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STRESZCZENIE

Aktualny postep w zakresie nanobiotechnologii doprowadzit do rozwoju nowego obszaru nanomedycyny, zwigzanego
z aplikacja nano(bio)materiatéw zar6wno w celach diagnostycznych jak i terapeutycznych (teranostyki). Gtéwne oczekiwania
i wyzwania w powyzszym zakresie dotycza nanoproduktéw magnetycznych, otrzymywanych metodami bioinzynierii, o po-
tencjalnym zastosowaniu w transporcie lekoéw, przede wszystkim lekéw przeciwnowotworowych, stosowanych w terapiach
wykorzystujacych okreslone molekularne punkty uchwytu. Wyjatkowe wlasciwosci fizykochemiczne nanoczastek magne-
tycznych rokuja nadzieje na rozwdj wspotczesnej nanomedycyny nowotwordw, stanowigc miedzy innymi technologiczny
przetom w zakresie celowanego transportu lekow i gendw, terapii nowotworow z wykorzystaniem magnetycznej hipertermii,
inzynierii tkankowej, znakowania komoérek nowotworowych czy molekularnego obrazowania rezonansem magnetycznym.
Wraz z szerokim zainteresowaniem magnetycznymi nanoproduktami bioinzynierii, w sferze szczegdlnej uwagi pozostaje ich
potencjat toksyczny. Pokazna ilo§¢ dotychczasowych dowodow naukowych sugeruje, ze pewne wlasciwo$ci nanoczastek
magnetycznych (np. podwyzszona aktywno$¢ powierzchniowa, zdolnos¢ do penetracji przez btony komoérkowe, opornosé
na procesy biodegradacji) moze zwigkszac¢ ich potencjat cytotoksyczny w poréwnaniu z odpowiadajacymi im materiatami
nieposiadajacymi rozmiaréw w nanoskali. Innymi stowy, ocena bezpieczenstwa przeprowadzona w odniesieniu do standar-
dowych materiatéw magnetycznych, moze mie¢ ograniczone zastosowanie w ocenie ryzyka narazenia zdrowotnego i $ro-
dowiskowego w przypadku nowych nanoproduktow magnetycznych otrzymanych metodami bioinzynierii. W niniejszym
artykule dyskutujemy gtéwne kierunki badawcze prowadzone w doswiadczalnych modelach in vitro oraz in vivo w celu
oceny toksycznosci magnetycznych nanozwiazkow, zwracajac szczegdlng uwage na problematyke analizy toksykologicz-
nej nanomagnetykow. W pracy zaprezentowano ponadto nowe kierunki badawcze prowadzone na polu nanotoksykologii,
podkreslajac znaczenie rozwoju alternatywnych metod testowania magnetycznych nano(bio)produktow.

ABSTRACT

Current advances in nanobiotechnology have led to the development of new field of nanomedicine, which includes
many applications of nano(bio)materials for both diagnostic and therapeutic purposes (theranostics). Major expectations
and challenges are on bioengineered magnetic nanoparticles when their come to delivering drug compounds, especially
to targeting anticancer drugs to specific molecular endpoints in cancer therapy. The unique physicochemical properties of
these nanoparticles offer great promise in modern cancer nanomedicine to provide new technological breakthroughs, such as
guided drug and gene delivery, magnetic hyperthermia cancer therapy, tissue engineering, cancer cell tracking and molecular
magnetic resonance imaging. Along with the expanding interest in bio-engineered magnetic nanoproducts their potential
toxicity has become one of the major concerns. To date, a number of recent scientific evidences suggest that certain proper-
ties of magnetic nanoparticles (e.g., enhanced reactive area, ability to cross cell membranes, resistance to biodegradation)
may amplify their cytotoxic potential relative to bulk non-nanoscale counterparts. In other words, safety assessment devel-
oped for ordinary magnetic materials may be of limited use in determining the health and environmental risks of the novel
bio-engineered magnetic nanoproducts. In the present paper we discuss the main directions of research conducted to assess
the toxicity of magnetic nanocompounds in experimental in vitro and in vivo models, pointing to the key issues concern-
ing the toxicological analysis of magnetic nanomaterials. In addition new research directions of nanotoxicological studies
elucidating the importance of developing alternative methods for testing magnetic nano(bio)products are also presented.
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WSTEP

W dobie globalnego wzrostu znaczenia nanotech-
nologii oraz podjecia w wiodacych gospodarkach
$wiatowych inicjatyw ukierunkowanych na promo-
wanie rozwoju i wdrazanie w zycie nowych osiggnigé
nanotechnologicznych, znamienna staje si¢ kwestia
oceny potencjatu toksycznego konstruowanych nano-
struktur, w szczego6lnosci za$, innowacyjnych nano-
bioformulacji, znajdujgcych potencjalne zastosowanie
w sektorze wspotczesnej nanomedycyny. Biorgc pod
uwage szeroki potencjal aplikacyjny nanoproduk-
tow medycznych, jedng z wazniejszych grup posrod
opracowywanego w powyzszej idei novum sg bez
watpienia nanomaterialy magnetyczne, juz dzi§ wy-
korzystywane z powodzeniem w hipertermii guzow
litych [19, 73], sortowaniu komoérek nowotworowych
[14] czy obrazowaniu magnetyczno-rezonansowym
[15, 46, 64]. Rangi powyzszej klasie dodaje ponadto
fakt spodziewanej w niedalekiej przysztosci aplikacji
nanomagnetykéw w transporcie docelowym gendéw
i Srodkdw terapeutycznych [36] czy spersonalizowane]
terapii nowotwordw [58]. Ogromny potencjal aplika-
cyjny oraz szereg korzysci wynikajacych z unikalnych
wlasciwosci fizykochemicznych, czyni konstruowane
nanoformulacje magnetyczne obiektami bez watpienia
atrakcyjnymi dla rozwoju wspotczesnej nanomedycyny.

