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NANOCZASTECZKI ZLOTA W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ

WSTEP

Nanotechnologia jako nauka zajmuje sie
tworzeniem i badaniem struktur w skali
nano, tj. 10° m. Od dawna prowadzone sa
prace dotyczace miniaturyzacji przedmiotow,
a efekty sa dostepne na wyciagniecie reki,
m.in. komputery o dobrej mocy obliczenio-
wej mieszczace sie w kieszeni. Inne przy-
klady nanotechnologicznego postepu to np.
skonstruowanie najmniejszego silnika na
Swiecie, najmniejszego obwodu elektrycznego
czy wykonanie najmniejszego napisu Swiata.

Obecnie technologia ,nano” nie ograni-
cza sie jedynie do syntezy chemicznej i za-
stosowan przemystowych. Jednymi z najbar-
dziej zainteresowanych szybkim rozwojem
nanotechnologii sa naukowcy zajmujacy sie
biologia molekularna i medycyna, gdzie jej
zastosowanie moze prowadzi¢ m.in. do opra-
cowania nowoczesnych biofarmaceutykéow
o znacznie wiekszej aktywnosci biologicznej
niz tradycyjne leki stosowane w terapiach
klinicznych. Z tego wzgledu badaniami prio-
rytetowymi wielu osrodkéw badawczych jest
zastosowanie nanomaterialtow w leczeniu
chorob.

Obecnie choroby nowotworowe stanowig
jedno z najpowazniejszych, globalnych wy-
zwan z jakim mierza sie liczne placowki na-
ukowo-badawcze. Pomimo iz wiele aspektow
dotyczacych transformacji nowotworowej zo-
stalo juz poznanych, nadal brak jest wyso-
ce wydajnych lekéw przeciwnowotworowych.
Osobnym zjawiskiem jest opornos¢ wielole-
kowa, ktorej efektem jest duza odpornosc
komorek nowotworowych na dobrze znane

leki stosowane na oddzialach onkologicz-
nych. Duzej szansy upatruje sie¢ wiec w pre-
paratach opracowanych z wykorzystaniem
nanotechnologii. Jednymi z wielu prowadzo-
nych obecnie badan sa proby wykorzystania
nanoczasteczek zlota (AuNPs) jako molekut
mogacych shuzy¢é do syntezy nowych, wyso-
ce skutecznych farmaceutykéw, w ktorych
AuNPs bylyby glownym skladnikiem aktyw-
nym.

Celem niniejszego artykutlu jest przedsta-
wienie gléwnych kierunkéw badan dotycza-
cych zastosowania nanoczasteczek (w tym
nanoczasteczek zlota) w terapii przeciwnowo-
tworowej.

CZYM SA NANOCZASTECZKI?

Nanoczasteczki (ang. nanoparticles, NPs)
to obiekty o rozmiarach nanometrycznych.
W zaleznosci od aplikacji moga miesci¢ sie
w zakresie od 0,1 do 100 nm (MESBAHI
2010). Takimi czasteczkami sa szeroko ba-
dane kropki, studnie i druty kwantowe, na-
norurki, fulereny, zwiazki takie jak grafen,
borofen, a takze dendrymery czy liposomy.
Konkretnymi przykladami wykorzystania na-
noczasteczek jest zastosowanie np. kropek
kwantowych (ang. quantum dots, QDs) w
znakowaniu fluorescencyjnym z powodu ich
bardziej specyficznych wtasnosci niz obec-
nie stosowane znaczniki organiczne. Sa one
mniejsze, bardziej stabilne i precyzyjniejsze
niz klasyczne fluorofory takie jak fluoresce-
ina czy rodamina.

Kropki kwantowe oswietlone promienio-
waniem o konkretnej dlugosci fali wykazuja
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zdolnos¢ do fluorescencji (BRUCHEZ i wspol-
aut. 1998). Im bardziej jednorodne sa QDs,
tym wyzsza jest makroskopowa zdolnosc¢ i
wydajnos¢ fluorescencji. Innym przykladem
jest wykorzystanie jako srodka bakteriobdj-
czego nanoczasteczek srebra bedacych swo-
istymi klastrami jonow srebra. Poniewaz
jony te sa silnie reaktywne, bardzo szybko
reaguja z biopolimerami w blonach komor-
kowych zaburzajac ich strukture, a takze
przenikaja do wnetrza komoérek, gdzie lacza
sie z blonami wewnatrzkomérkowych orga-
nelli oraz z DNA i RNA. Efektem jest dena-
turacja bialek prowadzaca do zaburzenia ich
struktury i funkcji oraz uszkodzenia DNA i
RNA (LANSDOWN 2004). Nanoczasteczki sre-
bra oddziatuja takze z enzymami zaburzajac
ich aktywnos¢. Efektem jest destabilizacja
czynnosci fizjologicznych komoérki prowadza-
ca do jej Smierci.

