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				Streszczenie

				Nanodiamenty to bardzo drobne cząstki diamentu, które ze względu na swój rozmiar w skali nano, unikalne właściwości fizykochemiczne oraz duży stosunek łatwo mody-fikowalnej chemicznie powierzchni do objętości są interesujące dla biologów, chemików i fizyków. Praca ta stanowi przegląd literatury na temat ich przygotowania, właściwości i perspektyw związanych z możliwością ich zastosowania w naukach biomedycznych. Wyso-ka biokompatybilność nanodiamentów, potwierdzona przez szereg badań in vivo i in vitro, odróżnia je od innych nanocząstek i pozwala na ich zastosowanie jako neutralnego systemu transportu związków biologicznie czynnych. Takie nanocząstki można stosować jako nośni-ki peptydów, białek, kwasów nukleinowych, leków lub innych syntetycznych związków, które spowodują zamierzony efekt biologiczny w organizmie, w bioobrazowaniu i inżynie-rii tkankowej. Obiecujące wyniki badań na różnych modelach biologicznych sugerują prak-tyczne zastosowania rozwiązań nanotechnologicznych opartych na nanodiamentach.

				Wprowadzenie

				Nanotechnologia jest obecnie jedną z najbardziej dynamicznie rozwijających się nauk, obejmuje szereg technik związanych z badaniem struktur o rozmia-rach nanometrycznych, a więc o wielkości pojedynczych atomów i ultradrob-nych cząsteczek. Spośród wielu badanych nanocząsteczek na szczególną uwagę zasługują nanodiamenty (NDs, ang. nanodiamonds), co wynika z ich unikalnych właściwości fizyko-chemicznych odmiennych od ich odpowiedników w skali makro. NDs należą do rodziny nanocząsteczek węglowych, podobnie jak węglo-we nanorurki, nanokulki, nanokropki, nanodruty oraz ich formy dendrytyczne [1,2,18]. Powszechnie klasyfikuje się je jako cząsteczki o oktaedralnej strukturze w zakresie wielkości od 2 do 10 nanometrów [3]. NDs mają zdolność tworze-nia agregatów osiągających rozmiary rzędu setek nanometrów ze względu na obecność węgla sp2 w strukturze ich powierzchni [4]. Oktaedralny kształt oraz silne wiązania kowalencyjne pomiędzy atomami węgla w nanodiamentowej krystalograficznej sieci warunkują odporność mechaniczną, termiczną, chemicz-ną NDs, a także zapewniają bardzo korzystne właściwości magneto-optyczne tych nanocząsteczek [3]. Wielkość i struktura cząsteczki, na którą przekładają się właściwości fizyko-chemiczne NDs zależy od metody ich otrzymywania. Z kolei, właściwości fizyko-chemiczne mają decydujący wpływ na praktyczne za-stosowanie NDs w biomedycynie i biotechnologii [5].

				Otrzymywanie i oczyszczanie nanodiamentów

				Do niedawna NDs otrzymywano głównie trzema metodami stosując: (1) che-miczne osadzanie nanocząsteczek węgla z fazy gazowej (CVD, ang. chemical va-por deposition), (2) metodę wysokociśnieniowej i wysokotemperaturowej syntezy (HPHT, ang. high pressure, high temperature) w tłoczniach hydraulicznych oraz (3) metodę kontrolowanej detonacji materiałów wybuchowych i węgla w postaci mieszaniny o ujemnym bilansie tlenowym [3,6]. Ze względu na zainteresowanie możliwościami aplikacyjnymi NDs, opracowano szereg nowych metod umożli-wiających ich szybkie i wydajne pozyskiwanie, wykorzystując w tym celu m.in. mikroplazmę [7], ablację laserową [8], wysokoenergetyczne mielenie kulowe mi-krodiamentów [9], chlorowanie węglików [10], kawitację ultradźwiękową [11], czy wysokoenergetyczne napromieniowanie jonowe grafitu [12]. Strukturalna stabilność oraz możliwość modyfikacji nanocząsteczek determinowana jest w dużej mierze rodzajem atomów powierzchniowych [4]. NDs otrzymywane me-todą detonacyjną charakteryzuje silnie zróżnicowana pod względem obecno-ści grup funkcyjnych powierzchnia właściwa [13]. Obecność grup funkcyjnych zawierających tlen, takich jak: grupy aldehydowe, amidowe, eterowe, estrowe, hydroksylowe, karboksylowe, ketonowe, laktonowe, nitrowe oraz peroksydowe na powierzchni NDs (Ryc. 1) sprawia, że cząsteczki te mimo fizyko-chemicznej stabilności w szerokim zakresie środowisk, podatne są na różnego rodzaju che-
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				miczne modyfikacje [5,14]. Właściwość ta w połączeniu z ich dużym stosunkiem powierzchni do objętości czyni NDs atrakcyjnym obiektem badań naukowych w zakresie nauk biomedycznych [3,5].

				Ze względu na perspektywę biomedycznego zastosowa-nia NDs, muszą one cechować się niezwykle wysoką czy-stością [6]. Oczyszczanie przy użyciu różnego rodzaju me-tod jest więc kluczowym etapem pozyskiwania NDs [5,15] i ma największe znaczenie w przypadku NDs otrzymywa-nych drogą detonacji, ponieważ sadza detonacyjna zawiera NDs otoczone warstwą grafitu oraz częściowo utlenionym amorficznym węglem wraz z zanieczyszczeniami w postaci metali lub tlenków metali [16]. Niediamentowy grafitowy węgiel wraz z innymi niepożądanymi związkami może również znajdować się wewnątrz agregatów NDs [5,17]. Stopień i rodzaj zanieczyszczeń zależą od parametrów de-tonacji stosowanych podczas pozyskiwania NDs, takich jak: zapalnik, rodzaj metalu stanowiącego ścianę komory, domieszki w chłodziwach lub zanieczyszczenia odczynnika stosowanego w procesie detonacji [18]. Klasyczna metoda oczyszczania NDs polega na zastosowaniu silnych, ciekłych utleniaczy, takich jak: kwas siarkowy oraz jego mieszanina z bezwodnikiem chromowym lub kwasem azotowym, usu-wającymi zanieczyszczenia NDs tlenkami metali [1,4]. Naj-bardziej skutecznym związkiem usuwającym zanieczysz-czenia oraz rozbijającym agregaty NDs jest fluorowodór [16]. Mimo wysokiej skuteczności oczyszczania NDs za po-mocą utleniaczy metoda ta jest kosztowna oraz niebezpiecz-na dla środowiska [17]. Z tego względu proponuje się za-stosowanie alternatywnych metod, takich jak oczyszczanie NDs ozonem w podwyższonej temperaturze, czy wykorzy-stanie mikrofal [1,7,19]. W przypadku zanieczyszczeń NDs metalami zalecane jest również zastosowanie związków chelatujących np. kwasu wersenowego [20]. Ze względu na wysoką odporność termiczną NDs, proces oczyszczania wspomaga często wysoka temperatura, rzędu 420°C [16].

				Modyfikacja powierzchni i funkcjonalizacja nanodiamentów

				Modyfikacja powierzchni NDs wymaga rozbicia utwo-rzonych agregatów NDs na pojedyncze nanocząsteczki [4]. W tym celu stosuje się mielenie kulowe, mielenie strumie-niowe, obróbkę termiczną, sonikację lub frezowanie matry-

			

		

		
			
				cowe [5,13,17,18,20,21]. Etap rozbicia agregatów połączony jest najczęściej z frakcjonowaniem otrzymanego materiału poprzez jego dyspersję w odpowiednim separującym roz-tworze i wirowanie w gradiencie gęstości. Ta procedura po-zwala na wyodrębnienie frakcji NDs o pożądanym zakresie wielkości [17,18]. Potwierdzenie powodzenia oczyszczania, rozbicia agregatów NDs oraz ich frakcjonowania według wielkości wymaga zastosowania dodatkowych technik np. spektroskopii ramanowskiej, fourierowskiej spektroskopii w podczerwieni, elektronowej mikroskopii skaningowej, rentgenowskiej mikroskopii fotoelektronów, wysokoroz-dzielczej mikroskopii transmisyjnej lub rentgenografii strukturalnej [4,13,17,18]. Techniki te pozwalają na precy-zyjną charakterystykę struktury, wielkości oraz czystości otrzymanego materiału [20,21].

				Kluczowym etapem pozwalającym na wykorzysta-nie NDs w jakiejkolwiek dziedzinie biomedycyny jest funkcjonalizacja ich powierzchni [3,4,5,14,17,18,20]. Duża powierzchnia właściwa ND oraz obecność na jego po-wierzchni grup funkcyjnych zawierających tlen ułatwia proces funkcjonalizacji [1,2]. Zdolność NDs do łączenia się z różnego rodzaju grupami organicznymi umożliwia przyłączanie biomolekuł, takich jak: kwasy nukleinowe, peptydy lub białka oraz innych związków biologicznie ak-tywnych np. leków [3,14,17].

