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Streszczenie 

Tworzenie hodowli komórkowych w celach naukowych umożliwiła uzyskanie nowej wiedzy, a w konsekwencji 
dokonania odkryć w zakresie biologii komórki czy biofizyki. Badania in vitro pozwalają na obserwację linii 
komórkowych, a także interakcji z wprowadzonymi substancjami lub materiałami. Mają one nieoceniony 
wkład w rozwój nanomedycyny, która współcześnie cieszy się dużym zainteresowaniem. Szczególnie popularne 
i obiecujące, zwłaszcza pod względem walki z nowotworami, są nanocząstki złota (ang. gold nanoparticles, 
GNPs). Dzieje się tak, ze względu na specyficzne (m.in. elektryczne, magnetyczne, optyczne, mechaniczne) 
właściwości nanocząstek, znacznie różniących się od złota w skali makro.  Niestety, wyniki badań in vitro 
bywają czasem niezgodne z przeprowadzonymi badaniami in vivo. Nanocząstki, które sprawdzają się na 
płaszczyźnie komórkowej nie zawsze tak samo efektywnie działają na modelach zwierzęcych. Przyczyną tego 
faktu jest wielorakość złożonych procesów metabolicznych, zachodzących w organizmie podczas badań in 
vivo. Większość badań komórkowych wykonuje się na strukturach dwuwymiarowych, które odzwierciedlają 
rzeczywiste warunki w sposób przybliżony. Aktualnie, żadna z technik in vitro nie jest w stanie odzwierciedlić 
identycznych fizjologicznych warunków panujących w modelach zwierzęcych. Jednakże, współczesna nauka 
potrafi odwzorowywać je w sposób precyzyjniejszy używając hodowli trójwymiarowej (ang. 3-dimentional, 
3D), która jest o wiele bardziej złożona. Projektując nowe badania należy wziąć pod uwagę wady i zalety 
każdej z wymienionych metod hodowli komórkowej. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie różnic między 
hodowlą komórkową dwuwymiarową, a trójwymiarową z uwzględnieniem zastosowania nanocząstek złota.
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Abstract

The creation of cell cultures for scientific purposes has made it possible to obtain new knowledge and 
consequently to make discoveries in the field of cell biology or biophysics. In vitro studies allows for the 
observation of cell lines as well as interactions with introduced substances or materials. They have an 
invaluable contribution to the development of nanomedicine, which is attracted a lot of interest. Gold 
nanoparticles (GNPs) are particularly popular and promising, especially in terms of cancer therapy. This is 
due to the specific (e.g. electrical, magnetic, optical, mechanical) properties of nanoparticles, significantly 
different from gold particles of macro size. Unfortunately, the results of in vitro studies are sometimes 
inconsistent with in vivo studies. Nanoparticles that work well at the cellular level are not always as effective 
in animal models. The reason for this is the multiplicity of complex metabolic processes occurring in the body 
during in vivo studies. Most cell studies are performed on two-dimensional structures that approximate 
real-world conditions. Currently, none of the in vitro techniques is able to reflect the identical physiological 
conditions prevailing in animal models. However, modern science can map them more precisely using 3D 
culture, which is much more complex and less efficient. When designing new studies, the advantages and 
disadvantages of each of the mentioned cell culture methods should be considered. The purpose of this 
publications is to present the differences between two-dimensional and three-dimensional (3D) cell cultures, 
taking into account the use of gold nanoparticles.

Słowa klucze: hodowle komórkowe 2D, hodowle komórkowe 3D, nanocząstki złota, nanotechnologia, onkologia 
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Wstęp