ZASTOSOWANIE NANOCZASTECZEK W
BIOLOGII I MEDYCYNIE

Ze wzgledu na wiele roznych wtasciwo-
§ci chemicznych i fizycznych, nanoczastecz-
ki znajdujg szerokie zastosowanie w biologii
i medycynie m.in. jako wspomniane wcze-
$niej znaczniki fluorescencyjne, zwlaszcza w
kodowaniu optycznym (BRUCHEZ i wspétaut.
1998, HAN i wspétaut. 2001, WANG i wspot-
aut. 2002), nanonos$niki lekéw w terapii
celowanej (MAH i wspotaut. 2000, PANATA-
ROTTO i wspoétaut, 2003), w badaniach nad
materialem genetycznym (MAHTAB i wspol-
aut. 1995), w inzynierii tkankowej (DE LA
IsSLA i wspétaut. 2003), indukcji hipertermii
komorek nowotworowych (SHINKAI i wspol-
aut. 1999), testach ELISA (KOH i JOSEPH-
SON 2009) czy w manipulacji komoérkami i
strukturami biologicznymi (REICH i wspétaut.
2003). Przykladowymi nanostrukturami, kto-
re mozna wykorzystaé¢ do powyzszych celow,
sg nanoczasteczki zamkniete w liposomach,
potaczone z lancuchami polimerowymi, lub
same polimery takze bedace nanoczasteczka-
mi, dendrymery czy nanoczasteczki z tlenku
zelaza posiadajace wlasciwosci magnetyczne
(ZHANG 1 wspotaut. 2008). Duza zaleta na-
noczasteczek jest mozliwo$S¢ laczenia ich z
roznymi czgasteczkami organicznymi, np. le-
kami, przeciwcialami lub substancjami po-
chodzenia roslinnego (GAMUCCI i wspétaut.
2014, KOBAYASHI i wspotaut. 2014), co daje
mozliwos¢ ich ukierunkowanego zastosowa-
nia.

NANOCZASTECZKI W TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

Terapie przeciwnowotworowa klasycznie
prowadzi sie w trzech trybach: jako lecze-

nie operacyjne, chemioterapie i radioterapie.
Leczenie operacyjne polega na chirurgiczne;j
resekcji guza wraz z otaczajacymi tkankami
tworzacymi margines do usuniecia. Na tym
polu nanotechnologia obecnie nie jest bar-
dzo mocno rozwinieta, w przeciwienstwie do
badan nad nowymi chemioterapeutykami,
gdzie zdaje sie odgrywac coraz wieksza role.

Wspoblczesnie stosowane leki cytosta-
tyczne maja za zadanie zniszczy¢é guz lub
zmniejszy¢ jego rozmiary tak, by nadawat
sie do wyciecia chirurgicznego badz do ra-
dioterapii. Jak powszechnie wiadomo, leki te
sa substancjami, ktorych dzialanie ma wiele
skutkow ubocznych. Wynika to gloéwnie ze
sposobu ich podawania, najczesciej na dro-
dze tzw. wlewow dozylnych, czyli kroplowki
(inna droga jest podanie doustne, o ile for-
ma leku na to pozwala). Czasteczki lekow
rozprzestrzeniaja sie po calym organizmie,
docierajac nie tylko do szybko dzielacych
sie komoérek nowotworowych, ale réwniez do
tych, ktore nie wymagaja leczenia. Skutkiem
dzialania cytostatykow na komérki o zwiek-
szonym indeksie proliferacyjnym jest nie
tylko Smier¢ komorek nowotworowych, ale
rowniez lysienie, supresja szpiku kostnego
czy nieptodnosé. Nadzieje na usuniecie tych
niekorzystnych efektéw daje tzw. terapia ce-
lowana 2z wykorzystaniem nanoczasteczek,
ktora dzieli sie na: terapie pasywna i aktyw-
na (GHOSH i wspoétaut. 2008).

Istota terapii pasywnej jest wykorzystanie
defektow w morfologii nowotworéw, gltéwnie
zwiekszonej przepuszczalnosci naczyn krwio-
nosnych dostarczajacych substancje odzyw-
cze do guza. Nanoczasteczki z lekiem moga
swobodnie przenika¢ do obszaru nowotwo-
ru, gdzie zostaja uwiezione w przestrzeni
miedzykomoérkowej (GOSH i wspoétaut. 2008)
albo sa pobierane przez komorki na drodze
endocytozy (YOUu i wspotaut. 2013) (Ryc. 1).