				Jedną z najprostszych metod funkcjonalizacji jest nieko-walencyjna funkcjonalizacja, w której przyłączane substan-cje oddziałują z powierzchnią NDs siłami elektrostatyczny-mi, hydrofobowymi lub Van der Waalsa [1,17]. W tym przy-padku powierzchnia nanocząsteczki zostaje owinięta przez polipeptydy lub długołańcuchowe polimery [22]. Niekowa-lencyjna funkcjonalizacja NDs związkami powierzchniowo czynnymi, zawierającymi na swoich końcach grupy hydro-filowe obdarzone ładunkiem zwiększa właściwości dysper-syjne koniugatów w środowisku wodnym [23].

				Zadaniem kowalencyjnej funkcjonalizacji jest trwałe przyłączenie cząsteczek do NDs za pośrednictwem obec-nych na ich powierzchni grup funkcyjnych [17]. Dane lite-raturowe wskazują na szereg różnego rodzaju reakcji che-micznych umożliwiających przyłączanie określonych grup [23]. Jedną z metod pozwalających na uzyskanie hydroksy-lowanych NDs jest reakcja Fentona [24], w której zastoso-wanie mieszaniny siarczanu żelaza z nadtlenkiem wodoru przyczynia się nie tylko do wzbogacenia powierzchni NDs w grupy hydroksylowe, lecz także wspomaga usuwanie za-nieczyszczeń w postaci innych niż diament odmian węgla, o czym świadczy wydzielanie dwutlenku węgla podczas re-akcji [25]. Szerokie możliwości funkcjonalizacji powierzchni NDs stwarza również obecność grup karboksylowych. W tym przypadku atom węgla grupy karboksylowej związa-ny jest z rdzeniem ND za pomocą jednego wiązania kowa-lencyjnego [26]. Modyfikacji tej można dokonać za pomocą różnego rodzaju reakcji chemicznych stosując utleniające kwasy mineralne np. kwas siarkowy, azotowy, nadchloro-wy [17]. W wyniku łączenia grup karboksylowych z grupa-mi aminowymi na powierzchni NDs w obecności odczyn-ników aktywujących powstają amidy [20]. Obecność grup aminowych może również być wykorzystana do dalszej funkcjonalizacji NDs np. tetrametylorodaminą lub biotyną 
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				Rycina 1. Grupy funkcyjne zawierające tlen na powierzchni nanodiamentu uła-twiające jego funkcjonalizację.
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				[27]. Wykazano silne wiązanie pomiędzy ujemnie nałado-wanymi karboksylanami na powierzchni NDs a dodatnio naładowanymi grupami aminowymi związków, takich jak: katalaza, mioglobina, lizozym, albumina surowicy bydlęcej, polilizyna i cytochrom C [28,29,30]. Funkcjonalizację NDs często poprzedza modyfikacja ich powierzchni polegająca na przyłączeniu grup estrowych [31]. Reakcję estryfikacji NDs zawierających grupę hydroksylową przeprowadza się z wykorzystaniem chlorków kwasów karboksylowych [32]. Z kolei traktowanie hydroksylowanych NDs chlorkami al-kilowymi w obecności wodorku sodu prowadzi do otrzy-mania wiązania eterowego [33]. W przypadku obecności grupy karboksylowej na powierzchni NDs, wprowadzenia grupy estrowej można dokonać w reakcji z wodorotlenkami w środowisku kwaśnym [34].

				Obecność licznych grup funkcyjnych na powierzchni NDs umożliwia wytworzenie koniugatów NDs ze związ-kami bardziej złożonymi np. z polimerami wykazującymi różnorodną aktywność chemiczną i biologiczną [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 właściwościach hydrofilowych i neutralnym lub ujem-nym ładunku zwiększa stabilność koloidalną otrzymanych kompleksów oraz uzdatnia je do zastosowania w środowi-sku fizjologicznym [40].

				Biokompatybilność nanodiamentów

				Praktyczne wykorzystanie NDs w biomedycynie i bio-technologii wymusza konieczność zbadania stopnia cyto-toksyczności tych nanocząsteczek. Przeprowadzono szereg badań in vitro oraz in vivo pozwalających na ocenę toksycz-ności NDs w stosunku do określonych komórek lub tka-nek u różnych organizmów [3,14,15,17,18,20]. Wykazano, że NDs nie zaburzają aktywności oksydacyjnej mitochon-driów ani syntezy ATP w komórkach nerwiaka zarodko-wego [41]. Przeprowadzono także porównawcze badanie toksyczności nanomateriałów węglowych, takich jak: NDs, sadza węglowa, jednościenne oraz wielościenne nanorurki węglowe na komórkach nerwiaka zarodkowego oraz ma-krofagach i wykazano, że spośród przebadanych nanoma-teriałów najbardziej toksyczne były jednościenne nanorurki węglowe, nieco mniejszą toksyczność wykazywały nano-rurki wielościenne, a następnie sadza węglowa, natomiast NDs były najmniej toksycznym nanomateriałem. Makrofa-gi eksponowane na NDs nie wydzielały reaktywnych form tlenu, natomiast po ekspozycji tych komórek na nanorur-ki wytwarzały one duże ilości tych wysoce reaktywnych cząsteczek [42]. W innym badaniu nie stwierdzono toksycz-nego oddziaływania NDs na fibroblasty płuc płodu ludz-kiego oraz komórki epitelialne płuc, w przeciwieństwie do cytotoksycznie działających nanorurek [43]. Nie wykryto również cytotoksycznej aktywności oraz wpływu NDs na podziały i różnicowanie ludzkich komórek raka płuc [44]. Dowiedziono, że linia komórek nowotworowych HeLa po-chłania NDs w o wiele większym stopniu niż wielościenne nanorurki czy tlenek grafenu, a toksyczność NDs w odróż-nieniu od pozostałych nanostruktur jest minimalna [45]. Biokompatybilność NDs potwierdzono także wykazując 

			

		

		
			
				brak zmian w ekspresji czynnika martwicy nowotworów oraz białek z rodziny Bcl-x regulujących proces apoptozy, tym samym wykluczono możliwość indukcji stanu zapalne-go oraz apoptozy przez NDs. W innym badaniu wykazano biozgodność z linią ludzkich komórek HT-29 gruczolako-raka jelita grubego [46]. Szereg eksperymentów wskazuje na konieczność stosowania w badaniach nad biokompaty-bilnością NDs o wysokim stopniu czystości i odpowiednio zmodyfikowanej powierzchni. Wykazano bowiem, że utle-nione NDs powodowały uszkodzenia DNA embrionalnych komórek macierzystych w przeciwieństwie do NDs o nie-modyfikowanej powierzchni [47], a karboksylowane NDs były toksyczne dla zarodków Xenopus [48]. W badaniach nad biokopatybilnością NDs w stosunku do erytrocytów udowodniono, że NDs mające na powierzchni grupę kar-boksylową tworzyły agregaty, które powodowały zmianę dyskocytów w echinocyty [49]. 

