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STRESZCZENIE

Wiele innowacyjnych produktow leczniczych bedgcych przedmiotem projektow rozwojowych zawiera w swoim sktadzie
substancje czynne zbudowane z nanoczgstek. Badania dowodzq, ze wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne materiatow
ulegajq istotnym zmianom w miare zmniejszania wielkosci do wymiarow ,,nano”, tak wiec zwiekszajqce si¢ wykorzystanie
nanomateriatow w produktach leczniczych wymaga przyjecia wlasciwej strategii w procesie szacowania ryzyka dla zdrowia
czlowieka. W artykule przedyskutowano paradygmat badan toksykologicznych stosowanych w celu oceny bezpieczenstwa
przedklinicznego nanoproduktow leczniczych. Zaprezentowano rowniez nowe kierunki i wyzwania w zakresie badan nano-
toksykologicznych.

ABSTRACT

Many current innovative medicinal products under research and development comprise active substances composing
of nanoparticles as fundamental building blocks. Studies show that physicochemical and biological properties of materials
can alter dramatically at nanoscopic scale, and therefore, the growing use of nanomaterials in medicinal products requires
the application of suitable strategies in human health risk assessment processes. In this article, the paradigm of toxicology
studies to assess the preclinical safety of medicinal nanoproducts is discussed. New goals and challenges in the field of
nanotoxicological researches are also elucidated.

WSTEP 100 nm (1 nm = 10 m) [46]. Zastosowanie niektorych

z nich w sektorze biomedycznym doprowadzito z ko-

W ciagu ostatnich kilkunastu lat odnotowano nieby-
wale dynamiczny rozwd6j nowej dyscypliny naukowe;j,
okreslanej mianem ,,nanotechnologii”, w ktorej glowne
obszary aktywnosci skupity si¢ w zakresie projektowa-
nia oraz badan ,,nanomateriatow”. Zgodnie z definicja
zaproponowang przez Krolewskie Towarzystwo Inzy-
nieryjne i Krélewska Akademig Inzynieryjna w Londy-
nie przyjmuje si¢, ze nanomateriaty stanowig klastery
atomowe obejmujace zarowno struktury krystaliczne,
jak 1 uktady amorficzne, posiadajace przynajmniej
w jednym wymiarze, wielko$¢ nie przekraczajaca

lei do powstania nowego kierunku medycznego, tzw.
,.hanomedycyny” zajmujacej si¢ zar6wno badaniami
podstawowymi jak i wdrazaniem innowacji nano(bio)
technologicznych w celu poprawy diagnostyki oraz
terapii choréb u ludzi [3,21,42,53,58,59]. Wedhug
prognoz rynkowych rozwdéj konsumpcji produktow
nanotechnologii do roku 2025 ma osiagna¢, jako jedna
z nielicznych gatezi przemystowych, liniowe tempo
wzrostu, przy szacowanej pojemnosci rynku unijnego
w samym tylko sektorze nanoterapii i nanodiagnostyki
medycznej siggajacego blisko 500 miliardow EURO.

Praca zostala przygotowana w ramach realizacji projektu badawczego pt. ,, Nowe heteronanostrukturalne superparama-
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Miniaturyzacja materiatow do wielkoS$ci ,,nano”
wigze si¢ niejednokrotnie z wystepowaniem zmian
w ich strukturze elektronowej, co rzutuje bezposrednio
na ich podstawowe wtasciwosci i charakterystyki [1].
W przypadku nanomateriatow obserwowana jest silna
korelacja miedzy ich wymiarowos$cia a wlasciwosciami
fizykochemicznymi, optycznymi czy elektrycznymi, co
uwarunkowane jest m.in. ograniczeniami kwantowymi
pojawiajacymi si¢ przy wielkosciach materiatéw od 1
do kilku (czasami kilkudziesi¢ciu) nanometrow. Efek-
tem powyzszego sa utrudnienia w ruchu elektronow,
wystepowanie dyskretnych poziomoéw energii, ktére
zalezg od rozmiaru nanoczastki. Niewielkie (nano)
rozmiary ulatwiajg im dotarcie do miejsc potencjalnie
niedostepnych dla wigkszych makroczastek, a takze
oddzialywanie na poziomie molekularnym. Ze wzgle-
du na duza powierzchni¢ przypadajaca na jednostke
objetosci, nanomaterialy wykazujg w srodowisku ko-
morki wieksza reaktywnos$¢ niz uktady uzyskane z tych
samych zwiagzkéw w skali mikro i makro, co znajduje
odzwierciedlenie w ich aktywnosci biologicznej i praw-
dopodobnie toksykologicznej [1, 47].