Najnowsze badania dowodza, ze redukcja rozmia-
row krystalitow typowych materialdw magnetycznych
do wielkosci ,,nano” wplywa znaczgco na ich podsta-
wowe charakterystyki fizykochemiczne, prowadzac
miedzy innymi do wzrostu reaktywnosci konstruowa-
nych nanostruktur. Efektem miniaturyzacji w skali
»nano” jest podwyzszona zdolno$¢ nanomagnetykow
do internalizacji komoérkowej oraz oddziatywania na
poziomie molekularnym [28]. Powyzsze skutkuje po-
tencjalizacjg dziatania toksycznego w szeregu uktadach
biologicznych. Nie dziwi fakt, iz unikalne wtasciwos$ci
fizykochemiczne, ktore przyczynity si¢ do wykorzysta-
nia nanomateriatdw magnetycznych w licznych produk-
tach pozamedycznych, rodzg obecnie niebezpodstawne
obawy $rodowisk opiniotworczych, zwigzane z bezpie-
czenstwem ich stosowania w produktach wspotczesne;j
nanomedycyny [16, 21]. W obliczu spodziewanej
aplikacji nanomaterialow magnetycznych w sektorze
biomedycznym, niezbgednym staje si¢ zgromadzenie
odpowiednich poktadow wiedzy toksykologicznej, kto-
ra pozwoli w niedalekiej przysztosci na konstruowanie
uktadéw nanomagnetycznych, w tym bionanomagne-
tycznych, w pelni bezpiecznych dla ludzi i Srodowiska
naturalnego [25, 65].