Tak wiec, lek moze zosta¢ uwolniony w
macierzy miedzykomoérkowej badz we wne-
trzu komorki. Rozwiazanie to wydaje sie byc
lepsze od ogodlnoustrojowej dystrybucji cy-
tostatykow, jednak rowniez posiada pewien
defekt. NPs moga przedosta¢ sie do kazde-
go miejsca, ktore charakteryzuje sie zwiek-
szona nieszczelnoscia naczyn. Rozwigzaniem
tego problemu moze by¢ zastosowanie tera-
pii celowanej aktywnej, polegajacej na tym,
ze do nanoczasteczki z lekiem przylaczana
jest inna substancja, ktérej powinowactwo
do receptorow blonowych komorek rakowych
jest wyjatkowo silne, co znacznie zwieksza
wiazanie sie leku z komorka nowotworowsa i
jego pobieranie (MOGHIMI i wspotaut. 2001)
(Ryc. 2). Istotne jest wiec znalezienie odpo-
wiedniego ligandu, ktory pasowalby do re-
ceptora charakterystycznego dla danego typu
nowotworu.
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RECEPTOR NA POWIERZCHNI BLONY

KOMORKA NOWOTWOROWA

NIESZCZELNE NACZYNIE KRWIONOSNE

Rys. 1. Mechanizm celowania pasywnego.

Nanoczasteczki swobodnie przenikaja przez nieszczelne
naczynie krwionosne w obrebie tkanek objetych proce-
sem nowotworowym; oddziatuja z komérkami na drodze
pasywnej, np. poprzez endocytoze, brak swoistej wybior-
czoSci.

Innym podejsciem jest wykorzystanie
substancji, ktoéra jest znacznie lepiej wy-
chwytywana przez komoérki nowotworowe

w porownaniu z prawidlowymi. Przykladem
moze by¢ glukoza lub kwas foliowy (KF).
Komorki nowotworowe znacznie silniej wy-
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RECEPTOR NA POWIERZCHNI BLONY

NIESZCZELNE NACZYNIE KRWIONOSNE

Rys. 2. Mechanizm celowania aktywnego.

Nanoczasteczki swobodnie przenikaja przez nieszczelne
naczynie krwionosne w obrebie tkanek objetych proce-
sem nowotworowym, oddzialuja z komoérkami na drodze
aktywnej poprzez wybiorcze i specyficzne laczenie sie z
receptorami blonowymi za posrednictwem ligandéw do-
czepionych do nanoczasteczek.

chwytuja zwiazki skompleksowane z gluko-
zg, ze wzgledu na wysokie zapotrzebowanie
energetyczne, stad czasteczki cukru zapew-
niaja znacznie wigksza absorpcje komplek-
su lek-glukoza w poréwnaniu z samym le-
kiem (RoA i wspoétaut. 2009). Z kolei zwigz-
ki oplaszczone kwasem foliowym wykazuja
wicksze powinowactwo do komorek nowo-
tworowych ze wzgledu na obecnosS¢ na ich
powierzchni receptorow dla KF (KHOSHGARD i
wspoétaut. 2014).

Inna forma terapii przeciwnowotworo-
wej jest terapia fotodynamiczna. Zastosowa-
nie nanoczgsteczek w leczeniu sSwiatlem jest
podobne do terapii celowanej. Powszechnie
stosowane fotouczulacze, czyli substancje
wywolujace uwrazliwienie komoérek na pro-
mieniowanie Swietlne, oparte sa na furano-
kumarynach takich jak np. psoralen (JAMES
i wspoélaut. 2011). Wielka wada tych zwiaz-
kow jest to, ze podobnie jak cytostatyki, po-
dawane najczesciej doustnie, lokuja sie nie
tylko w obszarze zmienionym chorobowo, ale
takze w innych narzadach. Najbardziej za-
grozonymi sg skora i oczy, dlatego podejmu-
je sie nadzwyczajne Srodki ostroznosci, po-
niewaz ich ekspozycja na dzialanie Swiatla,
np. stonecznego, moze spowodowac powazne
oparzenia. Rowniez podanie fotouczulaczy
srodoperacyjnie, bezposrednio do guza, wia-
ze sie z ryzykiem ich wydostania sie poza
obszar leczony i uczulenia tkanek zdrowych.
Polaczenie fotouczulaczy z nanoczasteczka-
mi, badz synteza takich nanostruktur, ktére
same bylyby fotouczulaczami dodatkowo wy-
kazujacymi powinowactwo tylko do komorek
nowotworowych, daje nadzieje, ze substancje
te nie wydostang sie poza obszar leczony.