TOKSYKOLOGIA NANOMATERIALOW
I NANOPRODUKTOW LECZNICZYCH

Ocena bezpieczenstwa stosowania nanomateriatow
otworzyta w ostatnich latach szerokg debate naukowa
w srodowisku toksykologicznym [47]. Dowodem po-
wyzszego byto nie tylko utworzenie nowej subdyscypli-
ny toksykologii —nanonoksykologii, ktora w §wiatowe;j
nauce doczekala si¢ wlasnego periodyku cytowanego
na liscie filadelfijskiej, ale rowniez podjgcie szeregu
inicjatyw naukowo-badawczych i regulacyjnych o zna-
czeniu globalnym [6, 16, 34, 35, 47, 48]. Te ostatnie
zostaly zapoczatkowane w dziatalnos$ci szeregu paneli
dyskusyjnych, w tym zwigzanych z Europejska Agen-
cja Lekow (ang. European Medicinal Agency, EMA),
ktorej eksperci podczas pierwszych migdzynarodowych
warsztatow naukowych poswieconych nanoproduktom
leczniczym podjeli publiczna dyskusje nad ksztattem
i zakresem specyfikacji bezpieczenstwa (ang. safety
specification) innowacyjnych nanomateriatow oraz
planem tzw. ,, pharmacovigilance” i strategia minimali-
zacji ryzyka ich potencjalnych dziatan niepozadanych'.
Podobne inicjatywy zostaly odnotowane w Stanach
Zjednoczonych i Kanadzie, gdzie przede wszystkim
rozpoczeto szeroko zakrojone badania podstawowe
i aplikacyjne nanomateriatow w ramach m.in. progra-

1 IstInternational Workshop on Nanomedicines; European Medi-
cines Agency (EMA), London, UK, 2-3 September, 2010. EU
Risk Management Plan (EU-RMP): patrz Art. 8(3) Dyrektywa
2001/83/EC i uzup. Dyrektywa 2004/27/EC oraz Art. 9(4)(c)
Regulacji (EC) No. 726/2004.

mow NNI (ang. National Nanotechnology Initiative)
1 NMSP (ang. Nanoscale Materials Stewardship Pro-
gram) [9, 16, 26, 49].

Z punktu widzenia oceny toksykologicznej nano-
produktow leczniczych problem budzi liczne kontro-
wersje w gronie specjalistow, a co za tym idzie, jest
czesto roznorodnie postrzegany w obszarze przyjetych
standardéw toksykometrycznych [9, 16]. W $wietle
przegladu najnowszego piSmiennictwa, w tym opinii
przedstawionej przez Komitet Ekspertow ds. Produktéw
Leczniczych przy EMA [9] mozna pokusi¢ si¢ o stwier-
dzenie, ze podstawowym zagadnieniem wymagajacym
szybkiego rozwigzania jest przede wszystkim wlasciwe
zdefiniowanie problemu nanotoksycznosci potencjal-
nych grup nanoproduktow leczniczych (w tym réwniez
produktow diagnostycznych) i przyje¢cia odpowiedniej
strategii jej toksykologicznej charakterystyki [6, 25,
27, 29]. Paradygmat oceny toksykologicznej nanoma-
teriatow medycznych w badaniach przeklinicznych jak
i klinicznych jest jednym z szerzej definiowanych pojec
w obszarze szacowania ryzyka narazenia i zarzadzania
ryzykiem tej niejednorodnej grupy technologicznej
[9, 54]. Mozna zatem domniemywac¢, ze z uwagi na
zroznicowane wilasciwosci fizykochemiczne i bio-
logiczne, zdecydowanie odmienng charakterystyka
morfometryczng wielu nanomateriatow (ksztatt, wiel-
kos¢, powierzchnia, w tym modyfikacja funkcjonalna
powierzchni) i sktad elementarny oraz zréznicowane
mechanizmy toksykologicznego oddziatywania,
proby oceny toksykologicznej poszczegolnych grup
nanomateriatowych powinny by¢ przeprowadzone
z wykorzystaniem metod pozwalajacych w sposob kom-
pleksowy na szacowanie ryzyka dla zdrowia cztowieka
[14]. Nierozwigzanym problemem dla wickszos$ci grup
i form nanomaterialowych pozostaje charakterystyka
toksykokinetyczna, jakze istotna w analizie i ocenie
szacowania ryzyka narazenia [7, 15, 23, 57]. Nalezy
zdawac sobie sprawe z faktu, ze depozycja i biotrans-
formacje nanomateriatéw biodegradowalnych bedzie
zapewne przebiegac¢ inaczej niz nanoformulacji niede-
gradowanych. Powyzsze ma bezposrednie znaczenie
w ocenie cho¢by toksyczno$ci kumulacyjnej, w tym he-
patotoksycznosci i nefrotoksycznosci w odniesieniu do
takich grup nanomateriatow jak dendrymery, fulereny,
weglowe nanorurki (np. jedno$cienne i wielo$cienne),
czy nanomateriaty metaliczne, w tym kropki kwantowe,
nanoczasteczki lantanowcow i nanomagnetyki [12, 18,
21, 28, 44, 51]. Poniewaz nie opracowano dotychczas
okreslonych wzorcéw i standardow nanomaterialow
w grupach zero-, jedno- i dwuwymiarowej klasyfikacji,
powyzsze sktania do krytycznego doboru metodyki
i technik badawczych, gdyz wlasciwa ocena bezpieczen-
stwa stosowania nanomaterialdéw medycznych posiada
obecnie szerokie oczekiwania i przyzwolenie spoteczne.
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Publiczna debata w obszarze bezpieczenstwa sto-
sowania nanomateriatéw znalazta szerokie forum dys-
kusyjne w ostatnich pigciu latach [50]. Problematyka ta
jest niezwykle istotna z punktu widzenia regulacyjnego,
gdyz w skali $wiatowej funkcjonuje na rynkach ponad
800 rodzajow produktow konsumenckich (pozame-
dycznych) zawierajgcych roznego rodzaju komponenty
nanomateriatowe [47].