				In vivo badano wpływ NDs na cały organizm modelowych bezkręgowców i kręgowców aplikując zwierzętom nanoczą-steczki w różnej formie (np. w postaci zawiesiny lub hydro-zolu) i różną drogą (np. doustną, dootrzewnową, dożylną, podskórną lub topikalną) [50-60]. Badania prowadzone przez nasz zespół wykazały, że NDs aplikowane drogą iniekcji do hemolimfy lub na powierzchnię kutikuli, nie powodowa-ły apoptozy hemocytów chrząszcza Tenebrio molitor i były fagocytowane przez te komórki [50]. NDs nie wpływały rów-nież na liczbę hemocytów krążących w hemolimfie oraz nie zaburzały fagocytozy lateksowych kulek i procesu nodulacji (komórkowa odpowiedź immunologiczna) oraz aktywności oksydazy polifenolowej (humoralna odpowiedź immunolo-giczna) u wszystkich stadiów rozwojowych tego chrząszcza. Badanie biodystrybucji NDs w komórkach i tkankach T. moli-tor wykazało, że NDs gromadzone są głównie w cytoplazmie hemocytów. Wykryliśmy również obecność NDs w nielicz-nych komórkach ciała tłuszczowego, podczas gdy w komór-kach cewek Malpighiego nie zaobserwowaliśmy ich wystę-powania [50]. Z kolei wprowadzenie NDs do krwioobiegu myszy nie zaburzało odpowiedzi immunologicznej na infek-cję bakteryjną oraz nie zaburzało zdolności makrofagów do fagocytozy [51]. Zbieżność uzyskanych wyników dla funk-cjonalnie alternatywnych komórkowych modeli hemocytu i makrofaga, wskazuje na brak wpływu NDs na komórkową odporność u bezkręgowców i kręgowców [50,51]. Badania prowadzone na innym modelu owadzim, Acheta domesticus wskazują na uszkodzenia DNA hemocytów oraz komórek jelit, po aplikacji NDs drogą pokarmową [52]. Należy jednak podkreślić, że cytotoksyczny efekt stwierdzono po zastoso-waniu znacznie większych dawek i długim czasie ekspo-zycji świerszcza na NDs niż miało to miejsce w przypadku chrząszcza T. molitor [50,52]. W badaniu toksyczności i dys-trybucji NDs w układzie oddechowym myszy po podaniu intratrachealnym nie stwierdzono jakichkolwiek działań nie-pożądanych, na żadnym z jego odcinków, zarówno po 1, 7, 14, jak i 28 dniach od ekspozycji zwierzęcia na NDs. Ponadto wraz z upływem czasu zaobserwowano zmniejszenie ilości NDs w pęcherzykach płucnych, co było wynikiem fagocyto-zy NDs przez makrofagi migrujące przez tchawicę w stronę gardła [53]. Podobnie jak w przypadku owadów, wynik ten potwierdza kluczową rolę komórek mających zdolności fa-gocytarne w usuwaniu NDs. Z kolei intratrachealna aplikacja bardzo wysokich dawek NDs spowodowała toksyczne dzia-
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				łanie NDs w płucach, wątrobie, nerkach oraz krwi myszy [54]. Toksyczność wysokich dawek NDs stwierdzono także u skorupiaków wodnych, z gatunku Daphnia magna, u których zaobserwowano akumulację nanocząsteczek w przewodzie pokarmowym, uniemożliwiającą prawidłowe trawienie [55]. Efektów toksycznych nie stwierdzono natomiast u myszy i szczurów po śródskórnej aplikacji NDs [56]. Dowiedziono również, że aplikacja NDs w formie hydrozolu drogą po-karmową nie powoduje zaburzeń wzrostu i rozwoju myszy, nie wpływa niekorzystnie na żaden organ wewnętrzny, a traktowane myszy wydają na świat zdrowe potomstwo [57]. Podobnie, żadnych efektów ubocznych nie zaobserwowano w przeciągu sześciu miesięcy od dożylnego wprowadzenia NDs szczurom oraz przedstawicielom rzędu naczelnych, z gatunku Macaca fascicularis [58]. Badania neurotoksyczności in vitro i in vivo u myszy na etapie rozwoju zarodkowego nie wykazały toksycznego działania NDs na komórki ukła-du nerwowego [59]. Z kolei testy prowadzone na zarodkach danio pręgowanego wykazały dawko-zależny wpływ NDs na przeżywalność, wylęgalność, rytm pracy serca oraz ak-tywność lokomotoryczną, jednak zaobserwowane zmiany nie były istotne statystycznie [60]. Wyniki badań in vivo na bezkręgowcach i kręgowcach wskazują na konieczność okre-ślenia najwyższej bezpiecznej dawki, czasu ekspozycji i drogi aplikacji NDs oraz zastosowania odpowiedniej modyfikacji powierzchni NDs. Potwierdzenie braku efektów ubocznych u wyższych naczelnych, spokrewnionych filogenetycznie z człowiekiem, pozytywnie rokuje dla praktycznego zastoso-wania NDs w medycynie i biotechnologii.

				Nanodiamenty jako nośniki związków biologicznie aktywnych

				Badane są możliwości wykorzystania NDs jako no-śników związków aktywnych biologicznie [3,5,14,17,18] (Ryc. 2). Obecny stan wiedzy wskazuje na szerokie możli-wości niekowalencyjnej lub kowalencyjnej funkcjonalizacji aktywnymi biologicznie makromolekułami odpowiednio zmodyfikowanej chemicznie powierzchni NDs. Do tej pory do NDs przyłączono m.in. peptydy, białka, kwasy nukle-

			

		

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

				Kluczową rolę w efektywności dostarczania związków do komórek ma interakcja kompleksu aktywnej cząsteczki i nanonośnika ze składnikami środowiska wewnętrznego organizmu [61]. Na początku kompleksy NDs i aktywnego biologicznie związku dyfundują przez błonę komórkową, a następnie docierają do docelowego miejsca wewnątrz ko-mórki lub organelli [62]. Wewnątrzkomórkowy wychwyt kompleksów zależy od właściwości fizyko-chemicznych NDs oraz związków przyłączonych do ich powierzchni. W zależności od wielkości kompleksu oraz chemicznego cha-rakteru biologicznie czynnej substancji, kompleks może być wprowadzony do wnętrza komórki drogą pinocytozy lub fagocytozy przy udziale różnego rodzaju białek np. klatry-ny [63]. Zbadano efektywność endocytozy NDs z wykorzy-staniem linii ludzkich komórek raka płuc A549 oraz linii nierakowych: ludzkich komórek fibroblastów płuc HFL1 oraz ludzkich komórek nabłonka oskrzeli Beas-2b i udo-wodniono, że NDs wnikają drogą endocytozy za pośred-nictwem klatryny do komórek nowotworowych w znacznie większym stopniu niż do komórek zdrowych [43,64,65].

				W przeciwieństwie do konwencjonalnych leków, pepty-dy, białka oraz kwasy nukleinowe mają duży potencjał te-rapeutyczny ze względu na ich wysoką specyficzność oraz możliwość zastosowania znacznie niższych dawek terapeu-tycznych. Wykorzystanie makromolekuł jako terapeutyków jest jednak ograniczone ze względu na ich duże rozmiary, możliwość usuwania makromolekuł na drodze egzocytozy z komórek, krótki okres półtrwania in vivo, ich niestabilność strukturalną i słabą przenikalność przez błony biologiczne [66]. W celu przezwyciężenia tych trudności opracowano różnorodne systemy dostarczania leków, przy czym więk-szość z nich opiera się na podejściu nanotechnologicznym [3,5,14,17]. Liczne badania wykazały możliwość wykorzy-stania powierzchni NDs umożliwiającej precyzyjny trans-port makromolekuł do wnętrza komórek [18,20,26,31].
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				Rycina 2. Możliwości funkcjonalizacji oraz zastosowania w biomedycynie NDs oraz magnetycznych NDs jako przenośników związków aktywnych biologicznie. Za pomocą NDs wprowadza się do komórek: kwasy nukleinowe (A); peptydy (B); białka (C); leki w terapii celowanej (D) z wykorzystaniem przeciwciał (D1) bądź magne-tycznych NDs (D2).
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				Chemiczna budowa peptydów i białek, które na jednym końcu zawierają grupę aminową a na drugim karboksylo-wą znacznie ułatwia ich wiązanie z NDs poprzez interakcję ładunków dodatnich i ujemnych. Fizyczną adsorpcję tych związków można uzyskać dzięki wykorzystaniu wiązań wodorowych [67] np. podczas opłaszczenia NDs insuliną bydlęcą skutkującą 80% funkcjonalizacją powierzchni ND. W wyniku tej funkcjonalizacji zmiana jonizacji peptydu spowodowała dwudziestokrotne zwiększenie jego uwalnia-nia w pH 10,5 w porównaniu z pH obojętnym [68]. NDs wy-korzystano również jako nośniki białek z rodziny BMP (ang. bone morphogenetic protein), które wspomagają morfogenezę kości. Zwiększenie miejscowego stężenia tych białek in vivo, poprzez opłaszczenie nimi NDs pozwoliło przezwyciężyć problem ich szybkiej dyfuzji, a tym samym polepszyć efekt terapeutyczny związany ze wzrostem proliferacji i różnico-wania komórek kostnych [69]. W innym badaniu NDs były funkcjonalizowane transformującym czynnikiem wzrostu β (TGF-β, ang. transforming growth factor β) w rozcieńczonym środowisku soli fizjologicznej. Utworzony w ten sposób ko-niugat charakteryzowała wysoka stabilność w środowisku wodnym, a uwalnianie aktywnej cytokiny stwierdzono w pożywkach zawierających surowicę [70]. Inne badanie, w którym do powierzchni NDs przyłączono królicze prze-ciwciało RAM, wykazało zwiększenie jego specyficzności do antygenu [71]. Powierzchnię NDs modyfikowano rów-nież za pomocą karboksymetylochitozanu, zwiększając tym samym pole powierzchni funkcjonalizacji oraz regulując uwalnianie leków z kompleksu w zależności od pH [72]. W podobny sposób wykorzystano NDs modyfikowane ben-zochinonem do ponownej funkcjonalizacji tego kompleksu za pomocą wiązania kowalencyjnego przeciwciałami IgG i 

			

		

		
			
				stwierdzono stabilność utworzonego złożonego kompleksu w surowicy krwi [73].

