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STRESZCZENIE

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zsyntetyzowanie oraz scharakteryzowanie w warunkach
in vitro potencjalnych radiofarmaceutykéw opartych na emiterach elektronéw Augera oraz okreslenie
mozliwosciich zastosowania do chemo- i radioterapii raka watrobowokomérkowego oraz HER2+ nowo-
tworu piersi. Zaproponowana koncepcja zaktadata wykorzystanie dwoch rodzajéw nanoczastek — 30
nm Au@Pt oraz 2 nm PtNPs — jako no$nikéw radionuklidéw dla terapii elektronami Augera oraz wyka-
zujgcych wysoce selektywne dziatanie chemotoksyczne w silnie utleniajgcym srodowisku wewnatrzko-
moérkowym. Ponadto, skupiono sie réwniez na poznaniu i okresleniu mechanizmu biologicznej aktyw-

nosci otrzymanych nanomateriatéw i ich radiokoniugatéw.

W czesci literaturowej przedstawiono najwazniejsze aspekty ukazujgce duzy potencjat tej grupy na-
nomateriatéw jako elementéw nowoczesnych strategii terapeuty cznych. Opisano cechy predysponujace
je do zastosowan przeciwnowotworowych z jednoczesnym podkresleniem ograniczen i mozliwych spo-
sobéw ich pokonania. Istotng cze$cig wstepu teoretycznego jest réwniez przyblizenie roli mikrosrodo-
wiska guza, jako ztozonego uktadu biochemicznego regulujgcego wszystkie procesy kancerogenezy
i progresjiguza, a takze jako potencjalnego celu terapeutycznego. W dalszej czesci opisu skupiono sie
na przedstawieniu charakterystyki elektrondw Augera i radionuklidéw o najwiekszym potencjale aplika-
cyjnym, wraz z metodami ich produkcji i mozliwosciami implementacji w potencjalnych radiofarmaceu-
tykach. Czes¢ wstepu poswiecono takze zastosowaniu nanostruktur jako nosnikow emiteréw elektro-

néw Augera.

Wyniki prac eksperymentalnych przedstawiono w kolejnosci pokazujgcej przebieg procesu realizaciji
niniejszej pracy doktorskiej stopniowo weryfikujgc i analizujgc trafnos¢ sformutowanych hipotez badaw-
czych. Procesy syntetyczne obejmujgce otrzymywanie nanoczagstek, jak i ich biokoniugatow weryfiko-
wano co najmniej dwoma niezaleznymi technikami by uzyska¢ wiarygodne i warto$ciowe dane ekspe-
rymentalne. Najistotniejszg cze$é rozprawy stanowig liczne badania przeprowadzone w warunkach
in vitro z wykorzystaniem hodowli komorek adherentnych oraz trojwymiarowych sferoidéw, jako modeli
guza o zdefiniowanym i uksztattowanym mikrosrodowisku. W ramach realizacji biologicznej czes$ci pracy
wykorzystano pie¢ nowotworowych linii komérkowych, a wykonane analizy obejmowaty najwazniejsze
aspekty weryfikacji skutecznosci potencjalnych lekéw, takie jak test powinowactwa receptorowegoii in-
ternalizacji oraz analiza cytotoksycznosci. Przeprowadzono takze ztozone analizy na roznych pozio-
mach molekularnych. Zalicza sie do nich frakcjonowanie komérek i wyizolowanie jgdra komérkowego
celem okreslenia wewnagtrzjgdrowej lokalizacji otrzymanych radiokoniugatéw; analize markeréw stresu
oksydacyjnego i potencjatu oksydacyjnego cytozolu komérek raka watrobowokomaorkowego; identyfika-
cje uszkodzen DNA oraz wptyw chemotoksycznego dziatania nanomateriatdw na indukowanie $mierci
komdrki i inhibicje cyklu komérkowego.

Podsumowanie otrzymanych wynikéw i wyszczegdlnienie najwazniejszych wnioskéw stanowig kon-
cowg czesc¢ tej rozprawy doktorskiej. Zaprezentowane konkluzje odnoszg sie nie tylko do interpretacii
otrzymanych danych, lecz zawierajg réwniez krotki opis poswiecony mozliwemu rozwojowi przeprowa-

dzonych badah w przysztosci.



ABSTRACT

The aim of this dissertation was to synthesize and characterize under in vitro conditions potential
radiopharmaceuticals based on Auger electron emitters for chemo- and radiotherapy of hepatocellular
carcinoma and HER2+ breast cancer. The proposed concept involved the investigation concerned on
two types of nanoparticles - 30 nm Au@Pt and 2 nm PtNPs - as radionuclide carriers for Auger electron
therapy and showing impressively selective anticancer activity under highly oxidative tumor microenvi-
ronment. In addition, this thesis particularly focused on understanding and determining the mechanism
of biological activity of the obtained nanomaterials and their radioconjugates.

The literature section describes the most important aspects demonstrating the great potential of this
group of nanomaterials as elements of modern therapeutic strategies. The features predisposing them
to anticancer applications are described, while critical aspects, limitations and possible ways to over-
come them are highlighted. An important part of the theoretical introduction is also an approximation
of the role of the tumor microenvironment as a complex biochemical system regulating processes of
carcinogenesis and tumor progression, and as a potential therapeutic target. Subsequent part of this
description focuses on presenting the characteristics of Auger electrons and radionuclides with the
greatest application potential, together with methods for their production and possible implementation
in considered radiopharmaceuticals. Part of the introduction is also devoted to the application
of nanostructures as carriers of Auger electron emitters.

The results of the experimental work are presented in order showing the realization process of this
dissertation, gradually verifying and analyzing the accuracy of the research hypothes es. Synthetic pro-
cesses involving the preparation of nanoparticles as well as their bioconjugates were verified by at least
two independent techniques in order to obtain reliable and valuable experimental data. The most im-
portant part of the thesis consists of numerous studies carried out in vitro using adherent cell cultures
and three-dimensional spheroids as tumor models with a defined microenvironment. Five tumor cell
lines were used to carry out the biological part of the work and the analyses performed covered the most
important aspects of potential drug investigation, such as receptor binding affinity, internalization assays
and cytotoxicity verification. Complex analyses were also performed at a different molecular levels.
These included cell fractionation and isolation of the cell nucleus in order to determine the intranuclear
uptake of the obtained radioconjugates; analysis of oxidative stress markers and oxidative potential in
the cytosol of hepatocellular carcinoma cells; identification of DNA damage; and the chemotoxic effects
of nanomaterials on cell death type induction and cell cycle inhibition.

Final part of this dissertation summarizes the results obtained with highlighting the most important
conclusions form the research performed. The presented conclusions refer not only to the interpretation
of the data obtained, but also include a brief description dedicated to the possible future development

of the research carried out.
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Wykaz skrétow

AE - Auger electrons/elektrony Augera

ATP - adenozyno-5'-trifosforan

Au@Pt NPs - nanoczastki zlota pokrywane platyng

AUNPSs - nanoczgstki ztota

BCM - ang. block copolymer micelles/micelle kopolimeréw blokowych

CTLA-4 - cytotoxic T cell antigen/cytotoksyczny antygen komorek T

DNA DSB — DNA double-strand breaks/dwuinciowe uszkodzenia DNA

DLS - dynamic light scattering/dynamiczne rozpraszanie Swiatta

EMA - European Medicines Agency/Eurpejska Agencja Lekow

EC - electron capture/wychwyt elektronu

EGFR - epidermal growth factor receptor/receptor nabtonkowego czynnika wzrostu
EPR - enhanced permeability and retention/zwiekszona przepuszczalnos¢ i retencja
EVs - extracellular vesicles/pecherzyki zewnatrzkomorkowe

GRP78 - glucose regulated protein/biatko regulowane glukozg

HCC - hepatocellular carcinoma/rak watrobowokomorkowy

hEGF — human epidermal growth factor/ludzki naskorkowy czynnik wzrostu

HERZ2 - human epidermal growth factor receptor/receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu
HSP - heat shock protein/biatko szoku cieplnego

IC - internal conversion/konwersja wewnetrzna

IT - isomeric transition/przejscie izomeryczne

iTLC - instant thin-layer chromatography/chromatografia cienkowarstwowa

LET - linear energy transfer/liniowy przekaz energii

MCP - metal chelating polymers.polimery chelatujgce metale

NLS - ang. nuclear localization signalsekwencja lokalizacji jgdrowe;j

PARP - nuclear protein Poly (ADP-ribose)-Polymerase/biatko jgdrowe polimeraza poli (ADP-rybozy)
PDL1 - programmed death ligand/ligand programowanej $mierci

PDT - ang. photodynamic therapy/terapia fotodynamiczna

PSA - prostate specific antygen/swoisty antygen sterczowy

PSMA - prostate-specific membrane antygen/antygen blonowy specyficzny dla prostaty
PtNPs - nanoczastki platyny

PTT - ang. photothermal therapy/terapia fototermiczna

RFA/RNS - reactive nitrogen species/reaktywne formy azotu

RFT/ROS - reactive oxygen species/reaktywne formy tlenu

SLN - solid lipid nanoparticles/state nanoczastki lipidowe

SPION - superparamagnetic iron oxide nanoparticles/nanoczastki magnetytu



SPR - ang. surface plasmon resonance/plazmonowy rezonans powierzchniowy
TACE - transarterial chemoembolization/przeztetnicza chemoembolizacja

TACE-DEB - transarterial chemoembolization with drug-eluting beads/przeztetnicza chemoembolizacja z uzyciem
kulek uwalniajgcych leki

TARE - transarterial radioembolization/przeztetnicza radioembolizacja

TEM — transmission electron microscopy/transmisyjna mikroskopia elektronowa
TME - tumor microenvironment/mikro$rodowisko guza

VCAM-1 - vascular cell adhesion molecule/biatko adhezji komdrek naczyn

VEGFR - vascular endolethial growth factor receptor/receptor naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu



CZESC LITERATUROWA
Wstep i cel pracy

Nowoczesne podejscie do planowania i projektowania terapii przeciwnowotworowej wymaga strategii
taczacych w sobie dwie lub wiecej metod dziatania antynowotworowego. Jestto konieczne wobec wy-
zwan, jakie stawiane sg przed lekarzami i naukowcami, ze wzgledu na ztozonos$¢, zréznicowanie
i agresywnos¢ niektérych zmian nowotworowych.

Pomimo funkcjonujgcych w praktyce klinicznej protokotéw postepowania z okreslonymi typami nowo-
twordw, skutecznos¢ wielu z nich jest niewystarczajgca dla uzyskania znaczacych i trwatych efektow
leczenia. Opdzniona diagnostykai zwigzane z tym wykrycie guzéw o wysokim stopniu zaawansowania
jest niekiedy jedynie poczatkiem trudnosci. Zwigzane jest to gtéwnie z epidemiologig nowotwordw i ro-
dzajem mutacji genetycznych, jakie warunkujg kancerogeneze. Oddziatuje to w dalszym okresie wzro-
stu na ich patofizjologie, majgcg bezposrednie przetozenie na podatno$é nowotworu na leczenie i jego
skutecznosé.

Projektujgc nowoczesne, multimodalne terapeutyki nalezy szuka¢ alternatywnych drog specyficz-
nego dostarczania leku do komorki, jego selektywnej (wzgledem nowotworu) aktywnosci, a takze wie-
lokierunkowego dziatania, potegujgcego efekt terapeutyczny. W przypadku nowotworéw o stosunkowo
tatwej dostepnosci dzieki ich anatomicznej lokalizacji, mozliwe jest niejako ominiecie problemu zwigza-
nego z systemowym podaniem leku i jego mniej lub bardziej selektywnym gromadzeniu w tkance no-
wotworowej. Przyktadem takiego podej$cia jest terapia raka watrobowokomorkowego ukierunkowana
na fizjologie guza, wykorzystujgca pewne wyrézniajgce go na tle innych komorek wtasciwosci. Potgcze-
nie wtasciwosci chemicznych z biologig nowotworu, pozwala wykorzystac silnie utleniajgcy potencjat
jego cytozolu jako czynnika aktywujgcego dziatanie leku, prowadzgc do uzyskania oczekiwanego efektu
terapeutycznego.

Przedstawiony schemat postepowania nie jest jednak uniwersalny i moze by¢ dedykowany jedynie
do waskiej grupy nowotwordw, takich jak rak watrobowokomérkowy (ang. hepatocellular carcinoma,
HCC) czy niektore nowotwory piersi. Ze wzgledu na naturalng nadprodukcje nadtlenku wodoru czy
zwiekszong konsumpcje tlenu (HCC), sg one idealnymi kandydatami do realizacji tej koncepcji terapeu-
tycznej. Wysoki poziom waskularyzacjii sktonno$¢ do przerzutowania sg gtéwnymi, cho¢ nie jedynymi
przyczynami niepowodzenia procesu terapeutycznego tych nowotwordw, nawet po przeprowadzeniu
resekcji chirurgicznej. Przyczyniajg sie do tego rowniez liczne zmiany gendw supresorowych wraz
Z pierwotng lub nabytg lekoopornoscia. Utrudnieniem jest réwniez wywotywana leczeniem niewydolnos¢
watroby, nerek oraz innych narzadéw kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu.

Do najbardziej obiecujgcych terapii bedgcych w fazie badan zalicza sie immunoterapie (m.in. inhibi-
tory PD-L1 — ang. programmed death ligand/ligand programowanej $mierci 1 i CTLA-4 — ang. cytotoxic
T cell antigen/cytotoksyczny antygen komoérek T) w potgczeniu z radioterapig, ablacjg i embolizacja.
Mimo pozytywnych prognoz wcigz jednak wymagajg one wielu badan przed wprowadzeniem do praktyki
klinicznej [1,2]. Istotnym problemem terapeutycznym pozostaje rowniez brak mozliwo$ci skutecznej

walki z przerzutami, czesto zlokalizowanymi daleko od umiejscowienia guza pierwotnego.



Mimo tego, prace nad tymi terapiami pokazujg jasny kierunek, w jakim dgzy wspétczesna medycyna

przy projektowaniu nowych strategii terapeutycznych, bazujgc na terapii fgczonej.

Celem mojej pracy doktorskiej byta synteza oraz okreslenie chemo- i radiotoksycznos$ciradioaktyw-
nych nanostruktur opartych na emiterach elektronéw Augera 193m.195mpt oraz 125| do terapii HER2-pozy-
tywnego nowotworu piersi i raka watrobowokomadrkowego.

Koncepcja zaprojektowania radiofarmaceutyku o wielokierunkowej aktywnosci in vitro obejmowata
zatozenie, ze wykorzystujgc doskonale poznane i szeroko opisywane katalityczne wiasciwosci platyny,
mozliwe bedzie jej selektywne dziatanie jedynie w silnie utleniajgcym mikrosrodowisku guza. Takie wta-
Sciwosci zidentyfikowano m.in. w komorkach raka watrobowokomorkowego (HepG2) i niektérych ko-
modrkach nowotworu piersi i jajnika (SKOV-3). Wykonanie nanostruktur z materiatu radioaktywnego
lub wykorzystanie ich w postaci nosnika dla radionuklidu, powinno znaczgco zwiekszy¢ cytotoksyczne
dziatanie zwigzku poprzez jego wielokierunkowo$¢, na drodze szeregu mechanizmoéw. Inspiracjg
do moich badan byta w szczegdlnosci publikacja Shoshan i wsp. [3]. Wykazano w niej mozliwos¢ roz-
puszczania sie nanoczgstek platyny w komérkach HepG2 majgcych podwyzszone stezenie H>02 oraz
penetracje uwolnionych kationéw Pt?* do jadra komérkowego wraz z pézniejszg interkalacjg do nici
DNA, co skutkowato wysokg toksycznoscig. Celem pracy byto zatem rowniez sprawdzenie, czy stosujac
radioaktywne nanoczastki platyny zawierajgce 193™195mpPt mozliwe bedzie osiggniecie takze tego efektu.
Powinno to spotegowac cytotoksycznosé nanoczgstek oraz zapewni¢ wysoka selektywnosé terapii elek-
tronami Augera.

Aspekt chemiczny niniejszej pracy obejmuje synteze nanoczgstek metali szlachetnych jako no$nikow
dla emiterow elektronéw Augera. Opisywanymi nanostrukturami sg nanoczastki ztota (AuNPs) i nano-
czgstki rdzen-powtoka (Au@Pt) o $rednicy 30 nm, oraz nanoczgstki platyny (PtNPs) o Srednicy 2 nm.
Srednice rozwazanych nanomateriatéw dobrano w oparciu o liczne kryteria, uwzgledniajgce miedzy in-
nymi mozliwos¢ uzyskania wysokich aktywnosci wtasciwych, optymalne wykorzystanie radionuklidu, ta-
twos¢ funkcjonalizacji czy umozliwienie dotarcia radiofarmaceutyku do jadra komorkowego. Powierzch-
nia tych nanomateriatéw modyfikowana jest poprzez koniugacje z przeciwciatem monoklonalnym dla
uzyskania wiekszej specyficznoscii internalizacji w przypadku HER2+ nowotworu piersi. Brak transbto-
nowych celéw molekularnych, lub niska ich zawarto$¢ w przypadku raka watrobowokomdérkowego unie-
mozliwity zaprojektowanie i wykonanie biokoniugatu ukierunkowanego na konkretny receptor.

Radiochemiczna czes¢ pracy obejmuje otrzymywanie radionuklidow 19mpt, 195mpt | 197Pt oraz poz-
niejsze ich wykorzystanie jako prekursorow do syntezy radioaktywnych nanostruktur. Drugim rozwija-
nym w przedstawionej pracy kierunkiem badan jest immobilizacja radioaktywnych halogenkéw — 125
oraz 31| na powierzchni nanoczgstek, jako alternatywnego dla 19m195mpt podejs$cia do terapii elektro-
nami Augera.

Badania biologiczne obejmujg okreslenie mechanizmu odpowiedzialnego za aktywnos¢ in vitro na-
noczgstek platynowych, w celu wykazania potencjalnej selektywnosci zsyntetyzowanych koniugatow.
Przedstawiona jest rowniez ocena skutecznosci terapeutycznej nanoczgstek i radiokoniugatéw w od-
niesieniu do hodowli komérkowych 2D i tréjwymiarowego modelu guza. W przeprowadzonych analizach
uwzglednione zostaty rowniez zmiany morfologiczne i fizjologiczne indukowane na wielu poziomach

molekularnych pod wptywem otrzymanych zwigzkow.



1. Nanoczastki w terapii przeciwnowotworowej

Stosowane obecnie terapie przeciwnowotworowe zwigzane sgz szeregiem trudnosci istotnie ograni-
czajgcychich efektywnos¢ kliniczng. Gtéwnymi czynnikami warunkujgcymi niepowodzenie procesu te-
rapeutycznego z wykorzystaniem przed- i poresekcyjnej chemioterapii czy radioterapii sg pierwotna
lub nabyta lekoopornos¢, staba biodostepnos¢ i niska selektywno$é leku. Wysoki potencjat cytosta-
tyczny uzywanych w terapii farmaceutykéw oddziatujgcych nieselektywnie takze na zdrowe tkanki moze
prowadzi¢ do licznych skutkdow ubocznych, sposréd ktérych najpowazniejszymi sg kardiotoksycznosé,
supresja szpiku kostnego, toksycznos$¢ ptucna czy neuropatia. Czesto konsekwencje te sg na tyle po-
wazne, ze skutkujg koniecznoscig przerwania terapii i narazenia pacjenta na wznowe lub progresje
nowotworu [4].

Wykorzystanie nanotechnologii daje szereg mozliwosci w pokonywaniu ograniczen konwencjonal-
nych terapii systemowych. Nanomateriaty stosowane w opracowywaniu nowoczesnych koncepciji tera-
peutycznych mozna sklasyfikowaé na dwie gtéwne kategorie. W zaleznosci od materiatu z jakiego zo-
staty wykonane klasyfikuje sie je jako organiczne i nieorganiczne (rysunek 1). Pochodzenia organicz-
nego sg nanoczastki zbudowane z polimeréw, dendrymerdw, liposoméw, nanoemulsji oraz cy-
klodekstryny. Nalezg do nich takze wyizolowane po uwolnieniu z komoérki pecherzyki zewnagtrzkomaor-
kowe (ang. EVs — extracellular vesicles) oraz state nanoczastki lipidowe (ang. SLN — solid lipid nano-
particles), roznigce sie od liposomow stanem skupienia oraz brakiem wodnego wnetrza zastgpionego
statym rdzeniem lipidowym [5-12]. Nanoczastki nieorganiczne to przede wszystkim struktury weglowe
i metaliczne, wsrdd ktérych dominujgcg czes¢ stanowig materiaty otrzymane z metali szlachetnych
[13,14]. Innymi przyktadami nanoczgstek nalezacych do tej grupy sg tlenki metali i niemetali, w tym
nanoczgstki magnetyczne (gtéwnie maghemitu — Fe2O3 i magnetytu — Fes0a), kropki kwantowe,

oraz zbudowane z czgsteczek fosforanu wapnia [15-18].
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Rysunek 1. Przyktady nanoczastek organicznych i nieorganicznych stosowanych w terapii nowotworow.
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Sposrod przedstawionych rodzajéw nanomateriatéw, na szczegdlng uwage zastugujg nanoczastki
metaliczne. Zréznicowane wiasciwosci fizykochemiczne tej grupy nanoczastek, determinujg szerokie
spektrum zastosowan, w jakim mogg by¢ rozpatrywane w kontekscie terapii nowotworéw. Do najwaz-
niejszych parametréw, ktére implikujg wtasnosci nanoczastek metalicznych nalezg stosunek powierzch-
nia:objetos$¢ roznicujgcy ich reaktywnos¢, duza powierzchnia wtasciwa (w tym mozliwos¢ jej modyfikacii
i funkcjonalizacji) oraz mozliwos¢ precyzyjnej regulacji ksztattu i rozmiaru na etapie syntezy [19,20].

Wiasnosci nanoczastek nieorganicznych moga by¢ wykorzystane w radiofarmacji do projektowania
i otrzymywania nosnikow radionuklidow. Stanowig wtedy bowiem wazng alternatywe dla stosowanych
obecnie zwigzkéw chelatowych, kompleksujgcych radionuklidy. Na przyktad w przypadku bardzo istot-
nych dla medycyny nuklearnej radionuklidéw 223Ra i 21*At pozwalajg na ich trwate zwigzanie i przytgcze-
nie do wektora naprowadzajgcego, czego nie mozna osiggna¢ klasycznymi metodami. Dotyczy to takze
emiteréow promieniowania (- (1°8Au) i elektronéw Augera (193m.195mpt 1810Qs) 0 wysokim potencjale tera-
peutycznym. Nadziejg na wprowadzenie wymienionych izotopéw do praktyki klinicznej jest celowana
nanobrachyterapia, polegajgca na dostarczeniu radionuklidu immobilizowanego na powierzchni nano-
czastki lub w jej wnetrzu, bezposrednio w okolice guza. Zapewnia to wysoka retencje zwigzku przy
jednoczesnym zminimalizowaniu kumulacji w $ledzionie, nerkach i watrobie, stanowigcej duzy manka-
ment biodystrybucji niektorych nanoczastek [21].

Jednym z istotnych probleméw w przypadku stosowania emiteréw promieniowania a takich jak 22°Ac,
223Ra, 227Th i 212Pb jest uwalnianie sie radioaktywnych izotopéw stanowigcych produkty rozpadu radio-
nuklidéw macierzystych. Zastosowanie nanoczgstek nieorganicznych daje mozliwos¢ pokonania tego
ograniczenia, poprzez enkapsulacje emitera a we wnetrzu nanoczastki, co zapobiega uwolnieniu radio-
aktywnych atoméw pochodnych w nastepstwie powstawania duzej energii odrzutu [22].

Ponadto, dzieki zastosowaniu nanoczgstek mozliwe jest uzyskanie wysokich aktywnosci wtasciwych,
znacznie przewyzszajgcych te otrzymywane dla klasycznych radiobiokoniugatéw chelator-biomolekuta,
€0 ma szczegodlnie duze znaczenie w terapii elektronami Augera. Nie bez znaczenia jest rowniez multi-
modalnosc¢ takich koniugatow, ktéra pozwala zwiekszac skuteczno$¢ terapeutyczng poprzez taczenie
radionuklidéw w nanoczastce nie tylko z peptydami i biatkami specyficznie wigzgcymi sie z transbtono-
wymi receptorami na powierzchni nowotworu, ale takze z chemoterapeutykami (np. doksorubicyng
i epirubicyng). Rola nanoczastek nie musi by¢ ograniczona jedynie do funkcji nosnikowych — szereg
whasciwosci (m.in. radiouczulanie, wtasciwosci magnetyczne) predysponuije je rowniez do wywotywania
silnych efektéw cytotoksycznych lub ich potegowania.

Precyzyjne dostarczanie lekow opierajgcych sie na nanomateriatach moze zachodzi¢ zaréwno na
zasadzie transportu biernego, jak i aktywnego (rysunek 2). Progresywny wzrost zapewniony dzieki szyb-
kiej neowaskularyzacji nowotworu, postepujgcy szczegolnie w przypadku hipoksiji lub standéw zapalnych,
prowadzi do wytworzenia naczynh o zdefektowanym srodbtonku. Obecne w nim liczne pory, osiggajgce
mikrometrowe Srednice, utatwiajg dyfuzje nanomateriatow do guza, gtdwnie na drodze mechanizmu
EPR (ang. enhanced permeability and retention/zwiekszona przepuszczalnos¢ i retencja). Uposledzona
funkcja limfatyczna nowotworu powoduje natomiast zatrzymanie nanoczgstek wewnatrz guza w wyniku
znacznie ograniczonego poboru ptynu $rodmigzszowego, odpowiedzialnego w normalnych tkankach za
staty drenaz naczynh limfatycznych[23,24]. Umozliwienie aktywnego transportu leku do komérki zalezne
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jest od zidentyfikowania na jej powierzchni celéw molekularnych, a nastepnie przytgczenia do po-
wierzchni nanoczastki odpowiedniego wektora, specyficznie tgczacego sie z okreslonym receptorem
lub czgsteczka. Do najczesciej wykorzystywanych celdw nalezg biatka majgce aktywnos¢ kinaz tyrozy-
nowych (ang. EGFR — epidermal growth factor receptor/receptor nabtonkowego czynnika wzrostu),
biatka adhezyjne srdédbtonka naczyniowego (gtéwnie VCAM-1 — ang. vascular cell adhesion mole-
cule/biatko adhezji komdérek naczyn), somatostatyna, swoisty antygen sterczowy (PSA) oraz kwas fo-
liowy (izoformy a i B) [25]. Zwiekszona wewnatrzkomdrkowa kumulacja leku w przypadku transportu
aktywnego jest wynikiem wspétdziatania mechanizmu EPR (1) oraz stosowania wektora (2).

Tkanka Brak przepuszczalnosci
fidtow P PR

Braw
nowotworowa (praw

0 zbudowane sci

b Komorki
l_prawid+owe
- o
° — Y B .
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$rédbtonka _J' ®
) ( i ® vl
. . 4
Nieprawidtowe J X
komorki !
srédblonka .‘
Mechanizm EPR Transport
aktywny

Rysunek 2. Mechanizm dostarczania do komorki nanoczgstkowych lekéw na zasadzie transportu biernego (mechanizm EPR)
oraz transportu aktywnego, taczacego dziatanie mechanizmu EPR i ukierunkowania leku na receptory komérek nowotworowych.

Pomimo szeregu zalet, jakie niewatpliwie wykazujg nanoczastki nieorganiczne, wprowadzenie ich
do podstawowych protokotéw terapeutycznych wymagawielu badan. Nastepstwemich przeprowadze-
nia bedzie mozliwos¢ pokonania licznych wyzwan stawianych przed naukowcami, sposréd ktorych naj-
wazniejsze stanowi problematyczna biodystrybucja. Przy podaniu systemowym, nanoczgstki wykazujg
bowiem tendencje do niespecyficznej akumulacji w Sledzionie, nerkach i watrobie. Wielu badan wymaga
takze koniecznos$¢ doktadnego okreslenia mechanizmu ich metabolizowania i drég eliminacji z organi-
zmu, co moze przebiega¢ w sposob zréznicowany dla poszczegdlnych nanoczastek i ich biokoniugatéw.
Waznym aspektem jest réwniez ochrona przed opsonizacjg w nastepstwie adsorpciji biatek na ich po-
wierzchni, wptywajgca zaréwno na biodystrybucje, jak i ograniczenie efektywnosci dziatania badanych

zZwigzkow.

1.1. Nanoczastka jako lek lub jego nosnik

Sposréd zarejestrowanych i dopuszczonych do uzytku nanoczastek jako lekéw przeciwnowotworo-
wych, zdecydowang wiekszo$¢é stanowig preparaty oparte na zwigzkach lipidowych. Srednice tych na-
nomateriatéw sg najczesciej rzedu 100-150 nm, niekiedy jednak osiggajg nieco wyzsze wartosci docho-
dzgce do 250-300 nm [26]. Rozmiary te stanowig poniekad wykroczenie poza umownie przyjeta defini-
cje nanomateriatu, jako struktury, o przynajmniej jednym rozmiarze, osiggajgcym nie wiecej niz 100 nm.
Granica ta jest jednak umowna i nie stanowi sztywnego kryterium klasyfikujgcego. Dlatego tez, pomimo

duzych $rednic nanoczastkowych lekéw, wcigz kategoryzowane sg one jako struktury ,nano”.
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Szereg cech zwigzanych z zachowaniem nanoczastek lipidowych w warunkach biologicznych powo-
duje wykorzystywanie ich jako nosnikow, zaréwno do transportu czgsteczek hydrofobowych, jak i hy-
drofilowych. Wynika to z wydtuzonego biologicznego okresu pottrwania, szybkiego przechodzenia
Z krwiobiegu do tkanek, potaczonego z niskg toksycznoscig systemows, a takze kontrolowanego uwal-
niania leku ze swojej struktury. Zwigzkami najczesciej aplikowanymi w tego typu lekach sg antybiotyki
antracyklinowe immobilizowane we wnetrzu liposoméw (doxorubicyna — Doxil® Caelyx®[27], Myocet®
[28]; daunorubicyna - DaunoXome® [29]) lub ich kombinacje z innymi cytostatykami (cytarabina/dauno-
rubicyna - Vyxeos®[30], ktérych dziatanie polega na chemicznym uszkadzaniu DNA komorek nowotwo-
rowych. Proces enkapsulacji doxorubicyny do wnetrza liposomow oparty jest na jednym z czterech me-
chanizmoéw obejmujacych: gradient pH, jonéw manganowych (Mn2*), siarczanow ((NH4)2S0s), lub cy-
tryniandw. Ideg tych proceséw jest wykorzystanie zdolno$ci doxorubicyny do swobodnej dyfuzji do wne-
trza pecherzyka. Przeksztatcajac jg nastepnie w forme niedyfundujgcg przez dwuwarstwe lipidowg lipo-
somu, osiggana jest retencja zwigzku wewnatrz nanomateriatu. tadowanie liposomow doxorubicyng
prowadzace do powstania stabilnych uktadéw zachodzi poprzez wewnatrzpecherzykowg protonacije
(gradient pH), tworzenie kompleksow z wielowarto$ciowymi kationami (doxorubicyna-Mn2*) lub na dro-
dze wytrgcania sie wigzek witdkien doxorubicyny wewnatrz liposomu w obecnosci siarczanow lub cytry-
nianow [31].

Poza antracyklinami, w formulacjach liposomowych wykorzystywane sg rowniez inhibitory replikacji
i transkrypcji DNA — irinotekan/Onivyde®[32]), czasteczki immunostymulujace — mifamurtyd/Mepact®
[33]), a takze zwigzki hamujgce podziat mitotyczny — winkrystyna/Marquibo® [34]). Jedynym nie-lipido-
wym nanoczgsteczkowym no$nikiem dopuszczonym do terapii jest Abraxane®- preparat w ktérym zwig-
zek czynny (paklitaksel) immobilizowany jest z wykorzystaniem albuminy o srednicy okoto 130 nm. Jego
dziatanie polega na zaburzaniu podziatéw mitotycznych, przede wszystkim depolimeryzacji mikrotubul
[35].

Nanoczgstki, ze wzgledu na swoje ré6znorodne wiasciwosci, mogg petnic role nie tylko no$nikéw le-
kéw, lecz takze stanowi¢ aktywny sktadnik farmaceutyku powodujacy cytotoksycznos¢ lub uwrazliwienie
komodrek nowotworowych na dziatanie chemioterapeutykéw lub promieniowania. Przyktadem takiego
wykorzystania nanomateriatéw sg nanoczgstki tlenku hafnu (Hensify®). Poiniekcji do guza, nanoczgstki
tworzg klastry, pozostajac neutralnymi dla Srodowiska nowotworu, a wiec nie wykazujg samoistnych
wiasciwos$ci cytotoksycznych. Radiouczulajace dziatanie HfOz indukowane jest pod wptywem dziatania
zewnetrznego zrodta promieniowania. W wyniku obecnosci na ich powierzchni ujemnie natadowanych
ligandéw, dochodzi do posredniej produkcji wolnych rodnikéw i zwiekszenia dawki promieniowania do-
starczonej do guza [36]. Pod wptywem promieniowania jonizujgcego, na powierzchni nanoczgstek HfO>
generowana jest takze kaskada elektronéw konwersji i Augera intensyfikujgca ich dziatanie terapeu-
tyczne. Drugim przyktadem nanoczastkowego leku o dziataniu cytotoksycznym sg 12 nm nanoczastki
tlenku zelaza o wtasciwosciach superparamagnetycznych (NanoTherm®). Produkt ten wykorzystywany
jest do terapii glejaka (zatwierdzony przez EMA — ang. European Medicines Agency/Europejska Agen-
cja Lekdw) i nowotworu prostaty (kohcowe etapy badan klinicznych). Aplikacja SPION (ang. superpara-

magnetic iron oxide nanoparticles/superparamagnetycze nanoczastki tlenku zelaza) dokonywana jest
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w formie gestej pasty umieszczanej bezposrednio w lozy pooperacyjnej. NanoTherm® poprzez induko-
wanie ciepta w zmiennym polu magnetycznym oferuje zaréwno samoistne dziatanie terapeutyczne
w formie termoablacji, jak réwniez w postaci adjuwantu w terapii kombinowanej, uwrazliwiajgc komorki
na dziatanie chemo- lub radioterapii poprzez magnetyczng hipertermie [37].

Analizujgc wymienione wyzej przyktady zarejestrowanych lekéw, nalezy podkreslic dwa istotne
aspekty. Pierwszym z nich jest fakt, ze mimo ogromnego potencjatu, tylkow dwoch przypadkach nano-
czastki nie sg wykorzystywane jako nosniki, a jako zwigzki indukujgce (SPION) lub wzmacniajgce dzia-
tanie toksyczne (HfO2). Ponadto, zaden z opisanych lekdw nie jest zaprojektowany w ujeciu terapii ce-
lowanej, a wiec nie zawiera wektora umozliwiajgcego s pecyficzne dotarcie do wybranych komaérek i ich
pbzniejszg selektywng internalizacje, na przykfad na drodze endocytozy. Formulacje liposomowe i ich
pochodne bazujg na podaniu systemowym i wychwytowi dzieki mechanizmowi EPR. Jest to ich niewat-
pliwa wada, poniewaz jak pokazujg najnowsze badania, paradygmat dotyczacy tego mechanizmu nie
znajduje odzwierciedlenia w warunkach klinicznych. Rzeczywisty przebieg transportu nanomateriatéw
poprzez nieszczelne naczynia krwionosne wydaje sie by¢ o wiele bardziej — niz zaktada mechanizm
EPR — ztozonym procesem, a jego wydajnos¢ moze by¢ niewystarczajgca do uzyskania spodziewanego
efektu terapeutycznego [38-41]. Pokazuje to, ze wprowadzenie nanoczastek do praktyki Klinicznej
wcigz wymaga poszukiwania nowych koncepcji, skupiajacych sie przede wszystkim na specyficznym
ich dostarczaniu do komdérek nowotworowych, kontroli nad sposobem wywotywania efektu terapeutycz-

nego i analizujgcych ich biodystrybucje oraz mechanizmy eliminacji z organizmu.

1.2. Terapie z wykorzystaniem nanoczastek

Jedng z mozliwosci implementacji przeciwnowotworowego wykorzystania nanoczastek w procedu-
rach terapeutycznych jestich zdalna aktywacja. Polega ona na skumulowaniu nanomateriatu w miejscu
lokalizacji nowotworu i jego pozniejszej stymulacji z uzyciem zewnetrznego zrodta energii. Proces ten,
moze zaréwno indukowac¢ efekt toksyczny nanoczastek, jak i powodowa¢ wzmocnienie samoistnych
efektow wywotywanych oddziatywaniem nanoczgstek lub uzywanych Zrédet energii na komérki nowo-

tworowe (rysunek 3).

NANOCZASTKI W TERAPII MOGA BYC AKTYWOWANE NASTEPUJACYMI ZRODLAMI ENERGII:

Promieniowaniem Swiatlem (PTT/PDT)
» Czynnik aktywujgcy: promieniowanie y/X; czgstki natadowane » Czynnik aktywujgcy: bliska podczerwien/Uv
o Efekt:bezposdrednie uszkodzenie DNA; wytwarzanie RFT ] = Efekt: lokalny wzrost temperatury (>41°C)/generowanie RFT
* Gfdwne rodzaje nanomateriafdw. metale o duzej Z * Gidwne rodzaje nanomateriatow: AuNPs/ZnQ NPs
Falami o czestotliwoséci radiowej Falami mechanicznymi
o Czynnik aktywujacy: fale radiowe (10 kHz - 900 MHz) = Czynnik akiywujacy: ultradzwigki/fale uderzeniowe
o Efekt: hipertermia (40-47°C)/ablacja termiczna (>50°C) | | | ° Efektlokalny wzrost temperatury; generowanie RFT H
o Gfdwne rodzaje nanomateriatow; magnetyczne (tlenek « Glowne deZ&‘jE' nanamateﬁaféw:AuNPs, BaTiO./
zelaza); bez wtasciwosci magnetycznych (AuNPs/SiO; NPs) nanokrysztaty ZnO
Mikrofalami
[® ik aktywu ikrofale (0,90 GHz lub 2,45 GHz) TERAPIE KOMBINOWANE
» Czynnik aktywujacy: mikrofale (0, z lub 2, k4 ) . ) .
+
« Efekt: lokalny wzrost temperatury (150°C)/terapia Radioterapia + hipertermia/mikrofale/PTT/PDT

PDT + hipertermia

mikrodynamiczna . ) ) ..
Hipertermia + mikrofale, / inne.

= Gfowne rodzaje nanomateriatow: FesQs, AUNPS, C

Rysunek 3. Terapie nanoczastkowe z wykorzystaniem zewnegtrznego zrédta energii do ich aktywacji. PTT — ang. photothermal
therapy/terapia fototermiczna; PDT — ang. photodynamic therapy/terapia fotodynamiczna.
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PROMIENIOWANIE - RADIOTERAPIA

Zastosowanie promieniowania w formie teleradioterapii jest szeroko znang i stosowang strategigle-
czenia. Polega ona na precyzyjnym ukierunkowaniu promieniowania gamma, rentgenowskiego
lub wigzki elektronéw czy hadronéw na tkanke nowotworowg. Powoduje to dwukierunkowe dziatanie
zwigzane z indukowaniem licznych i bezposrednich peknie¢ DNA, a takze uszkodzen struktur komor-
kowych w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu (RFT; ROS, ang. reactive oxygen species). Niestety,
metoda ta posiada kilka waznych ograniczeh obejmujgcych napromienianie zdrowych tkanek zlokalizo-
wanych w sgsiedztwie nowotworu czy koniecznos¢ stosowania wysokich dawek w przypadku guzéw
litych, o wysokim poziomie hipoksiji.