Nanomedycyna zajmuje się zastosowaniem nanotechnologii w celu projektowania nowoczesnych metod 
leczenia (1). „Nano-,” to przedrostek jednostki miary oznaczający jedną miliardową (10-9). Skala nanomedycyny 
jest zawarta w przedziale od 1 do 100 nanometrów. Nanostruktury mające średnicę nie większą niż 12 nm 
są zdolne do przekraczania bariery krew-mózg, a nanostruktury o długości nie większej niż 30 nm mogą 
być absorbowane przez komórki (2). Nanomateriały wykazują potencjalne zastosowanie w różnego rodzaju 
terapiach i obrazowaniu (3). Właściwości danych nanostruktur determinują ich potencjalne zastosowanie. 
Metaliczne nanocząstki (ang. nanoparticles, NPs) podwyższają efektywność konwencjonalnych metod 
diagnostycznych umożliwiając wykrycie niewielkich przerzutów np. przy raku prostaty (4). Wykorzystanie NPs 
o właściwościach magnetycznych w technice obrazowania metodą rezonansu magnetycznego (ang. magnetic 
resonance imaging, MRI) obniża czas relaksacji przez zaburzenie jednorodności pola magnetycznego (5). 
Co więcej, nanocząstki  srebra i nanocząstki złota cechują się występowaniem powierzchniowego rezonansu 
plazmonowego (ang. surface plasmon resonance, SPR) (6)given in conjunction with radiation therapy (RT. 
Ocena tego parametru pozwala na określenie kształtu i wielkości nanostruktury oraz potencjalnego sposobu 
agregacji w komórkach (7). Wykazano, że podczas leczenia raka jelita grubego cisplatyną w połączeniu 
z GNPs, zastosowanie GNPs zwiększa perfuzję naczyń oraz dostarczenie cisplatyny (8). 

Rozwój w badaniach nad NPs jest bardzo dynamiczny, jednak niewiele rodzajów nanostruktur 
zostało wprowadzonych do praktyki klinicznej (9). Jednym z powodów jest użycie mało dokładnych 
modeli komórkowych podczas podstawowych prac badawczych. Wciąż najczęściej wykorzystywanymi 
są dwuwymiarowe (ang. two-dimensional, 2D) hodowle komórkowe (10). Innym rodzajem modeli 
komórkowych in vitro są hodowle trójwymiarowe, które pod względem fizjologicznym stanowią przejście 
między hodowlami 2D, a warunkami in vivo. Pomimo pozytywnie zakończonych testów in vitro zdarza się, 
że naukowcy uzyskują rozczarowujące wyniki swoich badań w środowisku in vivo (11). 

 Celem pracy jest przedstawienie aktualnej wiedzy na temat stosowania GNPs podczas eksperymentów 
w różnych rodzajach hodowli komórkowej: 2D i 3D. Wykorzystanie danych modeli komórkowych ma znaczący 
wpływ na uzyskiwane wyniki, a w konsekwencji na możliwe implementowanie nanostruktur w terapii. 
Przedstawione zostanie porównanie pomiędzy modelem 2D i 3D w badaniu GNPs, jak również ograniczenia 
i korzyści wynikające z wykorzystania danego rodzaju hodowli. 
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Charakterystyka hodowli 2D oraz 3D

Eksperymenty z wykorzystaniem hodowli komórkowych umożliwiają opisanie mechanizmów chemicznych 
i biologicznych oraz obserwacje odpowiedzi na potencjalne leczenie (12). Są również wykorzystywane 
do określania cytotoksyczności danych związków. Wyróżnia się hodowle komórkowe 2D oraz 3D, które 
z kolei dzielą się na: sferoidy, organoidy (13)electronics, agriculture, chemical catalysis, food industry, and 
many others. More recently, nanoparticles are also being synthesized ‘biologically’ through the use of plant- 
or microorganism-mediated processes, as an environmentally friendly alternative to the expensive, energy-
intensive, and potentially toxic physical and chemical synthesis methods. This transdisciplinary approach 
to nanoparticle synthesis requires that biologists and biotechnologists understand and learn to use the 
complex methodology needed to properly characterize these processes. This review targets a bio-oriented 
audience and summarizes the physico–chemical properties of nanoparticles, and methods used for their 
characterization. It highlights why nanomaterials are different compared to micro- or bulk materials. We try 
to provide a comprehensive overview of the different classes of nanoparticles and their novel or enhanced 
physicochemical properties including mechanical, thermal, magnetic, electronic, optical, and catalytic 
properties. A comprehensive list of the common methods and techniques used for the characterization and 
analysis of these properties is presented together with a large list of examples for biogenic nanoparticles 
that have been previously synthesized and characterized, including their application in the fields of 
medicine, electronics, agriculture, and food production. We hope that this makes the many different 
methods more accessible to the readers, and to help with identifying the proper methodology for any given 
nanoscience problem.”,”container-title”:”Journal of Nanobiotechnology”,”DOI”:”10.1186/s12951-022-01477-
8”,”ISSN”:”1477-3155”,”issue”:”1”,”journalAbbreviation”:”J Nanobiotechnol”,”language”:”en”,”page”:”262”,”s
ource”:”DOI.org (Crossref i organs-on-chips (14). Hodowle 3D umożliwiają formowanie na tyle złożonych 
struktur, iż mogą służyć jako niedoskonałe odpowiedniki organów, zwane organoidami (15). 