				Możliwości związane z wykorzystaniem NDs jako przenośników peptydów i białek nie ograniczają się jedy-nie do zastosowań terapeutycznych. Badania prowadzone przez nasz zespół dowiodły, że NDs można wykorzystać do transportu peptydów przez hydrofobowe anatomiczno--fizjologiczne bariery, takie jak kutikula owada. Sprzęgając NDs z Nebkolostatyną, 19-aminokwasowym peptydem o silnych immunoinhibicyjnych i gonadoinhibicyjnych wła-ściwościach wykazaliśmy możliwość transkutikularnego przeniesienia tego peptydu z powierzchni kutikuli do he-mocelu owada z zachowaniem jego biologicznej aktywności (Ryc. 3). W hemolimfie owada Neb-kolostatyna skomplek-sowana z nanodiamentami indukowała apoptozę hemocy-tów znacznie zmniejszając liczbę krążących hemocytów w hemolimfie oraz hamowała komórkową i humoralną odpo-wiedź immunologiczną u wszystkich stadiów rozwojowych T. molitor [50]. Efekt działania peptydu obserwowany po jego aplikacji w kompleksie z NDs na powierzchnię kutikuli był porównywalny do efektu uzyskanego po bezpośrednim wprowadzeniu peptydu do hemocelu za pomocą iniekcji. Sugerujemy, że możliwość pokonania hydrofobowego śro-dowiska kutikuli przez Neb-kolostatynę skompleksowaną z NDs związana jest z czasową zmianą konformacji pep-tydu, wynikającą ze złączenia hydrofilowych łańcuchów bocznych Neb-kolostatyny z powierzchnią NDs. Funkcjo-nalizacja nanonośnika aktywnym, immunoinhibicyjnym i gonadoinhibicyjnym peptydem stanowi alternatywę dla wprowadzenia do ciała owada aktywnej cząsteczki drogą pokarmową. W przyszłości to innowacyjne podejście do ograniczenia żywotności i rozrodu owadów może posłużyć 
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				Rycina 3. Zahamowanie immunologicznej odpowiedzi komórkowej (nodulacji) po zakażeniu Tenebrio molitor bakteriami Staphylococcus aureus w wyniku transkutikularne-go wprowadzenia Neb-kolostatyny za pomocą NDs do wnętrza ciała 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 szkodników [50].

				Podejście nanotechnologiczne stwarza również ogromne możliwości w terapii wielu chorób z wykorzystaniem kwa-sów nukleinowych np. DNA lub RNA, w tym mRNA, siR-NA, miRNA, piRNA, snRNA, snoRNA [17]. Kwasy nukle-inowe w bezpośredni sposób związane są nie tylko z regula-cją ekspresji genów, lecz także wprowadzaniem modyfikacji potranslacyjnych, a wiele z nich wykazując właściwości ka-talityczne uczestniczy w reakcjach enzymatycznych, dzię-ki czemu terapia genowa stwarza możliwość kontroli nad produkcją białek i peptydów, które organizm wytwarza w nadmiarze lub niedomiarze, łącznie z białkami zaangażo-wanymi w proces apoptozy [74]. Dotychczas w celu wpro-wadzenia kwasów nukleinowych do komórek stosowano wirusowe wektory, takie jak adenowirusy lub retrowirusy, jednak ze względu na ograniczone rozmiary kapsydów, po-szukiwano bardziej efektywnego przenośnika [75]. W tym celu wykorzystano NDs z powierzchnią zmodyfikowaną polietylenoiminą, które następnie koniugowano z plazmi-dowym DNA kodującym lucyferazę i następnie ten kom-pleks wprowadzano do komórek nowotworowych HeLa, uzyskując 70-krotne zwiększenie efektywności transfekcji [76]. NDs wykorzystano również jako dokomórkowy trans-porter siRNA w leczeniu mięsaka Ewinga. Wprowadzenie do komórek siRNA związanego z powierzchnią modyfi-kowanych wodorkiem polialliloaminy NDs, umożliwiło zahamowanie ekspresji genu EWS/FLI1 kodującego białko onkogenne zaangażowane w rozwój tego rzadkiego nowo-tworu [77]. W innym badaniu transport siRNA do wnętrza komórek przy udziale NDs modyfikowanych poliamido-aminą spowodował zahamowanie ekspresji onkoprotein E6 i E7 kluczowych w rozwoju raka szyjki macicy wywołanego wirusem HPV [78].

				Wykorzystanie nanodiamentów w bioobrazowaniu

				Właściwości NDs umożliwiają ich szerokie zastosowanie nie tylko w oparciu o wykorzystanie potencjału nośnikowe-go, w leczeniu nowotworów lecz także na etapie określenia kluczowej dla dalszego postępowania terapeutycznego dia-gnozy [79].

				Wiele badań potwierdziło możliwość wykorzystania nanocząsteczek, takich jak: metaliczne nanoklastry, nanos-fery domieszkowane barwnikami, kropki kwantowe czy nanocząsteczki powlekane polimerami, jako fluorescencyj-nych znaczników molekularnych do obrazowania komór-kowego [80-84]. Zastosowanie tych nanostruktur niesie ze sobą jednak pewne ograniczenia związane m.in. z silnym rozpraszaniem światła w tkankach, blaknięciem kolorów, możliwością toksycznej degradacji sondy obrazującej lub autofluorescencją komórek [85,86]. Ze względu na korzyst-ne właściwości magneto-optyczne uwarunkowane krysta-liczną strukturą, NDs mogą być alternatywą dla wcześniej wymienionych nanocząsteczek [5]. Wysoki współczynnik załamania światła umożliwia uzyskanie ostrego piku w widmie spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni oraz ramanowskiej spektroskopii [50,87]. Ramanowskie mapo-wanie wykorzystano w praktyce do lokalizacji NDs sprzę-

			

		

		
			
				żonych z hormonem wzrostu w celu określenia jego interak-cji z receptorami błonowymi komórek raka płuc [88]. NDs w czystej postaci nie wykazują fluorescencji, stąd w celu wy-korzystania ich do bioobrazowania należy wprowadzić mo-dyfikacje niezbędne do jej uzyskania, takie jak koniugacja z fluorochromem lub utworzenie centrów barwnych [89]. Chemiczna koniugacja grupami aminowymi, ketonowymi, hydroksylowymi lub estrowymi w znaczący sposób wpły-wa na właściwości fluorescencyjne NDs [90]. Każdą funk-cyjną grupę charakteryzuje emisja światła przy określonej długości fali, co daje możliwość obrazowania wielokoloro-wego [91]. Koniugując powierzchnię NDs z izocyjanianem oktadecylu i kwasem polikarboksymetylowym otrzymano kompleks, który po wniknięciu do komórek wykazywał jasną fluorescencję [92]. W innym badaniu wykazano, że NDs koniugowane z rozgałęzionymi łańcuchami poliglice-rolu wykorzystać można do selektywnej detekcji integryn w komórkach HeLa oraz wewnątrzkomórkowej termode-tekcji [93]. W naszych badaniach, w celu udowodnienia, że NDs mogą przenikać przez kutikulę owada dokonaliśmy modyfikacji NDs polegającej na oksydacji ich powierzchni, a następnie przyłączyliśmy fluorescencyjny barwnik, FITC. Dzięki fluorescencyjnemu wyznakowaniu NDs udowodni-liśmy, że NDs przechodzą przez nanopory w kutikuli owa-da i wykazaliśmy ich dystrybucję w komórkach i tkankach T. molitor [50] (Ryc. 4A).

				Alternatywnym sposobem bioobrazowania z użyciem NDs jest wykorzystanie ich centrów barwnych, czyli na-turalnych bądź wprowadzonych sztucznie defektów kry-stalicznej struktury, posiadających zdolność do absorpcji i emisji światła w temperaturze pokojowej [79]. Ze względu na najczęściej występujące zanieczyszczenia NDs azotem, większość badań koncentruje się na wykorzystaniu nano-cząsteczek, których centra barwne składają się z azotu i wakancji [94]. Centra te charakteryzują się silną absorpcją światła o długości fali 550 nm oraz stabilną emisją fluore-scencji [95]. Ze względu na wysoki wskaźnik fotostabilno-ści, pod uwagę brane jest również obrazowanie z użyciem NDs, których centra zawierają krzem lub lantanowiec, eu-rop [96,97]. Sztuczne wytworzenie centrów barwnych uzy-skuje się najczęściej poprzez napromieniowanie NDs wiąz-ką wysokoenergetycznych elektronów, protonów, jonów helu lub promieni gamma, wykorzystując różnego rodzaju akceleratory [98]. Możliwość uzyskania silnego sygnału o długotrwałej stabilności, który można odróżnić od autoflu-orescencji komórek w połączeniu z biokompatybilnością NDs sprawia, że nanocząsteczki te odgrywają istotną rolę w diagnozowaniu chorób [3,5,17,18,20]. Oprócz korzystnych właściwości optycznych, NDs posiadają szereg innych cech fizyko-chemicznych umożliwiających ich wykorzystanie w biodetekcji, jako doskonałych czujników pola magnetyczne-go, elektrycznego, temperatury i ciśnienia [99,100].