Pokonanie tych przeszkéd mozliwe jest dzigki radiouczulajgcym wtasciwosciom nanoczgstek zawie-
rajgcych metale o wysokiej liczbie atomowej (Z), do ktorych zalicza sie: metale szlachetne (ztoto, srebro,
platyna), gadolin oraz bizmut. Metale te absorbujg i rozpraszajg promieniowanie, doprowadzajgc tym
samym do powstania takze innych nosnikéw energii, takich jak elektrony (Comptona, Augera), fotony
czy fotoelektrony. Dzieki temu uzyskiwana jest poprawa koncentracji dawki w obrebie tkanki docelowej
i wzmocnienie efektow dziatania promieniowania.

Wymienione metale mogg by¢ stosowane zaréwno samodzielnie, jak rowniez w postaci uktadéw na-
noczgstka-chemoterapeutyk czy w formie dodatkéw do innych nanomateriatéw (np. nanoczastki tlenku
hafnu - HfO2 czy Zelaza - Fe3O4) rozszerzajac zakres ich antynowotworowego dziatania [42,43]. Pomimo
dominujgcej w tej strategii terapeutycznej roli metali o wysokiej liczbie atomowej, publikowane sg row-
niez prace poswiecone ukfadom nie-metalicznym. Jako przyktad moze postuzy¢ publikacja Chen
i wsp. poswiecona terapii nowotworu piersi z nadekspresjg receptorow estrogenu. Analizujgc mecha-
nizm dziatania wykorzystanych w pracy nanoczastek selenu (20-30 nm) wykazano radiouczulajgce wia-
Sciwosci, dowodzac tym samym mozliwosci zastosowania réwniez tego typu uktadéw jako substytutow
metalicznych nanoczagstek [44].

Jedng z nowych koncepciji rozwijajgcych radioterapie jest tzw. terapia hadronowa, czyli uzycie wigzek
natadowanych czastek H*, a i C8* jako alternatywy dla klasycznie stosowanego promieniowania X, y
i e. Zaletg tego rozwigzania jest zwigkszony potencjat terapeutyczny bedgcy nastepstwem wigkszych
zdolnosci do jonizacji wywotywanych natadowanymi ciezkimi czastkami. Réwniez w tym ujeciu nano-
czgstki metali o duzej liczbie atomowej postulowane sg jako wazne czynniki o dziataniu radiouczulajg-
cym, jednak prace badawcze nad tym zagadnieniem sg dopiero na wstepnym etapie ewaluaciji, dlatego

wymagajg doktadniejszego poznania i oceny mozliwosci implementac;ji takich terapii [45].

FALE RADIOWE

Promieniowanie o czestotliwosci radiowej (10 kHz-900 MHz) znajduje zastosowanie w lokalnym in-
dukowaniu ciepta podczas prowadzenia leczenia z wykorzystaniem hipertermii (T ~ 40-47°C) lub ablacji
termicznej (T >50°C). Indukowanie wysokiej temperatury moze zachodzi¢ poprzez dziatanie zmiennego
pola magnetycznego lub elektrycznego, tak wigc nanomateriaty stosowane w tego typu procedurach
powinny posiada¢ wtasciwosci magnetyczne lub byé podatne na dziatanie pola elektrycznego. Mecha-
nizm indukowania ciepta pod wptywem pola magnetycznego opiera sie na ruchach Browna nanoczastek
i efektu Neela (materialy jednodomenowe) oraz stratach histerezyjnych (materiaty wielodomenowe).

Generowanie ciepta pod wptywem pola elektrycznego nie jest zjawiskiem tak dobrze poznanym, a jego
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fizyczne podstawy pozostajg obiektem badan. Jedng z mozliwosci jest wystepowanie ogrzewania elek-
troforetycznego zwigzanego z ruchem tadunkoéw na powierzchni nanoczastek pod wptywem pola elek-
trycznego powodujgc oscylacje i tarcie mechaniczne prowadzgce do generowania ciepta [46].
Nieprawidtowa i ograniczona waskularyzacja naczyh krwionosnych nowotworu, czyni go czesto wraz-
liwym na zmiany temperatury wptywajgce na zachwianie homeostazy wewngtrzkomorkowej. Efekt cy-
totoksyczny indukowany jest na drodze apoptozy (hipertermia) lub nekrozy (ablacja termiczna). Zwia-
zany jest on jednoczesnie z usprawniong w podwyzszonych temperaturach perfuzjg stosowanych ad-
juwantowo chemoterapeutykdw, co przyczynia sie do zwiekszenia skutecznosci terapii. Adaptacyjne
zdolnosci nowotwordw przy powtarzajgcych sie cyklach leczenia powodujg jednak wyksztatcenie ter-
moopornosci, przez co stosowanie tego typu leczenia mozliwe jest jedynie przy skojarzeniu z innymi

metodami.

Zewnetrzne pole magnetyczne. Rolg nanoczastek jest w tym przypadku generacja lokalnego wzro-
stu temperatury. Wewngtrzkomoérkowa lokalizacja nanoczgstek znajdujgcych sie gtéwnie w komorkach
docelowych powoduje precyzyjne podwyzszenie temperatury jedynie w obrebie nowotworu. W przy-
padku nanoczastek magnetycznych najpowszechniej stosowane sg materiaty wykonane z magnetytu
(FesO4) lub maghemitu (y-Fe203), ktérych monodomenowe wiasciwosci stwarzajg duze mozliwosci
do zastosowania w hipertermii. Rzadziej stosowane sg natomiast nanoczastki wykonane z kobaltu
i niklu, ktérych m.in. genotoksycznos¢ i podatnos$¢ na utlenianie marginalizuje mozliwosci ich stosowa-
nia [47].

Dziatanie pola magnetycznego na wymienione materiaty jest silnie zalezne od struktury i morfologii
tych nanoczgstek, a takze rodzaju i ilosci czynnikéw powierzchniowych. Zaletg tej strategii leczenia jest
mozliwos¢ uzyskiwania efektu toksycznego nie tylko jako nastepstwa lokalnego wzrostu temperatury,
lecz rowniez w wyniku generowania stresu oksydacyjnego pod wpty wem jonéw Fe?* (reakcja Fentona)
czy uszkodzenia btony komdrkowej. Pomimo wielu zalet, stosowanie nanoczastek z tlenku zelaza obar-
czone jest kilkoma problemami, sposrdd ktorych najwazniejszym jest tendencja do agregacji. Dodatek
odpowiednich czynnikdw powierzchniowych pozwala zapobiega¢ hadmiernemu gromadzeniu nanoczg-
stek w postaci skupisk, jednak dobdr zwigzkow stabilizujgcych musi by¢ dokonany w oparciu o wptyw
na wiasciwosci magnetyczne [48].

Zewnetrzne pole elektryczne. Nanomateriaty stosowane w tym procesie to przede wszystkim na-
noczgstki ztota (5-50 nm). Rzadziej wykorzystywane sg natomiast nanoczgstki platynowe, krzemowe
i nanorurki weglowe. Istotnym kryterium doboru nanomateriatu jest jego $rednica. Dla nanoczgstek <50
nm obserwowana jest silna zalezno$¢ szybkosci rozpraszania ciepta wzrastajgca ze spadkiem srednicy
nanoczastki. Efektten wynika ze zwiekszonej rezystywnosci mniejszej nanoczastki, czynigc jg tym sa-

mym lepszym uczulaczem w kontekscie zastosowania terapeutycznego [46].

MIKROFALE
Kolejnym sposobem na osiggniecie lokalnego wzrostu temperatury jest zastosowanie mikrofal o cze-
stotliwosci 0,9 GHz lub 2,45 GHz, ktére ze wzgledu na swoje witasciwosci mogg by¢é stosowane

do ablacji guzéw nawet o ograniczonym przewodnictwie cieplnym. Pod wptywem mikrofal, polarne cza-
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steczki (np. woda) obecne w komoérkach, zwiekszajg swojg energie kinetyczng, co prowadzi do miej-
scowego generowania ciepta. Indukowane w tym procesie temperatury sg znacznie wyzsze niz
w przypadku magnetycznej hipertermii i osiggajg wartosci okoto 150°C. Nanoczastki (gtownie zelaza,
zlota i wegla) podobnie jak w opisanej wyzej metodzie, stosowane sg jako czynniki poprawiajgce wy-
dajnos¢ absorpcji temperatury, zwiekszajgc tym samym lokalny wzrost temperatury w guzie [49].

Poza indukowaniem ciepta, zastosowanie mikrofal stwarza tez mozliwos¢ do prowadzenia tzw. terapii
mikrodynamicznej. Polega ona na generowaniu reaktywnych form tlenu przy jednoczesnym braku
efektu termicznego. Zjawisko to zostato zaprezentowane w pracy Chu i wsp., ktérzy w ten sposéb wy-
korzystali toksyczne dziatanie nanoczastek TiO2 wzgledem pierwotnego nowotworu kosci. Autorzy, wy-
jasniajgc proapoptotyczne dziatanie uktadu nanoczgstki-mikrofale, wskazujg fotokatalityczng aktywnos¢
nanoczgstek (poprzez efekt plazmonowy) do tworzenia RFT [50]. Nanoczgstki mogg by¢ zatem wyko-
rzystywane nie tylko jako materiaty bezposrednio i w okreslony sposob poddawane dziataniu mikrofal.
Wykazujg takze zdolno$¢ do petnienia roli nos$nia substancji wzmacniajgcych efekty termiczne, np. cie-
czy jonowych [51].

SWIATLO — TERAPIA FOTOTERMICZNA | FOTODYNAMICZNA

Kolejng grupg procedur terapeutycznych bazujgcych na aktywacji nanomateriatow zewnetrznym zro-
dtem energii jest terapia fototermiczna (PTT —ang. photothermal therapy) i fotodynamiczna (PDT — ang.
photodynamic therapy). W pierwszym z wymienionych przypadkéw do aktywacji uzywane jest promie-
niowanie elektromagnetyczne w zakresie bliskiej podczerwieni co pozwala uzyskac¢ wysokg przenikli-
wos¢. Generowane w tym procesie temperatury wynoszg powyzej 41°C dzieki czemu indukowana jest
Smier¢ komoérki. Fizyczne podstawy tego zjawiska zwigzane sg z dwoma mechanizmami, do ktérych
zalicza sie przede wszystkim powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR — ang. surface plasmon re-
sonance). Drugi z postulowanych mechanizméw dotyczy natomiast relaksacji stanéw wibracyjnych
i wystepuje gtéwnie dla materiatéw weglowych. Wystepowanie SPR stanowi podstawe dla zastosowania
do tych procedur nanoczgstek metalicznych, wsrdd ktorych wiodgcymi materiatami sg nanoczagstki ztota.
Oddziatywanie swiatta z elektronami znajdujgcymi sie przy powierzchni materiatu prowadzi do genero-
wania wzbudzonego plazmonu, mogacego ulegac relaksacji i na drodze takich przemian, jak: elektron-
foton, elektron-elektron czy elektron-fonon, kazdorazowo uwalniajgc energie cieplng.

Ze wzgledu na bezposrednie oddziatywanie Swiatta z powierzchnig nanomateriatu, istotny wptyw na
przebieg omawianego procesu przypisuje sie modyfikacjom powierzchni stosowanych materiatow, wy-
kazujgc jednoczes$nie silng zaleznos¢ efektu od rozmiaru nanoczgstki. Poza nanoczastkami ztota, po-
datnymi na tego typu wzbudzenia sg réwniez nanomateriaty wykonane z platyny, palladu, miedzi i sre-
bra, ktére stanowig gtéwng, choc nie jedyng grupe zwigzkéw o mozliwym zastosowaniu w terapii foto-

termicznej [52].

Terapia fotodynamiczna pomimo wykorzystywania Swiatta jako czynnika aktywujgcego, przebiega
w sposadb istotnie roznigcy sie od opisanej wyzej terapii PTT. Podstawowa roznica wynika z uzycia
promieniowania UV jako aktywatora oraz braku efektu termicznego, zastgpionego w tym przypadku

przez dziatanie prooksydacyjne. Fotouczulacz wzbudzany jest falg o okre$lonej dtugosci, co czyni go
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reaktywnym z komponentami lipidowymi i biatkowymi, indukujac powstawanie RFT lub oddziatujgc bez-
posrednio z tlenem czgsteczkowym, powodujgc wytworzenie tlenu singletowego. Bardzo duzym ogra-
niczeniem terapii PDT jest niska penetracja $wiatla UV stosowanego do aktywacji fotouczulacza.
W zwigzku z tym implementacja terapii fotodynamicznej nie jest mozliwa w przypadku guzéw zlokalizo-
wanych na duzej gtebokosci. Pokonanie tego ograniczenia wymaga poprawy parametréw dostarcza-
nego do tkanki swiatta. Obecnie, w tym celu najczesciej wykorzystywane sg lasery, lampy LED (po-
wierzchniowa PDT; <2 mm) oraz lasery potprzewodnikowe (Srédmigzszowa PDT; <1 cm), a gtéwnymi
czynnikami wptywajgcymi na efektywnos¢ penetracji Swiatta sg fluencja, lokalizacja guza i obecnosé
tlenu [53].

W terapii fotodynamicznej znajdujg zastosowanie réznorodne nanomateriaty, wsrod ktérych dominujg
nanoczastki tlenku cynku i tytanu. Ponadto, badane sg rowniez mozliwosci uzycia fullerenéw (C o)
oraz hybrydowych uktadéw skfadajgcych sie z dwdch lub wiecej metali (np. ztoto, miedz, zelazo). Jed-
nym z elementéw dziatania tych uktadow jest przesuniecie absorpcji w kierunku swiatta widzialnego lub

bliskiej podczerwieni, charakteryzujgcych sie lepszg penetracjg tkanek [54,55].

FALE MECHANICZNE

WSsrdd terapii bazujgcych na aktywaciji nanomateriatow z uzyciem fal mechanicznych wyréznia sie
ultradzwigki i fale uderzeniowe. Uzycie ultradzwiekéw w potgczeniu ze zlokalizowanymi wewnatrz no-
wotworu nanoczastkami wywotuje réznorodne efekty. Przej$cie fali przez tkanke powoduje rozpraszanie
czesci jej energii w postaci ciepta generowanego na skutek tarcia. Podczas terapii z wykorzystaniem
mikrofal, wystepujg réwniez liczne efekty cytotoksyczne zwigzane z indukowaniem stresu oksydacyj-
nego, uwolnieniem toksycznych jonéw podczas degradacji nanoczastek, sonoluminescencjg oraz licz-
nymi mechanicznymi uszkodzeniami zwigzanymi z poruszaniem sie nanoczgstek we wnetrzu guza.

Materiatami o najwiekszym potencjale aplikacyjnym w tej strategii sg nanoczastki metali (ztoto, sre-
bro), tlenkowe (tytan, cynk) oraz magnetyczne. Ponadto, stosowane sg réwniez nanostruktury o wtasci-
wosciach piezoelektrycznych (np. BaTiO3s), ktérych stymulacja mikrofalami prowadzi do generowania
tadunkéw elektrycznych wptywajgcych na funkcje komérek [56].

Innym przyktadem zastosowania fal mechanicznych w terapii nowotworéw jest uzycie fal uderzenio-
wych. Fale te charakteryzujg sie skokowym wzrostem cisnienia (nawet do poziomu 100 MPa) trwajgcym
do 3 ps. Pomimo stosowania tej techniki w praktyce klinicznej, prace badawcze nad implementacjg
nanoczgstek jako uczulaczy nie sg szeroko rozwijane. Jedyng koncepcjg, ktéra uwzglednia uktad na-
noczgstka-fale mechaniczne jest praca opublikowana przez Racca i wsp., w ktorej wykazano syner-
giczny efekt nanokrysztatow tlenku cynku w indukowaniu $mierci komorki [57].

Omawiajac opisane wyzej koncepcje terapeutyczne nalezy podkresli¢, ze nanoczastki stosowane
jako uczulacze do bezposredniego indukowania efektu toksycznego, moga stanowic rowniez nosnik dla
innych typow zwigzkéw o potencjalnym dziataniu uczulajgcym. Coraz czesciej projektowane sg rézne
metody terapeutyczne polegajgce na tgczeniu wielu technik zdalnej aktywacji nanomateriatéw. Celem
tego podejscia jest zwiekszenie efektow leczenia. Jako przykfad moze postuzy¢ tutaj radioterapia pota-

czona z wieloma réznymi technikami. Zalicza sie do nich gtéwnie terapie fototermiczne/fotodynamiczne
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oraz ultradzwieki, stosowane w tym potgczeniu gtéwnie do celdéw diagnostycznych. Obecnie prowa-
dzone sg badania kliniczne nad radioterapig (HfO-) oraz terapig fototermiczng (nanosfery ztota pokryte
krzemionka) do leczenia guzoéw litych oraz przerzutéw. Nanoczastki tlenku zelaza stosowane sg nato-
miast w terapii nowotworu prostaty [58,59]. Stale pojawiajgce sie publikacje poswiecone tej tematyce
sg sygnatem dla oczekiwania rosngcej liczby nowych badan klinicznych, co moze przyczynic sie do

wprowadzenia nanoczgstek w ujeciu terapeutycznym na szerokg skale [60,61].

1.3. Nanobrachyterapia a terapia celowana

Czesta tendencja nanostruktur do akumulacji w wielu narzgdach oraz brak wiarygodnych danych
dotyczacych mechanizmu i wydajnosci wychwytu przez guzy, to tylko niektdre z wyzwan stawianych
przed nanomedycyng w terapii nowotwordw. Ze wzgledu na istotnie zwiekszone narazenie zdrowych
tkanek, sg to szczegdlnie wazne czynniki limitujgce ich uzycie w przypadku stosowania radioaktywnych
nanoczgstek. Nanobrachyterapia i terapia celowana stanowig nowoczesne koncepcje pozwalajgce
w pewnym stopniu pokonywac te ograniczenia, jednak obydwie metody majg rowniez liczne ogranicze-
nia.

Nanobrachyterapia, poprzez wprowadzenie nanoczastek bezposrednio do guza lub w jego okolice
(np. do lozy pooperacyjnej i otaczajgcych guz naczyh krwiono$nych), pozwala na uzyskanie wysokiego
stopnialokalizacji leku w tkance nowotworowej. Dzieki temu mozliwe jest prowadzenie procesu leczenia
guzow, ktore nie wykazujg nadekspresji zadnych receptoréw lub dla ktérych nie opracowano dotychczas
skutecznych wektorow. Zastosowanie wektora w nanobrachyterapii nie jest jednak bezzasadne, gdyz
jego obecnos¢ moze zwiekszy¢ stopien retenciji w komorce oraz dodatkowo spotegowac efekt terapeu-
tyczny poprzez dwukierunkowe dziatanie [62]. W ramach nanobrachyterapii mozliwe jest takze przepro-
wadzanie radioembolizacji, poprzez iniekcje nanoczastek w postaci dwufazowej emulsji. Pozwala to
uzyskac efekty indukujgce toksycznos¢ w wyniku zamkniecia Swiatta naczyn krwionosnych i wptywu
promieniowania na komorki [63]. Szybka eliminacja lub wyciek leku z guza sgjednymi z gtéwnych, cho¢
nie jedynych, ograniczen tej metody. Ponadto, ze wzgledu na swojg specyfike, nanobrachyterapia moze
by¢ stosowana jedynie w przypadku guzow litych zlokalizowanych w miejscach o tatwej dostepnosci, co
tym samym wyklucza jej aplikacje w innych typach nowotworéw oraz drobnych przerzutach zlokalizo-
wanych czesto daleko od umiejscowienia guza pierwotnego.

Drugg koncepcjg zastosowania nanoczgstek w leczeniu nowotworéw jest terapia celowana. Do jej
stosowania wymagane jest zidentyfikowanie okreslonego celu molekularnego na powierzchni guza (re-
ceptory transbtonowe) lub wykorzystanie angiogenezy (receptory wzrostu srédbtonka, VEGFR - ang.
vascular endolethial growth factor receptor) i wigczenie w strukture leku odpowiedniego wektora, spe-
cyficznie fgczacego sie z receptorem, na ktory jest ukierunkowany. Najwiecej prac badawczych nad
zastosowaniem nanoczastek w tej formie, prowadzonych jest z wykorzystaniem przeciwciat monoklo-
nalnych (trastuzumab/paklitaksel) i peptydow (analogi somatostatyny) lub matych czgsteczek biologicz-
nie aktywnych (PSMA — ang. prostate-specific membrane antygen/antygen blonowy specyficzny dla
prostaty) [64—69]. Duzym problemem, szczegdlnie w przypadku wykorzystania przeciwciat jest to, ze na
jednej nanoczgstce umieszczonych jest od kilku do kilkunastu czgsteczek biatka, w zaleznosci od roz-

miaru no$nika. Powoduje to aktywacje uktadu odpornosciowego przy iniekcji dozylnej takich zwigzkow,
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cow konsekwencji prowadzi do szybkiej neutralizacji i eliminacji zwigzku, a w wyjatkowych przypadkach
moze skutkowaé wystepowaniem dziatah niepozgdanych [70,71]. Trzeba jednak pamietaé, ze
w celowanej terapii z uzyciem nanoczastek wystepuje problem z ich niekontrolowanym gromadzeniem
sie w wielu istotnych organach, takich jak sledziona, watroba czy ptuca.

Mniej powszechnym, z punktu widzenia definicji terapii celowanej, aczkolwiek takze jej rodzajem, jest
wykorzystanie mikrosrodowiska guza (TME — ang. tumor microenvironment) do uzyskania wysokiej se-
lektywnosci. Kierunek ten jest jednym z najnowszych i najszybciej rozwijanych, ze wzgledu na mnogos¢
mozliwosci, jakie oferuje. Na mikrosrodowisko guza skfadajg sie liczne struktury komérkowe (m.in. fi-
broblasty, dendrytyczne czy komadrki odpornosciowe), macierz zewngtrzkomérkowa, réznorodne czyn-
niki wydzielane z komorki (np. EVs) oraz naczynia krwionosne i limfatyczne [72]. Ukierunkowanie terapii
na elementy TME stanowi odejscie od metod konwencjonalnych, otwierajgc nowe mozliwosci projekto-
wania i personalizowania strategiileczenia, w celu pokonywania pierwotnej lub nabytej lekoopornosci.
W tabeli 1 przedstawiono najwazniejsze cele biochemiczne mogace by¢ wykorzystane w tworzeniu te-
rapii opartej na TME. Heterogenicznos¢ guza i niejednolite rozmieszczenie réznorodnych sktadnikéw
komorki sprawia, ze w obrebie guza mogg wystepowac zréznicowane lokalnie mikrosrodowiska. Zasto-
sowanie wiec terapii skupiajgcej sie na TME pozwala nie tylko walczy¢ z trudnymi do leczenia zmianami,
lecz takze uwzgledni¢ w postepowaniu terapeutycznym przerzuty powstajgce w nastepstwie progres;ji
guza. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze mikrosrodowisko guza ma istotny i bezposredni wpltyw na
ekspresje receptorow btonowych czy aktywacije lub wygaszanie poszczegolnych szlakow sygnatowych.
Z racji tego, poznanie jego otoczenia i fizjologii stanowi kluczowe wyzwanie przy rozwijaniu koncepcji
terapeutycznych poswieconych TME. Dzieki wykorzystaniu nanotechnologii mozliwe jest, poprzez wita-
Sciwg funkcjonalizacje, kierunkowanie lekéw na wiecej niz jeden czynnik, co moze w przysziosci zna-

czgco utatwi¢ i rozwingé realizacje tego typu proceséw terapeutycznych [73,74].

Tabela 1. Gtéwne cele biochemiczne w terapii TME.

o o . Nisza hipoksyjna, kwasowosS¢ Srodowiska, stan za-
Wyspecjalizowane mikrosrodowisko TME o )
palny, unerwienie guza, waskularyzacja

Immunoterapie Inhibitory punktéw kontrolnych

Mezenchymalne komdérki stromalne, macierz ze-

i wnatrzkomoérkowa, sktadniki wrodzonego i adaptacyj-
Gtéwne komponenty TME o ] )

nego ukiadu odpornosciowego (makrofagi, neutrofile,

komorki dendrytyczne, komérki NK, limfocyty T)

1.4. Radioaktywne nanoczastki jako leki o wielokierunkowym dziataniu

Rdéznorodne wtasciwosci nanoczagstek predysponujg je nie tylko do wigczania w rézne strategie tera-
peutyczne, lecz réwniez stwarzajg mozliwos¢ projektowania multimodalnych lekéw, zapewniajgcych
wielokierunkowe dziatanie przeciwnowotworowe. Terapia skojarzona z wykorzystaniem radiofarmaceu-

tykéw opartych na nanoczgstkach pozwala na potagczenie fizycznych (promieniowanie, magnetyczna
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hipertermia), chemicznych (dziatanie prooksydacyjne, interkalacjado DNA) i biologicznych (cytostatyki)
metod indukowania $mierci komorki.

Dostarczanie radionuklidéw emitujgcych promieniowanie a i 3- oraz elektrony Augera moze odbywac
sie poprzez:

= skoniugowanie chelatora bezposrednio z powierzchnig nanoczgstki lub za posrednictwem
linkera,

= immobilizacje radionuklidu bezposrednio wewnatrz nanoczastki lub na jej powierzchni,

= wykorzystanie radioaktywnego prekursora, najczesciej metalu, do syntezy radioaktywnych
nanoczastek, ktérych rdzen lub powtoka (w przypadku nanoczastek core-shell) wykonane sg
Z materiatu radioaktywnego.

Przyktadami bezposredniej koniugacji chelatora z powierzchnig nanoczastek sg rozmaite ukfady,
w ktorych nosnikiem biokoniugatu jest nanoczgstka ztota lub dendrymer. Konstruujgc tego typu koniu-
gaty wykorzystuje sie duzg powierzchnie no$nika, funkcjonalizujgc go jednoczesnie chelatorem i wek-
torem, tworzgc multimodalny radiofarmaceutyk (np. trastuzumab-AuNPs-DTPA-111In) [75,76].

W przypadku braku mozliwosci wytworzenia statego kompleksu radionuklid-chelator czesto stoso-
wang praktyka jest inkorporacja radionuklidu wewnatrz nanoczagstki lub na jej powierzchni. Wykorzysta-
nie nanoczgstek pozwala na synteze stabilnych radiobiokoniugatéw dla prowadzenia celowanej a-ra-
dioterapii z radionuklidami, ktére nie tworzg stabilnych komplekséw z chelatorami. Stosowanie emiteréw
promieniowania a, takich jak 223Ra, 2?°Ac czy 2*’Th wymaga poszukiwania skutecznych rozwigzan za-
pewniajgcych lepszg kontrole nad radioaktywnymi produktami ich rozpadu ulegajgcymi dalszym prze-
mianom a i 3-. Towarzyszgca inicjujgcej szereg rozpaddw przemianie a energia przekazywana jest emi-
towanej czagstce a w postaci energii kinetycznej. Zgodnie z zasadg zachowania pedu, ta sama czesé
energii rozpadu przekazywana jest do jgdra pochodnego. Energia ta wynosi wynosi ~0,1 MeV co sta-
nowi warto$¢ blisko 1000-krotnie wyzszg niz wartos¢ energii wigzania, ktora jest rzedu eV. W zwigzku
z tym dochodzi do odrzutu jadra pochodnego powodujgcego jego wyrwanie ze struktury kompleksu, co
tym samym utrudnia, cho¢ nie wyklucza, stosowania takich uktadéw in vivo. Problem ten dotyczy
w szczegolnosci 225Ac, ktérego pierwszy radionuklid pochodny (?%'Fr) charakteryzuje sie okresem pottr-
wania wynoszacym 4,9 min i jako analog kationu K* tatwo rozprzestrzenia sie po organizmie, emitujac
dodatkowe trzy czastki a. Zastosowanie nanoczgstek jako nosnikow dla emiteréw promieniowania a
wydaje sie by¢ jednym z najbardziej obiecujgcych sposobdw rozwigzania tego problemu. Enkapsulacja
radionuklidu wewnatrz nanoczastki umozliwia zatrzymanie jgdra formowanego po rozpadzie, ogranicza-
jac tym samym niespecyficzne oddziatywanie radionuklidéw pochodnych in vivo. Nalezy jednak podkre-
$li¢, ze dobdr modelu powinien by¢ uzalezniony od dedykowanego mu radionuklidu. Inne wymagania
stawiane bedg dla nanoczgstek wykorzystywanych do enkapsulacji 22°Ac, ze wzgledu na charaktery-
styke produktow jego rozpadu i zwigzang z tym konieczno$¢ wytworzenia warstwy o odpowiedniej gru-
bosci. Ponadto, specyfikacja wykorzystywanej warstwy zalezna bedzie takze od materiatu, z jakiego
zostanie wykonana [77]. Do najbardziej obiecujgcych koncepcji zaliczy¢ mozna modyfikowane nano-
czgstki fosforanu lantanu (La(?2°Ac)POa) czy TiO: [78], przy czym pokrywa sie je dodatkowg warstwg

Ztota.
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W przypadku radu-223, brak stabilnych komplekséw Ra?*iinnych kationéw metali alkalicznych ogra-
nicza jego zastosowanie w medycynie do soli (chlorku radu; 222RaClz) [79-83]. Dla zapewnienia lepszej
kontroli nad radem i produktami jego rozpadu proponuje sie nanozeolity (NaA), nanoczastki siarczanu
baru (BaS0.), ferryt baru (BaFe12019) czy hydroksyapatyt. Ich dziatanie opiera sie na wzmocnieniu wig-
zania ?23Ra z powierzchnig nosnika (np. na zasadzie wymiany jonowej Na*-Ra?*) lub readsorpcji radio-
nuklidéw pochodnych, osigganej przede wszystkim dla uktadéw z hydroksyapatytem [84,85]. Jako inny
przyktad moze postuzy¢ tez astat-211 (t12= 7,2 h; Emax = 5,87 MeV), ktérego dotychczas stosowane
potaczenia z atomami wegla czy boru, ulegajg degradacji w roztworach biologicznych [86]. Osadzenie
astatu na powierzchni nanoczgstek ztota (*1*At-AuNPs-trastuzumab i 211At-AuNPs-SP(5-11)) lub na po-
limerowym nanono$niku (?11At-MeAT E-SPN-GIP) umozliwito pokonanie tych ograniczen i pozwolito na

przeprowadzenie prac badawczych na etapie in vitro oraz in vivo [87,88].

Innym podej$ciem jest zastosowanie radioaktywnych nanoczgstek. Polega ono na syntezie nanoma-
teriatu bezposrednio z wykorzystaniem radioaktywnego materiatu, stanowigcego rdzen (np. 1%Au)
lub powtoke (np. 16Ho) nanoczgstki, poddawanej dalszym modyfikacjom [89—92]. Moze to by¢ takze
zastosowane do palladu (*%3Pd, ti2 = 16,99 d), jako generatora in vivo dla rodu-103m (1%™Rh, ti12= 56
min). Krotki okres pétrozpadu praktycznie wyklucza bezposrednig aplikacje 19°™Rh jako radionuklidu
terapeutycznego. Wprowadzenie do komérki jego radionuklidu macierzystego daje mozliwos¢ prowa-
dzenia precyzyjnej terapii z wykorzystaniem elektronéw Augera, emitowanych podczas rozpadu rodu
wytworzonego w reakcji 193Pd(EC)1%mRh. W tym przypadku, mozliwe jest uzycie Pd jako materiatu ba-
zowego nanoczagstek (1°°PdNPs), do syntezy nanoczastek typu core-shell (np. Au@®Pd NPs)
lub w formie radiobiokoniugatéw (np. z bisfosfonianami). Wtasciwosci katalityczne Pd predysponujg

oparte na nim materiaty takze do indukowania chemotoksycznego dziatania, podobnie jak w przypadku

platyny [93].

Wiasciwosci chemiczne nanoczgstek mogg by¢ takze wykorzystane do bezposredniego lub posred-
niego indukowania odpowiedzi terapeutycznej. Ponadto, projektujgc nowe potencjalne radiofarmaceu-
tyki coraz cze$ciej tworzone sg zwigzki stanowigce hybrydy dwéch lub wiecej wymienionych wyzej stra-
tegii. Pozwala to syntetyzowac zwigzki o wysokim stopniu ztozono$ci, z jednej strony zapewniajgce
duzg uniwersalnos¢ i wielokierunkowosé, z drugiej zas stanowigce niemate wyzwanie i wymagajgce
pokonania wielu trudnych ograniczen. Ich bezposrednie dziatanie moze opieraé sie na wykorzystaniu
mikrosrodowiska guza, ktérego okreslone wtasciwosci mogg indukowac dziatanie obojetnego w neutral-
nym srodowisku materiatu. Przyktadem takiego zastosowania mogg by¢ nanoczastki platynowe, ktore
w Srodowisku silnie utleniajgcym wykazujg wtasciwosci cytotoksyczne na drodze réznych mechani-
zméw. Wsrdd obecnie publikowanych prac badawczych, coraz wiekszg popularnos¢ zyskujg takze ko-
niugaty nanoczastka-lek. Jest to koncepcja rozwijana rowniez w Pracowni Chemii Radiofarmaceutycz-
nej IChTJ, gdzie do wiodgcych koncepciji badawczych zalicza sie biokoniugaty radioaktywnych nano-
czgstek ztota z chemioterapeutykiem (doksorubicyng) lub koniugatem przeciwciato-lek (trastuzumab-
emtanzyna). Takie potgczenie, jest szczegolnie interesujgce w przypadku wydajnego uwalniania leku
ze struktury biokoniugatu, gdyz pozwala oczekiwaé znaczgco zwiekszonej skutecznosci dziatania.
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Posrednie dziatanie nanoczgstkowego nosnika to przede wszystkim wykorzystanie jego wtasciwosci
maghnetycznychw prowadzeniu terapii, z uzyciem zewnetrznego pola magnetycznego do indukowania
lokalnej hipertermii. Najczesciej w tym celu stosowane sg nanoczgstki magnetytu (Fez0s4, SPION), kto-
rych dziatanie terapeutyczne moze byé dodatkowo wzmacniane poprzez domieszkowanie radionukli-
dem (np. %¢Ho-SPION@AU) lub pokrycie warstwg radioaktywnego materiatu, np. 18 Au@SPION. Sta-
nowi to pewnego rodzaju hybryde, fgczac bezposrednie indukowanie cytotoksycznosci poprzez promie-
niowanie jonizujgce, z posrednim efektem podwyzszonej temperatury, indukowanym w obecnosci pola
magnetycznego [92,94]. Dzieki temu mozliwe jest osiggniecie synergicznego efektu radioterapii i hiper-
termii.

1.5. Stres oksydacyjny w komérkach nowotworowych

Utrzymanie homeostazy redoks w komérkach eukariotycznych jest istotnym czynnikiem warunkuja-
cym prawidlowe zachodzenie wielu proceséw metabolicznych, zaréwno w komérkach zdrowych, jak
i nowotworowych. Wytwarzane w fancuchu oddechowym mitochondrium, retikulum endoplazmatycz-
nym i peroksysomach reaktywne formy tlenu oraz azotu (RFA; RNS — ang. reactive nitrogen species)
petnig wazna role w regulacji Sciezek sygnatowych, wliczajgc w to przede wszystkim procesy proliferacii,
réznicowania, a takze ekspresji genéw. Prekursorem wigekszos$ci wolnych rodnikow obecnych w ko-
morce jest anionorodnik ponadtlenkowy (0,~), powstajacy w wyniku jednoelektronowej redukcji tlenu
czgsteczkowego. Gtéwnymi produktami dalszych jego przemian jest rodnik hydroksylowy (- OH)
oraz nadtlenek wodoru H,0,, ktére sg formami o najwazniejszym znaczeniu w biochemii komorki. Spo-
$rod reaktywnych form azotu, strukturami o najistotniejszym znaczeniu sg tlenek azotu (NO -), dwutlenek
azotu (NO,) oraz peroksynitryt (ONO O~), a za rownowage redoks odpowiadajg réwniez rodniki pocho-
dzenia organicznego, np. alkoksylowy (- OR) oraz peroksylowy (- OOR) [95].

Dtugotrwate zachwianie rownowagi redoks wynikajgce z nadpodazy ROS-6w lub wyczerpania moz-
liwosci antyoksydacyjnych komérki prowadzi do stresu oksydacyjnego. Moze to w konsekwencji indu-
kowac liczne zmiany w fizjologii komoérki wywotane dziataniem enzymow utleniajacych i skutkujgcych
niestabilno$cig genetyczng. Na uszkodzenia oksydacyjne narazone sg liczne struktury komodrkowe -
przede wszystkim biatka, lipidy oraz DNA [96,97].

Wieloetapowa peroksydacja nienasyconych kwasow ttuszczowych wchodzgcych w sktad fosfolipiddw
stanowigcych gtéwny sktadnik bton biologicznych jest jednym z gtéwnych zagrozen, na jakie narazona
jest komorka podczas stresu oksydacyjnego. W nastepstwie tych reakcji wytwarzane sg kolejne formy
krétkozyciowych wolnych rodnikéw (alkilowe i nadtlenkowe) inicjujgce dalsze etapy peroksydaciji. Drugg
grupg produktéw tych przemian sg weglowodory z grupy alkanéw i alkendw, ktérych obecnosé powo-
duje obnizenie ptynnoscii zwiekszenie przepuszczalnosci bton. Szczegdlnie wrazliwym organellum na
ten typ uszkodzen jest mitochondrium, gdyz zaburzenie tarcucha oddechowego prowadzi do spadku
poziomu ATP (adenozyno-5'-trifosforanu) w komérce, a wiec gtéwnego nosnika energii [98].

Uszkodzenia oksydacyjne biatek moga z kolei prowadzi¢ do zaburzen w funkcjonowaniu wielu enzy-
mow i czgsteczek sygnatowych, poprzez modyfikacje grup prostetycznych. Skutkiem tych zmian jest
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spotegowanie efektow stresu oksydacyjnego, poprzez uposledzenie mozliwosci neutralizacji RFT. Jed-
nym z mozliwych skutkow stresu oksydacyjnego jest takze fragmentacja biatek wynikajgcaz fragmen-
tacji tancucha peptydowego lub tworzenia wigzan krzyzowych [99].

W wyniku dziatania reaktywnych form tlenu dochodzi réwniez do uszkodzenia DNA — zaréwno mito-
chondrialnego (mtDNA), jak i jadrowego (nDNA), przy czym uszkodzenia mtDNA przektadajg sie bez-

posrednio na zmiany w nDNA [100].

Biorgc pod uwage to, jak wiele krytycznych dla prawidtowego funkcjonowania komorki zmian moze
powstawac¢ w nastepstwie stresu oksydacyjnego, projektowanie terapii bazujgcych na indukowaniu za-
burzeh réwnowagi redoks wydaje sie by¢ niezwykle interesujgcg koncepcja. Istotng korzyscia jest row-
niez mozliwos¢ uzyskania wysokiej selektywnosci. Wykorzystanie zdolnosci terapeutycznych leku
w zaleznosci od potencjatu oksydacyjnego komorki moze pozwoli¢ na uzyskanie wysokiej aktywnosci
w warunkach wystepujgcych jedynie w cytozolu komérek o podwyzszonym potencjale oksydacyjnym,
réznicujgc tym samym komorki nowotworowe i zdrowe. Wedle tej koncepciji terapeutycznej zaprojekto-
wano i wprowadzono juz do praktyki klinicznej szereg lekéw, inicjujgcych stres oksydacyjny bezposred-
nio lub dziatajgcych jako Swiattouczulacz w terapii fotodynamicznej [97,101]. Gtéwnymi mechanizmami
ich prooksydacyjnego dziatania jest indukowanie zaburzerh w morfologii lub fizjologii mitochondriow,
a takze uszkodzenia retikulum endoplazmatycznego. Najczesciej ten typ leczenia stosowany jest
w przypadku nowotwordw ptuc, aczkolwiek strategia ta pozwala na terapie nowotworéw zlokalizowa-

nych takze w innych narzadach [102].