Hodowla 2D polega na osadzeniu monowarstwy komórkowej w szalce Petriego lub w butelce do hodowli 
komórkowej. Pojedyncza warstwa komórek wzrasta przywarta do dna naczynia. W przeciwieństwie do 
modeli 2D, wszystkie kultury komórkowe 3D rosną wielowarstwowo. Ze względu na środowisko w którym 
powstają  (16), wyróżnia się hodowle oparte na: rusztowaniu, w której komórki osadzone są w matrycy 
naśladującej macierz zewnątrzkomórkową (ang. extracellular matrix, ECM) (17) oraz bez rusztowania (18)
including hydrogel scaffold-based models, which possess a complex structure mimicking the extracellular 
matrix. These hydrogels can be made of polymers (natural or synthetic (m.in. tworzone w zawiesinie (19)), 
płytkach o ultra niskiej adhezji (20) oraz powstające przez wykorzystanie lewitacji magnetycznej (21). Modele 
różnią się wzajemnym położeniem komórek (Ryc. 1.).

Ryc.1. Rodzaje hodowli komórkowych. Schematy przedstawiają; A: model hodowli komórkowej 2D, B: model hodowli 
komórkowej 3D przeprowadzonej w zawiesinie, C: model hodowli komórkowej 3D opartej na rusztowaniu. 

Biorąc pod uwagę doniesienia naukowe (22), autorzy mogą spodziewać się znaczących rozbieżności 
w potencjalnych wynikach stosowania różnych modeli komórkowych (Tabela 1.). W tkankach, w warunkach 
in vivo występują gradienty stężeń tlenu oraz pH, a także składników rozpuszczalnych (składniki odżywcze, 
cząsteczki efektorowe, metabolity komórkowe) (17). Wpływa to na aktywność danej komórki m.in. na jej 
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ruchliwość, migracje, chemotaksję i morfogenezę. Co więcej, modele in vitro różnią się dostępnością tlenu do 
komórek, co przy modelach guzów nowotworowych ma kluczowe znaczenie. W modelu 2D wszystkie komórki 
mają równy dostęp do pożywki. Wykonując tego typu badania należy uwzględnić brak gradientów stężeń 
występujących w warunkach fizjologicznych (17). Natomiast sferoidy oraz organoidy o pewnych rozmiarach 
są zdolne do odtwarzania dotlenienia i odżywienia w sposób zbliżony do warunków in vivo (20). Jeżeli 
hodowla 3D tworzy własne ECM, umożliwia to obserwację interakcji komórka-macierz (17). Hodowle 3D są 
również zróżnicowane wewnętrznie (23). Struktura sferoid może składać się z różnych warstw komórkowych 
jak obwód proliferacyjny, strefa o minimalnej aktywności metabolicznej czy strefa nekrotyczna (24). Z tego 
względu nadają się do precyzyjniejszego niż w przypadku hodowli 2D, określenia inwazyjności danego 
nowotworu, zdolności do przerzutów oraz interakcji komórka-komórka/macierz (25). 

Tabela 1. Różnice hodowli komórkowych 2D oraz 3D.

