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Streszczenie

Tworzeniehodowlikomo6rkowychweelachnaukowychumozliwilauzyskanienowejwiedzy, awkonsekwencji
dokonania odkry¢ w zakresie biologii komorki czy biofizyki. Badania in vitro pozwalaja na obserwacje linii
komorkowych, a takze interakeji z wprowadzonymi substancjami lub materialami. Maja one nieoceniony
wklad wrozwoj nanomedycyny, ktéra wspolezeénie cieszy sie duzym zainteresowaniem. Szczego6lnie popularne
i obiecujace, zwlaszcza pod wzgledem walki z nowotworami, sg nanoczastki zlota (ang. gold nanoparticles,
GNPs). Dzieje sie tak, ze wzgledu na specyficzne (m.in. elektryczne, magnetyczne, optyczne, mechaniczne)
wlasciwoSci nanoczastek, znacznie r6znigcych sie od zlota w skali makro. Niestety, wyniki badan in vitro
bywaja czasem niezgodne z przeprowadzonymi badaniami in vivo. Nanoczgstki, ktore sprawdzaja sie na
plaszczyznie komoérkowej nie zawsze tak samo efektywnie dzialajg na modelach zwierzecych. Przyczyng tego
faktu jest wielorako$¢ ztozonych proceséw metabolicznych, zachodzacych w organizmie podczas badan in
vivo. Wiekszos¢ badan komorkowych wykonuje sie na strukturach dwuwymiarowych, ktore odzwierciedlaja
rzeczywiste warunki w sposob przyblizony. Aktualnie, zadna z technik in vitro nie jest w stanie odzwierciedli¢
identycznych fizjologicznych warunkéw panujacych w modelach zwierzecych. Jednakze, wspodlczesna nauka
potrafi odwzorowywac je w sposob precyzyjniejszy uzywajac hodowli trojwymiarowej (ang. 3-dimentional,
3D), ktora jest o wiele bardziej zlozona. Projektujac nowe badania nalezy wzia¢ pod uwage wady i zalety
kazdej z wymienionych metod hodowli komoérkowej. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie réznic miedzy
hodowlg komoérkowa dwuwymiarowa, a trojwymiarowa z uwzglednieniem zastosowania nanoczastek ztota.

Adres do korespondencji

Marika Musielak

Pracownia Radiobiologii,

Wielkopolskie Centrum Onkologii, ul. Garbary 15, 61-866 Poznan, Polska
e-mail: marikamusielak@gmail.com


http://www.journals.wco.pl/los
https://doi.org/10.21641/los.2023.20.1.239
mailto:marikamusielak@gmail.com

Barbara Szymkowiak, Marika Musielak, Agnieszka Bos-Liedke
Zeszyty Naukowe WCO, Letters in Oncology Science 2023;20(2):21-32 29

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.

Slowa klucze: hodowle komérkowe 2D, hodowle komérkowe 3D, nanoczastki zlota, nanotechnologia, onkologia
Key words: 2D cell culture, 3D cell culture, gold nanoparticles, nanotechnology, oncology

Wstep

Nanomedycyna zajmuje sie zastosowaniem nanotechnologii w celu projektowania nowoczesnych metod
leczenia (1). ,Nano-,” to przedrostek jednostki miary oznaczajacy jedna miliardowa (10). Skala nanomedycyny
jest zawarta w przedziale od 1 do 100 nanometréw. Nanostruktury majace $rednice nie wieksza niz 12 nm
s3 zdolne do przekraczania bariery krew-mozg, a nanostruktury o dlugosci nie wiekszej niz 30 nm moga
by¢ absorbowane przez komoérki (2). Nanomaterialy wykazuja potencjalne zastosowanie w r6znego rodzaju
terapiach i obrazowaniu (3). Wlasciwos$ci danych nanostruktur determinuja ich potencjalne zastosowanie.
Metaliczne nanoczastki (ang. nanoparticles, NPs) podwyzszaja efektywno$¢ konwencjonalnych metod
diagnostycznych umozliwiajac wykrycie niewielkich przerzutow np. przy raku prostaty (4). Wykorzystanie NPs
o wlasciwo$ciach magnetycznych w technice obrazowania metoda rezonansu magnetycznego (ang. magnetic
resonance imaging, MRI) obniza czas relaksacji przez zaburzenie jednorodno$ci pola magnetycznego (5).
Co wiecej, nanoczastki srebra i nanoczastki zlota cechuja sie wystepowaniem powierzchniowego rezonansu
plazmonowego (ang. surface plasmon resonance, SPR) (6)given in conjunction with radiation therapy (RT.
Ocena tego parametru pozwala na okreslenie ksztalttu i wielko$ci nanostruktury oraz potencjalnego sposobu
agregacji w komorkach (7). Wykazano, ze podczas leczenia raka jelita grubego cisplatyna w polaczeniu
z GNPs, zastosowanie GNPs zwieksza perfuzje naczyn oraz dostarczenie cisplatyny (8).

