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				STRESZCZENIE

				Pomimo znaczącego postępu w leczeniu nowotworów skuteczne metody ich leczenia po-zostają ograniczone. Wciąż jedną z głównych metod terapii pozostaje chemioterapia, jednakże często wywołuje ona wiele efektów ubocznych. Związane jest to m. in. z brakiem istotnych różnic pomiędzy komórkami nowotworowymi a prawidłowymi, właściwościami fizykochemicznymi samych chemioterapeutyków, a także zjawiskiem lekooporności. W celu obniżenia działań niepożądanych oraz podniesienia specyficzności chemioterapeuty-ków względem komórek nowotworowych poszukiwane są nowe metody ich dostarczania do komórek guza. Jedną z nich jest zastosowanie nanocząstek (ang. Nanoparticles, NPs) jako platform transportujących. W niniejszym artykule przedstawiono charakterystykę NPs po-siadających zastosowanie w chemioterapii m. in.: kropek kwantowych, nanocząstek złota, dendrymerów, miceli oraz liposomów. Omówiono także strategię w projektowaniu i opty-malizacji syntezy nanocząstek oraz oceny różnych mechanizmów ich wnikania do komórek, jak również ich degradację wewnątrzkomórkową oraz toksyczność. 

				WPROWADZENIE

				Pomimo postępu w terapii konwencjonalnej oraz wprowadzaniu nowych me-tod leczenia, choroby nowotworowe pozostają drugą, zaraz po chorobach ukła-du krążenia, przyczyną umieralności na świecie. Według szacunków Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) w 2020 r. na świecie umarło z tego powodu około 10 mln ludzi. Szacuje się, że jeden na sześć zgonów spowodowany był przez nowotwór. Ta sama Organizacja szacuje, że w 2030 r. na raka będzie chorować około 22 mln ludzi na świecie, a największy wzrost zachorowalności będzie dotyczyć krajów rozwijających się. Nowotwory płuc, prostaty, jelita grubego oraz żołądka są najczęstszymi rodzajami nowotworów złośliwych u mężczyzn. Wśród kobiet natomiast, najwyższy wskaźnik zachoro-walności dotyczy nowotworów piersi, jelita grubego, płuc oraz szyjki macicy. Jedne z podstawowych ograniczeń klasycznej chemioterapii dotyczą niskiej se-lektywności związków, związanej m. in.: z brakiem istotnych różnic pomiędzy nowotworowymi a prawidłowymi komórkami, jak również zjawiska lekoopor-ności [1]. Chemioterapia często związana jest z dystrybucją silnie toksycznych związków, w dawkach które mogą powodować niespecyficzne działanie leku [2]. Ponadto, związki takie często charakteryzują się słabą rozpuszczalnością w wodzie, niską dostępnością biologiczną czy też wysoką objętością biodystrybu-cji. W celu obniżenia działań niepożądanych oraz podniesienia specyficzności chemioterapeutyków względem komórek nowotworowych poszukiwane są nowe metody ich dostarczania do komórek guza [3]. Jedną z nich jest wykorzy-stanie nanocząstek.

				Nanotechnologia jest prężnie rozwijającą się dziedziną nauki. Nanomateriały definiowane są zazwyczaj jako materiały, których wielkość ziarna, w jednym lub kilku wymiarach, mieści się w granicy 1–100 nm [4]. Dzięki zastosowaniu co-raz doskonalszych metod badawczych powstają nowe rodzaje nanocząstek oraz metody aplikacyjne, w których mogą zostać wykorzystane. Coraz częściej wyko-rzystuje się je w medycynie m. in. jako sondy do obrazowania fluorescencyjnego czy platformy transportujące leki [5,6]. Dostarczenie chemioterapeutyków z wy-korzystaniem nanocząstek (np. kropek kwantowych) [7] jako platform transpor-tujących pozwala na uzyskanie wysokiego stężenia leku w tkankach objętych nowotworem, zwiększając jego działanie w miejscu docelowym, jednocześnie ograniczając działania niepożądane na niezmienioną, prawidłową tkankę [8]. 

				Nanocząstki (NPs) dzięki swoim unikalnym właściwościom takim jak: wiel-kość, rozmiar czy zdolność do modyfikacji ich powierzchni np. poprzez skoniu-gowanie z różnymi ligandami, stanowią swoiste rusztowanie do projektowania i zastosowania ich w wielu dziedzinach nauki. Właściwości te są coraz częściej wykorzystywane w poszukiwaniu efektywnej terapii celowanej, w której dąży 
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				się do uzyskania wysokiego stężenia leku w tkankach no-wotworowych, przy jednoczesnym ograniczeniu działań niepożądanych na niezmienioną, prawidłową tkankę [8].

				Pożądanym jest, aby nanocząstki jako platformy trans-portujące po ich wniknięciu do komórek, dostarczały che-mioterapeutyki do swoich celów molekularnych np. jądra komórkowego. Wnikanie NPs i ich koniugatów z chemio-terapeutykami, może jednak wywoływać niepożądane efekty takie jak cytotoksyczność czy zmiana odpowiedzi biologicznej względem nieskoniugowanego chemiotera-peutyku [9,10]. Przy projektowaniu efektywnego systemu wykorzystującego NPs, niezbędne jest zatem zrozumienie interakcji pomiędzy NPs a mikrośrodowiskiem na każdym z etapów dostarczania chemioterapeutyków. Nanocząstki, począwszy od ich iniekcji kończąc na dotarciu do celu mo-lekularnego w ludzkim organizmie, muszą pokonać szereg barier in vivo. W celu „osiągnięcia sukcesu” terapeutyczne-go NPs w pierwszym etapie muszą „przetrwać” w krwio-obiegu, a następnie dotrzeć do zmienionej chorobotwórczo tkanki i przedyfundować przez macierz zewnątrzkomór-kową (ang. extracellular matrix, ECM). W kolejnym etapie nanocząstki muszą wejść w interakcję z błoną komórkową i wniknąć do komórki docelowej, po czym dotrzeć do swo-jego celu molekularnego wewnątrz komórki [11].

				WYBRANE TYPY NANOCZĄSTEK POSIADAJĄCYCH ZASTOSOWANIE W BIOMEDYCYNIE

				Ze względu na budowę nanocząstek można je ogólnie po-dzielić na dwie grupy: nieorganiczne i organiczne (Ryc. 1). Do nieorganicznych NPs można zaliczyć kropki kwantowe, magnetyczne NPs, a także te zbudowane z metali i tlenków metali [12]. Wśród organicznych NPs wyróżnić dalej moż-na: dendrymery, liposomy oraz micele. Pośród nanocząstek posiadających duży potencjał aplikacyjny w biomedycynie wyróżnić można: kropki kwantowe, złote i magnetyczne NPs, a także dendrymery, micele i liposomy. Nanocząstki te mogą przenosić związki terapeutyczne m. in.: chemiotera-peutyki, geny, przeciwciała czy białka, które mogą być po-łączone z NPs na różne sposoby np. poprzez ich zaadsorbo-wanie, rozpuszczenie, kapsułkowanie czy też kowalencyjne przyłączenie lub wiązanie elektrostatyczne [13].

				Kropki kwantowe

				Kropki kwantowe (QDs), należą do grupy nanocząstek nieorganicznych, są półprzewodnikowymi kryształami o rozmiarach w skali nanometrowej (2–10 nm). Zbudowane są zazwyczaj z pierwiastków takich jak: srebro, kadm, rtęć, selen, tellur, ołów czy cynk. Charakteryzują się unikalnymi właściwościami optycznymi oraz elektronicznymi, odpor-nością na fotowybielanie, jak również szerokim widmem absorpcji do równoczesnego wzbudzania wielu kolorów fluorescencyjnych [14-16]. Ze względu na skład i strukturę QDs można wyróżnić ich kilka typów: rdzeń, rdzeń – po-włoka oraz „stopowy” (bimetaliczny) [17]. Nanocząstki te, w zależności od wymagań aplikacyjnych, mogą być dalej modyfikowane np. poprzez pokrycie rdzenia organiczną powłoką, celem nadania jej np. hydrofobowej powierzch-ni. Podstawowym ograniczeniem zastosowań „tradycyj-nych” QDs (zawierających jony metali ciężkich np.: CdSe 

			

		

		
			
				QDs czy CdS QDs), w medycynie jest jednak ich potencjalna długoterminowa toksyczność. Mimo, iż stosowane metody pasywacji bądź też modyfikacji powierzchni takich QDs ob-niżają ich toksyczność, projektowane są nowe rodzaje QDs [18]. QDs dzięki swoim unikalnym właściwościom znalazły szereg zastosowań, w tym biomedycznych. Stanowią one bowiem swoiste rusztowanie do projektowania wielofunk-cyjnych nanocząstek m. in. z funkcją obrazowania czy też transportowania chemioterapeutyków [19].