1.6. Aktywnos¢ biologiczna nanoczastek platyny

Pomimo licznych prac badawczych poswieconych zastosowaniu nanoczastek platyny w terapii no-
wotwordw, ich aktywnos¢ biologiczna oraz mechanizm odpowiedzialny za potencjalne cytotoksyczne
dziatanie wcigz nie zostaty do kohca poznane. Duzy potencjat aplikacyjny tej grupy nanomateriatow jest
istotny szczegodlnie w przypadku nowotwordw o podwyzszonym statusie oksydacyjnym. Zwigkszone
stezenie nadtlenku wodoru, naturalnie wystepujgcego w cytozolu komérek niektorych nowotworow,
czyni je atrakcyjnymcelem dla nanoczgstek platyny — metalu, o doskonale poznanych i szeroko wyko-
rzystywanych wtasciwosciach katalitycznych. Rak watrobowokomorkowy (HCC, ang. hepatocellular car-
cinoma) jest gtéwnym przyktadem nowotworu, w ktérym mikrosrodowisko guza wykazuje wtasciwosci
predysponujgce je do rozwazania terapii ukierunkowanej na TME. Watroba, jak wynika z jej anatomicz-
nej funkciji, jest jednym z narzaddéw o najwyzszej konsumpciji tlenu, co w potgczeniu z nadprodukcjg
H202w przypadku HCC, istotnie wptywa na srodowisko wewnatrzkomorkowe [103]. Innymi przyktadami
sg niektére nowotwory piersiijajnika, jednakze w tych przypadkach jest to cechaindywidualna poszcze-
goélnych typéw nowotworéw [104,105].

Ze wzgledu na katalityczne wiasciwosci platyny, postulowane jest silnie prooksydacyjne dziatanie
nanoczastek tego metalu, lecz mechanizm odpowiedzialny za to zjawisko pozostaje wcigz nieokreslony.
W literaturze proponowane sgdwie koncepcje, roznigce sie miedzy sobg nastepstwami interakcji nano-
czgstek platyny z nadtlenkiem wodoru (rysunek 4).
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Stres oksydacyjny indukowany nanoczgstkami platyny

Brak rozpuszczania Pt Rozpuszczanie Pt
1 pH=z7 pH<7 l
Aktywnos¢ katalazy Aktywnos$¢ peroksydazy
Pt !
2H,0, - 0, + 2H,0
: : v \j
v v Pt 2H,0, + 2e~ = 2:0H + 2HO-
2+ -
Rozktad 0, 04" H;0, — 2-OH P2
F220 e T:2H,0,4 Pt = 2:0H + 2HO" + Pt*

Rysunek 4. Postulowane mechanizmy oddziatywania nanoczastek platyny z nadtlenkiem wodoru w warunkach in vitro.

Jak przedstawiono na rysunku 4, rozpuszczalnos¢ Pt i pH srodowiska sg gtéwnymi czynnikami de-
terminujgcymi nastepstwa oddziatywania nanoczastek platyny z H202. Miara kwasowos$ci i zasadowosci
srodowiska jest istotha w przypadku, gdy nie dochodzi do rozpuszczania nanoczastek. Stres oksyda-
cyjny jestw tym przypadku indukowany poprzez katalityczny rozktad nadtlenku wodoru, bedgcego me-
diatorem réwnowagi redoks w komoérce. W pH > 7, PtNPs moga wykazywa¢ aktywnos¢ zblizong
do enzymu katalazy, a wiec oksydoreduktazy katalizujgcej rozktad nadtlenku wodoru. Dekompozycja
mediatora réwnowagi redoks skutkuje jej zaktoceniem, doprowadzajgc posrednio do wystgpienia stresu
oksydacyjnego. W nizszym pH udowodniono natomiast aktywnosc¢ zblizong do peroksydazy, prowa-
dzaca, poza dekompozycjg nadtlenku wodoru, do endogennego wytwarzania anionorodnika ponadtlen-
kowego (0;), tlenu singletowego (*0,) oraz rodnika hydroksylowego (- OH) o bardzo krétkim czasie
zycia, wynoszgcym in vivo 10 s. Formy te mogg ulegac dalszym reakcjom rodnikowym, a takze bez-
posrednio indukowac¢ stres oksydacyjny [106].

Nieco inaczej wyglada przebieg procesu indukowania stresu oksydacyjnego, gdy nanoczastki platy-
nowe sg elementem dwuelektronowej redukcji nadtlenku wodoru. Produktami tej reakcji redoks — poza
rodnikiem hydroksylowym (- OH) i anionem hydroksylowym OH™~ sg takze kationy Pt2*, co istotnie od-
réznia ten mechanizm od przedstawionego powyzej. Uwalnianie sie kationu platynowego z nanoczastki
wskutek jej rozpuszczania, daje szanse na efektywne przejscie do jadra komoérkowego i bezposrednie
uszkodzenie DNA, poprzez fizyczne zaburzenie jego struktury lub interkalacje [3,107].

Niezaleznie od mechanizmu aktywnosci biologicznej nanoczastek platyny, nie ulega watpliwosciich
prooksydacyjne dziatanie, generujgce w sposéb bezposredni lub posredni stres oksydacyijny. Z punktu
widzenia aplikacji w radiofarmacji, w tym wykorzystania 193m19mpt jako emiteréw elektronéw Augera,
niewatpliwe korzystniejsze bytoby rozpuszczanie nanoczgstek i uwalnianie radioaktywnego kationu
(198m.195mpt2+) " moggcego indukowaé znaczgce uszkodzenia jgdra komérkowego i DNA oraz innych,

waznych dla utrzymania funkcji zyciowych komorki struktur.
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2. Elektrony Augera w nowoczesnej celowanej radioterapii

Elektrony Augera (AE — ang. Auger electrons) nazywane takze Meitner-Auger, sg niskoenergetycz-
nymi elektronami emitowanymi z zewnetrznych powtok elektronowych. Emisja ta nastepuje w wyniku
zapetniania luki na nizszej podpowtoce elektronowej, przez elektron z wyzszej podpowtoki i uwalnianej
w tym procesie energii. Inicjujgce caty proces usuniecie elektronu z nizszej podpowtoki moze nastepo-
wac w wyniku jego wybicia kwantem promieniowania elektromagnetycznego, wychwytu elektronu (ang.
EC — electron capture) lub konwersji wewnetrznej (ang. IC — internal conversion). Wytworzona luka
ulega zapetnieniu przez elektron z wyzszej powtoki, posiadajagcy nizszg energie wigzania. Nadmiar
energii przekazywany jest do elektronu znajdujgcego sie dalej od jadra powodujgc jego wybicie
lub uwalniany jest w postaci emisji charakterystycznego promieniowania X. Obydwa te procesy s3g
wzgledem siebie konkurencyjne (rysunek 5A). W zaleznosci od numeru powtok, ktérych dotyczg opi-
sane przemiany, rozréznia sie przede wszystkim efekt Augera oraz przejscie Costera-Kroniga. Prze-
miana typu super Costera-Kroniga stanowi odmiane Costera-Kroniga zachodzacg dla elektronéw zlo-
kalizowanych w dalszej odlegtosci od jadra atomowego, a wiec na bardziej oddalonych podpowtokach.
Niezaleznie jednak od typu przejscia elektronowego w atomie, wszystkie emitowane elektrony definio-
wane sg jako elektrony Augera (rysunek 5B) [108].

Elektrony Augera charakteryzujg sie bardzo krétkim zasiegiem w tkance wynoszgcym maksymalnie
100 nm. W rzeczywistosci jednak, efektywny obszar ich biologicznego dziatania ograniczony jest do 10-
20 nm, gdyzto w tym obszarze deponujg wiekszos¢ swojej energii. Podczas jednego rozpadu dochodzi
do uwolnienia miedzy 5 a 35 elektronéw o energiach w zakresie od kilku eV do 1 keV. Wysoki wspdt-
czynnik LET (ang. linear energy transfer/liniowy przekaz energii) wynoszacy 4-26 keV/um sprawia, ze
elektrony Augera, podobnie jak czastki a, zdolne sg do indukowania duzych uszkodzen w tkance, jednak
na znacznie mniejszych odlegtosciach w poréwnaniu do czgstek alfa (rysunek 5C i 5D).

Charakterystyka AE sprawia, ze sg doskonatymi kandydatami do prowadzenia terapii matych zmian
nowotworowych, ograniczonych do pojedynczych komdrek. Jest to o tyle istotne, ze obecnie brak jest
skutecznych metod walki z mikroprzerzutami, powaznie utrudniajgcymi proces terapeutyczny
ze wzgledu na rozprzestrzenianie nowotworu czesto w znacznych odlegtosciach od lokalizacji guza
pierwotnego. Wazng zaletg emiterow elektronéw Augera jest réwniez ich znikoma toksycznosc¢ podczas
transportu we krwi lub w stosunku do szpiku kostnego, co minimalizuje czestos¢ wystepowania dziatan
niepozadanych [109].

Gléwnym celem molekularnym przy rozwazaniu terapii Augera jest materiat genetyczny komorki. Za-
sieg elektronéw Augera umozliwia wygenerowanie dwuniciowych uszkodzeh na dystansie kilku nukle-
otydow, co stanowi najefektywniejszy sposdb indukowania Smierci komorki, gidwnie na drodze apoptozy
lub katastrofy mitotycznej.

Oddziatywanie emiterow elektrondw Augera z DNA moze odbywac sie poprzez liczne, bezposrednie
typy oddziatywan, takie jak wigzanie kowalencyjne, interkalacje, interakcje z chromatyng (gtéwnie po-
przez receptory i biatka rusztowania), oraz posrednio, poprzez indukowanie reaktywnych form tlenu
i azotu. Koniecznos¢ precyzyjnego dostarczania radiofarmaceutyku do jgdra komorkowego stanowi

duze wyzwanie i istotnie ogranicza mozliwosci aplikacyjne. Interkalacja do DNA praktycznie wyklucza
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uzycie duzych czgsteczek (np. przeciwciat) jako wektorow. Alternatywnymidla DNA celami molekular-
nymi w przypadku elektronéw Augera jest btona komérkowa i mitochondrium. Dezintegracja btony ko-
moérkowej - poprzez szereg procesow takich jak spadek poziomu ATP, uszkodzenie lizosomow czy
bierny naptyw jonéw. prowadzi do rozpadu komorki, a uposledzenie funkcji mitochondrium zaburza
wiele kluczowych szlakéw sygnatowych [110]. Ponadto, powstajacy po emisji elektrondw Augera wy-
soce dodatni kation, ulega szybkiej neutralizacji poprzez pobranie elektronéw z wody obecnej w cyto-
zolu. Prowadzi to do wtérnego generowania reaktywnych form tlenu moggcych spotegowac dziatanie
terapeutyczne [109,111].

Biologiczne aspekty wykorzystania elektronéw Augera oraz niewielka dostepnos$c¢ radionuklidéw, sg
gtéwnymi ograniczeniami tej terapii. Pomimo tego, terapia elektronami Auger jest jedng z najbardziej
obiecujgcych, czego odzwierciedleniem sgliczne prace badawcze nad udoskonaleniem i wprowadze-

niem do badan tej metody leczenia nowotworéw [112-114].
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Rysunek 5. Charakterystyka elektronéw Augera. Schemat generowania luki elektronowej inicjujgcy emisje elektrondw Au-
gera (A); wykres poziomow energetycznych, na ktérych dochodzi do przemian elektronowych - efekt Augera, przej$cie Costera-
Kroniga i super Costera-Kroniga (B); wykres zmian liniowego przekazu energii elektronéw Augera w funkcji odlegtosci (C);
zasieg w tkance elektronéw Augera w poréwnaniu do emiteréw promieniowania 3 i a (D).
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2.1. Emitery elektronéw Augera o istotnym potencjale terapeutycznym

Efektywnosc¢ terapeutyczna emiteréw elektrondw Augera jest zagadnieniem ztozonym, poniewaz za
dziatanie biologiczne odpowiadajg nie tylko elektrony Augera, lecz takze emitowane podczas rozpaddw
elektrony konwersji. Roznig sie one zdolno$cig penetracji tkanek na wieksze odlegtosci. Liczba elektro-
néw konwersji emitowana podczas tych przemian jest jednak niewielka, co powoduje, ze ogodlny efekt
biologiczny zalezy przede wszystkim od elektronéw Augera, natomiast wptyw elektrondéw konwersji jest
drugorzedny [115].

Innym czynnikiem, o nieco marginalnym znaczeniu, cho¢ mogacym wptywac na efektywnos¢ tera-
peutyczna, jest efekt fotoelektryczny. Jego poboczna rola wynika przede wszystkim z faktu, ze moze on
zachodzi¢ jedynie w Scisle okreslonych sytuacjach, w szczegdlnosci przy immobilizacji radionuklidu na
powierzchni metalu. Jednym z przyktadéw mogg by¢é nanoczastki typu core-shell (rdzen-powtoka),
w ktorych nieradioaktywny rdzen, pokryty jest warstwg metalu bedgcego emiterem elektronéw Augera.
Absorpcja fotonu przez atomy warstwy metalu powoduje wybicie elektronu i generowanie luki, czego
efektem jest jej zapetnianie, podobnie jak w przypadku inicjowania efektu Augera. Dzieki temu mozliwe
jest uzyskanie dodatkowych elektronéw pochodzgcych z powtoki metalicznej nanoczastki [116].

Gtéwnymi czynnikami determinujgcymi mozliwo$¢ wykorzystania emitera elektronéw Augera w tera-
pii sa:

e liczba i energia emitowanych podczas rozpadu elektronow,
e stosunek p/e (foton/elektron) okreslajgcy prawdopodobienstwo emisji elektronéw Augera
wzgledem konkurencyjnej emisji kwantéw promieniowania y i X,
e okres potrozpadu (tie),
e mozliwos¢ produkcji radionuklidu o wysokiej aktywnosci wiasciwej w formie beznosnikowej.
Bazujagc na przedstawionych kryteriach, w tabeli 2 zestawiono radionuklidy o najistotniejszym potencjale

terapeutycznym.

Tabela 2. Wybrane emitery elektronéw Augera o najwiekszym potencjale terapeutycznym [109].

Radionuklid Okres Liczba e na Typ Energiay Produkcja
poétrozpadu rozpad rozpadu [keV]
67Ga 78,3 h 7,03 EC 93, 185, 300 Cyklotron
Generatory:
103mRh 56,11 min b/d IT - 103Ry/103mR,
103pPd/103mRK©
111jn 2,82d 6,05 EC 171, 245 Cyklotron
125] 59,4 d 21,0 EC 36 Cyklotron
193mpt 433d 27,0 IT - Reaktor/cyklotron
195mpt 4,03 d 37,0 IT 98,9 Reaktor/cyklotron
197Hg 64,1 h 23,2 EC 134 Reaktor/cyklotron
197mHg 23,8 h 19,4 IT/EC 77 Reaktor/cyklotron
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EC — electron capture/wychwyt elektronu

IT — isomeric transition/przej$cie izomeryczne

Ze wzgledu na bardzo ograniczong dostepnos$¢ najbardziej obiecujgcych radionuklidéw (193mPt,
195mpt) lub krotki czas potowicznego rozpadu (193mRh), wiekszo$¢ badan pilotazowych nad terapig Au-
gera prowadzona jest z 11n i 1?5], Poza stosunkowo fatwg dostepnoscia tych radionuklidéw o wysokiej
aktywnosci wtasciwej, ich niewatpliwg zaletg jest rowniez tatwos¢ koniugacji z réznymi wektorami. Ind-
111 na +lll stopniu utlenienia tworzy stabilne kompleksy z DTPA (kwas pentetynowy), dzieki czemu
moze by¢ z tatwoscig koniugowany do szeregu nosnikéw lub wektordw, takich jak peptydy czy przeciw-
ciata. Jod-125 natomiast moze byc¢ tatwo i wydajnie wbudowywany w strukture przeciwciat poprzez sub-
stytucje elektrofilowg w aminach I-rzedowych. Mono- lub dipodstawieniu ulega najcze$ciej pierscien
aromatyczny tyrozyny. Radionuklid przytgczany jestw pozycjach orto- i para- wzgledem grupy hydrok-
sylowej, ktora ze wzgledu na obecnos¢ wolnej pary elektronowej petni role aktywatora pierscienia i pod-
stawnika kierujgcego w wymienione pozycje. Pomimo uzyskiwania odpowiedzi na leczenie, czestoistot-
nym problemem jest zbyt niska aktywnos¢ wtasciwa przektadajgca sie nie tylko na ograniczenie efek-
tywnosci dziatania zwigzku, lecz réwniez powodujaca wystepowanie efektéw ubocznych [117-119]. Sto-
sowanie wysokich dawek uniemozliwia dodatkowo towarzyszgca rozpadowi indu-111 emisja kwantow
y o duzej intensywnosci (245,35 keV/94%; 171,28 keV/91%).

Druga grupa badanych klinicznie uktadéw sg zwigzki oddziatujgce bezposrednio z DNA na drodze
interkalaciji lub inkorporacji w jego strukture, znakowane przede wszystkim jodem-125. Radionuklid ten
pojawia sie w wielu rodzajach zwigzkdw wystepujgc w postaci 5-jodo-2’-deoksyurydyny oraz antracyklin.
Pomimo pozadanej, z punktu widzenia terapii Augera lokalizacji w poblizu DNA, obserwowane efekty
terapeutyczne sg dalekie od oczekiwanych, co moze wynika¢ ze stosunkowo niskiej energii elektronow
emitowanych z rozpadu 25| [120].

Publikowane sg réwniez prace z 19mPt w postaci komplekséw cis-platyny i bisfosfonianéw. Mimo
zachecajacych rezultatow otrzymanych w badaniach in vitro i in vivo, toksycznos¢ systemowa cis-pla-
tyny, czy niewystarczajgca aktywnos$c¢ konieczna do badanhn przedklinicznych, stanowig duze wyzwanie
przed rozwijaniem tej strategii terapeutycznej [121-123]. O ile zastosowanie 19°mPt w postaci komplek-
sow radioaktywnej cis-platyny jest mozliwe, o tyle dostepne aktywnosci tego radionuklidu sg zdecydo-
wanie zbyt niskie, by realizowac¢ terapie opartg gtéwnie na dziataniu 1%™Pt. Rola platyny-195m w kom-
pleksach cis-platyny przy aktualnie dostepnych aktywnosciach 1°*™Pt ograniczona jest jedynie do sta-
bego wzmocnienia efektéw terapeutycznych uzyskiwanych od chemoterapeutyku.

Niezwykle ciekawg koncepcje opublikowano niedawno w pracy poswieconej radiobiokoniugatom
161Th (ty2 = 6,65 d) z analogami somatostatyny. Charakterystyka tego radionuklidu zblizona jest do
177Lu, najpopularniejszego radionuklidu terapeutycznego w medycynie nuklearnej. Interesujgca wtasci-
woscig terbu-161 jest emisja elektronéw Augera i konwersji towarzyszaca rozpadowi 37, co pozwala
tagczy¢ dwie strategie terapeutyczne. Przedstawione wyniki badan sg bardzo obiecujgce i prezentujg
znaczaca przewage %1Th nad 77Lu, szczegdlnie w przypadku nieinternalizujgcego liganda DOTA-LM3,
lokalizujgcego sie w btonie komdrkowej. Badania te wykazaty, ze btona komdrkowa podobnie jak DNA
moze by¢ celem dla radiofarmaceutykéw znakowanych emiterami elektrondw Augera. Efekty uzyski-
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wane przy ukierunkowaniu emitera elektronéw Augera na btone komoérkowg sg wedtug autoréw niekto-
rych prac lepsze niz w przypadku lokalizacji radionuklidu wewnatrz komorki, a poza jej jadrem [124,125].
Kaskada elektrondéw Augera oddziatujgc z btong komoérkowa powoduje tworzenie duzych struktur nazy-
wanych raftami lipidowymi. Aktywujg one liczne szlaki sygnatowe prowadzace do generowania reak-
tywnych form tlenu [126]. Obserwujgc réznice in vitro pomiedzy czystym emiterem promieniowania 3
(*"7Lu) a 1%1Th, doskonale widoczna jest rola i potencjat dodatkowo emitowanych elektronéw Augera
i konwersiji. Ze wzgledu na wczesna faze tych testéw, wcigz wymagana jest jednak rozszerzona ewalu-
acja w postaci badan klinicznych[127]. Pokazuje to jednak, jak wazne i potrzebne jest rozwijanie kon-
cepcji terapeutycznych poswieconych nie tylko terapii Augeraw ujeciu indywidualnym, lecz réwniez jako

element terapii kombinowane;j.

2.2. Nanoczastki jak nosniki radionuklidéw - emiteréw elektronéw Augera

Jak opisano w podrozdziale 1.2 jednym z zastosowanh nanoczgstek jest ich uzycie jako radiouczula-
czy lub czynnikéw posredniczacych w generowaniu efektu terapeutycznego na drodze aktywacji ze-
wnetrznym zrédtem energii. Drugim z potencjalnych zastosowan jest wykorzystanie nanoczastek do
dostarczania emiterow elektrondw Augera w postaci radiobiokoniugatéw lub jako nosnikéw radionukli-
déw indukujgcych emisje elektrondéw Augera z powierzchni nanoczastki.

Otrzymywane w licznych publikacjach proste radiofarmaceutyki sktadajgce sie ze skompleksowa-
nego radionuklidu zwigzanego z wektorem sg niezwykle pozadane i czesto stanowig optymalny
z punktu widzenia medycyny nuklearnej uktad. Niestety, w zwigzku z tym, Ze terapia elektronami Augera
wymaga stosowania zdecydowanie wyzszych, niz ma to miejsce dla emiterow a i -, aktywnosci, takie
podejscie nie moze by¢ stosowane. Przebiegajgce z niskg wydajnoscig procesy koniugowania chelatora
z wektorami sg dodatkowo ograniczone ryzykiem uposledzenia aktywnosci biologicznej wektora w przy-
padku zajecia miejsc wigzacych przez czasteczki kompleksu. Oparcie struktury radiofarmaceutyku na
nanoczgstkach jest zatem efektem konieczno$ci poszukiwania alternatywnych metod dla zapewnienia
dostatecznie duzej aktywnosci wtasciwej i wydajnego dostarczania emiterow elektronow Augera w oko-

lice nowotworu.

NOSNIKI ORGANICZNE

Do najwazniejszych grup organicznych nanomateriatow, stanowigcych platformy dla emiteréw elek-
tronéw Augera zaliczane sg dendrymery i liposomy. Dendrymery, ze wzgledu na stopniowy przebieg
procesu syntezy, dajg mozliwos¢ precyzyjnego formowania monodyspersyjnych struktur o scisle zdefi-
niowanym ksztatcie. Obecnos¢ licznych grup peryferyjnych stanowi doskonate miejsce przytgczenia
chelatora, co umozliwia uzyskiwanie wysokich aktywno$ci wtasciwych, czy chemoterapeutykéw, zapew-
niajgc tym samym multimodalne dziatanie. Najwieksze zainteresowanie w pracach badawczych skupia
sie wokdt dendrymerdw poli(amyloamidowych) — PAMAM, koniugowanychz DTPA/DOTA (tetraksetan)
i biatkami (np. awidyng o silnym powinowactwie do biotyny). Cechg wyrdzniajgca te radiobiokoniugaty
sg szacunkowe teoretyczne aktywnosci wtasciwe, przekraczajgce 30 GBqg/ug uzyskiwane dzieki kilku-
dziesieciu (>50) czgsteczkom chelatora w przeliczeniu na jedng nanoczastke [128,129].
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Liposomy uznawane sg za jedne z najlepszych nanomateriatéw dla zastosowan w terapii nowotwo-
row. tatwosé ich syntezy w potgczeniu z mozliwoscig enkapsulacji radionuklidow lub chemoterapeuty-
kéw przyczynia sie do implementowania tych struktur w wiele réznorodnych strategii terapeutycznych.
Zalicza sie do nich na przyktad enkapsulacje daunorubicyny znakowanej %%l dla terapii HER2+ nowo-
tworu piersi. Nowoczesniejsze koncepcje skupiajg sie wokdt uzyskiwania wiekszej kontroli nad selek-
tywnym dostarczaniem i uwalnianiem zawartosci liposomoéw w komaérkach nowotworowych. Elghobary
i wsp. zaprojektowali termoczute liposomy z doxorubicyna znakowang 231, z ktérych kontrolowane uwal-
nianie radiokoniugatu osiggnieto w warunkach podwyzszonej temperatury. Owen i wsp. przedstawili
natomiast koncepcje wykorzystania ultradzwiekéw jako czynnikow posredniczacych w procesie uwal-
niania peptydu hEGF (ang. human epidermal growth factor/ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu)
znakowanego 11In [130-132].

Sposréd nanoczastek pochodzenia organicznego jedng z proponowanych koncepciji sg takze micele
kopolimeréw blokowych (BCM — ang. block copolymer micelles). Sg to struktury o wtasciwosciach am-
fifilowych, sktadajgce sie z hydrofobowego rdzenia otoczonego hydrofilowg korong. Mogg by¢ one sto-
sowane do enkapsulacji radionuklidéw w rdzeniu lub do koniugacji z chelatorami, poprzez elementy
korony. Jednym z uktadéw tego typu, przedstawionych w pracy Hoang i wsp. [133], jest radiobiokoniugat
sktadajgcy sie z radiouczulacza (metotreksatu; 1) umieszczonego wewnatrz rdzenia, radionuklidu 11In
przytgczonego do korony z uzyciem DTPA (2) oraz wektora— trastuzumabu (3), do ktérego przytgczono
dodatkowo (4) peptyd NLS (ang. nuclear localization signal; GYGPKKKRKVGG), dla umozliwienia we-
wnatrzjgdrowej lokalizacji zwigzku. W przedstawionej pracy wykazano synergiczny efekt pochodzacy
od indu-111 oraz metotreksatu, dowodzgc mozliwosci rownoczesnego dostarczania skfadnikéw radio-
farmaceutyku do komorki. Innym przyktadem zwigzkéw projektowanych w bardzo podobnym ujeciu sg
réwniez radiobiokoniugaty oparte na polimerach chelatujgcych metale (MCP — ang. metal chelating
polymers), stosowane w celu zwiekszenia aktywnosci wtasciwej radionuklidu. Osiggane jest to dzieki
zastosowaniu MCP jako czynnika bezposrednio koniugowanego z chelatorem, co umozliwia przytgcza-
nie wiekszej liczby czgsteczek chelatora wzgledem bezposredniej koniugacji z przeciwciatem [134].

Druga kategorig organicznych nanonosnikow wykorzystywanych jako potencjalne radiofarmaceutyki
w terapii Augera sg nanoczgstki oparte na streptawidynie, tetramerycznym biatku o masie molowej wy-
noszgcej okoto 60 kDa [135,136]. Struktury te stanowig najczesciej nosniki dla 11in, 9mTc i 125 ze
wzgledu na fatwos¢ kompleksowania tych radionuklidow. W procesach syntetycznych wykorzystywane
jest silne powinowactwo tego biatka do biotyny, stanowigce jedno z najsilniejszych niekowalencyjnych
oddziatywan w przyrodzie, ze statg dysocjacji wynoszacg 10-14 mol/L. Podobnie jak w przypadku BCM,
nanoczgstki te mogg by¢ dodatkowo funkcjonalizowane wektorem. Innymi przykfadami czagsteczek
wchodzacych w skiad syntetyzowanych radiobiokoniugatéw sg peptydy, umozliwiajgce lokalizacje we-
wnatrzkomorkowg i wewnatrzjgdrowa. Zalicza sie do nich peptyd tat (GRKKRRQRRRPQ) skoniugo-
wany z sekwencjg NLS, a takze oligomery morfoliny zaprojektowane jako czynniki umozliwiajgce inte-
rakcje z DNA i RNA. Pomimo obiecujgcych wstepnych wynikéw in vitro, dalsze badania komoérkowe, jak
réwniez ewaluacja in vivo wykazaty wiele mankamentéw zwigzanych z selektywnos$cig i problematyczng
biodystrybucja.
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Jedng z najnowszych koncepcji sg nanomicele zbudowane z radiouczulacza (chloryna e6) oraz am-
fifilowych polimeréw. Koncepcja ta opiera sie na zwiekszeniu wychwytu radiobiokoniugatu poprzez wy-
korzystanie radiouczulajgcych wiasciwosci chloryny e6 i indukowanych pod wpltywem promieniowania
podczerwonego uszkodzeh naczyn krwionosnych guza. Dzieki wydajnemu uwolnieniu kurkuminy zna-
kowanej 15|, mozliwe jest uzyskanie wysokiej lokalizacji w jadrze komoérkowym bezposrednio przekta-
dajacej sie na wymierne efekty terapeutyczne. Wyniki te, zweryfikowane zaréwno in vitro jak i in vivo,
dostarczyty bardzo obiecujgcych rezultatow, wykazujgc wysokg skutecznos¢ poprzez indukowanie licz-
nych uszkodzen DNA [137].

NOSNIKI NIEORGANICZNE

Nosniki emiteréw elektrondw Augera wykonane z nieorganicznych nanoczgstek stanowig zdecydo-
wanie mniej rozbudowang pod wzgledem réznorodnosci grupe materiatow. Wynika to z faktu, ze kom-
pozyty organiczne ze wzgledu na swojg nature posiadajg wieksze mozliwosci zréznicowania funkcjona-
lizacji. Pomimo tego, duza czesc¢ publikowanych prac badawczych skupia sie na nanoczastkach nieor-
ganicznych, eksponujgc zalety takze tej grupy nanomateriatéw. W tym przypadku wyréznié mozna dwie
zasadnicze grupy — radio(bio)koniugaty oparte na metalicznych nanoczastkach ztota oraz nanomate-
riaty wykonane z tlenku tytanu.

Nanoczgstki ztota o Srednicach rzedu 5-60 nm stosowane sg, podobnie jak ich organiczne odpowied-
niki, gtéwnie jako nosniki dla 1'1In i 125]. Podobienstwa dotyczg nie tylko samych radionuklidéw lecz
réwniez sposobu ich wigczania w strukture radiobiokoniugatu za posrednictwem chelatora (1'1In) lub
radiojodowanych przeciwiciati bezposredniej sorpcji na powierzchni metalu (12%1). Gtéwnymi wektorami
w opisywanych pracach pozostajg czgsteczki ukierunkowane na receptory z grupy naskérkowego czyn-
nika wzrostu takie jak EGFR czy HER2. Problematyczna biodystrybucja skutkujgca tendencijg
do akumulacji w $ledzionie i watrobie wyklucza jednak, pomimo stosowania wektora, podanie syste-
mowe, ograniczajgc tym samym opracowywane strategie do formy nanobrachyterapii [138-140].

Opisujgc zastosowanie nieorganicznych nanoczastek jako nosnikow emiteréw Augera, nalezy
uwzgledni¢ takze ich aplikacje jako materiatéw zdolnych do emisji fotolelektronéw ze swojej po-
wierzchni. Zjawisko to po raz pierwszy opisane zostato przez Pronschinske i wsp. gdy wykazali oni
600% amplifikacje niskoenergetycznych elektronéw w uktadzie 1251-Au, w poréwnaniu do 1251 [141]. Roz-
winiecie tej koncepcji stanowa prace poswiecone immobilizacji 1%°Yb na powierzchni AUNPs i ®°™Tc na
powierzchni nanoczgsteczkowych polimeréw modyfikowanych hafnem. W obydwu przypadkach wyko-
rzystywane jest zjawisko emisji wtornych fotoelektrondéw generowanych na powierzchni metalu, jednak
sg to prace bedgce wcigz na wstepnym etapie realizacji [142,143].

Inng od dotychczas opisywanych koncepciji stosuje sie w przypadku nanoczgstek tlenku tytanu (TiO2).
Wykorzystujgc ich katalityczne wtasciwosci, mozliwe jest zintensyfikowanie wtornej produkcji wolnych
rodnikéw. Elektrony Augera emitowane podczas rozpadu 1251 indukujg redukcije jonéw Ti4* do Ti*. Po-
wstate jony oddziatujg z czgsteczkami wody obecnymi w cytozolu, rozciggajac wigzanie O-H i obnizajgc
tym samym jego energie. Obecne w komdrce promieniowanie y (pochodzacego rowniez z rozpadu 1251)
doprowadza do radiolizy wody skutkujgcej powstawaniem rodnika hydroksylowego. Wstepne badania
przeprowadzone w warunkach in vitroi in vivo wykazaty duzy potencjat tej nowoczesnej koncepcji wy-

korzystania elektronéw Augera w terapii [144].
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2.3. Radionuklidy 193m195m.197pt ‘metody ich produkcji oraz ich wtasciwosci

Sposréd 36 izotopdw platyny, jedynie cztery wykazujg wtasciwosci, pozwalajgce rozwazac ich uzycie
w postaci radiofarmaceutykow terapeutycznych. Metastabilne radionuklidy platyny (19mPt i 1%5mpt) poza
bardzo dobrymi wtasciwosciami jgdrowymi (okres pétrozpadu, dlugozyciowe lub stabilne produkty roz-
padu), posiadajg réwniez szereg cech chemicznych, predysponujgcych je do wykorzystania jako radio-
nuklidy terapeutyczne. Platyna, jako pierwiastek z grupy metali przejsciowych, posiada dobrze poznane
i szeroko wykorzystywane w przemysle wtasciwosci katalityczne [145]. Wysoka i selektywna reaktyw-
no$¢ w srodowisku silnie utleniajgcym moze by¢ elementem strategii walki z niektérymi nowotworami,
charakteryzujgcymi sie okreslonym TME. Dzieki temu, zastosowanie radionuklidéw platyny niesie ze
sobg szereg korzysci, do ktorych zalicza sie:
e terapie skojarzona, tgczacg efekt radio- i chemoterapeutyczny,
e zwiekszong selektywnos$é — katalityczne wtasciwosci platyny aktywowane jedynie w srodo-
wisku utleniajgcym,
e teoretyczng mozliwos¢ obserwacji postepéw leczenia i kumulacji zwigzku w organizmie,
z wykorzystaniem SPECT (Ey = 98,9 keV).

Innymi radionuklidami platyny, ktére moga stanowi¢ alternatywe dla wymienionych wyzej sg 191Pt (t12
=2,83d; EC) i 7Pt (tu2= 19,9 h; B°). Ich wykorzystanie ogranicza sie jednak jedynie do badan podsta-
wowych, ze wzgledu na niski potencjat terapeutyczny niewielkiej liczby elektrondw Augera (191Pt)
lub stosunkowo krotki okres potrozpadu (*°7Pt) i duzg konkurencje lepiej poznanych i scharakteryzowa-
nych emiteréw promieniowania 3.

Pomimo szeregu zalet, gtéwnym czynnikiem ograniczajgcym szerokie zastosowanie 193mPt | 195mpt
jest trudnosc¢ ich produkciji. Przedstawione w tabeli 3 metody produkcji tych radionuklidéw zwigzane sg

z wieloma przeszkodami, ktérych pokonanie jest trudne lub wrecz niemozliwe.

Tabela 3. Metody produkcji **™Pt i 1%mpt,

Tarcza (% L Strumien/ Czas oz
wzbogacenia) Reakcja jadrowa energia aktywacj Aktywnosé
1h 0,06 MBa/pAh

1920s(a,n)195mPt

Cyklotron  1920s (99,65%) Ea=40 — 30 MeV

(01 pA) 10 MBg/uAh
1920s(q,3n)193mPt

192pt (57%) 192Pf(n,y)193mpt 4 x 10 n/cm?2/s 7d 0,06 MBg/mg
194pt (>95%) 194Pt(n,y)195mpt ~1015 nfcm?2/s 8d 21,4 MBg/mg

193]r(n,y)1%4Ir(n,y)
195r(B-)195mPt [~50%)]

Reaktor

193|r (>99%) ~1015 n/cm?/s 7d 0,7 MBg/mg*

*Dane szacunkowe, oparte na obliczeniach, ktére przeprowadzit prof. Ulli Koester (Institute Laue-Langevin
(ILL) w Grenoble)

Metastabilne radionuklidy platyny mogg by¢ otrzymywane zaréwno metodg reaktorows, jak i cyklo-
tronowa. Obydwie drogi produkcji sg jednak w duzej mierze oparte na doniesieniach literaturowych,
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bazujgcych na wtasciwosciach platyny, a takze teoretycznych wariantach i wydajnosciach aktywaciji ma-
teriatéw tarczowych. Praktyczna ewaluacja opisywanych w publikacjach metod utrudniona jest ze
wzgledu na niewielkg dostepnos¢ wymaganych materiatow tarczowych, urzadzen i brak warto$ciowych
danych eksperymentalnych.

Metoda cyklotronowa wymaga uzycia urzgdzen operujgcych wigzkami alfa o wysokich energiach
(Ea =40 — 30 MeV) i tarcz osmowych (**20s) o bardzo wysokim stopniu wzbogacenia (>99%). W efek-
cie aktywacji, zawartos¢ produktéw ubocznych jest na stosunkowo niskim poziomie (5-10%) i stanowig
je gtéwnie 1Pt oraz 195™Pt (w przypadku reakcji a,3n). Z punktu widzenia czysto$ci radiochemicznej nie
jest to wiec problematyczne, gdyz 9Pt moze by¢ réwniez stosowana jako emiter elektronéw Augera.
Rzeczywiste wydajnosci reakcji osiggajg jednak wartosci zdecydowanie ponizej oczekiwanychi wyma-
ganych dla rozwazania zastosowan terapeutycznych ich produktéw. Na drodze do wysokich aktywnosci
wiasciwych stajg niski przekréj czynny dla 1°5mPt (5-10 mb) oraz ograniczona dostepnos¢ cyklotronow
o odpowiednich energiach, co nawet przy wysokim przekroju czynnym dla **3™Pt (1,5 b) nie daje mozli-
wosci wydajnej produkcji tego radionuklidu [146-148]. Niskie aktywnosci wtasciwe stosowane sg do
badan poswieconych radioaktywnej cis-platynie, gdyz w tym przypadku wykorzystuje sie jg gtownie
do znakowania radiofarmaceutykdw platynowych i $ledzenia ich biodystrybucji.