Rozwdj w badaniach nad NPs jest bardzo dynamiczny, jednak niewiele rodzajow nanostruktur
zostalo wprowadzonych do praktyki klinicznej (9). Jednym z powoddéw jest uzycie malo dokladnych
modeli komoérkowych podczas podstawowych prac badawczych. Wciaz najcze$ciej wykorzystywanymi
sa dwuwymiarowe (ang. two-dimensional, 2D) hodowle komoérkowe (10). Innym rodzajem modeli
komorkowych in vitro sa hodowle tréjwymiarowe, ktore pod wzgledem fizjologicznym stanowia przejScie
miedzy hodowlami 2D, a warunkami in vivo. Pomimo pozytywnie zakonczonych testow in vitro zdarza sie,
ze naukowcy uzyskuja rozczarowujace wyniki swoich badan w §rodowisku in vivo (11).

Celem pracy jest przedstawienie aktualnej wiedzy na temat stosowania GNPs podczas eksperymentow
w roznych rodzajach hodowli komérkowej: 2D i 3D. Wykorzystanie danych modeli komérkowych ma znaczacy
wplyw na uzyskiwane wyniki, a w konsekwencji na mozliwe implementowanie nanostruktur w terapii.
Przedstawione zostanie poréwnanie pomiedzy modelem 2D i 3D w badaniu GNPs, jak rowniez ograniczenia
i korzys$ci wynikajace z wykorzystania danego rodzaju hodowli.
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Charakterystyka hodowli 2D oraz 3D

Eksperymenty z wykorzystaniem hodowli komoérkowych umozliwiaja opisanie mechanizméw chemicznych
i biologicznych oraz obserwacje odpowiedzi na potencjalne leczenie (12). Sa réwniez wykorzystywane
do okreslania cytotoksyczno$ci danych zwigzkow. Wyrédznia sie hodowle komoérkowe 2D oraz 3D, ktore
z kolei dzielg sie 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
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struktur, iz moga shuzy¢ jako niedoskonale odpowiedniki organéw, zwane organoidami (15).

Hodowla 2D polega na osadzeniu monowarstwy komoérkowej w szalce Petriego lub w butelce do hodowli
komorkowej. Pojedyncza warstwa komorek wzrasta przywarta do dna naczynia. W przeciwienstwie do
modeli 2D, wszystkie kultury komérkowe 3D rosng wielowarstwowo. Ze wzgledu na §rodowisko w ktoérym
powstaja (16), wyrdznia sie hodowle oparte na: rusztowaniu, w ktorej komorki osadzone sa w matrycy
nasladujacej macierz zewnatrzkomorkowa (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)),
plytkach o ultra niskiej adhezji (20) oraz powstajace przez wykorzystanie lewitacji magnetycznej (21). Modele
r6znig sie wzajemnym potozeniem komoérek (Ryc. 1.).

A B c . I .
Model hodowli komérkowej 2D Model hodowli komérkowej 3D Model hodowli komérkowej 3D
tworzonej w zawiesinie opartej na rusztowaniu

B o-.-'— Medium
o—— Medium e Medium 1% D

<L‘—
A\
N\

\

Komorki
3 Komorki ‘

Dno szalki

Rusztowanie

Komorki

Ryec.1. Rodzaje hodowli komoérkowych. Schematy przedstawiaja; A: model hodowli komérkowej 2D, B: model hodowli
komorkowej 3D przeprowadzonej w zawiesinie, C: model hodowli komoérkowej 3D opartej na rusztowaniu.