i regulacyjnych nie jest zaskoczeniem, ze w obszarach
zarzadzania ryzykiem trwa szeroki dyskurs etyczny
dotyczacy m.in. §wiadomej akceptacji przez poszcze-
g6lnych obywateli (konsumentow) okreslonego po-
ziomu ryzyka narazenia [50]. Chociaz nie mozna w tej
debacie wykluczy¢ konfliktu interesow szeregu grup
producenckich, prowadzacej niekiedy do braku akcep-
tacji naukowych rozwigzan problematyki toksycznosci,

Fig. 1.

Zdjecie mikroskopowe nanokapsutek weglowych zawierajacych nanokrysztaty zelaza. (a) Skaningowy mikro-
skop elektronowy, SEM; (b) Transmisyjny mikroskop elektronowy, TEM [badania wiasne: M. Bystrzejewski i IP.
Grudzinski, projekt Nr N N518 381737].

Nanokapsuitki cechujg si¢ sferyczng budowa, a ich $rednice mieszczg si¢ w przedziale od kilkunastu do kilku-
dziesigciu nm. Nanokapsutki weglowe w fazie statej tworzg aglomeraty luzno powigzanych ze sobg nanoczastek
widoczne w obrazie SEM (Ryec. 1a), ktore w tatwy sposdéb mozna zdeaglomerowaé poprzez zdyspergowanie w
szerokiej gamie rozpuszczalnikow, wlaczajac w to biologicznie inertne roztwory wodne. Nanokrysztaty zelaza
w nanokapsutkach weglowych sa szczelnie otoczone cienka i nieprzepuszczalng otoczka weglowa (kilka nm),
ktora jest wyraznie zobrazowana na zdj¢ciu mikroskopowym TEM (Ryc. 1b). Otoczka chroni zakapsutkowany
material magnetyczny przed utlenianiem oraz uniemozliwia kontakt ze sktadnikami ptynow fizjologicznych.
The microscopic photo of the carbon-encapsulated iron nanocrystals. (a) Scanning electron microscope, SEM;
(b) Transmission electron microscope, TEM [personal studies: M. Bystrzejewski & IP. Grudzinski, grant No. N
N518 381737].

Nanocapsules are characterized by a spherical structure, and their diameters ranged from several to tens of nm.
Carbon nanocapsules in the solid phase formed agglomerates of loosely connected nanoparticles shown in the
SEM image (Fig. 1a), which can easily be de-agglomerated by dispersing in a wide range of solvents, including
aqueous solutions of biologically inert. Nanocrystals of iron in carbon-coated nanocapsules are tightly surrounded
by a thin impermeable carbon shell (a few nm), which is clearly illustrated in the TEM photomicrograph (Fig. 1b).
Encapsulated coating protects the magnetic material from oxidation and prevents contact with the components of
physiological fluids.