Produkcja reaktorowa 193mpt i 195mPt moze odbywac¢ sie na drodze bezposredniej aktywaciji lub me-
todg posrednia, polegajgcg na dwuetapowej aktywacji tarczy °3Ir [149,150]. W poréwnaniu do metod
cyklotronowych, produkcjaw reaktorach z wykorzystaniem strumieni >10'* n/cm?/s prowadzi do zdecy-
dowanie nizszych aktywnosci wlasciwych oraz licznych, czesto trudnych lub niemozliwych do usuniecia
produktéw ubocznych. Nawet wykorzystanie reaktorow wysokostrumieniowych (>1015n/cm?/s), nie roz-
wigzuje problemu niskich wydajnosci procesu aktywacji. Ponad 200-godzinna aktywacja tarczy (1°4Pt)
0 wzbogaceniu powyzej 95% skutkowata otrzymaniem ,jedynie” 21,4 MBq/mg tarczy [149], co przy bar-
dzo wysokim koszcie (60$/mg) tarczy i znikomej jej dostepnosci, czyni te metode nieoptacalng. Dwue-
tapowa aktywacjatarczy 1%Ir stanowi natomiast jedynie teoretyczng alternatywe dla metody bezposred-
niej. Nieznany i trudny do obliczenia przekrdj czynny, czy praktycznie nierozpuszczalna tarcza irydowa
to gtéwne powody, dla ktérych metoda ta nie jest obecnie rozwijana. Istotnym problemem jest takze
mozliwos$¢ aktywaciji jedynie 1-2 mg tarczy ze wzgledu na duze aktywnos$ci produktéw ubocznych, takich
jak 192194.194am|r - Szczegdlnie aktywnos$é °2Ir w naswietlonej tarczy jest bardzo wysoka, co znacznie
utrudnia jej bezpieczny przeréb. Ponadto, ze wzgledu na przebieg reakcji jadrowych, otrzymywana
w procesie 1%5mpt jest w stosunku ~1:1 z nosnikiem (1%5Pt), co znaczgco obniza jej aktywnos$é wtasciwg
[150]. Obliczenia teoretyczne, ktore przeprowadzit prof. Ulli Koester i wstepne badania aktywacji wska-
zuja, ze aktualnie zastosowanie do terapii radionuklidow 193m195mpt jest praktycznie niemozliwe, gdyz
do terapii jednego pacjenta potrzebne sg pojedyncze dawki rzedu 5-10 GBq (poréwnujgc ze 125|UdR),

nieosiggalne w obecnych warunkach, ze wzgledu na szereg ograniczen technologicznych.

2.4. Radionuklid 12°| w terapii elektronami Augera

Staba dostepno$¢ emiteréw Augera o najbardziej pozgdanych wtasciwosciach sprawia, ze konieczne
jest poszukiwanie alternatywnych rozwigzan, moggcych w przysztosci pozwoli¢ na wprowadzenie tego

typu leczenia do praktyki klinicznej. Jednym z radionukliddw mogacych stanowi¢ substytut m.in.
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193m.195mpt jest jod-125, ktéry moze by¢ wytwarzany metodg reaktorowag na drodze dwoch podobnych
reakcji jgdrowych, réznigcych sie stanem energetycznym produktu posredniego (125Xe):
124%e(n,y) — 2°mXe (28 b; 57s) — 125 oraz 124Xe(n,y) — *?5%9Xe (137 b; 19.9 h) — 25|, Stabg strong tej
drogi wytwarzania jest wysoki przekréj czynny 1251 (900 b), co przy dtuzszej aktywacji prowadzi
do powstania %8| (t12 = 13 d, B), szczegdlnie w przypadku uzycia naturalnej tarczy ksenonowej. W celu
minimalizacji poziomu jodu-126 stosuje sie wzbogacane tarcze ksenonowe, ktérych aktywacja skutkuje
$ladowg zawartoscig 126l lub wydtuzenie chtodzenia tarczy doprowadzajgce do jego rozpadu. W przy-
padku zastosowania w reaktorze naturalnej tarczy ksenonowej cyrkulacja gazu moze by¢ wykorzysty-

wana jako dodatkowa metoda obnizajgca zawartos$¢ 1261 w produkcie.

Najwazniejszymi korzysciami stosowania 23| sa:
e komercyjna dostepnos¢ produktu o wysokiej aktywnosci wtasciwej (>600 GBg/mg),
e niewielka zawarto$¢ zanieczyszczen (1261; 0.005%),
e mozliwos¢ uzyskania dawek terapeutycznych,
e duzo prostszy proces rozdzielania i oczyszczania (wazne szczegolnie w kontekscie bardzo
ograniczonej rozpuszczalnosci platyny i irydu),

e mozliwo$¢ uzyskania wysokiej aktywnosci wtasciwej w koniugatach nanoczgstkowych.

Potencjat terapeutyczny 1251 ze wzgledu na jego wtasciwosci jgdrowe jest mniejszy niz 193m.195mpt,
natomiast, doskonale poznana chemia tego halogenu i wykorzystywanie obecnie radionuklidéw jodu
w procedurach diagnostycznych (SPECT, PET) czynig zasadnym rozwazanie 125] jako radionuklidu

terapeutycznego (tabela 4).

Tabela 4. Poréwnanie wtasciwos$ci radiochemicznych %1, 1¥"pt graz %mpt.

Radionuklid Elektrony Augera Elektrony konwersji
] Srednia energia na ] Srednia energia na
Liczba é/rozpad Liczba é/rozpad
e [keV] é [keV]
125 23.0 0,5 0,9 7,7
193mpt 27,0 0,4 3,0 42,4
195mpt 37,0 0,8 2,8 58,1

Przewidujgc efektywnos¢ terapeutycznag 1251 w poréwnaniu do 193mPt i 195mPt na podstawie ich wtasci-
wosci jadrowych, nalezy spodziewac sie stabszego niz dla platyny efektu terapeutycznego. Oile w przy-
padku elektronéw Augera roznice nie sg drastycznie duze, o tyle w przypadku elektrondw konwersiji
uwidacznia sie mankament tego radionuklidu. Emitowane w mniejszej liczbie i o kilkukrotnie nizszej
energii elektrony konwersji jodu-125 stanowig znacznie mniejszg site razenia w poréwnaniu do obydwu
omawianych radionuklidow platyny. Koncepcja terapeutycznego zastosowania jodu-125 jest szeroko
stosowana i rozwijana w pracach badawczych w postaci réznych radiokoniugatow, np. 25IUdR czy
125]PARPI-01 (nuclear protein Poly (ADP-ribose)-Polymerase 1) [151,152]. Mozliwo$¢ otrzymywania
réznorodnych jodowanych zwigzkéw organicznych jest niewatpliwg zaleta, stanowigcg istotny benefit

wzgledem radionuklidow platyny. Problemem tego typu zwigzkdéw, ukierunkowanych na oddziatywanie
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z DNA (IUdR) lub ingerencje w mechanizmy naprawcze DNA (PARP), jest niska selektywno$¢ powo-
dujgca wystepowanie czestych i intensywnych dziatan niepozadanych.

Jedng z mozliwosci efektywnego dostarczania 251 do komérek nowotworowych jest rozwijana w Pra-
cowni Chemii Radiofarmaceutycznej IChTJ koncepcja immobilizacji ciezkich halogenkow
na powierzchni nanoczagstek metali. Wykorzystujgc ich silne powinowactwo do metali szlachetnych,
mozliwe jest wytworzenie wigzania kowalencyjnego metal-halogenek, o sile wigzania rosngcej w sze-
regu F <Cl < Br < <At [81,82,88,153]. Dotychczas opublikowane prace obejmowaty zastosowanie
nanoczgstek ztota, jako materiatu nosnikowego. Nowg koncepcjg, realizowang w Pracowni jest wyko-
rzystanie nanoczagstek platyny, co pozwolitoby na zaprojektowanie terapii skojarzonej ,chemo-Auger”’
taczacej wysokg selektywno$é nanoczastek platyny, indukujgcych stres oksydacyjny w okreslonym mi-
kro$rodowisku guza, z dziataniem elektrondw Augera. Zaprojektowanie radiokoniugatu majgcego zdol-
nos¢ internalizacji do jadra komorkowego pozwolitoby na selektywne dostarczanie 1251 w poblize mate-
riatu genetycznego. Jedng z mozliwosci efektywnego wprowadzania 1251 do jadra komorkowego jest
desorpcja radionuklidu w srodowisku silnie utleniajgcym. Proces ten jest wysoce prawdopodobny, gdyz
jod invitro ulega szeregowi przemian w obecnosci nadtlenku wodoru, szeroko opisywanychw literaturze
[154,155]. Przedstawione strategie sg szczegdlnie istotne przy rozwazaniu nowotworow o duzej hete-
rogenicznosci i braku dobrze rozpoznanych i zdefiniowanych celéw molekularnych na powierzchni btony
komodrkowej. Dzieki temu, przy braku mozliwosci aktywnego celowania w okreslone biatka transbto-

nowe, powinno by¢é mozliwe uzyskanie wysokiej selektywnosci podczas procesu terapeutycznego.

2.5. Terapia skojarzona

Terapig skojarzong okresla sie procedure leczenia obejmujgcg implementacje roznych strategii tera-
peutycznych dla uzyskania najlepszych efektow w walce z nowotworami ztosliwymi, cechujgcymi sie
zwiekszong proliferacja, pierwotng lub nabytg lekoopornoscia, a takze sktonnoscig do przerzutowania
i wznowy [156]. Klasyczny schemat postepowania w przypadku wdrozenia tej metody leczenia obejmuje

terapie sekwencyjng, rownoczesng i leczenie naprzemienne (rysunek 6).

TERAPIA SKOJARZONA

|
[ ! l

Leczenie sekwencyjne Leczenie rébwnoczesne Leczenie naprzemienne
|
| l ; H
Wstepne Uzupetniajgce R6zne metody leczenia Radioterapia + chemioterapia.
(neoadiuwantowe) (adiuwantowe) stosowane réwnoczesnie.
v v
* Przedoperacyjna * Pooperacyjna
chemioterapia, radioterapia,
« przedoperacyjna s leczenie systemowe
radioterapia, pe napromienianiu
« leczenie systemowe lub resekcji.

(promieniouczulajace).

Rysunek 6. Terapia skojarzona — strategie jej wykorzystywania.
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Terapia skojarzona pozwala na uzyskanie wielu korzySci, wtym celu nadrzednego, jakim jest zwiek-
szenie efektywnosci samego leczenia i dlugoterminowej remisji. Skuteczno$¢ tego schematu wynika
z szeregu czynnikéw, zwigzanych z pokonaniem heterogenicznosci klonalnej tego samego typu nowo-
tworu u réznych pacjentéw i uzyskaniem synergicznego lub addytywnego efektu podawanych lekéw.
Ponadto, kombinacja schematow lekowych jest czesto niezbedna dla umozliwienia wykonania resekcji
chirurgiczneji pozwala znaczgco obnizy¢ dawki poszczegdlnych lekéw, redukujgc tym samym czestosc
i intensywnos¢ dziatan niepozadanych [157,158].

Mnogos¢ zalet, jakie niesie za sobg terapia skojarzona nie jest tozsama z jej doskonatoscig i uniwer-
salnoscia. Istnieje wiele czynnikéw stanowigcych wyzwanie przy wprowadzaniu tego schematu poste-
powania lub jego rozwijaniu. Poza czynnikami biochemicznymi, takimi jak interakcje lekowe i farmako-
kinetyka, wiele nowotwordw wcigz pozbawionych jest skutecznych protokotéw terapeutycznych. Roz-
wazanie terapii skojarzonej jest w takich przypadkach jedynie punktem wyjsciowym do planowania no-
wych strategii leczenia. Pomimo rosngcego postepu w diagnostyce i terapii nowotworéw, wcigz wi-
doczne sg ogromne potrzeby projektowania nowych terapii. Konieczne jest poszukiwanie nowych drog
dostarczania lekéw i wywotywania pozgdanych odpowiedzi na leczenie, nie tylko wykorzystujgc znane
juz farmaceutyki, lecz takze wdrazajgc nowe [159].

Jednym z nowotwordéw, charakteryzujgcych sie wyjatkowo duzg trudnoscig leczenia jest agresywny
i oporny na leczenie rak watrobowokomérkowy. Niejednoznaczne i ukryte objawy przyczyniajg sie
do opdznionej diagnostyki, przez co sam proces leczenia rozpoczynany jest w momencie, gdy nowotwér
osiggaznaczny stopieh zaawansowania. Ponadto, wysoka heterogenicznos¢ guza zwigzana z licznymi
modyfikacjami szlakéw sygnatowych i ztozona patofizjologia, komplikujg nie tylko opracowanie skutecz-
nych strategii terapeutycznych, ale przyczyniajg sie rowniez do utrudnienia wyboru optymalnej sciezki
leczenia [160]. Potrzeba opracowywania nowych terapii wynika ze stosunkowo niskiej skutecznoscisze-
regu terapii, na ktérych opierajg sie obecne protokoty kliniczne obejmujgce dziatanie miejscowe (embo-
lizacja — TACE/TACE-DEB/TARE, ang. transarterial chemo/radioembolization, TACE/TARE; drug elu-
ting beads — DEB), systemowe (chemioterapeutyki) i obejmujgce ukierunkowanie molekularne (gtéwnie
inhibitory kinaz biatkowych, np. sorafenib/Nexavar®), sunitinib/Sutent®) [161,162].

Kierunkiem, ktory wskazywany jest jako kluczowy dla poprawy efektéw leczenia w tak ztozonych no-
wotworach jest multimodalnos¢ stosowanych terapii [163]. Interesujgcg koncepcjg leczenia HCC moze
by¢ wykorzystanie fizjologii guza, ktérego srodowisko, ze wzgledu na jego etymologie i anatomiczng
funkcje watroby, czesto wykazuje wtasciwosci silnie utleniajgce [164,165]. Zaprojektowanie leku niejako
aktywujgcego swoje dziatanie w $cisle okreslonych warunkach, daje unikalng okazje uzyskania wysokiej
selektywnosci, a potgczenie dwdch lub wiecej mozliwosci indukowania $mierci komorki, pozwala spo-
dziewac¢ sie wysokiej skutecznosci terapeutycznej. Przyktadem tego jest badana w ramach niniejszej
pracy koncepcja ,chemo-Auger” terapii, fgczgcej chemotoksycznos¢ indukowang nanoczgstkami pla-
tyny z radiotoksycznoscig emitera elektronéw Augera, selektywnie indukowanych jedynie

w Srodowisku komadrek docelowych.
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CZESC DOSWIADCZALNA
3. Wykorzystywane odczynniki
3.1. Odczynniki chemiczne

e Merck & Co., Inc. (Kenilworth, NJ, USA):

Kwas chloroplatynowy (H2PtCls-6H20); kwas chloroztotowy (H2AuCls-3H20 ); heksachloroplatynian
sodu (Na2PtCle-H20); chlorek platyny (1) (PtClz); rodizonian sodu 97% (CsNa20s); weglan sodu
(Na2COg); wodoroweglan sodu (NaHCOs); chlorek sodu (NaCl); wodorotlenek sodu (NaOH);
wodorotlenek potasu (KOH); kwas solny (HCI); kwas askorbinowy (CsHsOs); heterobifukncyjny
poli(tlenek etylenu) (HS-PEG-COOH, 5 kDa); N-acetylo-L-cysteina (NAC); nadtlenek wodoru 30%
(H202); L-glutation zredukowany (GSH); L-sulfoksymina butioniny (L-BSO); albumina surowicy bydlecej
(BSA); N-etylomaleimid (NEM); kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA); triton X-100; kwas fosforowy
(H3POs); ditionin sodu (Na204Sz); o-ftalaldehyd (OPA); alkohol metylowy i etylowy (MeOH/EtOH); kwas
trichlorocotowy (TCA).

e Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, USA):

Chlorometylowa pochodna fluoresceiny H.DCFDA (CM-H2DCFDA); annexin-V FITC z buforem do
koniugaciji; jodogen (1,3,4,6-tetrachloro-3R,6R-diphenylglycouril); Pierce™ BCA Protein Assay Kit;
hoechst 33258, jodek propidyny (C27Hzal2Na4), przeciwciato anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139), klon
JBW301; przeciwciato anti-Mouse IgG (H+L) skoniugowane z barwnikiem CF™ 633; staurosporyna; sol
fizjologiczna buforowana trisem (TBS); Tween 20.

e Pozostate:

Kwas dietylenotriaminepentaoctowy (DTPA) - ChemaTech (Dijon, Francja); Orthopyridyldisulfide-pol-
yethyleneglycol-succinimidyl carboxymethyl ester (OPSS-PEG-NHS, 5 kDa) - Creative PEGworks
(Chapel Hill, NC, USA). Trastuzumab wyizolowano z komercyjnie dostepnych lekéw: Herceptin® (Roche
Pharmaceuticals, Basel, Szwajcaria), Ogivri® (Mylan Pharmaceuticals, Morgantown, WV, USA) oraz
Kanjinti® (Amgen, Center Drive Thousand Oaks, CA, USA) z uzyciem koncentratoréw wiréwkowych Vi-
vaspin o odcieciu membrany 50 kDa (Sartorius, Goettingen, Niemcy). Koniugat SP94-DOTA zakupiono
z firmy CASLO ApS (Kongens Lyngby, Dania).

3.2. Odczynniki biologiczne

e Biological Industries (Beth Haemek, Izrael)

Media hodowlane: EMEM; DMEM, McCoy’s 5A; trypsyna EDTA roztwér C; woda komérkowa; sal
fizjologiczna buforowana fosforanami bez jonéw magnezu i wapnia (PBS); barwnik Trypan Blue;
surowica ptodu cielat (FBS); penicylina-streptomycyna (penicylina 10000 jedn./ml, streptomycyna 10
mg/ml).
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e Pozostate:

CellTiter96® AQueous One Solution Reagent (odczynnik MTS) - Promega (Mannheim, Niemcy). Linie
komérkowe: HepG2, SKOV-3, HeLa, MDA-MB-231, BT-474 zakupiono z American Type Tissue Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) i hodowano zgodnie z protokotem rekomendowanym przez pro-

ducenta.

Wszystkie roztwory przygotowywano z uzyciem wody dejonizowanej o opornosci 18.2 MQ-cm (Hy-
drolab, Straszyn, Polska). Wymienione odczynniki — o ile nie opisano inaczej — byty jakoscicz.d.a (czy-

sty do analizy) i uzywano ich bez dodatkowego oczyszczania.

4. Techniki i aparatura pomiarowa
4.1. Dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS)

Zjawisko dynamicznego rozpraszania swiatta (ang. DLS - dynamic light scattering) zostato wykorzy-
stane do wstepnej charakterystyki zsyntetyzowanych nanoczastek oraz ich dalszych modyfikacji. Ana-
lizowano $rednice hydrodynamiczng oraz potencjat zeta (), pozwalajgce okresli¢ rozmiar nanoczastek
w roztworze, $ledzi¢ postepy reakcji oraz oceni¢ stabilno$é otrzymanych koloidéw. Kazdorazowo,
probke rozcienczano 1:10 wodg dejonizowang i umieszczano w U-ksztattnej kapilarnej celce pomiaro-
wej (DTS 1070, Malvern, Wielka Brytania). W badaniach stabilno$ci, pomiary przeprowadzono dodat-
kowo w roztworach soli fizjologicznej oraz PBS i tych mediéw uzywano do rozcienczania analizowane;j

probki. Do badan wykorzystano aparat Zetasizer NanoZS firmy Malvern (Malvern, Wielka Brytania).

4.2. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)/transmisyjna mikroskopia elek-
tronowa wysokiej rozdzielczosci (HR-TEM)

Obrazowanie z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej miato na celu zmierzenie roz-
miaru nanoczastek oraz potwierdzenie sferycznego ksztattu zsyntetyzowanych nanoczastek. Ponadto
technika ta charakteryzuje sie wiekszg doktadnos$cig pomiaru, dzieki czemu mozliwe byto okreslenie
precyzyjnej srednicy nanoczgstkowego rdzenia bez uwzglednienia wptywu na jego wartosé czynnikéw
stabilizujgcych.

Wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia elektronowa z mapowaniem powierzchni zostata wy-
korzystana do obrazowania rozmieszenia atoméw platyny na powierzchni nanoczastki typu core-shell.
Ze wzgledu na potencjalne zastosowanie tego rodzaju nanomateriatu do terapii elektronami Augera,
istotnym aspektem byto uzyskanie jednorodnej warstwy platyny na powierzchni zewnetrznej nano-
czgstki ztota. HR-TEM umozliwit zaobserwowanie depozycji na poziomie pojedynczych atomow, dzieki
czemu potwierdzono uzyskanie oczekiwanego efektu syntezy.

Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopéw TEM - Zeiss Libra 120 Plus (Jena, Niemcy)
oraz HR-TEM - TALOS F200X (ThermoFisher, Madison, WI, USA). Prébki (3-5 L) rozcienczone

w 1 mL wody nanoszono na standardowo wykorzystywane siatki miedziane.
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4.3. Techniki spektroskopowe — UV-Vis, spektrofluorymetria

Spektroskopia UV-Vis wykorzystywana byta do posredniego potwierdzenia rozmiaru syntetyzowa-
nych nanoczastek. W zaleznosci od $rednicy nanoczastek maksimum absorpcji przesuwa sie
w kierunku wyzszych dtugosci fal w zakresie 510-560 nm. W celu rejestracji widma nanoczastki roz-
cienczano 1:10 woda dejonizowano i umieszczano w kuwecie pomiarowe;.

Pomiar absorbanc;ji dla A = 280 nm wykorzystano przy oznaczaniu stezenia oczyszczanego przeciw-
ciata monoklonalnego (trastuzumabu). Do obliczern wykorzystano wartos¢ molowego wspotczynnika
ekstynkcji (€) 225000 M-1cm-1[166]. Wszystkie analizy przeprowadzono w kuwetach o objetosci 1 mL
z wykorzystaniem aparatu Evolution 600 (ThermoFisher, Madison, WI, USA).

Pomiary spektroskopowe wykorzystano takze podczas badan in vitro. Analiza spektrofotometryczna
umozliwita ocene cytotoksycznosci z wykorzystaniem testu MTS poprzez rejestracje absorbanciji przy
dtugosci fali A = 490 nm (Berthold LB913, Bad Wildbad, Niemcy). Podczas detekciji stresu oksydacyj-
nego stosowano natomiast fluorescencyjne pomiary sondy CM-H>DCFDA (ThermoFisher, Madison, WI,
USA) 0 Aex~ 495 nm i Aem~ 525 nm. Do tych pomiaréw wykorzystano aparat Berthold Tristar 3 (Bad
Wildbad, Niemcy).

4.4. Mikroskopia konfokalna i fluorescencyjna

Mikroskopie konfokalng wykorzystano do obrazowania kumulacji nanoczgstek i ich biokoniugatow
w komodrkach nowotworowych. W tym celu poza obrazowaniem barwnikéw fluorescencyjnych (FITC —
Aem = 525 nm oraz Hoechst 33258 — Aem = 460 nm) wykonano réwniez zdjecia technikg jasnego pola.
Dzieki temu mozliwa byta wizualizacja zaréwno fluorescencyjnych sktadnikéw biokoniugatu i jadra ko-
morkowego, a takze samych nanoczagstek, ktérych metaliczny charakter powodowat punktowe przysta-
nianie Swiatta padajgcego. Ponadto, mikroskopie konfokalng wykorzystano przy obrazowaniu podwoj-
nie niciowych peknie¢ DNA (CF633 — Aem = 650 nm). Obrazowanie przeprowadzono z uzyciem mikro-
skopow Zeiss LSMB00 (Jena, Niemcy) oraz Olympus FV-1000 (Tokio, Japonia).

Obrazowanie fluorescencyjne zostato wykorzystane do wizualizacji cytotoksycznego dziatania otrzy-
manych koniugatéw na tréjwymiarowe modele guza (sferoidy). W tym celu, stosujagc barwniki fluore-
scencyjne, wizualizowano wszystkie komorki wehodzgce w sktad sferoidu (hoechst 33258) oraz ko-
morki, ktére wykazywaty wtasciwosci apoptotyczne i nekrotyczne (jodek propidyny - Aem = 617 nm).
Do wizualizacji barwnikéw fluorescencyjnych i samych steroidéw wykorzystano mikroskop Zeiss
AxioVert A.1 (Jena, Niemcy).

4.5. Cytometria przeptywowa

Wykorzystanie cytometrii przeptywowej pozwolito na doktadne okreslenie cytotoksycznego dziatania
zsyntetyzowanych koniugatéw na komérki nowotworowe. Dzigki zastosowaniu tej techniki mozliwe byto
rozroznienie populacji komodrek zywych oraz bedgcych w stanie wczesnej/pdznej apoptozy i nekrozy.
Dostarczyto to wielu istotnych informacji odnosnie tempa indukowanych nanoczgstkami zmian oraz ich
mechanizmu. Ponadto, ocenie poddano réwniez faze cyklu komérkowego, w jakiej nastgpito jego za-

trzymanie, jako bezposredni efekt toksycznego dziatania badanych zwigzkéw. W tym celu wykorzystano
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skoniugowang z FITC aneksyne-V, jako zwigzek selektywnie wigzacy sie z fosfatydyloseryng — transbto-
nowym markerem apoptozy, oraz jodek propidyny — interkalujgcy do DNA komdrek apoptotycznych
i nekrotycznych. Analizy przeprowadzono z uzyciem cytometru BD FACSCelesta (East Rutherford, NJ,
USA).

5. Metodyka przeprowadzonych badan
5.1. Otrzymywanie radionuklidow 1°°™197pt graz 125131

Radionuklidy jodu w postaci beznosnikowej otrzymano z O$rodka Radioizotopéw POLATOM
w Swierku. Aktywnos$é wrasciwa dostarczonych izotopéw wynosita >600 GBg/mg (1251) oraz >550
GBg/mg (*311), a ich posta¢ chemiczna to wodny roztwér jodku sodu o pH 10-12 ustalonym przy uzyciu
NaOH (*231) lub buforu weglanowego (3). Czystos¢ radionuklidowa wedtug informacji producenta wy-
nosita >99%.

Lutet-177 (POLATOM, Swierk) uzyty zostat w badaniach powinowactwa receptorowego peptydu
SP94 skoniugowanego z chelatorem DOTA (SP94-DOTA. Chlorek lutetu (1"’LuCls) o aktywnosci wia-
Sciwej >350 GBg/mg Lu przygotowano w postaci roztworu w 0,04M HCI. Czystos$¢ radionuklidowa pre-
paratu wedtug charakterystyki producenta byta na poziomie >99,97%.

Do produkcji 1¥5m™Pt wykorzystano dwuetapowg reakcje neutronowej aktywacji tarczy irydowe;j:
193]r(n,y)— 194Ir(n,y)— 1%Ir(B-)—19mPt (50%). W tym celu odwazono 1 mg tarczy %Ir o wzbogaceniu
99,46% (*°1Ir 0.54%) (Isoflex, San Francisco, CA, USA) i umieszczono w kwarcowej fiolce. Tarcze ak-
tywowano w reaktorze Maria przez 1 h (104 n/cm?/s), a nastepnie schtadzano przez 24 godziny. Bez-
posrednio po otrzymaniu tarczy zmierzono jej aktywnos¢ i po przeniesieniu do probowki zarejestrowano
widmo y, by potwierdzi¢ powstanie pozadanego produktu, wykry¢ rodzaj i liczbe produktéw ubocznych
oraz okresli¢ ich aktywnos$¢. Proces rozpuszczania tarczy przeprowadzono wedtug metody opublikowa-
nej przez Hodgsona i wsp. [167,168] z nieznacznymi modyfikacjami okreslonymipodczas optymalizaciji
procesu na nieradioaktywnym materiale. Materiat przeniesiono do teflonowego wktadu a nastepnie kil-
kukrotnie przeptukano kwarcowg fiolke stezonym HCI, w celu zminimalizowania strat materiatu. Uzywa-
jac miernika aktywnos$ci Biodex AtomLab 500 (Biodex Medical Systems, Shirley, NY, USA) zmierzono
aktywnos¢ fiolki, po czym do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 4 mL HCls.. dodano 4 mL 30% H20-.
Wktad umieszczono w reaktorze wysokocisnieniowym Berghof Products+Instruments GmbH (Eningen
unter Achalm, Niemcy) i mieszajgc z szybkoscig 800 rpm przez 4 h prowadzono reakcje w temperaturze
220°C. Nastepnie, uktad reakcyjny schtadzano przez catg noc. Kolejnego dnia wyjeto naczynie teflo-
nowe i rozdzielono frakcje rozpuszczong (zielononiebieski roztwdr) od statej pozostatosci
w formie zielono-brgzowego wilgotnego osadu o duzej gestosci. Aktywnos¢ roztworu zmierzono na
mierniku aktywnosci, okreslajac procent materiatu tarczowego jaki ulegt rozpuszczeniu i zarejestrowano
widmo y w celu identyfikacji obecnych we wskazanej frakcji radionuklidow.

W zwigzku z wysokim kosztem i brakiem mozliwosci wykorzystania tarczy wzbogaconej, platyne-197
otrzymano poprzez aktywacje naturalnej tarczy platynowej ("aPtClz). Sktad izotopowy tego materiatu
obejmuje: 192Pt (0,78%); 1°4Pt (33%); 195Pt (34%); 1°6Pt (25%) oraz 1°8Pt (7%) [169]. Do aktywacji odwa-
zono 100 mg PtClI2 i umieszczono w fiolce kwarcowej. Tarcze aktywowano przez 4 h strumieniem neu-

tronéw termicznych (1014 n/cm?/s), a nastepnie schtadzano przez 6 h. Materiat przeniesiono do fiolki
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szklanej mierzac straty poniesione na tym etapie poprzez pomiar aktywnosci obydwu frakciji
i zarejestrowano widmo y, w celu okreslenia procentowej zawarto$ci poszczegolnych izotopdw platyny.
Tarcze rozpuszczano dodajgc przez ok. 5 h naprzemiennie HCls:. oraz 30% H202 porcjami po 250 L
i odparowujgc do pozostawienia niewielkiej ilosci roztworu na dnie naczynka w temperaturze 120°C.
Po catkowitym rozpuszczeniu tarczy roztwér odparowano i dodawano trzykrotnie 0,1 M HCI kazdora-
zowo odparowujgc i nie dopuszczajgc do catkowitego wysuszenia materiatu. Nastepnie dodawano trzy-
krotnie H20 i odparowano, ostatecznie zawieszajac produkt w 0,01 M HCI. Po zakonczeniu procesu
zmierzono aktywnosc¢ roztworu przenoszac go do nowej fiolki co pozwolito na okreslenie strat podczas
rozpuszczania. Na podstawie wydajnosci okreslono zawarto$¢ poszczegdlnych radionuklidéw platyny
w fiolce. W pomiarach wykorzystano piki y o energii 77,35 keV (17%) oraz 191,44 keV (3,7%) — 197Pt;
98,8 keV (11%) — 95mPt. Analizy przeprowadzono na urzadzeniu GENIE 2000 (Canberra Industries,
Meriden, CT, USA).

5.2. Znakowanie peptydu SP94-DOTA

Znakowanie peptydu SP94 z chelatorem DOTA przeprowadzono wedtug standardowej procedury,
dla tego typu kompleksoéw [170]. Do 15 nmol roztworu SP94-DOTA (2 mg/mL) w wodzie dejonizowanej
dodano 10-15 MBq "7LuCls i uzupetniono do objetosci 250 pL 0,2 M buforem octanowym o pH~4,5.
Mieszanine ogrzewano przez 30 min w temperaturze 95°C. Po zakonczeniu reakcji i schtodzeniu probki
do temperatury pokojowej okreslono wydajno$¢ reakcji znakowania. W tym celu 1 pyL roztworu nanie-
siono na paski z widékna szklanego impregnowane zelem krzemionkowym (Agilent, Santa Clara, CA,
USA) i rozwijano stosujgc 0,2 M bufor cytrynianowy (pH~5,0) jako faze ruchoma. Sygnat od wyznako-

wanego peptydu pozostawat na dole paska, natomiast wolny 177Lu migrowat z czotem rozpuszczalnika.

5.3. Synteza nanoczastek

Schemat postepowania przy syntezie nanoczastek przedstawiono na rysunku 7.
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Rysunek 7. Schemat syntezy AuNPs, Au@Pt oraz PtNPs.
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5.3.1. AuNPs

Synteze nanoczagstek ztota o $rednicy 30 nm przeprowadzono metodg Turkevicha, polegajacg na
redukcji jondw Aus* przy uzyciu cytrynianu sodu [171]. W tym celu 4,95 mg HAuCls-3H20 i rozpuszczono
w 50 mL wody dejonizowanej. Nastepnie, roztwor alkalizowano 0,1 M NaOH do uzyskania pH 3,5 - 6,0.
Odczyn roztworu kazdorazowo sprawdzano poprzez naniesienie niewielkiej objetosci mieszaniny na
papierek wskaznikowy. Przeprowadzenie syntezy w roznych warunkach pH umozliwito zoptymalizowa-
nie parametrow reakcji, do uzyskania pozgdanej srednicy nanoczastek ztota (30 nm), gdyz pH jest gtow-
nym czynnikiem determinujgcym srednice nanoczastek [172]. Tak przygotowang mieszaning przenie-
siono do okragtodennej kolby dwuszyjnej, podtgczono do chtodnicy zwrotnej i umieszczono na miesza-
dle magnetycznym. Po 30 min ogrzewania w temperaturze 95°C i mieszania z szybkoscig 600 rpm, do
roztworu dodano 170 pL 340 mM NasCt-2H20 jako czynnik redukujacy i stabilizujacy. Synteze prowa-
dzono w niezmienionych warunkach przez 3,5 h obserwujgc po okoto 45 minutach zmiane zabarwienia
roztworu z z6ttego na czerwony i jasnorézowy, w zalezno$ci od srednicy powstajgcych nanoczastek. Im
mniejszy rozmiar nanoczgstek, tymich barwa zbliza sie do koloru bordowego, natomiast wraz ze wzro-
stem srednicy kolor nanoczgstek zmienia sie od czerwonego przez jasnorézowy do odcieni fioletowego,
charakterystycznych dla duzych nanoczgstek. Po zakoriczeniu reakcji roztwér ochtodzono do tempera-
tury pokojowej. Do analizy DLS i UV-Vis pobrano 3 probki o objetosci 1 mL i przygotowano je do pomiaru
zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 5. Mieszanine reakcyjng przeniesiono do szklanej kolby
stozkowej z korkiem szklanym i po okryciu folig aluminiowg przechowywano w temperaturze 4°C.
Nanoczgstki metali szlachetnych charakteryzujg sie sSwiattoczutoscia, w zwigzku z czym ich przechowy-
wanie wymaga ostaniania mieszaniny materiatem nieprzepuszczalnym dla $wiatfa.

Stezenie nanoczastek ztota w mieszaninie obliczano zaktadajgc ich sferyczny ksztatt. Do obliczen

wykorzystano mase ziota uzytego do reakcji oraz srednice uzyskang z analizy TEM (rysunek 8).

* Objetos¢ jednej nanoczastki ziota (1): M
d=30nm;r=15nm
Pan = 19,30 % = Liczba nanoczastek w roztworze:
4 -
Vawnp = 37r° = 141 - 1077 cm? Npso B)_ 2475:10°g
i . T @3)T 273-10 g7 7
= Masa wszystkich nanoczastek w roztworze (2):
9,07 - 10*?
4,95 mg HAUCI4-3H,0 — 2,475 mg Au = 2,475 - 10 % g Au NPs/mL = SR = 1,79 - 10t
= Masa jednej nanoczastki w roztworze (3):
v L An=17 3 . g _ . 1n-16
m=V-p=141- 107" cm® - 19,30 pow 2,73 - 10 g

Rysunek 8. Metodyka obliczenia stezenia AUNPs w roztworze.

5.3.2. Au@Pt

Bazujac na wynikach optymalizacji syntezy AuNPs, do dalszych prac zdecydowano sie wykorzystac¢
reakcje prowadzong w pH 4,5. (dodajac do roztworu 400 uL 0,1 M NaOH). W celu pokrycia nanoczastek
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ztota platyng wykorzystano prekursor w postaci Na2PtCls6H-0, ze wzgledu na jego dobrg rozpuszczal-
nos¢ w wodzie. Przebieg reakcji opracowano na podstawie pracy [173]. Kluczowym
z punktu widzenia dalszego zastosowania w terapii Augera aspektem tej syntezy byto uzyskanie sto-
sunkowo jednorodnej warstwy platyny i unikniecie lokalnej, wyspowej lokalizacji atoméw Pt.

Do syntezy kazdorazowo uzywano 32 mL roztworu nanoczgstek ztota. Wstepny etap reakciji polegat
na ogrzaniu mieszaniny umieszczonej w dwuszyjnej kolbie okraggtodennej i podigczonej do chiodnicy
zwrotnej (10 min, 90°C, 280 rpm). Roztwér prekursora platynowego przygotowano rozpuszczajgc od-
powiednig ilos¢ NazPtCle-6H20O w wodzie dejonizowanej do uzyskania stezenia 0,001 M. Podczas opty-
malizacji procesu synteze przeprowadzono dodajgc do mieszaniny 0,24 — 4,30 mg soli, co przektadato
sie na zakres 0,08 — 1,49 mg Pt. W celu uzyskania homogenicznego rozktadu atoméw Pt na powierzchni
AuNPs roztwor prekursora Pt wprowadzano do mieszaniny reakcyjnej etapowo w czterech jednakowych
porcjach podawanych w 15-minutowych interwatach czasowych. Po wprowadzeniu ostatniej porciji
NazPtCls-6H20 obserwowano zmiane zabarwienia roztworu z czerwonej na odcienie koloru szaronie-
bieskiego, o intensywnosci rosngcej wraz ze wzrostem ilosci soli uzytej do reakcji. Jako czynnik redu-
kujacy i stabilizujgcy wykorzystano w tej syntezie roztwor kwasu askorbinowego w wodzie dejonizowa-
nej (0,004 M, 28 mg, 40 mL). Reduktor wprowadzano do mieszaniny reakcyjnej w postaci 8 jednako-
wych porcji w 30-minutowych odstepach czasowych. Pierwsza porcja prekursora i reduktora kazdora-
zowo podawana byta w tym samym czasie (po 10 min ogrzewania wstepnego), przy czym prekursor
zawsze podany byt jako pierwszy. Po dodaniu ostatniej porcji reduktora, synteze kontynuowano przez
30 minw niezmienionych warunkach (90°C, 280 rpm). Po zakonczeniu reakcji i ochtodzeniu mieszaniny
do temperatury pokojowej postepowano analogicznie jak z nanoczastkami ztota. Ponadto, w celu okre-
Slenia wydajnosci depozyciji Pt na powierzchni AuNPs, zkazdej syntezy pobrano trzykrotnie 1-mililitrowe
probki, i zwirowano na wiréwce Eppendorf MiniSpin (Hamburg, Niemcy) w celu oddzielenia superna-
tantu (roztworu znajdujgcego sie nad nanoczgstkowym pelletem) zawierajgcego niezwigzang z nano-
czgstkami platyne. Do procesu rozdziatu zastosowano 10-minutowe wirowanie z predkoscig 10 000
rpom. Nastepnie zawarto$¢ platyny w supernatancie zmierzono z wykorzystaniem techniki ICP-MS
(spektrometria mas z plazmg wzbudzang indukcyjnie). Analize przeprowadzono na spektrometrze
ELAN DRC Il (PerkinElemer, Waltham, MA, USA) dostepnym w Laboratorium Jadrowych Technik Ana-
litycznych IChTJ. W ten sam sposdb przygotowano prébki do obrazowania HR-TEM.

