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Wykaz zastosowanych skrétow

AChit - chitozan modyfikowany anionowo poprzez przytgqczenie grup
sulfaminowych

BCM - biologicznie kontrolowana biomineralizacja (ang. Biologically Controlled
Biomineralization)

BIM - biologicznie indukowana biomineralizacja (ang. Biologically Induced
Biomineralization)

CChit - chitozan modyfikowany kationowo chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym

CChitC12 - chitozan modyfikowany kationowo chlorkiem
glicydylotrimetyloamoniowym z naszczepionymi hydrofobowymi tancuchami
n-dodecylowymi

cryo-TEM - krioskopowa transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Cryogenic
Transmission Electron Microscopy)

DLS - metoda pomiaru s$rednic hydrodynamicznych w oparciu o dynamiczne
rozpraszanie $wiatta (ang. Dynamic Light Scattering)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

FC - krzywa podatnosci magnetycznej w funkcji temperatury mierzona
w warunkach chtodzenia w statym polu magnetycznym (ang. Field Cooled)

FT-IR - fourierowska spektroskopia w podczerwieni (ang. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

GMR - sensor magnetorezystywny bazujacy na gigantycznym magnetooporze
(ang. Giant MagnetoResistance)

GTMAC - chlorek glicydylotrimetyloamoniowy
LbL - technika naktadania przeciwnie natadowanych warstw (ang. Layer by Layer)

MRI - obrazowanie metodq magnetycznego rezonansu (ang. Magnetic Resonance
Imaging)

NMR - jadrowy rezonans magnetyczny (ang. Nuclear Magnetic Resonance)

SPION - superparamagnetyczne nanoczastki tlenkéw zelaza
(ang. Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles)

STEM - skaningowa transmisyjna mikroskopia elektronowa
(ang. Scanning Transmission Electron Microscopy)

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron
Microscope)

TGA-DSC - jednoczesna analiza obejmujaca analize termograwimeryczng (ang.
Thermogravimetric Analysis) i skaningowg kalorymetrie réznicowq (ang. Differential
Scanning Calorimetry)
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TMR - sensor magnetorezystywny bazujacy na magnetooporze tunelowym
(ang. Tunnel MagnetoResistance)

VSM - magnetometria z wibrujacg probka (ang. Vibrating Sample Magnetometry)
XRD - dyfraktometria rentgenowska (ang. X-Ray Diffraction)

ZFC - krzywa podatnosci magnetycznej w funkcji temperatury mierzona
w warunkach grzania w statym polu magnetycznym uprzednio schtodzonej prébki
(ang. Zero Field Cooled)
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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo otrzymanie oraz scharakteryzowanie
sterowalnych magnetycznie nos$nikow polimerowych w postaci kapsut
opartych na cieklych olejowych rdzeniach stabilizowanych modyfikowanym
polimerem pochodzenia naturalnego. Zgodnie z hipoteza
przeprowadzonych badan, nos$niki te maja za zadanie wprowadzi¢ do
komérki enkapsulowana substancje, a nastepnie umozliwi¢ jej uwolnienie.
Caly proces ma sie odbywa¢ w sposéb magnetycznie kontrolowany.
Opracowane zostaty dwa rodzaje nos$nikéow, z ujemnym oraz dodatnim tadunkiem
powierzchniowym, ktére wewnatrz zawieralty enkapsulowane nanoczastki
magnetyczne. Badane struktury dedykowane sg aplikacjom biomedycznym jako
uktady zdolne do celowanego i kontrolowanego transportu oraz uwolnienia
hydrofobowej substancji biologicznie aktywnej. Terapie wykorzystujace nosniki,
ktére umozliwiajg doktadne i ukierunkowane dostarczanie terapeutykéw
w organizmie stanowig innowacyjne i bardzo obiecujgce podejscie, zwiaszcza
w terapii chorédb nowotworowych. Do gtéwnych zalet takiej formy leczenia nalezy
mozliwos$¢ utrzymywania odpowiedniego stezenia substancji czynnej w miejscu
docelowym, prowadzacego do $mierci komodrek chorych, bez uszkodzenia komodrek
zdrowych, czyli bez dodatkowych skutkow ubocznych.
Pierwszy etap badan stanowito otrzymanie i zbadanie substancji potrzebnych do
utworzenia biopolimerowych kapsut. Ze wzgledu na dedykowane biomedyczne
zastosowanie nosnika, przeprowadzone zostaty syntezy polegajace na
modyfikacjach polimeru pochodzenia naturalnego oraz reakcje prowadzace do
otrzymania nanoczgastek magnetycznych tlenkéw zelaza. Wykonana zostata
dwuetapowa modyfikacja chitozanu polegajaca na przytqczeniu grup kationowych
oraz hydrofobowych tancuchéw alifatycznych. Otrzymany zwigzek, w kolejnych
etapach badan, miat za zadanie stabilizacje olejowych rdzeni kapsut poprzez
zjawisko solubilizacji micelarnej. Wyznaczony na podstawie miareczkowania
konduktometrycznego stopien podstawienia pochodnej chitozanu grupami
kationowymi  wynidést 63%, natomiast stopien  podstawienia  grupami
hydrofobowymi, okreslony w oparciu o spektroskopie NMR, réwny byt 3%.
Nastepnie przeprowadzona zostata anionowa modyfikacja pochodnej chitozanu.
Otrzymany produkt reakcji zostat wykorzystany do opracowania drugiego rodzaju
kapsut wykazujacego ujemny tadunek powierzchniowy. Poprawne przeprowadzenie
syntezy zostato potwierdzone pomiarem przy wykorzystaniu spektroskopii FT-IR,
a stopien podstawienia pochodnej chitozanu grupami anionowymi, wyznaczony na

postawie analizy elementarnej, wynidst 53%. Ostatnig cze$¢ prac z zakresu
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wykonanych syntez obejmowata wysokotemperaturowa reakcja prowadzaca do
otrzymania nanoczgstek magnetycznych tlenkéw zelaza pokrytych substancjg
hydrofobowg, ktére majg odpowiada¢ za magnetyczny charakter catego nosnika.
Obrazowanie przeprowadzone z uzyciem STEM potwierdzito sferyczny ksztait
nanoczastek o s$rednich rozmiarach réwnych 15 nm. W celu potwierdzenia
poprawnego odtozenia sie warstwy substancji hydrofobowej na powierzchni
nanoczgastek wykonano pomiary spektroskopig FT-IR oraz analize termiczng TGA-
DSC. Na podstawie wynikow pomiaréw XRD wywnioskowano, ze otrzymane
nanoczastki wykazujg budowe typu rdzen-powtoka, przy czym rdzen zbudowany
jest z wustytu (22%), a powioka z innej fazy tlenku zelaza (77%). Pomiary
przeprowadzone za pomocg spektroskopii MoOssbauera, przy roéznych
temperaturach, pozwolity wykazaé¢, ze drugq fazg tlenku zelaza tworzacg
nanoczastki jest maghemit, a badane struktury wykazujg wtasciwosci
superparamagnetyczne. Superparamagnetyczny charakter nanoczgstek dla
temperatury powyzej 275 K potwierdzony zostat poprzez pomiary VSM. Drugi etap
przeprowadzonych badan obejmowat optymalizacje procedury syntezy oraz analize
fizykochemiczng  dwoch  typdw  magnetycznych kapsut, o ujemnym
oraz o dodatnim tadunku powierzchniowym, ktére zostaty otrzymane przy
wykorzystaniu zwigzkoéw i struktur wytworzonych we wczesniejszym etapie pracy.
Kapsuty o dodatnim tadunku powierzchniowym zostaty otrzymane na drodze
samoorganizacji amfifilowej pochodnej chitozanu, modyfikowanej grupami
kationowymi i z naszczepionymi taicuchami alkilowymi, na powierzchni kropel oleju
zawierajacych zdyspergowane nanoczastki magnetyczne. Dodatkowe natozenie,
poprzez zastosowanie techniki LbL, warstwy anionowego chitozanu na powierzchnie
kapsut, prowadzito do otrzymania drugiego typu nosnika (z ujemnym tadunkiem
powierzchniowym). Na podstawie pomiaréw DLS okre$lono zmiany $rednich
wielkosci srednic hydrodynamicznych mierzonych w ciggu 48 tygodni - otrzymane
wartosci mieszcza sie w zakresie 140-170 nm dla kapsut kationowych i 140-230 nm
dla kapsut anionowych. Zmierzone wartosci potencjatu dzeta, wyznaczone réwniez
w ciggu 48 tygodni, oscylowaty w granicach 30-40 mV dla kapsut o dodatnim
tadunku zewnetrznym i -35 do -45 mV dla kapsut o ujemnym tadunku. Otrzymane
wartosci wskazujg na wysokg stabilnos¢é wytworzonych nos$nikéw. Zdjecia wykonane
przy wykorzystaniu cryo-TEM potwierdzajg obecno$¢ nanoczastek magnetycznych
w rdzeniu nosnika oraz jego rozmiar i sferyczny ksztatt. Mozliwos¢ enkapsulacji
substancji hydrofobowych zostata potwierdzona przez obrazowanie mikroskopig
konfokalng kapsut zawierajacych dodatkowo w fazie olejowej sonde w postaci
hydrofobowego zwigzku fluorescencyjnego. Natomiast superparamagnetyczny