Badania naukowe prowadzone w obszarze nauk
biomedycznych wskazujg jednoznacznie na istotny
postep w zakresie formulacji nowych (nano)postaci
farmaceutycznych, w tym innowacyjnych §rodkow
diagnostycznych, ktérych podstawowym sktadnikiem
pozostajg nanomaterialy (Ryc. 1). Zatem problem oceny
bezpieczenstwa stosowania nanomateriatéw jest bez
watpienia potrzeba naszej cywilizacji stojacej na progu
XXI wieku, gdy przy braku odpowiednich kryteriow
szacowania ryzyka narazenia nanomateriatlowego,
rozwazania na ten temat przybieraja réznorodne formy
publicznej debaty. W ocenie sSrodowisk opiniotworczych

podobnej do tej z czasoOw ignorancji wynikow badan
w zakresie toksycznos$ci chlorku winylu, benzenu czy
DDT, niektore rozwazania spoza obszaru toksykologii
przypominaja czesto proby ,, oceny palety kolorow przez
niewidomego obserwatora”. Wtasciwym rozwigzaniem
kwestii analizy bezpieczenstwa stosowania nanomate-
riatéw pozostaje zgromadzenie odpowiednich poktadoéw
wiedzy, w tym przede wszystkim toksykologicznej,
ktorej aplikacja w sektorze biomedycznym pozwolitaby
w niedalekiej przysztosci na bezpieczne stosowanie jak-
ze innowacyjnych nanotechnologii medycznych [32].
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O ile idea opracowania wtasciwej strategii oceny
nanoproduktow medycznych w badaniach toksykolo-
gicznych posiada swoje uzasadnienie, o tyle poprawna
charakterystyka tego problemu w obszarze doboru
technik i metod badawczych wymaga szczegolnej roz-
wagi w odniesieniu do okre$lonego narzadu czy tkanki.
Jednostronne spojrzenie na powyzsze zagadnienie, o ile
czasami zgodne z duchem systemu klasyfikacji toksy-
kologii alternatywnej 3R, moze czesto prowadzi¢ do
ograniczenia skali wlasciwego postrzegania zagadnienia
nanotoksycznosci nowych technologicznie ,,nano-form”
1 ,,nano-postaci’ lekow i/lub diagnostykow [2, 19, 20,
22, 24, 33, 43]. W stwierdzeniu tym bynajmniej nie
neguje si¢ potrzeby prowadzenia badan nanomateria-
16w medycznych z wykorzystaniem zwalidowanych
komoérkowych modeli predykcyjnych, ktore w duzej
mierze pozwalajg na analize takich parametrow jak cy-
totoksycznos¢, integralno§¢ morfologiczna i stabilnosé
metaboliczna, ale nie mozna zaniedbywac oceny poten-
cjatu toksycznego w modelach pozwalajacych na petne
wykorzystanie arsenatu analiz toksykokinetycznych,
narzadowej toksykologii mechanistycznej i1 technik
skalowania allometrycznego. W tym wzgledzie ocena
toksycznosci prowadzona w modelach zwierzecych (in
vivo) stanowi najodpowiedniejsza metodyke toksyko-
logicznej analizy ryzyka narazenia [1, 7, 13, 39, 55].

Ocena toksykologiczna nanomateriatow jest przed-
miotem szerokiej debaty w swiatowej toksykologii, do
ktorej wiaczajg si¢ rowniez zespoty naukowe z Polski
[52]. Przeglad piSmiennictwa w zakresie nanotech-
nologii 1 nanotoksykologii dokonany w edytorskim
wprowadzeniu do kwietniowego wydania recenzo-
wanego czasopisma Toxicology - ,, Potential hazard
of nanoparticles: From properties to biological and
environmental effects ” wskazuje, ze sposrod wszystkich
opublikowanych prac w obszarze badan nanotechno-
logicznych w latach 1980-2010, niewiele ponad 70
dotyczylta oceny ryzyka narazenia [27]. Nie sposob wy-
mieni¢ wszystkie podejmowane wysitki i proby badan
nanomateriatow w okreslonych modelach i strategiach
do$wiadczalnych. Mozna jednakze wskaza¢ na pewne
obserwacje poczynione w odniesieniu do wigkszosci
z badanych nanomateriatow, a ktére dowiodty miedzy
innymi mozliwosci pro-oksydacyjnego oddziatywania
wiekszo$ci z badanych nanoform, szczeg6lnie nanoru-
rek weglowych, dziatania immunomodulujacego, w tym
immunotoksycznego, i w niektorych przypadkach
rowniez neurotoksycznego, te ostatnie zostaty szeroko
omoéwione w bardzo dobrze opracowanym artykule
przegladowym, zamieszczonym w International Jour-
nal of Pharmaceutics [17]. Badania wptywu nanoma-
terialdbw na procesy proliferacji komdrkowej, $mierc¢
komoérkowa, w tym nekrotyczng i apoptotyczng, moz-
liwo$¢ oddzialywania w obszarze transdukcji sygna-
16w cytoplazmatycznych, oddziatywania na poziomie