Stezenie nanoczgstek Au@Pt w mieszaninie odpowiadato liczbie AuNPs uzytych do reakciji.
5.3.3. PtNPs

Synteze nanoczastek platyny o srednicy 2 nm przeprowadzono zgodnie z metodg opisang przez
Islamai wsp. [174], modyfikujgc juz na etapie poczatkowym stezenie platyny, zwiekszajac je 10-krotnie.
Dzieki temu uzyskano produkt o wysokim stezeniu nanoczgstek w 1 mL, co byto istotne z punktu widze-
nia planowanego wykorzystania nanoczastek w badaniach in vitro. Do syntezy uzyto 19,51 mg Pt
w formie Hz2PtCle-6H20 (51,7 mg w 20 mL wody dejonizowanej) do uzyskania stezenia 5 mM. Roztwor
umieszczono w dwuszyjnej kolbie okragtodennej i po podtaczeniu do chtodnicy zwrotnej mieszano
(1000 rpm) na mieszadle magnetycznym przez 30 min w temperaturze 100°C. Nastepnie, do miesza-
niny reakcyjnej dodano czynnik redukujgcy CeNa20e (83 mg, 48,5 mM) zachowujgc stosunek molowy

CsNa206/Pt = 3.88 [174]. Reakcje prowadzono w niezmienionych warunkach przez 20 min, obserwujgc
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zmiane zabarwienia z z6ttego na brgzowy po okoto 5 minutach od dodania czynnika redukujgcego. Po
zakonczeniu syntezy mieszanine ochtodzono do temperatury pokojowej. Nastepnie pobrano trzy probki
0 objetosci 0,5 mL do analizy TEM. W tym celu dokonano wstepnego oczyszczenia produktu poprzez
umieszczenie na koncentratorach wiréwkowych Vivaspin o odcieciu membrany 3 kDa. Probke wirowano
przez 20 min z szybkoscig 13400 rpm, a nastepnie dwukrotnie przeptukano woda dejonizowang. Osta-
tecznie nanoczastki zdjeto z membrany 500 uL wody dejonizowanej i przekazano do analizy mikrosko-
powej. Stezenie nanoczastek PtNPs w mieszaninie obliczano zaktadajac ich sferyczny ksztatt (rysunek
9).

= Objetos¢ jednej nanoczastki platyny (1): M
d=2nm;r=1nm
ppe = 21,45 Lg = Liczba nanoczastek w roztworze:
cm
4 _
% ==mr®= 419 - 1072 cm? 2 19,51 -1073
PNET 3 Nps= Do 1991109y yp g
P (3) 8991020 g
= Masa wszystkich nanoczastek w roztworze (2):
s NPs 2,17 - 107 2 75 . 1011
51,7 mg HoPtClg-6H,0 — 19,51 mg Pt= 19,51 - 107° g Pt mL - BmL
= Masa jednej nanoczastki w roztworze (3):
m=V-p= 419 - 1072 em? - 21,45 C;"?: 8991020 g

Rysunek 9. Metodyka obliczenia stezenia PtNPs w roztworze.

5.3.4. Au@97Pt oraz °7PtNPs

Synteze radioaktywnych nanoczastek przeprowadzono postepujgc zgodnie z procedurg opisang dla
zwigzkéw nieradioaktywnych. Na podstawie wydajnosci aktywacji okreslono zawartos¢ masowa platyny
w fiolce i przeprowadzono synteze nanoczgstek zgodnie z opisem w punktach 5.3.2 oraz 5.3.3. Wydaj-
nos¢ depozycji Pt na powierzchni nanoczgstek ztota zweryfikowano postepujgc analogicznie jak opi-
sano w punkcie 5.3.2, przy czym analize ICP-MS zastgpiono detekcjag radiometryczng, w celu uzyskania
danych poréwnawczych.

5.4. Modyfikacja powierzchni otrzymanych nanomateriatéw
5.4.1. PEG-owanie

W celu zwigkszenia stabilnosci otrzymanych nanoczgstek do ich powierzchni przytgczono heterobi-
funcyjny poli(tlenek etylenu) o sredniej masie molowej wynoszgcej 5000 Da. Obecna na jednym korcu
grupa tiolowa (-SH) umozliwita wytworzenie kowalencyjnego wigzania metal-siarka, co zapewnito tatwe
przytgczenie polimeru do powierzchni nanoczgstki. Grupa karboksylowa znajdujgca sie na drugim
koncutancucha umozliwita potencjalne wykorzystanie do koniugacji z przeciwciatem, poprzez aktywacje
do estru aktywnego. Do stabilizacji przygotowano w wodzie dejonizowanej roztwory PEG o stezeniu
2 mg/mL (AuNPs i Au@Pt) oraz 100 mg/mL (PtNPs). Bytoto efektem duzych réznic w liczbie nanocza-
stek w przeliczeniu na 1 mL roztworu oraz innych nadmiaréw molowych polimeru uzywanych do stabi-
lizacji. W przypadku AuNPs oraz Au@Pt do reakcji uzyto 10000 nadmiar molowy PEG wzgledem na-

noczgstek, natomiast do modyfikacji powierzchni PtNPs zastosowano 100 nadmiar molowy, ze wzgledu
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na znacznie mniejszg ich powierzchnie. lloscite sg zgodne z trendami wystepujgcymi w licznych publi-
kacjach poswieconych PEGowaniu nanoczgstek [21,88,175]. Reakcje przytgczenia polimeru do po-
wierzchni nanoczgstek prowadzono w plastikowych probéwkach typu Eppendorf przez 30 min w tem-
peraturze pokojowej z uzyciem wytrzgsarki Stuart SB3 (Richmond Scientific, Chorley, Wielka Brytania)
0 ruchu obrotowym i szybkoscig obrotéw réwng 36 rpm. Po zakonczeniu reakcji probki odwirowano
(10 min, 10000 rpm) i po usunieciu supernatantu pellet zdyspergowano w pozadanej objetosci wody

dejonizowanej. Przytaczenie polimeru weryfikowano poprzez analize DLS.
5.4.2. Koniugacja z przeciwcialem monoklonalnym (trastuzumabem)

Przytgczenie nanoczgstek to przeciwciata monoklonalnego mogto zosta¢ przeprowadzone poprzez
aktywacje grupy karboksylowej PEG i wytworzenie wigzania peptydowego pomiedzy estrem aktywnym
wytworzonym z grupy -COOH a wolng grupg aminowg w lizynach trastuzumabu. Majac jednak na uwa-
dze koniecznos¢ 24-godzinnej koniugacji oraz ryzyko wystawienia nanoczgstek na dziatanie réznych
warunkéw srodowiskowych zdecydowano sie na przeprowadzenie dwuetapowej syntezy. W pierwszym

etapie przeciwciato skoniugowano z heterobifukncyjnym OPSS-PEG-NHS (rysunek 10) [139].
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Rysunek 10. Struktura OPSS-PEG-NHS wraz z mechanizmem jego koniugacji z przeciwciatem monoklonalnym i nanoczastka.

Do reakcji uzyto 85,5 pL roztworu OPSS-PEG-NHS (2 mg/mL) w H20 oraz 200 ug biatka o stezeniu
8 mg/mL. Mieszanine reakcyjng uzupetniono do objetosci 150 puL 0,1 M buforem weglanowym o pH
8,90, zachowujgc tym samym 25-krotny nadmiar molowy polimeru wzgledem biatka. Reakcje prowa-
dzono przez 24 h w temperaturze pokojowej z mieszaniem magnetycznym. Nastepnie produkt reakciji
oczyszczono z wykorzystaniem koncentratorow wirdwkowych Vivaspin o odcieciu membrany 50 lub 100
kDa. Ze wzgledu na ciezar czgsteczkowy uzywanego biatka (150 kDa) takie odciecie zapewnito retencje
koniugatu OPSS-PEG-trastuzumab i usuniecie nieprzereagowanego polimeru. Produkt wirowano trzy-
krotnie przez 20 min (13400 rpm) kazdorazowo ptuczac membrane 500 pL H20. Finalnie biokoniugat
zdjeto z membrany przy uzyciu 500 pL H20. W drugim etapie do uprzednio oczyszczonychi zdysper-
gowanych w 0,02 M buforze weglanowym nanoczastek dodano biokoniugat OPSS-PEG-trastuzumab
w stosunku 7 pg biatka na 1 mL nanoczastek (AuNPs); 6 ug biatka na 1 mL nanoczastek (Au@Pt) lub
40 pg biatka na 1 mL PtNPs. Reakcje prowadzono w probéwkach typu LoBind firmy eppendorf w tem-
peraturze pokojowej przez 45 min mieszajgc na wytrzgsarce o ruchu obrotowym (36 rpm). Po tym etapie
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produkt zwirowano (AuNPs i Au@Pt) w celu usuniecia niezwigzanego biokonigtatu PEG-trastuzumab
oraz samego, nieskoniugowanego z polimerem biatka (20 min, 6 500 rpm) lub oczyszczono na koncen-
tratorach wiréwkowych (PtNPs, 10 min, 7000 rpm, MW_cu.oft= 100 kDa) i zdyspergowano w pozgdane;
objetosci H>O. Ostatnim etapem syntezy bylo ustabilizowanie biokoniugatéw AuNP-PEG-trastuzu-
mab/Au@Pt-PEG-trastuzumab/PtNPs-PEG-trastuzumab poprzez PEGowanie. Produkt koncowy
oczyszczono podobnie jak po koniugaciji z biatkiem (poprzez wirowanie lub uzycie koncentratorow wi-
réwkowych) i zdyspergowano w 500 yL H2O. Na kazdym etapie syntezy weryfikowano przytgczenie
biatka i PEG poprzez analize DLS (AuNPs/Au@Pt), lub metodg radiometryczng
(AUNPs/Au@Pt/PtNPSs).

5.4.3. Weryfikacja wydajnosci przytgczenia trastuzumabu do nanoczastek.

Okreslenie liczby czgsteczek biatka przytgczonych do 1 nanoczgstki byto istotne ze wzgledu na péz-
niejszg wigzalnos¢ biokoniugatu do receptoréw transbtonowych. Do tego celu wykorzystano synteze
ze znakowanym 13| trastuzumabem. Wstepny etap polegat na jodowaniu biatka, a wiec podstawieniu
131] do pierscienia tyrozynowego na drodze substytuciji nukleofilowej. W tym celu 1 mg biatka umiesz-
czono w szklanej fiolce z osadzonym na Sciankach czynnikiem utleniajgcym — jodogenem (1,3,4,6-te-
trachloro-3a,6a-difenylo-glikouryl). Nastepnie do fiolki dodano 10-20 MBq 3l w postaci Na®®!l i uzupet-
niono 0,1 M PBS do objeto$ci 250 uL. Reakcje prowadzono przez 15 min w temperaturze pokojowe;.
Produkt oczyszczono z wykorzystaniem kolumny PD10 ze ztozem Sephadex G25 kondycjonowanej 0,1
M PBS, zbierajac frakcje po 5 kropli (~ ok. 100 pL). Nastepnie, potgczono ze sobg frakcje o najwiekszej
aktywnosci i stopien przytaczenia 3 do trastuzumabu. Analize wykonano z wykorzystaniem chroma-
tografii cienkowarstwowej (iTLC, ang. instant thin-layer chromatography) nanoszac 1 pL roztworu na
pasek oraz stosujgc 0,1 M PBS jako faze ruchomg (niezwigzany jod migrowat z czotem rozpuszczal-
nika). W ostatnim kroku uzywajgc koncentratorow wiréwkowych Vivaspin o odcieciu membrany 50
lub 100 kDa zatezono radiobiokoniugat do stezenia ok. 8 mg/mL. Dalsze etapy syntezy przebiegaty
analogicznie do opisu przedstawionego w czesci 6.3.2 Wydajnos¢ reakcji przytagczania OPSS-PEG-
trastuzumab[*311] okreslono na podstawie stosunku aktywnosci supernatantu do pelletu zawierajgcego
produkt.

5.5. Chemisorpcja 1?°1%| na powierzchni nanoczastek

Do badan chemisorpcji radionuklidéw jodu wykorzystano nastepujgce ilosci nanoczgstek: 4,5 x 1010
(AuNPs), 1,9 x 10 (Au@Pt), i 3,95 x 10 (PtNPs) w celu uzyskania poréwnywalnej powierzchni ze-
wnetrznej. Reakcje chemisorpcji przeprowadzono zgodnie z protokotem przedstawionym w pracach
[82,176,177]. Na wstepnym etapie nanoczgstki oczyszczono poprzez wirowanie (AuNPs i Au@Pt — 10
min, 10 000 rpm) lub wykorzystanie koncentratoréw wiréwkowych Vivaspin o odcieciu membrany 3 kDa
(PtNPs - 20 min, 13 400 rpm). Do zdyspergowanych w wodzie dejonizowanej nanoczastek dodano
5 MBq ¥l i mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 h. Nastepnie do mieszaniny dodano HS-PEG-
COOH w celu zwiekszenia stabilnosci i dyspersyjnosci nanoczgstek. Po 30 min reakcji wydajnos¢ ad-
sorpcji sprawdzono z wykorzystaniem techniki iTLC oraz MeOH, jako fazy ruchomej. Badanie iTLC

przeprowadzono réwniez po 1 etapie syntezy, poprzedzajgcym dodanie polimeru. Dodatkowo, w celu
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potwierdzenia wynikéw chromatografii cienkowarstwowej otrzymane potprodukty i produkty koncowe
wirowano mierzac stosunek aktywnosci w supernatancie do aktywnosci nanoczastek.

W celu okreslenia maksymalnej aktywnosci radionuklidu, ktéry moze zosta¢ efektywnie zwigzany
z powierzchnig nanoczastki przeprowadzono analogiczng reakcje. Nanoczastki inkubowano z réznymi
aktywnosciami jodu, w zakresie 5-100 MBg/mL wyznaczajgc kazdorazowo wydajnos$¢ reakcji poprzez

wirowanie (1) i analize iTLC (2).

5.6. Uwalnianie °’Pt i 311 w $rodowisku silnie utleniajagcym

Uwalnianie platyny i jodu w srodowisku silnie utleniajgcym zbadano poprzez inkubacje radiokoniuga-
téw stabilizowanych PEG w H20: o stezeniu: 10 mM, 10 uM oraz 10 nM. Radioaktywne nanoczastki
przed badaniem odwirowano, zdyspergowano bezposrednio w 1 mL roztworu nadtlenku wodoru o za-
danym stezeniu i inkubowano przez 60 min w temperaturze pokojowej. llo§¢ uwolnionego radionuklidu
badano poprzez iTLC oraz wirowanie, mierzgc aktywnos¢ supernatantu, jako frakcji uwolnionego jodu

i pelletu.

5.7. Badania stabilnosci

Badania stabilnosci koloidu nieradioaktywnych nanoczastek, ich koniugatow z PEG oraz biokoniuga-
téw z trastuzumabem przeprowadzono z wykorzystaniem techniki DLS. Prébki umieszczono w 0,01 M
roztworze PBS; 0,9% NaCl oraz H20 i analizowano codziennie przez 14 dni sprawdzajgc zmiany sred-
nicy hydrodynamicznej i potencjatu zeta w temperaturze 37°Ci 4°C. Ze wzgledu na specyfike pomiaru
DLS niemozliwe byto wykorzystanie surowicy ludzkiej krwi jako jednego z mediéw biologicznych.

Trwatos¢ radiokoniugatéw z jodem-131 sprawdzano metodg iTLC. W tym celu prébki zostaty odwiro-
wane i zdyspergowane bezposrednio w surowicy ludzkiej krwi (HS) oraz 0,01 M PBS. Badania trwatosci

przeprowadzono w temperaturze 37°C przez 72 h wykorzystujgc MeOH jako faze ruchoma.

5.8. Badania in vitro

Badania biologiczne w ramach niniejszej pracy przeprowadzono w postaci hodowli komoérek adhe-
rentnych oraz sferoidow (hodowle 3D). Komérki hodowano w warunkach tlenowych
w plastikowych butelkach z modyfikowanym radiacyjnie podtozem przystosowanym do wzrostu komo-
rek adherentnych. Wszystkie procedury hodowlane wykonywano zgodnie z protokotem rekomendowa-
nym przez dystrybutora - American Tissue Culture Collection (ATCC) od ktérego zakupiono wszystkie
uzywane linie komérkowe. W tabeli 5 zestawiono wszystkie uzywane rodzaje linii komdérkowych wraz

z charakterystykg medium, w jakim prowadzono hodowle.
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Tabela 5. Charakterystyka wykorzystywanych linii komérkowych.

Linia komérkowa Nowotwor Podtyp Medium hodowlane
SKOV-3 Jajnik HER2+ McCOy’s 5A
BT474 Piers HER2+ RPMI 1640

MDA-MB-231 Piers HER2- DMEM
HelLa Szyjka macicy - RPMI 1640
HepG2 HCC* - EMEM + 1% L-Glu**

*HCC — hepatcolellular carcinoma (rak watrobowokomorkowy)

**-Glu — L-glutamina

Wszystkie media byty suplementowane do uzyskania 10% stezenia surowicy ptodu cielat (FBS) oraz
1% mieszaniny pen-strep, stanowigcej potgczenie penicyliny i streptomycny. Do pasazowania komorek
wykorzystywano trypsyne z EDTA (trypsyna 0,25%; EDTA 0,05%) oraz PBS bez jonéw Ca?* i Mg?*.
Prace wykonywano w warunkach sterylnych w komorze laminarnej uzywajgc kazdorazowo sterylnych
jednorazowych pipet i plastikow hodowlanych (TPP, Trasadingen, Szwajcaria). W trakcie przygotowy-
wania komorek do eksperymentu liczono je pod mikroskopem podczas pasazowania poprzez rozcien-
czenie w stosunku 1:10 w roztworze barwnika (trypan blue) i umieszczenie roztworu w komorze Biirkera
(Brand GmbH, Wertheim, Niemcy) przykrytej szkietkiem. Inkubacja— o ile w opisie nie wskazano inaczej
- podczas hodowli i wykonywania prac eksperymentalnych przeprowadzana byta w inkubatorze Safe-
Grow 188 (Euroclone, S.p.A., Pero, Wiochy) z regulacjg poziomu dwutlenku wegla. Temperatura pod-
czas inkubacji wynosita 37°C, a atmosfera suplementowana byta dodatkiem 5% CO2. Rozcienczenia
barwnikéw fluorescencyjnych uzywanych do obrazowania przygotowywano zgodnie z rekomendacjami

producenta.
5.8.1. Wigzalnos¢ do receptora

Badania wigzalnosci do receptora przeprowadzono na liniach komoérkowych wykazujgcych nadeks-
presje receptora HER2 — SKOV-3 oraz BT474. Jako linie kontrolng wykorzystano potrojnie negatywny
nowotwor piersi (linia MDA-MB-231).

Komoérki SKOV-3 (6 x 105/dotek), BT474 (8 x 105/dotek) oraz MDA-MB-231 (6 x 10°%dotek) wysiano
do ptytki 6-dotkowej i inkubowano przez noc. W dniu eksperymentu pozywke usunieto, a dotki dwukrot-
nie przeptukano przy uzyciu PBS. Nastepnie do dotkéw dodano 0,31 - 20 nM testowanych radiobioko-
niugatow: Au@?*®’Pt-PEG-trastuzumab i 1%’PtNP-PEG-trastuzumab rozcienczonych w medium hodow-
lanym. Komorki ze zwigzkami inkubowano przez 2 h. Po zakonczeniu inkubacji medium odmyto i dwu-
krotnie przeptukano komérki PBS. Zebrang frakcje niezwigzanego radiobiokoniugatu przeniesiono do
4 mL plastikowych probéwek pomiarowych. Komorki, zawierajgcy zwigzany radiobiokoniugat zebrano
poprzez trzykrotne przemycie 1 M NaOH. W celu weryfikacji niespecyficznego wigzania przygotowano

drugi zestaw komorek, ktore przed dodaniem zwigzku inkubowano przez 15 min z 100-krotnym nad-
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miarem molowym przeciwciata. Aktywnos$¢ poszczegolnych frakcji zmierzono przy uzyciu automatycz-
nego licznika gamma Wizard2® 2480 (Perkin Elmer, MA, USA). W pomiarach wykorzystano piki
y 0 energii 77,35 keV (17%) oraz 191,44 keV (3,7%).

Badania wigzalnosci peptydu SP94 do komoérek HepG2 przeprowadzono wykorzystujgc takg samg
procedure. Dwa dni przed eksperymentem do ptytek 6-dotkowych wysiano 4 x 105 komérek/dotek. Wy-
dtuzenie inkubaciji przed eksperymentem byto spowodowane wolniejszg niz dla komérek HER2+/- ad-
herencjg komérek HepG2 do powierzchni ptytki. W dniu eksperymentu do dotkéw dodano 1,22 — 200
nM radiobiokoniugatu *’Lu-DOTA-SP94. Blokowanie receptoréw przeprowadzono z uzyciem peptydu
SP94 bez przytaczonego chelatora DOTA stosujgc 1000-krotny nadmiar molowy wzgledem stezenia

zwigzku badanego.
5.8.2. Internalizacja

Badanie internalizacji stanowigce rozwiniecie opisanych w podrozdziale 5.8.1. protokotéw przepro-
wadzono przygotowujgc komorki w taki sam sposob. Po dodaniu radiobiokoniugatéw do komorek inku-
bowano je przez 1 h w temperaturze 4°C. Miato to na celu zatrzymanie internalizacji receptora przy
jednoczesnym zachowaniu jego aktywnosci wigzgcej. Po zakoinczeniu inkubacji medium zebrano (frak-
cja niezwigzana) a do komorek dodano 1 mL medium hodowlanego i inkubowano przez 1 h,6 h, 18 hii
24 h w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO.. Medium, w ktérym przeprowadzano drugg inkubacje
zebrano w celu weryfikacji potencjalnego odtgczenia sie biokoniugatu od receptora (frakcja ll). Kolejnym
krokiem byto dwukrotne przeprowadzenie 5-minutowej inkubacji z roztworem 0,05 M glicyny z HCI (pH
~ 2,5). Wykonano to w celu zebrania frakcji zwigzanej z receptorem, ale nie internalizowanej. Internali-
zowang czesc¢ biokoniugatu oznaczono poprzez pomiar jego zawartosci w lizatach komérkowych uzy-
skanych po traktowaniu i dwukrotnym przemyciu komorek 1 M NaOH. W celu weryfikacji niespecyficz-
nego wigzania przygotowano drugi zestaw komorek, ktore przed dodaniem zwigzku preinkubowano
przez 15 min ze 100-krotnym nadmiarem molowym przeciwciata. Aktywnos$¢ poszczegolnych frakcii
zmierzono przy uzyciu automatycznego licznika gamma Wizard2® 2480 (Perkin Elmer, MA, USA).
W pomiarach wykorzystano piki y o energii 77,35 keV (17%) oraz 191,44 keV (3,7%).

5.8.3. Frakcjonowanie — izolacja jadra komérkowego

Izolacja jgdra komorkowego z komorek raka watrobowokomaorkowego przeprowadzono w celu spraw-
dzenia czy nanoczastki moga internalizowac do jadra komérek HepG2. Do izolacji wykorzystano zestaw
Nuclei Isolation Kit: Nuclei EZ Prep (Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA). W tym celu 1,5 x 107
komorek wysiano na szalki Petriego (¢ 100 mm) i inkubowano przez noc. Nastepnie, po uprzednim
odmyciu medium, komorki potraktowano 5 nM Au@Pt-PEG-COOH lub PtNP-PEG-COOH rozcienczo-
nych w pozywce. Po 24 h, 48 h i 72 h inkubacji medium odmyto i komérki przemyto zimnym PBS. Do
komoérek dodano bufor lizujgcy stanowigcy cze$¢ zestawu i po 5-minutowej inkubacji zebrano je uzywa-
jac skrobaka do komérek. Czynnos¢ te powtérzono dwukrotnie. Zebrane frakcje odwirowano w celu
oddzielenia pelletu (jadra komorkowe) i supernatantu zawierajgcego sktadniki komorki (5 min, 1750 rpm,

4°C). Analize zawartos$ci nanoczgstek w poszczegodlnych frakcjach przeprowadzono z wykorzystaniem
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ICP-MS (zwigzki nieradioaktywne) oraz detekcji radiometrycznej (w przypadku badan z wykorzystaniem
197pt),

5.8.4. Oznaczanie reaktywnych form tlenu

Do detekciji reaktywnych form tlenu wykorzystano fluorescencyjng sonde CM-HDCFDA (Themo-
Fisher). Obecnosc¢ grup chlorometylowych w strukturze sondy zapewnia wiekszg retencje wewnatrzko-
moérkowa poprzez kowalencyjne oddziatywanie z tiolami wchodzgcymi w sktad struktur komoérkowych
[178]. Procedure oznaczania RFT przeprowadzono zgodnie z protokotem opublikowanym przez Szwed
i wsp. [179]. Komorki (1-2 x 10%/dotek) SKOV-3 i HepG2 wysiano na 96-dotkowe czarne ptytki z trans-
parentnym dnem i inkubowano (37°C, 5% CO2) przez noc. Po odmyciu pozywki przeprowadzono 45-
minutowg preinkubacje z sondg w medium bez czerwieni fenolowej. Nastepnie, po usunieciu sondy
i jednokrotnym przemyciu PBS, w czesci ptytek (NAC+) przeprowadzono 60-minutowg inkubacije z N-
acetylo-L-cysteing (NAC), natomiast pozostate komorki (NAC-) inkubowano w tym czasie z pozywka.
Komorki po zakohczeniu tego etapu potraktowano Au@Pt-PEG-COOH, PtNP-PEG-COOH oraz H20:2
stosowanym w tym eksperymencie jako kontrola pozytywna. Pomiary fluorescencji wy konano na apa-
racie TRISTARLB 231 (Berthold, Bad Wildbad, Niemcy). Przy testowaniu dziatania zwigzkéw dtuzszym
niz 24 h inkubacje z sondg przeprowadzano bezposrednio przed pomiarem, by unikngé btedéw spowo-
dowanych potencjalnym spadkiem liczebno$ci komérek. Otrzymane wyniki kazdorazowo standaryzo-

wano wzgledem danych dotyczgcych przezywalno$ci komérek.
5.8.5. Oznaczanie glutationu zredukowanego (GSH)

Zmiany poziomu GSH badano zgodnie z protokotem opublikowanym wczesniej [180]. W tym celu
6 x 105/dotek komorek HepG2 wysiano do ptytek 6-dotkowych i inkubowano przez noc. Po przemyciu
PBS lub medium hodowlanym przeprowadzono 45-minutowg inkubacje z NAC. Nastepnie po odmyciu
NAC komorki potraktowano Au@Pt-PEG-COOH i PtINP-PEG-COOH (Cpt =145 ug/mL) i inkubowano
przez 12 h, 24 hi 48 h. W dalszej czesci eksperymentu komorki trypsynizowano i wirowano przez 5 min
(4°C, 300 g). Pellety zdyspergowano w buforze lizujgcym (NaCl, Na2HPO4 i EDTA; pH ~ 7,40) suple-
mentowanym Tritonem X-100 i inkubowano na lodzie przez 10 min. Lizaty rozciehczono nastepnie (1:1)
buforem (TCA, DTPA,HCI)/kwas askorbinowy (1:1). Po 30 minutowej inkubacji komorki zwirowano
(10 min, 13000 rpm, 4°C), a supernatanty przeniesiono do 96-dotkowych czarnych plytek.

W celu okreslenia poziomu GSH wykorzystano reakcje z o-ftalaldehydem (OPA) [180]. Ideg metody
jest wytworzenie grup hemitioacetalowych reaktywnych wzgledem amin pierwszorzedowych. Produk-
tem tej reakc;ji jest fluorescencyjny kompleks izoindolowy. Do kontroli przebiegu reakcji wykorzystano
bufor gaszgcy — TCA-RQB (ang. redoks quenching buffer) oraz fosforan potasu dodane do wszystkich
dotkéw. Nastepnie, do potowy dotkéw dodano N-etylomaleimid w celu wytworzenia pochodnej GSH. Do
drugiej potowy dotkéw dodano TCA-RQB. Po 5-minutowej inkubacji dodano OPA i przystgpiono do po-
miaréw mierzgc intensywnos¢ fluorescenciji (Aex = 355 nm; Aem = 460 nm). Krzywa kalibracyjng wykonano

w zakresie stezen 0-0,5 mM GSH.
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5.8.6. Oznaczanie zawartosci biatka w komoérkach

Oznaczenie zawartosci biatka byto konieczne, aby prawidtowo okresli¢ poziom GSH ze wzgledu na
postepujgce z czasem cytotoksyczne dziatanie testowanych zwigzkow i wynikajgcg z tego zredukowang
liczebno$é komodrek. W tym oznaczeniu wykorzystano Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher,
Waltham, MA, USA) z krzywag kalibracyjng BSA. Do tej analizy wykorzystano lizaty otrzymane podczas
przygotowania oznaczen GSH. Niewielkg ilos¢ lizatu przeniesiono bezposrednio do ptytek 96-dotko-
wych i dodano odczynnik Pierce. Po 5-minutowej inkubacji zmierzono absorbancje przy dtugosci fali
660 nm korzystajgce ze spektrofotometru UV-Vis firmy BioTek Instruments (Winooski, VT, USA).

5.8.7. Test MTS

Cytotoksycznos¢ badanych zwigzkéw sprawdzano wykorzystujgc odczynnik MTS. Ideg tego testu
jest posrednie oznaczenie aktywnosci mitochondrium badanych komérek. Komérki zywe poprzez dzia-
tanie dehydrogenazy mitochondrialnej powodujg redukcje zéttej soli tetrazolowej do ciemnobrunatnego
formazanu co pozwala okresli¢ zmiany w liczebnosci komérek na podstawie zmniejszonej ilosci powsta-
tego produktu. Badanie cytotoksycznosciprzeprowadzono w dwéch wariantach —w celu oceny przezy-
walnosci komorek SKOV-3 i HepG2 traktowanych zwigzkami (wariant I) i w celu okreslenia czy prein-
kubacja z NAC wptywa na zwiekszenie przezywalnosci komérek HepG2 (wariant Il). Kazdorazowo do
96-dotkowych ptytek wysiano 3-4.5 x 103 komoérek i po catonocnej inkubacji (37°C, 5% CO2) dodano
testowane zwigzki rozcienczone w 100 pL medium hodowlanego, uprzednio odmywajgc pozywke.
Po 24 h, 48 h i 72 h usunieto medium i dodano 100 pL nowego. Nastepnie dodano réwniez 20 pL
odczynnika MTS i po 2-godzinnej inkubaciji (37°C, 5% COz) zmierzono absorbancje przy dtugosci fali
490 nm.

5.8.8. Cytometria przeptywowa — apoptoza

Zastosowanie cytometrii przeptywowej umozliwito doktadniejsza ocene rodzaju smierci komérki, do
jakiego prowadzi traktowanie ich otrzymanymi w ramach pracy nanoczgstkami i ich modyfikacjami.
W tym celu 8 x 105 komorek HepG2 wysiano do ptytek 6-dotkowych i po catonocnej inkubacji dodano
Au@Pt-PEG-COOH i PtNP-PEG-COOH (Cpt = 145 pg/mL). Komorki traktowano zwigzkami przez 24 h,
48 h i 72 h. Po zakonczeniu tego procesu komorki przeptukano zimnym PBS i trypsynizowano w celu
przeniesienia do probowek typu falkon o pojemnosci 15 mL. Nastepnie komorki wirowano (5 min, 1000
rpm) i po usunieciu supernatantu dyspergowanow 100 uL buforu wigzacego (1X). Do prébek dodano
aneksyne-V skoniugowang z FITC oraz jodek propidyny i po 1-godzinnej inkubacji bez dostepu swiatta
(37°C, 5% CO2) analizowano na cytometrze przeptywowym uprzednio uzupetniajgc mieszanine 100 uL
buforu wigzgcego (1X). Prébki analizowano wykorzystujgc cytometr BD FACSCelesta™ i oprogramo-
wanie BD FACSDiva, v.8.0.1.1 (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA).

5.8.9. Cytometria przeptywowa — cykl komérkowy

W celu okreslenia etapu cyklu komoérkowego na jakim dochodzi do jego zatrzymania pod wptywem

dziatania badanych zwigzkéw postepowano analogicznie jak przy ocenie apoptozy (6.7.8.). Po wirowa-
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niu pellety, w celu utrwalenia zdyspergowano w zimnym 70% EtOH i inkubowano przez 1,5 h w tempe-
raturze -20°C. Nastepnie, poprzez dwukrotne przemycie PBS i wirowanie usunieto caty alkohol zawie-
szajgc komoérki w PBS. Do tak przygotowanych prébek dodano jodek propidyny i RNAzy i inkubowano
przez 45 min w ciemnosci (37°C, 5% COz2). Do analizy wynikéw poza oprogramowaniem BD FACSDiva
v.8.0.1.1 wykorzystano rowniez program ModFit™ LT 5.0 (Verity Software House Topsham, ME, USA).

5.8.10. Mikroskopia konfokalna

Obrazowanie z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej zastosowano w celu weryfikacji internalizacii
i wewngtrzkomoérkowej lokalizacji nanoczastek i ich biokoniugatéw. Ponadto przy uzyciu tej techniki do-
konano detekcji podwdjnie niciowych uszkodzern DNA.

Komérki SKOV-3 i HepG2 (2 x 10%/dotek) wysiano do ptytek 6-dotkowych z umieszczonymi na pod-
tozu szkietkami nakrywkowymi (¢ 12 mm, Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). Nastepnego dnia
odmyto pozywke i dodano nowg z testowanymi zwigzkami w stezeniu odpowiadajgcym 5 nM biokoniu-
gatu (1,43 x 10* nanoczgstek/mL). Po okresie 12 h i 24 h inkubacji szkietka przetozono do 24-dotko-
wych ptytek umieszczajgc jedno szkietko w kazdym dotku, nastepnie przemywamp je PBS, utrwalano
4% roztworem paraformaldehydu w PBS i permabilizowano 0,1% tritonem X-100 wedtug opisanej me-
tody [88]. Przed rozpoczeciem procedury barwienia szkietka z komérkami inkubowano w buforze blo-
kujacym (5% BSA) by zminimalizowac¢ wigzanie niespecyficzne uzywanych w pozniejszych etapach
reagentow.

W celu okreslenia internalizacji i wewngtrzkomaorkowej lokalizacji zwigzkow, trastuzumab w biokoniu-
gacie wybarwiono Il-rzedowym przeciwciatem (anty-1gG) skoniugowanym z FITC Merck & Co., Inc. (Ke-
nilworth, NJ, USA). Roztwér barwnika dodano do dotkéw i inkubowano przez 1 h w ciemnosci (37°C).
Nastepnie dotki trzykrotnie przemyto PBS i wybarwiono jgdra komoérkowe barwnikiem Hoechst 33258
lub DAPI, z ktérym inkubacje prowadzono przez 15 min w ciemnosci (37°C).

Detekcje dwuniciowych peknie¢c DNA w komodrkach HepG2 przeprowadzono dwuetapowo.
W pierwszym etapie wykorzystano przeciwciato |-rzedowe anti-phopho-histone H2A.X (klon JBW301,
Merck) rozcienczone 1:100 w buforze blokujgcym i przeprowadzono catonocng inkubacje w temperatu-
rze 4°C. Nastepnego dnia przeciwciato odmyto ptuczac dotki trzykrotnie roztworem TBST (1X TBS +
0.1% Tween 20) i dodano Il-rzedowe przeciwciato (anty-1gG) skoniugowane z barwnikiem CF633.
Po 2-godzinnej inkubacji komorki ponownie przemyto roztworem TBST i wybarwiono jgdra komdrkowe
barwnikiem Hoechst 33258. W tej procedurze nie uzywano roztworu PBS, gdyz przy detekcji produktow
fosforylacji obecnosc¢ grup fosforanowych moze powodowaé interferencjei niespecyficznetgczenie sie
przeciwciat.

Po zakonczeniu proceséw barwienia, szkietka przemyto dwukrotnie wodg i przeniesiono na szkietka
podstawowe (ThermoFisher). Do zamkniecia preparatu wykorzystano DAKO Fluorescence Mounting
Medium (Dako, Carpinteria, CA, USA), poprzez umieszczenie 1 kropli na szkietku podstawowym i na-
tozenie szkietek nakrywkowych z komérkami.

Obrazowanie internalizacji przeprowadzono w Centrum Medycznym Ksztatcenia Podyplomowego
w Warszawie z uzyciem mikroskopu Zeiss LSM800 (Jena, Niemcy). Do detekcji dwuniciowych peknieé
DNA wykorzystano natomiast mikroskop Olympus FV100 (Tokio, Japonia) znajdujacy sie w Szkole

Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Analize zdje¢ wykonano programem Fiji 2.9.0.
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5.8.11. Sferoidy (hodowle komérkowe 3D)

Do hodowli tréjwymiarowych modeli guza (sferoidy) wykorzystano 96-dotkowe plytki z U-ksztattnym
dnem o ultraniskiej adherencji (Corning®, Corning, NY, USA). W tym celu 1 x 103 komérek HepG2
wysiano 7 dni przed eksperymentem, co dwa dni wymieniajgc potowe objetosci medium hodowlanego.
Gdy sferoidy osiagnety srednice 250 — 300 um potraktowano je testowanymi zwigzkami przez okres
7 dni. Przed kazdym obrazowaniem sferoidy przemywano od 3 do 5 razy PBS i barwiono przy uzyciu
barwnika wizualizujgcego materiat DNA komorek zywych i martwych (Hoechst 33258) oraz jodku pro-
pidyny, przepuszczalnym jedynie dla komorek apoptotycznych i nekrotycznych. Dodatkowo, poczawszy
od dnia ,,0” codziennie mierzono Srednice i powierzchnie sferoidéw badanych i kontrolnych. Obrazowa-
nie przeprowadzano na mikroskopie ZEISS AxioVert.Ali z uzyciem oprogramowania ZEN 2.1 (Zeiss,

Jena, Niemcy).
6. Wyniki i dyskusja
6.1. Otrzymywanie radionuklidéow platyny

6.1.1. Otrzymywanie 195mpt

Podjeto probe otrzymania 195™Pt poprzez naswietlanie neutronami tarczy %3Ir. Jest to reakcja trojeta-
powa opisana w pracy [150,168]: w pierwszym etapie w reakcji *3Ir(n,y) powstaje 1%Ir, ktéry nastepnie,
w ponownej reakcji (n,y) przechodzi w 1%Ir. Ostatecznie, po przemianie - irydu-195 otrzymujemy 195mpt,
Poniewaz jest to zlozona reakcja tréjetapowa oszacowanie przewidywanej aktywnosci otrzymanej po
aktywaciji tarczy °%Ir jestbardzo trudne, ze wzgledu na brak wystarczajgcych danych - gtéwnie przekroju
czynnego dla reakcji 1*Ir(n,y)1%mPt. Obliczenia, ktore pozwolity na oszacowanie przewidywanej aktyw-
nosci 19MPt oraz innych wspotprodukowanych radionuklidéw przeprowadzit dla nas prof. Ulli Koester
z Institute Laue-Langevin (ILL) w Grenoble. Wykazaty one, ze przewidywana aktywnos¢ wtasciwa wy-
nosi okoto 0,7 MBg/mg (masa tarczy = 1 mg; strumien 1015 n/cm?/s, 7 dni naswietlania). Obliczen tych,
ze wzgledu na brak znajomosci przekroju czynnego dla reakcji °4Ir(n,y)9mPt, dokonano zaktadajac, ze
195mpt powstaje jedynie w wyniku aktywacji neutronami powstajacego w procesie radionuklidu 1°4pt.
Stanowi do duze zanizenie w stosunku do wartosci rzeczywistych, jednak uzyskanie doktadniejszego
modelu nie jest mozZliwe.