				Badania w zespole Matysiak-Bryndy koncentrowały się na porównaniu aktywności cytotoksycznej doksorubi-cyny (DOX) w jej wolnej jak i skoniugowanej z QDs (Ag–In–Zn–S) postaci (w różnych wariantach: QD, Tf–QD oraz apo–Tf–QD) wobec komórek nowotworu płuc (linii H460). Skoniugowanie DOX z QD–apo–Tf (QDs skoniugowanych z transferyną (Tf), której geny ulegają nadekspresji w wielu nowotworach, bez obecnych jonów żelaza (III)) pozwoliło na podwyższenie jej aktywności cytotoksycznej względem komórek badanej linii. Sam nośnik natomiast nie wpływał na zahamowanie proliferacji komórek [7].

				Badania prowadzone w zespole Bwatanglang’a miały na celu zwiększenie efektywności dostarczania 5-Fluoroura-cylu (5-FU) z wykorzystaniem nanocząstek (Mn:ZnS QDs) jako platform transportujących [20]. 5-FU został przyłączo-ny do powierzchni kropek kwantowych (Mn:ZnS QDs), a następnie zakapsułkowany w polimerze chitozanu, który w kolejnym etapie skoniugowano z kwasem foliowym (FA). Wyniki badań in vivo wskazały, że zastosowanie badanego koniugatu (5–FU@FACS–Mn:ZnS) spowodowało zmniej-szenie się guzów i liczby przerzutów w płucach mysz, w porównaniu do grupy tych zwierząt leczonych 5-FU w jego wolnej postaci. Co więcej, w badaniach in vitro wykazano, że koniugaty 5-FU@FACS–Mn:ZnS indukują apoptozę w komórkach nowotworu piersi MDA-MB231 w wyższym stopniu niż nieskoniugowany 5–FU. 

				Zespół X. Wang’a w swoich badaniach z kolei zastosował grafenowe kropki kwantowe (GQDs) ze zmodyfikowanym ligandem [21]. W przeciwieństwie do półprzewodnikowych QDs, GQDs charakteryzują się niską toksycznością, dobrą biokompatybilnością oraz szerokim widmem wzbudzenia 
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				Rycina 1. Typy najpopularniejszych organicznych i nieorganicznych nanocząstek (NPs) posiadających zastosowanie w biomedycynie. Rycina wykonana z wyko-rzystaniem BioRender.com
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				[14]. Nanocząstki opłaszczone kwasem foliowym (FA) sko-niugowano z odpowiednim receptorem oraz DOX. GQDs, transportowały doksorubicynę do komórek nowotworowej linii HeLa. Ponadto, skoniugowanie DOX z GQD-FA miało wpływ na wydłużenie czasu jej uwalniania oraz akumulacji w komórkach. Badany koniugat DOX-GQD-FA charakte-ryzował się wyższą aktywnością cytotoksyczną, względem DOX w jej wolnej postaci, wobec komórek linii HeLa i jed-nocześnie słabszą – wobec komórek, nie będących jego cela-mi molekularnymi.

				Złote nanocząstki

				Złote nanocząstki (ang. gold nanoparticles, AuNPs) należą do grupy nanocząstek nieorganicznych. Dzięki swoim uni-kalnym właściwościom optycznym znalazły szereg zasto-sowań w biomedycynie, takich jak: transportowanie leków i genów, w terapii nowotworów oraz w obrazowaniu bio-logicznym [22]. Złote nanocząstki, w zależności od ich do-celowego zastosowania, mogą różnić się wielkością, kształ-tem i strukturą. AuNPs w kształcie sfer o średnicy od kilku do 100 nm znalazły zastosowanie w obrazowaniu oraz w zwiększeniu dawki promieniowania, jak również w trans-portowaniu chemioterapeutyków [23]. Złote nanopowłoki z kolei są sferycznymi strukturami o średnicy 50–150 nm, które zbudowane są z krzemionkowego rdzenia i otacza-jącej go metalicznej nanopowłoki ze złota. Ich właściwości optyczne mogą być modyfikowane poprzez zmianę śred-nicy rdzenia i grubości otaczającej go powłoki [24]. Złote nanopręty, kolejny rodzaj AuNPs, w swoim najdłuższym wymiarze posiadają średnicę wynoszącą 25–45 nm. Po-przez zmianę ładunku powierzchniowego oraz obecności różnych grup funkcyjnych na powierzchni tych nanoczą-stek, można manipulować efektywnością ich wnikania do komórki. Nanocząstki złota można modyfikować nie tylko poprzez modulowanie ich wielkości, kształtu i struktury, ale także poprzez powlekanie ich powierzchni np.: środka-mi powierzchniowo czynnymi lub polimerami [22]. AuNPs są biokompatybilne i nietoksyczne [23]. Jednakże istnieją doniesienia, wskazujące, że bardzo małe nanocząstki złota, o średnicy poniżej 4–5 nm, mogą być potencjalnie toksycz-ne, ze względu na fakt, iż docierają do jądra komórkowego i wiążą się z DNA [25].

				Zespół F. Wang’a w swoich badaniach przyłączył DOX do nanocząstek złota pokrytych glikolem polietylenowym poprzez linker wrażliwy na zmiany pH [26]. Ten typ połą-czenia doksorubicyny do AuNPs pozwolił na wewnątrzko-mórkowe uwolnienie DOX z koniugatu DOX-Hyd@AuNPs w kwaśnych organellach. Spowodowało to szybki wzrost jej wewnątrzkomórkowego stężenia, wzmacniając jedno-cześnie efekt terapeutyczny związku w lekoopornych ko-mórkach nowotworowych MCF-7/ADR, w porównaniu do DOX w jej wolnej postaci.

				AuNPs znalazły także zastosowanie w jako nośniki ge-nów [23]. Koniugaty oligonukleotydów (i małym interferu-jącym RNA) z AuNPs posiadają unikalne właściwości, które czynią je potencjalnymi wewnątrzkomórkowymi czynnika-mi regulującymi geny. AuNPs silnie funkcjonalizowane oli-gonukleotydami (połączone wiązaniami kowalencyjnymi), zdolne są do aktywacji genów i szlaków związanych z od-

			

		

		
			
				pornością w jednojądrzastych komórkach krwi obwodowej, ale nie w przypadku linii komórkowej z ograniczoną liczbą podziałów komórkowych [27]. Odkrycia te stanowią istotną wartość dla zastosowania AuNPs modyfikowanych oligo-nukleotydami w rozwoju terapii i technologii dostarczania genów.

				Nanocząstki magnetyczne

				Nanocząstki magnetyczne (ang. magnetic nanopartic-les) stanowią kolejną grupę nieorganicznych nanocząstek, które znalazły zastosowanie w biomedycynie, zwłaszcza w leczeniu i diagnozowaniu nowotworów, w obrazowa-niu rezonansem magnetycznym (ang. magnetic resonance imaging, MRI) jak również jako platformy transportujące chemioterapeutyki [28]. Najpopularniejszym przedstawi-cielem nanocząstek magnetycznych są nanocząstki tlenku żelaza (ang. iron oxide NPs, IONPs) w tym magnetyt (Fe3O4), maghemit (γ-Fe2O3) oraz nanocząstki ferrytów (Fe2CoO4) [29]. IONPs zazwyczaj są kulistymi cząstkami o średnicy 10–100 nm, charakteryzują się niską toksycznością oraz bio-kompatybilnością [30]. Jednakże wykazano, że zastosowa-nie bardzo małych nanocząstek tlenku żelaza może powo-dować lokalnie wysokie stężenie żelaza w komórkach [22], przez co jego usuwanie z organizmu może być utrudnione. 