charakter nosnika zostat potwierdzony pomiarami VSM. Tak opracowane uktady
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zostaty poddane badaniom komorkowym, ktore stanowity trzeci etap czesci
doswiadczalnej niniejszej pracy. Przeprowadzone badania miaty na celu weryfikacje
potencjatu aplikacyjnego opracowanych kapsut w konteksécie sterowanych
magnetycznie nosnikdéw zdolnych do celowanego i kontrolowanego transportu oraz
uwalniania enkapsulowanej hydrofobowej substancji. Wszystkie testy wykonane
zostaty wzgledem linii komoérkowej raka sutka pochodzacej z tkanki gruczotu
sutkowego mysiego (4T1). Cytotoksycznos¢ kapsut zostata sprawdzona za pomocg
testu XTT, a otrzymane wyniki pozwolity wyznaczy¢ odpowiednie stezenie kapsut
anionowych, jaki i kationowych, ktére nie wykazuje toksycznosci wzgledem
komérek. Nastepie, przy wykorzystaniu statego pola magnetycznego
przeprowadzono eksperyment majacy na celu sterowanie kapsutami zawierajgcymi
modelowy hydrofobowy barwnik fluorescencyjny i wprowadzenie ich do wnetrza
komérek nowotworowych oraz weryfikacje wptywu prowadzonych doswiadczen na
stan komorek, wykorzystujac zdjecia pochodzace z mikroskopu konfokalnego.
W poczatkowej fazie testéw wykluczony zostat negatywny wptyw statego pola
magnetycznego na komérki linii 4T1. Dalsza czes¢ eksperymentéw wskazata na
mozliwo$¢ samoistnego wnikania do komdérek kapsut o dodatnim tadunku
powierzchniowym oraz, ze zastosowanie zewnetrznego statego pola magnetycznego
zwieksza efektywno$¢ badanego zjawiska, przyczyniajac sie gtéwnie do
nagromadzenia kapsut w okolicy komoérek nowotworowych. Analogiczny
eksperyment przeprowadzony zostat przy wykorzystaniu kapsut o ujemnym tadunku
powierzchniowym. Wykonane zdjecia wskazujg na zwiekszong tendencje do
samoistnego wnikania kapsut do wnetrza komorki (w odniesieniu do kapsut
kationowych), a zastosowanie statego pola magnetycznego zwieksza efektywnosé
tego procesu. Ostatni etap badan komodrkowych miat na celu sprawdzenie
mozliwosci kontrolowanego uwalniania substancji enkapsulowanej w nosniku, ktory
uprzednio, za pomocg statego pola magnetycznego, zostat wprowadzony do
komorki. W tym celu odpowiednio przygotowang probke poddawano ekspozycji na
dziatanie zewnetrznego zmiennego pola o réznych parametrach. Analogicznie, jak
w przypadku eksperymentéw zwigzanych ze statym polem magnetycznym,
wykluczony zostat szkodliwy wptyw dziatania samego pola na komérki. Obrazy
z mikroskopu konfokalnego otrzymane po przeprowadzeniu eksperymentéw
z kapsutami o dodatnim tadunku powierzchniowym ukazuja zjawisko zwiekszonego
wnikania kapsut do wnetrza komorki, jednak bez uwolnienia transportowanego
barwnika w jej wnetrzu. Natomiast wyniki badan wykonanych dla kapsut
o ujemnym tadunku powierzchniowym potwierdzajqg mozliwo$¢ uwolnienia
enkapsulowanej substancji we wnetrzu komorki poprzez zastosowanie

odpowiedniego zmiennego pola magnetycznego.
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Abstract

The aim of this work was to obtain and characterize magnetically
controllable polymeric carriers in the form of capsules with oil cores
stabilized by modified polymers of natural origin. According to the
research hypothesis, these carriers are designed to introduce the
encapsulated substance into the cell and then enabling its release.
The entire process should be magnetically controlled.
Two types of carriers were developed, with a negative and with a positive surface
charge, which contained encapsulated magnetic nanoparticles inside. The
investigated structures are dedicated for biomedical applications as systems being
capable of targeted and controlled transport and release of hydrophobic biologically
active substances. The therapies which provide carriers that will enable precise and
targeted therapeutics delivery consist an innovative and very promising approach,
especially in the treatment of neoplastic diseases. The main advantages of this form
of treatment include the ability to maintain an appropriate concentration of the
active substance at the target site leading to the death of diseased cells, without
damaging healthy cells, i.e. without causing additional side effects of the therapy.
The first stage of the research was to obtain and study the substances needed to
create biopolymer capsules. Due to the dedicated biomedical use of the carrier,
syntheses were carried out involving the modification of a natural origin polymer
and reactions leading to the production of magnetic iron oxide nanoparticles. A two-
stage modification of chitosan was performed, involving the addition of cationic
groups and hydrophobic aliphatic chains. The compound obtained, in the
subsequent stages of the work, was utilized to stabilize the oil capsule cores
through the phenomenon of micellar solubilization. The degree of substitution of the
chitosan derivative with cationic groups, determined on the basis of conductometric
titration, was 63%, while the degree of substitution with hydrophobic groups,
determined on the basis of NMR spectroscopy, was 3%. Then an anionic
modification of the chitosan derivative was performed. The reaction product
obtained was used to develop a second type of capsules with a negative surface
charge. Proper modification was confirmed by measurement using FT-IR
spectroscopy, degree of substitution of the chitosan derivative with anionic groups,
determined on the basis of elemental analysis, was 53%. The last part of the work
in the performed syntheses part consisted of a high-temperature reaction leading to
the obtaining of magnetic iron oxide nanoparticles coated with
a hydrophobic substance, which are to be responsible for the magnetic feature of

the entire carrier. STEM imaging confirmed the spherical shape of nanoparticles
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with an average size of 15 nm. In order to confirm the correct deposition of the
hydrophobic substance layer on the surface of nanoparticles, FT-IR spectroscopy
and thermal analysis TGA-DSC were performed. Based on the results of XRD
measurements, it was indicated that the nanoparticles obtained had a core-shell
structure, with the core made of wustite (22%), and the coating made of a different
phase of iron oxide (77%). Measurements carried out with Mdssbauer spectroscopy
at various temperatures, showed that this second phase is maghemite, and the
structures examined show superparamagnetic properties. The superparamagnetic
nature of nanoparticles at temperatures above 275 K was confirmed by VSM
measurements. The second stage of the research was the optimization of the
capsules preparation procedure and the physicochemical analysis of two types of
magnetic carriers, with a negative and with a positive surface charge. They were
obtained by utilization of the compounds and structures synthesized at an earlier
stage of the work. Capsules with a positive surface charge were produced by self-
assembly of an amphiphilic chitosan derivative, modified with cationic groups and
with grafted alkyl chains, on the surface of oil droplets containing dispersed
magnetic nanoparticles. The additional application of an anionic chitosan layer on
the capsule surface by the LbL technique led to the second type of carrier (with
a negative surface charge). Based on the DLS measurements, changes in the mean
size of the hydrodynamic diameters measured during 48 weeks were determined -
the values obtained are in the range of 140-170 nm for cationic capsules and 140-
230 nm for anionic capsules. The zeta potential values measured, also determined
during 48 weeks, oscillated in the range of 30-40 mV for capsules with a positive
charge and -35 to -45 mV for capsules with a negative charge. The values indicate
the high stability of the produced carriers. Images taken with the use of cryo-TEM
confirm the presence of magnetic nanoparticles in the core of the carrier and its
size and spherical shape. The possibility of encapsulating hydrophobic substances
was confirmed by confocal microscopy imaging of capsules which additionally
contain a probe in the form of a hydrophobic fluorescent compound in the oil phase.
The superparamagnetic nature of the carrier was confirmed by VSM measurements.
The systems developed were subjected to cellular tests, which constituted the third
stage of the experimental part of this work. The research conducted was aimed to
verify the application potential of the capsules in the context of magnetically
controlled carriers capable of targeted and controlled transport and release of the
encapsulated hydrophobic substance. All assays were performed against a mouse
mammary gland tissue derived breast cancer cell line (4T1). The cytotoxicity of the
capsules was checked using the XTT test, and the obtained results determined the

