
in
ży

ni
er

ia
 b

io
m

ed
yc

zn
a 

/ b
io

m
ed

ic
al

 e
ng

in
ee

ri
ng

178 Acta Bio-Optica et Informatica Medica 2/2009, vol. 15

Streszczenie

Nanotechnologia obecna jest już w wielu dziedzinach na-
uki i gospodarki. Jednakże najważniejsze zastosowanie
struktury submikronowe znajdują w elektronice i biotech-
nologii. Nanotechnologia stymuluje także rozwój medycy-
ny. Duże zainteresowanie wzbudza zastosowanie nanoma-
teriałów do poprawy efektywności terapii fotodynamicznej.
Niniejsza praca zawiera krótki przegląd metod polepszenia
właściwości farmakokinetycznych fotouczulaczy stosowa-
nych w PDT. 

Słowa kluczowe: fotouczulacz, nanocząstki, terapia fotody-
namiczna

Abstract

Nanotechnology became popular in many fields of con-
temporary science and technology. The main areas of ap-
plications are in electronics and biotechnology. The deve-
lopments in nanotechnology also stimulate the progress in
medicine. There is an increasing interest in applications of
nanomaterials for improving the efficacy of photodynamic
therapy. The presented paper is a short survey of the me-
thods proposed for optimizing the pharmacokinetic pro-
perties of PDT photosensitizers.

Keywords: photosensitizer, nanoparticles, photodynamic
therapy

Wstęp

Terapia fotodynamiczna jest metodą leczenia zarówno onko-
logicznych, jak i nieonkologicznych zmian patologicznych [1,
2]. Polega na dostarczeniu do tkanki specjalnego barwnika,
który gromadzi się w obszarze chorobowo zmienionym. Za-
kumulowany w tkance światłouczulacz  zostaje poddany eks-
pozycji na promieniowanie elektromagnetyczne o odpowied-
niej mocy i długości fali, co prowadzi do powstawania reak-
tywnych form tlenu (wolnych rodników i tlenu singletowego)
i daje początek reakcjom cytotoksycznym. W efekcie następu-
je destrukcja struktur komórkowych w oświetlonym obszarze,
a dodatkowo uszkodzone zostają naczynia krwionośne, odży-
wiające chorobowo zmienioną tkankę [1, 3]. 

W medycynie fotodynamicznej główną rolę odgrywa foto-
sensybilizator (PS ­ ang. photosensitizer), czyli wspomniany
światłouczulacz ­ związek fotoaktywny, który pod wpływem
światła o odpowiedniej długości fali bierze udział w produk-
cji tlenu singletowego [4]. Aby efekt terapii fotodynamicznej
był zadowalający, podany światłouczulacz musi wykazywać
wysoką selektywność akumulacji, a więc gromadzić się wy-
łącznie w tkankach chorobowo zmienionych. Pożądanymi ce-
chami są także wysoka wydajność produkcji tlenu singletowe-
go oraz brak toksyczności ciemniowej [1, 5]. 

Niestety nie istnieją jeszcze fotouczulacze spełniające
wszystkie stawiane im wymagania [4]. Ograniczona zdolność
wielu barwników do wybiórczej akumulacji w tkankach pato-
logicznych może np. prowadzić do ciężkich poparzeń na ca-
łym ciele, nawet po krótkiej ekspozycji na światło słoneczne.
Dodatkowo efekt ten może się utrzymywać od jednego do

trzydziestu dni po zabiegu [1, 6, 7]. Wysoka energia aktywacji
niektórych fotouczulaczy wymusza długi czas naświetlań. Na-
tomiast hydrofobowy charakter utrudnia ich dożylne poda-
wanie. Przyczyną problemów może być również przedwcze-
sny klirens i niestabilność związków fotouczulających w śro-
dowisku biologicznym [4]. 

Jednak niektóre niepożądane cechy fotouczulaczy można
zmodyfikować za pomocą nanotechnologii. Niejednokrotnie
dowiedziono już, że rozmaite nanomateriały w połączeniu z
barwnikami mogą nie tylko zwiększyć wydajność terapii foto-
dynamicznej, ale także ograniczyć jej efekty uboczne [4, 8, 9,
10, 11].  