				Ze względu na słabe uwalnianie leków z ich koniugatów z magnetytem (Fe3O4), jak również niską pojemność zała-dunku samego magnetytu lekiem, stosuje się wstępne po-wlekanie tych nanocząstek substancjami zapewniającymi ich stabilność, biodegradowalność i nietoksyczność m. in.: naturalnymi oraz syntetycznymi polimerami bądź lipida-mi. Polimerowe powłoki pozwalają na stworzenie większej ilości hydrofilowych nanostruktur, zapewniają różnorod-ność powierzchniowych grup funkcyjnych do wiązania się cząstek leku, hamują agregację nanocząstek jak rów-nież zwiększają ich stabilność [30]. Nanocząstki tlenku że-laza opłaszczone dekstranem, zostały zatwierdzone przez Amerykańską Agencję ds. Żywności i Leków (ang. US Food and Drug Administration, FDA) jako czynniki kontrastujące do obrazowania metodą rezonansu magnetycznego (MRI) np. w detekcji nowotworów wątroby [22]. 

				W badaniach przeprowadzonych w zespole Akiko Sato [31] wykazano, że nieskoniugowane nanocząstki magne-tyczne (MgNPs-Fe3O4) znacznie zwiększały produkcję re-aktywnych form tlenu w komórkach raka prostaty: Du-145, PC-3 oraz LNCaP, powodując oksydacyjne uszkodzenia DNA. Jednocześnie nie wpływały one znacząco na proli-ferację badanych komórek. Skoniugowanie badanego leku – docetakselu (DTX) z magnetycznymi nanocząstkami zaś, zwiększyło jego aktywność cytotoksyczną in vitro oraz po-wodowało tłumienie ekspresji genu NFκB, odpowiedzialne-go m.in. za odpowiedź komórki na bodźce takie jak stres czy wolne rodniki. 

				Dendrymery

				Dendrymery, należą do grupy nanocząstek organicz-nych, posiadają trójwymiarową, wysoce rozgałęzioną struk-turę o charakterze kulistym. Zbudowane są z wielofunkcyj-nego, centralnego rdzenia, od którego odchodzą powtarzal-
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				ne, rozgałęziające jednostki, na końcu których znajdują się grupy funkcyjne [32]. Unikalne właściwości dendrymerów m. in.: rozmiar w skali nanometrowej, „wąski” współczyn-nik polidyspersyjności czy też wysoka dostępność grup funkcyjnych sprawiły, że znalazły one szereg zastosowań, w tym jako platformy transportujące chemioterapeutyki [33] i środki kontrastujące do MRI [34].

				Cząsteczki leków mogą być (1) fizycznie uwięzione w dendrymerach, (2) skoniugowane poprzez wiązanie ko-walencyjne bądź też (3) związane poprzez oddziaływania elektrostatyczne, wiązanie van der Waalsa lub wiązanie wodorowe na powierzchni tych NPs [32]. Dendrymery jako nośniki leków, poprawiają ich rozpuszczalność i czas krąże-nia w krwioobiegu. Ułatwiają również bierne dostarczanie leków do komórek guza poprzez zwiększenie efektu prze-puszczalności i retencji (ang. enhanced permeability and reten-tion, EPR) [34]. Wszystkie te cechy dendrymerów sprawiają, iż są idealnymi kandydatami do opracowywania systemów transportujących leki. Zespół J. F. Kukowskiej-Latallo [35] zsyntezował nośniki leków – dendrymery typu PAMAM (poliamidoaminowe) o średnicy <5 nm, skoniugowane z kwasem foliowym (FA) i metotreksatem (MTX) do celowa-nej terapii komórek nowotworowych. Na podstawie zdjęć z mikroskopu konfokalnego wykazali, że nośniki leków <50 nm były w stanie przedostać się z układu naczyniowe-go poprzez efekt EPR i oddziaływać z komórkami nowo-tworowymi. Tym samym skoniugowanie MTX z badanymi nanocząstkami (nośnikami leków) pozwoliło na zwiększe-nie jego aktywności przeciwnowotworowej w docelowych komórkach, względem MTX w jego wolnej postaci.

				Micele

				Kolejnym typem organicznych nanocząstek wykorzy-stywanych jako platformy transportujące chemioterapeuty-ki są micele. Micele są amfifilowymi, kulistymi cząstkami, zbudowanymi z hydrofobowego rdzenia i otaczającej go hydrofilowej otoczki [36]. Najpopularniejszymi przedsta-wicielami miceli, wykorzystywanych jako nośniki leków są micele polimerowe (ang. polymeric micelles, PMs), ze wzglę-du na ich unikalne właściwości fizykochemiczne, „zdolno-ści” do wiązania i uwalniania leków, łatwą metodę syntezy, biokompatybilność oraz selektywność względem komó-rek nowotworowych [37]. Nanocząstki te, można łatwo modyfikować za pomocą grup funkcyjnych, wzmacniając tym samym ich biodostępność, czas cyrkulacji, specyficz-ność względem komórek nowotworowych oraz aktywność przeciwnowotworową. Hydrofobowe leki, transportowane przez PMs, są zazwyczaj „związane” w ich rdzeniu, jednak możliwe jest także ich przyłączenie do hydrofilowych poli-merów korony PMs [36]. 

				Obecnie trwają badania kliniczne, znajdujące się w róż-nych fazach, w których bada się wpływ skoniugowania naj-popularniejszych leków przeciwnowotworowych (m. in.: doksorubicyny, docetakselu, paklitakselu i cisplatyny) z micelami polimerowymi. Genexol®-PM (paklitaksel (PTX) załadowany w PM) znajduje się w IV fazie badań klinicz-nych [37]. Paklitaksel jest lekiem przeciwnowotworowym, stosowanym w terapii nowotworu piersi, jajników, płuc, głowy i szyi. Jest on jednak słabo rozpuszczalny w wodzie, 

			

		

		
			
				a stosowanie go w wysokich dawkach powoduje neuropa-tię (chorobę nerwów obwodowych o podłożu neurologicz-nym) oraz neutropenię (obniżenie poniżej normy liczby neutrofilów we krwi obwodowej) [38]. W badaniach przed-klinicznych wykazano, że Genexol®–PM pozwala na 3–krot-ne zwiększenie maksymalnej dawki tolerowanej oraz odpo-wiada za istotne podwyższenie aktywności przeciwnowo-tworowej, w stosunku do PTX w jego wolnej postaci [37].

				Liposomy

				Liposomy stanowią kolejną grupę nanocząstek organicz-nych. Są małymi (od 30 nm do kilku µm), kulistymi pęche-rzykami, zbudowanymi zazwyczaj z wodnego rdzenia od-dzielonego dwuwarstwą lipidów naturalnych i/lub synte-tycznych [39]. Dzięki swojej unikalnej budowie mogą trans-portować zarówno hydrofilowe (poprzez wodny rdzeń) jak i hydrofobowe (poprzez hydrofobową dwuwarstwą lipido-wą) związki. Ponadto, nanocząstki te są biokompatybilne i biodegradowalne. Zwiększają ilość dostarczanego leku do komórek guza, jednocześnie obniżając jego toksyczność względem komórek prawidłowych. Liposomy są jednymi z najczęściej badanych NPs jako nośników chemioterapeu-tyków w medycynie, głównie ze względu na łatwość ich produkcji i modyfikacji struktury. Oprócz transportowania leków NPs te wykorzystywane są również do przenoszenia peptydów, genów oraz sond obrazujących [40].