BUDOWA I WEASCIWOSCI
FIZYKOCHEMICZNE
NANOMAGNETYKOW

Szczegotowa analiza wiasciwosci fizykochemicz-
nych nanomateriatlow magnetycznych odgrywa istotna
role w identyfikacji zagrozenia na pierwszym etapie
procesu szacowania narazenia. Z puntu widzenia oceny
potencjatu toksycznego konstruowanych nanostruktur,
wiasciwej charakterystyki wymagaja nie tylko cechy
indywidualnych nanoczgstek magnetycznych, tj. roz-
miar, ksztalt, pole powierzchni, elementarny sktad
chemiczny, obecno$¢ zanieczyszczen czy rozktad
wielkosci, ale rowniez ich potencjalnych aglomeratow
formowanych w uktadach biologicznych, zaleznie od
wlasciwosci elektromagnetycznych i struktury chemicz-
nej rdzenia [22, 35, 47, 55]. Zwazywszy na budowe
rdzeni typowych nanomagnetykow, ktorych glownymi
komponentami pozostaja zelazo, nikiel 1 kobalt (wy-
korzystywane w formie czystych metali, tlenkow lub
zréznicowanych pod wzgledem sktadu chemicznego
stopow), modelowanie pozagdanych charakterystyk
rozpoczyna si¢ bez watpienia juz na etapie produkcji
nanomateriatow poprzez wlasciwy dobdr odpowied-
nich technik chemicznych lub fizycznych [22, 31, 59,
66]. Istotne znaczenie ma zwlaszcza kontrola zakresu
magnetycznosci zdeterminowana wielko$cia, sktadem
i ksztattem czastek magnetycznych, defektami sieci kry-
stalicznej czy oddzialywaniami z otaczajacg macierzg
i sgsiednimi strukturami [22]. Nie ulega watpliwosci,
iz jednym z wazniejszych czynnikéw decydujacych
o klasyfikacji nanomagnetykow oraz ich konkretne;j
aplikacji jest podatno$¢ magnetyczna badanych ukta-
dow. Z wylaczeniem diamagnetykow, magnesujacych
si¢ przeciwnie do zewnetrznego pola magnetycznego,
wielkos$¢ ta wykazuje wyrazng zalezno$¢ tempera-
turowg. W uktadach ferromagnetycznych, wtasnosci
ptynace z uporzadkowania domen zgodnie z kierun-
kiem dziatajacego pola zostajg zachowane ponizej,
tzw. punktu Curie [3]. Struktury te charakteryzuje silna
anizotropia oraz tzw. pozostato$¢ magnetyczna, decy-
dujace o szerokim profilu aplikacyjnym uzyskanych
krystalitow. Wraz ze wzrostem temperatury uktadow
ferromagnetycznych dochodzi do nasilenia termicz-
nych oscylacji atoméw w namagnesowanym materiale,
co po przekroczeniu krytycznej granicy temperatury
(punktu) Curie skutkuje przej$ciem fazowym drugiego
rzedu i pojawieniem si¢ wlasnosci paramagnetycznych.
Analogiczne zjawisko obserwujemy w efekcie narusze-
nia stanu antyréwnolegltego uporzadkowania domen
magnetycznych w materialach ferromagnetycznych
(np. tlenkach zelaza). Odpowiednikiem temperatury
krytycznej dla ferromagnetykdéw jest graniczna tem-
peratura Néel a, ktorej przekroczenie prowadzi do
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pojawienia si¢ w materiatach wlasnosci paramagne-
tycznych, zanikajacych po usunigciu zewnetrznego pola
magnetycznego. Uktady takie wykazujg silny wplyw
na czasy relaksacji jader atomowych, co umozliwia
ich aplikacje w obrazowaniu technikami rezonansu
magnetycznego [54]. Nie ulega jednak watpliwosci, iz
najistotniejsze zmiany w zakresie wlasciwosci fizyko-
chemicznych i magnetycznych uzyskiwane sg na drodze
miniaturyzacji materiatow objg¢tosciowych. Redukcja
rozmiarow krystalitow typowych ferromagnetykow
ponizej 100 nm prowadzi do uzyskania struktur o wy-
sokich polach koercji. W uktadach takich obnizenie do
zera indukcji magnetycznej pozostatej po usunigciu
zewngtrznego pola magnetycznego (tzw. pozostatosci
magnetycznej), wymaga zastosowania pola magnetycz-
nego o przeciwnym kierunku i odpowiednio wysokim
natgzeniu ,,pows$ciggajacym’” zwanym nat¢zeniem pola
koercji. W wyniku dalszego rozdrobnienia, ponizej
krytycznej granicy, odpowiadajacej w przyblizeniu
wielkos$ci domen magnetycznych (zwykle 2-30 nm),
notuje si¢ pojawienie nowych, nietypowych wtasnosci
materiatowych, w tym magnetycznych, zwigzanych
ze znaczng anizotropia oraz niezwykle wysokimi tem-
peraturami Curie i Néel’a [22]. Monokrysztaly takie,
okreslane mianem superparamagnetycznych, wykazuja
dalece wyzsze reaktywnos$ci chemiczne oraz nizsze
warto$ci nasycenia magnetyzacji od odpowiadajacych
im materiatow objetosciowych, co umozliwia im nie-
zwykle silne oddziatywanie juz w niewielkich polach
magnetycznych [66]. Nieznaczna magnetyzacja szczat-
kowa gwarantuje dodatkowo ograniczenie oddziatywan
magnetycznych i tworzenia aglomeratow po usuni¢ciu
zewnetrznego pola magnetycznego, niezwykle korzyst-
ne z punktu widzenia aplikacji biomedycznej uzyska-
nych struktur. Z drugiej strony nalezy jednak pamigtaé,
ze obserwowany wzrost stosunku pola powierzchni
przypadajacego na jednostke objgtosci wptywa istotnie
na reaktywno$¢ konstruowanych nanouktadéw magne-
tycznych. Zaistniale zjawisko sprzyja m.in. agregacji,
wystepowaniu wyraznych efektéw powierzchniowych
1 fluktuacji termicznych momentéw magnetycznych,
przektadajac si¢ na wlasciwosci magnetyczne konstru-
owanych struktur (Rycina 1).

Duza powierzchnia wtasciwa nanoczastek me-
talicznych wiaze si¢ ponadto ze wzrostem procento-
wego udziatu liczby ich atoméw zlokalizowanych na
powierzchni lub w obszarach migdzyfazowych, co bez
watpienia poteguje wtasnosci katalityczne i aktywnos$é
wzgledem molekut biologicznych oraz sprzyja koroz;ji
metalicznego rdzenia. Powyzsze moga zatem wpty-
wac istotnie na podwyzszenie toksycznos$ci badanych
uktadow. W tym wzgledzie duzego znaczenia nabiera
procedura tzw. kapsulkowania nanostruktur magnetycz-
nych prowadzaca do uzyskania, zréznicowanych pod
wzgledem stabilno$ci, heterogennych formulacji typu

Zdjecie SEM nanomagnetycznych kapsutek we-
glowych typu Fe-C.

Sferyczne nanokapsutki weglowe zawieraja nano-
krystality zelaza szczelnie otoczone cienkim ptasz-
czem weglowym, zbudowanym z zakrzywionych
ptaszczyzn grafenowych. Srednice nanokapsutek
mieszczg si¢ w przedziale kilkunastu - kilkudziesie-
ciu nanometrow. W fazie stalej nanokapsutki wy-
stepuja w postaci fraktalnych aglomeratow, ktore
mozna dezintegrowaé przy uzyciu ultradzwiekow
(Grudzinski i wsp., badania wlasne).

The SEM photo of the carbon encapsulated ma-
gnetic nanoparticles Fe-C type.

Spherical carbon nanocapsules containing iron
nanocrystalites tightly surrounded by a thin carbon
shell, constructed of the curved graphene surfaces.
Nanocapsules diameters within the range of several
to tens of nanometers. In the solid phase nanocap-
sules are in the form of the fractal agglomerates,
which can disintegrate with ultrasound (Grudzinski
et al., personal research).

Fig. 1.

