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Streszczenie

Biomedyczne aplikacje nanoczastek wymagaja, aby struktury te charakteryzowaly sie szeroko pojeta biokompatybilnoscia.
Najlepszym sposobem na jej osiggniecie jest zastosowanie pokrycia z odpowiedniego polimeru, ktéry pozwoli zmieni¢ wlas-
ciwosci powierzchniowe rdzenia nanoczgstek. Otoczki tworzy sie z materialéw biodegradowalnych tak, by produkty rozkfa-
du mogty by¢ latwo eliminowane z organizmu. Oplaszczenie nanoczastek pozwala na zwiekszenie ich stabilnosci (zarow-
no w roztworach wodnych, jak i w krwiobiegu), przeciwdziata aglomerowaniu, zapewnia hydrofilowo$¢ powierzchni oraz
pozwala na dofaczanie do niej réznych czasteczek, np. lekéw lub ligandéw kierujacych, stosowanych w terapii celowanej
nowotwordw. Polimerowe pokrycie wptywa tez w istotny sposdb na zmniejszenie toksyczno$ci nanoczastek i ich interakcje
z réznymi typami komoérek. Do oplaszczania nanostruktur czesto wykorzystuje sie chitozan i poli(glikol etylenowy) (PEG) ze
wzgledu na ich dostepno$¢ i korzystne wlasciwo$ci. Ogromna zaleta PEG jest jego zdolnos$¢ do wydluzania czasu cyrkulacji
wprowadzonych do krwiobiegu nanoczastek przez zapobieganie ich opsonizacji i ograniczenie wychwytu przez makrofagi.
Chitozan ze wzgledu na swéj dodatni tadunek silnie oddziatuje z blonami komérkowymi i powierzchniami $luzowymi, co
moze by¢ przydatne w systemach dostarczania lekéw. Nalezy jednak pamieta¢, iz masa molowa oraz stopient deacetylacji
uzytego chitozanu znaczaco wplywaja na jego charakterystyke. Optaszczanie nanostruktur jednoczesnie poli(glikolem etyle-
nowym) i chitozanem badz tez pokrywanie ich nowymi kopolimerami na bazie PEG ma na celu dalszg optymalizacje wlasci-
wosci no$nikéw nanoczasteczkowych, aby zwiekszy¢ ich bezpieczenstwo i niezawodnos¢ w zastosowaniach biomedycznych
(Polim. Med. 2014, 44, 2, 119-127).
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Abstract

Biomedical applications of nanoparticles require that these structures are characterized by broadly defined biocompatibility.
The best way to achieve this goal is to use an appropriate polymer coating, which can modify the surface properties of the
nanoparticles core. The shells are formed from biodegradable material, so that the products of their decomposition can be
easily eliminated from the body. Coating of nanoparticles allows to increase their stability (both in aqueous solutions and in
the bloodstream), prevents agglomeration, provides the hydrophilicity of the surface and allows to attach various molecules
such as drugs and tumor targeting ligands in cancer therapy. The polymer coating significantly affects the reduction of toxic-
ity of nanoparticles and their interactions with different cell types. Chitosan and poly(ethylene glycol) (PEG) are frequently
used for coating of nanostructures due to the availability and favourable properties. A major advantage of PEG is its ability
to prolong the circulation time of nanoparticles injected into the bloodstream by preventing their opsonization and reducing
the uptake by macrophages. Chitosan, because of its positive charge, strongly interacts with cell membranes and mucosal
surfaces, which can be useful in drug delivery systems. However, it should be remembered that the molar mass and the degree
of deacetylation of the used chitosan significantly affect its characteristics. The use of combined shells made of poly(ethylene
glycol) and chitosan or coatings formed from new PEG based copolymers aims at further optimization of the properties of
nanoparticle carriers to increase their safety and reliability in biomedical applications (Polim. Med. 2014, 44, 2, 119-127).
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Zastosowanie nanoczgstek w diagnostyce i terapii
otwiera nowe perspektywy przed wspolczesng medy-
cyna. Rewolucja, jakg niosg za sobg czastki o wymia-
rach od kilku do kilkuset nanometréw dotyczy m.in.
obrazowania biomedycznego, terapii fototermicznej,
dostarczania do organizmu substancji aktywnych
w postaci lekow lub kwaséw nukleinowych [1]. Jako
przyklad mozna przywola¢ nanoczastki Fe,O,, ktore
ze wzgledu na unikatowe wlasciwosci fizyczne moga
by¢ uzyte jako $rodki wzmacniajace kontrast w obra-
zowaniu metodg jagdrowego rezonansu magnetycznego
czy sterowane polem magnetycznym nosniki w tera-
pii celowanej [2]. Nalezy jednak pamietal, iz wszel-
kie biomedyczne aplikacje nanoczastek wymagaja ich
biokompatybilnosci rozumianej nie tylko jako brak
toksycznoéci i niewywotywanie reakcji alergicznych
lub odrzucajacych po wprowadzeniu do organizmu,
ale przede wszystkim jako zdolno$¢ do zachowania
funkcjonalnosci w $rodowisku biologicznym [1, 3].
Otoczenie nanoczastek powloka polimerowg jest do-
skonalym sposobem na zwigkszenie ich stabilnosci
i biokompatybilnosci, pozwala takze na dolaczenie do
ich powierzchni réznych ligandéw [4]. Polipeptydy,
aptamery i inne ligandy kierujace pozwalajg bowiem na
skuteczne dostarczenie nanomaterialu do wybranego
celu jedynie wowczas, gdy powierzchnia nosnika zosta-
ta zmodyfikowana obojetnym polimerem. W przeciw-
nym razie niespecyficzne oddzialtywania nanoczastek
z komorkami i organellami mogg by¢ poréwnywane
ze specyficznymi interakcjami dolgczonego ligandu
z receptorem w miejscu docelowym [5]. W przypadku
terapii celowanej nowotworow dostarczany lek musi
by¢ uwalniany miejscowo, a zatem nanoczastki stano-
wigce jego nosnik powinny by¢ stabilne w krwiobiegu
i efektywnie gromadzi¢ si¢ w obrebie guza [6]. Realiza-
cja przewidzianych zadan terapeutycznych przez wy-
generowanie korzystnej odpowiedzi komoérkowej lub
tkankowej bez wywolywania niepozadanych miejsco-
wych badz ogdlnoustrojowych skutkdéw to wymagania,
jakie stawia si¢ projektowanym systemom dostarcza-
nia lekéw opartym na nanoczastkach. Warto pod-
kregli¢, iz zaréwno inherentne wlasciwosci fizyczne
oraz chemiczne nanoczgstek, np. ich wielkos¢, ksztalt,
wlasciwosci powierzchni, jak i $§rodowisko, z ktorym
wchodzg w kontakt, moga narzucaé stopien ich bio-
kompatybilnoéci [1]. Przykladowo nanoczastki ma-
gnetyczne majace duzy stosunek powierzchni do ob-
jetosci, wykazujg sklonnos¢ do aglomerowania w celu
ograniczenia energii powierzchniowej. Powleczenie
ich surfaktantem pozwala ograniczy¢ sily przyciagaja-
ce i przeciwdziata aglomerowaniu [7]. Poza tym, majac
na uwadze, iz procesy biologiczne zachodzg w $rodo-
wisku wodnym, wazne jest, aby otoczka zapewniata
nanoczastkom hydrofilowo$¢ powierzchni [4]. Pokry-
cie polimerowe, poprzez modyfikacje wiasciwosci po-
wierzchniowych rdzenia, wptywa zatem na interakcje
nanoczgstek z otoczeniem. Chitozan i poli(glikol ety-