W przeprowadzonym w reaktorze Maria naswietlaniu 1 mg tarczy 1°3Ir przez 1 h w strumieniu neutro-
néw 104 n/cm?/s uzyskano bardzo ztozone widmo y z naktadajgcymi sie pikami i efektem Comptona
od 1%2|r (rysunek 11A), przez co bez chemicznego wydzielenia 1%mPt nie mozna okresli¢ jej aktywnosci.
Brak danych kalibracyjnych wymaganych do bezposredniego pomiaru radionuklidéw irydu pozwolit na-
tomiast na pomiary aktywnosci jedynie 19|r, jako gtéwnego produktu ubocznego aktywacji. Najlepszym
zrédtem do oszacowania wydajnosci produkcji 195mPt  z tarczy 1%8Ir jest praca Knappa Jr. i wsp. [150],
gdzie oszacowano wydajnos¢ produkcji na poziomie 75 MBq na 1 mg wzbogaconej tarczy, przy naswie-
tlaniu przez 7 dni w strumieniu neutronéw termicznych 101> n/cm?/s. Tak wiec, na wyprodukowanie mi-
nimalnej aktywnosci 1 GBq 19mPt koniecznej do przeprowadzenia badan in vitro potrzebna w tych wa-
runkach bytaby tarcza o masie 13 mg, azawarto$¢ 192Ir, jako gtéwnego produktu obocznego, wynositaby

5,9 GBg. Spowodowatoby to problemy w przerobie tarczy i jej transporcie. Istnieje rowniez powazne
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narazenie na zanieczyszczenie produktu stosunkowo dtugozyciowym radionuklidem (ty2 = 73,8 d).
W zwigzku z tym, zastosowanie reaktora, nawet wysokostrumieniowego, nie jest obecnie mozliwe

i naukowo uzasadnione.

Obliczenia dotyczgce strat poniesionych podczas obrébki materiatu tarczowego oparto zatem na ana-
lizie stosunku aktywnosci poszczegolnych frakcji, na podstawie pomiaréw 1°2Ir, ktérego obecnos¢
w badanej probce potwierdzono rejestrujgc widmo y (rysunek 11A).

Na podstawie obliczen oszacowano, ze podczas przeniesienia probki z fiolki kwarcowej do teflono-
wego naczyniareakcyjnego straty materiatu wyniosty okoto 3,3%. Po zakoiczeniu procesu rozpuszcza-
nia w reaktorze wysokocisnieniowym zaobserwowano powstanie dwoch, wyraznie oddzielonych warstw
materiatu. Stanowity je ciemnozielony roztwor oraz stata pozostato$¢ w formie zielono-brgzowego wil-
gotnego osadu o duzej gestosci. Ciemnozielone zabarwienie roztworu wskazywato na obecnosc
w probce jonu irydu na +lII stopniu utlenienia (IrC13") i dowiodto, ze proponowana koncepcja rozpusz-
czenia tarczy poprzez jej utlenienie nadtlenkiem wodoru jest chemicznie uzasadniona. Niestety, pomiar
aktywnosci frakcji ciektej zebranej znad gestego osadu wykazat jedynie Ssladowe ilosci aktywnosci
(<10%). Dalsze préby rozpuszczenia statej pozostatosci w roznorodnych warunkach, zaréwno z uzy-
ciem reaktora wysokocisnieniowego, jak i w warunkach standardowych, nie byty skuteczne i nie pozwo-
lity na kontynuowanie badan nad rozdziatem radionuklidéw platyny i irydu.

Ze wzgledu na problemy z aktywacjgi rozpuszczaniem tarczy irydowej, niemozliwe byto przeprowa-
dzenie nawet pojedynczych prac eksperymentalnych z radionuklidem 19mPt, Brak dostepu do cyklo-
tronu uniemozliwit natomiast otrzymanie 193mPt w reakcji 1°20s(a,3n)193mPt. W zwigzku z tym, czes¢ prac
badawczych (poza oceng cytotoksycznosci) przeprowadzono na nieradioaktywnych nanoczgstkach

lub radioaktywnych produktach zawierajgcych izotop 197Pt, stosowany jako radioznacznik.

A B

Pt-195m

Rysunek 11. Widma gamma zarejestrowane dla tarczy *Ir (A) oraz ™Pt (B) w celu identyfikacji radionuklidéw obecnych
w probkach.
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6.1.2. Produkcja 7Pt

W wyniku aktywacji tarczy "3Pt otrzymano fgcznie 3,41 GBq 19™m197PtCl2, co przektada sie na aktyw-
nos¢ wtasciwa réwng ~46 MBq/mg Pt, przy zawartosci poczgtkowej metalicznej Pt réwnej 73,5 mg.
Radionuklidy obecne w probce zidentyfikowano poprzez zarejestrowanie widma gamma (rysunek 11B).
Stosunek aktywnosci 1°7Pt do 19™Pt na podstawie zdefiniowanych na potrzeby analizy pikéw charakte-
rystycznych wynosit okoto 14:1. Pomimo przeprowadzenia aktywacji w kwarcowej fiolce, odzyskanie
czesci materiatu podczas jej otwierania i przenoszenia do naczynia reakcyjnego nie byto mozliwe. Straty
poniesione na tym etapie wynosity okoto 35%, przez co aktywnos$¢ tarczy przed rozpoczeciem procesu
rozpuszczania wynosita 2,18 GBq. Ze wzgledu na krotki okres pottrwania °7Pt, aktywno$¢ zmierzong
po rozpuszczaniu przeliczono na czas poczatkowy i wynosita ona 2,048 GBq, co stanowi 94% wartosci
poczatkowej. Laczne straty poniesione podczas obrébki tarczy wynosity zatem 42%, z czego ponad
85% stanowit ubytek zwigzany z procesem otwierania i przenoszenia materiatu po aktywacji do naczy-
nia reakcyjnego. Na podstawie pomiaréw aktywnosci okreslono, ze masa platyny (w przeliczeniu na
metal) wynosita 44,1 mg (2,048 GBq) i korzystajgc z tych wyliczen przystgpiono do syntezy nanoczg-

stek.

6.2. Synteza i charakterystyka zsyntetyzowanych nanoczastek i biokoniugatéw

Prace badawcze obejmowaty zastosowanie dwoch réznych typow nanomateriatéw — stosunkowo du-
zych nanoczgstek typu core-shell o Srednicy 30 nm oraz bardzo matych nanoczgstek platyny o $rednicy
2 nm. Zréznicowanie materiatéw miato na celu umozliwienie wykorzystania zalet poszczegodlnych nano-
czgstek i jednoczesnie pozwoli¢ zaobserwowaé roznice i ograniczenia, z jakimi wigze sie stosowanie
obydwu rodzajéw tych nanoczastek w terapii elektronami Augera. Nanoczastki PtNPs dzieki wysokiemu
stosunkowi powierzchnia:objetos ¢ powinny wykazywac zwiekszong reaktywnosc¢, a mata srednica moze
umozliwia¢ im dotarcie do gtebiej ulokowanych struktur komérkowych. Duza powierzchnia 30 nm
Au@Pt pozwala na otrzymanie wysokich aktywnosci witasciwych i najbardziej efektywne wykorzystanie
osadzonej na rdzeniu ztota platyny, gdyz ulokowanie jej gtebiej, znaczaco obnizytoby mozliwos¢ dotar-
cia elektronom Augera do celéw biologicznych. Na etapie koncepcyjnym zaktadano pokrycie AuNPs
monowarstwa platyny lub kilkoma warstwami, tworzac jedynie zewnetrzne warstwy z wykorzystaniem
radioaktywnego metalu dla jego najbardziej optymalnego wykorzystania. Umozliwitoby to dostosowanie
stezenia Pt w zaleznosci od wartosci pozadanych z punktu widzenia indukowania chemoterapeutycz-
nego dziatania in vitro. Dzieki temu uzyskano materiaty podatne na dalsze modyfikacje, o potencjalnie
réznych wtasciwosciach biologicznych (tabela 6).

Tabela 6. Wtasciwosci fizykochemiczne nanoczgstek Au@Pt i PtNPs. W obliczeniach dla Au@Pt uwzgledniono produkt syntezy
z wykorzystaniem 4,30 mg prekursora (1,49 mg Pt) i wykorzystano warto$¢ promienia atomowego Pt = 139 pm.

. Stosunek Liczba at. Pt nal % at. powierzch-
Nanoczastki Srednica )
SA:V* nanoczastke niowych**
Au@Pt NP 30 nm (rdzeny 0,16 8,9%
u s , ,9%
9 nm powtoka 788 882
PtNPs 2nm 3,0 273 61%
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*Stosunek SA:V — stosunek powierzchni zewnetrznej do objetoSci
**Obliczone teoretycznie przy zatozeniu sferycznego ksztattu nanoczgstek

(potwierdzono obrazowaniem TEM/HR-TEM)

Uwzgledniajgc roznice w wtasciwosciach fizykochemicznych opisanych nanomateriatéw obliczono,
ze na jednej PtNP 61% atomoéw znajduje sie na powierzchni zewnetrznej. Dla poréwnania, jedynie 8,9%
atomow Pt znajduje sie na zewnetrznej powierzchni otrzymanych nanoczgstek typu core-shell. Nastep-
stwem tego moze by¢ zréznicowana aktywnos$¢ biologiczna zwigzana z mniejszg reaktywnoscig Au@Pt
NPs wzgledem PtNPs. Dodatkowg zaletg 2 nm PtNPs jest teoretyczna mozliwos¢ wewnatrzjgdrowe;
lokalizacji na drodze dyfuzji przez jadrowy kompleks porowy przepuszczalny dla czgstek o Srednicy
mniejszej niz 5 nm i masie molowej rzedu 30-60 kDa [181]. Wymienione czynniki pozwalaty na oczeki-
wanie istotnych réznic w stopniu internalizacji, lokalizacji wewnatrzjgdrowej, reaktywnoscii efektywnosci
terapeutycznej oraz mechanizmu jej indukowania. Wszystkie te aspekty zostaty zbadane w trakcie pro-
wadzonych prac eksperymentalnych.

6.2.1. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych nanoczastek

Optymalizacja parametréw syntezy umozliwita otrzymanie nanoczgstek ztota o Srednicy 30 nm.
W réznych warunkach pH $rednica produktu zmieniata sie w zakresieod 15 nm (dla pH ~ 3,5 —uzyska-
nego bez alkalizacji zuzyciem NaOH) do 50 nm (dla pH ~ 6,0). Nanoczastki o Srednicy 30 nm otrzymano
przy pH 4,5 i ten produkt wykorzystywano do dalszych modyfikaciji.

Pokrywanie nanoczastek ztota platyng przebiegato kazdorazowo z wysokg wydajnoscigi powtarzal-
nosciag. Zaobserwowano dobrg korelacje (r2 = 0,9763) pomiedzy masg prekursora uzytego do reakcji,
a iloscig platyny zwigzanej z powierzchnig nanoczastki (rysunek 12A). Pokazuje to, ze mozliwe jest nie
tylko wysycenie powierzchni monowarstwg (uzyskane wedtug obliczen przy uzyciu 1,60 ug Pt na 1 mL
nanoczastek), lecz takze formowanie kolejnych warstw. Wydajno$¢ pokrywania obliczona dla najwiek-
szej masy prekursora (4,30 mg NaxPtCls-6H20) w zaleznosci od metody detekcji wynosita 95,0 + 3,4%
(ICP-MS) lub 90,2 + 5,7% (detekcja radiometryczna 1°7Pt), co wigzato sie z formowaniem okoto 12
warstw platyny. Nie zaobserwowano istotnego wptywu rodzaju prekursora na wydajnosc¢ reakcji — uzycie
PtCl> pozwolito na osiggniecie 92,0 + 5,0%, pomimo dtugiego i ztozonego procesu rozpuszczania ma-
teriatu przed synteza. Na podstawie obliczen modelowych zaktadajgcych: idealne upakowanie nano-
czgstek (1), rownomierng depozycje atoméw (2) oraz tworzenie jednorodnych warstw (3) oszacowano,
ze w wyniku opisanej reakcji spodziewany wzrost Srednicy nanoczastki wynosic¢ bedzie 6,6 nm. Wartos¢
ta odpowiada warstwom w petni uformowanym, czyli takim, dla ktérych osiggnieto wysycenie catej do-
stepnej powierzchni. Nie jest to jednak tozsame z depozycjg wszystkich atomoéw Pt przytgczonych do
nanoczgstki. Jak obliczono, 4,3% z ich liczby poczatkowej powinno uformowac sie na powierzchni ostat-
niej warstwy nie wysycajac catkowicie jej powierzchni. Nalezy jednak pamietaé, ze tego typu obliczenia
ze wzgledu na rozrzut srednicy nanoczastek w koloidzie i niewystepowanie idealnego stopnia upako-
wania sg w przypadku nanoczgstek obcigzone duzym btedem. W zwigzku z czym, nie mogg stanowic
wiarygodnej podstawy dla formutowania jednoznacznych wnioskow.
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Majac na uwadze istotne réznice pomiedzy srednicg hydrodynamiczng, a rzeczywistym rozmiarem
badanego obiektu, w analizie danych DLS (rysunek 12B) oceniono przede wszystkim zmiany w poten-
cjale elektrokinetycznym (). Potencjat zeta w wyniku syntezy ulegat nieznacznemu obnizeniu
od wartosci -43,5 £ 0,6 mV (AuNPs) do —45,1 + 1,3 mV (Au@Pt), co wynikato z ujemnego fadunku
kwasu askorbinowego uzywanego jako czynnika redukujgcego i stabilizujgcego podczas syntezy
Au@Pt. Otrzymane wartosci potencjatu zeta pozwolity sklasyfikowaé zsyntetyzowane nanoczastki jako
stabilne. Zgodnie z przyjeta zasada, za stabilne uznaje sie nanomateriaty, ktérych wartos¢ bezwzgledna
potencjatu zeta przekracza 30 mV [182]. Obrazowanie HR-TEM (rysunek 12D/E) wykazato homoge-
niczne rozmieszczenie atoméw platyny na powierzchni nanoczastek ztota i rdwnomierne pokrycie
wszystkich nanoczgstek znajdujgcych sie w polu widzenia podczas obrazowania.

Srednica nanoczastek platyny (PtNPs) obliczona na podstawie pomiaréw TEM wynosita 1,94 + 0,38
nm (rysunek 12C). Ze wzgledu na niewielki rozmiar niemozliwe byto natomiast wykonanie analizy po-
réwnawczej DLS. Zdjecia mikroskopowe potwierdzity sferyczny ksztatt nanoczgstek, stosunkowo duzg
jednorodnos¢ (SD = 0,38 nm) oraz brak tendencji do aglomeraciji, nawet przy dtugookresowym prze-
chowywaniu produktu (rysunek 12F).
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Rysunek 12. Charakterystyka fizykochemiczna zsyntetyzowanych nanomateriatéw. Zalezno$¢ pomiedzy masa prekrusora
Pt uzytego do reakciji a liczbg warstw (A); rozrzut $rednicy hydrodynamicznej Au@Pt na podstawie pomiaréw DLS (B); rozrzut
$rednicy PtNPs na podstawie obrazowania TEM (C); obrazowanie HR-TEM z mapowaniem powierzchni AuNPs (D) i Au@Pt
(E); obrazowanie TEM PtNPs (F).

6.2.2. Biokoniugaty Au@*°’Pt-PEG-trastuzumab i ¥7PtNPs-PEG-trastuzumab

Proces syntezy biokoniugatu z trastuzumabem przebiegat dwuetapowo. Ze wzgledu na zréznico-

wane rozmiary nanoczastek i wigzacy sie z tym brak mozliwosci poddania PtNPs analizie DLS, jako
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metode analityczng do weryfikacji postepow reakcji wybrano detekcje radiometryczng z wykorzystaniem
radiojodowanego przeciwciata ([13!l]trastuzumab). We wstepnym etapie trastuzumab wyznakowano ra-
dionuklidem jodu-131 i oczyszczono na kolumnie PD10 ze ztozem Sephadex G25 uzyskujgc >95% wy-
dajnos¢ potwierdzong analizg iTLC. Dzieki zastosowaniu [131l]trastuzumab mozliwe byto tatwe okresle-
nie odzysku z membrany i potencjalnych strat podczas oczyszczania biokoniugatu [13!]trastuzumab-
PEG-OPSS przebiegajgcego bezposrednio po etapie koniugaciji. Straty biatka podczas oczyszczania,
okreslone na podstawie zmniejszonej radioaktywnosci radiobiokoniugatu, byty nieznaczne i wynosity 5-
8%. Na tej podstawie obliczano takze stezenie masowe biatka po koniugaciji, co pozwolito na precyzyjne
dobranie ilosci produktu do syntezy z nanoczgstkami. W celu zapewnienia jak najwiekszej powierzchni
dostepnej dla biokoniugatu [13!]trastuzumab-PEG-OPSS, proces stabilizacji nanoczgstek, poprzez
przytgczenie HS-PEG-COOH przeprowadzano kazdorazowo po koniugacji z biatkiem i oczyszczaniu
produktu posredniego.

Istotnym parametrem dla tej Sciezki syntetycznej byt odpowiedni dobdr nadmiaru polimeru uzytego
do reakcji. Jak przedstawionow pracy Chattopadhyay i wsp. [138] uzycie zbyt duzego nadmiaru OPSS-
PEG-NHS prawdopodobnie prowadzi do koniugacji z grupami -NHz znajdujgcymi sie w lizynach zloka-
lizowanych w miejscach wigzacych przeciwciata. Wywiera to znaczacy wptyw na aktywnos¢ biologiczng
przeciwciata, przektadajac sie na obnizenie jegoimmunoreaktywnosci. W celu posredniego potwierdze-
nia przytgczenia przeciwciata, produkt reakcji poddawano analizie DLS na kazdym etapie syntezy bio-
koniugatu (tabela 7). Ze wzgledu na matg srednice PtNPs, wykonanie analogicznej analizy dla PtNP-
PEG-trastuzumab nie byto mozliwe.

Tabela 7. Zmiany $rednicy hydrodynamicznej i potencjatu zeta podczas biokoniugacji Au@Pt z trastuzumabem.

Srednica
] Potencjal zeta { [mV]
hydrodynamiczna [nm]

Au@Pt 39,02 £0,75 -451+£1,3
Au@Pt-PEG-trastuzumab 88,86 + 3,13 -31,0+0,1
Au@Pt-PEG-trastuzumab

92,19 #5,20 -353+0,7
(z HS-PEG-COOH)

Przeprowadzona analiza DLS wykazata wyrazne zwiekszenie srednicy hydrodynamicznej i poten-
cjatu zeta po procesie koniugacji nanoczastek z przeciwciatem. Ze wzgledu na ograniczenia tej techniki
i wptyw wielu czynnikdw na formowanie warstwy hydratacyjnej dane te nie mogg stanowi¢ jednoznacz-
nego potwierdzenia skutecznosci koniugacji. Przeprowadzajgc te analize dokonywano poréwnawczej
oceny zmian S$rednicy hydrodynamicznej i potencjatu zeta pomiedzy Au@Pt inkubowanymi
z koniugatem przeciwciato-PEG, a takze z samym przeciwciatem (1) i z samym OPSS-PEG-NHS (2)
jako probkami referencyjnymi. Opierajgc sie na zaobserwowanych réznicach zauwazono, ze po dodaniu
do nanoczastek przeciwciata pozbawionego polimerowego linkera (1) nie dochodzi do istotnych zmian
Srednicy i potencjatu zeta. Ponadto, w przypadku drugiego typu prébek referencyjnych (2), obserwo-
wane zmiany parametréw byty w zakresie odpowiednich dla przytgczenia OPSS-PEG-NHS do Au@Pt
(Srednica: 53,86 + 0,66; potencjat zeta: -17,40 + 0,14). W zwigzku z tym, analizujgc przedstawione
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w tabeli 7 wyniki, wykazujgce wyraznie wigkszy — niz dla OPSS-PEG-NHS — wzrost Srednicy oraz
zmiany potencjatu zeta, w sposdb posredni i niejednoznaczny, potwierdzono przytgczenie biokoniugatu
przeciwciato-PEG do powierzchni nanoczastki. Przytgczenie w ostatnim etapie syntezy HS-PEG-COOH
nie wptyneto istotnie na zmiane srednicy biokoniugatu (p > 0,05), jednocze$nie nieznacznie obnizajgc
potencjat zeta. Wartos¢ potencjatu zeta > £30 mV wskazata na dobrg stabilno$¢ otrzymanego biokoniu-
gatu, podobnie jak miato to miejsce w przypadku samych nanoczgstek.

Na podstawie detekcji radiometrycznej obliczono, ze na jedng nanoczastke Au@Pt przypada okoto
22,4 + 1,4 czasteczek biatka, natomiast w przypadku PtNP okoto 2,1 + 0,5. Wartosci te sg zgodne
z poprzednio opisywanymi w artykutach naukowych [88,138,183].

6.2.3. Badania stabilnosci

Stabilnos¢ koloidow Au@Pt i PtNPs oceniana byta w warunkach statycznych, podczas przechowy-
wania zsyntetyzowanych nanomateriatow w temperaturze 4°C. W obydwu przypadkach nanoczgstki
zachowywaty swoje pierwotne wiasciwosci fizykochemiczne przez okres co najmniej jednego miesigca,
co potwierdzono przeprowadzonymi pomiarami. Nanoczgstki Au@Pt poddawano cyklicznej analizie
DLS, w celu biezgcego monitorowania srednicy hydrodynamicznej i potencjatu {. W tym czasie nie
stwierdzono wystepowania zadnych symptomow swiadczgcych o spadku lub utracie stabilnosci koloidu.
Pomiary $rednicy i potencjatu zeta nie wykazywaty znaczgcych réznic co potwierdzato ich dtugookre-
sowg stabilnos¢. Nanoczastki platyny o Srednicy 2 nm poddano powtérnej analizie TEM po uptywie
jednego miesigca. Wykonane obrazowanie nie wykazato zmian morfologicznych w probce — nie stwier-
dzono wzrostu $rednicy nanoczastek ani tendencji do agregaciji.

Otrzymany biokoniugat Au@Pt-PEG-trastuzumab zawieszony w roztworach biologicznych — 0,9%
NaCl oraz 0,01 M PBS poddawano codziennej analizie przez okres 12 dni w celu okreslenia zmian

stabilnosci (rysunek 13).
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Rysunek 13. Badania stabilno$ci biokoniugatu Au@Pt-PEG-trastuzumab w temperaturze 37°C (A) i 4°C (B) (n=5).

Ze wzgledu na ograniczenia metody DLS niemozliwe byto przeprowadzenie analizy w surowicy ludz-
kiej krwi, ktéra z naukowego punktu widzenia byta najistotniejszym medium pomiarowym. Obecnos¢

licznych biatek wynikajgca z naturalnej kompozycji chemicznej tego medium powodowataby uniemozli-
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wiajgce analize interferencje. Jak pokazano na rysunku 13A biokoniugat w temperaturze 37°C zacho-
wywat stabilno$¢ przez 7 dni, natomiast po tym okresie stwierdzono wystepowanie silnej agregaciji pro-
wadzacej do wzrostu Srednicy hydrodynamicznej. Szczegodlnie widoczne zmiany zaobserwowano
w 0,01 M PBS. Przechowywanie biokoniugatu w temperaturze 4°C wydtuzyto jego stabilno$¢, poniewaz
analizy nie wykazaty wyraznych zmian srednicy hydrodynamicznej przez 10 dni w 0,01 M PBS i 0 2 dni
dtuzej w 0,9% NaCl (rysunek 13B). Celem tej czesci badan stabilnosci byto jedynie okreslenie mozliwo-
Sci przechowywania zsyntetyzowanego biokoniugatu przed jego dalszym wykorzystaniem. Okreslenie
stabilnosci PINP-PEG-trastuzumab nie byto mozliwe ze wzgledu na fakt, iz obrazowanie TEM nie po-
zwolitoby jednoznacznie zobrazowa¢ biatka skoniugowanego z nanoczagstkg. Obecnos$é przeciwciata
mogtaby by¢ wytgcznie posrednio zauwazona poprzez niejednorodng otoczke (korone) wokot nano-

czastki, jednak ze wzgledu na niskg wiarygodnos¢ takich danych odstgpiono od pomiaru.

6.3. Immunoreaktywnos¢ otrzymanych zwigzkéw

Rozwazanie tgczonej chemo- i radioterapii elektronami Augera sprawia, ze wyjgtkowo duzo uwagi
nalezy poswiecic¢ takiemu zaprojektowaniu potencjalnego radiofarmaceutyku, by zapewnic¢ jego przy-
najmniej wewnatrzkomérkowg lokalizacje lub duzg akumulacje w btonie komoérkowej. Jest to szczegdl-
nie istotne nawet w sytuaciji, gdy nie jest rozpatrywane podanie systemowe. Ukierunkowanie na odpo-
wiednie cele molekularne istotnie zwieksza bowiem wychwyt przez komérki guza i stopieh retenciji
zwigzku, nawet przy podaniu do lozy pooperacyjnej lub do naczyn krwionosnych znajdujgcych sie
W jego bezposredniej okolicy. W tym celu zbadano zdolnos¢ otrzymanych koniugatéw i biokoniugatéw
do specyficznego odziatywania z komérkami, na ktére zostaty ukierunkowane.

6.3.1. Badania wigzalnosci do receptora

Nadekspresja receptora HER2 w przypadku komorek HER2-pozytywnego nowotworu piersi stanowi
atrakcyjny cel molekularny wykorzystywany w licznych protokotach terapeutycznych. Po koniugacii
Au@Pt i PtNPs z funkcjonalizowanym polimerem trastuzumabem (OPSS-PEG-trastuzumab), przepro-
wadzono badania wigzalnosci do receptora. Celem tych analiz byto okreslenie czy otrzymane radiobio-
koniugaty tgczg sie specyficznie z transbtonowymi receptorami HER2 (rysunek 14).

Zsyntetyzowane radiobiokoniugaty taczyty sie specyficznie z receptorami HER2, co potwierdzono
poprzez wyrazne obnizenie wydajnosci wigzania, przy wczesniejszym zablokowaniu receptoréw 100-
krotnym nadmiarem molowym przeciwciata (rysunek 14, czerwona krzywa). Na podstawie danych eks-
perymentalnych obliczono, ze frakcja zwigzana stanowita okolo 6-7% catkowitej, co stanowi typowa
wartos¢ dla rozwazanych w medycynie nuklearnej radiofarmaceutykéw bazujgcych na nanoczgstkach
[21,140]. Nie zaobserwowano natomiast wysycania receptoréow radiobiokoniugatami charakteryzuja-
cego sie wystepowaniem plateau przy najwyzszych stezeniach. Jest to efektem braku mozliwosci zba-
dania otrzymanych zwigzkéw w szerokim zakresie stezen (np. do 100 nM). Wynika to ze specyfiki na-
noczastek predysponujgcych je do niespecyficznego osadzania sie na plastikowych elementach ze-
stawu eksperymentalnego lub ich przyklejania sie do komdrek, wynikajgcego ze zbyt duzego stezenia
w przeliczeniu na jednostke objetosci.
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Rysunek 14. Krzywe wigzalnosci do receptora HER2 otrzymanych radiobiokoniugatéw (n=3).

specyficznego do niespecyficznego, by okresli¢ relacje ty ch dwoch typdw oddziatywan. Dla uzyskania
poréownawczych danych eksperymentalnych, w tym badaniu wykorzystano radioaktywne nanoczgstki
(*°7Pt) oraz jodowany trastuzumab (*31). Stosunek aktywnosci zwigzanej specyficznie do niespecyficz-
nego oddziatywania biokoniugat-komorka byt wysoki dlakomorek HER2+ (rysunek 15A/B i 15D/E). Za-
obserwowano przewazajacy udziat wigzania specyficznego, w kazdym z analizowanych punktéw cza-
sowych. W przypadku komoérek HER2- stwierdzono pomijalnie mate oddziatywanie specyficznei nie-

specyficzne. Niska wigzalnos¢ do komérek MDA-MB-231 potwierdza wysoka specyficznos¢ otrzyma-

nych biokoniugatéw (rysunek 15C i 15F).
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Rysunek 15. Stosunek wigzania specyficznego do niespecyficznego — Au@¥'Pt-PEG-trastuzumab (A-C); ¥PtNPs-PEG-trastu-
zumab (D-F) (n=3).

6.3.2. Internalizacja z wykorzystaniem receptora HER2

Wykorzystywany dla ukierunkowania radiobiokoniugatow wektor zaprojektowany zostat by oddziaty-
wacé na komoérke w sposdb dualny. Poza aktywacjg uktadu odpornosciowego ukierunkowang na ko-
morke nowotworowa, trastuzumab wykazuje zaréwno cechy antagonisty, jak i agonisty receptora HER2.
Antagonistyczne dziatanie polega na blokowaniu funkcji receptora HER2 poprzez uniemozliwienie ho-
modimeryzaciji z receptorami HER2 lub heterodimeryzacji zinnymi receptorami grupy HER, stanowigcej
naturalny element dziatania tego biatka. Agonistyczna funkcja trastuzumabu zwigzana jest natomiast
Z indukowaniem zmian strukturalnych w domenie kinazy tyrazynowej, prowadzgc do pozniejszej inter-
nalizacji [184,185]. Wejscie do wnetrza komorki powinno by¢ w przypadku lekéw ukierunkowanych na
biatko HER2, naturalng konsekwencjg oddziatywania zwigzek-receptor, gtéwnie na drodze endocytozy
zaleznej od klatryny [186]. W otrzymanych biokoniugatach stezenie trastuzumabu dobrano w taki spo-
séb, by ograniczy¢ jego dziatanie do aktywnego ukierunkowania na komérki nowotworowe, gdyz uzy-
skanie aktywnosci terapeutycznej, wymagatoby uzycia zbyt duzych stezen biatka wzgledem nanocza-
stek.

W celu sprawdzenia, czy zwigzki sg w stanie internalizowac¢ poprzez biatko przytgczone do nano-

struktury, przeprowadzono badanie internalizacji (rysunek 16).
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Dla rozszerzenia zakresu analizy przeprowadzono badania poréwnawcze radiobiokoniugatéw z pla-
tyng-197 oraz z przeciwciatem znakowanym jodem-131 by okresli¢, czy nanoczgstki wykazujg zmie-
niony wzgledem przeciwciata czas retencji w komérce (rysunek 16). Jak przedstawiono na rysunku,
wysoki (ponad 75%) stopien internalizacji zwigzanej frakcji uzyskiwano juz po uptywie 1 godziny. Biolo-
giczna aktywno$¢ trastuzumabu i jego internalizacja jest procesem zachodzgcym bardzo szybko, nato-
miast czynnikiem limitujgcym w tym przypadku jest obecnos¢ dotgczonej do biatka nanoczgstki. Wyko-
rzystane w badaniu linie komoérkowe charakteryzujg sie zréznicowang nadekspresjg receptora HER2 —
SKOV-3 posiadajg ~1,4 x 10° receptoréw na komorke, natomiast w BT474 liczba receptorow jest wiek-
sza i wynosi ~1,9 x 10° [187]. Opisywane réznice mogty przetozy¢ sie na zréznicowanie kinetyki inter-
nalizacji. Nie zaobserwowano jednak istotnych réznic w stopniu internalizacji pomiedzy obydwiema li-
niami komorkowymi. Dostrzezono natomiast interesujgcg odmiennos¢ pomiedzy wynikami z jodem-131,
a platyng-197. W wiekszo$ci analizowanych probek zauwazono malejgce z czasem stezenie frakcii
zwigzanej z receptorem przy pomiarach 131. Jest to wynikiem dalszej internalizacji zwigzku i metaboli-
zowania przeciwciata prowadzgcego do jego eliminacji z komorki [186]. Nie stwierdzono natomiast po-
dobnych tendencji przy pomiarach ukierunkowanych na platyne-197 stanowigcg integralny element na-
noczgstek. Potwierdza to, ze poszczegdlne elementy biokoniugatu poddawane sg przebiegajgcym
w réznym tempie procesom metabolicznym, a nanoczagstki utrzymujg sie w cytoplazmie przez co naj-
mniej 24 h, co ma szczegdlne znaczenie z punktu widzenia indukowania ich potencjalnego cytotoksycz-
nego dziatania. W badanej probie posrednio wykazano takze zwiekszong wzgledem trastuzumabu re-
tencje zwigzku, co moze stanowi¢ istotng zalete w procesie terapeutycznym.

Obrazowanie internalizacji z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej przeprowadzono jedynie dla
biokoniugatu Au@Pt-PEG-trastuzumab. Ze wzgledu na ograniczenie tej techniki, obserwacja PtNP-
PEG-trastuzumab nie byta mozliwa, gdyz w - zaleznosci od mikroskopu - limit detekcji przy obrazowaniu
tego typu nanostruktur wynosi 80-120 nm. Srednica Au@Pt nie daje mozliwo$ci rozréznienia punkto-
wego, jednostkowego sygnatu o wysokiej rozdzielczosci podczas obrazowania - mozliwym jest nato-
miast zaobserwowanie wiekszych skupisk nanoczgstek w komérce po internalizacji. W celu analizy,
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poréwnywano lokalizacje czerwonego sygnatu pochodzgcego od Il-rzedowego przeciwciata skoniugo-
wanego z trastuzumabem i punktowych sygnatdéw nanoczgstek uzyskanych w obrazowaniu technikg
jasnego pola. Nastepnie, dzieki natozeniu obrazéw klasyfikowano poszczegdlne sygnaty jako nalezace
(lub nie) do biokoniugatu.

W przypadku komorek SKOV-3 zidentyfikowano liczne sygnaty pochodzgce od biokoniugatu zlokali-
zowanego w cytoplazmie (rysunek 17A, 4B-E). Zauwazono takze tendencje do akumulacji nanoczgstek
w przestrzeni okotojadrowej. Stanowi to wazny aspekt w kontekscie terapii elektronami Augera, ze
wzgledu na mozliwos¢ indukowania uszkodzen materiatu genetycznego bez lokalizacji wewnatrz jadra.
Jak opisano we wstepie teoretycznym, w niedawno opublikowanej pracy wykazano, ze w terapii elek-
tronami Augera btona komdérkowa moze by¢ réwnie waznym celem molekularnym dla emiteréw elektro-
néw Augera, jak jagdro komoérkowe i mitochondria [127]. Umiejscowienie emitera elektrondéw Augera
w receptorach btony komoérkowej spowodowato jej zniszczenie i Smieré komorki. W zwigzku z lokalizacjg
emitera elektronéw Augera, takze w kopercie jgdrowej (btona ztozona z dwdch warstw podobnych do
btony komérkowej) lub w jej poblizu (jak obserwujemy na obrazach mikroskopii konfokalnej dla Au@Pt-
PEG-trastuzumab), mozliwe jest réwniez doprowadzenie do jej uszkodzenia. Jak wiadomo, koperta jg-
drowa jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania komoérek i jej uszkodzenie spowoduje $mieré
komorki. Tak wiec, nanoczgstkowe koniugaty emiteréw elektronéw Augera z trastuzumabem moga wy-

kazywac silny i r6znorodny efekt cytotoksyczny, zalezny miedzy innymi od ich lokalizacji w komorce.

Obrazowanie koniugatéw niesfunkcjonalizowanych biatkiem wykazato brak ich wychwytu przez ko-
morke (17A, 3B-E), co podkresla istotnosé roli przeciwciata i dowodzi, ze mechanizm odpowiedzialny
za lokalizacje w cytoplazmie uwzglednia endocytoze receptora HER2. Analiza komérek MDA-MB-231
(HER2-) nie wykazata obecnosci nanoczgstek ani biokoniugatu w cytoplazmie (rysunek 17B). Stanowi
to potwierdzenie uzyskanych wczesniej wynikéw wskazujgcych na wysoka specyficznosé zsyntetyzo-
wanego Au@Pt-PEG-trastuzumab.
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Rysunek 17. Obrazowanie z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej lokalizacji biokoniugatu Au@Pt-PEG-trastuzumab w ko-
morkach HER2+ (SKOV-3; A) oraz HER2- (MDA-MB-231; B).Niebieski sygnat pochodzi od barwnika Hoechst 33258 zwigzanego
z DNA w jadrze komodrkowym; czerwony sygnat pochodzi od ll-rzedowego przeciwciata skoniugowanego z trastuzumabem;
ciemne, punktowe sygnaty w obrazie T-PMT pokazujg lokalizacje nanoczastek metalicznych. Strzatkami oznaczono sygnaty po-
chodzace od biokoniugatu.
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6.3.3. Transport nanoczastek do cytoplazmy komérek HCC

Duza heterogeniczno$¢ raka watrobowokomorkowego i brak zidentyfikowanych potencjalnych celow
molekularnych na powierzchni btony tych komérek utrudnia, a poniekgd uniemozliwia opracowanie ko-
niugatéw do terapii celowanej. Stale poszukiwane sg nowe markery moggce w przyszitosci przyczyni¢
sie do postepu w tym zakresie. Opublikowano szereg prac na temat przeciwciat, majagcych potencjat
do specyficznego ukierunkowania lekéw na komérki HepG2 [188—191]. Pomimo licznychi stale prowa-
dzonych badan, nie udato sie jednak zidentyfikowac i opracowac zadnej mozliwosci selektywnego do-
starczania leku na zasadzie celowanego transportu aktywnego.

Mimo ograniczonych danych naukowych, kierujgc sie poszukiwaniem nowych koncepcji terapeutycz-
nych, zweryfikowano mozliwos¢ uzycia peptydu SP94, w celu zapewnienia specyficznego naprowadza-
nia radiobiokoniugatu na komérki HCC [192]. Omawiana czasteczka to 13-aminokwasowy peptyd
(SFSHTPILPL) o masie molowej 1724,06 g/moli strukturze przedstawionej na rysunku 18. Celem mo-
lekularnym, ktéry uznawany jest za najbardziej prawdopodobny dla SP94, jest receptor GRP78 (ang.
glucose regulated protein), 0 czym po raz pierwszy napisano w pracy Li i wsp. [193]. Jest to biatko
0 masie czgsteczkowej 70 kDa nalezgce do grupy HSP (ang. heat shock protein/biatko szoku ciepl-
nego). Jest ono odpowiedzialne za proces syntezy biatek w retikulum endoplazmatycznym, zapewniajgc
jego prawidtowg konformacje. W nowotworach ztosliwych o duzych sktonnosciach do przerzutowania

i opornosci na chemioterapie wykryto translokacje tego biatka do btony komdrkowej [194].

Rysunek 18. Struktura peptydu SP94 (Ser-Phe-Ser-lle-lle-His-Thr-Pro-lle-Leu-Pro-Leu).

W przedwstepnych analizach majgcych na celu zweryfikowanie powinowactwa peptydu do komorek
HCC przeprowadzono badania wigzalnosci receptorowej peptydu skoniugowanego poprzez N-koniec
z grupg karboksylowg chelatora DOTA i wyznakowanego 177Lu. Niestety, w naszych badaniach nie wy-
kazano specyficznego wigzania radiobiokoniugatu, czego potwierdzeniem byty sladowe ilo$ci sygnatu
zidentyfikowane podczas detekcji radiometrycznej 7Lu. Poziom wigzania catkowitego nie przekroczyt
0,5% natomiast frakcja zwigzana specyficznie stanowita mniej niz 0,1% aktywnosci catkowitej [195].
Prawdopodobng przyczyng jest niewystarczajgca ekspresja receptora GRP78 (lub innego, z ktérym
SP94 moze potencjalnie oddziatywac). Nie nalezy tez wyklucza¢, jako jednej z przyczyn, duzej hetero-
gennos$ci raka watrobowokomadrkowego, co bezposrednio przekfada sie na ekspresje i aktywno$é bio-
logiczng poszczegdlnych receptoréw. Brak alternatywnych modeli in vitro stanowi istotng przeszkode
nie tylko na etapie badan komérkowych, lecz takze znaczaco przektada sie na trudnoéci w dostosowa-

niu protokotéw klinicznych do wymagan tego nowotworu.
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Ze wzgledu na brak mozliwosci syntezy biokoniugatu z odpowiednim wektorem, zdecydowano sie na
sprawdzenie czy nanoczgstki stabilizowane polimerem (Au@Pt/PtNP-PEG-COOH) beda zdolne do pe-
netrowania btony komdrkowej i internalizacji. Badania internalizacji przeprowadzono z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej oraz metodg radiometryczng (rysunek 19). Dla uzyskania wartosciowych da-
nych poréwnawczych przy detekcji radiometrycznej przeprowadzono pomiary w takich samych punk-
tach czasowych (1-24 h), jak w przypadku komoérek SKOV-3, BT474 i MDA-MB-231. Poniewaz w opi-
sywanym przypadku mechanizm internalizacji jest nieznany i ze wzgledu na brak wektora moze zacho-
dzi¢ wolniegj, przy obrazowaniu konfokalnym Au@Pt-PEG-COOH wykonano dodatkowg analize po 48 h
(rysunek 19A-B).
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Rysunek 19. Badanie internalizacji Au@Pt-PEG-COOH/AU@*’Pt-PEG -COOH oraz PtNPs-PEG-COOH/Au@'PtNPs-PEG -
COOH wzgledem komérek HepG2. Obrazowanie z wykrorzystaniem mikroskopii konfokalnej przeprowadzone dla Au@Pt-PEG-
COOH (A, B); analiza z wykorzystaniem detekcji radiometrycznej (C).