Inna forma niszczenia nowotworow jest
hipertermia. Polega ona na miejscowym wy-
wolaniu wzrostu temperatury bezposrednio
w guzie, np. przy uzyciu mikrofal. Choc¢
zdrowe tkanki sa stosunkowo odporne na
temperature, to doprowadzenie do ich prze-
grzania, co jest efektem ubocznym przy hi-
pertermii obszaru leczonego, moze prowadzic¢
do ich zniszczenia.

W przedziale temperatur stosowanych w
hipertermii praktycznej, tj. 43-44°C, komor-
ki niezmienione patologicznie sa w stanie
skutecznie poradzi¢ sobie z odprowadzaniem
nadmiaru ciepla, podczas gdy w komorkach
nowotworowych zachodza woéwczas nieod-
wracalne zmiany z powodu uposledzonego
mechanizmu termoregulacji (BARONZIO 1 HA-
GER 2006).

Jak juz wspomniano, charakterystycz-
na cecha guzéw sa nieszczelne naczynia,
a Scislej, ich zdezorganizowana struktu-
ra. W zwiazku z tym, komorki te majg sil-
nie uposledzone mechanizmy rozpraszania
ciepta (HANDY i wspélaut. 2003). Cecha ta
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moze poshuzy¢ do celowanej termolizy komo-
rek nowotworowych, np. dzieki zastosowa-
niu nanoczasteczek magnetycznych (metale
ferromagnetyczne) lub nanorurek, ktérych
umieszczenie w zewnetrznym, zmiennym
polu magnetycznym prowadzi do ich szyb-
kiego nagrzewania sie i oddawania ciepta
komoérkom rakowym. Poniewaz mechanizmy
dystrybucji ciepta sa zaburzone, wzrost tem-
peratury podczas tego procesu jest lokalny
i moze spowodowacé Smier¢ komorek jedynie
w obrebie celu.

NANOCZASTECZKI ZLOTA W TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ - NOWE
PERSPEKTYWY RADIOTERAPII

Nanoczasteczki zlota (ang. gold/aurum
nanoparticles, G/AuNPs) sa niezwykle ak-
tywnie badane w celu ich zastosowania w
podwyzszeniu skutecznosci radioterapii (BA-
BAEI i GANJALIKHANI 2014). Majac na uwadze,
ze cytostatyki oddzialuja na komérki zaréw-
no prawidlowe jaki nowotworowe, trwaja
prace nad wyborem takiego materialu, kto-
ry bedzie dzialal selektywnie; w normalnych
warunkach nie bedzie toksyczny, lecz w po-
laczeniu z pewnym czynnikiem stanie sie
silnie cytotoksyczny wzgledem tylko tych ko-
morek, ktore ulegly transformacji nowotwo-
rowej. Jedna z metod mozliwych do zasto-
sowania w leczeniu nowotworow za pomoca
promieniowania jest radiosensybilizacja, czyli
spowodowanie, ze komorki staja sie bardziej
wrazliwe na dzialanie promieniowania joni-
zujacego.

Zesp6l Rahmana (RAHMAN i wspoétaut.
2009) zbadal nanoczasteczki zlota pod ka-
tem wywolania wzrostu efektow napromie-
niania stosujac linie¢ bydlecych komorek
Srodbtonka aorty (ang. bovine aortic endo-
thelial cells, BAEC). Komorki te stanowily
jedynie model doswiadczalny i nie nalezaly
do grupy komoérek nowotworowych. Celem
badania bylo okreslenie czy nanoczasteczki
zlota sa w stanie podwyzszy¢ efektywnosc
stosowanej dawki promieniowania dostarczo-
nej do uktadu. Do analiz uzyto sferycznych
GNPs o srednicy 1,9 nm (Nanoprobes Inc.).
Inkubacja AuNPs zawieszonych w medium
i komoérek BAEC byla prowadzona przez 24
godziny. W badaniu uzyto czterech réznych
stezen AuNPs wynoszacych 0,125, 0,25, 0,5
i 1 mM. Zanim przystapiono do naswietla-
nia, ktére wykonano w kilku wariantach, tj.
zaroOwno promieniowaniem X o energiach 80
i 150 keV (kiloelektronowoltow), jak i elek-
tronami o energiach 6 i 12 MeV (megaelek-
tronowoltow) podajac rézne dawki (0, 1, 2,
3, 4 i 5 Grejow (Gy)), wykonano optyczny
test wychwytu AuNPs. Stosujac mikrosko-
pie konfokalng zaobserwowano, ze nanocza-