lenowy) [PEG] to materialy, ktére ze wzgledu na swoje
pozadane wlasno$ci sg najczesciej stosowane do pokry-
wania powierzchni nanoczastek.

Chitozan

jako material pokrywajacy
rdzenie nanoczastek

Chitozan jako liniowy amino-polisacharyd i natu-
ralny polimer czesto stuzy do powlekania rdzeni nano-
czastek. Ma strukture opartg na powtarzajacych sie jed-
nostkach N-acetyloglukozoaminy i D-glukozoaminy,
potaczonych wigzaniem B-(1-4) glikozydowym [3, 8].
Wytwarza si¢ go z chityny, jednego z najpowszechniej
wystepujacych w przyrodzie polisacharydow [9], kto-
ry jest pozyskiwany do celéw przemyslowych m.in. ze
skorupek krabow oraz krewetek [10, 11] badz grzyb-
ni [10]. Chitozan otrzymuje si¢ w wyniku niecatkowitej
N-deacetylacji chityny z udzialem zasady, np. wykorzy-
stanie 40% wodorotlenku sodu przez 1-3 h w tempera-
turze 120°C pozwala uzyska¢ chitozan deacetylowany
w 70% [10]. Chitozan jest dostepny w wielu formach
réznigcych si¢ przede wszystkim masg molowg i stop-
niem deacetylacji [3]. Wlasnosci te wplywaja bowiem
m.in. na jego rozpuszczalno$¢, mukoadhezyjnos¢ [3]
oraz biokompatybilnos¢ [8,11]. Chitozan jest rozpusz-
czalny w rozcienczonych roztworach kwaséw, np. octo-
wego lub mréwkowego [10].

Nalezy pamieta¢ o kationowym charakterze chito-
zanu [3, 9], ktory ze wzgledu na swéj dodatni fadunek
silnie oddzialuje z ujemnie natadowang btong komor-
kowa. Wtasciwo$ci mukoadhezyjne sa wlasnie zwigzane
z jonowymi oddzialywaniami pomiedzy dodatnio nata-
dowanymi grupami aminowymi w chitozanie a ujem-
nie naladowanymi resztami kwasu sialowego w $luzie
lub na powierzchni komérek [12]. Zdolno$¢ przylega-
nia polimeru pokrywajacego nanoczgsteczkowy nosnik
do powierzchni $luzowych wzmaga interakcje dotgczo-
nego do niego ligandu z warstwa §luzowa pokrywajaca
powierzchnie nabtonkowe [3]. W warunkach biolo-
gicznych potencjalne interakcje nosnika z blong moga
jednak zosta¢ zmniejszone na skutek maskowania do-
datniego tadunku chitozanu przez zaadsorbowane do
powierzchni nanoczastek biatka [13].