»core-shell” [35]. Warto jednak zauwazy¢, iz struktura
chemiczna zastosowanej warstwy powierzchniowe;j
(krzemionka, polimery syntetyczne, surfaktanty, poli-
mery naturalne czy powtoki grafenowe) moze wptywac
nie tylko na biokompatybilno$¢ nanomagnetykow [58],
ale rowniez rodzaj mechanizmu i wydajnos$¢ procesow
internalizacji nanoczastek magnetycznych oraz ich bio-
dystrybucje narzadowa, przez co rzutuje bezposrednio
na potencjat toksyczny konstruowanych struktur [11,
24,26, 51, 58].

CYTOTOKSYCZNOSC
NANOMAGNETYKOW W BADANIACH
KOMORKOWYCH

Whikliwa analiza aspektow strukturalnych pozwala
wnioskowac, m.in. o zalezno$ci obserwowanego efektu
cytotoksycznego od zrdéznicowania nanostruktur ma-
gnetycznych w zakresie ich podstawowych charakte-
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rystyk morfometrycznych i fizykochemicznych [8, 29,
43,58, 63, 71]. Nie ulega watpliwosci, ze czynnikami
istotnie wptywajacymi na stopien toksycznosci komor-
kowej sg typ powtoki powierzchniowej i produkty jej
rozpadu, fadunek powierzchniowy, dtugo$¢ tancuchéw
polimerowych powtoki, stopien utlenienia metalu
przej$ciowego czy zdolnos¢ nanomagnetykoéw do od-
dzialywania z makromolekutami komérek [27]. Na
szczegdlng uwage zastuguje m.in. wysoka reaktywno$¢
nanomagnetykow, ktdra moze prowadzi¢ zaréwno do
indukcji i/lub potggowania obserwowanych efektow
cytotoksycznych wskutek np. denaturacji biatek obec-
nych w medium [42]. Jak donosza ostatnie badania,
nie mozna wykluczy¢ btedéw analitycznych w ocenie
cytotoksycznosci komoérkowej nanomagnetykow,
na skutek tworzenia w procesie analitycznym tzw.
,wienca biatkowego”, ograniczajgcego oddzialywanie
nanomagnetykow z komponentami biologicznymi [56].
Przeprowadzajac analize¢ cytotoksyczno$ci w modelach
komodrkowych nalezy by¢ §$wiadomym faktu, iz ztozona
charakterystyka nanomaterialow magnetycznych moze
niejednokrotnie stanowi¢ zrodlo rozbieznosci w zakre-
sie analizy ich potencjatu cytotoksycznego, a przez to
znacznie utrudnia¢ wlasciwe zdefiniowanie problemu
toksycznos$ci konstruowanych struktur. Abstrahujac
od powyzszego, istotnym problemem jest brak stan-
daryzacji w zakresie podstawowych strategii oceny
potencjatu toksycznego w alternatywnych modelach
cytotoksycznosci in vitro (3R). Dokonujac przegladu
danych literaturowych, trudno nie zauwazy¢ zaleznosci
obserwowanego efektu toksycznego nanomagnetykow
od typu [13, 17, 33, 60, 69] i/lub stopnia dojrzatosci
wykorzystywanych w badaniu linii komoérkowych [4]
czy czasu ekspozycji w okre§lonym medium [70]. Zna-
komita wigkszo$¢ przeprowadzonych badan potwierdza
réwniez zalezno$¢ indukowanego efektu, w tym $mierci
apoptotycznej komorek, od zastosowanej w badaniach
dawki nanoczastek [1, 7, 33] oraz stopnia internaliza-
cji dokomorkowej [8]. Ten ostatni w wickszosci wy-
padkow jest zdeterminowany procesami endocytozy,
przejsciowym wigzaniem nanoczastek magnetycznych
z biatkami czy oddziatywaniem powstatych komplek-
sow z makromolekutami bton komoérkowych. Nie ulega
watpliwosci, iz jedng z prawdopodobnych przyczyn
cytotoksycznos$ci testowanych formulacji moze by¢ tzw.
,przeladowanie” komorek nanoczastkami magnetycz-
nymi [23, 58], a zwlaszcza ich gromadzenie w dwodch
gtownych kompartmentach wewnatrzkomorkowych
— jadrze komorkowym i mitochondriach, prowadzace
do wystgpienia zaburzen procesdéw proliferacyjnych
1 energetycznych [30, 32].

Poniewaz testowanie nanoformulacji magne-
tycznych w modelach alternatywnych zostato w du-
zej mierze ograniczone do kilkunastu powszechnie
uznanych parametrow cytotoksycznosci komodrkowej,

w tym aktywnos$ci metabolicznej, stopnia labializacji
bton komoérkowych czy $mierci komorkowej, wsrod
najczesciej rozwazanych mechanizmow molekular-
nego oddziatywania nanomagnetykéw pojawiaja si¢
zaburzenia wewnatrzkomoérkowej homeostazy jonow
wapniowych oraz stres oksydacyjny, zwigzany z wy-
stepowaniem podwyzszonych poziomow reaktywnych
form tlenu i azotu [29, 41, 43, 44, 59, 60]. W odczuciu
wielu badaczy istotne znaczenie w ocenie toksycznos$ci
nanomateriatéw magnetycznych moga mie¢ takze za-
burzenia ekspresji wybranych genéw procesu apoptozy,
W tym obnizenie poziomu ekspresji biatek anty-apopto-
tycznych (bcl-2) czy podwyzszenie poziomu ekspresji
biatek p53, bax, kaspazy-3 i kaspazy-9 (wykazane dla
nanoformulacji zelazowo-niklowych) [1].