steczki zlota ulokowaly sie w cytoplazmie
tworzac skupiska. Test cytotoksycznosci wy-
kazal, ze wzrost stezenia nanoczastek powo-
duje zmniejszenie przezywalnosci komoérek.
Warto$¢ ta dla granicznego stezenia 1 mM
wyniosta blisko 70%. Testy przezywalnosci
komoérek wykonano rowniez po naswietlaniu
promieniowaniem jonizujacym. Wykazano, ze
najbardziej skutecznym jest promieniowanie
o energii 80 keV w polaczeniu ze stezeniem
AuNPs wynoszacym 1 mM i dawka 4 Gy
(koncowa przezywalnos¢ komorek wynosita
zaledwie ok. 25%). Promieniowanie o energii
150 keV rowniez wywolalo spadki przezy-
walnosci komoérek wraz ze wzrostem steze-
nia nanoczasteczek zlota, jednak w stopniu
slabszym niz promieniowanie o energii 80
keV. Naswietlanie uktadoéw elektronami dato
podobne rezultaty jak w przypadku promie-
niowania ortowoltowego (o energii rzedu kilo-
woltow). Czynnik przyrostu dawki, ktéory zo-
stal okreslony na podstawie krzywych prze-
zycia wyniost 24,6 dla kombinacji stezenia 1
mM oraz promieniowania o energii 80 keV.
Dla poréwnania, ten sam czynnik okreslo-
ny dla elektronéw o energii 6 MeV wyniost
zaledwie 4. Prostym i jednoznacznym wnio-
skiem bylo wiec stwierdzenie, ze zamiast
stosowania promieniowania o energii rzedu
MeV, mozna zastosowacC promieniowanie or-
towoltowe w polaczeniu z nanoczasteczkami
zlota. Za przyrost dawki z zastosowaniem
promieniowania rzedu keV odpowiedzialny
jest gtownie efekt fotoelektryczny. Od dawna
wiadomo, ze atomy zlota chetniej oddziatuja
Z promieniowaniem o nizszej energii, wywo-
hujac kaskady fotoelektronowe i elektronéow
Augera. Prawdopodobnie wuklady nanocza-
steczkowe zachowuja sie¢ podobnie do min
wypelionych Srutem, gdzie czynnikiem de-
tonujacym jest promieniowanie X. Nalezy
jednak pamieta¢, ze przeprowadzone przez
zesp6l RAHMANA (2009) badania nie dotyczyly
komoérek nowotworowych, a stuzyly wstepnej
analizie mozliwosci podwyzszenia efektywno-
Sci dawki w uktadach biologicznych przy za-
stosowaniu AuNPs.