Wplyw otoczki chitozanowej
na interakcje nanoczastek
z komdrkami

Biokompatybilno$¢ otoczonych chitozanem na-
noczastek ztota w stosunku do mysich fibroblastow
i ludzkich komorek raka jelita grubego jest znacznie
wigksza niz ich nieoplaszczonych odpowiednikow [4].
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Pokryte chitozanem nanoczastki tlenku zelaza wykazu-
ja kompatybilnos¢ z osteoblastami, zwigkszajg prolife-
racje tych komorek i sprzyjaja ich réznicowaniu [14].
Chitozanowa otoczka nanoczgstek ogranicza ponadto
uszkodzenia blony komoérkowej oraz zwieksza zdol-
no$¢ przezycia osteoblastow, co moze wigzac si¢ z tym,
iz nanoczastki niepokryte polimerem wnikaja do wne-
trza komorki, a te pokryte pozostaja w wiekszoéci na
zewnatrz, przywierajac do blony komorkowej [14].
W przypadku ludzkich komorek raka pluc wychwyt
nanoczastek uformowanych z chitozanu jest zjawi-
skiem wysycajacym sie, jego wydajnos¢ maleje nato-
miast wraz ze zmniejszajacg sie masg molowg polimeru
i stopniem deacetylacji [8]. Wychwyt nanoczastek chi-
tozanu mozna regulowaé przez zmiang ich potencjatu
{ (zeta) (wyzszy potencjat { oznacza silniejsze powino-
wactwo), gdyz oddzialywania miedzy nanoczastkami
a ujemnie naladowang btong komoérkowa majg charak-
ter elektrostatyczny [8]. Silne powinowactwo grup ami-
nowych chitozanu do powierzchni nanoczastek srebra
sprawia, iz polimer ten jest czesto wykorzystywany do
ich powlekania. Osloniete chitozanem nanoczastki sre-
bra majg potencjal zeta rzedu +39 mV i tadunek po-
wierzchniowy wystarczajacy do ich stabilizacji poprzez
zapobieganie procesowi agregacji [15]. Dodatkowo
wykazano eksperymentalnie, iz nanoczastki srebra po-
kryte warstwa chitozanu wykazujg biokompatybilnos¢
w stosunku do zdrowych komdrek, natomiast zalezna
od dawki cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek
raka ptuc [15]. W aplikacjach biomedycznych czesto
stosuje si¢ chitozanowe nanoczastki, ktorych zada-
niem jest transport makromolekul przez nablonek i ich
ochrona przed degradacja. W zwigzku z tym badano
m.in. zdolno$¢ nanoczgstek chitozanowych do posred-
niczenia w transporcie insuliny przez monowarstwy
komérek Caco-2 [16] oraz wplyw skfadu chemiczne-
go i masy molowej chitozanu na przepuszczalnosé je-
litowych komérek nabtonkowych [12]. Wykazano, iz:
wychwyt nanoczastek przez komorki jest poprzedzony
ich niespecyficznym oddziatywaniem z btong komor-
kowa (chitozan oddzialuje z blong sitami przyciagania
elektrostatycznego), zalezy od czasu, temperatury (jest
bardzo ograniczony po jej zmniejszeniu z 37 do 4°C)
oraz od stezenia nanoczgstek (wzrasta wraz ze steze-
niem, ale proces sie wysyca) [16]. Postuluje si¢ takze,
iz internalizacja nanoczgstek do komorek zachodzi na
bazie endocytozy adsorpcyjnej z udzialem klatryny, za-
znaczajac jednak, iz moga réwniez zaistnie¢ inne nieza-
lezne od niej procesy [16]. W przypadku internalizacji
na drodze klasycznej endocytozy nanoczastki sa tapane
w wewnatrzkomorkowe pecherzyki, ktére majg tenden-
cje do zlewania si¢ z kwasowymi lizosomami. Enzymy
tam wystepujace degraduja przenoszony $rodek tera-
peutyczny, dlatego warto rozwijac strategie dostarcza-
nia nanoczgstek alternatywnymi szlakami, np. poprzez
makropinocytoze [17]. W przypadku monowarstw
komorek Caco-2 chitozany o malym stopniu acetyla-

cji (11 15%) aktywnie poprawiajg absorpcje hydrofilo-
wego leku zaréwno przy malej, jak i duzej masie cza-
steczkowej (4,7-190 kg/mol), natomiast przy stopniu
acetylacji 35-49% wzmozony transport leku wystepuje
tylko w przypadku duzch mas molowych [12]. Nieste-
ty stopien acetylacji chitozanu moze réwniez wplywac
na jego toksycznos¢ w stosunku do komoérek. Uwaza
sie, iz chitozany o wyzszym stopniu acetylacji s3 mniej
toksyczne, zatem reacetylacja (zmniejszenie stopnia de-
acetylacji) chitozanu znaczaco poprawia profil cytotok-
sycznosci [8]. Ustalono, iz chitozan ze stopniem acety-
lacji 35% i 0 masie molowej 170 kg/mol ma szczegdlnie
korzystne wlasciwosci, np. bardzo mala toksycznos¢
i szybki poczatek dziatania wzmacniajgcego absorpcje
leku [12]. Z drugiej strony zaobserwowano, iz po pod-
skornym wstrzyknieciu szczurom roztworu chitozanu
zawierajgcego fosforan-2-glicerolu (roztwor ten przy
temp. zblizonej do 37°C przechodzi w zel) reakcja za-
palna (mierzona wielkoscig obrzeku) byla stabsza dla
chitozanow o wigkszym stopniu deacetylacji [11]. Ko-
nieczne s3 zatem dodatkowe badania pozwalajace na
ocene toksycznosci chitozanéw in vivo. Dodatkowo na-
lezy nadmieni¢, iz kompleksowanie polimeru z lekiem
réwniez wplywa na interakcje z $rodowiskiem i blong
komorkows, gdyz zmniejsza liczbe dostepnych dodat-
nich grup aminowych [3].

Chitozan moze by¢ stosowany w biomedycynie
podczas tworzenia nanoczasteczkowych systemow do-
starczania lekow, bialek, szczepionek lub genow [8,15].
Kwasy nukleinowe, ze wzgledu na polianionowy cha-
rakter wynikajacy z ujemnego tadunku grup fosfora-
nowych, tworza polielektrolitowe kompleksy z chitoza-
nem, protonowanym w kwasowym pH. Postuluje si¢
zatem wykorzystanie nanoczasteczkowych nosnikow
chitozanowych do skutecznego i bezpiecznego dostar-
czania do komoérek siRNA, przydatnego w terapii wielu
chorob ze wzgledu na zdolno$¢ do zmniejszania ekspre-
sji genow [13].