TOKSYCZNOSC I TOKSYKOKINETYKA
NANOMAGNETYKOW

O ile testowanie nanoformulacji magnetycznych
zwykorzystaniem alternatywnych modeli komérkowych
moze okazac si¢ pomocne w zrozumieniu mechanizmow
dziatania toksycznego na poziomie molekularnym,
o tyle wlasciwa ocena ich potencjatu toksycznego,
uwzgledniajgca analizg szeregu ztozonych procesow,
zwigzanych m.in. z biodystrybucja i1 biotransformacja
testowanych nanostruktur, wymaga podjecia szeroko
zakrojonych badan w do§wiadczalnych modelach zwie-
rzecych in vivo, powszechnie zreszta rekomendowanych
w literaturze toksykologicznej. Niezwykle istotnym
elementem testowania innowacyjnych nanoformulacji
w modelach zwierzecych jest bez watpienia powiazanie
oceny fizykochemicznej nanostruktur magnetycznych
z ich biodystrybucja narzadowg. Warto podkresli¢, ze
w odniesieniu do nanomagnetykdéw, w tym obszernie
testowanych nanoformulacji zelazowych, wykazano
istotng zalezno$¢ pomiedzy procesami dystrybucji
tkankowej oraz wielko$cig nanoczastek, ich morfologia
i fadunkiem powierzchniowym, wptywajacym m.in.
na tempo opsonizacji i wychwyt przez komorki uktadu
fagocytarnego [40, 57]. Istotne w ocenie potencjatu tok-
sycznego okazuja si¢ modyfikacje powierzchni testowa-
nych nanoformulacji determinujace profil ich oddziaty-
wania z komponentami macierzy zewnatrzkomorkowe;j,
btonami komorek plazmatycznych i endotelialnych
czy nablonkiem wyscietajacym przewod pokarmowy
i drogi oddechowe [58]. W $wietle cytowanych donie-
sien wynika jednoznacznie, ze krytycznymi narzadami
w procesach dystrybucji ustrojowej nanomagnetykow sa
watroba, $ledziona, szpik kostny, a w dalszej kolejnosci
takze mozg, nerki, ptuca czy serce [7, 9, 38, 57, 68, 72].
Szczegolnie istotna z punktu widzenia oceny potencjatu
toksycznego wydaje si¢ zwlaszcza depozycja watrobowa
iptucna niektorych formulacji nanomagnetykow, a takze
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produktéw ich rozpadu, czesto o dluzszym czasie depo-
zycji niz pierwotne nanoczastki [9]. Badania wskazuja,
ze wigkszo$¢ takich produktéw moze inicjowac procesy
zapalne w narzadach juz po podaniu jednokrotnym [12,
50] czy indukowaé zaburzenia produkcji leukocytow
1 trombocytéw w szpiku kostnym, przyczyniajac si¢
ostatecznie do inicjacji pozaszpikowej hematopoezy
w watrobie [38]. Nie bez znaczenia w powyzszych
procesach ma fakt udziatu nanoczastek magnetycznych
w indukcji stresu oksydacyjnego, upatrywanego, jako
jeden z istotniejszych mechanizmdw toksyczno$ci nano-
materiatdéw magnetycznych. Fakt depozycji nanostruktur
w obszarach dalece réznych od wynikajacych z drogi
ekspozycji kaze ponadto domniemywacé, ze profile
dystrybucji tkankowej nanomateriatéw magnetycznych
moga by¢ determinowane takze przez czynniki inne niz
uktad fagocytarny, ktore na dzien dzisiejszy nie zostaty
jeszcze w petni zdefiniowane [34, 37].

Z przegladu danych literaturowych wynika bezspor-
nie, ze w badaniach toksykokinetycznych istotng role
obok podstawowych charakterystyk fizykochemicznych
testowanych nanoformulacji odgrywa réwniez rezim
podawania oraz profil uwalniania nanoczastek magne-
tycznych i ich biodostepnos¢ ustrojowa [57]. W tym
wzgledzie duzego znaczenia nabiera ocena toksycznosci
prowadzona z wykorzystaniem odpowiednio opracowa-
nych modeli kinetycznych, ktére umozliwig szczegoto-
wa analize zachowania nanomagnetykéw w tkankach
1 ocen¢ dawko-zaleznego efektu lub dawko-zalezne;j
odpowiedzi w warunkach narazenia. Powyzsze moze
okazac si¢ pomocne dla zrozumienia korelacji miedzy
podstawowymi charakterystykami nanomagnetykéw
a mechanizmami ich toksycznego oddzialywania,
przyczyniajac si¢ tym samym do projektowania bez-
piecznych nanoformulacji magnetycznych.

