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terapii fotodynamiczne;j
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Streszczenie

Nanotechnologia obecna jest juz w wielu dziedzinach na-
uki i gospodarki. Jednakze najwazniejsze zastosowanie
struktury submikronowe znajdujg w elektronice i biotech-
nologii. Nanotechnologia stymuluje takze rozw6j medycy-
ny. Duze zainteresowanie wzbudza zastosowanie nanoma-
terialow do poprawy efektywnoSci terapii fotodynamiczne;j.
Niniejsza praca zawiera krotki przeglad metod polepszenia
wlasciwosci farmakokinetycznych fotouczulaczy stosowa-
nych w PDT.

Stowa kluczowe: fotouczulacz, nanoczgstki, 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

Wstep

Terapia fotodynamiczna jest metoda leczenia zarowno onko-
logicznych, jak i nieonkologicznych zmian patologicznych [1,
2]. Polega na dostarczeniu do tkanki specjalnego barwnika,
ktory gromadzi si¢ w obszarze chorobowo zmienionym. Za-
kumulowany w tkance $§wiatlouczulacz zostaje poddany eks-
pozycji na promieniowanie elektromagnetyczne o odpowied-
niej mocy i dtugosci fali, co prowadzi do powstawania reak-
tywnych form tlenu (wolnych rodnikéw i tlenu singletowego)
i daje poczatek reakcjom cytotoksycznym. W efekcie nastepu-
je destrukcja struktur komoérkowych w o§wietlonym obszarze,
a dodatkowo uszkodzone zostajg naczynia krwionosne, odzy-
wiajgce chorobowo zmieniong tkanke [1, 3].

W medycynie fotodynamicznej gtéwng role odgrywa foto-
sensybilizator (PS - ang. photosensitizer), czyli wspomniany
swiattouczulacz - zwigzek fotoaktywny, ktéry pod wplywem
Swiatla o odpowiedniej dtugosci fali bierze udziat w produk-
¢ji tlenu singletowego [4]. Aby efekt terapii fotodynamicznej
byl zadowalajgcy, podany swiatlouczulacz musi wykazywac
wysoka selektywno$¢ akumulacji, a wigc gromadzi¢ sie wy-
Iacznie w tkankach chorobowo zmienionych. Pozadanymi ce-
chami sg takze wysoka wydajnos$¢ produkc;ji tlenu singletowe-
go oraz brak toksycznosci ciemniowej [1, 5].

Niestety nie istniejg jeszcze fotouczulacze spelniajace
wszystkie stawiane im wymagania [4]. Ograniczona zdolno$¢
wielu barwnikow do wybidrczej akumulacji w tkankach pato-
logicznych moze np. prowadzi¢ do cigzkich poparzen na ca-
Iym ciele, nawet po krotkiej ekspozycji na swiatlo stoneczne.
Dodatkowo efekt ten moze sie utrzymywac od jednego do
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trzydziestu dni po zabiegu [1, 6, 7]. Wysoka energia aktywacji
niektérych fotouczulaczy wymusza dtugi czas naswietlaf. Na-
tomiast hydrofobowy charakter utrudnia ich dozylne poda-
wanie. Przyczyng probleméw moze by¢ rowniez przedwcze-
sny klirens i niestabilnos¢ zwigzkéw fotouczulajacych w Sro-
dowisku biologicznym [4].

Jednak niektére niepozadane cechy fotouczulaczy mozna
zmodyfikowaé za pomocg nanotechnologii. Niejednokrotnie
dowiedziono juz, ze rozmaite nanomaterialy w polgczeniu z
barwnikami mogg nie tylko zwiekszy¢ wydajnos¢ terapii foto-
dynamicznej, ale takze ograniczy¢ jej efekty uboczne [4, 8, 9,
10, 11].