Nanoczastki chitozanowe testowano jako prze-
no$niki kurkuminy, ktorej przypisuje sie potencjalne
dzialanie przeciwnowotworowe [18]. Zawierajace taki
tadunek nanoczgstki wykazywaly przedtuzony kontakt
z jelitem grubym oraz byly wylapywane i internalizo-
wane przez komorki gruczolakoraka jelita w wiekszym
stopniu niz wolna kurkumina. Wprawdzie za adhezje
nanoczgstek do tkanki okreznicy odpowiadaly glow-
nie oddzialywania elektrostatyczne miedzy dodatnio
naladowanym chitozanem a ujemnie naladowanymi
glikoproteinami w blonie §luzowej jelita, poréwnanie
zachowania zaladowanych i pozbawionych fadunku
nanoczgstek polimeru pokazalo, iz sama kurkumina
réwniez odgrywa role w procesie mukoadhezji [18].
W diagnostyce i leczeniu raka piersi potencjalne za-
stosowanie mogg roéwniez znalez¢ optaszczone chito-
zanem bionanokompozyty z ferrytu manganowo-cyn-
kowego. Pokrycie polimerowe nie wptywa bowiem na
mikrostrukture oraz wlasciwo$ci magnetyczne ferrytu,
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zapewnia jednak biokompatybilno$¢ i pozwala na tatwe
dotgczenie do powierzchni matych krysztatow apatytu.
Dzigki takiej modyfikacji duze powinowactwo komodrek
raka piersi do hydroksyapatytu, ktére zwykle wptywa
jedynie na czeste przerzuty nowotworu do kosci, zosta-
toby wykorzystane w terapii celowanej [19].

W przypadku terapii celowanej wazne jest, aby lek
bezpiecznie dotarl do miejsca przeznaczenia, w ktérym
zostanie odigczony od no$nika. Uwalnianie z nanocza-
stek chitozanowych tamoksyfenu wykorzystywanego
w terapii raka piersi okazalo sie zalezne od pH os$rodka.
Przy pH = 7,4 bylo dlugotrwate, lecz przy pH = 41i 6
zdecydowanie szybsze, przy czym tempo oddawania le-
ku zwiekszato si¢ wraz ze zmniejszeniem pH [20]. Po-
zwala to postawi¢ hipoteze, iz w normalnych warunkach
fizjologicznych podczas transportu we krwi (pH 7,4)
wigkszos¢ leku pozostanie w nosniku, a podczas in-
ternalizacji przez komorki nowotworowe na drodze
endocytozy nastgpi szybsze uwalnianie z powodu miej-
scowego zmniejszenia pH, np. w endosomie badz lizo-
somie komorki raka [20]. Warto doda¢, iz podobne za-
chowanie podczas uwalniania (szybkie oddawanie leku
w pH = 4,5 i wolne w pH =7,4) przejawialy nanoczastki
chitozanowe przenoszace inny lek przeciwnowotworo-
wy - oksaliplatyne [21].

Uwalnianie lekéw kowalencyjnie przylaczonych do
polimeréw badz rozproszonych w ich matrycy wiaze
sie z degradacja zwigzkow wielkoczasteczkowych [10].
Warto przyjrze¢ si¢ zatem biodegradowalnosci chito-
zanu, majac na uwadze to, iz materialy, ktdre nie sg
rozkladane w organizmie w odpowiednim czasie, moga
nagromadzac si¢ w komorkach, tkankach i narzadach.

Biodegradowalno$¢ chitozanu

Badania biodegradacji chitozanu u szczuréw po-
kazaly, ze gdy stopien deacetylacji nie przekracza 70%,
polimer jest fatwo degradowany, a przy wigkszych war-
tosciach stabo, co wynika z faktu, iz tylko sekwencyj-
ne rozmieszczanie jednostek N-acetyloglukozaminy
jest identyfikowane przez enzymy degradujace chito-
zan [8]. Chociaz mniej deacetylowane chitozany przeja-
wiajg tendencje do szybszej degradacji, nie jest mozliwe
precyzyjne szacowanie tempa ich enzymatycznego roz-
kladu wylgcznie na podstawie wiedzy o stopniu deace-
tylacji, gdyz ze wzgledu na réznice w dystrybucji grup
acetoamidowych nawet chitozany o zblizonych wlas-
nosciach moga by¢ rozktadane w réznym tempie [22].
Warto dodac, iz typowy stopien acetylacji jest zwykle
mniejszy niz 35% [10]. W warunkach fizjologicznych
tancuch czasteczkowy chitozanu moze by¢ strawiony
przez lizozymy (wystepujace m.in. w blonach $luzo-
wych) badz chitynaze (wytwarzang przez flore jelito-
wa). Fakt, iz chitozan, ktérego masa molowa i stopien
deacetylacji zostaly odpowiednio zoptymalizowane, jest
rozkladany przez enzymy bakterii jelitowych, wskazu-

je na jego potencjalng przydatnos¢ w terapii celowanej
okreznicy [23]. Enzymy rozktadajg chitozan najpierw
na oligomery, a pdzniej na endogenng dla organizmu
N-glukozoaming [8]. Oligosacharydy, bedace produkta-
mi metabolizmu, nie przejawiaja tendencji do akumu-
lacji badz retencji, gdyz sa fatwo wydalane z moczem
albo wlaczane w glikozoaminoglikanowe i glikoprote-
inowe szlaki metaboliczne. Zbyt szybka degradacja mo-
ze jednak skutkowa¢ nagromadzeniem aminocukréw,
wywolujac odpowiedz zapalng [3].