Największy problem stanowi ograniczona selektywność
akumulacji fotouczulaczy. Tkankę nowotworową odżywia
sieć naczyń krwionośnych o zwiększonej przepuszczalności
śródbłonka. Dodatkowo brak odpowiedniego drenażu powo-
duje, że makromolekuły łatwo gromadzą się w tkance choro-
bowo zmienionej [1, 12, 13]. Dlatego też, po dożylnej aplika-
cji, cząstki światłouczulacza dostają się do obszarów dotknię-
tych chorobą i tam się zatrzymują. Taki typ akumulacji zwa-
ny jest kierunkowaniem pasywnym (passive targeting). W przy-
padku kompleksu fotouczulacz-nanocząstka, do powierzchni
nanocząstki (NP ­ nanoparticle) przyłączyć można rozmaite
ligandy, takie jak przeciwciała monoklonalne, fagi czy cząstki
kwasu foliowego. To podejście, znane jako kierunkowanie ak-
tywne (active targeting), znacznie poprawią selektywność aku-
mulacji fotouczulaczy [10, 14]. 

Dodatkowo przedostawania się toksycznego fotosensibili-
zatora do zdrowych tkanek można uniknąć, manipulując roz-
miarami nanocząstek, z którymi jest on związany. Przez ścia-
ny naczyń krwionośnych większości guzów mogą przenikać
cząstki o rozmiarach od 100 nm do 780 nm, podczas gdy 
w tkankach zdrowych możliwe jest to dla cząstek o średnicy
od 2 nm do 6 nm. Dlatego też optymalny rozmiar nośników
cząstek fotouczulacza zawiera się w przedziale od 50 nm do
150 nm [14]. Wymiary kompleksu PS-NP mają również
wpływ na czas jego cyrkulacji w organizmie, bowiem klirens
rośnie wraz ze zwiększającą się średnicą nanocząstek [15]. 

W niniejszym opracowaniu zostaną pokrótce omówione
najważniejsze typy nanomateriałów wykorzystywanych jako
nośniki fotouczulaczy do PDT. 

Nanocząstki metali

Fotosensybilizator może być kowalencyjnie związany z po-
wierzchnią nośnika za pomocą łącznika chemicznego [16].
Farmakokinetyczne właściwości całego kompleksu zależą od
zastosowanego metalu. W pracy pod kierownictwem Wieder'a
[17] pokazano, że hydrofobowa flatocyjanina może zostać
przyłączona za pomocą tiolu do powierzchni nanocząstki zło-
ta. Uzyskany w ten sposób kompleks dobrze rozpuszczał się 
w środowisku polarnym. Ponadto uzyskano znaczną poprawę
efektywności;  kwantowa wydajność generacji tlenu singleto-
wego w obecności badanego kompleksu była aż o 50% więk-
sza niż w przypadku czystej ftalocyjaniny. 

Nanocząstki na bazie ceramik

Nanocząstki na bazie ceramik pozwalają zamykać w nich fo-
touczulacze o właściwościach hydrofobowych [18]. Proces
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wytwarzania nanocząstek tego typu podobny jest do metody
zol-żelowej, a więc nie wymaga wysokich temperatur. Ponie-
waż technika ta jest dobrze opanowana, można wykonywać
nanocząstki na bazie ceramik o dowolnym rozmiarze, kształ-
cie i porowatości. Cząstki te są niezwykle stabilne i zmiana
pH środowiska nie powoduje zmian objętości czy porowato-
ści. Zamknięcie światłouczulacza w ceramicznej nanocząstce
chroni go przed atakiem mikrobów oraz denaturacją spowo-
dowaną ekstremalną temperaturą bądź pH. Dodatkowo po-
wierzchnia tych nanocząstek może być łatwo modyfikowana
rozmaitymi ligandami, które zapewnią kierunkowanie aktyw-
ne [9-11]. 