				Połowę leków, dostarczanych do terapii nowotworów dzięki szeroko pojętej nanotechnologii i zatwierdzonych do tej pory przez FDA, stanowią liposomalne preparaty związ-ków cytotoksycznych. W postaci liposomalnej dostępne są m. in. daunorubicyna (Daunoxome) w terapii mięsaka Kaposiego (związanego z ludzkim wirusem niedoboru od-porności HIV), doksorubicyna (Doxil oraz Myocet) w mo-noterapii mięsaka Kaposiego (związanego z HIV) oraz raka jajnika, jak również winkrystyna (Margibo) w terapii ostrej białaczki limfoblastycznej oraz irynotekan (Onivyde) – w leczeniu raka trzustki z przerzutami [39,41].

				STRATEGIE PROJEKTOWANIA I OPTYMALIZACJI SYNTEZY NIETOKSYCZNYCH NANOCZĄSTEK

				Istnieje wiele konfiguracji badań dotyczących określenia cytotoksyczności nanocząstek w komórkach [22]. Rycina 2 przedstawia kluczowe aspekty, dotyczące obniżenia tok-syczności NPs i efektów jakie wywołują w komórkach (np. zdolność do generowania reaktywnych form tlenu; ROS), rozpatrywane przy projektowaniu i optymalizacji ich synte-zy. Przed przystąpieniem do badań biologicznych, w pierw-szym etapie należy określić właściwości fizykochemiczne NPs w ich „suchej” formie oraz w roztworach fizjologicz-nych. Następnie należy wybrać komórki (najlepiej o różnej fizjologii, celem uzyskania reprezentatywnego wyniku), ja-kie zostaną wykorzystane do dalszych badań. W przypad-ku, gdy NPs wnikają efektywnie do komórek można okre-ślić ich aktywność cytotoksyczną. Jeśli nanocząstki okażą się toksyczne to można zmniejszać ich stężenie bądź też je modyfikować np. ich skład czy powierzchnię. 

				Toksyczność nanocząstek związana jest głównie z ich składem chemicznym, zwłaszcza w przypadku kropek 
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				kwantowych (QDs) zawierających jony metali ciężkich ta-kich jak kadm czy rtęć [14]. Pożądane jest, aby NPs, które mają mieć potencjalne zastosowanie kliniczne, nie były cy-totoksyczne. Nie jest to zawsze możliwe, dlatego też w celu obniżenia aktywności cytotoksycznej nanocząstek można modyfikować ich powierzchnię np. poprzez funkcjonaliza-cję powierzchni QDs biokompatybilnymi molekułami taki-mi jak glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol, PEG). Ponadto, toksyczność samych NPs może być związana z właściwościami fizykochemicznymi ich powierzchni, które mogą wywoływać różną odpowiedź biologiczną w komór-kach np. zdolność do generowania ROS [42]. Jak wykazano, nanocząstki SiO2 NPs i ZnO NPs o tym samym rozmiarze i kształcie wykazywały różny stopnień toksyczności [12]. 

			

		

		
			
				ZnO NPs charakteryzowały się wyższą aktywnością che-miczną niż SiO2 NPs, czego konsekwencją było generowa-nie przez nie silniejszego stresu oksydacyjnego w komórce (poprzez produkcję anionorodnika ponadtlenkowego O2•–). 

				Po określeniu nietoksycznego stężenia NPs, w kolejnym etapie należy zbadać czy i jaką odpowiedź biologiczną in-dukują w komórkach. Do podstawowych badań należą: określenie zdolności NPs do generowania ROS oraz zmia-ny morfologii i funkcji pracy komórki. Ważne jest również określenie zdolności NPs do ich potencjalnej degrada-cji w komórkach. Niektóre małe nanocząstki np. AuNPs (4–5 nm), mogą być potencjalnie toksyczne, ze względu na fakt, iż docierają do jądra komórkowego i wiążą się z DNA. 
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				Rycina 2. Schemat pracy przy projektowaniu i optymalizacji badań dotyczących toksyczności nanocząstek w komórkach
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				Złoto jest łatwo przyciągane do rowków DNA, w których panuje ujemnie naładowane środowisko. Ponadto, nano-cząstki w rozmiarze około 1,4 nm mogą niemal dokładnie „wpasować się” do większych rowków DNA, co prowadzi do ich silnej, potencjalnej toksyczności w komórkach [25].

				Nanocząstki, które będą wnikały efektywnie do komó-rek, a przy tym jednocześnie nie będą wobec nich toksyczne oraz nie będą wpływać na zmianę ich morfologii i odpo-wiedzi biologicznej, posiadają potencjał aplikacyjny do dal-szych badań np. jako platform transportujących leki.

				WNIKANIE NANOCZĄSTEK DO KOMÓREK

				Jedną z podstawowych funkcji błony komórkowej jest odizolowanie komórki od otaczającego ją środowiska. Cał-kowita izolacja komórki od otoczenia nie jest jednak możli-wa, co pociąga za sobą konieczność ścisłej regulacji wymia-ny materii między komórką a jej otoczeniem. Proces wni-kania jest jednym z najważniejszych procesów regulujących aktywność biologiczną molekuł, determinujących interakcje pomiędzy molekułami a błoną cytoplazmatyczną [43]. 

				Ogólnie, proces wymiany substancji w błonie komórko-wej można podzielić na bierny i aktywny. Gazy (takie jak tlen czy dwutlenek węgla), hydrofobowe molekuły (np. benzen) czy molekuły nie posiadające ładunku (np. woda, etanol) dyfundują do komórki zgodnie z gradientem stę-żeń w sposób bierny (bez wykorzystania energii). Z kolei, aktywny transport zachodzi wbrew gradientowi stężeń (z wykorzystaniem energii) [44].

			

		

		
			
				Kiedy cząstki np. nanocząstki, które nie mogą wniknąć przez hydrofobową błonę komórkową na zasadzie trans-portu biernego, docierają do zewnętrznej strony błony ko-mórkowej, mogą oddziaływać z komponentami błony bądź z macierzą zewnątrzkomórkową, po czym wnikają do ko-mórki, głównie na drodze endocytozy [45]. Endocytoza pro-wadzi do pochłaniania NPs, prowadzących do powstawa-nia pęcherzyków endocytarnych. Pęcherzyki te są następnie transportowane do wewnątrzkomórkowych przedziałów sortowania. W zależności od typu komórki, jak i białek, li-pidów oraz innych molekuł zaangażowanych w ten proces, endocytoza może być podzielona na kilka rodzajów: fago-cytozę, makropinocytozę, endocytozę zależną od kaweolin, endocytozę zależną od klatryn oraz endocytozę niezależną od klatryn/kaweolin [46] (Ryc. 3).

				Fagocytoza

				Proces wnikania cząstek na drodze fagocytozy (ang. pha-gocytosis) odbywa się głównie w komórkach do tego wy-specjalizowanych tj.: w makrofagach, monocytach czy neutrofilach, które odpowiedzialne są m. in. za obronę go-spodarza oraz wchłanianie martwych komórek i ich szcząt-ków. Cząstki większe niż 500–1000 nm wnikają do komórek głównie na drodze fagocytozy [47]. 

				Fagocytoza NPs inicjowana jest zazwyczaj przez opsoni-zację – na powierzchni nanocząstek adsorbowane są opso-niny takie jak immunoglobuliny (np. przeciwciała) czy biał-ka dopełniacza [48]. Opsonizacja NPs pozwala na ich roz-

			

		

		
			
				Rycina 3. Mechanizmy wnikania NPs: (A) fagocytoza, (B) makropinocytoza, (C) endocytoza zależna od kaweolin, (D) endocytoza zależna od klatryn oraz (E) endocytoza niezależna od klatryn/kaweolin. Rycina wykonana z wykorzystaniem BioRender.com
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				poznawanie przez fagocyty, poprzez specyficzne interakcje ligand–receptor. To z kolei, inicjuje kaskadę sygnalizacyjną, która może powodować tworzenie się na powierzchni ko-mórki przedłużeń, po czym następuje pochłaniane i inter-nalizacja cząstek, prowadząca do powstania fagosomu [49]. W późniejszych fazach tego procesu dochodzi do fuzji fago-somu z lizosomem, a materiał w nich zawarty zostaje stra-wiony w kwaśnym pH [44] przez enzymy hydrolityczne.