W celu optymalizacji nanoczasteczkowych syste-
moéw dostarczania lekéw testuje sie tez polimery be-
dace pochodng chitozanu, np. glikol chitozanu i jego
hydrofobowo zmodyfikowang odmiane - HGC (hy-
drophobically modified glycol chitosan). Amfifilowy
charakter HGC i jego zdolno$¢ do samoorganizowania
w roztworach wodnych sprzyja tworzeniu stabilnych
nanoczastek, ktore wykazuja stabg toksycznosé¢, bio-
kompatybilno$¢ oraz duze powinowactwo do wigzania
z btong komoérkows. Wychwyt nanoczastek HGC przez
komorki moze zachodzi¢ roznymi szlakami, jest szybki,
cho¢ zalezny od czasu i dawki [17]. Innym sposobem
poprawy wlasciwoséci chitozanu formujacego nano-
czastki lub tworzacego ich otoczki jest zmieszanie go
z drugim polimerem, np. poli(glikolem etylenowym)
- PEG [9]. Warto zatem zastanowic¢ sie, dlaczego PEG
jest tak chetnie wykorzystywany przy wytwarzaniu na-
nostruktur do zastosowan biomedycznych.

PEG jako uniwersalne

pokrycie nanoczastek
pozwalajace na wydluzenie
czasu ich krazenia w krwiobiegu

Poli(glikol etylenowy) jest polimerem wystepuja-
cym w wielu odmianach réznigcych si¢ masg molows.
Na potrzeby europejskiego przemystu farmaceutycz-
nego wytwarza si¢ go poprzez polimeryzacje tlenku
etylenu (ethylene oxide - EO) z udzialem wody, mono-
etylenoglikolu albo glikolu dietylenowego, a reakcja
jest katalizowana zasadowo [24]. Powstaje produkt
o wzorze HO-[CH,-CH,-O],-H, gdzie n jest licz-
ba jednostek EO [25]. Koncowe grupy hydroksylowe
majg znaczacy wplyw na fizyczne i chemiczne wiasci-
wosci polimeru [24], ktéry uczestniczy w tworzeniu
wigzan wodorowych z tlenem pochodzacym z eterow
i wodorami z H,O [25]. PEG rozpuszcza si¢ w wodzie,
toluenie, chloroformie [25] oraz w innych zaréwno
polarnych, jak i niepolarnych rozpuszczalnikach [26].
Dodatkowo polimer ten poprawia rozpuszczalno$¢ po-
krywanych nim struktur, dzigki zapewnieniu im hydro-
filowosci powierzchni [25], charakteryzuje si¢ tez duza
rozpuszczalnoécia w blonach komorkowych, co jest
wazne w kontekscie interakcji ze $srodowiskiem biolo-
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gicznym [26]. Stan skupienia, w jakim PEG wystepu-
je w temperaturze pokojowej ma zwigzek z jego masa
molowg (mala masa - ciecz, duza - cialo state). Warto
rowniez doda¢, iz twardo$¢ polimeru w stanie staltym
wzrasta wraz z masg molowg [24].

PEG jest powszechnie stosowany do pokrywania
nanoczgstek. Na ich powierzchni moze by¢ unieru-
chomiony kowalencyjnie [26] lub dolaczony na sku-
tek fizycznej adsorpcji [6]. W tym drugim przypadku
istnieje jednak prawdopodobienstwo wymywania go
przez plyny biologiczne, dlatego preferuje sie trwale
wigzanie chemiczne [25]. Stopien pokrycia nanoczastki
polimerem jest zalezny od jego masy molowej i gestosci
szczepienia [1]. Lancuchy polimeru przyjmuja rézne
aranzacje na powierzchni nanoczastek. Z konformacja
»grzyba” (mushroom) mamy do czynienia przy malej
gestosci szczepienia, z konformacjg przejsciowa przy
s$redniej modyfikacji powierzchni, natomiast z konfor-
macja ,szczotki” (brush) przy duzej PEG-ylacji [1, 6].
Konfiguracja ,szczotki” w stosunku do ,grzyba” mo-
ze zapewni¢ konformacyjng mobilno$¢ molekut PEG,
a tym samym wigkszg i jednolitg ostone dla nanocza-
stek [27]. Znaczna ruchliwos$¢ powierzchni prowadzi do
duzego wykluczenia sterycznego [25, 26], a to wlasnie
efekty steryczne przeciwdzialajg agregacji nanoczastek,
zwiekszajgc ich stabilnos¢ koloidalng [1]. Zmodyfiko-
wane poliglikolem nanoczgstki tlenku zelaza wykazu-
ja duza stabilno$¢ koloidalng w roztworach wodnych
przynajmniej przez miesigc [28]. Zanotowano nawet
przypadek, gdzie pokrycie takich struktur surfaktan-
tem na bazie PEG zapobieglto ich aglomeracji w wo-
dzie zdejonizowanej przez cztery miesigce [29]. Synteza
wielowarstwowych nanoczastek w fazie aerozolowe;j
ma wiele zalet, ale w zastosowaniach biomedycznych
sg potrzebne nanoczastki stabilne w wodzie. Konieczne
jest zatem przeniesienie ich z fazy aerozolu do dyspersji
wodnej, unikajac przy tym agregacji. Jedng z metod, by
to uczynic jest wlasnie pokrywanie nanoczastek poligli-
kolem, ktore, jak udowodniono, mozna przeprowadzié
juz w procesie aerozolowym [30].