Cecha hodowli 
komórkowej

Hodowla komórkowa
2D 3D

Powierzchnia styku 
komórek 

Komórka ma większa powierzchnię 
styku z naczyniem hodowlanym 

oraz pożywką niż z innymi komórkami 
(26)

Występuje komunikacja między 
komórkami (jony, małe cząsteczki, prąd 

elektryczny) (27)

Występowanie 
powierzchni styku

komórka-komórka
komórka-medium (28)

a) Hodowla 3D z zastosowaniem 
rusztowania:

komórka-komórka
komórka-rusztowanie

komórka-medium

b) Hodowla 3D przeprowadzana 
w zawiesinie:

komórka-komórka
komórka-medium (28)

Proliferacja Namnażanie następuje znacznie szybciej 
niż w warunkach in vivo (29)

Szybkość rozrostu zależna od rodzaju 
komórek oraz hodowli (30). Tempo 

odpowiadające in vivo, (31)\n            \n              
Two-dimensional (2D 

Koszty utrzymania Tańsze niż hodowla 3D (32). Droższe od hodowli 2D (24). Tańsze od 
badań in vivo (27).

Literatura na temat 
danego rodzaju 

hodowli 

Istnieje wiele publikacji. 
Łatwa interpretacja danych (33) 

Dotychczasowo powstało mniej prac 
niż w przypadku hodowli 2D (34). 

Utrudniona interpretacja danych (22).

Podobieństwo do 
warunków in vivo Niewysokie (12)

wysokie including hydrogel scaffold-
based models, which possess a complex 
structure mimicking the extracellular 

matrix. These hydrogels can be made of 
polymers (natural or synthetic

Dostęp do pożywki 
i tlenu

Łatwy, jednakowy dla wszystkich 
komórek (35)

Model uwzględnia gradienty stężeń 
zbliżone do występujących w środowisku 

in vivo (35)
Odtwarzalność 
danej hodowli 

Wysoka, dobra dla kultur 
długoterminowych (34) Często trudna do osiągniecia (22)
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Dostępność 
do testów 

funkcjonalnych
testy są powszechnie dostępne (36) Brak standardowych testów (36)

Rozmieszczenie 
komórek 

w przestrzeni

Komórki hodowane jednowarstwowo. 
Komórki rosną tylko w dwóch 

wymiarach (37)

Komórki tworzą wielowarstwowe 
kultury. Rosną w trzech wymiarach (38) 

Środowisko Komórki są umieszczone na płaszczyźnie 
(39) Komórki w matrycy (40)

Kształt komórek Spłaszczone, wydłużone (41) Kształt zbliżony do komórek 
w warunkach in vivo (27) 

Zróżnicowanie 
komórek

Występuje słabe zróżnicowanie (42) 
Często hodowle są monokulturami. (28)

Występuje heterogeniczność. Sferoidy 
składają się z trzech stref: obwód 

proliferacyjny, strefa o minimalnej 
aktywności metabolicznej, strefa 

nekrotyczna (43).

Wrażliwość na leki 
Zazwyczaj wykazują większą 

wrażliwość na leki, niż występowałaby 
w środowisku in vivo (44). 

Metabolizm bardziej zbliżony do in vivo, 
co skutkuje wyższą opornością na leki 

(45). 

Ekspresja genów 
oraz białek

Często znacznie odbiega od in vivo (46). 
Zmieniona ekspresja i splicing genów 

(36)
Zbliżona do in vivo (47)

Odpowiedź na 
bodźce Niedokładna (34) Odpowiedź wysoce zbliżona do in vivo 

(48)
Polaryzacja Zmiana polaryzacji (28) Dokładniejszy obraz polaryzacji (22)
Wychwyt 

nanocząstek Wysoki (49) Znacznie niższy niż w hodowli 2D (49)

Sposób wychwytu 
nanocząstek złota

Równomierne odkładanie GNPs 
we wszystkich komórkach (50)

Nierównomierne odkładanie GNPs 
przez uwzględnienie gradientów stężeń 

w modelu (50) 