				Rozwój nowych technologii w zakresie fotodetekcji NDs w połączeniu z rosnącymi możliwościami modyfikacji ich struktury krystalicznej, rzutującymi na właściwości optycz-ne stwarza wiele możliwości dla wykrywania tych nanoczą-steczek nie tylko w komórce, ale także w poszczególnych jej organellach. Zastosowanie mikroskopii wymuszonego wygaszania emisji pozwoliło na odróżnienie fluorescen-cyjnych NDs opłaszczonych albuminą surowicy bydlęcej 
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				znajdujących się w cytozolu od NDs zlokalizowanych w endosomach [101]. Stefan Hell, nagrodzony Nagrodą Nobla w dziedzinie Chemii za udoskonalenie tej wysokorozdziel-czej techniki mikroskopowej, zidentyfikował barwne centra NDs zawierające azot [102]. Centra te warunkują unikalny spin elektronowy oraz magnetycznie podatny stan podsta-wowy, co umożliwia ich ultraczułe i szybkie wykrywanie. Zmiana sygnału fluorescencyjnego w wyniku przejścia ze stanu podstawowego sugeruje możliwość obrazowania z wykorzystaniem rezonansu magnetycznego w nanoskali [103]. Defekty krystalicznej sieci uwarunkowane obecno-ścią azotu sprawiają, że możliwa jest detekcja takich NDs w tkankach za pomocą rezonansu magnetycznego [104]. Metoda ta pozwoliła ponadto na wykazanie ruchu obro-towego fluorescencyjnych NDs w komórkach HeLa [105]. Wprowadzenie atomów żelaza do struktury krystalicznej NDs, nadaje im dodatkowe właściwości określane mianem superparamagnetyzmu. Tego rodzaju modyfikacja spra-wia, że nanocząsteczki wykazują cechy magnetyczne po przyłożeniu zewnętrznego pola magnetycznego, które na-tychmiast tracą po usunięciu źródła pola [106]. Obecność domen magnetycznych nanoferromagnetyków lub nanofer-rimagnetyków z powodzeniem może być wykorzystana w diagnostyce oraz terapii różnego rodzaju chorób [89]. NDs wzbogacone o atomy żelaza przebadane zostały pod kątem wykorzystania ich jako alternatywnego środka kontrastują-cego charakteryzującego się zmniejszoną cytotoksycznością w obrazowaniu za pomocą rezonansu magnetycznego [61] (Ryc. 4B). NDs o powierzchni zmodyfikowanej za pomocą jonów lub tlenków żelaza, opłaszczone dodatkowo związ-kami o działaniu antynowotworowym, mogą być doskona-łym materiałem wzmacniającym efekty celowanej terapii antynowotworowej [107]. Przyłożenie zewnętrznego źródła pola magnetycznego do ciała pacjenta w miejscu lokalizacji nowotworu po wprowadzeniu do organizmu magnetycz-nych nanokoniugatów utrzymuje leczniczy kompleks w obszarze zmienionej nowotworowo tkanki, co może pro-wadzić do poprawy farmakokinetyki leków i umożliwia ochronę zdrowych tkanek przed niekorzystnym działaniem 

			

		

		
			
				leków antynowotworowych, które skupiane są w bezpo-średnim obrębie komórek rakowych [108]. Opłaszczone la-kami, fluorescencyjne NDs można wykorzystać również do badania interakcji tych leków z komórkami oraz ich kom-ponentami, określenia biodystrybucji leków, a także oceny zmian stężenia leków lub ich metabolitów w ustroju w cza-sie [63,79,93,100,101]. Badania interakcji NDs-transferyny i jej receptora z wykorzystaniem linii HeLa, pozwoliły uzy-skać widma fluorescencyjne wykazujące brak wpływu in-terakcji białko-receptor na intensywność fluorescencji NDs [109]. Zjawisko fluorescencji NDs wykorzystano również w badaniach in vitro szybkości egzocytozy oraz wizualizacji podziałów multipotencjalnych komórek zrębowych raka szyjki macicy oraz preadipocytów [110]. Zaproponowano również wykorzystanie magnetycznych fluorescencyjnych NDs do wizualizacji komórek gruczolakoraka płuc, wy-korzystując linię A549 oraz linię płodowych fibroblastów płucnych [111]. Wykorzystując zjawisko fluorescencji NDs wykazano powodzenie transfekcji komórek HeLa [112]. Obserwacje w czasie rzeczywistym wskazały na znikomy stopień egzocytozy NDs, co umożliwia długotrwałe śledze-nie biomolekuł, którymi są opłaszczone i utrzymywanie ich przez długi czas wewnątrz komórki [110]. Podejście to za-stosowane zostało przy wizualizacji wolno proliferujących nowotworowych komórek macierzystych, z wykorzysta-niem linii komórek raka piersi AS-B145, a uzyskane wyniki sugerują możliwość zastosowania fluorescencyjnych NDs w ilościowej ocenie progresji nowotworu [113]. Również badania prowadzone na myszach w celu oceny zdolności regeneracyjnych komórek macierzystych płuc wskazują na zalety długoterminowej detekcji komórek za pomocą flu-orescencyjnych NDs [114].

				Zastosowanie nanodiamentów w terapii przeciwnowotworowej

				W badaniach prowadzonych nad opracowaniem moż-liwości skutecznej walki z różnego rodzaju nowotworami, równie ważne jak odkrywanie nowych związków anty-
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				Rycina 4. Bioobrazowanie z wykorzystaniem NDs: identyfikacja NDs funkcjonalizowanych fluoresceiną w hemocytach chrząszcza Tenebrio molitor (A); zastosowanie NDs zawierających atomy żelaza w obrazowaniu narządów za pomocą rezonansu magnetycznego (B).
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				neoplastycznych jest opracowanie sposobu efektywnego dostarczania już istniejących, skutecznych terapeutyków. NDs ze względu na ich biokompatybilność i brak wpływu na reakcje immunologiczne organizmu brane są pod uwa-gę jako alternatywny transporter chemioterapeutyków oraz innych leków wspomagających leczenie pacjentów ze zdia-gnozowaną chorobą nowotworową [3,5,14,17,18]. Istnieje szereg doniesień naukowych, które spośród wielu bada-nych nanonośników rekomendują do tego celu użycie NDs [20,26,31,42,43].

				Badania in vitro koniugatów NDs z szeroko stosowa-nym cytostatykiem – doksorubicyną (DOX, ang. doxoru-bicin), wykazały powolne i wydłużone uwalnianie leku, w porównaniu z czasem odnotowanym po aplikacji wy-łącznie DOX. Ponadto, w badaniach in vivo stwierdzono czterokrotnie większy wskaźnik przeżywalności myszy z rakiem wątroby, traktowanych koniugatem NDs-DOX w porównaniu ze wskaźnikiem przeżywania myszy, którym aplikowano jedynie DOX. Analiza histopatologiczna wyka-zała, że zarówno NDs, jak i NDs-DOX nie były toksyczne dla nerek, wątroby i śledziony, w przeciwieństwie do do-brze znanych efektów toksycznych wolnej DOX [115]. W innych badaniach, w celu zwiększenia wydajności koniu-gacji NDs z DOX, powierzchnię nanocząsteczek modyfiko-wano wprowadzając grupy hydroksylowe, karboksylowe lub aminowe, a także cząsteczki o większych rozmiarach, takie jak glikol polietylenowy lub fibroina jedwabiu. Wyko-rzystywano również różne podejścia polegające na wiąza-niu DOX ze zmodyfikowaną powierzchnią NDs za pomocą wiązań kowalencyjnych lub fizycznej adsorpcji za pomocą wiązań wodorowych lub sił Van der Waalsa. Uzyskano w ten sposób nie tylko zwiększoną wydajność opłaszczenia powierzchni, lecz także większy stopień dyspersji, wy-chwytu komórkowego oraz uwalniania leku [116,117]. Ba-danie fluorescencyjnych NDs ze związaną DOX dowiodło, że dokomórkowy wychwyt obejmuje kompleks NDs-DOX, natomiast lek uwalniany jest dopiero w cytozolu komórek nowotworowych, co związane jest m.in. z kwaśnym pH cytoplazmy tych komórek [115]. Ta sama zależność po-twierdzona została również dla cisplatyny, wskazując na wysoki wskaźnik uwalniania leku z kompleksu w komór-kach nowotworowych, natomiast niewielki w krwioobiegu [118]. Stabilne i kontrolowane uwalnianie leku przez okres 14 dni obserwowano również w wodzie, PBS oraz pożywce proteazowej, przy czym szybkość uwalniania DOX zależna była od rodzaju zastosowanego medium [119]. Sfery NDs--DOX zawierające fibroinę jedwabiu doskonale spełniają swoje zadanie nie tylko jako nanonośnik, lecz dzięki emisji jaśniejszej fluorescencji umożliwiają dokładne obrazowanie biodystrybucji leku [117].