W jednej z prac [18] zsyntezowano 30-nanometrowe cząst-
ki na bazie krzemu wypełnione przez HPPH (2-devinyl-2-(1-
-hexyloxyethyl) pyropheophorbide). Nośniki te ze względu
na dużą stabilność nie uwalniały zamkniętego w nich barwni-
ka. Jednak ich porowate ścianki okazały się przepuszczalne
dla tlenu singletowego, a więc osiągnięto efekt fotodestrukcji.
Dzięki inkapsulacji fotouczulacza HPPH udało się uniknąć
wygaszania fluorescencji w roztworach wodnych. Badania in
vitro na komórkach nowotworowych wykazały, że zsyntezo-
wany kompleks był przez nie dobrze wchłaniany, a późniejsze
naświetlanie prowadziło do nieodwracalnych uszkodzeń
struktur biologicznych. 

Nanocząstki polimerowe

W zależności od metody przygotowania, nanocząstki na bazie
polimerów mogą przybierać formę nanokulek z cząsteczkami
fotouczulacza przyłączonymi do ich powierzchni bądź nano-
kapsuł, wewnątrz których uwięziony jest związek fotoaktyw-
ny [19-22].  Nośniki polimerowe wykazują mniejszą stabil-
ność w środowisku biologicznym niż nanocząstki na bazie ce-
ramik. Mają jednak inne zalety. Mogą być na przykład synte-
zowane z materiałów biodegradowalnych, co pozwoli na cią-
głe uwalnianie barwnika przez okres kilku dni, a nawet tygo-
dni [23, 24].

Naukowcy z Uniwersytetu w Michigan [25] dowiedli, że in-
kapsulacja światłouczulacza pomaga zachować jego fotodyna-
miczną wydajność. Uwięzili oni błękit metylenowy wewnątrz
30-nanometrowych cząstek na bazie nietoksycznego poliakry-
lamidu. Następnie z udziałem zsyntezowanego kompleksu
przeprowadzili in vitro procedurę PDT na szczurzych komór-
kach glejaka C6. Eksperyment pokazał, ze polimerowe nano-
kapsuly ochroniły uwięziony w nich fotouczulacz przed de-
gradacją enzymatyczną i środowiskową. Jednocześnie polime-
rowa membrana pozwalała wygenerowanemu tlenowi single-
towemu dyfundować na zewnątrz nanokapsuły, co powodo-
wało reakcje cytotoksyczne. Ponadto zredukowano też poten-
cjalną toksyczność fotosensybilizatora. Mimo iż wszystkie ko-
mórki miały kontakt z kompleksem PS-NP, uszkodzeń do-
znały wyłącznie te naświetlane. Dodatkowo stwierdzono
skrócenie czasu inkubacji. Ponieważ omawiane nanocząstki
zostały tak zaprojektowane, by dostarczać jedynie tlen single-
towy, nie musiały one być wchłaniane do wnętrza komórki.
Do zachowania efektywności fototerapii wystarczył kontakt
nośnika z zewnętrzną błoną komórkową. 

Polimerowe micele

Kopolimery amifilowe (składające się z części hydrofilowej 
i hydrofobowej) w roztworach wodnych mają zdolność do
samoistnego formowania się w sferyczne molekuły o rozmia-
rach od 10 nm do 100 nm [10, 14]. Samorzutne formowanie
miceli ma miejsce, kiedy koncentracja kopolimerów prze-
kroczy wartość krytyczną ­ tzw. CMC (critical micelle concen-
tration). Segmenty hydrofobowe tworzą wówczas rdzeń mice-
li, segmenty hydrofilowe natomiast jej powierzchnię. Zew-
nętrzna hydrofilowa warstwa zapewnia rozpuszczalność no-
śnika w roztworach wodnych (co ułatwia dożylne podawanie
środka), podczas gdy wnętrze może być zajęte przez stosun-
kowo duże ilości cząstek hydrofobowych barwników. Dlate-
go też polimerowe micele wykorzystuje się jako nośniki za-

mkniętych w ich wnętrzu fotouczulaczy hydrofobowych
[26-28]. 