Nanocząstki złota

GNPs charakteryzują się stabilnością chemiczną i biokompatybilnością, występowaniem SPR (51), 
łatwością w zmianie ich kształtu, wysoką absorpcją promieniowania rentgenowskiego (52) oraz prostotą 
syntezy (53). GNPs połączone z ligandami tworzą kompleks użyteczny we współczesnej diagnostyce m.in. 
w tomografii komputerowej oraz badaniu MRI (54). Sprawdzają się także w terapii fototermicznej (szczególnie 
nanopałeczki złota, (ang. gold nanorods, GNR) oraz nanoskorup złota) (55), przekształcając promieniowanie 
elektromagnetyczne w energię cieplną. GNRs posiadają wysoką absorpcję w bliskiej podczerwieni i w zakresie 
widzialnym. Pałeczki mogą posłużyć jako nośniki leków (56) oraz biomakromolekuł (np. insuliny) (57), środki 
kontrastowe (58) oraz radiosensybilizatory (59). Połączone z poli(tlenkiem etylenu) (ang. polyethylene glycol, 
PEG) pozostają we krwi niewykryte przez makrofagi, dzięki czemu ich czas cyrkulacji w krwioobiegu jest 
dłuższy (60). Istnieją doniesienia, iż GNPs sprawdzają się również jako podłoże do hodowli komórkowej (61).

 Nanocząstki złota to obiecujące narzędzie w leczeniu nowotworów, a także innych typów chorób. Ich 
zastosowanie może mieć znaczący wpływ na zminimalizowanie skutków ubocznych radioterapii (62), 
dzięki czemu uszkodzenia w obszarze zdrowych komórek zostaną znacząco ograniczone. Szczególnie 
obiecującą formą złota do stosowania w radioterapii są nanosfery (50). Wykazano, że zastosowanie GNPs 
funkcjonalizowanych PEG oraz peptydem RGD (ang. arginylglycylaspartic acid, Arg-Gly-Asp, RGD) 
uwrażliwia komórki nowotworowe piersi MCF-7 na promieniowanie jonizujące. Podejrzewa się, że długość 
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łańcucha PEG wpływa na efektywność tego procesu. W analizie porównano wrażliwość komórek w modelu 
2D oraz 3D stosując przed napromienianiem cztery rodzaje funkcjonalizowanych sferycznych GNPs -  
różniących się rozmiarem (10 i 30 nm) oraz długością łańcucha PEG (masa cząsteczkowa 2000 i 800 Da). Po 
napromienieniu hodowli 2D dawką 2 Gy uzyskano mniejszą frakcję przeżywalności w przypadku traktowania 
komórek nanocząstkami z dołączonym łańcuchem PEG  o masie cząsteczkowej 2000 Da w porównaniu 
do GNPs z łańcuchem PEG 800 Da. W eksperymentach przeprowadzonych na hodowli 3D nie wykazano 
statystycznie istotnych różnic względem napromienionych hodowli (63).

Cykl komórkowy to seria procesów zachodzących w komórce eukariotycznej prowadząca do jej podziału. 
Składa się kolejno z faz G1, S, oraz G2/M (64). W przypadku niewystarczającej ilości składników odżywczych 
komórka może wejść w fazę spoczynku G0. Część komórek guzów nowotworowych oddalonych od naczyń 
krwionośnych wchodzi w fazę G0 lub G1 stając się niewrażliwymi na chemioterapię oraz radioterapię. 
Może to skutkować bardziej rezystywną odpowiedzią na wybrane leczenie (65). Docetaksel stosowany 
w chemioterapii zatrzymuje cykl komórkowy w fazie G2/M (66). Wykazano, że ten cytostatyk połączony 
z GNPs w linii komórkowej MCF7 jest 2,5 razy bardziej skuteczny niż bez GNPs (67). Ze względu na wyższą 
wrażliwość komórek w fazie G2/M, niż w innych fazach, na promieniowanie jonizujące (68) związek 
docetaksel-GNPs sprawdza się jako radiosensybilizator (50).