W kontekscie zastosowan biologicznych niezwykle
wazne jest zachowanie si¢ nanostruktur pokrytych PEG
w ukladzie krwionosnym. Ot6z polimer ten nie tylko
ttumi ich agregacje, ale przede wszystkim zwicksza czas
krazenia w krwiobiegu [1, 30-33]. Zdolno$¢ do wydtu-
zania czasu cyrkulacji wynika m.in. z tego, iz polime-
rowe pokrycie zapobiega opsonizacji [25, 26, 31]. Od-
powiedZ immunologiczna organizmu na wprowadzone
nanoczgstki jest indukowana wlasnie przez adsorpcje
do ich powierzchni opsonin (immunoglobulin badz
biatek dopetniacza), ktore prezentujg nanoczastki jako
ciala obce [1]. W konsekwencji niezabezpieczone, hy-
drofobowe nanoczastki sa szybko wychwytywane przez
fagocyty (z ukladu fagocytow jednojadrzastych) wyste-
pujace w watrobie, sledzionie i szpiku kostnym [26, 34].
PEG ostania nanoczastki przed dzialaniem ukladu sia-
teczkowo-srodblonkowego, tworzac hydrofilowe po-

krycie wokdt ich powierzchni. Gdy biatko zbliza si¢ do
powierzchni pokrytej PEG, objetos¢ dostepna do kazde-
go segmentu polimeru zmniejsza si¢, a utrata swobody
konformacyjnej tancuchéw PEG skutkuje pojawieniem
sie sity odpychajacej [25]. Dodatkowo wystepuja tez
oddzialywania osmotyczne miedzy biatkami a pokryta
PEG powierzchnig, gdyz tancuchy biatkowe albo w nig
wnikaja (przy stabszym pokryciu powierzchni polime-
rem) badz ulegaja kompresji (w przypadku gestszego
szczepienia), powodujac zmniejszenie dostgpnych kon-
formacji segmentéw PEG [25]. PEG nie tylko ogranicza
adsorpcje bialek do powierzchni nanoczastek, ale do-
datkowo zmniejsza tez przyleganie ptytek krwi, formo-
wanie sie skrzepow, redukuje aktywno$¢ hemolityczng
i aktywacje neutrofili, co réwniez skutkuje stabsza od-
powiedzig immunologiczng [1, 33]. Warto zaznaczy¢,
iz aranzacja PEG na powierzchni nanoczastek réw-
niez jest w tym wzgledzie istotna. Wykazano bowiem,
ze pokrycie nanostruktur poliglikolem o konformacji
»szczotki” skutkuje ich zmniejszonym rozpoznawaniem
przez makrofagi w watrobie i tym samym ogranicza
wychwyt [27]. Dla pokrytych PEG nanoczastek PLGA
- poly(L-lactide-co-glycolide) ustalono, iz inhibicja
fagocytozy jest maksymalna przy stezeniu poli(gliko-
lu etylenowego) 10% w/w, natomiast gestsze pokrycie
nieznacznie j3 zmniejsza [27]. Warto réwniez doda,
iz nadmierne pokrycie nanoczastek poliglikolem moze
skutkowac silng inhibicja wychwytu w komoérkach do-
celowych, zmniejszajac tym samym potencjal systemu
dostarczania leku [35]. Nalezy zatem tak dobra¢ wlasci-
wosci pokrycia, aby znalez¢ najlepszy kompromis mieg-
dzy wlasciwo$ciami antyopsonizacyjnymi a zdolnoscia
nanoczastek do wydajnego wiazania sie z celem.

W przypadku biomedycznych aplikacji nanocza-
stek pokrywanie ich powierzchni PEG jest standardowa
procedura majaca na celu zapewnienie biokompatybil-
nosci. Zaobserwowano jednak, iz nawet tak bezpieczny
polimer dotgczony do nanomaterialu w pewnych przy-
padkach moze wywolaé reakcje nadwrazliwosci po-
przez aktywacje uktadu dopelniacza [5, 31]. Biatka do-
pelniacza, np. C3b, moga wigza¢ sie z wolnymi grupami
nukleofilowymi, wytwarzanymi na skutek utleniania
tanicuchéw PEG, a nalezy zaznaczy¢, iz polimer ten jest
podatny na autooksydacje potegowana przez $wiatlo,
temperature czy jony metali przejéciowych [31]. Akty-
wacja ukladu dopelniacza moze mie¢ zwigzek z uzyciem
materialu, ktory wcezesniej byl dlugotrwale przechowy-
wany lub poddany nawet krotkotrwatej ekspozycji na
promieniowanie UV [31]. Dodatkowo ze wzgledu na
czestsze wystepowanie zwigzkow pokrytych PEG w le-
kach, kosmetykach i przetworzonych produktach zyw-
nosciowych zaobserwowano w ostatnich latach znacz-
ny wzrost wystepowania przeciwcial PEG u zdrowych
ludzi [36]. Powtarzalne wstrzykiwanie nanostruktur
pokrytych poli(glikolem etylenowym) moze ponadto
powodowag, iz uktad odpornoéciowy zacznie wydzielaé
specyficzne przeciwcialo PEG IgM, znacznie obnizajg-
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ce ich okres poltrwania [6]. W przypadku liposomow
oplaszczonych tym polimerem efekt wydtuzonej cyr-
kulacji w krwiobiegu zanika przy kolejnych podaniach,
wlasnie ze wzgledu na wytwarzanie przeciwcial. Zjawi-
sko ABC (accelerated blood clearance) nie jest jednak
uniwersalne, a rodzaj przenoszonego ladunku oraz
zawartos$¢ lipidow w pokrytych PEG liposomach ma
réwniez zwiazek z indukowaniem przez nie produkcji
anty-PEG IgM [32]. Badanie interakcji miedzy ludzkim
osoczem a pokrytymi poliglikolem nanoczastkami lipi-
dowymi pokazalo, iz zwigkszanie dlugosci taricuchow
PEG ogranicza calkowitg adsorpcje biatek i powino-
wactwo powierzchni nanoczastek do apolipoprotein, ale
niestety zwigksza tez monotonicznie jej wzgledne powi-
nowactwo do biatek dopelniacza i opsonin Ig [35].