				Kluczowym problemem będącym podstawową przy-czyną niepowodzenia w leczeniu raka jest zjawisko chemo-oporności oraz wielolekowej oporności komórek nowotwo-rowych. Dotyczy ono przede wszystkim nowotworowych komórek macierzystych, odpowiadających za regenerację guza, co uniemożliwia skuteczne leczenie [120]. Alterna-tywą dla klasycznych metod przezwyciężenia oporności komórek macierzystych, takich jak jednorazowa aplikacja kilku chemioterapeutyków jest zastosowanie kompleksów NDs-lek [121]. Badania chemoopornej linii komórek guza 

			

		

		
			
				wątroby i raka sutka wykazały, że kompleks NDs-DOX indukuje apoptozę komórek oraz hamuje wzrost guza przełamując zjawisko chemooporności [122]. Kompleks ten zastosowano również w badaniach oporności glejaka, nowotworu mózgu o szybkiej regeneracji za sprawą ko-mórek macierzystych. Wykazując wyższe stężenie leku w komórkach guza traktowanego koniugatem w porówna-niu z guzem traktowanym jedynie DOX potwierdzono, że NDs charakteryzuje nie tylko niski indeks egzocytarny, lecz także oporność na działanie systemów usuwających leki wykorzystywanych przez komórki nowotworowe, takich jak transportery ABC (ang. ATP-binding cassette transporter) [123]. Badania prowadzone na ksenograftach raka wątroby dowiodły, że zastosowanie koniugatów NDs z epirubicyną (EPI, ang. epirubicin) powoduje śmierć zarówno zróżnicowa-nych komórek nowotworowych (efekt charakterystyczny dla działania EPI), jak i komórek macierzystych nowotwo-ru, zapobiegając powstawaniu guza wtórnego. Stwierdzono ponadto, że letalna dawka EPI stała się bezpieczna po zwią-zaniu jej z NDs, co potwierdza nie tylko skuteczność zwal-czania macierzystych komórek chemoopornych, lecz także wskazuje na zahamowanie skutków ubocznych działania leku [124]. Podejście nanotechnologiczne z wykorzystaniem NDs może mieć więc duże znaczenie w przypadku chemio-terapii u dzieci, osób w podeszłym wieku oraz innych pa-cjentów wykazujących niską tolerancję na toksyczne skutki uboczne działania większości chemioterapeutyków.

				Zwiększenie skuteczności leczniczej chemioterapeuty-ków, można uzyskać również poprzez polepszenie za pomo-cą NDs ich właściwości dyspersyjnych, czego dowiedziono w przypadku paklitakselu (PTX, ang. paclitaxel). Skuteczną aktywność przeciwnowotworową tego leku obniża jego sła-ba dyspersja w środowisku wodnym, co skutkuje zmniej-szoną biodostępnością. Koniugacja hydroksylowanych NDs z PTX spowodowała wzrost skuteczności działania leku wyrażony przedłużonym uwalnianiem oraz zwiększonym wychwytem komórkowym [125]. Skuteczność terapeutycz-ną PTX zwiększono opracowując nową metodę koniugacji wykorzystującą mikrofale, kwas stearynowy, trietyloaminę oraz chlorek metanosulfonylu. W porównawczym badaniu żywotności komórek gruczolakoraka płuc oraz raka jelita grubego, wykazano istotny wzrost śmiertelności komórek traktowanych koniugatem NDs-PTX utworzonym z wyko-rzystaniem mikrofal, w porównaniu z komórkami trakto-wanymi tym samym koniugatem syntetyzowanym klasycz-nymi metodami [126].

				Innowacyjnym podejściem w leczeniu nowotworów wy-daje się być wykorzystanie nanotechnologii w antynowo-tworowej terapii celowanej, z wykorzystaniem humanizo-wanych przeciwciał monoklonalnych [127]. Przeciwciała te skierowane są przeciwko wybranym antygenom komórek nowotworowych zwiększając efekt terapeutyczny. W tym celu projektowane są wielkoskładnikowe systemy dostar-czania leku, oparte na znakowanym fluorescencyjnie na-nodiamentowym rdzeniu, opłaszczonym PTX oraz dodat-kowo przeciwciałem monoklonalnym specyficznym dla receptora czynnika wzrostu naskórka (EGFR, ang. epidermal growth factor receptor) [71]. W badaniach in vivo raka okręż-nicy, przebadano skuteczność działania NDs skoniugowa-nych z silnym cytostatykiem cisplatyną oraz cetuksimabem, 
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				przeciwciałem monoklonalnym skierowanym swoiście przeciw EGFR. Badanie to potwierdziło selektywne wią-zanie koniugatu z komórkami nowotworowymi uwarun-kowane obecnością przeciwciał. Zwiększoną skuteczność terapeutyczną tego koniugatu w porównaniu z niezwiąza-ną cisplatyną stwierdzono także na liniach komórek ludz-kiego raka wątroby [128]. Wyniki tych badań dowodzą, że koniugat NDs, składający się z dwóch składników, leku i specyficznego przeciwciała powoduje selektywne rozpo-znawanie komórek nowotworowych, a tym samym obniża wskaźnik narażenia zdrowych komórek na cytotoksyczne działanie leku [129]. Badania potwierdzają, że doskonały-mi kandydatami do projektowania specyficznych nanoko-niugatów są również przeciwciała monoklonalne, takie jak trastuzumab skierowany przeciwko receptorom ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu (Her2, ang. human epider-mal growth factor receptor), bewacizumab hamujący neowa-sculogenezę nowotworową przez wiązanie z czynnikiem wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular en-dothelial growth factor) oraz edrekolomab skierowany prze-ciwko antygenowi 17-1A charakterystycznemu dla komó-rek nowotworowych przewodu pokarmowego [130-132].

				Wzrost zainteresowania wykorzystaniem bioaktyw-nych metabolitów roślinnych w terapii przeciwnowotwo-rowej spowodował, że związki te, podobnie jak klasycz-ne chemioterapeutyki, są sprzęgane z NDs [133]. Badania w których citropten oraz kwercetynę połączono z NDs o modyfikowanej różnymi grupami powierzchni, wykazały zróżnicowane działanie antyproliferacyjne w przypadku komórek mysiej linii czerniaka skóry oraz komórek HeLa, w zależności od rodzaju przeprowadzonej modyfikacji. Rodzaj modyfikacji powierzchni NDs w istotny sposób wpływa na efekt terapeutyczny regulując wiele kluczo-wych parametrów, takich jak: biodostępność, specyficzność i uwalnianie leku. Wykazano, że kompleks NDs z drugo-rzędowym metabolitem citroptenu hamował proliferację komórek czerniaka skóry przez zaburzenie cyklu komórko-wego oraz syntezy mRNA [134].

				NDs w terapii przeciwnowotworowej można stosować nie tylko jako nośniki chemioterapeutyków, lecz także in-nych leków wspomagających terapię, takich jak: leki prze-ciwbólowe, przeciwzapalne, przyspieszające gojenie ran, czy niwelujące skutki uboczne cytostatyków [135]. Biorąc pod uwagę możliwość topikalnej aplikacji NDs opłaszczo-nych lekami, wiele badań koncentruje się na opracowaniu chitozanowo-celulozowych kompozytów zawierających te-rapeutyczne nanokompleksy o przedłużonym uwalnianiu, które mogłyby znaleźć zastosowanie jako opatrunki [136]. Przeprowadzono badania wskazujące na większą zdolność dyspersji koniugatów NDs i deksametazonu, silnego środ-ka przeciwzapalnego, w porównaniu z dyspersją niezwią-zanego leku [137]. Wykorzystując linię mysich fibroblastów L929 potwierdzono biokompatybilność koniugatów NDs ze stosowanymi powszechnie niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi: aspiryną, ketoprofenem, ibuprofenem i naproksenem [31]. Funkcjonalizacja powierzchni NDs amoksycyliną, antybiotykiem β-laktamowym poprzedzona modyfikacją powierzchni polietylenoiminą, otwiera moż-liwości wykorzystania podejścia nanotechnologicznego w leczeniu nie tylko schorzeń nowotworowych, lecz także 

			

		

		
			
				towarzyszących im zakażeń bakteryjnych [138]. Opracowa-nie koniugatu NDs-amoksycylina, z dodatkiem gutaperki, materiału stosowanego do wypełniania kanałów zębowych, wykazującego aktywność terapeutyczną sugeruje możli-wość wykorzystania NDs w stomatologii, w przypadku le-czenia kanałowego [20] (Ryc. 5A). Wykorzystanie nanotech-nologii w leczeniu chorób bakteryjnych wspierają również wyniki badań, wskazujące na przeciwbakteryjną aktywność niefunkcjonalizowanych NDs, polegającą na hamowaniu tworzenia kolonii bakterii E. coli [139].