Najwiekszy problem stanowi ograniczona selektywno$c
akumulacji fotouczulaczy. Tkanke nowotworows odzywia
sie¢ naczyn krwiono$nych o zwiekszonej przepuszczalnoSci
srodbtonka. Dodatkowo brak odpowiedniego drenazu powo-
duje, ze makromolekuty tatwo gromadzg si¢ w tkance choro-
bowo zmienionej [1, 12, 13]. Dlatego tez, po dozylnej aplika-
cji, czgstki swiattouczulacza dostajg sie do obszaréw dotknig-
tych chorobg i tam si¢ zatrzymuja. Taki typ akumulacji zwa-
ny jest kierunkowaniem pasywnym (passive targeting). W przy-
padku kompleksu fotouczulacz-nanoczgstka, do powierzchni
nanoczastki (NP - nanoparticle) przytaczyé mozna rozmaite
ligandy, takie jak przeciwciala monoklonalne, fagi czy czastki
kwasu foliowego. To podejscie, znane jako kierunkowanie ak-
tywne (active targeting), znacznie poprawia selektywnos¢ aku-
mulacji fotouczulaczy [10, 14].

Dodatkowo przedostawania si¢ toksycznego fotosensibili-
zatora do zdrowych tkanek mozna unikngé, manipulujgc roz-
miarami nanoczgstek, z ktorymi jest on zwigzany. Przez $cia-
ny naczyn krwiono$nych wigekszosci guzéw mogg przenikaé
czastki o rozmiarach od 100 nm do 780 nm, podczas gdy
w tkankach zdrowych mozliwe jest to dla czastek o Srednicy
od 2 nm do 6 nm. Dlatego tez optymalny rozmiar no§nikéw
czgstek fotouczulacza zawiera si¢ w przedziale od 50 nm do
150 nm [14]. Wymiary kompleksu PS-NP majg rowniez
wplyw na czas jego cyrkulacji w organizmie, bowiem Kklirens
roSnie wraz ze zwiekszajacg si¢ Srednicg nanoczastek [15].

W niniejszym opracowaniu zostang pokrotce omowione
najwazniejsze typy nanomaterialow wykorzystywanych jako
nosniki fotouczulaczy do PDT.

Nanoczgastki metali

Fotosensybilizator moze by¢ kowalencyjnie zwigzany z po-
wierzchnia nosnika za pomocs tacznika chemicznego [16].
Farmakokinetyczne wtaSciwosci catego kompleksu zalezg od
zastosowanego metalu. W pracy pod kierownictwem Wieder'a
[17] pokazano, ze hydrofobowa flatocyjanina moze zosta
przylaczona za pomocg tiolu do powierzchni nanoczastki zlo-
ta. Uzyskany w ten sposob kompleks dobrze rozpuszczal sie
w srodowisku polarnym. Ponadto uzyskano znaczng poprawe
efektywnosci; kwantowa wydajnos¢ generacji tlenu singleto-
wego w obecnosci badanego kompleksu byla az o 50% wiek-
sza niz w przypadku czystej ftalocyjaniny.

Nanoczgstki na bazie ceramik

Nanoczastki na bazie ceramik pozwalajg zamykaé w nich fo-
touczulacze o wiaSciwoSciach hydrofobowych [18]. Proces
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wytwarzania nanoczgstek tego typu podobny jest do metody
zol-zelowej, a wiec nie wymaga wysokich temperatur. Ponie-
waz technika ta jest dobrze opanowana, mozna wykonywac
nanoczgstki na bazie ceramik o dowolnym rozmiarze, ksztal-
cie 1 porowatosci. Czastki te sa niezwykle stabilne i zmiana
pH srodowiska nie powoduje zmian objetosci czy porowato-
sci. Zamkniecie $wiatlouczulacza w ceramicznej nanoczgstce
chroni go przed atakiem mikrobow oraz denaturacja spowo-
dowang ekstremalng temperaturg badz pH. Dodatkowo po-
wierzchnia tych nanoczgstek moze by¢ tatwo modyfikowana
rozmaitymi ligandami, ktore zapewnig kierunkowanie aktyw-
ne [9-11].

W jednej z prac [18] zsyntezowano 30-nanometrowe czast-
ki na bazie krzemu wypelnione przez HPPH (2-devinyl-2-(1-
-hexyloxyethyl) pyropheophorbide). Nosniki te ze wzgledu
na duza stabilnos¢ nie uwalnialy zamknietego w nich barwni-
ka. Jednak ich porowate $cianki okazaly si¢ przepuszczalne
dla tlenu singletowego, a wiec osiggnieto efekt fotodestrukcji.
Dzieki inkapsulacji fotouczulacza HPPH udato si¢ uniknaé
wygaszania fluorescencji w roztworach wodnych. Badania in
oitro na komoérkach nowotworowych wykazaly, ze zsyntezo-
wany kompleks byl przez nie dobrze wchianiany, a péZniejsze
naswietlanie prowadzilo do nieodwracalnych uszkodzen
struktur biologicznych.