Biorac pod uwage doniesienia naukowe (22), autorzy moga spodziewac sie znaczacych rozbieznoSci
w potencjalnych wynikach stosowania réznych modeli komoérkowych (Tabela 1.). W tkankach, w warunkach
in vivo wystepuja gradienty stezen tlenu oraz pH, a takze skladnikoéw rozpuszczalnych (skltadniki odzywcze,
czasteczki efektorowe, metabolity komoérkowe) (17). Wplywa to na aktywno$¢ danej komorki m.in. na jej
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ruchliwo$¢, migracje, chemotaksje i morfogeneze. Co wiecej, modele in vitro r6znia sie dostepnoscia tlenu do
komorek, co przy modelach guzoéw nowotworowych ma kluczowe znaczenie. W modelu 2D wszystkie komorki
maja rowny dostep do pozywki. Wykonujac tego typu badania nalezy uwzgledni¢ brak gradientow stezen
wystepujacych w warunkach fizjologicznych (17). Natomiast sferoidy oraz organoidy o pewnych rozmiarach
sa zdolne do odtwarzania dotlenienia i odzywienia w sposéb zblizony do warunkéw in vivo (20). Jezeli
hodowla 3D tworzy wlasne ECM, umozliwia to obserwacje interakcji komorka-macierz (17). Hodowle 3D sa
rowniez zroznicowane wewnetrznie (23). Struktura sferoid moze skladac sie z r6znych warstw komorkowych
jak obwod proliferacyjny, strefa o minimalnej aktywnoS$ci metabolicznej czy strefa nekrotyczna (24). Z tego
wzgledu nadaja sie do precyzyjniejszego niz w przypadku hodowli 2D, okreslenia inwazyjnosci danego
nowotworu, zdolnoéci do przerzutéw oraz interakcji komoérka-komoérka/macierz (25).

Tabela 1. R6znice hodowli komoérkowych 2D oraz 3D.

Cecha hodowli Hodowla komoérkowa
komoérkowe;j oD 3D
. . Komorka ma wm.;ksza powierzchnie Wystepuje komunikacja miedzy
Powierzchnia styku styku z naczyniem hodowlanym , e .
, . L . ; . | komorkami (jony, male czasteczki, prad
komorek oraz pozywka niz z innymi komérkami
(26) elektryczny) (27)
a) Hodowla 3D z zastosowaniem
rusztowania:
komorka-komorka
komorka-rusztowanie
Wystepowanie komorka-komorka komorka-medium
powierzchni styku komorka-medium (28)
b) Hodowla 3D przeprowadzana
W zawiesinie:
komorka-komérka
komoérka-medium (28)
Szybko$¢ rozrostu zalezna od rodzaju
. . Namnazanie nastepuje znacznie szybciej komorek oraz hodowli (30). Tempo
Proliferacja " . e e
niz w warunkach in vivo (29) odpowiadajgce in vivo, (31)\n \n
Two-dimensional (2D
. , .. Drozsze od hodowli 2D (24). Tansze od
Koszty utrzymania Tansze niz hodowla 3D (32). badar in vivo (27).
Literatura na temat C 0 Dotychczasowo powstalo mniej prac
. Istnieje wiele publikacji. % .
danego rodzaju Fatwa interpretacia danych (33) niz w przypadku hodowli 2D (34).
hodowli atwa Interpretacja danych (33 Utrudniona interpretacja danych (22).

wysokie including hydrogel scaffold-
. based models, which possess a complex
Podobienstwo do . . .
. Niewysokie (12) structure mimicking the extracellular
warunkow in vivo .
matrix. These hydrogels can be made of

polymers (natural or synthetic

. . . . Model uwzglednia gradienty stezen
DOStQI; gZI?SZkaI Latwy, Jedl?;lrl;%\gkd(la V;SZyStkICh zblizone do wystepujacych w §rodowisku
35 in vivo (35)