Analiza radiometryczna wykazata nieznaczny stopien internalizacji po uptywie 1 i 6 godzin. Wyrazny
wzrost zaobserwowano w okresie 6-18 h przy pézniejszej stabilizacji % internalizowanego zwigzku,
do uptywu 24 h na poziomie 4-5% (rysunek 19C). Nie stwierdzono istotnych réznic w szybkosci
i efektywnosci internalizacji pomiedzy radiokoniugatami o $rednicy 30 nm i 2 nm. Podczas obrazowania
na mikroskopie konfokalnym, ujawniono liczne sygnaty Au@Pt zgromadzonych w przestrzeni okotojg-
drowej (rysunek 19A, obrazy 2B/C). Podobnie jak w przypadku komorek SKOV-3, nanoczgstki po inter-
nalizacji lokalizowaty sie w postaci skupisk w okolicy jadra komérkowego, scisle przylegajac do btony
jadrowej. Takie umiejscowienie nanoczastek w komaérce pozwala spodziewaé sie dodatkowych efektow
w postaci uszkodzenia btony komorkowej przy zastosowaniu radiokoniugatu. Wizualizacja probek po
48-godzinnej inkubacji wykazata takze pierwsze symptomy cytotoksycznego dziatania Au@Pt (rysunek
19B, obrazy 3-4). Zaobserwowano powstawanie licznych ciatek apoptotycznych - zawierajgcych skon-
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densowane fragmenty cytoplazmy, organelli komoérkowych i chromatyny - bedgcych objawem progra-
mowanej smierci komérki. Efektem dziatania nanoczgstek byto takze charakterystyczne dla dezintegra-
cjijadra komorkowego rozmycie sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego od DNA i zwiekszona prze-
puszczalno$é btony jagdrowej, skutkujgca duzg intensywnoscig lokalnie zgromadzonego znacznika (ry-
sunek 19, obraz 4C, biata strzatka). Obrazowanie z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej umozliwito
nie tylko potwierdzenie wychwytu nanoczastek przez komorki raka watrobowokomaorkowego, lecz takze

uwidocznito pierwsze symptomy cytotoksycznego dziatania analizowanych zwigzkow.

6.4. Okreslenie mechanizmu biologicznej aktywnosci nanoczastek platyny

Biologiczna aktywnos¢ nanoczastek platyny i zwigzany z tym mechanizm indukowania pod ich wpty-
wem efektow toksycznych wcigz nie zostaty doktadnie poznane. W ramach publikowanych prac postu-
lowane sg rézne koncepcje, jednak brak jest dostatecznych dowoddw okreslajgcych biologiczne
aspekty oddziatywania nanoczgstek platyny na komérki o podwyzszonym potencjale oksydacyjnym.
Badania nad okresleniem mechanizmu biologicznej aktywnosci Au@Pti PtNPs obejmowaty weryfikacje
postulowanych koncepcji poprzez analize markeréw stresu oksydacyjnego, internalizacji do jgdra ko-
modrkowego wskutek rozpuszczania nanoczgstek w srodowisku silnie utleniajgcym oraz wieloetapowej
analizy i skutecznos$ci cytotoksycznego dziatania otrzymanych koniugatow i biokoniugatéw.

6.4.1. Wstepna ocena cytotoksycznego dziatania —test MTS

Wstepne badania nad cytotoksycznym dziataniem Au@Pt, PtNPs i ich biokoniugatéw przeprowa-
dzono z wykorzystaniem komérek SKOV-3 i HepG2. Obydwie te linie komérkowe charakteryzujg sie
podwyzszonym (SKOV-3) lub wysokim (HepG2) potencjatem oksydacyjnym [3,104,164,196,197]. Jest
to efektem nadprodukcji w cytoplazmie H202, a takze zwiekszonej konsumpcji tlenu, co ma miejsce
szczegolnie w przypadku HCC i jest zwigzane z anatomiczng funkcjg watroby. Biorgc pod uwage fakt,
ze za wiekszos¢ RFT w komoérce odpowiada mitochondrialny tahcuch oddechowy, do badania uzyto
testu MTS weryfikujgcego prawidtowe dziatanie mitochondrium poprzez przeksztatcanie soli tetrazolo-
wej do barwnego formazanu przez dehydrogenaze mitochondrialng.

Przezywalnos$¢ komérek SKOV-3 w zakresie stezen 10-145 pg/mL (log Pt = 1,0-2,16) nie zmniejszyta
sie podczas 72-godzinnej inkubacji (rysunek 20A). Nie zaobserwowano zadnego wptywu zaréwno sa-
mych nanoczastek (stabilizowanych PEG), jak i biokoniugatéow z trastuzumabem. Przyjmujac, ze do
indukowania cytotoksycznosci wymagany jest wystarczajgcy potencjat oksydacyjny, zdecydowanie
wieksze prawdopodobienstwo uzyskania oczekiwanego efektu byto dla nanoczgstek skoniugowanych
z przeciwciatem, ze wzgledu na ich wewngtrzkomoérkowg lokalizacje. Pomimo tego, nie stwierdzono
zadnych symptomow cytotoksycznosci, co wskazuje, ze potencjat oksydacyjny tych komoérek jest zbyt
niski, by nanoczgstki mogty wykazywac dziatanie prooksydacyjne.
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Rysunek 20. Wptyw zsyntetyzowanych nanoczastek na przezywalno$¢ komorek SKOV-3 (A) oraz HepG2 (B, C). Stezenie Pt
dla danych przedstawionych na wykresie C wynosi 145 ug/mL (log Pt = 2,16) (n=4).

Zastosowane w tym samym zakresie stezen Au@Pt-PEG-COOH i PtINP-PEG-COOH wykazaty wy-
sokg toksycznos¢, szczegolnie po 72-godzinnej inkubaciji (rysunek 20B/C). Efekt cytotoksyczny zaob-
serwowano jedynie przy najwyzszym testowanym stezeniu Pt (145 ug/mL; log Pt = 2,16), co przetozyto
sie na wyrazne obnizenie przezywalnosci. Pomimo uzyskania zblizonego efektu, podczas trzydniowej
inkubacji zauwazono istotne réznice w szybkosci zmian indukowanych obydwoma rodzajami nanocza-
stek (rysunek 19C). Bardzo mate, 2 nm PtNPs, juz po 24 h wywotaty toksyczny efekt u 40,94 + 13,81%
komorek indukujgc zmiany nieznacznie postepujgce w czasie (réznica24 — 72 h na poziomie <10 p.p.).
Nanoczastki core-shell powodowaty natomiast postepujgce w czasie obnizenie przezywalnosci komo-
rek. Po 24 h efekt dziatania Au@Pt byt wyrazny (p < 0,01), lecz znacznie mniejszy niz w przypadku
PtNPs. Pomimo mniej intensywnego wptywu w poczatkowych okresach inkubacji Au@Pt powodowaty
jedynie nieznacznie stabsze obnizenie przezywalnosci komoérek HepG2 wzgledem PtNPs. Uzyskane
wartosci po 72 h wynosity 49,7 + 6,59% i 59,06 + 13,81% odpowiednio dla Au@Pt i PtNPs. Obserwo-
wane roznice mogty wynikac ze zréznicowanych wtasciwosci fizykochemicznych nanoczastek, zalez-
nych od ich rozmiaru. Znajduje to bezposrednie przetozenie na reaktywnos¢ i mozliwos¢ zaréwno indu-
kowania stresu oksydacyjnego, jak i potencjalnego rozpuszczania, a wszystkie te czynniki mogag na
drodze réznych mechanizmow powodowaé dziatanie toksyczne. Badanie kontrolne z uzyciem AuNPs
wykazato ich neutralny wptyw na aktywnos¢ mitochondriow komorek HepG2, co bezposrednio dowodzi
kluczowej roli platyny w indukowaniu cytotoksycznosci.

Platyno-zalezna toksycznos¢ obserwowana jest przy roznych stezeniach, w zaleznosci od typu na-
nomateriatu, jego rozmiaru, funkcjonalizacji oraz linii komorkowej uzytej do badan. Jednym z czynnikéw
obnizajgcych efektywnos¢ dziatania jest rowniez tzw. efekt koronowy, polegajgcy na absorpcji biatek na
powierzchni nanoczagstki, ostabiajgc tym samym interakcje nanoczagstka-komérka. W publikowanych
pracach poswieconych réznym typom nanoczgstek platynowych obserwuje sie toksycznos¢
w zakresie stezen 50 — 400 ug/mL[198]. Almeer i wsp. dla nanoczgstek o srednicy <100 nm zaobser-
wowali prooksydacyjne, cytotoksyczne — wzgledem komérek HEK293 - dziatanie przy stezeniu Pt =
350 pg/mL [199]. Wartosci ICso uzyskane w pracy Mironavy i wsp. oscylowaty w granicach 51 i 124
pg/mL dla nanoczastek o $rednicy 2-15 nm dla linii komdrkowych nowotworu piersi [200]. Wyniki pre-

zentowanych prac znajdujg odzwierciedlenie i potwierdzenie w przeprowadzonych w ramach niniejszej
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pracy doswiadczeniachi potwierdzajg zréznicowanie wrazliwosci komérek nowotworowych na dziatanie

nanoczgstek platynowych, zalezng w duzej mierze od ich rozmiaru i rodzaju linii komérkowej [201].
6.4.2. Analiza markerow stresu oksydacyjnego — reaktywne formy tlenu (ROS)

Brak efektu cytotoksycznego pomimo potwierdzonej internalizacji wzgledem komoérek SKOV-3,
a takze wykazane testem MTS dziatanie zwigzkow wzgledem komérek HepG2, stanowity posrednie
potwierdzenie hipotezy moéwigcej, ze potencjat oksydacyjny jest kluczowym czynnikiem aktywujgcym
dziatanie Au@Pt i PtNPs. Poza stezeniem H202i konsumpcjg tlenu, duza role odgrywajg tez mozliwosci
ochrony antyoksydacyjnej komorki, powodowane gtéwnie — cho¢ oczywiscie nie tylko — przez zreduko-
wany glutation (GSH). Za dziatanie protekcyjne, chronigce komorke przed stresem oksydacyjnym od-
powiedzialny jest szereg enzymatycznych (np. dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza) i nieenzymatycz-
nych (np. flawonoidy, karotenoidy) zwigzkéw. Czesto jednak, analizujgc podatnosé komorki na uleganie
stresowi oksydacyjnemu, oceny dokonuje sie w oparciu o poziom GSH, jako gtéwnego, nieenzyma-
tycznego przeciwutleniacza. W celu weryfikacji podatnosci komoérek SKOV-3i HepG2 na zmiany statusu
oksydacyjnego poréwnano poziom fizjologiczny ROS oraz zredukowanego glutationu. Komérki potrak-
towano takze H202 (100 yM), by zweryfikowa¢ ich zdolnosci ochrony przed nadmiarem wolnych rodni-
kéw (rysunek 21).
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Rysunek 21. Weryfikacja potencjatu oksydacyjnego komérek SKOV-3 i HepG2 w warunkach podstawowych (A) oraz ocena
zdolnosci antyoksydacyjnych tych komérek (B) (n = 3).

Poziom fluorescencji CM-H:DCFDA w czasie to = 0 min byt w komodrkach SKOV-3 trzykrotnie nizszy
wzgledem wartosci zmierzonej w komoérkach HepG2 (p < 0,0001). Jednoczesnie, bazowy poziom GSH
w komoérkach HER2+ wynosit 28 nM/ug biatka, co byto wartoscig 1,6 razy wyzszg wzgledem komorek
HCC, w cytozolu, ktérych poziom ten wynosit 17,5 nM/ug biatka (rysunek 21A). Przetozyto sie to bez-
posrednio na skuteczniejszg ochrone przed ROS-ami generowanymi z nadtlenku wodoru. Poziom fluo-
rescencji w komoérkach SKOV-3 nie zmienit sie znaczaco pod wptywem traktowania 100 uM H.O>, przy
jednoczesnie blisko dwukrotnym wzroscie intensywnosci fluorescencji w komérkach HepG2 (rysunek
21B). Wyniki te wskazujg na zréznicowang fizjologie obydwu typow komorek i wyjasniajg, ze mniej utle-
niajgce srodowisko SKOV-3 i ich silniejsze zdolnosci antyoksydacyjne wptynety na aktywno$¢ biolo-

giczng i cytotoksycznos¢ nanoczgstek platynowych.
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Zréznicowane parametry cytozolu obydwu linii komérkowych nie wykluczajg mozliwosci generowania
reaktywnych form tlenu pod wptywem nanoczastek. Wiasciwosci komorek SKOV-3 mogg umozliwic
szybka i skuteczng neutralizacje wolnych rodnikow, by ochroni¢ komodrke przed groznymi dla niej na-
stepstwami stresu oksydacyjnego. Aby zweryfikowaé poziom stresu oksydacyjnego wywotywanego
traktowaniem komorek nanoczgstkami platy nowymi dokonano analizy poziomu RFT w funkcji czasu. W
celu okreslenia indukowania RFT pod wptywem nanoczastek, przeprowadzono badania poréwnawcze
uwzgledniajgce preinkubacije z N-acetylo-L-cysteing (NAC), ktéra bedac prekursorem do syntezy GSH
w komorce, powoduje wygaszanie reaktywnych form tlenu zwiekszajac zdolnosci komérki do ochrony
przed dtugotrwatym stresem oksydacyjnym (rysunek 22).

Pomimo wykazanej internalizacji jedynie dla biokoniugatéw sfunkcjonalizowanych trastuzumabem,
podczas analizy ROS zdecydowano sie przeprowadzi¢ badania takze dla nieinternalizujgcych do komé-
rek SKOV-3 nanoczgstek stabilizowanych polimerem. Uzasadnieniem wyboru tych zwigzkow jest moz-
liwos¢ indukowania stresu oksydacyjnego, réwniez z przestrzeni pozakomérkowej [202].

Jak przedstawiono na rysunku 22A nie zaobserwowano nadprodukcji ROS w komdrkach SKOV-3
traktowanych Au@Pt/PtNPs i ich biokoniugatami. Wyniki te sg zgodne z rezultatami testu MTS ( rysunek
20), podczas ktérego nie odnotowano wptywu nanoczastek na przezywalnos¢ tych komérek. Stwier-
dzono natomiast wyrazne i postepujgce z czasem generowanie reaktywnych form tlenu w komoérkach
HepG2 (rysunek 22B). Maksymalny poziom ROS osiggnieto po 72-godzinnej inkubaciji, a jego wartos¢
byta blisko szesciokrotnie (PtNPs; p < 0,0001) lub ponad szesciokrotnie (6,6 razy) wieksza (Au@Pt;
p < 0,0001) wzgledem nietraktowanych komoérek kontrolnych. Nanoczgstki ztota nie powodowaty dzia-
tania prooksydacyjnego, co dowodzi, ze platyna petni kluczowg role w tym procesie prowadzac do
znacznej redukcji przezywalnosci komoérek.

Podczas badan poréwnawczych z traktowaniem poprzedzonym preinkubacjg z NAC, zauwazono wy-
raznie zmniejszony poziom fluorescenciji utlenionej sondy (rysunek 22C/D) we wszystkich punktach cza-
sowych. Potwierdza to, ze mierzony wzrost intensywnosci fluorescencji jest konsekwencjg prooksyda-
cyjnego dziatania testowanych nanoczastek. Warto podkresli¢, ze 2 nm PtNPs podobnie jak w przy-
padku testu MTS szybciej indukowaty powstawanie reaktywnych form tlenu, ktére po 12 h spowodowaty
1,4-krotny wzrost intensywno$ci fluorescencji. Moze by¢ to zwigzane z wyzsza reaktywnoscig i wiekszag
procentowg zawartoscig atomow powierzchniowych, wynikajgca ze zwiekszonego stosunku powierzch-
nia:objeto$¢ w matych nanoczgstkach. Obserwacje te sg zgodne z danymi poprzednio opublikowanymi
przez Almeera i wsp. [199], ktérzy weryfikowali prooksydacyjne dziatanie PtNPs o $rednicy <100 nm na
komérkach HEK293. Zaobserwowali oni cytotoksyczno$¢ zwigzang z indukowaniem stresu oksydacyj-
nego i spadkiem podazy GSH. Aktywnos¢ prooksydacyjna testowanych w cytowanej pracy nanoczastek
byta jednak stabsza (122% wzgledem kontroli), co moze wynikac z innego rozmiaru nanoczgstek i od-

miennego modelu in vitro.
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Rysunek 22. Produkcja reaktywnych form tlenu w komérkach SKOV-3 (A) i HepG2 (B). Wptyw preinkubacji z NAC na
efektywnos$¢ generowania RFT w komérkach raka watrobowokomorkowego pod wiywem Au@Pt (C) i PtNPs (D). Poziom RFT
przeliczono z uwzglednieniem spadku liczebnosci komdrek zwigzanych z cytotoksycznym dziataniem zwigzkéw (n=3).

6.4.3. Nastepstwa stresu oksydacyjnego w komoérkach HepG2

Biorgc pod uwage fakt, ze Au@Pt i PtNPs nie powodujg stresu oksydacyjnegoi efektu toksycznego
na komoérkach SKOV-3, dalsze badania nad mechanizmem biologicznej aktywnosci nanoczgstek prze-
prowadzono wytgcznie na komdrkach raka watrobowokomérkowego. Wiedzac, ze NAC wywotuje efekt
ochronny obnizajgc stres oksydacyjny, sprawdzono czy przetozy sie to rowniez na zwiekszenie przezy-
walnosci tych komorek.

Preinkubacjaz NAC wptyneta na ostabienie cytotoksycznego dziatania nanoczgstek , wykazujgc dzia-
tanie ochronne (rysunek 23A). Wynik ten potwierdza korelacje pomiedzy wystepowaniem stresu oksy-
dacyjnego, a cytotoksycznym dziataniem otrzymanych koniugatéw. Zaobserwowano takze zmiany
w poziomie biatka w komoérkach (rysunek 23B), gdzie po 12-godzinnej inkubacji znaczaco obnizyta sie
catkowita zawartos¢ biatka, osiggajac poziom wynoszacy 79% (p < 0,001) i 59,1% (p < 0,0001) odpo-
wiednio dla Au@Pt i PtNPs. Wybdr pierwszego punktu pomiarowego w stosunkowo wczesnej fazie
inkubaciji (12 h) podyktowany bytwykryciem juzw tym okresie pierwszej nadpodazy ROS (rysunek 22).
Dziatanie 30 nm i 2 nm nanoczgstek przebiegato w nieco inny sposob, gdyz podczas dtuzszej inkubaciji
poziom biatka w komodrkach traktowanych Au@Pt podwyzszyt sie, powracajgc do wartosci zblizonej do

73



komorek kontrolnych (90,86%; p < 0,05). PtNPs powodowaty zas postepujgce z czasem obnizenie po-
ziomu biatka, ktérego minimalna warto$¢ wyniosta 19,2% (p < 0,0001) po 72 h inkubacji.
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Rysunek 23. Zachwianie rownowagi redoks w komérkach HepG2 pod wptywem otrzymanych koniugatéw. Wptyw ochronnego
dziatania NAC na przezywalno$¢ komorek (A); zmiany w catkowitej zawartosci biatka (B) i glutationu zredukowanego (C)
w komérkach (n=3); mechanizm antyoksydacyjnego dziatania NAC (D). Poziom GSH przeliczono z uwzglednieniem spadku
liczebnos$ci komdrek zwigzanych z cytotoksycznym dziataniem zwigzkéw.

W kolejnym kroku sprawdzono, czy wprowadzenie komorki w stan stresu oksydacyjnego zwigzane
jest zwyczerpaniem jej zdolnos$ci antyoksydacyjnych uwidocznionych spadkiem poziomu GSH (rysunek
23C). Pierwszy spadek poziomu GSH nastagpit po 12 h — PtNPs spowodowaty 1,6-krotne obnizenie jego
stezenia, natomiast Au@Pt obnizyly poziom glutationu o okoto 15%. Preinkubacja z NAC wyraznie
zwiekszyta zawartos¢ GSH, natomiast pomimo tego poziom przeciwutleniacza nie osiggnat wartosci
zblizonej do komoérek kontrolnych. Podobnie jak podczas analizy poziomu biatka i w tym przypadku
stwierdzono analogiczne réznice dla nanoczastek platyny i nanoczgstek core-shell. Poziom GSH w ko-
morkach traktowanych Au@Pt NPs powrécit do poziomu kontroli juz po 24 h, wykazujgc réznice jedynie
w pierwszym punkcie pomiarowym. Inkubacja z2 nm nanoczastkami prowadzita zas do istotnych réznic
w stezeniu GSH w catym okresie prowadzenia inkubacji (28 nM/ug biatka i 28 nM/ug biatka po 24 i 48
h, wzgledem komorek nietraktowanych — 39 nM/ug biatka i 31 nM/ug biatka po 24 i 48 h).

Dziatanie protekcyjne NAC znalazto swoje odzwierciedlenie na wielu poziomach fizjologii i morfologii
komorki. N-acetylo-L-cysteina poprzez posrednie lub bezposrednie dziatanie antyoksydacyjne (rysunek
23D) przyczynita sie do zwigkszonej odpornosci komorki na stres oksydacyjny. Chronigc komorke przed
nadmiarem reaktywnych form tlenu, spowodowata ostabienie dziatania koniugatéw, catkowicie (Au@Pt)
lub znaczgco (PtNPs), obnizajgc przy tym $miertelno$¢ komorek. Efekt ochronny NAC zostat rowniez
zaobserwowany w mikroskopowej analizie morfologii komérek (rysunek 24).
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Rysunek 24. Zmiany morfologiczne w komdérkach HepG2 indukowane chemotoksycznym dziataniem Au@Pt i PtNPs.

Konsekwencjg traktowania komérek HepG2 nanokoniugatami byty wyrazne, cho¢ réznigce sie mie-
dzy sobg zmiany morfologiczne. Nanoczastki core-shell spowodowaty zredukowanie liczebnosci komo-
rek i czeSciowg utrate integralnosci klastréw, ktore sg charakterystyczng formg wzrostu tej linii komor-
kowej. Inne zmiany zaobserwowano oceniajgc wptyw PtNPs na badane komérki, gdzie poza znaczgcym
spadkiem liczebnosci, odnotowano réwniez obkurczenie komorek, wyrazng utrate integralnoscii liczne
zmiany w ksztatcie komérek (rysunek 24, obraz 1/2C). Byty to wiec zmiany o znacznie wiekszym stopniu

intensywnosci wzgledem tych spowodowanych przez Au@Pt.
6.4.4. Rozpuszczanie nanoczastek w srodowisku silnie utleniajgcym

Poza dziataniem prooksydacyjnym, teorie opisujgce mechanizm biologicznej aktywnosci nanoczg-
stek platyny postulujg takze ich rozpuszczanie (rysunek 3) w srodowisku utleniajgcym. Proces ten, moze
zachodzi¢ poprzez dwuelektronowg reakcje, ktérej produktami — poza jonem (OH ™) i rodnikiem hydrok-
sylowym (- OH) sg rozpuszczalne w wodzie kationy Pt?*. Kationy te mogg przenika¢ do jgdra komorko-
wego i interkalowac¢ do DNA, powodujac smier¢ komorki [3]. Weryfikujac te koncepcje przeprowadzono
zaréwno analizy chemiczne (rysunek 25A/B), jak i badania w warunkach in vitro (rysunek 25C-E).

Stezenie nadtlenku wodoru w warunkach biologicznych jest na poziomie nanomolowym [203] osig-
gajgc wartos¢ 10 nM. Weryfikacja interakciji Au@Pt/PtNPs w $srodowisku utleniajgcym o tak niskim,
z chemicznego punktu widzenia, stezeniu jest znaczgco utrudniona. Metody elektrochemiczne, ktdre sg
standardowo wykorzystywane w tego typu analizach posiadajg limity detekcji wykluczajgce ich wyko-
rzystanie przy tak niskich stezeniach i precyzyjnych pomiarach. Chcgc uzyskac¢ dane w warunkach jak
najbardziej zblizonych do panujgcych w cytozolu komérek HepG2, pomiary przeprowadzono analizujgc
niezaleznie dwa aspekty.

Pierwsza z analiz obejmowata radiometryczng weryfikacje rozpuszczania nanoczastek platyny w réz-
nych stezeniach nadtlenku wodoru. W celu okreslenia ewentualnego wptywu stezenia na wydajnosé
procesu rozpuszczania, poza najbardziej zblizonym do fizjologicznego (10 nM) do badar wykorzystano

takze wyzsze stezenia. Jak przedstawiono na rysunku 25A/B nie stwierdzono uwalniania platyny
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z powierzchni nanoczastek, co Swiadczyto o braku zajsciu reakcji utleniania platyny. Zawartos¢ platyny
w roztworze oddzielonym od nanoczastek byta ponizej 0,5%, co jednoznacznie wyklucza mozliwo$¢

wydajnego rozpuszczania obydwu badanych rodzajow nanoczgstek.
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Rysunek 25. Rozpuszczanie nanoczastek platynowych Au@Pt i PtNPs pod wplywem nadtlenku wodoru. Badania
w warunakch chemicznych (A, B) oraz in vitro — po wyizolowaniu jadra komdrkowego z komérek HepG2 (C, D, E) (n=4).

Analize uwalniania platyny z powierzchni nanoczastek przeprowadzono takze w warunkach in vitro.
Komoérki raka watrobowokomaorkowego potraktowano nietoksycznym stezeniem nanoczgstek, w celu
weryfikacji lokalizacji Pt w jadrze komérkowym. Zawarto$¢ radionuklidu (197Pt w przypadku detekciji ra-
diometrycznej) oraz metalu (w przypadku detekcji ICP-MS) wykazata istotne réznice dla analizowanych
typéw nanoczastek (rysunek 25, C-E). W przypadku nanoczastek core-shell nie stwierdzono zwiekszo-
nego wychwytuw jadrze komérkowym, wykluczajgc tym samym hipoteze o ich rozpuszczaniu, prowa-
dzgcym do formowania kationu Pt?*. Obydwie analizy wykazaty jedynie sladowg zawarto$¢ platyny
w frakcji jadrowej. Ze wzgledu na zauwazalng obecnos¢ nanoczastek na zewnetrznej powierzchni jgder
komodrkowych, podczas procesu frakcjonowania, sprawdzono takze stosunek zawartosci Au:Pt
w analizowanej frakcji (rysunek 25E). Miato to na celu unikniecie btedu interpretacyjnego zwigzanego
z uwzglednieniem Au@Pt NPs zlokalizowanych na zewnetrznej stronie jgdra jako internalizowanej frak-
cji. Analiza spektroskopowa wykazata, ze stosunek Au:Pt w badanych frakcjach nie zmienit sie wzgle-
dem warto$ci poczatkowej (1,1) uzyskanej dla produktu bezposrednio po syntezie. Rozpuszczenie pla-
tynowej powtoki i zwigzana z tym migracja Pt do wnetrza jgdra, powinna przyczynic sie do obnizenia
tego stosunku, co jednoznacznie wykluczyto mozliwos¢ zajscia tego procesu.

W przeciwienstwie do Au@Pt NPs, w przypadku PtNPs zaobserwowano zwiekszong lokalizacje Pt

w jgdrze. Wartosci te byty najwyzsze w pierwszej dobie inkubacji i wynosity 13-15%, jednoczesnie nie
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wykazujac istotnych statystycznie réznic pomiedzy detekcjg radiometryczngi ICP-MS. Poréwnujgc uzy-
skane dane eksperymentalne z wynikami opublikowanymi przez Shoshan i wsp. [3], zauwazono znacz-
nie nizszg zawarto$¢ Pt w jadrze. Pomimo tego, otrzymany wynik z pewnoscig nie jest zdarzeniem
incydentalnym, gdyz potwierdzony zostat analizami przy uzyciu dwoch niezaleznych technik. Prezento-
wane wyniki nie mogag stanowi¢ jednak dowodu jednoznacznie potwierdzajgcego hipoteze
0 rozpuszczaniu platyny w srodowisku silnie utleniajgcym. Interpretujgc te dane nalezy wzig¢ pod uwage
teoretyczng mozliwos¢ pokonywania przez 2 nm nanoczastki podwadjnej otoczki jgdrowej na drodze dy-
fuzji przez pory jadrowe. W zwigzku z tym lokalizacja wewnatrzjagdrowa w przypadku PtNPs moze by¢
nastepstwem dwdch réznych mechanizmoéw. Biorgce jednak pod uwage brak rozpuszczania w przypadku
Au@Pt i desorpcji platyny zich powierzchni, bardziej prawdopodobnym wydaje sie zajscie tego procesu
na drodze dyfuzji nanoczgstek do jadra komdérkowego.

6.4.5. Badania apoptozy i cyklu komérkowego za pomocg cytometrii przeptywowej

Zrdznicowany rodzaj indukowanych w komoérkach HepG2 zmian pod wptywem Au@Pt i PtNPs moze
przektadac sie nie tylko na szybkos$¢ wywotywania efektu cytotoksycznego, ale réwniez na sposéb prze-
biegu $mierci komérki. Samo dziatanie nanoczastek moze inicjowaé Smieré komorki poprzez aktywacie
wielu réznych drég, a wystepowanie stresu oksydacyjnego zwigzanego z dziataniem rodnikéw jest za-
zwyczaj sprzezone z indukowaniem apoptozy. Pierwsze symptomy programowanej $mierci komorki za-
uwazono juz podczas obrazowania na mikroskopie konfokalnym, gdzie ujawniono formowanie sie pe-
cherzykoéw apoptotycznych (rysunek 19). W celu rozwiniecia tego kierunku poszukiwania odpowiedzi
nad biologicznymi aspektami dziatania nanoczastek platynowych, przeprowadzono analize z wykorzy-
staniem cytometrii przeptywowej (rysunek 26A).
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Rysunek 26. Cytometria przeptywowa w analizie mechanizmu cytotoskcyznego dziatania Au@Pt i PtNPs — procentowy udziat
komorek zywych, apoptotycznychi martwych (A); dystrybucja faz cyklu komékowego (B); histogramy przedstawiajgce zmiany
udziatu poszczegdlnych faz cyklu indukowane Au@Pt (C) i PtNPs (D) (n=3).

Podczas analizy rozrézniono trzy populacje komorek, ktére sklasyfikowano jako: zywe, apoptotyczne
(wczesna i p6zna apoptoza) i nekrotyczne. Udziat procentowy poszczegolnych populacji zmieniat sie
w zaleznosci od czasu, jednak ogdlna tendencja byta zgodna z wynikami uzyskanymi podczas testu
MTS. Zaobserwowano zréznicowane tempo zmian indukowanych Au@Pt i PtNPs przy Cpt = 145 pg/mL.
Po krétkiej, 24-godzinnej inkubaciji nie zidentyfikowano komorek wykazujgcych apoptoze lub nekroze,
a tym samym obnizonej przezywalnosci komoérek HepG2 traktowanych Au@Pt. Wydtuzenie inkubaciji
do 72 h przetozyto sie na istotny wzrost populacji komadrek apoptotycznych (Annexin-V+/PI- oraz An-
nexin-V+/Pl+) lub nekrotycznych (Annexin-V-/Pl+), przy jedynie 17,1% (p < 0,0001) komorek o niena-
ruszonej integralnosci btony komérkowe;.

Toksycznosc¢ indukowana nanoczagstkami o srednicy 2 nm wystgpita zdecydowanie szybciej, uwi-
daczniajgc juz po 24 h zmiany proapoptotyczne, przy pozostawieniu jedynie 30% komorek zywych
(p < 0,0001). Populacja komorek apoptotycznych wzrastata wraz z uptywem czasu — od wartosci 58%
po 24 h, do poziomu 67,8% po 72 h (p < 0,01). Podobny kierunek zmian zauwazono w przypadku
populacji komoérek nekrotycznych, ktorych liczebnos¢ stanowita od 12 do 17,4% populacji (p < 0,05).

Pomimo istotnych réznic w tempie indukowanych zmian oraz dystrybucji komorek apoptotycznych
i nekrotycznych w okresie do 48 h, efekty wywotane Au@Pt i PtNPs po 72 h traktowaniu byty zblizone.
Przezywalnos¢ komorek po zakonczeniu inkubacji byta w zakresie 14-17%, a procentowy udziat apop-
tozy i nekrozy w analizowanych populacjach nie réznit sie istotnie (p > 0,05).

Posrednim potwierdzeniem efektywnej lokalizacji wewnatrzjadrowej PtNPs byty rowniez wyniki uzy-
skane podczas analizy cyklu komérkowego (rysunek 26B-D). Zgodnie z danymi literaturowymi nano-
czastki metali szlachetnych mogg powodowac¢ zatrzymanie cyklu komérkowego w fazach Go/G1 i G2/M
[198,204]. Barwienie DNA jodkiem propidyny wykazato zréznicowany udziat poszczegdlnych faz,
w jakich doszto do zahamowania cyklu. Zaréwno dla Au@Pt i PtNPs nie odnotowano blokowania
w fazie G2/M, co jest zgodne z obserwacjami opisanymi w pracy Li i wsp. [205]. Jak przedstawiono, 50
Mg/mL porowatych PtNPs nie powodowato zatrzymania cyklu w fazie G2/M, ale przyczynito sie do uwraz-
liwienia komérek NCIH460 (nowotwor ptuc) na dziatanie promieniowania X.

Analizujgc dystrybucje poszczegdlnych faz cyklu zauwazono zaskakujgco duzy udziat fazy S po 24
h traktowania komérek HepG2 PtNPs (31,9%). Po uptywie 48 h wartos¢ ta znaczgco zmniejszyta sie,
oscylujgc na poziomie 9-10% do zakoriczenia eksperymentu, przy jednoczesnym wzroscie udziatu fazy
Go/G1 (od 40,9% do 63% po 72 h). Wyniki te $cisle korelujg ze zmianami poziomu biatka, poniewaz
podczas fazy G1 komoérka gromadzi duze poktady biatka, by nastepnie - po przej$ciu punktu kontrolnego
G4/S - nastgpito zuzycie nagromadzonych biatek dla zaspokojenia potrzeb zwigzanych z replikacjg DNA
(faza S). Wyjasniato réznice pomiedzy dziataniem Au@Pt i PtNPs, objawiajace sie w szybkosci wywo-
tywania zmian, dystrybucjgfaz cyklu oraz zréznicowaniu w catkowitej zawartosci biatka. Potwierdza
to posrednio, cho¢ jednoznacznie réwniez brak rozpuszczania Au@Pt i zwigzanej z tym jedynie poza-

jadrowej lokalizacji.
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Blokowanie cyklu komorkowego w fazie Go/G1 sugeruje wystepowanie stresu oksydacyjnego, pod-
czas gdy zatrzymanie w fazie S jest typowo obserwowane dla PtNPs o matej Srednicy i zmian proapop-
totycznych [206—208]. Wyniki te dowodzg $cistej zaleznosci pomiedzy ~13% zawartoscig Pt w jadrze,
a zatrzymaniem cykluw fazie S widocznym po 24 h. Do podobnych wnioskéw doszli Wang i wsp. [209],
ktorzy analizujgc dziatanie cis-platyny wykazali, ze zwigzek ten powoduje zatrzymanie podziatu komor-
kowego w fazie S komérek HepG2. Ponadto, zauwazyli wystepowanie tego zjawiska gtéwnie w poczat-
kowych okresach inkubaciji, co zaobserwowano takze w prezentowanych na rysunku 26 wynikach.

Analiza cyklu komérkowego dostarczyta wielu istotnych odpowiedzi dowodzac silnej zaleznosci po-
miedzy syntezg biatek, a obecnoscig PtINPs w komdrce. Wysoce prawdopodobnym jest, ze dotarcie Pt
do jgdra komérkowego powoduje zatrzymanie cykluw fazie S. Moze to bezposrednio wyjasniac réznice
w rodzaju i poziomie zmian fizjologicznych i morfologicznych indukowanych przez Au@Pt i PtNPs
[210,211].

6.5. Addytywnos$¢ tgczonej chemo- i radioterapii w leczeniu nowotworow watroby

Brak mozliwosci wykorzystania radionuklidow 193mpt/195mpPt skutkowat koniecznoscig poszukiwania
alternatywnych metod dla zastosowania opracowanej koncepcji terapii kombinowanej. Analizujgc moz-
liwosciimplementacji w pracach badawczych innych emiteréw elektronéw Augera, zdecydowano si¢ na
zmiane koncepcji zastosowania nanoczastek platynowychi wykorzystaniaich jako nosnika dla 1251, Wy-
soka efektywno$¢ terapeutyczna jodu-125 powinna byé nastepstwem przyjetej dla tego radionuklidu
zasady, ze na jeden jego rozpad przypada jedno dwuniciowe uszkodzenie DNA [212,213]. W celu we-
ryfikacji prezentowanej koncepcji przeprowadzono badania chemisorpcji radionuklidu jodu-125 na po-
wierzchni nanoczagstek, sprawdzono mozliwos¢ desorpcji 1251 w $rodowisku silnie utleniajgcym i oce-

niono efektywnos$¢ terapeutyczng otrzymanych radiokoniugatéw.
6.5.1. Radiokoniugaty 25131-Au@Pt i 125131]-PtNP

Platyna i ztoto, jako metale szlachetne, charakteryzujg sie bardzo podobnymi wtasciwosciami che-
micznymi, takimi jak promien kowalencyjny, energia jonizacji czy elektroujemnos¢, ktére bezposrednio
determinujg site i typ wigzan chemicznych. Jedng z cech tych metali jest formowanie silnych wigzan
kowalencyjnych z ciezkimi halogenkami, takimi jak | czy At [81,88,214]. Szacowana dtugos¢ wigzania
Pt-I wynosi 261 pm i jest nieznacznie krétsza niz Au-l (277 pm), co sugeruje tworzenie silniejszego
i trwalszego zwigzku z Pt. Postulowany mechanizm oddziatywania platyna-jod opisywany jest nastepu-

jaco (réwnanie 1):
I-+Pt° + H2O — Ptl + %2H> + OH- (1)

Do immobilizacji jodu po raz pierwszy wykorzystano Au@Pt oraz PtNPs poréwnujac dane ekspery-
mentalne z otrzymanymi w ramach niniejszej pracy AuNPs, ktérych radiokoniugaty z 251 kilkukrotnie juz
opisywano [82,176,215]. Czesc¢ prac badawczych wykonano z jodem-131 ze wzgledu na jegotatwiejszg
dostepnos¢, nizszg cene i mozliwos¢ uzycia w badaniach chemicznych jako substytutu jodu-125. Jak
przedstawiono w tabeli 8, 13! zostat efektywnie zaadsorbowany na powierzchni nanoczgstek
z ponad 85% wydajnoscia. Pdzniejsze PEG-owanie nie wptyneto istotnie na catkowitg wydajnosc¢ reak-

cji, gdyz odnotowano jedynie znikome spadki radioaktywnosci zwigzanej z nanoczastkami.
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Tabela 8. Wydajno$¢ chemisoprcji Yl na powierzchni AuNPs, Au@Pt i PtNPs bezposrednio po syntezie oraz po przylgczeniu
PEG.