NANOMAGNETOTERMOABLACJA
— INDUKOWANA TOKSYCZNOSC
NANOMAGNETYKOW

Unikalne wtasnosci nanomaterialdw magnetycz-
nych zwigzane ze zdolno$cig przetwarzania energii
magnetycznej w energi¢ cieplng, zostaty ostatnio
wykorzystane w celowane;j terapii guzow litych okre-
slanej mianem nanotermoablacji [49]. Lokalny wzrost
temperatury nanomagnetykoéw (najczesciej 43,5°C)
wzbudzonych zmiennym polem magnetycznym
o wysokiej czestotliwosci, zostal wykorzystany do
aktywacji degradacyjnych mechanizmoéw wewnatrz-
i zewnatrzkomorkowych, obejmujacych m.in. agregacje
i denaturacje biatek, ekspresj¢ bialek szoku cieplnego,
uszkodzenia DNA, indukcje $§mierci apoptotycznej czy
ostatecznie uszkodzenie struktury bton komorkowych
prowadzace do odwodnienia i $mierci martwiczej ko-

morek nowotworowych [18]. Wytwarzanie ciepta przez
nanoczgstki magnetyczne poddane dziataniu zmien-
nego pola magnetycznego okazato si¢ mozliwe dzieki
magnetyzacji metalicznego rdzenia, ktéra determinuje
straty magnetyczne ukladoéw, zachodzace wskutek
strat histerezy, reorientacji magnetyzacji (dynamika
wewngtrzna) badz rotacji czastek magnetycznych (dy-
namika zewnetrzna) [ 18, 67]. Poniewaz rotacja wektora
namagnesowania w domenach magnetycznych, jak
roOwniez procesy przesuni¢cia granicy domen wigzg si¢
ze stratami energii, kazdy cykl procesu magnesowania
materiatu jest zwigzany z wystgpowaniem nieliniowej
i niejednoznacznej zalezno$ci indukcji magnetyczne;j
od natezenia zastosowanego zewngtrznego pola magne-
tycznego. Zjawisko to okreslane jest mianem histerezy
magnetycznej i wskazuje na zalezno$¢ aktualnego stanu
namagnesowania uktadu od stanow w poprzednich
cyklach magnesowania, co prowadzi do uzyskania
w uktadach magnetycznych energii nizszej niz energia
dostarczana do uktadu. Powstajace zatem starty energe-
tyczne sg proporcjonalne do powierzchni p¢tli histerezy
magnetycznej ilustrujacej przebieg zjawiska magneso-
wania. Wzrost temperatury uzalezniony jest zasadniczo
od wlasciwosci magnetycznych nanomateriatu, czesto-
tliwos$ci oscylacji momentéw magnetycznych oraz sity
zastosowanego pola [39, 53]. Poprzez $cista kontrolg
poszczegdlnych parametrow, w tym rozmiardéw i roz-
ktadu wielkosci czastek nanomagnetykow, struktury
powtoki powierzchniowej czy zapewnienie odpowied-
niej lepkosci osrodka, mozliwa staje si¢ optymalizacja
procesow relaksacji zawiadujacych rozproszeniem
energii cieplnej w badanych uktadach [6]. W przypadku
odpowiednio opracowanych nanoczgstek, w ktoérych
generowanie energii cieplnej zachodzi wskutek relak-
sacji momentow magnetycznych w rdzeniu, potencjat
termoablacyjny moze zosta¢ zastosowany w zlokali-
zowanej terapii przeciwnowotworowej, ograniczajac
tym samym indukowane efekty cytotoksyczne jedynie
do obszaru guza. Mimo, ze powaznym problemem
wiekszosci grup badawczych pozostaje wcigz kwestia
wprowadzenia w obszar guza odpowiedniej ilosci nano-
czastek magnetycznych, ktore wygenerujg dostateczny
wzrost temperatury w tkance, umozliwiajacy indukcje
efektow toksycznych w odpowiedzi na tolerowane daw-
ki zewnetrznego pola magnetycznego, uzasadnionym
optymizmem napawajg pierwsze sukcesy kliniczne
w badaniach celowanej nanotermoablacji u pacjentéw
z nowotworami mézgu [45, 49].