Odtwarzalnos¢ Wysoka, dobra dla kultur

danej hodowli dlugoterminowych (34) Czgsto trudna do osiggniecia (22)
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Dostepnosc
do testow testy sa powszechnie dostepne (36) Brak standardowych testow (36)
funkcjonalnych
Rozmieszczenie Komorki hodowane jednowarstwowo. 1 .
, L 1 s Komorki tworzg wielowarstwowe
komorek Komorki rosna tylko w dwoch kultury. Rosna w trzech iarach (38)
W przestrzeni wymiarach (37) Iy a ) 3
Srodowisko Komorki sa umlesz(gzgo)ne na plaszczyznie Komorki w matrycy (40)

Ksztalt komorek

Splaszczone, wydtuzone (41)

Ksztalt zblizony do komorek
w warunkach in vivo (27)

Zroznicowanie
komorek

Wystepuje stabe zréznicowanie (42)
Czesto hodowle s monokulturami. (28)

Wystepuje heterogenicznosé. Sferoidy
skladaja sie z trzech stref: obwod
proliferacyjny, strefa o minimalne;j
aktywnos$ci metabolicznej, strefa
nekrotyczna (43).

Wrazliwo$¢ na leki

Zazwyczaj wykazuja wieksza
wrazliwo$¢ na leki, niz wystepowalaby
w Srodowisku in vivo (44).

Metabolizm bardziej zblizony do in vivo,
co skutkuje wyzsza opornoscia na leki
(45).

Czesto znacznie odbiega od in vivo (46).

ey asenow Zmieniona ekspresja i splicing genow Zblizona do in vivo (47)

oraz bialek (36)

Odpowiedz na . Odpowiedz wysoce zblizona do in vivo
bodzce Niedokladna (34) (48)
Polaryzacja Zmiana polaryzacji (28) Dokladniejszy obraz polaryzacji (22)
Wychwyt . D . .

sk Wysoki (49) Znacznie nizszy niz w hodowli 2D (49)
Spos6b wychwytu Rownomierne odkladanie GNPs gégfx’;?Igﬁfgrﬁ:dﬁg(il:;ﬁﬁgiseﬁ
nanoczastek zlota we wszystkich komorkach (50) P gl 5 ¢

w modelu (50)

Nanoczastki zlota

GNPs charakteryzuja sie stabilno$cia chemiczng i biokompatybilno$cia, wystepowaniem SPR (51),
latwoS$cia w zmianie ich ksztaltu, wysoka absorpcja promieniowania rentgenowskiego (52) oraz prostota
syntezy (53). GNPs polaczone z ligandami tworza kompleks uzyteczny we wspolczesnej diagnostyce m.in.
w tomografii komputerowej oraz badaniu MRI (54). Sprawdzaja sie takze w terapii fototermicznej (szczego6lnie
nanopaleczki zlota, (ang. gold nanorods, GNR) oraz nanoskorup zlota) (55), przeksztalcajac promieniowanie
elektromagnetyczne w energie cieplna. GNRs posiadaja wysoka absorpcje w bliskiej podczerwieni i w zakresie
widzialnym. Paleczki moga postuzy¢ jako nosniki lekéw (56) oraz biomakromolekut (np. insuliny) (57), $rodki
kontrastowe (58) oraz radiosensybilizatory (59). Polaczone z poli(tlenkiem etylenu) (ang. polyethylene glycol,
PEG) pozostaja we krwi niewykryte przez makrofagi, dzieki czemu ich czas cyrkulacji w krwioobiegu jest
dluzszy (60). Istnieja doniesienia, iz GNPs sprawdzaja sie rowniez jako podtoze do hodowli komérkowej (61).
Nanoczastki zlota to obiecujace narzedzie w leczeniu nowotworow, a takze innych typoéw choroéb. Ich
zastosowanie moze mie¢ znaczacy wplyw na zminimalizowanie skutkow ubocznych radioterapii (62),
dzieki czemu uszkodzenia w obszarze zdrowych komoérek zostang znaczaco ograniczone. Szczegblnie
obiecujaca forma zlota do stosowania w radioterapii sa nanosfery (50). Wykazano, ze zastosowanie GNPs
funkcjonalizowanych PEG oraz peptydem RGD (ang. arginylglycylaspartic acid, Arg-Gly-Asp, RGD)
uwrazliwia komorki nowotworowe piersi MCF-7 na promieniowanie jonizujace. Podejrzewa sie, ze dhugosé
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lancucha PEG wplywa na efektywno$c¢ tego procesu. W analizie poréwnano wrazliwo$¢ komorek w modelu
2D oraz 3D stosujac przed napromienianiem cztery rodzaje funkcjonalizowanych sferycznych GNPs -
rozniacych sie rozmiarem (10 i 30 nm) oraz dlugo$cia tancucha PEG (masa czasteczkowa 2000 1 800 Da). Po
napromienieniu hodowli 2D dawka 2 Gy uzyskano mniejszg frakcje przezywalnosci w przypadku traktowania
komorek nanoczastkami z dolaczonym laficuchem PEG o masie czasteczkowej 2000 Da w poréwnaniu
do GNPs z laficuchem PEG 800 Da. W eksperymentach przeprowadzonych na hodowli 3D nie wykazano
statystycznie istotnych ro6znic wzgledem napromienionych hodowli (63).