Adsorpcja [%]

Nanoczastki PEGowane nanoczastki
AuNPs 93.46 £4.90 88.45 £ 0.69
Au@Pt 86.17 +4.75 85.26 +0.14
PINPs 85.0+43 81.82 +1.97

Obliczono, ze powierzchnia zewnetrzna 2 nm PtNP wynosita 12,5 nm?2, podczas gdy 30 nm Au@Pt
2,8 x 103 nm? w przeliczeniu na jedng nanoczgstke. Biorac pod uwage uzycie liczby nanoczgstek za-
pewniajgcej zblizong powierzchnie zewnetrzng AuNPs, Au@Pt i PtNPs (w ujeciu catkowitym) na 1 nm?
powierzchni przypadato 0,9 atomdw jodu, co stanowi 20-krotnie nizszg wartosc¢ od teoretycznie obliczo-
nej wartosci maksymalnej. W obliczeniach przyjeto powierzchnie przekroju atomu jodu ~0,0556 nm?2,
dla przyjetego promienia kowalencyjnego 133 pm. Miato to na celu zapobiegniecie potencjalnemu prze-
syceniu powierzchni i zwigzanego z tym znaczacego obnizenia wydajnosci reakcji.

Warto zauwazy¢, ze wydajnos¢ sorpcji na AuNPs, stosowanych w badaniu jako préba kontrolna byta
wyraznie wyzsza (>93%) w poréwnaniu do nanoczgstek zawierajgcych platyne (~85%). Moze by¢ to
efektem zréznicowania czynnikow stabilizujgcych bezposrednio, zwigzanych z powierzchnig nano-
czgstki. Kazdy rodzaj stosowanych nanomateriatow stabilizowany jest przez inny zwigzek - cytrynian
sodu (AuNPs); kwas askorbinowy (Au@Pt) oraz rodizonian sodu (PtNPs). Chemisorpcja jodu moze
nastepowac po utlenieniu |- (z Na'®llaq.) do I° (zgodnie z réwnaniem 1) lub poprzez zastgpienie czynni-
kéw stabilizujgcych nanoczastke [176]. Sprawia to, ze nie nalezy marginalizowac roli czynnikow stabili-
zujgcych jako przynajmniej posrednich przyczyn zréznicowanej wydajnosci chemisorpcji jodu.

Jedng z kluczowych kwestii dla rozwazania otrzymanych radiokoniugatéw jako potencjalnych radio-
farmaceutykow byto zmaksymalizowanie aktywnosci wtasciwej na nanoczgstkach. Wysoka aktywnos¢
wiasciwa jest szczegdlnie wazna przy koncepcji terapii elektronami Augera, gdyz w zwigzku z ich krot-
kim zasiegiem w tkance, konieczne jest stosowanie duzych aktywnosci. W tym celu zbadano przy jakie;
aktywnosci 131 nastgpi wysycenie powierzchni, poszukujgc w ten sposoéb warunkéw granicznych syn-

tezy dla przysztych badan in vitro (rysunek 27).
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Rysunek 27. Analiza stopnia wysycania powierzchni nanoczgstek w zalezno$ci od aktywnosci radionuklidu uzytej do reakciji
(n=6).
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Wydajno$¢ sorpcji w zakresie stezeh 12,5-100 MBg na 1 mL roztworu nanoczgstek zgodnie z prze-
widywaniami najefektywniej zachodzita na powierzchni AuNPs. Nawet przy najwyzszym testowanym
stezeniu 13| ponad 90% radionuklidu ulegato sorpcji sie na powierzchni nanoczgstki. Nieco gorzej pro-
ces przebiegat na Au@Pt i PtNPs. Jako mozliwg przyczyne z pewnoscig mozna wykluczy¢ réznice w
dostepnosci powierzchni, poniewaz ilosci nanoczgstek dobrano w sposdb zapewniajgcy zblizong catko-
witg powierzchnie zewnetrzng. Nie zauwazono réwniez wysycania powierzchni i zwigzanego z tym
spadku wydajnosci przy wyzszych stezeniach. Zaobserwowano natomiast formowanie sie stanu row-
nowagi objawiajgcego sie wzrostem zwigzanej z nanoczgstkami aktywnosci wystepujgcym wraz ze
wzrostem stezenia jodu-131, przy jednoczesnie nieznacznych réznicach w wydajnosci reakcji. W zakre-
sie 20-100 MBg/mL wydajnos$¢ syntezy 131-Au@Pt i 131-PtNP oscylowataw okolicach 55-65%, co jest
wartoscig zdecydowanie nizszg niz obliczona dla AuNPs. Prawdopodobng przyczyng przedstawionych
réznic moze by¢ wptyw czynnika stabilizujgcego nanoczastki, co odnotowano takze we wstepnych ba-
daniach chemisorpcji (tabela 8).

6.5.2. Badania stabilnosci radiokoniugatow

Stabilno$¢ otrzymanych radiokoniugatéw: 1311-AuNP, 131-Au@Pt oraz 1311-PtNP w mediach biologicz-
nych réznita sie w zalezno$ci od rodzaju nanoczagstek i srodowiska (rysunek 28). Podczas badan sta-
bilnosci radiokoniugatéw zaobserwowano wyrazne zréznicowanie pomiedzy testowanymi zwigzkami.
Prawie catkowitg desorpcje jodu (>90%) z AuNPs pokrytych PEG zauwazono podczas inkubacii
w surowicy ludzkiej krwi w ciggu pierwszych 24 h. Nanoczgstki zawierajgce platyne wykazaty zdecydo-
wanie lepszg stabilnos¢ w tym medium, osiggajgc okoto 70% retenciji radionuklidu w analogicznym okre-
sie. PBS nie wywotat zadnego wptywu na stabilnos¢ 131-AuNPs i 131-Au@Pt NPs, natomiast w przy-
padku 311-PtNPs po poczatkowym spadku, zaobserwowano ustabilizowanie sie tego parametru w prze-
dziale 24-72 h na poziomie 75%.
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Rysunek 28. Badania stabilnos$ci radiokoniugatéw w mediach biologicznych (n=3).

Wptyw surowicy na czesciowg lub catkowitg desorpcje jodu moze by¢ nastepstwem obecnosci licz-
nych grup tiolowych w biatkach czy glutationie i konkurencyjnego wypierania radionuklidu z powierzchni
nanoczastki. Odniesienie otrzymanych wynikéw do danych literaturowych jest trudne ze wzgledu na
fakt, ze opublikowano tylko jedng prace, w ktoérej przeprowadzono badanie stabilnosci dla 131-AuNPs.
W opisanej publikacji zaobserwowano jednak postepujgcy z czasem spadek stabilnosci w FBS [153],
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co jest zgodne z danymi uzyskanymi w przedstawionym doswiadczeniu. Stabilnos¢ badanych uktadow
platynowych nie byta natomiast obiektem zadnych opublikowanych prac, poniewaz niniejsza praca jest
pierwszg, w ktdrej zdecydowano sie zsyntetyzowac taki radiokoniugat. Nalezy przypuszczac, ze za lep-
szy niz dla AuNP efekt w HS odpowiedzialne jest, zgodnie z przewidywaniami, silniejsze niz Au-I wig-
zanie Pt-1. Otwiera to duze mozliwosci dla weryfikacji in vitro tego typu zwigzkow, szczegdlnie ze pod-
czas badan nie zaobserwowano utraty stabilno$ci samych nanoczgstkowych nosnikéw, co jest zgodne

z doniesieniami literaturowymi [82,214,216,217].
6.5.3. Uwalnianie radionuklidu 1?51 w $rodowisku silnie utleniajgcym

Weryfikujgc proponowang koncepcje, przeprowadzono szereg badan, ktérych dobdr stanowit po-
chodng wynikéw uzyskanych podczas analiz poswieconych okresleniu mechanizmu biologicznego dzia-
tania nanoczastek platynowych. Wprowadzenie %251 w poblize DNA stanowitoby doskonatg podstawe
dla racjonalnego oczekiwania silnych i skutecznych efektow terapii. Wiedzac, ze proponowana przez
Shoshana i wsp. [3] reakcja rozpuszczania nanoczastek na drodze reakcji redoks nie zachodzi dla
Au@Pt, a w przypadku PtNPs niemozliwe jest jednoznaczne potwierdzenie lub wykluczenie tego me-
chanizmu, znaczaco trudniejsze stato sie dostarczenie radionuklidow jodu do jgdra komorkowego.
Jedng z mozliwosci jest wprowadzenie 251-PtNPs, ktorych obecnos¢ we frakcji jgdrowej potwierdzono
eksperymentalnie (rysunek 25 C/D). Druga, alternatywng i nieco bardziej uniwersalng mozliwoscig jest
uwolnienie 125 pod wptywem nadtlenku wodoru na drodze réznych proceséw chemicznych. Prowadza
one do bezposredniego wytworzenia HOI i innych produktow, poprzez nietrwate produkty posrednie.
Uniwersalny charakter tej drogi polega na mozliwosci jej wystgpienia nawet dla Au@Pt, ktérych niewat-
pliwg wada jest brak lokalizacji wewnatrzjgdrowej. Proces ten jest doskonale poznany i wielokrotnie
opisywany w literaturze [154,155,218]. W tym celu zweryfikowano zdolno$¢ jodu-125 do desorpcji z
powierzchni nanoczagstek pod wptywem réznych stezen H.O: (rysunek 29). Majgc na uwadze bardzo
stabg stabilno$¢é w mediach biologicznych 1251-AuNPs uzywanych uprzednio jako zwigzek referencyjny,
w badaniach in vitro, nie zdecydowano sie na zastosowanie tego radiokoniugatu jako zwigzku kontrol-

nego.
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Rysunek 29. Desorpcja radionuklidu 31 z powierzchni Au@Pt (A) i PtNPs (B) pod wptywem nadtlenku wodoru (n=4).
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W kazdym z analizowanych stezen nadtlenku wodoru zauwazono efektywng desorpcije radionuklidu
z powierzchni radiokoniugatu 311-PtNPs, przy okoto 20% wydajnosci pod wptywem 10 nM H202. Zaob-
serwowano zalezno$¢ ilosci uwolnionego radionuklidu od stezenia nadtlenku wodoru, co potwierdza
istotno$¢ wptywu tego czynnika na inicjowanie lub posredniczenie w reakcji desorpcji. W przeciwien-
stwie do PtNPs, nieznaczng wydajnos$¢ desorpcji (~5%) zaobserwowano dla 13-Au@Pt. Jak przedsta-
wiono na rysunku 29, do uwolnienia radionuklidu nie dochodzito podczas inkubacji w wodzie, uzytej
w tym eksperymencie jako medium referencyjne. Wyrazna i znaczaca réznica pomiedzy stopniem de-
sorpcji z powierzchni Au@Pt i PtNPs jest prawdopodobnie wynikiem ich zréznicowanego charakteru
fizykochemicznego, jednakze trudne w warunkach laboratoryjnych jest doktadne okreslenie chemicz-
nego podtoza opisywanych réznic. Zréznicowanie stopnia desorpcji moze by¢ wynikiem czesciowego
rozpuszczania PtNPs, natomiast jest to teoria mato prawdopodobna w swietle uzyskanych danych eks-
perymentalnych. Drugim wyttumaczeniem zaobserwowanego zjawiska moze by¢ zdecydowanie wiek-
sza reaktywno$¢ PtNPs (tabela 8) zwigzana z wiekszg liczbg atomoéw powierzchniowych. Pomimo braku
jednoznacznej odpowiedzi, tak wydajnie przebiegajgce uwolnienie 13! z powierzchni PtNPs otwiera

duze mozliwosci zwigzane z proponowaniem nowoczesnych strategii terapeutycznych.

Nalezy réwniez podkresli¢ zalete proponowanego systemuwzgledem stosowanychw badaniach ra-
diokoniugatéw jodu-125 z 5-jodo-2’-deoksyurydyng (*?°IUdR). Jest to najczesciej wykorzystywany ko-
niugat w przypadku prowadzenia terapii, przy braku dostepnosci wektoréw ukierunkowanych na recep-
tory transbtonowe. Niska selektywnos¢ dziatania 1*°lUdR powoduje wystepowanie licznych skutkow
ubocznych zwigzanych z toksycznoscig systemowa. Proponowane w niniejszej pracy rozwigzanie po-
zwala pokonac¢ te ograniczenia, zapewniajgc dziatanie jedynie w srodowisku utleniajgcym, co powinno

znaczgco poprawi¢ selektywnosé.
6.5.4. Efekt addytywny tgczonej chemo- i radioterapii

Znajgc mozliwosci chemotoksycznego dziatania nieradioaktywnych nanoczgstek, badania in vitro
nad skutecznoscigtaczonej chemo- i radioterapii przeprowadzono z wykorzystaniem komérek HepG2.
Jako linie kontrolng w opisywanym eksperymencie uzyto komorki HelLa (gruczolakorak), ktére posiadajg
niski potencjat oksydacyjny cytozolu. Linia komérkowa HeLa pomimo swojego nowotworowego char ak-
teru, jest jedng z najbardziej zblizonych do zdrowych komérek, co stanowito wazny aspekt odpowied-
niego doboru linii kontrolnej. Do badah wykorzystano radiokoniugaty o stezeniu Pt 145 pyg/mL i aktyw-
nosciach w zakresie 0-100 MBg/mL.

Przezywalnos¢ komérek HepG2 nie zmienita sie, gdy traktowano je 6,25-100 MBqg/mL 23] i 125]-
Au@Pt (rysunek 30A). Postepujgca z czasem redukcja aktywnosci mitochondriéw w przypadku
1251-Au@Pt zwigzana jest z chemotoksycznym dziataniem samych nanoczastek, gdyz nie ujawniono
istotnego (p > 0,05) wzmocnienia efektu przy obecnosci radioaktywnego jodu. Jest to konsekwencja
lokalizacji radionuklidu w cytozolu, gdyz jak wykazano, nie zachodzg procesy mogace powodowacé wy-
stepowanie radiokoniugatu lub uwolnionego jodu w jgdrze komdrkowym. Niska energia emitowanych
elektronéw nie faworyzuje pozajgdrowej lokalizacji, w przypadku uzycia jodu-125. Emitowane 23 elek-
trony Augera o energii 0,07-30 keV oraz okoto 7,3 elektrony konwersji o energii maksymalnej 35 keV
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nie stanowig dostatecznie duzej sity uderzeniowej, niwelujgcej ograniczenia zwigzane z lokalizacjg po-
zajgdrowg [111].

Znaczacy spadek aktywnosci mitochondriéw i przezywalnosci komérek zaobserwowano juz po 24 h
inkubacjiz 50 i 100 MBg/mL 1251-PtNPs (p < 0,01). Nanoczastki bez radioaktywnos$ci powodowaty $mier-
telno$¢ na poziomie okoto 50% w pierwszej dobie traktowania, podczas gdy radiokoniugaty wzmocnity
efekt do ~90%. Nieznacznie addytywny efekt zauwazono réwniez przy 25 MBg/mL, przektadajacy sie
na 60% S$miertelnos$¢ komoérek w badanej prébie. Wy niki te doktadnie obrazuja, jak wazne jest wprowa-
dzenie emiteréw elektrondw Augera w poblize materiatu genetycznego komorki. Zastosowanie PtNPs
umozliwia dostarczenie radionuklidu w poblize jadra komérkowego dzieki wewnatrzjgdrowej lokalizaciji

tych nanomateriatéw (~13-15%) i efektywnej desorpcji jodu w srodowisku utleniajgcym (~20%).
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Rysunek 30. Przezywalno$¢ komdrek HepG2 (A) oraz Hela (B) traktowanych radiokoniugatami *®I-Au@Pt i *®I-PtNPs (n=3).

Jak przedstawiono na rysunku 30B, przezywalnos¢ komoérek HelLa nie obnizyta sie pod wptywem
nieradioaktywnych Au@Pt i PtNPs, co potwierdzito wysoka selektywnos$¢ chemotoksycznego dziatania
nanoczgstek, silnie zalezng od potencjatu oksydacyjnego. Wtasciwosé ta moze by¢ w przysziosci wy-
korzystana do planowania procesow terapeutycznych w oparciu o ukierunkowanie na inne niz biatka
transbtonowe cele, takie jak np. fizjologia i mikrosrodowisko guza.

Neutralny wptyw na aktywnos$¢ mitochondrium zanotowano takze dla 251 w petnym zakresie stezen.
Wyniki te sg zgodne z przewidywaniami, poniewaz ze wzgledu na kroétki zasieg elektrony Augera nie sg
w stanie indukowa¢ odpowiedzi terapeutycznej bez precyzyjnego celowania na konkretne cele moleku-
larne lub specyficznych warunkéw srodowiska guza. Ocenie poddano takze toksycznos$é¢ radiokoniuga-

toéw 125]-Au@Pt i 125-PtNPs w stosunku do komorek Hela, nie znajdujgc w wiekszo$ci znaczgcych
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roznic w przezywalnosci podczas catego okresu inkubacji z aktywnosciami w zakresie 6,25-100
MBqg/mL. Zaobserwowano jedynie dwie istotne statystycznie (p < 0.05) przy 50i 100 MBg/mL 125I-PtNPs
w ostatniej dobie inkubacji. Nalezy jednak podkresli¢, ze tak niewielkie rozbieznosci (oscylujace
w granicy 15%) w aktywnosci mitochondriow moga by¢ efektem zréznicowanego etapu cyklu komorko-
wego i nie powinny by¢ interpretowane jako wywotany efekt biologiczny przy odchyleniu standardowym
wynoszacym ~8% i stosunkowo niskiej doktadnosci testu MTS.

Badania cytotoksycznosci wykazaty takze, ze obecnos¢ jodu na powierzchni nanoczastek nie upo-
$ledza chemotoksycznego oddziatywania tych nanoczgstek, utrzymujgc ich zdolnosci do prooksydacyj-
nego dziatania. Addytywne dziatanie wzgledem komérek HCC byto nastepstwem chemotoksycznego
dziatania PtNPs, wzmocnionego radiotoksycznym dziataniem elektronéw emitowanych podczas prze-
mian 25|, Przetozenie tych efektéw do poziomu in vivo i dalszych etapéw badan wymaga odpowiedzi
na pytanie odnosnie bezpiecznego limitu tolerancji PtNPs. Uzywane w przeprowadzonych badaniach
stezenie Pt (145 pg/mL) jest stosunkowo niskie w poréwnaniu do danych publikowanych przez inne
zespoty. Ogromng zaletg proponowanego rozwigzania jest imponujgca selektywnos¢, gdyz czynnikiem
aktywujgcym chemo- i radiotoksyczne dziatanie jest utleniajgce mikrosrodowisko guza, utrzymujgc tym
samym neutralno$¢ zwigzku w innych warunkach. Ponadto, zdolno$¢ do uzyskania duzych aktywnosci
whasdciwych i zréznicowanych drég podania, otwiera mozliwo$ci personalizacji leczenia.

Traktowanie komérek HepG2 radiokoniugatami wptyneto nie tylko na aktywnos$¢ mitochondriow
i przezywalnos¢, lecz znalazto odzwierciedlenie w istotnych zmianach morfologicznych (rysunek 31).
Obrazowanie mikroskopowe przeprowadzone po 24 h inkubacji wykazato liczne zmiany morfologiczne,
ktérych nie obserwowano w przypadku traktowania nieradioaktywnymi nanoczgstkami, jodem-125 (100
MBg/mL) i w komorkach kontrolnych. Wzrastajgce stezenia radiokoniugatu powodowaty coraz inten-
sywniejsze zmiany morfologiczne. Komorki HepG2 w swoim typowym wzroscie tworzg wielowarstwowe
klastry, atraktowanie ich radiokoniugatami powodowato uszkodzenie (25 MBg/mL) lub catkowite znisz-
czenie (50 i 100 MBqg/mL) integralnosci tych struktur. Ponadto obserwowano takze kurczenie sig btony
komérkowej i wyrazny spadek liczebnosci komorek. Niewielkie zmiany zauwazono réwniez w komor-
kach inkubowanych z nieradioaktywnymi PtNPs, charakteryzujgce sie gtéwnie niewielkg redukcja li-

czebnosci komorek i czesciowym odtgczaniem sie pojedynczych komorek od klastrow.
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25 MBg/mL

Rysunek 31. Obrazy mikroskopowe pokazujgce zakres i intensywno$¢ zmian morfologii komérek Hep G2 traktowanych radioko-
niugatem ZI-PtNPs.

6.5.5. Dwuniciowe uszkodzenia DNA

Postepujgca z czasem dysfunkcja mitochondriéw powodujgca takze istotne zmiany morfologiczne sg
istotnym, aczkolwiek nie najwazniejszym skutkiem terapeutycznego dziatania otrzymanych radiokoniu-
gatéw. Z punktu widzenia radiofarmacji, dwuniciowe uszkodzenia DNA sg najbardziej pozgdanym re-
zultatem przeciwnowotworowego dziatania radiofarmaceutykéw. Wykrywanie tego typu uszkodzenh naj-
czesciej wykonywane jest poprzez analize zmian w obrebie histonu H2A.X [219]. Dwuniciowe uszko-
dzenie DNA powoduje bowiem fosforylacje H2A.X (Ser 139), prowadzac do powstania yH2A.X. Detek-
cja fosforylowanej formy tego histonu metodami immunocytochemicznymi jest zZtotym standardem cha-
rakteryzujgcym sie wysokg czutoscig, pozwalajgcg wykrywac nawet pojedyncze dwuniciowe pekniecia
DNA DSB (ang. double-strand breaks) [220].

Analizujgc uszkodzenia DNA w komérkach HepG2 traktowanych 125|-PtNPs zaobserwowano zalezny
od dawki wzrost DSB DNA w zakresie stezen 12,5-100 MBq/mL (rysunek 32). Srednia liczba fosforylo-
wanych histonéw H2A.X generowanych pod wptywem 100 MBg/mL wynosita 14 i 26 po uptywie odpo-
wiednio 12 i 24 h. Stwierdzono takze obecno$¢ pojedynczych sygnatéw w komoérkach kontrolnych, jed-
nak ich nieznaczna liczba jest naturalnym zjawiskiem, czesto obserwowanym w tego typu analizach.
Kroétka, 12-godzinna inkubacja nie skutkowata znaczgcym wzrostem sygnatu pochodzacego od yH2A.X
wzgledem prébki kontrolnej zawierajacej sam 1251 (100 MBg/mL) bez nanoczgstek. Dtuzsza inkubacja
(24 h) ujawnita natomiast silng zalezno$¢ liczby dwuniciowych uszkodzern DNA od stezenia radiokoniu-
gatu, wykazujgc znaczacy wzrost dla dawek 25 MBg/mL, 50 MBg/mL oraz 100 MBg/mL. Wyniki te sg
zgodne z otrzymanymi podczas analizy cytotoksyczno$ci przy uzyciu testu MTS, gdyz jedynie dla tych
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stezen zaobserwowano radiotoksyczny efekt pochodzacy od 125-PtNPs. Biorgc pod uwage prooksyda-
cyjne dziatanie samych nanoczgstek, spodziewano sie réwniez indukowania dwuniciowych peknie¢
DNA w wyniku dziatania wolnych rodnikéw [221]. Uzyskane wyniki nie wykazaty jednak powstania
uszkodzeh DNA, co prawdopodobnie wynika z dobranego do eksperymentu okresu inkubacji. Jak wy-
kazano, pierwsze symptomy stresu oksydacyjnego zauwazalne sg po 12 h, natomiast wyrazna nadpo-
daz RFT wystepuje po okoto 24 h inkubaciji. Prowadzi to do konkluzji, iz czas analizowania detekcji
uszkodzen DNA byt zbyt krotki, by zaobserwowaé skutki dziatania RFT na DNA.

Wazng obserwacjg byto réwniez dostrzezenie stosunkowo homogenicznego rozmieszczenia sygna-
téw w obserwowanych jgdrach komdrkowych. Potwierdza to, ze sygnaty pochodzgce od yH2A.X nie sg
przypadkowe i nie wystepujg jedynie lokalnie, na obszarze pojedynczych jgder komérkowych. Otrzy-
mane wyniki sg zgodne z poprzednio opublikowanymi pracami, wedle ktérych dostarczenie emiteréw
elektronéw Augera do jgdra komorkowego jest kluczowe dla uzyskania wysokiego stopnia uszkodzen
DNA. Tlumaczy to takze dlaczego 1%°I-Au@PtNPs okazaty sie by¢ nieskuteczne. Byto to zwigzane bra-
kiem lokalizacji radiokoniugatu w jgdrze komérkowym, a brak desorpcji jodu w cytozolu nie umozliwit

potencjalnej penetracji btony jadrowej przez sam radionuklid [222—224].

A B 50 MBg/mL (12 h)

Srednia liczba sygnatow yH2A.X na komorke

Komorki PtNPs 1-125 6.25 MBg/mL  12.5 MBg/mL 25 MBag/mL 50 MBg/mL 100 MBag/mL

Rysunek 32. Dwuniciowe uszkodzenia DNA pod wptywem traktowania komorek Hep G2 radiokoniugatem '#I-PtNPs. Zalezno$¢
czestosci wystepowania uszkodzen w funkcji stezenia (A); zdjecia z obrazowania mikroskopem konfokalnym (B, C). Niebiski
sygnat odpowiada catemu materiatlowi genetycznemu komorki, podczas gdy czerwony punktowy sygnat pochodzi od fsforylowa-

nego histonu H2A. X
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6.5.6. Hodowle komoérkowe 3D

Ocene chemo- i radiotoksycznego dziatania otrzymanych zwigzkéw przeprowadzono w sposob
umozliwiajgcy okreslenie wptywu poszczegdlnego typu dziatania na tréjwymiarowy model guza. W tym
celu wykonano osobne eksperymenty poswiecone chemo- i radiotoksycznym efektom dziatania otrzy-
manych zwigzkéw. W pierwszym z nich weryfikacji poddano jedynie nieradioaktywne nanoczagstki
Au@Pt i PtNPs. Celem tej czesSci prac badawczych byto okreslenie sity chemotoksycznego dziatania
nanoczgstek i poréwnanie otrzymanych danych z wykonanymi uprzednio testami MTS i analizg marke-
réw stresu oksydacyjnego.

Jak przedstawiono na rysunku 33A, inkubacja sferoidéw z Au@Pt i PtNPs (Cpt = 145 ug/mL) nie
spowodowata ich naruszenia lub utraty integralnosci ani zadnych zmian w ich morfologii. Byta to o tyle
zaskakujgca obserwacja, ze podczas zastosowania hodowli 2D stwierdzono liczne zmiany w morfologii
komorek. Barwienie fluorescencyjne ujawnito jednak postepujgca z czasem toksycznoséw obrebie sfe-
roidu, charakteryzujgca sie rosngcg intensywnoscig sygnatu od jodku propidyny (rysunek 33A). Zmiany
te postepowaty jednak wolniej niz stwierdzono to w przypadku testu MTS, gdyz wéwczas, znaczacy
efekt cytotoksyczny zaobserwowano juz po 24-godzinnym traktowaniu komoérek PtNPs. Otrzymane wy-
niki potwierdzity, ze obydwa typy badanych nanoczgstek sg zdolne do penetrowania guza i wykazywaly
dziatanie cytotoksyczne, pomimo braku jego zmian morfologicznych. Zaobserwowane réznice nalezy
ttumaczy¢ zupetnie odmienng strukturg tréjwymiarowego modelu guza wzgledem hodowli 2D. Zastoso-
wanie modelu 3D pozwala uzyskac bardziej wiarygodne dane, gdyz duzego znaczenia w funkcjonowa-
niu komoérek nabierajg mechanizmy oddziatywania komoérka-komérka, stanowigce jedng z podstawo-
wych przyczyn pierwotnej lub nabytej lekooporno$ci w warunkach klinicznych [225]. Nalezy réwniez
mie¢ na uwadze brak mozliwosci doktadnej weryfikacji gtebokosci, na jakg nanoczgstki w uzytym ste-
zeniu sg w stanie przenika¢ w gigb guza.
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Rysunek 33. Badania cytotoksycznos$ci z wykorzystaniem sferoidow 3D — komérki traktowane nieradioaktywnymi nanoczast-
kami (A) oraz radiokoniugatem *I-PtNPs (B); zalezno$¢ zmian powierzchni sferoidu w funkcji czasu (C) (n=3).

Druga czesc¢ badan z wykorzystaniem modeli 3D obejmowata traktowanie komaorek radiokoniugatem
125]-PtNPs o stezeniach 50 i 100 MBg/mL. Wyboru stezern dokonano w oparciu o wyniki testu MTS
i detekcji H2A.X. Na rysunku 33B/C przedstawiono zmiany powierzchni sferoidu podczas 12-dniowej
obserwaciji.

Pierwsze efekty cytotoksycznego dziatania zaobserwowano w trzeciej dobie, odnotowujgc ~10%
i ~15% redukcje rozmiaru sferoidu w przypadku 50 i 100 MBg/mL. Zmiany te, zgodnie z oczekiwaniami,
nastepowaty wolniej niz miato to miejsce w przypadku hodowli 2D. W tym okresie sferoidy zachowaty
swoj pierwotny ksztatt i integralnos¢ struktury. Pierwsze znaczgce zmiany w ich morfologii stwierdzono
pigtego dnia, wykazujagc okoto ~50% zmniejszenie rozmiaru sferoidu wzgledem komaorek kontrolnych.
W koncowym punkcie eksperymentu osiggnieto catkowitg dezintegracije sferoidu przy traktowaniu go
dawka 100 MBg/mL, podczas gdy dawka dwukrotnie nizsza doprowadzita do blisko 7-krotnej redukciji
jego rozmiaru wzgledem dnia ,0”. Podczas eksperymentu stwierdzono jedynie nieznaczne obnizenie
rozmiaru sferoidow traktowanych PtNPs (0 MBg/mL) wzgledem komorek kontrolnych. Potwierdza
to znacznie silnigjsze dziatania otrzymanych radiokoniugatow, wykazujgc tym samym przewage dziata-
nia addytywnego (radio i chemotoksycznego) wzgledem chemotoksycznego efektu pochodzacego

od nieradioaktywnych nanoczgstek.

7. Podsumowanie 1 wnioski

Celem niniejszej pracy byta synteza oraz okreslenie chemo- i radiotoksycznosci radioaktywnych na-
nostruktur opartych na emiterach elektronéw Augera (193m.195mpt graz 125) do terapii HER2-pozytywnego
nowotworu piersi i raka watrobowokomorkowego. Przed rozpoczeciem badan sformutowany cel ogra-
niczat sie do badan z radionuklidami 193mpt | 195mPt. Jednak pierwsze nasze badania wykazaty, ze aktu-
alnie nie ma mozliwosci otrzymania aktywnos$ci 193mpt [ub 195mPt, ktére pozwalatyby na petne przepro-
wadzenie badan. Takze w przyszto$ci nie wida¢ perspektyw otrzymania aktywnosci wystarczajgcych do
przeprowadzenia terapii na grupie pacjentow. Rozszerzono wiec badania o nanoczastki platyny znako-

wane tatwo dostepnym emiterem elektronéw Augera, 123l.

W ramach przedstawionej rozprawy skupiono sie na syntezie nanoczgstkowych no$nikow, ich funk-
cjonalizacji oraz poznaniu biologicznych aspektéw przeciwnowotworowej aktywnosci otrzymanych ra-
diokoniugatéow. Pomimo przeprowadzenia wielu réznorodnych badah chemicznych i biologicznych,
czesc¢ otrzymanych wynikéw nie moze by¢ uznana za jednoznaczne. Kwestig otwartg pozostaje okre-
Slenie w jaki sposéb nanoczgstki platynowe (gtéwnie PtNPs) zachowujg sie w cytozolu o wiasciwosciach
silnie utleniajgcych. Otrzymane i zaprezentowane wyniki dostarczyty waznych i potrzebnych wskazéwek
dla znalezienia odpowiedzi na to pytanie, jednak nie umozliwity jednoznacznego rozwigzania przedsta-
wionego problemu badawczego. Drugim zagadnieniem, na ktére nie udato sie znalez¢ odpowiedzi jest
kwestia zr6znicowanej wydajnosci chemisorpciji dla poszczegdlnych rodzajéw badanych nanoczgstek.
Waznym zagadnieniem pozostaje takze kwestia mechanizmu desorpcji radionuklidow jodu z po-
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wierzchni Au@Pt i PtNPs. Zaprezentowane wyniki umozliwiajg powigzanie opisanych roznic z reaktyw-
noscig badanych materiatéw bedacg nastepstwem ich fizykochemicznych wtasciwosci, jednak nie jest
to poparte danymi eksperymentalnymi. Warto wspomnie¢ réwniez o braku addytywnego efektu w przy-
padku %5-Au@Pt. Analizujgc wewnatrzkomoérkowg lokalizacje tych nanoczastek i ich gromadzenie
w okolicy jadra komoérkowego, nalezato oczekiwac silnego efektu cytotoksycznego zwigzanego z uszko-
dzeniem btony jadrowej. Otrzymane wyniki nie potwierdzity jednak tej hipotezy. Jako jedno z mozliwych
wyjasnien moze postuzy¢ zbyt niska energia emitowanych z rozpadu 1251 elektronéw, niezdolnych do
uszkodzenia podwajnej otoczki jadrowe;.

Pomimo wymienionych aspektéw, na podstawie uzyskanych danych doswiadczalnych, realizujgc cel
pracy zaproponowano mechanizm cytotoksycznego dziatania tgczonej terapii ,chemo-Auger” (rysunek
34).
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Rysunek 34. Proponowany mechanizm biologicznej aktywnosci radiokoniugatu *I-PtNPs na podstawie zebranych danych eks-
perymentalnych.

Najwazniejsze wnioski z przeprowadzonych prac badawczych podzielono na kategorie odnoszace sie
do najwazniejszych punktéw rozprawy:
a) w aspekcie badan radiochemicznych:

e istotnym ograniczeniem dla zastosowania radionuklidéw 193m.195mpt \ badaniach po$wieco-
nych terapii elektronami Augera jest ich znikoma dostepnos¢ i ograniczone mozliwosci pro-
dukcyjne,

e niska dostepnos¢ wzbogaconej izotopowo tarczy %Pt do aktywacji neutronowej, niski prze-
kréj czynny reakcji n,y oraz niewielka liczba wysokostrumieniowych reaktorow (stru-

mien>101% n cm2 s1) sprawiajg, ze ta droga produkcji nie moze by¢ wykorzystywana,
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przekréj czynny dla reakcji jadrowej 1920s(a,3n)193Pt jest zbyt maty aby otrzyma¢ odpowied-
nie do badan aktywnosci 1°3mpt,

dwuetapowa aktywacja tarczy irydowej jest procesem trudnym do realizacji, ze wzgledu na
zbyt niskie przekroje czynne reakcji jgdrowych, obecnos¢ wysokoradioaktywnych produktow
ubocznych (gtéwnie 192Ir) utrudniajgcych przerdéb tarczy oraz inertnym chemicznie charakte-

rem irydu utrudniajgcym rozpuszczenie i przerdb tarczy;

b) w aspekcie badan chemicznych:

depozycja platyny na powierzchni nanoczgstkowego rdzenia jest procesem, ktéry moze pod-
legac¢ Scistej regulacji, dzieki czemu mozliwe jest otrzymanie produktu o wysoce sprecyzo-
wanej charakterystyce,

niezaleznie od Srednicy nanoczastek i wynikajgcych z tego zréznicowanych wiasciwosci fi-
zykochemicznych, funkcjonalizacja wektorem zapewnia szybkie, wydajne i selektywne od-
dziatywanie biokoniugat-receptor wraz z pézniejszg internalizacja,

niestety nie potwierdzono efektywnego rozpuszczania platyny w srodowisku utleniajgcym,
co stanowitoby wazng zalete istotnie wzmacniajgca dziatanie cytotoksyczne,

bardzo mate PtNPs o srednicy 2 nm wykazujg szereg korzysci w porownaniu z wiekszymi
(30 nm) nanoczgstkami, do ktorych zalicza sie wieksza reaktywnos¢ i lokalizacja wewnatrz-
jadrowa,

dzieki tworzeniu silnego wigzania z jodem nanoczgstki Pt mogg by¢ dobrym nos$nikiem ra-
dionuklidéw 129] j 131],

immobilizacja radionuklidow 125131 na powierzchni nanoczgstek nie uposledza reaktywnosci
nanoczastek i zwigzanych z tym efektow terapeutycznych,

selektywne uwalnianie radionuklidéw 12| stanowi wazng zalete prezentowanej koncepcji wy-
dajnej terapii elektronami Augera;

w aspekcie badan biologicznych:

wykazano, ze platyna petni kluczowa role w indukowaniu stresu oksydacyjnego w komérkach
raka watrobowokomorkowego, a zaburzenie rownowagi redoks zwigzane jest z wyczerpa-
niem zdolnos$ci antyoksydacyjnych komarki, pod wptywem dziatania badanych nanoczastek,
stres oksydacyjny indukowany Au@Pt NPs i PtINPs powoduje istotne zmiany w komérkach
na wielu poziomach molekularnych, co powoduje zmiany w ich morfologii, jak i fizjologii,
brak efektéw w komdrkach o nieznacznie podwyzszonym (SKOV-3) lub niskim (HelLa) po-
tencjale oskydacyjnym dowodzi wysokiej selektywno$ci terapii zaréwno pod kgtem chemo-
toksycznosci jak i radiotoksycznosci,

dziatanie cytotoksyczne potwierdzono dla monowarstwowych i tréjwymiarowych hodowli ko-
morkowych, wykazujgc przy tym réznice w tempie i sposobie wywotywanych zmian,
pomimo braku wektora naprowadzajgcego, zaobserwowano selektywne i addytywne dziata-
nie radiokoniugatu ?51-PtNPs poprzez potaczenie efektu chemo- i radiotoksycznego wyste-

pujgcego jedynie w komdrkach o okreslonym mikrosrodowisku.

91



Przeprowadzone prace badawcze dostarczyty wielu odpowiedzi, w tym - poprzez dobér nanomate-
riatdw o zréznicowanych wiasciwosciach — pokazaty role i znaczenie wtasciwosci fizykochemicznych
nanoczgstek oraz ich przetozenie na aktywnos¢ biologiczng. Brak mozliwosci terapeutycznego wyko-
rzystania radionuklidow 193m195mpt jest duzym rozczarowaniem, gdyz wykorzystanie tych radionuklidow
stanowitoby wartosciowy i oryginalny wktad nie tylkow prezentowang prace, lecz takze mozliwosci za-
projektowania bardzo skutecznych radiokoniugatéw dla terapii elektronami Augera. Pomimo tego,
przedstawiona koncepcja taczonej chemo- i radioterapii wydaje sie by¢ bardzo obiecujgcym wstepem
do rozwoju tego typu strategii terapeutycznych. Otrzymane wyniki mogg stac¢ sie dobrym punktem wyj-
Sciowym dla prowadzenia dalszych badan in vivo. Z punktu widzenia aplikacyjnego, ciekawg koncepcja
wykorzystania otrzymanych radiokoniugatow jest ich uzycie poprzez zawieszenie w lipiodolu powodu-
jacego embolizacje naczyh krwiono$nych w okolicy guza, jako nowej strategii opracowywania multimo-
dalnych radiofarmaceutykéw ukierunkowanych na mikrosrodowisko nowotworu.
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