Inne prace, juz z zastosowaniem komo-
rek nowotworowych, zostaly wykonane w la-
boratorium Genga (GENG i wspoétaut. 2011).
Modelem byly komoérki nablonkowe SK-OV-3
(HTB-77) raka jajnika. Badacze stosowali
nanoczasteczki zlota niepotaczone i potaczo-
ne z tioglukoza w stezeniach 1 i 5 nM, kto6-
re inkubowali z komoérkami przez 1, 2, 4, 8,
12, 24, 48 i 96 godzin. Wstepne testy wy-
chwytu nanoczasteczek wykazaly, ze GNPs
polaczone z tioglukoza byly silniej wchlania-
ne przez komorki niz GNPs bez modyfikacji.
Naswietlanie komorek przeprowadzono przy
wykorzystaniu promieniowania X o energii
80 keV i 6 MeV uzyskanego, odpowiednio,
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przy uzyciu lampy rentgenowskiej i medycz-
nego akceleratora liniowego. Wszystkie préby
naswietlane otrzymaly dawke catkowita wy-
noszaca 10 Gy. Komoérki poddano testom:
MTT mierzacym przezywalnos¢ komoérek w
oparciu o ich aktywnos¢ metaboliczna, na
obecnos¢ reaktywnych form tlenu (RFT) przy
uzyciu sondy DCFH-DA, apoptozy przy wy-
korzystaniu zestawu Annexin V oraz anali-
zie cyklu komoérkowego przy wykorzystaniu
cytometrii przeptywowej. Test cytotoksycz-
nosci MTT nie wykazal znacznego dziatania
szkodliwego nanoczasteczek zlota na ko-
morki SK-OV-3, gdzie przezywalnos¢ byla
na poziomie 97% we wszystkich prébach,
niezaleznie od czasu inkubacji. Naswietla-
nie komoérek inkubowanych z GNPs pozwo-
lilo stwierdzi¢, ze zar6éwno promieniowanie
o energii 80 keV, jak i 6 MeV spowodowalo
spadek przezywalnosci komorek, jednak dla
promieniowania ortowoltowego procentowa
zdolnos¢ przezycia wyniosta ok. 45%, a dla
megawoltowego 58%. Pomiary RFT wskazaty,
ze zarOwno promieniowanie o energii nizszej,
jak i wyzszej indukuje stres oksydacyjny,
prowadzac do wzrostu poziomu reaktywnych
form tlenu. Natezenie fluorescencji dla obu
energii bylo poréwnywalne, czyli wywolywa-
tly one podobny efekt. Wykazano, ze nano-
czasteczki zlota spowodowaly niewielki, choc¢
porownywalny do kontroli wzrost poziomu
komorek apoptotycznych. Zastosowanie na-
Swietlania prowadzilo do wzrostu indukcji
apoptozy (np. dla promieniowania o energii
6 MeV: z 9,26% na 14,35%). Badania cyklu
komorkowego pozwolily stwierdzi¢, ze liczba
komorek nowotworowych znajdujacych sie w
fazie GO/G1 (nieczulej na promieniowanie)
po inkubacji z nanoczasteczkami ztota zo-
stala zmniejszona w poréwnaniu do kontro-
li, natomiast zwiekszeniu ulegla liczba ko-
morek, ktére zatrzymaly sie w fazie G2/M,
wrazliwej na promieniowanie. Badania prze-
prowadzone przez GENGA i wspoélaut.(2011)
wykazaly, ze nanoczasteczki zlota w polacze-
niu z naswietlaniem daja wieksze efekty te-
rapeutyczne niz sama radioterapia.
Nanoczasteczki zlota nie tylko wykazuja
dzialanie proapoptotyczne wzgledem komorek
rakowych, ale rowniez prowadza do zmian w
cyklu komoérkowym, powodujac uwrazliwie-
nie nowotworu na promieniowanie nie tylko
pod wzgledem fizycznym, ale i biologicznym
(GENG i wspoétaut. 2011). Biologiczne uwraz-
liwienie komorek oraz wplyw na cykl komor-
kowy badat RoA i wspoétaut. (2009) stosujac
jako model linie: DU-145 (komoérki ludzkiego
raka prostaty) oraz MRCS (ludzkie diploidal-
ne fibroblasty). Komérki te inkubowano z
hybrydowymi nanoczasteczkami zlota wytwo-
rzonymi jako kompleksy AuNPs z glukozg
(Glu-GNPs). W badaniach stosowano stezenie

15 nM i rézne czasy inkubacji, tj. 1, 2, 4, 6,
16 i 24 godz. Wybrana przez badaczy meto-
da naswietlania bylo promieniowanie gamma
uzyskane przy pomocy izotopu cezu (°Cs).
Dawka promieniowania jaka naswietlano ko-
morki wynosila 2 Gy. Uzyskane wyniki po-
zwolily stwierdzi¢, ze nanoczasteczki zlota w
polaczeniu z promieniowaniem gamma wply-
waly na szereg parametrow fizjologicznych
komoérek (Ryc. 3). Potaczenie AuNPs z pro-
mieniowaniem spowodowalo spadek przezy-
walnosci komorek nowotworowych do okoto
40%. W celu wyjasnienia tego zjawiska ba-
dacze przetestowali zmiany w cyklu komor-
kowym wykazujac, ze liczba komorek znaj-
dujacych sie w fazie G2/M wzrosta, spadia
natomiast liczba komoérek bedacych w fazie
GO/G1l. Wykryto rowniez zmiany w ekspresji
biatek bioracych udzial w mitozie: spadek
ekspresji cykliny A i posrednio, poprzez bial-
ko pS53, ktorego ekspresja rowniez ulegala
inhibicji, wzrost produkcji cykliny B1l. Bada-
nia pozwolily réwniez na stwierdzenie, ze (i)
poprzez zmiane w ekspresji pS3 zwiekszyla
sie takze produkcja cykliny E, oraz, ze (ii)
kompleks cyklina E-kinaza CDK?2 powoduje
szybsze przejscie z fazy G1 do fazy S, na-
tomiast (iii) kompleksy CA/CDK2 oraz CB1/
CDK2 wywolywaly spowolnienie podziatu na
etapie przejscia przez punkt kontrolny G2/M
(RoA i wspétaut. 2009). Powyzsze zmiany na
poziomie molekularnym skutkowaly tym, ze
spora liczba komoérek zatrzymywala sie w
fazie G2/M, najbardziej czulej na promienio-
wanie, a zastosowanie naswietlania w tym
ysmomencie” prowadzilo do spadku przezy-
walnosci komorek.