przekazu informacji z macierzy zewnatrzkomorkowej
do jadra komoérkowego 1 bezposredniego oddzialywania
na material genetyczny stanowig niektoére z dotych-
czasowych kierunkéw badan toksykologicznych [35].
Zmiany aktywnosci wybranych biomarkerow stresu
oksydacyjnego na poziomie cytoplazmatycznym i ja-
drowym, w tym czynnikéw jadrowych AP-1, NF-kB
czy PARP moga by¢, w odczuciu wielu badaczy, $cisle
zdefiniowanym mechanizmem toksycznego oddziaty-
wania niektérych postaci nanomateriatéw [1, 37]. Nie
mozna jednakze zbytnio generalizowa¢ powyzszych
informacji w odniesieniu do wszystkich grup nano-
materiatowych. Kierujac si¢ przede wszystkim zasa-
dami uniwersalizmu w badaniach toksykologicznych
nalezatoby odnotowac, co zresztg zostato podkre§lone
w wigkszo$ci prac pogladowych, ze w arsenale badan
toksykometrycznych potrzebujemy dzisiaj odpowied-
niej strategii oceny toksykologicznej, ktorej wysoka
predykcyjnos¢ moglaby stanowi¢ o jej bezposrednim
zastosowaniu w szacowaniu ryzyka nanoproduktow
dla zdrowia cztowieka [1, 13, 43]. Zatem potrzeba
wprowadzenia i zastosowania wielofunkcyjnego mo-
delu w ocenie dawko-zaleznej odpowiedzi lub dawko-
-zaleznego efektu, w tym rozstrzygnigcie zagadnienia
regeneracji i adaptacji biochemicznej w warunkach od-
dziatywania nanomateriatow wydaje si¢ by¢ rozwigza-
niem optymalnym, zar6wno w kwestii charakterystyki
ryzyka narazenia jak i wlasciwym jego szacowaniu. Nie
nalezy zapominaé, ze ocena odwracalno$ci proceséw
toksycznosci jest jednym z podstawowych atrybutow
prawidtowego testowania toksykologicznego, a ten
fakt, bez watpienia, wymagac¢ bedzie zastosowania
wysoce predykcyjnego modelu badawczego prowadzo-
nego w warunkach przyzyciowych z wykorzystaniem
zwierzat doswiadczalnych (in vivo). W tym wzgledzie
duze znaczenie nabieraja oceny toksykologiczne
w warunkach zaréwno kroétkiego jak i przeduzonego
rezimu podawania nanomateriatéw, pozwalajace m.in.
na okre$lenie NOAEL i dopuszczalnej dawki dobo-
wej. Nieodzowne w analizie ryzyka narazenia staja
si¢ badania toksykokinetyczne, ktore w odpowiednio
zaplanowanym modelu doswiadczalnym pozwalajg na
powiazanie zalezno$ci pomiedzy okre§lonym pozio-
mem dawkowania i narzgdowa kompartmentyzacja oraz
,,biogeometrig”’ badanego nanomateriatlu i okreslonym
typem odpowiedzi i (lub) efektu obserwowanego w wa-
runkach zdefiniowanego narazenia [15, 31, 56, 57, 78].
Powyzsze moga uwidoczni¢ dyskretne mechanizmy
i kierunki toksycznego oddziatywania nanomateriatow,
w tym réwniez podlegajace procesom ,,hormezy”, co
W znacznej mierze przyczyni si¢ do projektowania
bezpiecznych nanoformulacji medycznych [38].