BEZPIECZENSTWO PRZYSZEYCH
NANOMAGNETYKOW MEDYCZNYCH

Badania prowadzone w obszarze nauk biomedycz-
nych wskazujg jednoznacznie, iz podstawowymi kom-
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ponentami wigkszos$ci innowacyjnych nanoformulacji,
znajdujacych zastosowanie w terapii i diagnostyce, sa
odpowiednio opracowane nanomaterialty magnetycz-
ne, w tym nanostruktury zelazowe [31, 58]. Majac na
uwadze specyficzne wlasciwosci nanomagnetykow
stanowiace o ich potencjalnej aplikacji jako multifunk-
cjonalnych nanoplatform w terapii spersonalizowanej,
nalezy domniemywac, iz postepowi w zakresie formu-
lacji nowych nanobioproduktow leczniczych towarzy-
szy¢ bedzie, w ciagu najblizszych lat, znaczacy wzrost
ekspozycji na nanomateriaty magnetyczne. Powyzsze
sktania zatem do wlasciwego zdefiniowania problemu
toksyczno$ci nanomagnetykdw medycznych oraz opra-
cowania odpowiedniej strategii oceny bezpieczenstwa
konstruowanych z ich udziatem nanoproduktow lecz-
niczych i diagnostycznych. Obiecujace w powyzszej
materii wydaje si¢, m.in. podej$cie oparte o poszerzenie
arsenatu dostepnych obecnie badan cytotoksycznosci
o analize zachodzacych w procesach komodrkowych
zmian zwiazanych z reorganizacja cytoszkieletu, nie-
zauwazanych czesto w klasycznych testach toksyko-
logicznych, a ktére jak ostatnio wykazano moga by¢
przyczyna stresu komérkowego indukowanego juz na
poziomie testowania potencjalnie nietoksycznych da-
wek nanomagnetykow [2, 61]. Raportowane zagrozenia
indukcji uszkodzen DNA, zaburzen ekspresji genow,
dysfunkcji blon mitochondrialnych, zaburzen prolife-
racji komoérkowej czy stresu oksydacyjnego sklaniaja
nie tylko do wyznaczenia ostatecznych kryteriow oceny
toksycznosci, ale i ponownego rozpatrzenia i zdefinio-
wania kwestii biokompatybilnosci konstruowanych
struktur magnetycznych, opiniowanej dotad na pod-
stawie obserwowanej cytotoksycznosci. Nie ulega przy
tym watpliwosci, iz jednym z wazniejszych etapow
oceny bezpieczenstwa przyszlych multifunkcjonal-
nych nanoplatform medycznych powinna by¢ analiza
potencjatlu agregacyjnego, pozwalajgca wyeliminowac
we wczesnym etapie badan przedklinicznych struktury
potencjalnie toksyczne w strefie dziatania statycznego
pola magnetycznego, emitowanego np. podczas badan
obrazowania rezonansem magnetycznym [5]. Nie nale-
Zy przy tym zapomina¢ o konieczno$ci monitorowania
odpowiedzi komdrkowej w modelach dlugoterminowe;j
ekspozycji czy prowadzenia badan dotyczacych stabil-
nosci 1 biotransformacji nanomagnetykéw, istotnych
z punktu widzenia oceny toksyczno$ci kumulacyjne;j
konstruowanych struktur. Niezbednym elementem
prawidtowego testowania toksykologicznego powinny
by¢ réwniez badania poréwnawcze z wykorzystaniem
odpowiedniego zakresu stezen testowanych nanofor-
mulacji oraz doborem wiasciwych czasow ekspozycji.
Szczegolnej rozwadze, obok analizy podstawowych
parametrow toksykokinetycznych, powinna zosta¢
poddana takze ocena odwracalnos$ci proceséw toksycz-
nosci prowadzona w odpowiednio opracowanych mo-

delach badawczych, co umozliwi ostatecznie wlasciwe
zdefiniowanie poziomu bezpieczenstwa testowanych
nanoformulacji magnetycznych.

PERSPEKTYWY DALSZYCH
BADAN

Analiza potencjalu toksycznego innowacyjnych
nanoformulacji magnetycznych jest w ocenie srodowisk
opiniotwoérczych zagadnieniem niezwykle zlozonym
i na dzien dzisiejszy stanowi niewatpliwe wyzwanie
dla wspotczesnej nanotoksykologii. Sledzac uwaznie
literatur¢ przedmiotu, nie trudno zauwazy¢, iz mimo
znaczacych postepow poczynionych na polu badan
przedklinicznych, dotkliwym problemem dla wigkszo-
$ci badaczy testujacych multifunkcjonalne platformy
magnetyczne pozostaje brak standaryzacji w zakresie
strategii oceny potencjatu toksycznego prowadzonej
w uktadach in vitro czy w do§wiadczalnych modelach
zwierzecych in vivo [62]. Bezwzglednego zdefiniowana
wymaga, m.in. dobor zakresu st¢zen nanoformulacji
magnetycznych, badanych parametréw czy odpowied-
nich linii komorkowych, w ktorych szacowanie efektu
toksycznego nie bedzie ograniczone jedynie do wyni-
kéw uzyskanych w przezywalnosci komorek docelo-
wych, ale uwzgledni réwniez wptyw nanomagnetykow
na procesy biodystrybucji i biotransformacji pierwszej
i drugiej fazy [17]. Dalsze obszary badan naswietlaja
takze pojawiajace si¢ od pewnego czasu sugestie doty-
czace mozliwosci oddzialywania badanych nanostruktur
magnetycznych z odczynnikami powszechnie stosowa-
nych testow diagnostycznych [62]. Poniewaz powyz-
sze poddaje pod watpliwos¢ wiarygodnos¢ wynikdéw
uzyskanych w badaniach toksycznosci alternatywne;j,
gtownie nanoformulacji uzyskiwanych technikami
wwet-transfer”, konieczne obok doboru odpowiednich
technik testowania staje si¢ takze uwzglednienie mozli-
wosci wystgpienia potencjalnych interakcji juz na etapie
opracowywania syntezy innowacyjnych nanoproduk-
tow [20]. Jednym z wazniejszych zagadnien analizy
potencjatu toksycznego jest bez watpienia opracowanie
zwalidowanych technik detekcyjnych i pomiarowych,
ktore umozliwia nie tylko odroznienie nanoczastek
zinternalizowanych od przytaczonych powierzchniowo
do btony komorkowej, ale przede wszystkim doktadne
oszacowanie ich stezenia (Ryc. 2). Powyzsze pozwoli
rozwigza¢ kwesti¢ rzeczywistych dawek nanomateria-
tow magnetycznych, ktore winny by¢ wyrazane jako
catkowita liczba czgstek, z uwzglednieniem ich roz-
ktadu wielkosci, oddziatujacych na uktady biologiczne
[62]. Obiecujace w powyzszej kwestii wydaje sig¢ m.in.
poszerzenie arsenatu dostepnych technik analitycznych
o metodyki takie jak ICP-MS i ICP-AES, doskonale
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Ryec. 2.