Na uwage zastuguje eksperyment wykona-
ny przez SETUA i wspotaut. (2014), okreslaja-
cy wplyw na komorki glejaka wielopostacio-
wego hybrydowego zwiazku, jakim byly na-
nosfery zlota polaczone z cisplatyna, w kom-
binacji z radioterapia. Glejak ten jest jednym
z najbardziej agresywnych nowotworow, kto-
rego komorki majg ogromne zdolnosci samo-
naprawcze, a tym samym sa bardzo oporne
na leczenie. Badacze wytworzyli kompleksy
nanoczasteczki zlota z cisplatyna, powszech-
nie uzywanym lekiem cytostatycznym w tera-
pii guzow litych. Stosowali rézne kombinacje
badanych substancji. Jako kontrole wykorzy-
stano nanoczasteczki polaczone z polietyleno-
iming (PEI). Lacznikiem AuNPs-lek byl kwas

3. Ogélny wplyw nanoczasteczek zlota w

Rys.
obecnosci promieniowania gamma na wybrane
parametry fizjologiczne komoérek DU-145 i MRCS.
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merkaptoundekanowy. Po wniknieciu bada-
nych nanokomplekséw do komorek, rozpo-
czeto naswietlania przy uzyciu zrodia zawie-
rajacego cez-137 o mocy dawki 1 Gy/min.
taczna dawka wynosita 10 Gy. Oznaczany-
mi parametrami byly m.in. przezywalnosé
oznaczona przy uzyciu testu MTS, kaspazy,
marker YH2AX. Analiza wynikéw uzyskanych
dla nanokoniugatéw =zlota z cisplatyna wy-
kazala, ze kompleks ten jest w stanie obni-
zy¢ tempo wzrostu komoérek przez dzialanie
cytotoksyczne i zwiekszenie cytotoksycznosci
promieniowania. Z drugiej strony, w 16 dniu
prowadzonego eksperymentu komorki gleja-
ka zaczely podejmowac czynnosci naprawcze.
Zaobserwowano réwniez wzrost proliferacji.

Z kolei PERALTA i wspoétaut. (2015) prze-
prowadzili badania majace na celu wyja-
$nienie mechanizméw oddzialywania hybry-
dowych mnanoczasteczek zlota zawierajacych
albumine surowicy czlowieka (ang. human
serum albumin, HSA), zlote nanopreciki i
paklitaksel, lek czesto stosowany w chemio-
terapii. Og6lny schemat budowy badanej
czasteczki przedstawiono na Ryc. 4. Bada-
nia prowadzono na linii komorek 4T1 (raka
piersi). Inkubowano je z badanymi nanocza-
steczkami, a nastepnie naswietlano promie-
niowaniem podczerwonym (IR). Wyniki eks-
perymentu pozwolily stwierdzi¢, ze naswie-
tlanie prowadzilo do uwolnienia paklitakselu
z hybrydowej nanoczasteczki. Im diuzszy byt
czas ekspozycji na IR (od O do 60 min), tym
wiecej leku wydostawalo sie z badanego ko-
niugatu. Najwieksza ilo§¢ uwolniona w probie
kontrolnej wynosila ok. 200 nanograméw pa-
klitakselu, a przezywalnos¢ komorek spadla
w krytycznym punkcie do ok. 6,4%. Badacze

Nanoprecik ztota |

Rys. 4. Schemat budowy hybrydowych nanocza-
steczek zlota optaszczonych HSA z dotaczonymi
czasteczkami paklitakselu.

wykazali, ze grupe kontrolna, ktorg stanowily
komorki i same nanopreciki, po naswietlaniu
charakteryzowata silna zaleznosS¢ przezywal-
nosci komorek od stezenia, najprawdopodob-
niej spowodowana przez wzrost temperatury
w ukladach badawczych na drodze ekspozy-
cji nanodrucikow na IR. Istotne bylo réwniez
przytaczenie czasteczek HSA, ktore stanowily
bariere ochronng przed dzialaniem na komor-
ki samych nanoprecikéw, wykazujacych zréz-
nicowana cytotoksycznos¢ z powodu obecno-
Sci zwiazku stabilizujacego, bromku cetrimo-
nium (CTAB). Po trzecie, komoérki odporne na
podwyzszong temperature mogly byc¢ zabite
przez paklitaksel, a odporne na ten cytosta-
tyk, przez hipertermie. W kazdym przypad-
ku dziala efekt synergistyczny, prowadzac do
Smierci wiekszosci badanych komorek. Do-
datkowo, powstale na drodze ekspozycji na
IR efekty fototermiczne nie tylko odpowiadaty
za hipertermie w komorkach, ale prowadzily
réwniez do kontrolowanego uwalniania leku z
wnetrza nanoczasteczki. Poniewaz wiekszos¢
cytostatykow dziala nie tylko na komérki no-
wotworowe, ale rowniez prawidlowe, stosowa-
nie naswietlania jako czynnika uwalniajacego
lek umozliwia znaczna redukcje toksycznego
dzialanie cytostatykow na zdrowe tkanki.