Cykl komorkowy to seria proceséw zachodzacych w komérce eukariotycznej prowadzaca do jej podziatu.
Sktada sie kolejno z faz G1, S, oraz G2/M (64). W przypadku niewystarczajacej ilo$ci sktadnikow odzywezych
komorka moze wejs¢é w faze spoczynku Go. Cze$¢ komorek guzoéw nowotworowych oddalonych od naczyn
krwionoénych wchodzi w faze Go lub G1 stajac sie niewrazliwymi na chemioterapie oraz radioterapie.
Moze to skutkowac bardziej rezystywna odpowiedzig na wybrane leczenie (65). Docetaksel stosowany
w chemioterapii zatrzymuje cykl komorkowy w fazie G2/M (66). Wykazano, Ze ten cytostatyk polaczony
z GNPs w linii komo6rkowej MCF?7 jest 2,5 razy bardziej skuteczny niz bez GNPs (67). Ze wzgledu na wyzsza
wrazliwo$¢ komorek w fazie G2/M, niz w innych fazach, na promieniowanie jonizujace (68) zwigzek
docetaksel-GNPs sprawdza sie jako radiosensybilizator (50).

Wychwyt nanoczastek zlota

Wychwyt (inaczej absorpcja lub internalizacja) nanostruktur w modelu 3D, w por6éwnaniu z 2D, jest
bardziej zblizony do rzeczywistego. Sferoidy oraz organoidy zawieraja gradienty stezen tlenu i skladnikow
odzywczych panujacych w warunkach zwierzecych (69). Modele oparte na rusztowaniu mniej wiernie
przedstawiajg warunki in vivo, niz hodowle w zawiesinie (70). NPs napotykaja gesta sie¢ rusztowania, ktorej
wlasSciwo$ci wplywaja rowniez na funkcjonowanie samej hodowli (17). Mozna takze zauwazy¢, ze GNPs
wielko$ci 15 nm wnikaja bardziej w glab sferoidy, a wieksze 50 nm GNPs zatrzymuja sie blizej jej zewnetrzne;j
czeSci (granicy sferoida-medium) (771) (Ryc. 2.). Pomimo, iz GNPs 15 nm lepiej penetrujg pod wzgledem
iloSciowym, okazuje sie, ze zawarto$¢ masowa ztota wewnatrz sferoidy bedzie wieksza w przypadku GNPs
o Srednicy 50 nm (772). Badania wykazaly takze, ze komorkowe sferoidy odznaczaja sie wyzsza internalizacja
mniejszych GNPs tj. o $rednicy <10 nm niz tych o 15 nm $rednicy (73).