Fig. 2.

Ludzkie fibroblasty skory podczas 24 godzinnej hodowli w obecnosci nanomagnetycznych kapsutek weglowych
typu Fe-C (CEMN ).

Obrazy otrzymane w mikroskopie fazowo-kontrastowym podczas hodowli fibroblastéw na ptytkach 24-dotkowych
bez dodatku CEMNSs (A) oraz z dodaniem CEMNs w stezeniu 0,001 pg/ml (B), 10 pg/ml (C) i 100 pg/ml (D).
Powicgkszenie 100x (Grudzinski i wsp., badania wtasne).

Human skin fibroblasts during a 24 hour culture in the presence of carbon encapsulated magnetic nanoparticles
Fe-C type (CEMN:S).

Images obtained by a phase-contrast microscopy during culture of fibroblasts in 24-well plates without added
CEMNSs (A) and with the addition of CEMNSs at concentration of 0.001 pg/ml (B), 10 pg/ml (C) and 100 pg/ml
(D), respectively. Magnification 100x (Grudzinski et al. personal research).

Ryec. 3.

Fig. 3.

Obrazowanie dynamiki wzmocnienia kontrastowego (DCE-MRI) szczura w badaniu magnetyczno-rezonansowym.
Badanie wykonano po dozylnym podaniu kontrastu gadolinowego. W obrazowaniu DCE-MRI zastosowano 1,5T
system oraz T1-zalezna sekwencj¢ EPI. Fazy dystrybucji i wczesnej eliminacji kontrastu widoczne w postaci
jasnych zmian na obrazach MR (Grudzinski 1 wsp., badania wtasne).

Dynamics contrast enhancement imaging (DCE-MRI) of rat in the magnetic resonance study.

The study was performed after intravenous administration of a gadolinium contrast agent. A 1.5T system and
T1-weighted EPI sequence was used in DCE-MRI. Distribution and early elimination phases of the contrast is
visible through the bright changes on MR images (Grudzinski et al., personal research).

nadajace si¢ do analizy pierwiastkow metalicznych rzecych prowadzone w warunkach przyzyciowych, klu-
w tkankach ludzkich i zwierzecych. czowym dla oceny toksycznosci i szacowania narazenia

Poniewaz nieodtagcznym elementem prawidtowego punktem pozostaje opracowanie wiarygodnych technik
testowania toksycznosci sg badania w modelach zwie- monitorujacych biodystrybucje nanomagnetykow w or-
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ganizmach zywych, ktore bylyby oparte o specyficzne
wiasnos$ci nanoformulacji magnetycznych [40]. Duzym
zainteresowaniem w powyzszej materii zaczynajg cie-
szy¢ si¢ techniki tomografii rezonansu magnetycznego,
ktorych aplikacja moze potencjalnie utatwi¢ wyjasnie-
nie szeregu zagadnien z obszaru toksykokinetyki zrozni-
cowanych strukturalnie i czynno$ciowo nanomaterialow
magnetycznych (Ryc. 3). Nie mniej waznym pozostaje
doktadna analiza stopnia internalizacji i biodegradacji
struktur w organizmie czy wplywu diugoterminowe;j
ekspozycji i (lub) potencjalnej kumulacji nanoczastek
na aktywno$¢ uktadéw biologicznych [10, 40, 47].

W s$wietle cytowanych doniesien literaturowych,
podjecia stanowczych krokow wymaga ponadto kwe-
stia opracowania wiarygodnych testow analizy poten-
cjatu immunotoksycznego i immunomodulacyjnego
oraz doswiadczalnych modeli predykcyjnych, ktore
umozliwilyby identyfikowanie potencjatu toksycznego
nanoformulacji magnetycznych w oparciu o poczynione
modyfikacje strukturalne testowanych nanoplatform
[48]. Nalezy zatem domniemywac, iz w perspektywie
najblizszych lat, gldéwne wysitki nanotoksykologdéw
beda koncentrowac si¢ na opracowaniu wiasciwej meto-
dologii badan potencjatu toksycznego opartych o wyko-
rzystanie zwalidowanych modeli eksperymentalnych in
vitro 1in vivo oraz budowie komplementarnego systemu
predykcyjnego, ktory zapewni w przysztosci konstru-
owanie bezpiecznych nanoformulacji magnetycznych,
w oparciu o dane uzyskane nie tylko w klasycznych
modelach badawczych, ale takze z wykorzystaniem
alternatywnych technik obliczeniowych in silico, np.
metody nano-QSAR, umozliwiajacych szybka oceng
potencjatlu toksycznego w oparciu o ilosciowe zalez-
nosci pomiedzy strukturag chemiczng a aktywnos$cia
testowanych nanoformulacji [52].
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