PODSUMOWANIE

Przedstawione powyzej informacje jasno
wskazuja, ze nanoczasteczki zlota moga i
powinny byc¢ stosowane w terapii przeciwno-
wotworowej

Zloto ze wzgledu na swoje wlasciwosci
fizyczne stanowi doskonaly rdzen dla NPs
nadajac im w pewnym stopniu wybidrcza
aktywnos¢é. AuNPs moga stanowi¢ doskona-
ly czynnik podwyzszajacy skutecznos¢ kon-
wencjonalnej radioterapii oraz chemioterapii,
gdzie oprocz wilasnego dziatania cytotoksycz-
nego moga stanowi¢ nosnik dla lekéw prze-
ciwnowotworowych. Pomimo obiecujacych
wynikow jakie dostarczyly badania in vitro,
nadal niezbedne sa prace nad udoskonale-
niem systemow dostarczania tych zwiazkéw
do organizmu i ograniczeniem ich oddziaty-
wania z biopolimerami plynéw ustrojowych,
m.in. bialkami surowicy krwi. Nalezy réw-
niez uwzgledni¢ kwestie ich metabolizmu i
potencjalnego odkladania sie¢ w organizmie.

Pomimo wielu pytan zwigzanych z zasto-
sowaniem NPs w terapii przeciwnowotworo-
wej nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, ze na-
noczasteczki stanowia ogromng szanse na
opracowanie zupelnie nowych i wysoce sku-
tecznych lekow przeciwnowotworowych.

STRESZCZENIE

Nanotechnologia jest nauka stosunkowo miloda,
obejmuje synteze i badanie obiektow o rozmiarach rze-
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du 10-9 metra. Jedna z prob zastosowania nanotechno-
logii jest wykorzystanie nanoczasteczek w terapii prze-
ciwnowotworowej. Prowadzone prace badawcze maja na
celu synteze catkowicie nowych zwigzkéw terapeutycz-
nych oraz podniesienie wydajnosci terapii konwencjo-
nalnych m.in. radioterapii. Wykazano, ze podanie nano-
czasteczek zlota podczas naswietlania zwieksza efekty
terapeutyczne w postaci obnizenia zdolnosci komorek
do proliferacji. Co wazniejsze, silniejsze efekty uzyskano
przy zastosowaniu promieniowania o energii mniejszej
(rzedu kiloelektronowoltow zamiast megaelektronowoltow).
Opisano réowniez, ze w radioterapii laczonej z inkubacja
komoérek z nanoczasteczkami zlota oplaszczonymi glukoza
zmniejsza sie ich zdolnos¢ do proliferacji oraz wzrasta od-
setek komoérek wchodzacych na szlak apoptozy. Dochodzi
rowniez do zmian w ekspresji biatka p53 i zatrzymywanie
sie komoérek w punkcie kontrolnym G2/M, w ktérym ko-
morki sa najbardziej wrazliwe na promieniowanie. Z tego
wzgledu modyfikacje NPs moga stanowi¢ ogromng szanse
na opracowanie innowacyjnych i wysoce skutecznych le-
kéw przeciwnowotworowych.
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Summary

Nanotechnology is a relatively young science focusing on the synthesis and studies of the objects with dimen-
sions of the order of 10° meters. One approach to make the nanotechnology useful consists in application of na-
noparticles in anticancer therapy. There are conducted studies aimed at the synthesis of totally new therapeutic
compounds and increased efficiency of conventional therapies, among others — radiotherapy. It was demonstrated
that administration of gold nanoparticles (GNPs) during the exposure of cells to ionizing radiation increases thera-
peutic effects by reducing their proliferation. Moreover, larger effects of radiation treatment combined with GNPs
were obtained by using radiation energies in the range of keV instead of MeV. It was also described that irradiation
combined with incubation of cells with gold nanoparticles coated with glucose decreases their ability to proliferate
and increases the percentage of the cells entering on the apoptotic pathway. This leads also to changes in p53 pro-
tein expression and arrest of cell cycle in the G2/M phase, in which cells are most sensitive to radiation. Therefore,
modifications of GNPs may help to develop innovative and highly effective anticancer drugs.