A B
Przekréj poprzeczny modelu hodowli komérkowej 2D Przekrdj poprzeczny modelu sferoidalnego

15 nm 50 nm . 15 nm
Komérka nanoczastki zlota nanoczastka ztota ~ Komérka nanoczastka

50 nm
nanoczastka
zlota

Ryc. 2. Internalizacja GNPs w dwoch rozmiarach 15 i 50 nm. A: wychwyt GNPs w hodowli komorkowej
2D, B: wychwyt GNPs w hodowli komérkowej 3D.

W innym przypadku, GNPs o $rednicy 2 nm w poréwnaniu z 4 nm wykazuja trzykrotnie wieksza zdolnoé¢
do penetracji (74). Wychwyt GNPs jest warunkowany rowniez ksztaltem danej nanostruktury. Sferyczne
GNPs wnikaja w sferoidy bardziej niz GNR, co wykazali Sokolova i wspélautorzy (20). Nanogwiazdy, GNR oraz
nanotro6jkaty zlota o podobnej wielkosci (~50 nm) pokryto PEG z eterem metylowym i przetestowano na linii
komorkowej mysich makrofagdbw RAW264.7. Wychwyt komoérkowy byl najbardziej efektywny w przypadku
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nanotrdjkatow, nastepnie GNR, a najslabiej zostaly zaabsorbowane nanogwiazdy. Ksztalt danej NPs okresla
rodzaj mechanizmu endocytozy (75).

Analizujac wychwyt NPs w modelu in vivo, nalezy zwréci¢ uwage na droge, ktéra pokonuja zanim dotra
do komorki. Internalizacja GNPs moze zaj$¢ przez endocytoze za poSrednictwem receptora. GNPs po dotarciu
do blony lacza sie z receptorami na powierzchni komorki. Dochodzi do inwazji blony oraz zamkniecia NPs
w pecherzykach endosomalnych. Nastepuje sortowanie pecherzykéw oraz polaczenie ich z lizosomami.
Ostatecznie zostaja one wydalone z komorki (50). Niektore NPs moga akumulowac sie w innych organellach
niz lizosomy. GNPs wielko$ci 1-2 nm s3a zdolne do przekraczania blon komérkowych oraz jadrowych (20).
Posiadajac Srednice 2 i 6 nm pokryte tioproning maja zdolno$¢ wnikania do jader komoérek nowotworowych
linii MCF-7. Wg Huo i wspolautorow mniejsze (2 nm) moga latwiej i szybciej wnikaé do komorek oraz jader
(76).

Kolejnym istotnym aspektem jest ladunek powierzchniowy (77). Naladowane ujemnie GNR, o dlugosci
55 nm i §rednicy 14 nm, s3 zdolne do penetracji sfer utworzonych z linii MCF-7, a naladowane dodatnio
jedynie kumuluja sie w obszarze zewnetrznym. Dobor ladunku powierzchniowego nanostruktury umozliwia
kontrolowana penetracje tkanek (78). Wychwyt GNPs jest zalezny réwniez od faz cyklu komorkowego,
w ktorej populacja komorek sie znajduje (49). Najwyzsza internalizacje NPs wykazano, gdy populacja komorek
jest zsynchronizowana w fazie G2 , M (79), nizsza w fazie S, najnizsza w fazie Go/G1. NPs w hodowlach
2D sg absorbowane na podobnym poziomie, rownomiernie przez wszystkie komorki (49). Aby podwyzszy¢
efektywnos¢ wychwytu danych NPs przylacza sie do nich jony lub elektrycznie obojetne czasteczki zwane
ligandami (11). Jednakze, nie kazdy rodzaj funkcjonalizacji ma wplyw na poziom internalizacji. Odkryto,
ze obecnos¢ cytrynianu sodu na powierzchni nanoczastek, nie zmienia wychwytu GNPs w ludzkich liniach
komoérkowych typu ATII (80).