Rdzeń miceli może być zbudowany z różnego rodzaju poli-
merów, jednak warstwę zewnętrzną prawie zawsze tworzy gli-
kol polietylenowy (PEG) [29]. Hydrofilowa powierzchnia zło-
żona z PEG zapobiega opsonizacji i wydłuża czas krążenia
kompleksu w organizmie. Rozmiar i właściwości farmakoki-
netyczne miceli mogą się nieco różnić w zależności od tego, 
z czego zbudowany jest rdzeń. Na przykład micele poliestro-
we są biokompatybilne i biodegradowalne, a te na bazie poli
(L-aminokwasów) są wrażliwe na zmiany pH. Te ostatnie mo-
gą zatem zostać wykorzystane jako nośniki leków przeciwno-
wotworowych o kontrolowanym uwalnianiu (pH tkanki no-
wotworowej jest obniżone) [10]. Niektóre z zsyntezowanych
do tej pory typów miceli wykazują wrażliwość na temperatu-
rę [30-32].  

Kolejną ważną właściwością tych nośników jest zwiększona
stabilność w stosunku do struktur o małej wadze molekular-
nej, ponieważ wartość krytycznej koncentracji miceli polime-
rowych jest bardzo niska [27, 29]. Ponadto w takich nano-
cząstkach występuje gradient polarności ­ od hydrofobowe-
go rdzenia do hydrofilowej powierzchni. Pozwala to na dołą-
czanie hydrofobowych cząstek o różnych polarnościach do
różnych obszarów w miceli [33]. Zaletą kopolimerowych mi-
celi jest także mały rozrzut ich wymiarów [9, 27, 29]. 

Liposomy

Liposomy zbudowane są z podwójnej błony lipidowej, ota-
czającej niewielką objętość wodnego roztworu. Ich wodny
rdzeń może być wykorzystany do przenoszenia związków fo-
touczulających. Liposomy mogą być jedno- lub wielowar-
stwowe o średnicach od 30 nm do kilku mikrometrów [10].
Wybór składników membran oraz metody przygotowania
wpływa na rozmiar, ładunek powierzchniowy, stabilność 
i przepuszczalność błony liposomu. Na przykład nienasyco-
na fosfatydycholina tworzy przepuszczalne, ale dość niesta-
bilne błony, podczas gdy membrany uformowane przez di-
palmitoilofosfatydylocholinę są sztywne i stabilne, choć ma-
ło przepuszczalne [9].

Aby polepszyć właściwości liposomów jako nośników, do
ich powierzchni dołącza się PEG, który przedłuża cyrkulację
w krwioobiegu [9]. Odpowiednie ligandy związane z po-
wierzchnią dodatkowo zwiększają selektywność akumulacji.
W przypadku liposomów kierunkowanie aktywne może być
osiągnięte prościej ­ poprzez zmianę ładunku powierzchnio-
wego na dodatni [14]. Liposomy kationowe bowiem wiążą się
z ujemnie naładowanymi fosfolipidami, które eksponowane
są na śródbłonku tkanki nowotworowej [14, 34, 35]. 

Niestety nośniki leków oparte na liposomach mają też
swoje wady. Wydajność inkapsulacji barwnika jest niska, 
a uwięzione wewnątrz liposomu cząstki fotouczulacza agre-
gują [2, 18]. Agregacja cząstek fotosensybilizatora obniża ich
fotodynamiczną efektywność [17]. Liposomy są także podat-
ne na opsonizację i układ immunologiczny szybko usuwa je
z organizmu [2, 18]. Dlatego też dołączanie glikolu poliety-
lenowego do ich powierzchni jest kluczowe. Wadą liposo-
mów jest też ich tendencja do dysocjowania w roztworach
wodnych [36]. 