Wychwyt nanocząstek złota

Wychwyt (inaczej absorpcja lub internalizacja) nanostruktur w modelu 3D, w porównaniu z 2D, jest 
bardziej zbliżony do rzeczywistego. Sferoidy oraz organoidy zawierają gradienty stężeń tlenu i składników 
odżywczych panujących w warunkach zwierzęcych (69). Modele oparte na rusztowaniu mniej wiernie 
przedstawiają warunki in vivo, niż hodowle w zawiesinie (70). NPs napotykają gęstą sieć rusztowania, której 
właściwości wpływają również na funkcjonowanie samej hodowli (17). Można także zauważyć, że GNPs 
wielkości 15 nm wnikają bardziej w głąb sferoidy, a większe 50 nm GNPs zatrzymują się bliżej jej zewnętrznej 
części (granicy sferoida-medium) (71) (Ryc. 2.). Pomimo, iż GNPs 15 nm lepiej penetrują pod względem 
ilościowym, okazuje się, że zawartość masowa złota wewnątrz sferoidy będzie większa w przypadku GNPs 
o średnicy 50 nm (72). Badania wykazały także, że komórkowe sferoidy odznaczają się wyższą internalizacją 
mniejszych GNPs tj. o średnicy <10 nm niż tych o 15 nm średnicy (73).

Ryc. 2. Internalizacja GNPs w dwóch rozmiarach 15 i 50 nm. A: wychwyt GNPs w hodowli komórkowej 
2D, B: wychwyt GNPs w hodowli komórkowej 3D.

W innym przypadku, GNPs o średnicy 2 nm w porównaniu z 4 nm wykazują trzykrotnie większą zdolność 
do penetracji (74). Wychwyt GNPs jest warunkowany również kształtem danej nanostruktury. Sferyczne 
GNPs wnikają w sferoidy bardziej niż GNR, co wykazali Sokolova i współautorzy (20). Nanogwiazdy, GNR oraz 
nanotrójkąty złota o podobnej wielkości (~50 nm) pokryto PEG z eterem metylowym i przetestowano na linii 
komórkowej mysich makrofagów RAW264.7. Wychwyt komórkowy był najbardziej efektywny w przypadku 

Barbara Szymkowiak, Marika Musielak, Agnieszka Boś-Liedke
Zeszyty Naukowe WCO, Letters in Oncology Science 2023;20(1):21-32 26



nanotrójkątów, następnie GNR, a najsłabiej zostały zaabsorbowane nanogwiazdy. Kształt danej NPs określa 
rodzaj mechanizmu endocytozy (75). 

Analizując wychwyt  NPs w modelu in vivo,  należy zwrócić uwagę na drogę, którą pokonują zanim dotrą 
do komórki. Internalizacja GNPs może zajść przez endocytozę za pośrednictwem receptora. GNPs po dotarciu 
do błony łączą się z receptorami na powierzchni komórki. Dochodzi do inwazji błony oraz zamknięcia NPs 
w pęcherzykach endosomalnych. Następuje sortowanie pęcherzyków oraz połączenie ich z lizosomami. 
Ostatecznie zostają one wydalone z komórki (50). Niektóre NPs mogą akumulować się w innych organellach 
niż lizosomy. GNPs wielkości 1-2 nm są zdolne do przekraczania błon komórkowych oraz jądrowych (20). 
Posiadając średnicę 2 i 6 nm pokryte tioproniną mają zdolność wnikania do jąder komórek nowotworowych 
linii MCF-7. Wg Huo i współautorów mniejsze (2 nm) mogą łatwiej i szybciej wnikać do komórek oraz jąder 
(76). 

Kolejnym istotnym aspektem jest ładunek powierzchniowy (77). Naładowane ujemnie GNR, o długości 
55 nm i średnicy 14 nm, są zdolne do penetracji sfer utworzonych z linii MCF-7, a naładowane dodatnio 
jedynie kumulują się w obszarze zewnętrznym. Dobór ładunku powierzchniowego nanostruktury umożliwia 
kontrolowaną penetrację tkanek (78). Wychwyt GNPs jest zależny również od faz cyklu komórkowego, 
w której populacja komórek się znajduje (49). Najwyższą internalizację NPs wykazano, gdy populacja komórek 
jest zsynchronizowana w fazie G2 / M (79), niższą w fazie S, najniższą w fazie G0/G1. NPs w hodowlach 
2D są absorbowane na podobnym poziomie, równomiernie przez wszystkie komórki (49). Aby podwyższyć 
efektywność wychwytu danych NPs przyłącza się do nich jony lub elektrycznie obojętne cząsteczki zwane 
ligandami (11). Jednakże, nie każdy rodzaj funkcjonalizacji ma wpływ na poziom internalizacji. Odkryto, 
że obecność cytrynianu sodu na powierzchni nanocząstek, nie zmienia wychwytu GNPs w ludzkich liniach 
komórkowych typu ATII (80). 