appropriate concentration of anionic and cationic capsules, which do not show
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toxicity to cells. Then, with the use of a constant magnetic field, an experiments
based on the controllable introduction of the capsules, containing the model
hydrophobic fluorescent dye, inside the tumour cells were performed.
As a verification of the influence of the experiments on the condition of the cells,
proper confocal microscope images were collected. In the initial phase of the tests,
the possibile negative influence of the constant magnetic field on the cells of the
4T1 line was excluded. The further part of the experiments showed the possibility of
spontaneous penetration of capsules with a positive surface charge and that the use
of an external permanent magnetic field increases the effectiveness of the
phenomenon studied, contributing mainly to the accumulation of capsules in the
vicinity of cancer cells. A similar experiment was carried out with the use of
capsules with a negative surface charge. The images taken indicated an increased
tendency for spontaneous penetration of capsules inside the cell (with reference to
cationic capsules), and the use of a constant magnetic field increases the efficiency
of this process. The last stage of cell research was verification the possibility of
a controlled release of the substance encapsulated in a carrier that had previously
been introduced into the cell by a constant magnetic field. For this purpose,
a properly prepared sample was exposed to an external alternating field of various
parameters. Similarly to the experiments related to the constant magnetic field, the
harmful effect of the field itself on the cells was excluded. Images obtained after
experiments with positive surface charge capsules indicate the phenomenon of
increased penetration of capsules into the cell, but without the release of the
transported dye inside the cell. In contrast to that, the results of experiments
carried out for capsules with a negative surface charge confirm the possibility of
releasing the encapsulated substance inside the cell through the use of an

appropriate alternating magnetic field.
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Wstep

Nanomedycyna jako preznie rozwijajaca sie dziedzina nanotechnologii stanowi
wspotczesnie bardzo obiecujace podejscie w wielu zagadnieniach biomedycznych.
Interdyscyplinarny charakter rozwigzan proponowanych przez te $ciezke nauki
wymaga faczenia wiedzy, technik i doswiadczenia z zakresu chemii, inzynierii
materiatowej, biologii, fizyki i medycyny oraz zaawansowanych testéw
umozliwiajacych w efekcie koncowym komercjalizacje, wprowadzenie bezpiecznego
produktu na rynek. Wyjatkowe wiasciwosci materiatdow, ktére pojawiajg sie na
skutek zmniejszenia ich rozmiaréw do skali nanometrycznej, ich réznorodnos$¢ oraz
mozliwo$¢ dziatania na poziomie procesdw biologicznych i mechanizméw
komérkowych nadajg nanomedycynie duzy potencjat w leczeniu i diagnostyce

licznych schorzen.!

Do najpopularniejszych zagadnien wykorzystujacych nanotechnologiczne podejscie
w  medycynie nalezg m.in. projektowanie zaawansowanych urzadzen
diagnostycznych, opracowywanie nowych materiatdbw  wykorzystywanych
w implantologii i inzynierii tkankowej oraz tworzenie systemoéw przeznaczonych do
dostarczania zwigzkéw biologicznie aktywnych. Wspomniane nos$niki, zdolne
do celowanego i kontrolowanego transportu oraz uwolnienia substancji, stanowig
bardzo przysztosSciowe podejscie zwiaszcza w leczeniu nowotworéw. Odpowiednio
skonstruowany uktad umozliwi precyzyjne dotarcie w miejsce zmiany chorobowej
i uwolnienie substancji bez uszkodzenia zdrowych komoérek oraz utrzymanie
stezenia leku na poziomie dawki terapeutycznej. Wysoki potencjat tego typu
uktadéw sprawia, ze liczne grupy badawcze proponujg rozwigzania wykorzystujgce
réznorodne nosniki i sposoby sterowania nimi. Bardzo interesujace i stosunkowo
popularne wydaje sie by¢ zastosowanie kontrolowalnych nosnikdw polimerowych
w postaci kapsut opartych na polimerach pochodzenia naturalnego, ktére mogg
zosta¢ wykorzystane roéwniez w charakterze materiatdw samoleczacych sie,
w konserwacji sktadnikdw odzywczych, czy uwalnianiu zapachéw i dostarczaniu
nawozow. Ponadto, odpowiednie $rodowisko wewnatrz kapsuty umozliwia
enkapsulacje réznego typu zwigzkow, ktére w konwencjonalnym leczeniu wykazujg
stabg przyswajalnos¢ i problemy z dostarczaniem.? Odpowiedni nos$nik, to jednak
tylko czes¢ rozwigzania dedykowanego terapii celowanej. Rownie istotny jest
sposob kontroli transportu oraz procesu uwalniania. W tym celu stosowane sg
réoznego rodzaju funkcjonalizacje, czy wzbogacania struktury nanoczgastkami. Jedno
z proponowanych rozwigzah opiera sie na wykorzystaniu zewnetrznego pola

magnetycznego, ktdre dzieki dodatkowej obecnosci nanoczgstek tlenkéow zelaza
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w strukturze nosnika, umozliwi sterowanie, kontrolowane przemieszczanie uktadu
oraz uwolnienie leku. Badania nad zastosowaniem pola magnetycznego
w charakterze zjawiska umozliwiajacego sterowanie nosnikiem
przeznaczonym do celowanego i kontrolowanego transportu substancji
aktywnej, stanowigqce gtowna hipoteze niniejszej pracy, zyskuja na
popularnosci w ciagu ostatnich lat. Jednak potaczenie nosnika w postaci
biopolimerowej kapsuty z mozliwoscia magnetycznego sterowania stanowi
innowacyjne podescie w tworzeniu uktadéw dedykowanych
nanomedycynie, zwlaszcza gdy mozliwa jest enkapsulacja biologicznie

aktywnych zwiazkéw hydrofobowych wewnatrz uktadu.
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CZESC LITERATUROWA

1. Polimery

Polimery towarzyszg cztowiekowi od poczatku istnienia petnigc istotng role w wielu
procesach zyciowych oraz jako zwiagzki znajdujace sie w materiatach takich jak
skoéra, wtdkna naturalne, czy drewno. Historia laboratoryjnego rozwoju polimerow
siega pierwszej potowy XIX wieku, kiedy to niemiecki aptekarz otrzymat po raz
pierwszy styren. Sukcesywnie prowadzone badania doprowadzity do kolejnych
osiggnie¢ wdrazanych do produkcji przemystowych. Wazno$¢ zagadnienia
potwierdza przyznanie czterech Nagrod Nobla za badania prowadzone nad tymi
strukturami oraz fakt, ze wyobrazenie sobie wspodiczesnego $wiata bez materiatow

polimerowych jest praktycznie niemozliwe.3#>

1.1. Klasyfikacja polimerow

To witasnie jeden z noblistow, niemiecki chemik Herman Staudinger zdefiniowat
pojecie polimeréw jako gigantycznych makroczgsteczek o budowie tanicuchowej.
tancuchy te tworzone sg przez powtarzajace sie jednostki budulcowe zwane
merami. Polimery wykazujg réznorodne wtasciwosci fizykochemiczne, ktére w duzej
mierze determinowane sa przez oddziatywania miedzyczasteczkowe. Szerokie
spektrum wiasciwosci sprawito, ze materiaty polimerowe stanowig fundament
wspotczesnej technologii, przemystu oraz bardzo popularng i preznie rozwijajacg sie

dziedzine nauki.

Istnieje wiele sposobdéw klasyfikacji polimerow w zaleznosci od przyjetego

kryterium podziatu. Ze wzgledu na rodzaj monomerdéw tworzacych strukture

biopolimeru wyrézni¢ mozemy:

e polinukleotydy, tworzone przez minimum 13 monomerdw kwasow
nukleotydowych wystepujacych w tancuchu,

e polipeptydy i biatka, czyli struktury zbudowane z odpowiednio utozonych
aminokwasow,

e polisacharydy, ktére zbudowane sg z liniowo potgczonych weglowodandw.

Analizujac budowe przestrzenna tancucha mozna zasadniczo wyroéznic¢ polimery

wykazujace budowe liniowa, rozgateziong i usieciowana. Polimery o budowie
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liniowej tworzone sg przez potaczone mery tworzace pojedynczy tancuch, polimery
rozgatezione to polimery liniowe, w ktérych wystepuja przytaczone dodatkowo do
tancucha gtdéwnego roéznej dtugosci odgatezienia. Natomiast polimery usieciowane

tworzg przestrzenng sie¢ zbudowang z potaczonych fancuchow.