Nr3

Bezpieczenstwo nanoproduktéw leczniczych

243

HEPATO-NANOTOKSYKOLOGIA - NOWE
HORYZONTY BADAWCZE

W czerwcu 2010 roku Europejska Agencja Le-
kow (EMA) opublikowata dokument wskazujacy
jednoznacznie na potrzebe weryfikacji metod oceny
potencjatu hepatotoksycznego innowacyjnych lekow
w fazach badan przedklinicznych [10]. Duzy wplyw na
publikacje powyzszej monografii miat fakt, iz w cig-
gu ostatniego dziesigciolecia najczestszg przyczyna
wstrzymywania badan przedklinicznych i klinicz-
nych w obszarach innowacyjnych terapii, lub wrecz
wycofywania wielu uznanych i dopuszczonych juz
do obrotu produktéw leczniczych, byly niepozadane
dziatania hepatotoksyczne [5, 36, 40]. Stanowisko
EMA podzielita Amerykanska Agencja ds. Zywnosci
i Lekow (US FDA), ktéra rozszerzyta koniecznos¢
oceny toksyczno$ci watrobowej i okotowatrobowe;j
innowacyjnych produktow leczniczych w badaniach
klinicznych oraz monitorowania niepozadanych dziatan
hepatotoksycznych w warunkach rynkowych, np. w ra-
mach projektu DILIN (ang. Drug-Induced Liver Injury
Network). Wage powyzszego problemu dostrzegly nie
tylko gremia naukowe i srodowiska opiniotworcze,
w tym regulacyjne w Unii Europejskiej i Stanach Zjed-
noczonych, ale rowniez liczne $rodowiska przemystu
farmaceutycznego, zywotnie zainteresowane problema-
tyka bezpieczenstwa stosowania wlasnych produktow
leczniczych [4]. Dowodem powyzszego byto podjecie
szeroko zakrojonej wspotpracy naukowo-badawczej
srodowisk akademickich i przemystowych w Unii
Europejskiej (UE), ktore rozpoczely wspodlne badania
naukowe w zakresie poszukiwania nowych metod
oceny potencjalu hepatotoksycznego innowacyjnych
lekow w fazach rozwojowych. Jednym z pierwszych
tematow, ktorego finansowanie rozpoczgto w ramach
utworzonych konsorcjow badawczych w UE, byto
opracowanie metod prognozowania hepatotoksycznosci
w oparciu o0 komputerowe techniki obliczeniowe, tzw. in
silico, gtownie wykorzystujace strategie modelowania
SAR 1 QSAR. Szerokie echa tych inicjatyw zostaty za-
prezentowane w publicznej debacie naukowej podczas
Swiatowego Kongresu Farmaceutycznego w Filadelfii
w 2009/2010 roku, ktorego tematyka w catoSci zostala
zdominowana sprawami oceny bezpieczenstwa sto-
sowania 1 analizy hepatotoksycznos$ci innowacyjnych
produktow leczniczych.

Z przegladu danych literaturowych wynika
bezspornie, ze niepozadane dzialania o charakterze
hepatotoksycznym byly i sa najczestsza przyczyng
wycofywania wielu innowacyjnych lekow z faz badan
przedklinicznych i klinicznych, w tym rowniez wy-
cofywania dopuszczonych juz do obrotu produktéw
leczniczych. Przykladem powyzszego mogg by¢ dwa,

jakze obiecujaco zapowiadajace si¢ leki, tj. Troglitazon
i Bromfenak, na ktorych firmy farmaceutyczne stracity
dziesigtki milionow dolarow US i EURO z powodu ich
wycofania ze Swiatowych rynkow farmaceutycznych
[40]. Nie jest zatem zaskoczeniem, ze problematyka
przedklinicznej oceny dziatania hepatotoksycznego
lekéw pozostaje zagadnieniem rozpoczetej debaty
w gronie specjalistow, rowniez spoza obszaru toksyko-
logii. Proby oceny toksyczno$ci watrobowej i okotowa-
trobowej w opisie kilku czy kilkunastu uznanych bio-
markeréw enzymatycznych i nieenzymatycznych (np.
ALT, AST, LDH, SDH, bilirubina) sg postrzegane przez
wielu ekspertow jako mato prognostyczne, skad inad,
stosowane w toksykologii od dziesig¢cioleci. Nie dziwi
fakt, ze problematyka oceny potencjatu hepatotoksycz-
nego innowacyjnych produktéw medycznych, ozywita
zaréwno debate naukowa w srodowisku regulacyjnym
jak 1 srodowiskach naukowych, w tym akademickim
i przemystowym. Przyktadem takiej aktywno$ci moze
by¢ amerykanski program badawczy LTBS (ang. The
Liver Toxicity Biomarker Study), ktory pod koniec 2005
roku zintegrowat wspoélprace naukowa pomigdzy US
FDA i Narodowym Centrum Badan Toksykologicznych
(ang. National Center for Toxicological Research)
w ramach szerokiego wsparcia finansowego i tech-
nologicznego ze strony BG Medicine Inc., Mitsubishi
Chemical Holdings Corporation, Eisai Co. Ltd., Daiichi
Sankyo Co. Ltd., UCB Pharma, Orion Pharma, Johnson
and Johnson Inc., Pfizer Inc., Applied Biosystems, Inc.,
Affymetrix, Inc., oraz TIBCO Software, Inc. [35, 45].