Cytotoksyczność nanocząstek złota

Stosując NPs w biomedycynie należy uwzględnić ich cytotoksyczność (81), aby uniknąć niepożądanych 
skutków ubocznych (2). Głównym celem leczenia nowotworów jest zniszczenie komórek nowotworowych 
przy jednoczesnym zminimalizowaniu uszkodzeń zdrowych tkanek (4). Cytotoksyczność nie jest 
determinowana jedynie materiałem, z którego składa się dana nanostruktura. Czynnikami, które także 
wpływają na tego typu właściwość są m.in. jej kształt (51), wielkość (63), funkcjonalizacja powierzchni (53), 
rozkład ładunku powierzchniowego (18)including hydrogel scaffold-based models, which possess a complex 
structure mimicking the extracellular matrix. These hydrogels can be made of polymers (natural or synthetic 
oraz stężenie NPs w danym ośrodku (82). Powszechnie uważa się, że złote nanostruktury charakteryzują 
się niską toksycznością, natomiast istnieją również doniesienia o ich silnej zdolności do zaburzania 
funkcjonowania komórek (83). Dowiedziono, że GNR wpływają na fizjologię hodowli komórkowych 
prostaty PNT1A oraz raka prostaty LNCaP i PC-3 wykazując silną toksyczność względem tych linii (84). 
Wpływ NPs jest uzależniony zarówno od toksyczności NPs jak i od środowiska jej działania. Obserwowana 
cytotoksyczność może być różna w zależności od modelu komórkowego, czynników molekularnych danego 
podtypu nowotworu oraz wpływu mikrośrodowiska (50). Dominującą strukturą stosowaną w badaniach 
jest model 2D ze względu na niższe koszty i wyższą efektywność wykonania w porównaniu z modelami 3D 
(85). Dla przykładu, udowodniono, że cytotoksyczność cytrynianowych (anionowych), a także pokrytych 
bromkiem heksadecylotrimetyloamoniowym (hexadecylcetyltrimethylammonium bromide, CTAB) 
(kationowych) GNPs była znacznie większa w środowisku hodowli 2D ludzkich komórek raka wątroby 
w porównaniu z 3D (2). Co więcej, zanieczyszczenia na powierzchni GNPs są także istotne pod względem 
cytotoksyczności (80). W celu syntezy GNR wykorzystuje się różnego rodzaju opłaszczenia lub surfaktanty 
jak np. CTAB. Wykazano, że inkubacja hodowli linii komórkowych LNCaP, PC-3 oraz PNT1A z GNR zwiększa 
ilość powstawania wolnych rodników tlenu. Wartość ta wzrasta wraz z zastosowanym stężeniem NPs co 
prawdopodobnie wynika z wyższych ilości uwalnianego surfaktantu (84). 

Cytotoksyczność można ograniczać za pomocą dobierania odpowiednich ligandów lub modyfikacji 
powierzchni (2). Biorąc pod uwagę badania in vivo, uzyskany efekt zależy także od sposobu podania NPs. 
Odkryto, że najbardziej toksyczne jest podanie doustne oraz dootrzewne, a najmniejsza toksyczność została 
wykazana dostarczając NPs drogą dożylną (86). Nanocząstki złota o wysokim stężeniu i małym rozmiarze 
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wykazują zwiększoną cytotoksyczność ze względu na sposób akumulacji w narządach (84). W modelach 
mysich stosunkowo duże GNPs (42,5 i 61,2 nm) gromadzą się w śledzionie oraz wątrobie, a mniejsze (6,2 
i 24,3 nm) w wielu narządach, a następnie usuwane są znacznie szybciej (82) (Tabela 2.).

Tabela 2. Charakterystyczne różnice dla GNPs o wielkości ok. 15 oraz 50 nm.