Ze wzgledu na budowe chemiczng wyrdéznic mozemy homopolimery,

zbudowane z jednego typu meréw lub kopolimery zbudowane z wiecej niz jednego
rodzaju meréw. W zaleznosci od uktadu meréw, wsrdéd kopolimerdow wyszczegdlnic
mozemy m.in. kopolimery naprzemienne, blokowe, szczepione i o sekwencji
losowej (beztadne, statystyczne). Podziat polimeréw pod katem ich budowy ilustruje
Rysunek 1. Ciekawig wtasnoscig niektorych kopolimerow jest jednoczesne
powinowactwo do dwdch roéznych typow Srodowiska okreslane mianem
amfifilowosci. Zjawisko to wynika bezposrednio z budowy zwigzku, ktéry w swojej
strukturze zawiera jednoczesnie segmenty o wtasciwosciach np. hydrofilowych oraz
segmenty hydrofobowe. Warto podkresli¢, ze tego typu zwigzki wykazujg zdolnos¢
do samoorganizacji (ang. self-assembling), ktéra umozliwia tworzenie réznego
rodzaju warstw lub zamknietych domen wewnatrz ktérych, w zaleznosci od
Srodowiska zewnetrznego, mozliwa jest solubilizacja zwigzkéw dobrze lub stabo

rozpuszczalnych w wodzie.

-AAAAAAAAAA- -AAAAAAAAAA-
_ -ABABABABAB- I
homopolimer _ .
kopolimer naprzemienny B
B
-AABABBBA- -AAAABBBBAA-
kopolimer losowy kopolimer blokowy B

kopolimer szczepiony

Rysunek 1 Schemat ilustrujacy podziat polimeréw ze wzgledu na ich budowe chemiczna.

Pod wzgledem budowy fizycznej polimery dzielimy na polimery termoplastyczne

i polimery duroplastyczne, chemo- lub termo-utwardzalne. Natomiast, biorac

pod uwage predyspozycie do odksztatcen pod wpltywem przytozonego

naprezenia wyrozni¢ mozemy elastomery, ktére nawet przy matych naprezeniach
wykazuja duze odksztatcenia oraz plastomery wykazujgce niewielkie odksztatcenia

wywotane zewnetrzng sita.
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Uwzgledniajac pochodzenie polimeréw mozna dokonaé¢ podziatu na polimery
pochodzenia naturalnego, polimery syntetyczne oraz modyfikowane
polimery pochodzenia naturalnego. Wsrdd polimeréw pochodzenia naturalnego
wyrozni¢ mozna biopolimery, ktére wystepujg naturalnie w organizmach zywych
i ze wzgledu na swoje wiasciwosci stanowig bardzo obiecujace rozwigzanie

w materiatach przeznaczonych do aplikacji biomedycznych.3:67

1.2. Polimery w zastosowaniach biomedycznych

Materiaty wykorzystywane w biomedycynie muszg spetnia¢ szereg wymagan
warunkujacych ich bezpieczenstwo dla organizmu cziowieka. Do najwazniejszych
cech takich materiatow zaliczy¢ nalezy biokompatybilnosé, biofunkcyjnosg,
brak reakcji alergicznych i toksycznych oraz biodegradowalnos¢ Iub
bioresorbowalnos$¢. Istniejg rdzne typy materiatdw spetniajacych wyzej
wymienione wymagania, jednak wspotczesnie to wiasnie polimery stanowig gtéwny
komponent uktadéw znajdujacych zastosowanie w licznych aplikacjach
biomedycznych takich jak diagnostyka, inzynieria tkankowa, biosensoryka

i farmakoterapia.

Ze wzgledu na wyjatkowe wiasciwosci i przyjazno$é sSrodowisku, wynikajgce
z naturalnego podobienstwa struktury polimerdw do budowy makroczgsteczek
biologicznych, obecnie uwaga znacznej czesci naukowcdw pracujacych w dziedzinie
technologii biomedycznych skierowana jest na biodegradowalne polimery,
naturalnie wystepujace w organizmach zywych. Klasyfikacje biodegradowalnych

biopolimerdw przedstawia Rysunek 2.

Polimery pochodzenia Polimery pochodzenia Polimery pochodzenia
roslinnego zwierzecego mikrobiologicznego

¢ polisacharydy (np. e polisacharydy (np. e polisacharydy (np.
cyklodekstryny, chitozanu, alginian, dekstran),
celuloza, skrobia, hialuronian), * poliestry,
inulina, guma guar), * biatka (np. kolagen, « poliamidy,

e biatka (np. biatko zelatyna, albumina), « polibezwodniki
sojowe), e zywice (np. szelak)

e poliestry

Rysunek 2 Schemat klasyfikacji biodegradowalnych polimeréw pochodzenia naturalnego.
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Uwzgledniajac potencjalne aplikacje, kazdy materiat dedykowany zastosowaniom
biomedycznym podlega szeregom analiz i badan, ktére umozliwiajg doktadne
poznanie jego wtasciwosci fizykochemicznych. Zrozumienie wtasciwosci polimerdw
opiera sie na wiedzy zwigzanej z oddziatywaniami wewnatrzczasteczkowymi
odpowiedzialnymi za wtasciwosci chemiczne oraz miedzyczasteczkowymi, czesto
determinujacymi ich wifasciwosci fizyczne. Rozwdj nauki umozliwit kontrolowang
modyfikacje polimeréw pochodzenia naturalnego prowadzacg do otrzymywania
pochodnych  wykazujacych cechy naturalnych biopolimeréw  uzupetnione
o wilasciwosci niezbedne do stworzenia biomateriatu o pozadanych parametrach. Do
najpopularniejszych zwigzkéw polimerowych wykorzystywanych we wspétczesnej
biomedycynie nalezy skrobia, celuloza, kolagen, hialuronian i chitozan. Materiaty te,
z powodzeniem znajdujq zastosowanie w implantologii, medycynie regeneracyjnej

oraz systemach przeznaczonych do dostarczania lekow,6:7:8:3:10

1.3. Chitozan

Chitozan stanowi liniowy polisacharyd otrzymywany na drodze chemicznej
deacetylacji chityny, bedacej biopolimerem naturalnie wystepujgcym
w pancerzykach morskich skorupiakow, insektow oraz Scianach komorkowych
niektérych bakterii i grzybéw. Chitozan to liniowy polimer z grupy kopolimeréw
losowych/beztadnych, w  ktérego sktad wchodzg mery aminoglukozy

i N-acetyloglukozy. Schemat struktury chitozanu przedstawiony zostat na

Rysunku 3:.
OH
HO NH, NH,
* e} HO O HO O/*
HO o o ©7 Ho O 0
NH NH,
o{ HO HO
CHj3

Rysunek 3 Schemat struktury chitozanu.
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Do najwazniejszych wtasciwosci chitozanu w kontekscie zastosowan biomedycznych

nalezy:

e biokompatybilnos¢,

e wysoka bioaktywnos¢,

e lizosomalna biodegradowalnosg,
e nietoksycznosé,

e selektywna przepuszczalnosé,

e aktywnos¢ przeciwbakteryjna,

e dziatanie przeciwnowotworowe,
e mukoadhezyjnos¢,

e dziatanie hemostatyczne,

e zdolnos$¢ do tworzenia zeli oraz cienkich filméw (warstw).

Zaréwno chitozan, jak i sama chityna wykazujgq duze ograniczenia zwigzane z ich
rozpuszczalnoscia, fakt ten spowodowat, ze zwigzki te w pierwotnej postaci nie
zyskaty na popularnosci tak jak ich pochodne. Dzieki obecnosci grup aminowych
oraz grup hydroksylowych w tancuchu chitozanu mozliwe sa jego chemiczne
modyfikacje prowadzace do tworzenia zwigzkow wykazujacych dodatkowe
witasciwosci. Pochodne chitozanu otrzymywane sa gtdwnie poprzez jego acylowanie,
alkilowanie, hydroksylowanie, estryfikacje, sulfonowanie lub poprzez przytaczenie
grup zawierajacych czwartorzedowe sole amoniowe. Przeprowadzenie odpowiednich
modyfikacji moze prowadzi¢ do uzyskania pochodnych chitozanu wykazujgcych
lepszg rozpuszczalnos¢ w roztworach wodnych, silne witasciwosci jonowe
i amfifilowe. Takie rozwigzanie zostato wykorzystane w czasie badan

zaprezentowanych w niniejszej pracy.