				Makropinocytoza

				Makropinocytoza (ang. macropinocytosis, MP) jest innym rodzajem szlaku endocytozy niezależnej od klatryn, która występuje w wielu komórkach, w tym w makrofagach [49]. Ten niespecyficzny proces zachodzi spontanicznie bądź też może być indukowany przez czynniki wzrostu lub inne sy-gnały [50], które po związaniu z receptorami, znajdującymi się w błonie komórkowej, inicjują kaskadę sygnalizacyjną, prowadzącą do polimeryzacji aktyny oraz silnego fałdowa-nia błony [47]. Komórka może pobierać do swojego wnę-trza zewnątrzkomórkowy płyn wraz z jego zawartością, poprzez tworzące się podczas tego procesu wypustki bło-nowe, formując duże pęcherzyki tzw. makropinosomy [51]. Wielkość makropinosomów (0,5–10 µm) z kolei, czyni ma-kropinocytozę dobrym portalem do wnikania wszystkich makromolekuł, znajdujących się w zewnątrzkomórkowym płynie, w tym cząstek takich jak: duże NPs (w µm, które nie mogą wniknąć do komórki poprzez inne szlaki), jak rów-nież niespecyficznych chorobotwórczych drobnoustrojów, ciałek apoptotycznych czy wirusów [44].

				Endocytoza zależna od kaweolin

				W endocytozie zależnej od kaweolin (ang. caveolin-media-ted endocytosis, CavME) proces wnikania molekuł zachodzi poprzez formowanie się kaweoli – 50–80 nm, wgłębień bło-ny komórkowej w kształcie kolby po stronie cytozolowej [52]. Ten rodzaj endocytozy jest powszechny w różnych typach komórek (np. w komórkach mięśniowych, śród-błonka, w fibroblastach czy też adipocytach), bierze udział w sygnalizacji komórkowej, a także regulacji białek błono-wych, lipidów oraz kwasów tłuszczowych [53]. Integral-nym elementem wchodzącym w skład kaweoli jest białko błonowe – kaweolina, która odpowiedzialna jest m. in. za ich charakterystyczny kształt [47]. Wzbogacone są one tak-że w cholesterol i sfingolipidy. Kaweole, po odpączkowaniu od błony komórkowej, mogą łączyć się następnie z kawe-osomami o neutralnym pH [54], które pozwalają „na omi-nięcie” lizosomów, przez co chronią swoją zawartość przed enzymami hydrolitycznymi i ich degradacją w lizosomach [55]. Istnieją również dane wskazujące, na alternatywny wewnątrzkomórkowy los kaweoli – po ich odpączkowaniu od błony komórkowej mogą się łączyć z endosomami, a w konsekwencji dostarczać swój ładunek do lizosomów [50].

				W porównaniu do endocytozy zależnej od klatryn, wni-kanie molekuł na drodze endocytozy zależnej od kaweolin trwa dłużej, a powstające transportujące pęcherzyki mają mniejszy rozmiar [56]. Dostarczanie m. in. NPs tym szlakiem jednak, pozwala uniknąć ich potencjalnej, niepożądanej (w danym przypadku) degradacji w kwaśnych organellach, zwiększając tym samym ilość molekuł dostarczanych do ich 

			

		

		
			
				celów molekularnych np. retikulum endoplazmatycznego czy aparatu Golgiego, co może mieć kluczowe znaczenie dla zwiększenia efektu terapeutycznego [57].

				Endocytoza zależna od klatryn

				Wnikanie molekuł do wnętrza komórek na drodze endo-cytozy zależnej od klatryn (ang. clathrin-mediated endocytosis, CME) jest procesem powszechnie występującym, a zarazem wysoce selektywnym, w którym wymagana jest obecność wyspecjalizowanych receptorów na powierzchni błony ko-mórkowej. Komórki, za pośrednictwem tego szlaku wchła-niania dostarczają m. in. hormony białkowe oraz składniki odżywcze, w tym cholesterol (przez receptor lipoproteino-wy o niskiej gęstości) czy też żelazo (przez receptor trans-feryny) [58]. Do tego typu endocytozy niezbędna jest obec-ność białka opłaszczającego, uczestniczącego w tworzeniu pęcherzyków – klatryny [59]. 

				W pierwszym etapie endocytozy zależnej od klatryn, poszczególne makromolekuły (ligandy) lub np. NPs opłasz-czone ligandem, znajdujące się w zewnątrzkomórkowym płynie, wiążą się do odpowiednich receptorów, znajdują-cych się na powierzchni błony, formując kompleks ligand–receptor [50]. Wiązanie się ligandu z receptorem wywołuje „inwazję osocza”, tworząc wpuklenia w miejscach, gdzie stężenie receptora jest wyższe niż w innych miejscach błony komórkowej [47]. Kompleks ten następnie przegrupowu-je się do miejsca błony komórkowej, bogatego w klatrynę (znajdującej się od strony cytoplazmy), w wyniku czego dochodzi do pochłonięcia molekuł przez pęcherzyki powle-kane klatryną (powstaje kosz klatrynowy). Gdy pęcherzyk (ok. 120 nm) znajdzie się w cytoplaźmie, dochodzi do roz-padu kosza klatrynowego i uwolnienia klatryny, po czym dochodzi do fuzji pęcherzyka z wczesnymi endosomami. Makromolekuły znajdujące się wewnątrz wczesnych endo-somów, mogą następnie dotrzeć do lizosomów [44] poprzez szlak endo-lizosomalny.

				Internalizowane materiały po wniknięciu do komórek na drodze endocytozy zależnej od klatryn, są zazwyczaj dostar-czane do lizosomów, a następnie degradowane. Zjawisko to jest wykorzystywane jako jedna ze strategii dostarczania leków skoniugowanych z NPs, które wnikają do komórek za pośrednictwem tego szlaku i mogą być degradowane w kwaśnych organellach [60], a następnie po uwolnieniu z li-zosomów docierać do swoich celów molekularnych.

				Endocytoza niezależna od klatryn/kaweolin

				Endocytoza niezależna od klatryn oraz kaweolin (ang. clathrin- and caveolae-independent endocytosis) występuje w komórkach pozbawionych tych białek. Komórki za pośred-nictwem tego szlaku wchłaniania dostarczają m. in. hormo-ny wzrostu czy interleukinę-2 [61]. Jedną z metod pozwala-jących wykorzystać ten szlak, jest skoniugowanie NPs oraz polimerów z kwasem foliowym, który wnika do komórek na zasadzie endocytozy niezależnej od klatryn/kaweolin [44]. W ten sposób wykorzystuje się NPs m. in. jako sondy do obrazowania fluorescencyjnego czy platformy transpor-tujące leki.
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				WPŁYW WŁAŚCIWOŚCI FIZYKOCHEMICZNYCH NANOCZĄSTEK NA PROCES WNIKANIA DO KOMÓREK

				Poprzez optymalizację właściwości fizykochemicz-nych nanocząstek takich jak: rozmiar, kształt, ładunek po-wierzchniowy czy modyfikacja powierzchni, można regulo-wać proces ich wnikania do komórek, transport wewnątrz-komórkowy jak również cytotoksyczność [47,62]. Badanie i zrozumienie interakcji pomiędzy nanocząstkami a ich wnikaniem na drodze endocytozy może pozwolić zatem na zwiększenie efektywności terapii przeciwnowotworowej.

				Rozmiar

				Rozmiar NPs jest kluczowym czynnikiem wpływającym na efektywność ich wnikania komórkowego, jak również na ich toksyczność w komórkach [63]. Ponadto, wielkość nano-cząstek jest jednym z najważniejszych czynników determi-nujących rodzaj szlaku, jakim dostaną się do komórek. Małe NPs o średnicy od kilku do kilkuset nanometrów, mogą wnikać do komórek na drodze pino- lub makropinocytozy. Nanocząstki w rozmiarze 250 nm do 3 µm wnikają na dro-dze fagocytozy, natomiast 120–150 nm NPs – na drodze en-docytozy zależnej od klatryn bądź kaweolin [44]. Rozmiar powstających kaweoli, w endocytozie zależnej od kaweolin, ogranicza wnikanie większych nanocząstek tym szlakiem [64]. Niektóre typy NPs mogą wnikać zaś do komórek róż-nymi szlakami endocytozy, w zależności od ich rozmiaru.