				Z przeprowadzonych dotychczas badań wynika, że róż-norodność modyfikacji powierzchni oraz szerokie możli-wości funkcjonalizacji NDs fluorochromami oraz środkami terapeutycznymi, mogą być wykorzystane w przyszło-ści na szeroką skalę w diagnozie i leczeniu chorób no-wotworowych, a także wielu schorzeń o innym podłożu [44,46,56,60,61].

				Wykorzystanie nanodiamentów w inżynierii tkankowej

				Właściwości fizyko-chemiczne wynikające ze struktury NDs w połączeniu z ich biokompatybilnością oraz nieogra-niczonymi możliwościami funkcjonalizacji charakteryzują te nanocząsteczki jako prawie idealny materiał o poten-cjalnym zastosowaniu w inżynierii tkankowej [20,67,108]. Badania dotyczące możliwości wykorzystania NDs dla po-trzeb medycyny regeneracyjnej koncentrują się głównie w obszarze inżynierii tkanki kostnej oraz nerwowej [36,37]. W tym przypadku NDs wykorzystano m.in. jako adhezyjne powłoki powierzchniowe rusztowań, powłoki poprawiają-ce właściwości trybologiczne implantów oraz wypełniacze do wzmocnienia właściwości mechanicznych rusztowań kompozytowych [39,69] (Ryc. 5B). Funkcjonalizacja NDs białkami takimi jak fibronektyna czy witronektyna ułatwia adhezję różnych typów komórek, a modyfikacja chemiczna i topografia ich powierzchni może zostać wykorzystana w kontroli ich różnicowania [140,141]. Wzbogacając implan-ty biomedyczne o wyskalowane warstwowe powłoki NDs można w istotny sposób wpłynąć na właściwości adhezyjne komórek. Badania z wykorzystaniem NDs o różnej hydro-filowości oraz mezenchymalnych komórek macierzystych szczura, wykazały zwiększoną adhezję osteoblastów na biofilmach zawierających bardziej hydrofilowe NDs [142]. Optymalizację aktywności biologicznej implantu uzyskano również wykorzystując karboksylowane NDs do opracowa-nia rusztowania kostnego z polilaktydu i polikaprolaktonu. Wprowadzenie tego rusztowania spowodowało całkowitą regenerację defektów kostnych u owcy w ciągu dwudziestu czterech tygodni, w przeciwieństwie do częściowej regene-racji uzyskanej po zastosowaniu rusztowania bez NDs [35]. Wyniki badań in vitro wskazują na istotny wzrost ekspresji markerów osteogennych ludzkich komórek mezenchymal-nych na rusztowaniach polimerowych zawierających NDs o hydrofilowej powierzchni [36]. Topografia powierzch-ni rusztowania zawierającego NDs ułatwia zakotwiczenie mezenchymalnych komórek macierzystych, co wynika ze zwiększenia chropowatości jego powierzchni w nanoskali [142]. W innych badaniach wykazano, że obecność NDs o utlenionej powierzchni zwiększa właściwości osteoinduk-cyjne hydroksyapatytu [140]. Występowanie grup funkcyj-
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				nych z dodatnim ładunkiem na powierzchni NDs obecnych w powłoce apatytowej wzmaga adsorpcję fibronektyny, co spowodowane jest zmianą hydrofobowości podłoża [143]. Osteoblasty oprócz zwiększonej przyczepności do ruszto-wania apatytowego zawierającego NDs, wykazywały rów-nież wzmożoną zdolność do reorganizacji fibronektyny [144].

				Oprócz wzmagania bioaktywności rusztowań kost-nych, NDs mogą być również wykorzystane dla potrzeb inżynierii tkanki nerwowej [37]. Hodowla neuronów in vi-tro wymaga zastosowania substratów laminowanych biał-kami macierzy zewnątrzkomórkowej, takimi jak laminina lub syntetycznymi związkami np. polilizyną [145]. Z uwa-gi na cytotoksyczność polilizyny, możliwość wykorzysta-nia tego polimeru in vivo jest bardzo ograniczona [146]. Wskazując na wysoką biozgodność NDs, nanocząsteczki te zaproponowano jako potencjalny substrat dla wzrostu i różnicowania komórek nerwowych, który wykorzystać można do opracowania biokompatybilnych protez ner-wowych. Wiele badań w tym zakresie przeprowadzono na nanorurkach węglowych, jednak z powodu cytotok-syczności tych nanostruktur, NDs wydają się bardziej odpowiednie do zastosowania przy produkcji implantów klinicznych [42,45,147]. Doniesiono także o wpływie nano-rurek węglowych na zmiany w przekazywaniu sygnałów nerwowych, podczas gdy NDs nie wpływały na genero-wanie potencjałów czynnościowych [148]. Monowarstwy zawierające NDs z ulokowanym tlenem na powierzchni wzmagają adhezję i wydłużanie neurytów pierwotnych 

			

		

		
			
				neuronów hipokampa w takim samym stopniu, jak syn-tetyczne podłoża kontrolne z lamininy [37]. Na podłożach zawierających NDs obserwowano kluczowe dla powsta-nia funkcjonalnych obwodów neuronalnych rozgałęzienie neurytów oraz neurotransmisję. Badania korelacji adhezji komórek nerwowych i elongacji neurytów z morfologią NDs wykazały również, że mniejsze i bardziej sferyczne NDs, naśladując białka macierzy zewnątrzkomórkowej, wspierają tworzenie bardziej rozbudowanych sieci neu-ronowych. Modyfikacja chemiczna powierzchni NDs nie wpływała bezpośrednio na wydłużanie neurytów, jednak adsorpcja białek, takich jak fibronektyna czy witronektyna wzmagała adhezję i wzrost neuronów [141]. Inne badania wykazały wzrost adhezji komórek nerwowych glejaka, le-mocytów oraz zwoju korzenia grzbietowego na podłożu zawierającym NDs z grupami aminowymi [149].

				Zainteresowanie NDs w inżynierii tkankowej wzrasta również ze względu na możliwość poprawy właściwości trybologicznych implantów i protez stawowych przez na-nodiamentowe powłoki (Ryc. 5C), co pozwoli przezwycię-żyć szereg problemów związanych z długotrwałą eksplo-atacją protezy, takich jak: powstawanie drobnych odłam-ków powodujących ból stawów, osteolizę oraz obluzowanie implantu [150]. Stwierdzono również, że nanodiamentowe powłoki poprawiają odporność implantów na zużycie i zapobiegają uwalnianiu jonów metali z implantów kolan, bioder, stawu skroniowo-żuchwowego, implantów denty-stycznych oraz stentów naczyniowych [151-155].
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				Rycina 5. Zastosowanie NDs w biomedycynie i inżynierii tkankowej jako składnik: nanowypełniaczy kanałów zębowych (A), rusztowań tkankowych (B), endoprotez (C).
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				Duży stosunek powierzchni do objętości oraz obecność licznych reaktywnych grup funkcyjnych na powierzchni NDs sprawia, że nanocząsteczki te jako składniki polime-rów i wielofunkcyjnych nanokompozytów, poprawiają ich biokompatybilność, właściwości mechaniczne oraz biomi-metyczne naśladując hierarchiczną architekturę natywnej tkanki [3,20,38]. Wykorzystując technikę elektroprzędzenia opracowano rusztowanie tkankowe z kaprolaktonu, w któ-rym obecność NDs powodowała polepszenie właściwości mechanicznych polegające na zwiększeniu możliwości roz-ciągania, porównywalne z właściwościami istoty gąbcza-stej kości [39]. Wykazano również, że rusztowanie będące kopolimerem polilaktydu i poliglikolidu z dodatkiem NDs charakteryzowało się większą sprężystością i wytrzymało-ścią. W innych badaniach potwierdzono, że NDs zwiększają wytrzymałość alkoholu poliwinylowego, który jest szeroko stosowany przy produkcji implantów, na rozciąganie, nici chirurgicznych czy sztucznych narządów [156].