Unikatowe witasciwosci pochodnych chitozanu sprawity, ze zwigzki te odnalezé
mozemy w licznych zastosowaniach biomedycznych, zywnosci, chemii,
kosmetykach oraz w procesach uzdatniania wody. Analizujgc chitozan w aspekcie
wykorzystania jego biomedycznego potencjatu wyrdzni¢ mozna trzy gtowne nurty,
ktére stanowig: wielofunkcyjne materiaty opatrunkowe, preparaty antybakteryjne
oraz uktady przeznaczone do celowanego dostarczania substancji biologicznie

aktywnych,7:811,12,13
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2. Nanoczastki

Mogtoby sie wydawaé, ze nanoczastki to odkrycie nalezace wytacznie do
wspotczesnej cywilizacji. Jednak historyczne i naukowo potwierdzono, ze Swiadome
zastosowanie unikalnych wilasciwosci tego typu struktur miato miejsce juz duzo
wczesniej. Najstarszym przyktadem, doktadnie opisanym przez nowozytng nauke,
jest pochodzacy z IV wieku rzymski Puchar Likurga. Puchar ten, znajdujacy sie
w zbiorach Muzeum Brytyjskiego, wykonany zostat ze szkta dichroicznego, ktére
w zaleznosci od padajacego $wiatta moze wykazywac zielone lub czerwone
zabawienie. Przeprowadzone w 1990 roku badania wyjasnity, ze za zjawisko to
odpowiadaja domieszkowane miedzig nanoczastki srebra i ztota o rozmiarach
miedzy 50 a 100 nm. Zjawisko to wykorzystywane bylo réwniez w witrazach
pochodzacych z pdznego sSredniowiecza, islamskich szkliwach ceramicznych oraz
wtoskiej ceramice z XVI wieku. Kolejny przykiad dawnego zastosowania struktur
nanometrycznych to domieszkowanie stali nanorurkami wegla, proces ten miat na
celu zapewnienie lepszej wytrzymatosci i sprezystosci materiatu przeznaczonego do
tworzenia Sredniowiecznej broni biatej. Opisywana struktura to stal damascenska,
ktérej technologia otrzymywania zostata zapomniana i w dalszym ciggu nie udato
sie jej doktadnie odtworzyé. Laboratoryjne odkrycia siegajg drugiej potowy XIX
wieku, kiedy to Michael Faraday przedstawit nanoczastki ztota, ktére w zaleznosci
od padajacego S$wiatta zmieniajg kolor roztworu, w ktérym sg zawieszone. Jednak
to noblista, Richard P. Feynman, okreslany mianem ojca nanotechnologii oraz
zaliczany do grona najwybitniejszych fizykéw wszech czaséw, w 1959 roku podczas
corocznego spotkania Amerykanskiego Towarzystwa Fizycznego wygtosit wyktad
zatytutowany , There' s Plenty of Room at the Bottom - An invitation to enter a new
field of physics” definiujgc nanotechnologie i umiejscawiajgc ja tym samym
w kanonie dziedzin nauki. W kolejnych latach, dzieki pojawianiu sie
zaawansowanych technik badawczych oraz intensywnym pracom nad strukturami
mieszczacymi sie w pojeciu nanotechnologii, réznego rodzaju materiaty

nanoczastkowe staty sie nieodzownym elementem wspodtczesnego Swiata.'41>

2.1. Klasyfikacja nanoczastek

Zgodnie z definicja przedstawiong przez Miedzynarodowa Unie Chemii Czystej
i Stosowanej w 2012 roku, nanoczastki to struktury o dowolnym ksztatcie oraz

rozmiarze, ktéory w co najmniej dwéch wymiarach, miesci sie w zakresie
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1 do 100 nm.!® Popularnos¢ czastek o rozmiarach nanometrycznych oparta jest na
ich duzej réznorodnosci pod wzgledem budowy chemicznej, struktury i parametréw

fizycznych.

Bioragc pod uwage pochodzenie nanoczastek wyrdozni¢c mozemy struktury
pochodzenia naturalnego oraz takie, do powstania ktorych przyczynit sie cziowiek.
Nanoczastki pochodzenia naturalnego powstajg gtownie w procesach erozji
materiatdw geologicznych, czy rozktadu materiatow biologicznych. Prowadzone
badania wskazujg réwniez na naturalne wystepowanie nanoczastek w organizmach
zywych, gdzie petnig okreslong role (np. nanoczgstki magnetytu stuzg bakteriom do
orientacji w polu ziemskim). Mozliwe jest laboratoryjne odtworzenie tego typu
struktur, jednak istniejgq tez nanoczastki, ktére powstajg jedynie z udziatem
cztowieka.'”1® Sposrod tych struktur wyszczegolnic mozna uktady ztozone
z komponentdéw organicznych lub nieorganicznych. Nanoczastki mozna klasyfikowacé

rowniez uwzgledniajac ich budowe przestrzenng lub wtasciwosci fizyczne.!®

2.2. Nanoczastki magnetyczne tlenkéw zelaza

Unikalne wtasnoséci nanoczgstek magnetycznych sprawity, ze w ciggu ostatnich
dwoch dekad, uktady te staty sie bardzo istotnym nanomateriatem w dziedzinie
nauki i technologii. Szczegdlna uwaga skierowana jest na struktury tworzone przez
tlenki zelaza, ktére znajduja miejsce w licznych badaniach ukierunkowanych na
potencjalne aplikacje biomedyczne.?® To wtasnie odpowiednia specyfika wtasciwosci
fizycznych spowodowata, ze w realizacji niniejszej pracy, wykorzystane zostaty

nanoczastki magnetyczne tlenkdéw zelaza.

2.2.1. Podstawowe definicje zwigzane z magnetyzmem nanoczastek

Fizyczne podejscie do zjawiska jakim jest magnetyzm rozpatrywac¢ mozna w dwéch
aspektach. W podejsciu makroskopowym, gdzie oddziatywania magnetyczne
wytwarzane s na skutek dziatania pradu elektrycznego Ilub w podejsciu
mikroskopowym - tutaj za powstate pole magnetyczne odpowiedzialny jest
gtownie ruch elektronéw wokot wiasnej osi - tworzacy spinowy moment
magnetyczny. Istniejg réowniez inne czynniki mikroskopowe wptywajace w pewnym
stopniu na wytwarzane pole magnetyczne tj. orbitalny moment magnetyczny,

wynikajacy z ruchu elektronéw dookota jadra atomowego i moment magnetyczny
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neutronéw i protondw w jadrze. Wszystkie te sktadowe sumujg sie tworzac
wypadkowy moment magnetyczny determinujacy zachowanie magnetyka
w obecnosci zewnetrznego pola magnetycznego. Sposréd wielu typow magnetyzmu
wyrozni¢ nalezy 5 podstawowych zjawisk, do ktérych nalezg: diamagnetyzm,
paramagnetyzm, ferromagnetyzm, antyferromagnetyzm i ferrimagnetyzm.
Materiaty diamagnetyczne wykazujg ujemng podatno$é magnetyczng wynikajacg
z zapetnionych orbitali (pasm) elektronédw w atomach wystepujacych w strukturze,
skutkujacej brakiem trwatych momentéw magnetycznych. Elektryczne prady
orbitalne elektronédw w diamagnetykach, w obecnosci zewnetrznego pola
magnetycznego, dazg do czesciowego ekranowania wnetrza ciata, co skutkuje ich
wypychaniem z zewnetrznego pola magnetycznego. Wiasciwosci diamagnetyczne
wystepujg w przewazajacej liczbie zwigzkdéw, jednak zazwyczaj dominowane sg
przez zwykle silniejsze przeciwne zjawisko nazywane paramagnetyzmem. Materiaty
paramagnetyczne w swojej strukturze posiadajg atomy, czasteczki lub defekty
sieci krystalicznej generujgce nieparzystg liczbe elektrondw, co wystepuje
w metalach i tlenkach pierwiastkdw grup przejsciowych, a wyjatkowo w niektdérych
zwigzkach lub pierwiastkach o parzystej liczbie elektronéw (np. tlen czgsteczkowy).
W przypadku braku obecnosci zewnetrznego pola magnetycznego paramagnetyki
wykazujg nieuporzadkowanie momentow magnetycznych i wypadkowy moment
magnetyczny réwny zero, dopiero przytozenie zewnetrznego pola magnetycznego
skutkuje ich czesciowym uporzadkowaniem. Podatno$¢ magnetyczna wiekszosci
materiatdw paramagnetycznych zalezy od temperatury (wyjatkiem sa niektére
metale bedgce pasmowymi paramagnetykami Pauliego o podatnosci niezaleznej od
temperatury) zdefiniowanej jako temperatura Curie, ponizej ktorej paramagnetyk
przechodzi do stanu ferromagnetycznego. W stanie ferromagnetycznym
obserwowany jest spontaniczny moment magnetyczny, tzn. taki ktory wystepuje
nawet przy braku zewnetrznego pola magnetycznego. Momenty magnetyczne
w materiale ferromagnetycznym utozone sga w sposob regularny (réwnolegty
w obszarach zwanych domenami) i zwykle niekompensujacy sie wzajemnie,
nadajac tym samym catej strukturze niezerowy wypadkowy moment magnetyczny.
Materiat taki umieszczony w zewnetrznym polu magnetycznym (niejednorodnym)
ulega silnemu przycigganiu w kierunku najwiekszego pola. W materiatach
ferrimagnetycznych dwa (lub wiecej) rodzaje momentéw magnetycznych utozone
sg wzajemnie antyréwnolegle, i nie kompensujg sie do zera, w przeciwienstwie do
materiatbw antyferromagnetycznych, w ktérych takie same momenty
magnetyczne sg sprzezone antyrownolegle. Materialy antyferromagnetyczne
wykazuja przejscie fazowe do uktadu paramagnetycznego powyzej temperatury

nazywanej temperaturg Neela. Uporzadkowanie momentéw magnetycznych
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w materiatach ferromagnetycznych, antyferromagnetycznych i ferrimagnetycznych

przedstawia Rysunek 4.
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Rysunek 4 Uporzadkowanie momentow magnetycznych w materiale:
a) ferromagnetycznym, b) antyferromagnetycznym, c) ferrimagnetycznym.