Cytotoksycznos¢ nanoczastek zlota

Stosujac NPs w biomedycynie nalezy uwzgledni¢ ich cytotoksyczno$é (81), aby unikngé niepozadanych
skutkow ubocznych (2). Glownym celem leczenia nowotworow jest zniszczenie komorek nowotworowych
przy jednoczesnym zminimalizowaniu uszkodzen zdrowych tkanek (4). Cytotoksycznos$¢ nie jest
determinowana jedynie materialem, z ktérego sklada sie dana nanostruktura. Czynnikami, ktore takze
wplywaja na tego typu wlasciwo$¢ sa m.in. jej ksztalt (51), wielko$¢ (63), funkcjonalizacja powierzchni (53),
rozklad tadunku 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 stezenie NPs w danym osrodku (82). Powszechnie uwaza sie, ze zlote nanostruktury charakteryzuja
sie niska toksyczno$cig, natomiast istnieja réwniez doniesienia o ich silnej zdolnosci do zaburzania
funkcjonowania komorek (83). Dowiedziono, ze GNR wplywaja na fizjologie hodowli komoérkowych
prostaty PNT1A oraz raka prostaty LNCaP i PC-3 wykazujac silng toksyczno$¢ wzgledem tych linii (84).
Wplyw NPs jest uzalezniony zaréwno od toksyczno$ci NPs jak i od Srodowiska jej dzialania. Obserwowana
cytotoksyczno$¢ moze by¢ rézna w zaleznoSci od modelu komérkowego, czynnikow molekularnych danego
podtypu nowotworu oraz wplywu mikrosrodowiska (50). Dominujaca struktura stosowang w badaniach
jest model 2D ze wzgledu na nizsze koszty i wyzsza efektywno$¢ wykonania w poré6wnaniu z modelami 3D
(85). Dla przykladu, udowodniono, ze cytotoksycznosé cytrynianowych (anionowych), a takze pokrytych
bromkiem heksadecylotrimetyloamoniowym (hexadecylcetyltrimethylammonium bromide, CTAB)
(kationowych) GNPs byla znacznie wieksza w Srodowisku hodowli 2D ludzkich komérek raka watroby
w poréwnaniu z 3D (2). Co wiecej, zanieczyszczenia na powierzchni GNPs s takze istotne pod wzgledem
cytotoksycznosci (80). W celu syntezy GNR wykorzystuje sie roznego rodzaju oplaszczenia lub surfaktanty
jaknp. CTAB. Wykazano, ze inkubacja hodowli linii komérkowych LNCaP, PC-3 oraz PNT1A z GNR zwieksza
ilo§¢ powstawania wolnych rodnikéw tlenu. Warto$¢ ta wzrasta wraz z zastosowanym stezeniem NPs co
prawdopodobnie wynika z wyzszych ilo$ci uwalnianego surfaktantu (84).

Cytotoksyczno$¢ mozna ogranicza¢ za pomocg dobierania odpowiednich ligandow lub modyfikacji
powierzchni (2). Biorac pod uwage badania in vivo, uzyskany efekt zalezy takze od sposobu podania NPs.
Odkryto, ze najbardziej toksyczne jest podanie doustne oraz dootrzewne, a najmniejsza toksyczno$c¢ zostata
wykazana dostarczajac NPs drogg dozylng (86). Nanoczastki ztota o wysokim stezeniu i malym rozmiarze
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wykazuja zwiekszong cytotoksyczno$é ze wzgledu na sposéb akumulacji w narzadach (84). W modelach
mysich stosunkowo duze GNPs (42,5 i 61,2 nm) gromadza sie w §ledzionie oraz watrobie, a mniejsze (6,2

i 24,3 nm) w wielu narzadach, a nastepnie usuwane sg znacznie szybciej (82) (Tabela 2.).

Tabela 2. Charakterystyczne ro6znice dla GNPs o wielko$ci ok. 15 oraz 50 nm.