Nanoczgstki polimerowe

W zaleznosci od metody przygotowania, nanoczastki na bazie
polimeréw mogg przybiera¢ forme nanokulek z czasteczkami
fotouczulacza przylgczonymi do ich powierzchni badZ nano-
kapsul, wewnagtrz ktdrych uwi¢ziony jest zwigzek fotoaktyw-
ny [19-22]. Nosniki polimerowe wykazuja mniejszg stabil-
nos$¢ w Srodowisku biologicznym niz nanoczgstki na bazie ce-
ramik. Majg jednak inne zalety. Mogg by¢ na przyklad synte-
zowane z materialow biodegradowalnych, co pozwoli na cia-
gle uwalnianie barwnika przez okres kilku dni, a nawet tygo-
dni [23, 24].

Naukowcy z Uniwersytetu w Michigan [25] dowiedli, ze in-
kapsulacja swiattouczulacza pomaga zachowac jego fotodyna-
miczng wydajnos¢. Uwiezili oni bigkit metylenowy wewngtrz
30-nanometrowych czgstek na bazie nietoksycznego poliakry-
lamidu. Nastepnie z udzialem zsyntezowanego kompleksu
przeprowadzili in vitro procedure PDT na szczurzych komor-
kach glejaka C6. Eksperyment pokazal, ze polimerowe nano-
kapsuly ochronily uwieziony w nich fotouczulacz przed de-
gradacjg enzymatyczng i Srodowiskowa. Jednocze$nie polime-
rowa membrana pozwalala wygenerowanemu tlenowi single-
towemu dyfundowaé na zewnatrz nanokapsuty, co powodo-
walo reakcje cytotoksyczne. Ponadto zredukowano tez poten-
cjalng toksycznoS¢ fotosensybilizatora. Mimo iz wszystkie ko-
morki miaty kontakt z kompleksem PS-NP, uszkodzen do-
znaly wylacznie te naswietlane. Dodatkowo stwierdzono
skrocenie czasu inkubacji. Poniewaz omawiane nanoczgstki
zostaly tak zaprojektowane, by dostarczac jedynie tlen single-
towy, nie musialy one by¢ wchtaniane do wnetrza komorki.
Do zachowania efektywnosci fototerapii wystarczyl kontakt
no$nika z zewnetrzng blona komérkowa.

Polimerowe micele

Kopolimery amifilowe (sktadajace sie¢ z czesci hydrofilowe;j
i hydrofobowej) w roztworach wodnych majg zdolnos¢ do
samoistnego formowania si¢ w sferyczne molekuty o rozmia-
rach od 10 nm do 100 nm [10, 14]. Samorzutne formowanie
miceli ma miejsce, kiedy koncentracja kopolimeréw prze-
kroczy warto$¢ krytyczna - tzw. CMC (critical micelle concen-
tration). Segmenty hydrofobowe tworza wéwczas rdzen mice-
li, segmenty hydrofilowe natomiast jej powierzchni¢. Zew-
netrzna hydrofilowa warstwa zapewnia rozpuszczalno$¢ no-
$nika w roztworach wodnych (co utatwia dozylne podawanie
srodka), podczas gdy wnetrze moze by¢ zajete przez stosun-
kowo duze iloSci czgstek hydrofobowych barwnikow. Dlate-
go tez polimerowe micele wykorzystuje si¢ jako no$niki za-
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mknigtych w ich wnetrzu fotouczulaczy hydrofobowych
[26-28].

Rdzef miceli moze by¢ zbudowany z réznego rodzaju poli-
merow, jednak warstwe zewnetrzng prawie zawsze tworzy gli-
kol polietylenowy (PEG) [29]. Hydrofilowa powierzchnia zto-
zona z PEG zapobiega opsonizacji i wydtuza czas krazenia
kompleksu w organizmie. Rozmiar i wlaSciwosSci farmakoki-
netyczne miceli mogg si¢ nieco r6zni¢ w zaleznosci od tego,
z czego zbudowany jest rdzen. Na przykiad micele poliestro-
we sg biokompatybilne i biodegradowalne, a te na bazie poli
(L-aminokwasow) sg wrazliwe na zmiany pH. Te ostatnie mo-
g3 zatem zostaC wykorzystane jako nosniki lekow przeciwno-
wotworowych o kontrolowanym uwalnianiu (pH tkanki no-
wotworowe]j jest obnizone) [10]. Niektore z zsyntezowanych
do tej pory typéw miceli wykazujg wrazliwos¢ na temperatu-
re [30-32].