Ograniczenie rozmiaru struktury do wielko$ci nanometrowych skutkuje pojawieniem
sie kolejnego rodzaju magnetyzmu nazywanego superparamagnetyzmem, ktory
w przyblizony sposéb mozna poréwnac¢ do paramagnetyzmu, ze znaczng réznicg
wartosci momentu magnetycznego. Szczegdtowy opis tego zjawiska znajduje sie

w podrozdziale 1.1.2.

Przy opisie zjawisk oraz parametrow, ktére wystepujg w badanych materiatach
magnetycznych niezbedna jest znajomos¢ poje¢ wyjasnionych ponizej.
Indukcja magnetyczna (B), czyli wielko$¢ wektorowa zwigzana z natezeniem

pola magnetycznego (H). Zaleznos$¢ taczaca oba parametry wyraza sie wzorem:

B =uH Réwnanie 1

gdzie: y - przenikalno$¢ magnetyczna osrodka [henr/metr, H/m].

Jednostka indukcji magnetycznej jest Tesla [T], a natezenia pola magnetycznego
amper na metr [A/m]. Moment magnetyczny (m) to moment sity dziatajacy na
magnes ustawiony prostopadle do linii pola magnetycznego o jednostkowym
natezeniu, ktérego jednostkq jest Am?, a w ukladzie cgs, emu (ang.
electromagnetic unit of magnetic moment). Magnetyzacja (M) to moment
magnetyczny w jednostce objetosci rownej 1 cm3. Zwigzek miedzy magnetyzacjg

i indukcjg magnetyczng wyraza sie wzorem:

B =u(H+M) Rownanie 2

Magnetyzacja nasycenia (Ms) to maksymalna osiggalna warto$¢ magnetyzacji,
$wiadczaca o uporzadkowaniu momentédw magnetycznych na skutek przytozonego

zewnetrznego pola magnetycznego. Parametr opisujacy zmiane momentu
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magnetycznego w funkcji natezenia przylozonego pola magnetycznego okresla
podatnos¢ magnetyczna (x). Natezenie pola potrzebne do catkowitego
rozmagnesowania magnetyka to pole koercji (Hc). Duza warto$¢ tego parametru
Swiadczy, ze badany materiat to magnes trwaty. Natomiast, wartos¢ indukcji
magnetycznej pozostata w materiale po usunieciu zewnetrznego pola
magnetycznego to remanencja. Przebieg magnesowania materiatlu w funkgcji
przytozonego pola przedstawia petla histerezy, ktdrg mozna okresli¢ na podstawie
pomiardw magnetometrycznych. Podczas takiego pomiaru uzyskuje sie réwniez
krzywa pierwotnego magnesowania, ktéra powstaje przy pierwszym pomiarze,
od stanu zerowego natezenia pola magnetycznego. Ksztatt tej krzywej pozwala na
okreslenie typu mechanizmu zjawiska koercji. Otrzymana petla umozliwia
okreslenie istotnych parametréw magnetycznych badanego materiatu, przyktadowa

petla histerezy przedstawiona zostata na Rysunku 5:.

Rysunek 5 Krzywa magnesowania ferromagnetyka: odcinek A-B - krzywa pierwotnego
magnesowania, Ms — magnetyzacja nasycenia, Hc — pole koercji, M; - remanencja.

Anizotropia magnetyczna to zaleznos$¢ wiasciwosci magnetycznych od kierunku
w ktérym sg one badane. W materiatach magnetycznych wyrézni¢ mozna kilka
rodzajow anizotropii np. magnetokrystaliczng, ksztattu, wymiany, powierzchniowa.
Anizotropie = wypadkowg stanowi suma wszystkich rodzajéow anizotropii
wystepujacych w danym materiale. Modyfikacje witasciwosci fizykochemicznych,
takich jak np. ksztalt, rozmiar lub sktad fazowy, uktadéw magnetycznych silnie

wptywajg na zmiany poszczegdlnych anizotropii, czyli jednoczesnie wypadkowej

32



anizotropii magnetycznej, a co sie z tym wigze na wiasciwosci magnetyczne

materiatu.

Warto réwniez podkresli¢, ze w dziedzinie magnetyzmu wykorzystuje sie réwnolegle
dwa systemy jednostek: cgs (centymetr-gram-sekunda) oraz SI (fr. Systéme

international d'unités).21:22:23

1.1.1. Tlenki zelaza - struktura i podstawowe wlasciwosci

Tlenki zelaza to bardzo popularne zwigzki wystepujace naturalnie w przyrodzie oraz
czesto otrzymywane laboratoryjnie. Wyrézni¢ mozna 6 typdéw tlenkéw zelaza,
sposérod ktérych 4 wystepujg naturalnie. Zaliczamy do nich: hematyt, magnetyt,
maghemit i wustyt, zdjecia probek wymienionych zwigzkéw przedstawione zostaty

na Rysunku 6:.

Hematyt (a-Fe203) to najwczesniej odkryty tlenek zelaza wystepujacy naturalnie
w glebie i skatach charakteryzujacy sie bardzo duzg stabilnoscig. Krystalizuje
w strukturze heksagonalnej gestego upakowania. W temperaturze ponizej przejscia
Morina (~260 K) wykazuje wtasciwosci antyferromagnetyczne, natomiast pomiedzy
tym przejsciem, a temperaturg Neela (~984 K) staby ferromagnetyzm wynikajacy
z nieidealnego uporzadkowania (odchylenia od idealnego) kierunkéw spinow.
Magnetyt (Fes0s4) to minerat o strukturze odwrdconego spinelu, krystalizujacy
w strukturze regularnej szesciennej powierzchniowo centrowanej, wystepujacy
w skatach oraz organizmach zywych, odpowiadajac za nawigacje geomagnetyczng
(np. pszczét i ptakdw).?* Ponizej temperatury Curie (~860 K) wykazuje wtasciwosci
ferrimagnetyczne, natomiast w temperaturze ~120 K przechodzi transformacje
strukturalng Verweya do ukltadu rombowego, ktdra znaczaco obniza jego
przewodnictwo elektryczne.

Maghemit (y- Fe203) stanowi minerat o strukturze analogicznej jak magnetyt
z dodatkowymi wakancjami kationowymi, krystalizujgcy w strukturze regularnej
szesciennej oraz podobnie jak magnetyt, ponizej temperatury Curie (~900 K)
wykazujacy wiasciwosci ferrimagnetyczne. W przeciwienstwie do magnetytu jest
izolatorem. Powstaje w glebach jako produkt wietrzenia skat zawierajacych
magnetyt.

Wustyt (FeO) wystepuje naturalnie w ptaszczu skorupy ziemskiej, jako zwykle
niestechiometryczny zwigzek o strukturze krystalicznej regularnej powierzchniowo
centrowanej, analogicznej do struktury chlorku sodu. Ponizej temperatury Neela

(~200 K) wykazuje wiasciwosci antyferromagnetyczne. Jest to zwigzek
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metastabilny, ktéry w lekko podwyzszonej temperaturze i warunkach

atmosferycznych ulega utlenieniu.?>:2%

Rysunek 6 Zdjecia tlenkéw zelaza: a) hematyt, b) magnetyt, c) maghemit,
d) wustyt. 27.28,29,30