Proces Mniejsze GNPs (ok. 15 nm) Wieksze GNPs (ok. 50 nm) Referencja
g skuteczniejsza penetracja w moglelag:.h §fer01dalnyc}} zatljzymu.] 4 (72)
sie blizej zewnetrznej czesci.
Miejsce . C e . .
e gromadza sie w watrobie i §ledzionie kumulujg sie w wielu narzadach (82)
. C . . wystepowanie szczatkowych
Wydalanie mniej niz 30 dni fragmentéw po 90 dniach (82)
Perspektywy

Wedlug doniesien American Cancer Society przewiduje sie, ze w 2023 roku w samych Stanach
Zjednoczonych u blisko 2 milionéw 0séb zostanie zdiagnozowany nowotwor, a okoto 609 820 chorych umrze
z powodu tej choroby. To szacunkowo 1 671 zgonoéw dziennie liczac jedynie Ameryke Pélnocng i Ameryke
Poludniowg (87). Wiedza uzyskana na podstawie badan przeprowadzonych z zastosowaniem modeli 3D
moze przyczyni¢ sie do uzupelienia wiedzy w zakresie stosowania GNPs, umozliwiajac projektowanie
potencjalnych badan przedklinicznych. W przyszlo$ci moga one poskutkowa¢ nowymi terapiami lub
wspomaganiem konwencjonalnych metod leczenia. R6zne podtypy molekularne nowotworéw wykazuja
wiele wspolnych cech, natomiast ich charakterystyka jest r6zna dla kazdego chorego (50). Ze wzgledu
na heterogeniczno$¢ komorek przy hodowli organoidalnej mozliwe jest przyblizone odtworzenie ztozonosci
danego guza nowotworowego. Probke komoérek nowotworowych mozna pobraé przez biopsje guza pierwotnego
(24), anastepnie w celu prowadzenia badan in vitro utworzy¢ hodowle komorkowa 3D. W ten sposob leczenie
onkologiczne stanie sie bardziej precyzyjne oraz czesto zdecydowanie mniej inwazyjne. Pozwoli to na
jakoSciowa i iloSciowa obserwacje proponowanej terapii z uzyciem GNPs wraz z jej skutkami, umozliwiajac
powstanie terapii personalizowanej. Zmniejszy to takze prawdopodobienistwo ryzyka rozwoju wtérnych
nowotwor6ow. Korzystajac z modeli organoidalnych mozna odtworzy¢ w warunkach in vitro jednoczesnie
kilka guzéw, ktorych material zostal pobrany od chorego i sprawdzi¢ ich odpowiedzZ na traktowanie GNPs.
Ze wzgledu na pochodzenie danej linii komoérkowej oraz formy hodowli zgodno$¢ wynikdéw modeléw in vitro
z in vivo byloby efektywnym rozwiazaniem dla wielu chorych. Tym sposobem mozliwym bedzie testowanie
wielu innowacyjnych metod z biezacym ustalaniem cytotoksyczno$ci GNPs z uwzglednieniem ich korelacji
ze zmianami genetycznymi. Przyszly sukces kliniczny nanoczastek zlota zalezy w szczegdlnosci od rozwoju
i optymalizacji wydajno$ci modeléw 3D opartych na liniach pierwotnych wyizolowanych od chorych.

Whnioski

Wryniki badan prowadzonych in vitro moga rézni¢ sie w zaleznosci od uzytego modelu komérkowego.
Okreslenie cytotoksycznoSci oraz internalizacji NPs na podstawie samego modelu 2D okazuje sie
nieprecyzyjne w przypadku nanostruktur zlota poréwnujac do danych uzyskanych w modelach zwierzecych.
Ponadto, eksperymenty sa zwykle przeprowadzane w ograniczonych warunkach, ktore nie pozwalaja na
dokladng ocene zaistnialych efektow. Skuteczno$¢ dzialania GNPs zalezy od indywidualnej wrazliwosci
roznych typéw komorek nowotworowych, ktéra mozna opisac¢ wieloma procesami i czynnikami na wyzszym
poziomie molekularnym. Znalezienie takiej korelacji moze pozwoli¢ na okreslenie mozliwych podgrup
chorych o réznych odpowiedziach biologicznych na nowa potencjalna terapie. Przyszly sukces kliniczny GNPs
jest zalezny od bardziej szczegblowego zrozumienia dynamiki interakeji i mechanizméw, dzieki ktérym ich
wlasciwosci fizykochemiczne wplywaja na indywidualng odpowiedz biologiczna (33).
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