Problem naukowej analizy potencjatu hepato-
toksycznego lekdw zostat w ostatnich dwoéch latach
przedstawiony w zupetnie nowym §wietle z chwilg,
gdy w badaniach przedklinicznych wielu laboratoriow
na §wiecie pojawity si¢ innowacyjne nanomateriaty
o potencjalnym zastosowaniu w diagnostyce i terapii
chorob u ludzi. Nie sposob przyblizy¢ wszystkich, zna-
nych z literatury tematu, potencjalnych mechanizméw
i kierunkéw hepatotoksycznego oddziatywania réznych
form nanomateriatowych [30, 41]. Warto podkreslic,
ze w odniesieniu do nanomaterialéw metalicznych
i nanopostaci materiatdw weglowych, badanych
z wykorzystaniem pierwotnych hepatocytow i liniach
ludzkiego raka watrobowo-komoérkowego, wykazano
ich pro-oksydacyjne wtasciwosci prowadzace m.in.
do labilizacji bton komérkowych, zmiany potencjatu
energetycznego mitochondriéow czy zaburzen tempa
proliferacji komérkowej [41]. Badania toksykokine-
tyczne z wykorzystaniem zwierzecych modeli do§wiad-
czalnych wykazaty niezbicie, ze depozycja watrobowa
niektorych postaci nanomateriatowych moze inicjowac
stany zapalne i procesy zwtdknieniowe w obrebie migz-
szu tego narzadu [23]. Niezwykle interesujagcymi w tym
wzgledzie wydaty si¢ doniesienia w sprawie mecha-
nizméw dziatania toksycznego nanomagnetykow, dla
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ktorych w literaturze toksykologicznej zaproponowano
odrebng definicjg, tzw. nanotoksykologia magnetyczna
(ang. magnetic nanotoxicology) [51].

W $wietle cytowanych doniesien wynika jed-
noznacznie, ze watroba stanowi krytyczny narzad
w procesach dystrybucji ustrojowej nanomagnetykéw
zelazowych (90%), w dalszej kolejnos$ci istotng rolg
odgrywaja $ledziona (5-8%) i szpik kostny (1-2%). Po-
dawane droga enteralng lub parenteralng sa w znacznym
stopniu wychwytywane przez makrofagi retikulum en-
doplazmatycznego przy udziale r6znych mechanizmow,
poczawszy od endocytozy, a skonczywszy na fagocyto-
zie. Niezwykle istotnym z punktu widzenia potencjatu
toksycznego nanomaterialdéw magnetycznych okazaty
si¢ modyfikacje ich powierzchni, ktére poprzez rozne,
mniej lub bardziej zdefiniowane mechanizmy, oddziaty-
waja z komponentami macierzy zewnatrzkomorkowe;,
wplywajac przy tym na procesy transportu btonowego
m.in. rezydentnych makrofagéw watrobowych [51].
Nie bez znaczenia w tych procesach ma fakt udziatu
zelaza w reakceji Fentona, bedacego istotnym zrédtem
tworzenia rodnikow hydroksylowych (OH’) w komor-
kach watrobowych. Stres oksydacyjny, bedacy zabu-
rzeniem rownowagi (homeostazy) pomigdzy procesami
pro- i anty-oksydacyjnymi, wydaje si¢ by¢ istotnym
elementem cytotoksycznosci (hepatotoksycznos$ci)
nanomagnetykow. Biorac pod uwagg fakt, ze makrofagi
odgrywaja podstawowg role w prezentacji antygenow,
ich udziat w procesach hepatotoksycznos$ci nanoma-
teriatow zelazowych nie moze by¢ nieodnotowany.
Warto zatem podkresli¢, ze powigzanie oceny fizyko-
chemicznej nanomateriatow, w tym nanomorfometrii,
z ich biodystrybucja komoérkowa i narzadowa zrodzito
w anglojezycznej terminologii toksykologicznej pojecie
,,particokinetics”. Biorgc pod uwage szereg ograniczen
modelowania ADME w badaniach alternatywnych
(in vitro), nie bez znaczenia w ocenie mechanizmow
toksycznego oddzialywania nanomateriatow posiada-
ja doswiadczalne modele zwierzece in vivo, ktorych
zastosowanie w ocenie i szacowaniu ryzyka narazenia
sa ze wszech miar rekomendowane w pi§miennictwie
toksykologicznym. Okazuje si¢ bowiem, ze predykcyj-
no$¢ kliniczna dotychczas stosowanych modeli badaw-
czych, zarowno komorkowych jak i zwierzecych, jest
niewystarczajaca w ocenie ryzyka dziatania hepatotok-
sycznego w badaniach przedklinicznych [5]. Powyzsze
stwierdzenie odnosi si¢ nie tylko do innowacyjnych
nanomateriatéw medycznych, ale réwniez do innych
form i postaci innowacyjnych lekéw. Przeglad litera-
tury tematu dotyczacy oceny toksycznosci watrobowej
dokonanej w kilku reprezentatywnych publikacjach,
wskazuje jednoznacznie na potrzebe opracowywania
wysoko-predykcyjnych modeli oceny potencjatu he-
patotoksycznego innowacyjnych nanomateriatéw oraz