				Przeprowadzono szereg badań, na podstawie których określono optymalną wielkość NPs, mających potencjał w ich zastosowaniu w celach diagnostycznych oraz terapeu-tycznych, pozwalającą na jak najefektywniejsze wnikanie do komórki. W endocytozie zależnej od receptorów pełne „owinięcie” nanocząstki zależy od siły adhezji i gęstości li-gandów potrzebnych do przekroczenia bariery energetycz-nej [65]. Wyznaczono, w sposób teoretyczny oraz ekspery-mentalny, że optymalna wielkość nanocząstek pozwalająca na ich efektywne dostarczanie do komórek, wynosi około 50 nm. Wiele danych wskazuje, że kuliste NPs ze złota, krzemionki, jak również nanorurki węglowe czy kropki kwantowe w tym rozmiarze pozwalają na osiągnięcie ich maksymalnego wskaźnika wychwytu przez komórki [47]. Efektywność procesu wnikania spada zaś dla mniejszych (około 15–30 nm) bądź większych (70–250 nm) nanocząstek [66].

				Należy jednak zwrócić uwagę, że w warunkach fizjolo-gicznych nanocząstki wykazują silną tendencję do aglome-racji i tworzenia polidyspersyjnych aglomeratów o niere-gularnych kształtach. To z kolei wpływa na losowy szlak endocytozy, na której drodze NPs wnikają do komórki [67]. Dlatego też, do ilościowego badania endocytozy nanoczą-stek, potrzebne są komplementarne techniki, które pozwa-lają na uniknięcie błędnej interpretacji danych eksperymen-talnych.

				Kształt

				Obok rozmiaru nanocząstek, równie ważnym aspek-tem decydującym o efektywności wnikania komórkowego, 

			

		

		
			
				jak również ich wewnątrzkomórkowej dystrybucji jest ich kształt [47]. Do komórek mogą wnikać nanocząstki o róż-nych kształtach takich jak: kule, pręty, rurki czy cylindry [9]. W badaniach przeprowadzonych w zespole Chithrani określano m. in. wpływ kształtu koloidalnych złotych na-nocząstek (AuNPs) na efektywność wnikania do komórek nowotworowej linii HeLa. Wyniki ich badań wskazały, że kuliste AuNPs wnikały do komórek około 5–krotnie efek-tywniej niż te same nanocząstki w kształcie prętów [68]. Członkowie tego zespołu w swoich kolejnych badaniach sprawdzali poziom wnikania AuNPs: kulistych i w kształ-cie pręta, opłaszczonych dodatkowo transferyną, do komó-rek linii: STO, HeLa oraz SNB19. Zaobserwowali, że kuliste złote nanocząstki wnikają do komórek badanych linii efek-tywniej niż te w kształcie prętów [69]. Z kolei, Qiu i współ-pracownicy badali wpływ współczynnika kształtu (stosu-nek długości do średnicy) złotych nanoprętów (AuNRs) na wnikanie do komórek nowotworowej linii MCF-7. Wykaza-li, że AuNRs o wyższym współczynniku kształtu były in-ternalizowane wolniej niż te o niższym współczynniku [70]. Związane jest to z tym, że na „owinięcie” dłuższej nano-cząstki potrzeba więcej czasu. Istnieją także doniesienia, że niektóre „niesferyczne” kształty NPs takie jak cylindry, wy-kazują duży potencjał w zastosowaniach biomedycznych. Niektóre cylindryczne nanocząstki wykonane z np. nano-rurek węglowych, tlenków żelaza czy polimerów mogą zwiększać cyrkulację i czas retencji w porównaniu do ich sferycznego odpowiednika. Jednakże wciąż nie określono czy niesferyczne NPs mogą efektywniej wnikać do komórek nowotworowych na zasadzie endocytozy [47]. 

				Ponadto różne typy komórek mogą wykazywać różną odpowiedź na dany kształt nanocząstek. Zespół Hutter ba-dał proces wnikania komórkowego złotych nanocząstek w różnych kształtach: sferycznym, prętu oraz „jeżowca” (np. kolczastych NPs) do dwóch typów komórek: komórek fago-cytarnych (mikrogleju) N9 oraz niefagocytarych neuronów. Do fagocytarnych komórek mikrogleju wnikały głównie kolczaste NPs, natomiast do neuronów wnikały tylko te w kształcie prętów [71].

				Ładunek powierzchniowy

				Kolejnym istotnym czynnikiem wpływającym na efek-tywność wnikania NPs do komórek jest ich ładunek po-wierzchniowy [72]. Może on być anionowy, neutralny bądź kationowy. Ze względu na fakt, że powierzchnia błony ko-mórkowej ma lekko ujemny ładunek, dodatnio naładowane nanocząstki są internalizowane w większym stopniu (po-przez oddziaływania elektrostatyczne) niż te o neutralnym bądź ujemnym ładunku [45,73]. Wnikanie dodatnio nała-dowanych NPs może jednak zakłócać integralność błony komórkowej, a w konsekwencji prowadzić do wzrostu ich toksyczności [74] i indukcji śmierci komórkowej [75]. Nano-cząstki o neutralnym ładunku powierzchniowym zaś wni-kają do komórek wolniej niż te o ujemnym ładunku. 

				Ładunek powierzchniowy nanocząstek, wpływa nie tyl-ko na proces wnikania do komórek, ale również na jego me-chanizm. Dodatnio naładowane NPs wnikają do komórek głównie na drodze makropinocytozy, podczas gdy ujemnie naładowane NPs – endocytozy niezależnej od klatryn/ka-
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				weolin [76]. Ścieżki wnikania komórkowego mogą się zmie-nić, kiedy powierzchnia nanocząstek zostanie opłaszczona np. organicznymi molekułami. Złote nanocząstki, posiada-jące dodatni ładunek powierzchniowy, wnikają do komórek na drodze makropinocytozy lub endocytozy zależnej od ka-weolin [44]. Po ich opłaszczeniu glikolem polietylenowym zaś, nadającym im ujemny ładunek, wnikają do komórek głównie na drodze endocytozy zależnej od klatryn i/lub endocytozy zależnej od kaweolin.

				Modyfikacja powierzchni

				W zastosowaniach biomedycznych, dzięki modyfikacji powierzchni nanocząstek można obniżyć ich toksyczność, podnieść stabilność, jak również kontrolować i modulować ich proces wnikania oraz los wewnątrz komórki [77]. Naj-częściej powierzchnię NPs funkcjonalizuje się: PEG, ujem-nie naładowaną grupą karboksylową (-COOH), obojętną grupą hydroksylową (-OH), bądź dodatnio naładowaną grupą aminową (-NH2). Wzrost ilości grup aminowych po-woduje zwiększenie dodatniego ładunku powierzchniowe-go nanocząstek, co w konsekwencji prowadzi do zwiększe-nia ich wnikania komórkowego. Podobną zależność można zaobserwować w przypadku funkcjonalizacji NPs grupami karboksylowymi – zwiększa się ich ujemny ładunek po-wierzchniowy, prowadzący do zwiększonego wnikania ko-mórkowego [44].

			

		

		
			
				Poprzez przyłączenie molekuł „rozpoznających” wy-brane komórki do powierzchni NPs, można zwiększyć se-lektywność dostarczanych przez nie chemioterapeutyków [73]. Specyficzny ligand związany na powierzchni NP, roz-poznawany jest przez receptor (unikalny dla pewnych ko-mórek bądź chorób), zlokalizowany na powierzchni błony komórkowej. Dzięki specyficznej interakcji ligand–receptor, koniugat taki wnika do komórek na zasadzie endocytozy zależnej od receptorów. Jednymi z najczęściej wykorzysty-wanych receptorów jako narzędzi do zwiększania stężenia leków w komórkach są m. in. receptory kwasu foliowego oraz transferyny, ze względu na fakt, iż w większości ko-mórek nowotworowych ich geny ulegają nadekspresji [9]. 