Dendrymery

Dendrymery są wielokrotnie i regularnie rozgałęzionymi po-
limerami, nabudowywanymi zazwyczaj wokół małej moleku-
ły zwanej rdzeniem [9, 10, 36, 37]. Rdzeń zdefiniowany jest ja-
ko generacja zero (G0), a kolejne generacje stanowią następne
polimerowe warstwy syntezowane wokół niego. Dendrymery
mogą być budowane na dwa sposoby: synteza kolejnych
warstw dendrymeru rozpoczyna się w rdzeniu i przesuwa 
w stronę obrzeża, albo też zaczyna się od skrajnych gałęzi mo-
lekuły i kończy na rdzeniu [38, 39]. Ponieważ dendrymery
składają się z monomerów typu AB-n, każda kolejna genera-
cja zawiera 2-3 razy więcej gałęzi niż poprzednia. 
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Związki fotoaktywne mogą być dołączone zarówno do po-
wierzchni, jak i do wewnętrznych warstw otaczających rdzeń
lub do samego rdzenia. Gdy cząsteczka fotouczulacza znajdzie
się w jednej z dwóch ostatnich lokalizacji, gałęzie dendryme-
ru będą ją chronić przed środowiskiem zewnętrznym. Sposób
oddziaływania tych makromolekuł ze środowiskiem zew-
nętrznym zależy głównie od rodzaju polimerów wykorzysta-
nych do syntezy ich zewnętrznych warstw [9]. Można np.
uzyskać dendrymer o hydrofobowym wnętrzu i hydrofilowej
powierzchni lub na odwrót. Nośniki te cechuje także mały
rozrzut średnic [40]. 

Konformacja dendrymerów wykazuje zależność od środowi-
ska. W ekstremalnych pH (np. 4 lub 11) siły elektrostatyczne
powodują wzajemne opychanie się gałęzi, podczas gdy w neu-
tralnych pH struktura dendrymeru jest bardziej ściśnięta [36].
Obserwuje się również zmiany w budowie pod wpływem roz-
puszczalnika. Mianowicie w rozpuszczalnikach apolarnych gę-
stość polarnych dendrymerów jest większa w okolicy rdzenia,
w rozpuszczalnikach niepolarnych ­ na powierzchni. Dla
dendrymerów niepolarnych relacje te ulegają odwróceniu [36]. 

Badania przeprowadzone przez El-Sayeda [41] dowiodły, że
rozmiary dendrymerów mają wpływ na ich przedostawanie
się z układu naczyń krwionośnych do tkanki. Zsyntezowano
poliamidoaminowe dendrymery (PAMAM) o średnicach od
1,5 nm (G0) do 4,5 nm (G4). Eksperymenty wykazały, że wraz
ze zwiększającymi się rozmiarami dendrymeru, czas potrzeb-
ny na przedostanie się nośników przez śródbłonek naczyń ro-
śnie eksponencjalnie.

Dendrymery mają jednak te same wady, jak inne kationowe
makromolekuły (np. liposomy, micele). Mianowicie ich dodat-
nio naładowana powierzchnia ma tendencję do destabilizowa-
nia komórkowych membran i rozpoczynania lizy [36, 42].

Wnioski

Nanotechnologia dostarcza dziś wielu możliwości poprawy
wydajności terapii fotodynamicznej. Łączenie cząstek foto-
uczulacza z nanomateriałami zapobiega agregacji barwnika 
i tym samym obniżeniu jego fotodynamicznej aktywności.
Połączenie takie, w porównaniu z wolnymi cząsteczkami foto-
uczulacza, zwiększa ilości barwnika wchłanianie do wnętrza
komórek. Hydrofobowe fotosensybilizatory mogą być zamy-
kane lub przyłączane do rozpuszczalnych w wodzie nanocza-
stek. Selektywność akumulacji może być zwiększona przez
aktywne kierunkowanie bądź modyfikowanie rozmiaru no-
śników. Inkapsulacja barwników chroni je przed degradacją
enzymatyczną oraz gwałtownymi zmianami środowiska. Za-
mykanie fotosensybilizatorów wewnątrz nanokapsuł reduku-
je także ich toksyczność. Zsyntezowano już nawet nośniki,
które dostarczają tylko tlen singletowy, podczas gdy uwięzio-
ny w nich fotouczulacz pozostaje nietknięty [43]. Ponadto na-
nonośniki mogą zawierać nie tylko barwniki do PDT, ale tak-
że środki kontrastowe, np. stosowane w badaniu MRI [44].
Czas cyrkulacji nośników w organizmie można wydłużyć
bądź skrócić poprzez zmianę ich rozmiarów. Zatem nanono-
śniki dają możliwości znacznej poprawy farmakokinetycz-
nych właściwości fotouczulaczy. �
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