Nanoczastki modyfikowane PEG
w zastosowaniach
biomedycznych

Pokrycie nanoczastek poli(glikolem etylenowym)
zapewnia im wiele wlasciwosci, ktore sg niezbedne
w przypadku wykorzystania tych struktur w aplikacjach
biomedycznych. Powierzchnie pokryte PEG sa bio-
kompatybilne, charakteryzuja sie nieimmunogennoscia
i odpornoscia na przywieranie biatek [25, 26]. Polimer
tworzy hydrofilowe ochronne pokrycie woké! nano-
czastek, ograniczajac ich interakcje z komérkami [15].
Dodatkowo poprawia tez stabilnos¢ czastek, wydluza
czas ich cyrkulacji w krwiobiegu [37], a w przypadku
dotgczonych do nanoczastek lekdéw zwigksza okres ich
péttrwania i przedtuza dziatanie [1].

Pozadane wlasciwosci pokrycia uzyskuje sie, uzywa-
jac zmodyfikowanych struktur polimeru, np. rozgatezio-
nych zamiast liniowych albo zastosowanie zawierajacych
PEG kopolimeréw blokowych [32]. Dla przyktadu super-
paramagnetyczne nanoczgstki magnetytu mozna pokry-
wac kopolimerem PEG-PPSu, w ktérym poli(bursztynian
propylenu) jest miekkim poliestrem o duzym stopniu
biodegradowalnosci, idealnym do tworzenia przenosni-
kow lekow [2]. Mozna takze miesza¢ poli(glikol etyleno-
wy) z chitozanem, by otrzymac pokrycie o optymalnych
wlasno$ciach. Nalezy jednak pamietaé, iz niebagatelng
role odgrywaja tu proporcje, w jakich laczy si¢ oba po-
limery, gdyz np. duza ilos¢ PEG redukuje dodatni fadu-
nek chitozanu [9]. Dla nanoczgstek, ktérych pokrycie
stanowi kombinacja chitozanu i poliglikolu obserwuje
sie znacznie wydluzony czas krazenia, ograniczony wy-
chwyt przez makrofagi i tylko niewielka sekwestracje
w watrobie w poréwnaniu do nanoczastek niepokrytych
badz oplaszczonych samym chitozanem [27].

Generalnie powloki z poli(glikolu etylenowego) sa
stosowane w réznych systemach dostarczania aktyw-
nych skladnikéow farmaceutycznych, np. peptyddow,
biatek czy gendw [32].

Poliglikol okazat si¢ przydatny do modyfikacji po-
wierzchni znakowanych fluorescencyjnie nanoczastecz-
kowych sond do wykrywania miRNA [38]. Tworzace
sonde¢ nici DNA byly unieruchamiane na wierzchu po-
wioki pasywnej z PEG, ktdra otaczata nanoczastki ztota.
Warto dodag¢, iz niekodujace mikroRNA pelni funkeje
czynnika regulacyjnego w wielu procesach biologicz-
nych przez represje translacji mRNA [38].

Umieszczenie leku w otoczonym PEG nos$niku po-
zwala na ochrone jego aktywnej postaci, wydtuza czas
cyrkulacji, zapewnia stabilno$¢ koloidalng i umozliwia
przedtuzone, kontrolowane uwalnianie terapeutyku,
co udowodniono na przykladzie ibuprofenu sodowego
- niesteroidowego leku przeciwzapalnego [33].

Poliglikolem pokrywa si¢ nawet niezwykle male
(o $rednicy 1,7 nm) superparamagnetyczne nanoczast-
ki tlenku zelaza, ktdére moga migrowaé przez Sciany
naczyn wlosowatych [28]. Ciekawy wydaje si¢ ekspery-
ment, w ktérym nanoczastki optaszczone PEG o wiel-
kosci 10 nm domieszkowano radioaktywnymi jona-
mi "PSm™, by oceni¢ ich dynamiczng biodystrybucje
u szczuréw metodg SPECT-CT [39]. Dowiedziono, iz
pokryte polimerem nanoczastki wykazuja dlugi czas
retencji we krwi, co umozliwia ich potencjalne zastoso-
wania w terapii celowanej, a nastepnie sa albo wychwy-
tywane i gromadzone przez watrobe czy $ledzione albo
wydalane przez drogi moczowe lub usuwane wolniej
wraz z katem [39]. Aby eliminowanie z organizmu poli-
merow bylo sprawne, ich podstawowe jednostki powin-
ny by¢ biodegradowalne badz tez mniejsze niz wielkos¢
progu wydalania nerkowego (< 40 kg/mol) [40].