1.1.2. Wiasciwosci nanoczastek magnetycznych tlenkéw zelaza

Nanotechnologiczne podejscie w badaniach naukowych opiera sie nie tylko na
samej potrzebie nanometryzacji niektéorych z tworzonych struktur, ale gtéwnie
na konsekwencjach wynikajacych ze znacznego zmniejszenia rozmiaru badanych
uktadéw. Okazuje sie bowiem, ze przejscie do skali nanometrowej niesie za sobg
szereg zjawisk, ktore nie wystepujg w skali makroskopowej. To wtasnie nowe
wiasciwosci tworzonych materiatdw, wraz z ich niewielkim rozmiarem sprawiajg,
ze nanoczastki tlenkéow  Zelaza wydaja sie by¢ bardzo atrakcyjne
w kontekscie nowych rozwigzan technologicznych, w tym biomedycznych.
Magnetyczne wiasciwosci nanoczastek sg silnie determinowane przez ich rozmiar,
budowe, ksztatt, skfad fazowy, mikrostrukture i rodzaj zastosowanego pokrycia.
Parametry te w sposéb bezposredni wplywaja na dwa kluczowe zjawiska
rozpatrywane w aspekcie nanoczastek magnetycznych, powierzchniowe (ang.
surface effects) i zwigzane z ograniczonym rozmiarem struktur (ang. finite-size

effects).
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Ograniczenie rozmiaru nanoczastek, prowadzace do przejscia do skali
nanometrowej, skutkuje pojawieniem sie dwdch gtéwnych efektéw okreslanych
jednodomenowoscia i superparamagnetyzmem. W przypadku materiatéw
magnetycznych o rozmiarach wiekszych niz rozmiary nanostruktur wyrézni¢ mozna
uktady sktadajace sie z wielu domen o réznych kierunkach lokalnej magnetyzaciji.
Ograniczenie rozmiaru tego typu uktadow powoduje pojawienie sie krytycznej
objetosci, dla ktdérej utworzenie $ciany oddzielajacej domeny magnetyczne wymaga
wiecej energii niz utrzymanie zgromadzonej w domenie energii magnetostatycznej.
Osiggniecie takiego stanu powoduje przejscie do uktadéw jednodomenowych,
ktére wykazujg jednorodng magnetyzacje w obrebie catej swojej objetosci.
W przypadku jednodomenowych materiatdow ferromagnetycznych, przy braku
zewnetrznego pola magnetycznego moment magnetyczny skierowany jest wzdiuz
osi fatwej, ktdrg wyznacza catkowita anizotropia magnetyczna czastki. W 1930 roku
zjawisko to zostato opisane przez Frenkla i Dorfmana, a nastepnie w latach 40. XX
wieku dopracowane w opisach matematycznych przez Kittela i Neela oraz w modelu
Stonera i Wohlfartha. Eksperymentalne obserwacje uktadéw jednodomenowych
doprowadzity, w 1950 roku, Beana i Livingstona do zdefiniowania pojecia
superparamagnetyzmu. Fizyczne wyjasnienie tego zjawiska oparte jest o bariere
energetyczng (zwigzang z rozmiarem i statg anizotropii nanoczastki), ktéra oddziela
dwa sasiednie kierunki tatwego magnesowania o rownych energiach. Odpowiednia
energia termiczna (odpowiednio wysoka temperatura) umozliwia pokonanie tej
bariery, co skutkuje spontaniczng fluktuacjg wektora magnetyzacji czastki od
jednego kierunku tatwego do drugiego. Jednoczesnie momenty magnetyczne
obecnych w niej atomdw pozostajg nadal sprzezone oddziatywaniami wymiennymi,
natomiast wektor wypadkowej magnetyzacji ulega fluktuacjom termicznych, a jego
warto$¢ jest usredniona do zera (w skali czasowej - rzedu sekund lub dtuzszej).
Przytozenie zewnetrznego pola magnetycznego prowadzi do wygaszenia fluktuacji
i wymuszonej orientacji momentéow magnetycznych czastek wzdiuz kierunku
przytozonego pola - powstania niezerowego namagnesowania. Usuniecie pola
powoduje spadek namagnesowania do zera, co przy pomiarze petli histerezy
przejawia sie zerowym polem Hc, czyli brakiem histerezy. Temperatura ponizej
ktérej materiat traci wiasciwosci superparamagnetyczne i zachowuje sie jak
ferro/ferrimagnetyk (histereza), to temperatura blokowania.
Wystgpienie efektow powierzchniowych zwigzane jest ze zwiekszonym
stosunkiem powierzchni do objetosci nanoczastki pojawiajgcym sie poprzez
zmniejszenie jej rozmiaru. Efekty te prowadzi¢ moga do obnizenia magnetyzacji
struktur nanometrycznych w odniesieniu do wiekszych uktadéw zbudowanych z tych

samych komponentow. Za bezposrednig przyczyne spadku magnetyzacji
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odpowiedzialnych moze by¢ wiele mechanizméw np. obecnos$¢ paramagnetycznej
warstwy na powierzchni nanoczastek. Ponadto, zwiekszenie stosunku powierzchni
do objetosci przyczynia sie do zwiekszenia udziatu anizotropii powierzchniowej

powodujac tym samym zwiekszenie catkowitej anizotropii magnetycznej.
31,31,32,33,34,35

1.1.3. Preparatyka nanoczastek magnetycznych tlenkéow zelaza

W nanotechnologicznym podejsciu do metod tworzenia nowych struktur wyrdéznic¢
mozna dwie konkurencyjne Sciezki: top-down i bottom-up. Pierwsze rozwigzanie
polega na tworzeniu nanostruktur poprzez zmniejszanie rozmiaru wiekszych
materiatéw, natomiast podejscie drugie bazuje na tworzeniu nanouktadéw poprzez
taczenie pojedynczych atomow i czasteczek. Wsrod licznych dostepnych rozwigzan
stosowanych w preparatyce nanoczastek magnetycznych tlenkéw zelaza, dokonac
mozna réwniez podzialu na metody fizyczne, chemiczne oraz metody
mikrobiologiczne. Metody fizyczne opierajg sie na podejsciu top-down, a do
najpopularniejszych technik zaliczy¢ mozna metode aerozolowa, osadzanie
z fazy gazowej, laserowo indukowana pirolize, mielenie, ablacje laserowa
i elektronolitografie. Wymienione tutaj techniki pozwalajg na otrzymywanie
nanoczgstek o bardzo czystym skfadzie fazowym, réznych rozmiarach i ksztattach,
jednak posiadajg one réwniez pewne ograniczenia zwigzane z kontrolg rozmiaru
oraz wysokimi kosztami. Podejscie oparte na Sciezce bottom-up obejmuje
réoznorodne metody chemiczne, ktore stanowia najpopularniejszy trend
w technikach prowadzacych do otrzymywania nanoczastek magnetycznych tlenkéow
zelaza. Do najpopularniejszych metod chemicznych nalezg wspoitstracanie, metoda
mikroemulsyjna, hydrotermalna, sonochemiczna oraz termiczna dekompozycja.
Ze wzgledu na stosunkowg prostote i niewielki koszt, najczesciej wykorzystywang
metodq otrzymywania nanoczastek magnetycznych tlenkéw Zzelaza jest metoda
wspolstraceniowa. Metoda ta opiera sie na reakcji prekursoréw zawierajacych
jony zelaza Fe?* i/lub Fe3* (np. chlorki zelaza) z zasadg (np. wodorotlenek sodu,
amoniak) prowadzac do uzyskania tlenkdw zelaza. Zachodzaca reakcje pozwalajacy

uzyskac Fe304 mozna opisa¢ réwnaniem:
Fe?* + 2Fe3* + 80H — Fe;0, + 4H,0

Wiasciwosci fizykochemiczne otrzymywanych nanoczastek sg silnie zalezne od
parametrow reakcji, tj. pH, stezenia prekursora i zasady, temperatury i sity

jonowej. Otrzymywane struktury mogg by¢ niewielkiego rozmiaru, jednak jego
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rozktad (rozrzut) moze byc¢ stosunkowo szeroki, a same nanoczastki wykazujg
tendencje do agregacji. Zdjecie TEM nanoczastek tlenku zelaza pokrytych
poli(kwasem glikolowym) otrzymanych metoda wspodistracania przedstawia

Rysunek 7.

: ]
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i

Rysunek 7 Zdjecie TEM nanoczastek tlenku zelaza otrzymanych metoda wspotstraceniowa.3°

W metodzie mikroemulsyjnej wykorzystywana jest zawiesina kropel wody
w fazie olejowej stabilizowanych za pomoca surfaktanta. W fazie wodnej,
stanowiacej nanoreaktor, znajduja sie sole Zelaza zawierajace jony Fe?* i Fe3t,
krople wody ulegaja ciggtym zderzeniom i koalescencji, ktére prowadza do
kontrolowanego procesu nukleacji i wzrostu krystalitéw skutkujgcych utworzeniem
produktu w postaci nanoczastek tlenkow zelaza. Otrzymywane struktury zwykle
wykazujg niewielki rozmiar (4-15 nm), wilasciwosci superparamagnetyczne oraz
duzg magnetyzacje. Do ograniczen zwigzanych z opisywana metoda zaliczamy
problemy z usunieciem zastosowanego surfaktanta oraz niskg wydajnos¢ metody.
Zdjecie maghemitowych nanoczastek magnetycznych pokrytych oleiloaming

otrzymanych metodg mikroemulsyjng przedstawione zostato na Rysunku 8:.
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Rysunek 8 Zdjecie TEM nanoczastek tlenku zelaza otrzymanych metoda mikroemulsyjna.3”