				WEWNĄTRZKOMÓRKOWA DEGRADACJA NPs I ICH WPŁYW NA TOKSYCZNOŚĆ W KOMÓRKACH

				W większości przypadków NPs wnikają do komórki na zasadzie endocytozy, wówczas zmienia się pH mikrośrodo-wiska z około 7,4, panującego w środowisku zewnątrzko-mórkowym, do 6,0 – we wczesnych endosomach, a następ-nie do około 4,5–4,0 – w lizosomach. 

				Ponadto, NPs mogą być narażone także na działanie róż-nych enzymów takich jak katepsyna L, która zdolna jest do degradacji większości „bio-skoniugowanych” NPs. Po de-gradacji powierzchni NPs, kwaśne środowisko panujące w 
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				Rycina 4. Schemat przedstawiający interakcje NPs – komórka. Rycina wykonana z wykorzystaniem BioRender.com
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				endosomach (pH 6) lub lizosomach (pH 4,5–4,0), może pro-wadzić do ich dalszego rozkładu, powodując uwalnianie się wolnych jonów metali bądź makromolekuł z nanoczą-stek. To z kolei, może doprowadzić do stopniowego spadku średnicy ich rdzenia oraz zmiany morfologii. Uwalniające się makromolekuły oraz wolne jony metali z NPs mogą po-tencjalnie wpływać na homeostazę komórki np. poprzez zmianę ekspresji genów, czy zwiększenie poziomu reak-tywnych form tlenu (ROS), co może bezpośrednio prze-kładać się m. in.: na uszkodzenia DNA, aktywację ścieżek sygnalizacyjnych czy też apoptozę (Ryc. 4) [72]. Dlatego też, przy projektowaniu efektywnego systemu wykorzystują-cego NPs, niezbędne jest poznanie wewnątrzkomórkowej interakcji pomiędzy NPs a komórką na każdym z etapów dostarczania chemioterapeutyków [11].

				ZDOLNOŚĆ NPS DO GENEROWANIA REAKTYWNYCH FORM TLENU

				Reaktywne formy tlenu (ROS) są indywiduami chemicz-nymi niestabilnych, częściowo zredukowanych pochod-nych tlenu, powstających jako produkt uboczny, w wyniku aktywności metabolicznej komórki. Wśród nich wyróżnić można m. in.: nadtlenek wodoru (H2O2), anionorodnik po-nadtlenkowy (O2•-), rodnik hydroksylowy (•OH) czy tlen singletowy (1O2) [78]. ROS odgrywają ważną rolę w mo-dulowaniu zarówno przeżycia jak i śmierci komórki, róż-nicowania, a także sygnalizacji wewnątrzkomórkowej oraz produkcji czynników związanych z zapaleniem [79]. Zdol-ność do generowania ROS przez NPs wynika m. in. z che-micznych jak i fizycznych właściwości samych nanocząstek (takich jak rozmiar, kształt czy powierzchnia) jak również ich interakcji z poszczególnymi komponentami komórki np. podczas ich internalizacji do komórek [12].

				Wpływ właściwości NPs na generowanie ROS

				Stres oksydacyjny indukowany przez NPs może mieć kilka źródeł: (1) ROS mogą być generowane bezpośrednio na powierzchni nanocząstek, kiedy to zarówno utleniacz jak i wolne rodniki obecne są na powierzchni NPs. (2) NPs metali przejściowych (takich jak: żelazo, miedź, chrom czy wanad) mogą generować ROS, działając jako katalizatory w reakcjach Fentona (metoda wytwarzania rodnika hydroksy-lowego (•OH), w wyniku reakcji nadtlenku wodoru (H2O2) z jonem żelaza (II) (Fe2+)). (3) Małe NPs, posiadające zdol-ność do wnikania do mitochondrium, powodują uszkodze-nia fizyczne prowadzące do stresu oksydacyjnego, a w kon-sekwencji do zmieniania ich funkcji. (4) Aktywacja komórek zapalnych (makrofagów i neutrofili), która może być rów-nież indukowana poprzez fagocytozę NPs, może prowadzić do generowania reaktywnych form tlenu i azotu [80].

				Duża powierzchnia właściwa NPs oraz reaktywne grupy na ich powierzchni odpowiedzialne są za ich wysoki poten-cjał oksydacyjny [22]. Reakcje chemiczne, na powierzchni NPs z dużą powierzchnią właściwą są znacznie przyspie-szone [12]. Modyfikacje strukturalne i zmiany właściwości elektronowych na powierzchni mniejszych NPs zachodzą w wyższym stopniu niż na powierzchni większych NPs, cze-go konsekwencją jest formowanie się reaktywnych grup na powierzchni tych cząstek. Wysoką reaktywność chemiczną 

			

		

		
			
				nanocząstek przypisuje się „zwisającym wiązaniom” (unie-ruchomionym wolnym rodnikom) atomów znajdujących się na powierzchni NPs, które promują katalizę indukowa-ną przez NPs [81].

				Wpływ interakcji NPs z komponentami komórki na generowanie ROS

				Nanocząstki np. AgNPs po wniknięciu do komórki na drodze dyfuzji bądź endocytozy, mogą docierać m. in.: do mitochondrium, jądra komórkowego czy do lizosomów. Ich translokacja do tych organelli w mikrośrodowisku komór-kowym uważana jest za przyczynę powstawania ROS [42], na skutek katalizy reakcji chemicznych z udziałem wolnych rodników, interakcji z komponentami mitochondrium czy też aktywacji czynników wzrostu [12]. ROS, zarówno w no-wotworowych jak i prawidłowych komórkach, powodują uszkodzenia błony komórkowej i mitochondrium, jak rów-nież mRNA i DNA (w wyniku stresu oksydacyjnego). Mogą także odpowiadać za indukcję apoptozy [82].

				Największą rolę w generowaniu ROS w komórce, na skutek jej interakcji z NPs odgrywają mitochondria. NPs mają wpływ na depolaryzację błony mitochondrialnej, a także łańcuch transportu elektronów poprzez aktywację NADPH-zależnych enzymów. Mitochondrialny łańcuch transportu elektronów w komórkach poddanych ekspozycji NPs, może zostać zablokowany, skutkiem czego jest zwięk-szenie komórkowego poziomu anionorodnika ponadtlen-kowego (O2•-) poprzez transport elektronów do O2 [22]. Na-nocząstki mogą być także odpowiedzialne za powstawanie wolnych rodników prowadzących do redukcji glutationu do jego utlenionej formy – disiarczku glutationu, co wiąże się ze stresem oksydacyjnym i jego dalszymi konsekwen-cjami [12].

				Ilość generowanych ROS i wynikający z tego stres oksy-dacyjny, jest skorelowany ze stężeniem NPs, jakiemu zo-stały poddane komórki. System antyoksydacyjny komórek poddanych działaniu niskiego stężenia NPs jest zdolny do przezwyciężenia stresu komórkowego i pozwala na odzy-skanie równowagi redoks. Natomiast wysokie stężenie NPs w komórkach, „przytłacza” ich system antyoksydacyjny, w wyniku czego nanocząstki te „stają się” cytotoksyczne i in-dukują 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. 