Kolejng wazng wiasciwoscia tych nosnikow jest zwiekszona
stabilnos¢ w stosunku do struktur o matej wadze molekular-
nej, poniewaz wartos¢ krytycznej koncentracji miceli polime-
rowych jest bardzo niska [27, 29]. Ponadto w takich nano-
czastkach wystepuje gradient polarnosci - od hydrofobowe-
go rdzenia do hydrofilowej powierzchni. Pozwala to na dots-
czanie hydrofobowych czastek o réznych polarnosciach do
réznych obszaréw w miceli [33]. Zaleta kopolimerowych mi-
celi jest takze maly rozrzut ich wymiaréw [9, 27, 29].

Liposomy

Liposomy zbudowane sg z podwojnej blony lipidowej, ota-
czajacej niewielkg objetos¢ wodnego roztworu. Ich wodny
rdzen moze by¢ wykorzystany do przenoszenia zwigzkow fo-
touczulajgcych. Liposomy mogg by¢ jedno- lub wielowar-
stwowe o Srednicach od 30 nm do kilku mikrometréw [10].
Wyboér skiadnikow membran oraz metody przygotowania
wplywa na rozmiar, fadunek powierzchniowy, stabilnos¢
i przepuszczalnosé blony liposomu. Na przykiad nienasyco-
na fosfatydycholina tworzy przepuszczalne, ale dos¢ niesta-
bilne btony, podczas gdy membrany uformowane przez di-
palmitoilofosfatydylocholing sg sztywne i stabilne, cho¢ ma-
To przepuszczalne [9].

Aby polepszy¢ wlasciwosci liposoméw jako nosnikow, do
ich powierzchni dotgcza si¢ PEG, ktory przediuza cyrkulacje
w krwioobiegu [9]. Odpowiednie ligandy zwigzane z po-
wierzchnig dodatkowo zwigkszajg selektywnos$¢ akumulacji.
W przypadku liposoméw kierunkowanie aktywne moze byc
osiagniete prosciej - poprzez zmiang ladunku powierzchnio-
wego na dodatni [14]. Liposomy kationowe bowiem wiaza si¢
z ujemnie natadowanymi fosfolipidami, ktére eksponowane
sg na srodblonku tkanki nowotworowej [14, 34, 35].

Niestety no$niki lekow oparte na liposomach majg tez
swoje wady. Wydajno§¢ inkapsulacji barwnika jest niska,
a uwiezione wewngtrz liposomu czgstki fotouczulacza agre-
guja [2, 18]. Agregacja czastek fotosensybilizatora obniza ich
fotodynamiczng efektywnos¢ [17]. Liposomy sg takze podat-
ne na opsonizacje¢ i uktad immunologiczny szybko usuwa je
z organizmu [2, 18]. Dlatego tez dotgczanie glikolu poliety-
lenowego do ich powierzchni jest kluczowe. Wadg liposo-
moéw jest tez ich tendencja do dysocjowania w roztworach
wodnych [36].