nanolekéw i1 nanodiagnostykow w badaniach przedkli-
nicznych i klinicznych [4, 5, 36, 40, 45].

Ryc. 2. Magnetyczno-rezonansowe obrazowanie tomogra-
ficzne (MRI) catego ciata szczura szczepu Wistar.
(a) Obraz T2-zalezny otrzymany w sekwencji TSE;
(b) Obraz Tl-zalezny otrzymany w sekwencji
FLASH [badania wiasne: 4. Cieszanowski i IP.
Grudzinski, projekt Nr N N518 381737].

Obraz anatomiczny uzyskany w projekcji 2D dla
17 warstwy obrazowanego szczura w plaszczyznie
podhuznej (Ryc. 2a) oraz mapowanie tomograficzne
watroby szczura w projekcji 3D przy zastosowaniu
(63 MHz) systemu tomografii MR (Ryc. 2b).
Magnetic-resonance imaging (MRI) tomography
of the Wistar rat whole body. (a) T2-weighted im-
age using a TSE sequence; (b) T1-weighted image
using a FLASH sequence [personal studies: A.
Cieszanowski & IP. Grudzinski, grant No. N N518
381737].

Anatomical image obtained in the 2D projection
for the 17 layers of the imaged rat in a longitudinal
plane (Fig. 2a) and the tomographic mapping of the
rat liver in a 3D projection using a tomography MR
(63 MHz) scanner (Fig. 2b).

Fig. 2.

Nowym obszarem badawczym w tym zakresie moze
by¢ miedzy innymi zastosowanie technik ,,-omiki”
(genomiki, proteomiki i metabolomiki) oraz metod mo-
lekularnego obrazowania, w tym tomografii rezonansu
magnetycznego (Ryc. 2).

PODSUMOWANIE

Ocena potencjatu toksycznego nanoproduktow
leczniczych jest zagadnieniem niezwykle skompliko-
wanym i tak, na dzien dzisiejszy, jest postrzegana przez
wiekszo$¢ autorytetow swiata toksykologii. Z uwagi na
zroznicowane wiasnosci biologiczne i fizykochemiczne
nanomateriatow, w tym parametry morfometryczne jest
wielce prawdopodobnym, ze wtasciwosci toksykolo-
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giczne poszczegolnych reprezentantow beda musiaty
by¢ rozpatrywane indywidualnie. Wiasciwa strategia
oceny toksyczno$ci nanomaterialow, w tym réwniez
bionanomateriatéw medycznych zawierajacych kompo-
nenty tworzone metodami rekombinacyjnymi, pozostaje
bez watpienia wyzwaniem naukowym, przed jakim stoja
badacze testujacy innowacyjne nanoprodukty lecznicze
i diagnostyczne w fazach przedklinicznych i klinicz-
nych. Pozostaje ona rowniez otwartym problemem
regulacyjno-prawnym, z ktérym bez watpienia beda
musiaty zmierzy¢ si¢ agencje rzagdowe dopuszczajace
produkty lecznicze i/lub diagnostyczne do rynku.

Osiagniecia naukowe poczynione na polu badan
1 oceny bezpieczenstwa stosowania innowacyjnych
nanoproduktéw leczniczych przyczynia si¢ nie tylko
do rozwoju danej dziedziny wiedzy (nanotechnologii)
i poszczegdlnych dyscyplin naukowych, w tym nano-
medycyny, nanofarmacji i nanotoksykologii, ale row-
niez stanowi¢ bede podstawe dla szeroko rozumianego
rozwoju cywilizacyjnego, ktéry od czasu stynnego juz
dzisiaj stwierdzenia ,,0jca” nanotechnologii, laureata
Nagrody Nobla z dziedziny fizyki, profesora Richarda
P. Feynman’a (1951) - ,, plenty of room at the bottom”
- osiagnat po raz pierwszy w historii nieograniczone
mozliwosci 1 perspektywy rozwoju.
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