Z medycznego punktu widzenia ciekawe wydaje
sie, iz modyfikacja nanoczastek PEG w odmienny spo-
sOb wplywa na ich interakcje z ré6znymi typami komo-
rek. Dowiedziono, iz oplaszczenie nanoczastek tlenku
zelaza tym polimerem znacznie ogranicza ich wylapy-
wanie przez makrofagi, znacznie zwigksza natomiast
wychwyt przez ludzkie komoérki raka piersi BT-20 [26].
Odkrycie to jest obiecujace w kontekscie terapii celo-
wanej nowotworow, jednak najpewniejszym sposobem
na precyzyjne dostarczenie leku do okreslonego miejsca
docelowego pozostaje dolaczenie do nanoczasteczko-
wych nos$nikéw ligandéw kierujacych. Zwykle przyla-
cza si¢ je wlasnie do dystalnego konca PEG [6]. Wciaz
sa rozwijane nowe, wydajne techniki pokrywania nano-
czastek poli(glikolem etylenowym). Pozwalaja one na
kontrolowanie gestosci funkcjonalnych tancuchow tego
polimeru i tym samym ilosci przylgczanego ligandu ce-
lujacego [34]. Pokryte amfifilowym poliglikolem nano-
czastki mogg by¢ skutecznym i bezpiecznym no$nikiem
chemioterapeutykow, co daje nadzieje na ograniczenie
efektow ubocznych przez ograniczenie dawki catkowi-
tej i skoncentrowanie dziatania leku przeciwnowotwo-
rowego [37]. Z mys$la o terapii raka trzustki stworzono
stabilne i biologicznie aktywne systemy dostarczania
gemcytabiny oparte na nanoczastkach PLGA-PEG
z dofaczonym kowalencyjnie przeciwcialem monoklo-
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nalnym celujacym w receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu [41]. Odpowiednio oplaszczone nanoczastki
testowano tez jako przenosniki hydrofobowego pakli-
takselu [2, 27, 42, 43]. Przy takim zastosowaniu oprocz
skutecznego i bezpiecznego transportu leku do miejsca
docelowego niezwykle wazne jest jego uwalnianie. Na
proces ten wplywa wiele czynnikdw, np. masa molowa,
temperatura topnienia i tempo degradacji polimeru, je-
go powinowactwo wigzania leku, rozmiar nanoczastek
uzytych jako noénik itp. [2].

Uwalnianie paklitakselu z nanoczgstek TiO,, kto-
re zostaly pokryte poliglikolem i dodatkowo zmodyfi-
kowane kwasem foliowym (by celowaé w wystepujace
w duzych ilo$ciach na komérkach nowotworowych re-
ceptory folianowe), jest wyraznie dwuetapowe: po po-
czatkowej fazie szybkiego uwalniania nastepuje dalsze
stopniowe i kontrolowane oddawanie leku przez kil-
kadziesiat godzin [42]. Zmodyfikowanie powierzchni
nanoczasteczkowego nosnika réwnoczesnie poligliko-
lem i chitozanem powoduje przedluzenie uwalniania
z niego paklitakselu i w konsekwencji przeklada si¢ na
wieksza skuteczno$¢ w zwalczaniu nowotworu przez
wzmozong cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek
rakowych [27]. W przypadku nosnika pokrytego kopo-
limerem PEG-PPSu tempo oddawania leku jest réwniez
wydluzone, jednak poczatkowe uwalnianie zmniejsza
sie dodatkowo wraz ze wzrostem masy molowej blokow
poliestru PPSu w kopolimerze [2].

Podsumowanie

Znakomite wlasciwosci chitozanu: biokompatybil-
no$¢, bioaktywnos¢ czy biodegradowalnos¢ sprawiaja,
iz jest on powszechnie stosowany do pokrywania na-
nostruktur. Polimer ten jest dobry do stabilizacji nano-

Pismiennictwo

czastek, stanowi tez rusztowanie pozwalajace dotaczy¢
do nich leki i ligandy kierujace, ktore w przypadku te-
rapii celowanej wiazg si¢ specyficznie z receptorami na
okreslonych komdrkach. Chitozanowa otoczka wplywa
w istotny sposob na interakcje nanoczgsteczkowych no-
$nikéw z srodowiskiem, np. zwigkszajac zdolno$¢ ich
przylegania do powierzchni sluzowych. Ze wzgledu na
swoj kationowy charakter chitozan oddzialuje elektro-
statycznie z ujemnie naladowanymi blonami komor-
kowymi. Nie wolno jednak zapomina¢, iz stopien jego
deacetylacji wplywa na poziom biodegradowalnosci,
profil cytotoksycznoéci i zdolnos¢ do wzmacniania
dzialania dolaczonych lekow.

Niezwykle pozadane wlasciwosci ma réwniez poli-
(glikol etylenowy). Charakteryzuje go duza rozpuszczal-
no$¢ wblonach komdrkowych, a pokryte nim nanoczast-
ki wykazuja wysoka stabilno$¢ koloidalng w roztworach
wodnych i w krwiobiegu. PEG nie tylko tlumi agregacje
nanoczastek, ale przede wszystkim zapobiega ich opso-
nizacji, ostaniajac przed dzialaniem ukladu siateczko-
wo-§rodblonkowego. PEG zapewnia nanoczastkom
hydrofilowe ochronne pokrycie, a jego tancuchy moga
przyjmowa¢ rozne konformacje w zaleznosci od gesto-
$ci szczepienia polimeru na powierzchni. Dzigki ogra-
niczonemu wychwytowi przez makrofagi oplaszczone
polimerem nanoczastki dluzej kraza w krwiobiegu, co
jest niezwykle wazne w kontekscie dostarczania prze-
noszonego leku do miejsca docelowego. Chociaz PEG
jest uznawany za polimer bezpieczny i biokompatybil-
ny, w pewnych warunkach moze wywola¢ reakcje nad-
wrazliwosci, aktywujac uklad dopelniacza.

Intensyfikacja badan naukowych nad zastosowa-
niem pokry¢ z poliglikolu, chitozanu czy tez innych
polimeréw na nich bazujgcych daje nadzieje na coraz
skuteczniejsze wykorzystywanie nanoczgstek w aplika-
cjach biomedycznych.
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