W KOMORKACH

W wiekszosci przypadkéw NPs wnikaja do komorki na
zasadzie endocytozy, woéwczas zmienia sie pH mikrosrodo-
wiska z okolo 7,4, panujacego w érodowisku zewnatrzko-
moérkowym, do 6,0 - we wezesnych endosomach, a nastep-
nie do okoto 4,5-4,0 - w lizosomach.

Ponadto, NPs moga by¢ narazone takze na dzialanie r6z-
nych enzyméw takich jak katepsyna L, ktéra zdolna jest do
degradacji wiekszosci ,bio-skoniugowanych” NPs. Po de-
gradacji powierzchni NPs, kwasne srodowisko panujace w
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endosomach (pH 6) lub lizosomach (pH 4,5-4,0), moze pro-
wadzi¢ do ich dalszego rozktadu, powodujac uwalnianie
sie¢ wolnych jonéw metali badZz makromolekul z nanocza-
stek. To z kolei, moze doprowadzi¢ do stopniowego spadku
$rednicy ich rdzenia oraz zmiany morfologii. Uwalniajgce
sie makromolekuly oraz wolne jony metali z NPs moga po-
tencjalnie wplywaé na homeostaze komoérki np. poprzez
zmiane ekspresji genéw, czy zwiekszenie poziomu reak-
tywnych form tlenu (ROS), co moze bezposrednio prze-
kladaé sie m. in.: na uszkodzenia DNA, aktywacje Sciezek
sygnalizacyjnych czy tez apoptoze (Ryc. 4) [72]. Dlatego tez,
przy projektowaniu efektywnego systemu wykorzystuja-
cego NPs, niezbedne jest poznanie wewnatrzkomérkowej
interakcji pomiedzy NPs a komoérka na kazdym z etapéw
dostarczania chemioterapeutykow [11].

ZDOLNOSC NPS DO GENEROWANIA
REAKTYWNYCH FORM TLENU

Reaktywne formy tlenu (ROS) sa indywiduami chemicz-
nymi niestabilnych, czeSciowo zredukowanych pochod-
nych tlenu, powstajacych jako produkt uboczny, w wyniku
aktywnosci metabolicznej komorki. Wéréd nich wyréznic
mozna m. in.: nadtlenek wodoru (H,0,), anionorodnik po-
nadtlenkowy (O,"), rodnik hydroksylowy (*OH) czy tlen
singletowy ('O,) [78]. ROS odgrywaja wazna role w mo-
dulowaniu zaréwno przezycia jak i émierci komorki, réz-
nicowania, a takze sygnalizacji wewnatrzkomérkowej oraz
produkgji czynnikéw zwigzanych z zapaleniem [79]. Zdol-
noé¢ do generowania ROS przez NPs wynika m. in. z che-
micznych jak i fizycznych wlasciwosci samych nanoczastek
(takich jak rozmiar, ksztalt czy powierzchnia) jak réwniez
ich interakcji z poszczegélnymi komponentami komoérki
np. podczas ich internalizacji do komérek [12].

WPEYW WEASCIWOSCI NPS NA GENEROWANIE ROS

Stres oksydacyjny indukowany przez NPs moze mieé
kilka Zrédet: (1) ROS moga by¢ generowane bezposrednio
na powierzchni nanoczastek, kiedy to zaréwno utleniacz
jak i wolne rodniki obecne sa na powierzchni NPs. (2) NPs
metali przejéciowych (takich jak: zelazo, miedz, chrom czy
wanad) moga generowac ROS, dzialajac jako katalizatory w
reakcjach Fentona (metoda wytwarzania rodnika hydroksy-
lowego (*OH), w wyniku reakcji nadtlenku wodoru (H,O,)
z jonem zelaza (II) (Fe*")). (3) Mate NPs, posiadajace zdol-
no$¢ do wnikania do mitochondrium, powoduja uszkodze-
nia fizyczne prowadzace do stresu oksydacyjnego, a w kon-
sekwencji do zmieniania ich funkgcji. (4) Aktywacja komoérek
zapalnych (makrofagéw i neutrofili), ktéra moze by¢ réw-
niez indukowana poprzez fagocytoze NPs, moze prowadzi¢
do generowania reaktywnych form tlenu i azotu [80].