			

		

	OEBPS/image/54.png





OEBPS/image/Rycina+3.png
o~ Nanoczastka

Kwasne srodowisko

—

oraz aktywnos¢
enzyméw degraduja
NPs .
Jadro
\ Ucieczka komorkowe

v R
o
o Aktywacja Sciezek

NPs oraz jony metali ° sygnalizacyjnych i
moga wigzat sie wplyw na ekspresje
bezposrednio do U”‘gﬁemﬁ genéw

MRNA

Uszkodzenia
mitochondrium






OEBPS/image/streszczenie+graficzne.png
Ligand na powierzchni NP, rozpoznajacy
receptor na powierzchni komérki np.:
kwas foliowy, transferyna

1nm 100 nm

»
NANOCZASTKI

Funkcjonalizacja powierzchni

NPs:
np.: <COOH, -NH,, -OH
- tadunek powierzchniowy

kropki kwantowe  micele  zlote NPs
(QDs)
F-. f‘f" Optaszczenie NPs np. PEG
st A\ He
sy
magnetyczne  liposomy  dendrymery

- eo2@¢

kule prety rurki cylindry






OEBPS/toc.xhtml

		
			
			


		
		
		PageList


			
						196


						197


						198


						199


						200


						201


						202


						203


						204


						205


						206


						207


						208


			


		
		
		Landmarks


			
						Cover


			


		
	

OEBPS/image/4.png





OEBPS/image/53.png





OEBPS/image/Rycina+4.png
@ FAGOCYTOZA MAKROPNOCYTOZA (> 5 M)

Caastki stale
astki ° P o @ N

N
° S

Piyn zewnguzkomérkowy

Cytoplazma

Fagosom
ENDOCYTOZA ZALEZNA OD ENDOCYTOZA ZALEZNA OD ENDOCYTOZA NIEZALEZNA OD
KAWEOLIN (okofo 60 nm) @ KLATRYN (okoto 120 nm) KLATRYN/KAWEOLIN (okolo 90 nm)

° 0
L) o L)
soVe “o" ’,

A IC) ~o © (] L AN S

N 1{0 Y o
T 1}
— (ST 2
" Kaweolina o -
(
S Pecherzyk
powlekany

atryna





OEBPS/image/Rycina+1.png
NIEORGANICZNE

ZOTENPs  MAGNETYCZNE
N

NANOCZASTKI
(NPs)






OEBPS/image/2.png





OEBPS/image/12.png





OEBPS/image/Rycina+2.png
Czy

Nowa wiasciwoscl
nanoczastka Em—— fizykochemiczne
P NP a4 dobre?
Tak
Tak l
.
Tk Czy NP wika

L—  Toksyczme? _«———

Nie
Tak

do komérki?

Generowanie
ROS?

Nie
Tak

Wplyw na
morfologie
komorki?

Nie

Wplywna T2k
funkcje —

komorki?_

Nie

Tak
Degradacja NPs? _—J

Nie
Wolywna T3
ekspresje

genow?.

l Nie

Czy wnikanie Tak
NPs jest weigz
dobre?

Nanoczastki posiadaja potencjat
aplikacyjny- sa przedmiotem
dalszych badan biologicznych






OEBPS/image/1.png
Nanoczastki w chemioterapii: charakterystyka, strategie projektowania,
mechanizm wnikania oraz degradacja wewnatrzkomérkowa

dr inz. Joanna Pilch®

Katedra Technologii Lekéw i Biochemii, Wy-
dzial Chemiczny, Politechnika Gdafiska

https://doi.org/10.18388/pb.2021_441

Sautor korespondujacy: joanna.pilch@pg.edu.
pl

Slowa Kluczowe: nanoczastki, wnikanie, wia-
Sciwosci fizykochemiczne nanoczastek

Wykaz skrétéw: AuNPs (ang. gold nanopartic-
es) - ztote nanoczastki; CavME (ang. caveolin-
-mediated endocytosis) - endocytoza zalezna od
kaweolin; CME (ang. clathrin-mediated endocy-
tosis) - endocytoza zalezna od Klatryn; GQDs
(ang. graphene quantum dots) - grafenowe krop-
ki kwantowe; IONPs (ang. iron oxide nanopar-
ticles) — nanoczastki tlenku zelaza; MP (ang.
macropinocytosis) - makropinocytoza; NPs
(ang. nanoparticles) — nanoczastki; PMs (ang.
polymeric micelles) - micele polimerowe; QDs
(ang. quantum dots) - kropki kwantowe

Finansowanie: Praca finansowana ze srodkéw

Narodowego Centrum Nauki w ramach pro-
jektunr 2020/37/N/NZ7/01979

1%

STRESZCZENIE
Pomimo znaczacego postepu w leczeniu nowotworéw skuteczne metody ich leczenia po-
Zzostaja ograniczone. Weigz jedna z gléwnych metod terapii pozostaje chemioterapia,
jednakize czesto wywoluje ona wiele efektéw ubocznych. Zwiazane jest to m. in. z brakiem
istotnych réznic pomiedzy komérkami nowotworowymi a prawidlowymi, wlasciwosciami
fizykochemicznymi samych chemioterapeutykéw, a takze zjawiskiem lekoopornosci. W
celu obnizenia dzialafi niepozadanych oraz podniesienia specyficznoéci chemioterapeuty-
Kkéw wzgledem komérek nowotworowych poszukiwane s3 nowe metody ich dostarczania
do komérek 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,
dendrymer6w, miceli oraz liposoméw. Oméwiono takze strategie w projektowaniu i opty-
‘malizacji syntezy nanoczastek oraz oceny réznych mechanizméw ich wnikania do komérek,
jak réwniez ich degradacje wewnatrzkomérkows oraz toksycznosd.

WPROWADZENIE

Pomimo postepu w terapii konwencjonalnej oraz wprowadzaniu nowych me-
tod leczenia, choroby nowotworowe pozostaja druga, zaraz po chorobach ukfa-
du krazenia, przyczyna umieralnosci na swiecie. Wedlug szacunkow Swiatowej
Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) w 2020 r. na $wiecie
umarto z tego powodu okoto 10 min ludzi. Szacuje sig, 7e jeden na szesé zgonow
spowodowany byl przez nowotwér. Ta sama Organizacja szacuje, ze w 2030 r.
na raka bedzie chorowaé okoto 22 min ludzi na swiecie, a najwiekszy wzrost
zachorowalnosci bedzie dotyczyé krajow rozwijajacych sie. Nowotwory pluc,
prostaty, jelita grubego oraz zoladka sa najczestszymi rodzajami nowotworéw
zhosliwych u mezczyzn. Wsrod kobiet natomiast, najwyzszy wskaznik zachoro-
walnosci dotyczy nowotworéw piersi, jelita grubego, pluc oraz szyjki macicy.
Jedne z podstawowych ograniczeri klasycznej chemioterapii dotycza niskiej se-
lektywnosci zwiazkéw, zwiazanej m. in.: z brakiem istotnych réznic pomiedzy
nowotworowymi a prawidlowymi komérkami, jak réwniez zjawiska lekoopor-
nosci [1]. Chemioterapia czesto zwiazana jest z dystrybucja silnie toksycznych
zwiazkow, w dawkach ktore moga powodowaé niespecyficzne dziatanie leku
[2]. Ponadto, zwiazki takie czesto charakteryzuja sie staba rozpuszczalnoscia w
wodzie, niska dostepnoscia biologiczna czy tez wysoka objetoscia biodystrybu-
Gji. W celu obnizenia dziatari niepozadanych oraz podniesienia specyficznosci
chemioterapeutykow wzgledem komoérek nowotworowych poszukiwane sa
nowe metody ich dostarczania do komérek guza [3]. Jedna z nich jest wykorzy-
stanie nanoczastek.

Nanotechnologia jest preznie rozwijajaca sie dziedzina nauki. Nanomaterialy
definiowane sg zazwyczaj jako materialy, ktérych wielkos¢ ziarna, w jednym lub
kilku wymiarach, miesci sie w granicy 1-100 nm [4]. Dzigki zastosowaniu co-
raz doskonalszych metod badawczych powstaja nowe rodzaje nanoczastek oraz
metody aplikacyjne, w ktérych moga zosta¢ wykorzystane. Coraz czesciej wyko-
1zystuje sie 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, prawidiowa tkanke [8].

Nanoczastki (NPs) dzigki swoim unikalnym wiasciwosciom takim jak: wiel-
kos¢, rozmiar czy zdolnos¢ do modyfikacji ich powierzchni np. poprzez skoniu-
gowanie z 16znymi ligandami, stanowia swoiste rusztowanie do projektowania
i zastosowania ich w wielu dziedzinach nauki. Wlasciwosci te sa coraz czesciej
wykorzystywane w poszukiwaniu efektywnej terapii celowanej, w ktérej dazy
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