Dendrymery

Dendrymery sg wielokrotnie i regularnie rozgatezionymi po-
limerami, nabudowywanymi zazwyczaj wokol matej moleku-
ly zwanej rdzeniem [9, 10, 36, 37]. Rdzen zdefiniowany jest ja-
ko generacja zero (G0), a kolejne generacje stanowig nast¢gpne
polimerowe warstwy syntezowane wokot niego. Dendrymery
moga by¢ budowane na dwa sposoby: synteza kolejnych
warstw dendrymeru rozpoczyna si¢ w rdzeniu i przesuwa
w strong¢ obrzeza, albo tez zaczyna si¢ od skrajnych gat¢zi mo-
lekuty i konczy na rdzeniu [38, 39]. Poniewaz dendrymery
skladajg sie z monomeréw typu AB-n, kazda kolejna genera-
cja zawiera 2-3 razy wigcej galezi niz poprzednia.
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Zwiazki fotoaktywne mogg by¢ dolgczone zaréwno do po-
wierzchni, jak i do wewnetrznych warstw otaczajacych rdzen
lub do samego rdzenia. Gdy czgsteczka fotouczulacza znajdzie
si¢ w jednej z dwoch ostatnich lokalizacji, galezie dendryme-
ru bedg ja chronic¢ przed Srodowiskiem zewnetrznym. Sposob
oddzialywania tych makromolekul ze Srodowiskiem zew-
netrznym zalezy gtéwnie od rodzaju polimeréw wykorzysta-
nych do syntezy ich zewnetrznych warstw [9]. Mozna np.
uzyska¢ dendrymer o hydrofobowym wnetrzu i hydrofilowej
powierzchni lub na odwrdt. Nosniki te cechuje takze maty
rozrzut Srednic [40].

Konformacja dendrymeréw wykazuje zaleznosc od srodowi-
ska. W ekstremalnych pH (np. 4 lub 11) sity elektrostatyczne
powoduja wzajemne opychanie si¢ gal¢zi, podczas gdy w neu-
tralnych pH struktura dendrymeru jest bardziej Sci$nigta [36].
Obserwuje si¢ rowniez zmiany w budowie pod wplywem roz-
puszczalnika. Mianowicie w rozpuszczalnikach apolarnych ge-
sto$¢ polarnych dendrymerow jest wigksza w okolicy rdzenia,
w rozpuszczalnikach niepolarnych - na powierzchni. Dla
dendrymer6w niepolarnych relacje te ulegajg odwroceniu [36].

Badania przeprowadzone przez El-Sayeda [41] dowiodly, ze
rozmiary dendrymeréw majg wplyw na ich przedostawanie
si¢ z ukladu naczyn krwionosnych do tkanki. Zsyntezowano
poliamidoaminowe dendrymery (PAMAM) o $rednicach od
1,5 nm (GO) do 4,5 nm (G4). Eksperymenty wykazaty, ze wraz
ze zwigkszajacymi sie rozmiarami dendrymeru, czas potrzeb-
ny na przedostanie si¢ no$nikow przez srodblonek naczyn ro-
$nie eksponencjalnie.

Dendrymery majg jednak te same wady, jak inne kationowe
makromolekuly (np. liposomy, micele). Mianowicie ich dodat-
nio naladowana powierzchnia ma tendencj¢ do destabilizowa-
nia komorkowych membran i rozpoczynania lizy [36, 42].

Whnioski

Nanotechnologia dostarcza dzi§ wielu mozliwosci poprawy
wydajnosci terapii fotodynamicznej. f.gczenie czgstek foto-
uczulacza z nanomaterialami zapobiega agregacji barwnika
1 tym samym obnizeniu jego fotodynamicznej aktywnoSci.
Polgczenie takie, w poréwnaniu z wolnymi czgsteczkami foto-
uczulacza, zwigksza iloSci barwnika wchianianie do wnetrza
komorek. Hydrofobowe fotosensybilizatory mogg by¢ zamy-
kane lub przyltaczane do rozpuszczalnych w wodzie nanocza-
stek. Selektywno$¢ akumulacji moze by¢ zwigkszona przez
aktywne kierunkowanie badZ modyfikowanie rozmiaru no-
$nikow. Inkapsulacja barwnikow chroni je przed degradacjg
enzymatyczng oraz gwaltownymi zmianami Srodowiska. Za-
mykanie fotosensybilizatorow wewnatrz nanokapsul reduku-
je takze ich toksycznoS$¢. Zsyntezowano juz nawet nos$niki,
ktore dostarczajg tylko tlen singletowy, podczas gdy uwigzio-
ny w nich fotouczulacz pozostaje nietkniety [43]. Ponadto na-
nonos$niki mogg zawieraé nie tylko barwniki do PDT, ale tak-
ze $rodki kontrastowe, np. stosowane w badaniu MRI [44].
Czas cyrkulacji no$nikéw w organizmie mozna wydluzy¢
badz skrocié poprzez zmianeg ich rozmiaréw. Zatem nanono-
sniki dajg mozliwosci znacznej poprawy farmakokinetycz-
nych wiasciwosci fotouczulaczy. ®
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