Duza powierzchnia wiasciwa NPs oraz reaktywne grupy
na ich powierzchni odpowiedzialne sa za ich wysoki poten-
gjal oksydacyjny [22]. Reakcje chemiczne, na powierzchni
NPs z duza powierzchnig witasciwa sa znacznie przyspie-
szone [12]. Modyfikacje strukturalne i zmiany wlasciwosci
elektronowych na powierzchni mniejszych NPs zachodza w
wyzszym stopniu niz na powierzchni wiekszych NPs, cze-
go konsekwencja jest formowanie sie reaktywnych grup na
powierzchni tych czastek. Wysoka reaktywnos¢ chemiczng
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nanoczastek przypisuje sie ,, zwisajagcym wigzaniom” (unie-
ruchomionym wolnym rodnikom) atoméw znajdujacych
si¢ na powierzchni NPs, ktére promuja katalize indukowa-
na przez NPs [81].

WPLYW INTERAKCJI NPS Z KOMPONENTAMI
KOMORKI NA GENEROWANIE ROS

Nanoczastki np. AgNPs po wniknieciu do komoérki na
drodze dyfuzji badZ endocytozy, moga dociera¢ m. in.: do
mitochondrium, jadra komérkowego czy do lizosoméw. Ich
translokacja do tych organelli w mikrosrodowisku komor-
kowym uwazana jest za przyczyne powstawania ROS [42],
na skutek katalizy reakcji chemicznych z udziatem wolnych
rodnikéw, interakcji z komponentami mitochondrium czy
tez aktywacji czynnikéw wzrostu [12]. ROS, zaré6wno w no-
wotworowych jak i prawidlowych komorkach, powoduja
uszkodzenia blony komoérkowej i mitochondrium, jak réow-
niez mRNA i DNA (w wyniku stresu oksydacyjnego). Moga
takze odpowiadac za indukcje apoptozy [82].

Najwieksza role w generowaniu ROS w komorce, na
skutek jej interakcji z NPs odgrywaja mitochondria. NPs
maja wplyw na depolaryzacje blony mitochondrialnej, a
takze lanicuch transportu elektronéw poprzez aktywacje
NADPH-zaleznych enzymoéw. Mitochondrialny tancuch
transportu elektronéw w komorkach poddanych ekspozycji
NPs, moze zosta¢ zablokowany, skutkiem czego jest zwiek-
szenie komoérkowego poziomu anionorodnika ponadtlen-
kowego (O,™) poprzez transport elektronéw do O, [22]. Na-
noczastki moga by¢ takze odpowiedzialne za powstawanie
wolnych rodnikéw prowadzacych do redukgji glutationu
do jego utlenionej formy - disiarczku glutationu, co wiaze
sie ze stresem oksydacyjnym i jego dalszymi konsekwen-
cjami [12].

lloé¢ generowanych ROS i wynikajacy z tego stres oksy-
dacyjny, jest skorelowany ze stezeniem NPs, jakiemu zo-
staly poddane komorki. System antyoksydacyjny komoérek
poddanych dziataniu niskiego stezenia NPs jest zdolny do
przezwyciezenia stresu komoérkowego i pozwala na odzy-
skanie rownowagi redoks. Natomiast wysokie stezenie NPs
w komorkach, ,przyttacza” ich system antyoksydacyjny, w
wyniku czego nanoczastki te ,stajq si¢” cytotoksyczne i in-
dukuja stany zapalne [12].
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SUMMARY

Although significant advances have been made in cancer treatment, effective methods of treatment are still limited. Classical chemotherapy
is one of the main cancer treatments, but it often causes many side effects that may cause non-specific drug action. This is mainly due to the
lack of significant differences between cancer and normal cells as well as drug resistance. To reduce the side effects and increase the specifi-
city and the selectivity of chemotherapeutics to cancer cells, new methods of their delivery to tumors are being sought. One of these methods
is the application of nanoparticles (NPs), e.g. Quantum Dots (QDs) as drug delivery platforms. This review describes the most popular NPs
in chemotherapy, including quantum dots, gold nanoparticles, dendrimers, micelles, and liposomes. The review describes also a strategy of
design and synthesis of NPs, mechanism of cellular uptake, as well as intracellular degradation and toxicity of NPs.
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