Proces Mniejsze GNPs (ok. 15 nm) Większe GNPs (ok. 50 nm) Referencja
Wychwyt skuteczniejsza penetracja W modelach sferoidalnych zatrzymują 

się bliżej zewnętrznej części. (72)

Miejsce 
kumulacji gromadzą się w wątrobie i śledzionie kumulują się w wielu narządach (82)

Wydalanie mniej niż 30 dni występowanie szczątkowych 
fragmentów po 90 dniach (82)

Perspektywy 

Według doniesień American Cancer Society przewiduje się, że w 2023 roku w samych Stanach 
Zjednoczonych u blisko 2 milionów osób zostanie zdiagnozowany nowotwór, a około 609 820 chorych umrze 
z powodu tej choroby. To szacunkowo 1 671 zgonów dziennie licząc jedynie Amerykę Północną i Amerykę 
Południową (87). Wiedza uzyskana na podstawie badań przeprowadzonych z zastosowaniem modeli 3D 
może przyczynić się do uzupełnienia wiedzy w zakresie stosowania GNPs, umożliwiając projektowanie 
potencjalnych badań przedklinicznych. W przyszłości mogą one poskutkować nowymi terapiami lub 
wspomaganiem konwencjonalnych metod leczenia. Różne podtypy molekularne nowotworów wykazują 
wiele wspólnych cech, natomiast ich charakterystyka jest różna dla każdego chorego (50). Ze względu 
na heterogeniczność komórek przy hodowli organoidalnej możliwe jest przybliżone odtworzenie złożoności 
danego guza nowotworowego. Próbkę komórek nowotworowych można pobrać przez biopsję guza pierwotnego 
(24), a następnie w celu prowadzenia badań in vitro utworzyć hodowlę komórkową 3D. W ten sposób leczenie 
onkologiczne stanie się bardziej precyzyjne oraz często zdecydowanie mniej inwazyjne. Pozwoli to na 
jakościową i ilościową obserwację proponowanej terapii z użyciem GNPs wraz z jej skutkami, umożliwiając 
powstanie terapii personalizowanej. Zmniejszy to także prawdopodobieństwo ryzyka rozwoju wtórnych 
nowotworów. Korzystając z modeli organoidalnych można odtworzyć w warunkach in vitro jednocześnie 
kilka guzów, których materiał został pobrany od chorego i sprawdzić ich odpowiedź na traktowanie GNPs. 
Ze względu na pochodzenie danej linii komórkowej oraz formy hodowli zgodność wyników modelów in vitro 
z in vivo byłoby efektywnym rozwiązaniem dla wielu chorych. Tym sposobem możliwym będzie testowanie 
wielu innowacyjnych metod z bieżącym ustalaniem cytotoksyczności GNPs z uwzględnieniem ich korelacji 
ze zmianami genetycznymi. Przyszły sukces kliniczny nanocząstek złota zależy w szczególności od rozwoju 
i optymalizacji wydajności modelów 3D opartych na liniach pierwotnych wyizolowanych od chorych.  

Wnioski

Wyniki badań prowadzonych in vitro mogą różnić się w zależności od użytego modelu komórkowego. 
Określenie cytotoksyczności oraz internalizacji NPs  na podstawie samego modelu 2D okazuje się 
nieprecyzyjne w przypadku nanostruktur złota porównując do danych uzyskanych w modelach zwierzęcych. 
Ponadto, eksperymenty są zwykle przeprowadzane w ograniczonych warunkach, które nie pozwalają na 
dokładną ocenę zaistniałych efektów. Skuteczność działania GNPs zależy od indywidualnej wrażliwości 
różnych typów komórek nowotworowych, którą można opisać wieloma procesami i czynnikami na wyższym 
poziomie molekularnym. Znalezienie takiej korelacji może pozwolić na określenie możliwych podgrup 
chorych o różnych odpowiedziach biologicznych na nową potencjalną terapię. Przyszły sukces kliniczny GNPs 
jest zależny od bardziej szczegółowego zrozumienia dynamiki interakcji i mechanizmów, dzięki którym ich 
właściwości fizykochemiczne wpływają na indywidualną odpowiedź biologiczną (33).  
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