				Jedynym ograniczeniem związanym z wykorzystaniem NDs w produkcji implantów i rusztowań tkankowych jest ich zdolność do agregacji, co wymusza konieczność stosowania nanocząsteczek w odpowiednio wyważonej ilości [157]. Problem agregacji można jednak przezwycię-żyć poprzez wprowadzenie kowalencyjnych modyfikacji zwiększających stabilność i właściwości dyspersyjne NDs [21,82,84]. W tym celu opracowano koniugat składający się z NDs zawierających na powierzchni grupy aminowe po-łączone kowalencyjnie z żywicą epoksydową. Uzyskano w ten sposób znaczny wzrost twardości w porównaniu z nanokompozytami, które nie tworzyły z żywicą kowalen-cyjnych połączeń [158]. Z kolei po kowalencyjnym połącze-niu NDs z oktadecyloaminą, kompleks ten wykorzystano w wytworzeniu rusztowania z polilaktydu, uzyskując dwu-krotny wzrost odkształcalności liniowej oraz ośmiokrotny wzrost twardości, porównywalny z twardością powierzch-niowej warstwy nasad kości [159]. Wykazano również że NDs opłaszczone fosfolipidami można włączyć w skład rusztowań z polimeru polilaktyd-glikolid, co pozwala uzy-skać wzrost twardości oraz sprężystości podłużnej, w po-równaniu do rusztowań wykonanych z czystego polimeru. Badania in vivo prowadzone na myszach potwierdzają, że nanokompozyty zawierające NDs wspomagają proliferację i wzrost komórek, jednocześnie nie indukując odpowiedzi immunologicznej [160].

				Nowym podejściem proponowanym w inżynierii tkan-kowej jest multifunkcjonalne wykorzystanie właściwości NDs zarówno jako nanowypełniacza ulepszającego właści-wości trybologiczne implantów, jak i nanonośnika uwal-niającego substancje biologicznie czynne [20,67]. Implanty zaprojektowane z domieszką NDs funkcjonalizowanych bioaktywnymi związkami będą spełniać nie tylko funkcję odpowiednio wytrzymałego i sprężystego rusztowania, lecz także uwalniać terapeutyczne substancje przyspiesza-jące np. osteogenezę, gojenie ran lub uśmierzające ból w obrębie stawu [31,69,138] . Poprzez funkcjonalizację NDs białkiem morfogenetycznym kości, a następnie włącze-nie tego kompleksu do kopolimeru kwasu L-mlekowego i kaprolaktonu stwierdzono in vivo ulepszenie aktywności osteogenicznej implantu wynikające z przedłużonego uwal-

			

		

		
			
				niania białkowego czynnika morfogenetycznego. Ponadto, powłoki te wykazywały miejscowe działanie przeciwza-palne [161]. Powłoki powierzchniowe zawierające NDs zastosowano również w celu przedłużonego uwalniania angiogennych czynników wzrostu z rusztowań β-fosforanu triwapnia w celu przyspieszenia regeneracji kości [162]. Niekowalencyjne przyłączenie VEGF oraz angiopoetyny do utlenionej powierzchni NDs, a następnie wbudowanie tego kompleksu do rusztowań, którymi wypełniono ubytki ko-ści owczej, skutkowało powstaniem znacznie gęstszej sieci naczyń krwionośnych o większej średnicy w porównaniu z naczyniami powstałymi po implantacji rusztowania po-zbawionego kompleksu [163]. Tego rodzaju podejście po-legające na multifunkcjonalnym wykorzystaniu NDs, może w przyszłości znaleźć szerokie zastosowanie w medycynie regeneracyjnej [20,36,37,39,40].

				Podsumowanie

				Badania prowadzone z wykorzystaniem NDs, sugeru-ją możliwość praktycznego zastosowania tych unikalnych nanocząsteczek w wielu naukach i dziedzinach życia, ta-kich jak biologia, chemia, medycyna, rolnictwo, przemysł spożywczy, fizyka, przemysł maszynowy, budownictwo i transport [5,17,18,62,67]. Możliwość funkcjonalizacji po-wierzchni NDs związkami biologicznie aktywnymi może przyczynić się do opracowania wielu nanotechnologicz-nych, terapeutycznych rozwiązań charakteryzujących się wyższą skutecznością niż stosowane dotąd metody [70,73,86,111,115]. Zastosowanie NDs w biomedycynie i biotechnologii pozwoli również na przezwyciężenie wielu ograniczeń natury biochemicznej, jak np. penetracja pep-tydu przez wielowarstwową i hydrofobową kutikulę owa-da, przy zachowaniu aktywności biologicznej peptydu, bioobrazowanie z zachowaniem wyraźnej i długotrwałej fluorescencji czy dostarczanie do komórek nowotworo-wych i utrzymywanie w nich związków terapeutycznych [50,56,60,121,125]. Z tego powodu NDs wyróżniają się nie tylko na tle innych nanocząsteczek, lecz jak dotąd stanowią także bezkonkurencyjny materiał spośród wszystkich zna-nych nanostruktur węglowych [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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Nanodiamenty: unikalne nanoczasteczki do zastosowania

w biomedycynie i biotechnologii

STRESZCZENIE

Nanodja.menly to bardzo drobne czastki diamentu, ktére ze wzgledu na swéj rozmiar
w skali nano, unikalne wlaéciwosci fizykochemiczne oraz duzy stosunek latwo mody-
fikowalnej chemicznie powierzchni do objetosci sq interesujace dla biologéw, chemikéw
i fizykéw. Praca ta stanowi przeglad literatury na temat ich przygotowania, wlasciwosci i
perspektyw zwiazanych z mozliwoécia ich zastosowania w naukach biomedycznych. Wyso-
ka biokompatybilnos¢ nanodiament6éw, potwierdzona przez szereg bada in vivo i in vitro,
odréznia je od innych nanoczastek i pozwala na ich zastosowanie jako neutralnego systemu
transportu zwiazkéw biologicznie czynnych. Takie nanoczastki mozna stosowad jako noéni-
Li peptydéw, bialek, kwaséw nukleinowych, lekéw lub innych syntetycznych zwiazkéw,
ktére spowoduja zamierzony efekt biologiczny w organizmie, w bioobrazowaniu i inzynie-
rii tkankowej. Obiecujace wyniki badafi na réznych modelach biologicznych sugeruja prak-
tyczne zastosowania rozwiazaf nanotechnologicznych opartych na nanodiamentach.

WPROWADZENIE

Nanotechnologia jest obecnie jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych
sie nauk, obejmuje szereg technik zwiazanych z badaniem struktur o rozmia-
rach nanometrycznych, a wige o wielkosci pojedynczych atoméw i ultradrob-
nych czasteczek. Sposréd wielu badanych nanoczasteczek na szczegolng uwage
zasluguja nanodiamenty (NDs, ang, nanodianonds), co wynika z ich unikalnych
wlagciwosci 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 nanometrow [3]. NDs maja zdolnos¢ tworze-
nia agregatow osiagajacych rozmiary rzedu setek nanometréw ze wzgledu na
obecnosé wegla sp? w strukturze ich powierzchni [4]. Oktaedralny ksztalt oraz
silne wiazania kowalencyjne pomiedzy atomami wegla w nanodiamentowe;
Lrystalograficznej sieci warunkuja odpornosé mechaniczna, termiczna, chemicz-
na NDs, a takze zapewniaja bardzo korzystne wlasciwosci magneto-optyczne
tych nanoczasteczek [3]. Wielkosc i struktura czasteczki, na ktora 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 glownie trzema metodami stosujac: (1) che-
miczne osadzanie nanoczasteczek wegla z fazy gazowej (CVD, ang, chemical va-
por deposition), (2) metode wysokocisnieniowej i wysokotemperaturowej syntezy
(HPHT, ang, high pressure, high temperature) w toczniach hydraulicznych oraz (3)
metode kontrolowanej detonacji materialow wybuchowych i wegla w postaci
‘mieszaniny o yjemnym bilansie tenowym [3,6]. Ze wzgledu na zainteresowanie
moszliwosciami aplikacyjnymi NDs, opracowano szereg nowych metod umozli-
wiajacych ich szybkie i wydajne pozyskiwanie, wykorzystujac w tym celu m.in.
mikroplazme [7], ablacje laserow [8], wysokoenergetyczne mielenie kulowe mi-
krodiamentow [9], chlorowanie weglikow [10], kawitacje ultradzwigkowa [11],
czy wysokoenergetyczne napromieniowanie jonowe grafitu [12]. Strukturalna
stabilnos¢ oraz mozliwos¢ modyfikacji nanoczasteczek determinowana jest w
duzej mierze rodzajem atoméw powierzchniowych [4]. NDs otrzymywane me-
toda detonacyjna charakteryzuje silnie zréznicowana pod wzgledem obecno-
&ci grup funkeyjnych powierzchnia wlasciwa [13]. Obecnosc grup funkeyjnych
zawierajacych tlen, takich jak: grupy aldehydovwe, 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 sa na r6znego rodzaju che-
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