Do bardziej skomplikowanych metod, wymagajacych zastosowania specjalistycznej
aparatury nalezy metoda hydrotermalna. W technice tej reakcje zmierzajace do
otrzymania nanoczastek prowadzone sa w warunkach wysokiego cisnienia
i temperatury (>200°C), warunki te umozliwiajg krystalizacje w roztworach
wodnych lub rozpuszczalnikach organicznych. Sterowanie parametrami reakcji
pozwala na tworzenie nanostruktur o réznorodnych ksztattach i rozmiarach.
W metodach sonochemicznych wykorzystywane sg ultradzwieki, ktore, poprzez
zjawisko kawitacji akustycznej, umozliwiaja dekompozycje organometalicznego
prekursora. Kawitacja przyczynia sie do stworzenia warunkéw reakcji
umozliwiajacych otrzymywanie nanoczastek o zrdéznicowanym ksztatcie i dobrze
zdefiniowanej morfologii, jednak proces ten jest wysoce energochtonny
i problematyczny w  kwestii przeniesienia do  wiekszej  skali.3839:40
Metoda syntezy oparta na termicznej dekompozycji organometalicznego
prekursora (np. oleinian zelaza(III), tlenowodorotlenek zelaza(Ill), pentakarbonylek
zelaza) prowadzona jest w wysokich temperaturach, warunkach gazu obojetnego,
w obecnosci rozpuszczalnika organicznego z wysoka temperaturg wrzenia
(np. toluen, heksan) i surfaktanta (np. heksadecyloamina, kwas oleinowy,
oleiloamina). Kontrolowane zmiany temperatury w czasie prowadzenia reakcji
umozliwiajg oddzielenie etapu zarodkowania i etapu krystalizacji, co skutkuje
powstawaniem struktur o dobrze zdefiniowanym ksztatcie i rozmiarze. Metoda
termicznej dekompozycji jest technikg bardzo czuta na jakiekolwiek zmiany
parametrow reakcji, jednakze dzieki tej wrazliwosci mozliwe jest otrzymywanie

nanoczastek o roznorodnych rozmiarach, ksztaltach, skiadzie fazowym
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i wiasciwosciach magnetycznych.414243  Zdjecia nanoczgstek magnetycznych
otrzymanych metodag termicznej dekompozycji przy réznych parametrach reakcji

przedstawia Rysunek 9.

Rysunek 9 Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych syntezowanych metoda termicznej
dekompozycji prekursora Fe(CO)x-oleiloamina przy réznych parametrach reakcji: a) 30°C
przez 1 minute, b) 30°C przez 60 minut, c) 30°C przez 180 minut, d) 70°C przez 60 minut,
e) 100°C przez 60 minut, f) 130°C przez 60 minut. Skala 20 nm.44

Przedstawione powyzej metody syntez nanoczastek magnetycznych tlenkéw zelaza
mogq by¢ dodatkowo wspomagane przez inne techniki, takie jak np. dziatanie
mikrofal, zewnetrznego pola magnetycznego czy dodatkowe wygrzewanie.
Wzbogacenie procedury preparatyki nanoczastek o dodatkowe etapy skutkowac
moze zmniejszeniem czasu potrzebnego na przeprowadzenie syntezy,
zwiekszeniem jej wydajnosci lub modyfikacja wtasciwosci fizykochemicznych
otrzymywanych uktaddw.4>46:47

Magnetyczne nanoczastki tlenkéw zelaza mozna réwniez otrzymywal poprzez
metody mikrobiologiczne polegajace na procesach biologicznych zachodzacych
w zywych organizmach. Nanoczastki magnetyczne powstawa¢ moga w oparciu
o biologicznie indukowana biomineralizacje lub o biologicznie kontrolowana
biomineralizacje. Wykorzystanie metody BIM umozliwia zewnatrzkomoérkowe

tworzenie nanoczgstek, ktore powstajg z wydzielonych na zewnatrz produktow
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metabolizmu komodrki. Metabolity reaguja ze zwigzkami znajdujacymi sie w medium
lub zaadsorbowanymi na $cianie komorkowej tworzac nanoczastki magnetytu.
Otrzymane struktury charakteryzujq sie duzym rozktadem rozmiaru i brakiem
klarownej morfologii krystalicznej. Do najpopularniejszych przyktadow bakterii
zdolnych do czesciowej redukcji Fe3* naleza Geobacter metallireducents
i Shewanella putrifaciens. Rysunek 10 przedstawia krystality magnetytu

i nanoczastki magnetyczne wytworzone przez bakterie Desulfovibrio magneticus.

500 nm

Rysunek 10 Zdjecia TEM: a) krystalitbw magnetytu (zaznaczone strzatkg) wewnatrz bakterii
D. magneticus, b) utworzonych przez bakterie D. magneticus nanoczastek magnetytu.48

W metodzie BCM nanoczastki tworzone sg wewnagtrzkomdérkowo w procesie
kontrolowanym przez mikroorganizm (np. bakterie Magnetospirullum
magnetotactium, Desulfovibrio magneticus). Proces zachodzi poprzez transport
wyselekcjonowanych jonéw do odpowiedniego miejsca w cytoplazmie lub Scianie
komdrkowej, nastepnie po osiggnieciu przesycenia tymi jonami zachodzi nukleacja.
Proces ten kontrolowany jest poprzez, odpowiednie dla danych jondw, ligandy.
Otrzymane nanoczgstki wykazujg dobrze uporzadkowang strukture krystaliczng

i waski rozktad rozmiaréow.42:30

Przedstawione powyzej przyktady metod preparatyki potwierdzaja, ze wybdr
odpowiedniej techniki otrzymywania nanoczastek magnetycznych tlenkéw zelaza
umozliwia pozyskiwanie struktur o $cisle okreslonych wiasciwosciach, poniewaz
starannie przeprowadzona procedura pozwala na tworzenie uktadow o réznych
parametrach fizykochemicznych, przy uwzglednieniu ich wysokiej stabilnosci,
kontrolowanego ksztattu i rozmiaru. Niestety, tego typu struktury, ze wzgledu na
swoéj niewielki rozmiar, wykazujq tendencje do agregacji, ktora prowadzi do
redukcji ich energii powierzchniowej oraz ulegaja utlenianiu skutkujacym

pogorszeniem wiasciwosci magnetycznych. W zwigzku z tym niezbedne okazuje sie
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zastosowanie odpowiedniego pokrycia nanoczastek, ktére zapewnia ich ochrone
przed agregacja oraz umozliwia specyficzng funkcjonalizacje, przy uwzglednieniu
potencjalnego zastosowania uktadéw. W tym celu, najczesciej juz na etapie
syntezy, stosowane sg odpowiednie zwigzki, ktére po przeprowadzonej procedurze
stanowiq zewnetrzng bariere ochronng nanostruktur. Stabilizacja nanoczastek
mozliwa jest rowniez poprzez umieszczenie struktur magnetycznych wewnatrz
odpowiedniej matrycy albo poprzez utworzenie czastek Janusa. RoOzne strategie
stabilizacji tego typu uktadéw przedstawione zostaty na Rysunku 11:. W wielu
przypadkach  odpowiednio pokryte nanoczastki poddawane sa dalszej
funkcjonalizacji, ktéra w przypadku aplikacji biomedycznych ma na celu
zniwelowanie odpowiedzi ze strony ukfadu immunologicznego, utworzenie
specyficznej interakcji z komorkami organizmu, zmniejszenie toksycznosci oraz

zapewnienie optymalnej biodostepnosci.>!->?

I nanoczastki magnetyczne B materiat A 0 materiat B

Odwrdcona struktura
typu rdzen powtoka

Nanoczastki zdyspergowane Czastki Janusa Struktura typu
w matrycy powtoka-rdzen-powtoka

Rysunek 11 Schemat ilustrujacy rézne strategie stabilizacji nanoczastek magnetycznych
tlenkéw  zelaza (kolor  niebieski: magnetyczne nanoczastki, kolor  czerwony
i zOtty: materiaty wykorzystane do stabilizacji). [opracowane na podstawie 2°]
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1.1.4. Nanoczastki magnetyczne tlenkéw 2zelaza - zastosowania

biomedyczne

Zastosowanie nanoczastek magnetycznych w charakterze uktadéw dedykowanych
biomedycznym aplikacjom zaweza w sposdb znaczacy spektrum pozadanych
wiasciwosci fizykochemicznych. Przede wszystkim, uktady te, w temperaturze
pokojowej lub fizjologicznej, powinny wykazywacd wilasciwosci
superparamagnetyczne, wysoka stabilnos¢ w srodowisku o pH=7, Scisle
okreslony rozmiar i tadunek powierzchniowy oraz brak toksycznosci.>3
Parametry te w sposéb znaczacy wplywajg na zachowanie nanostruktur
w warunkach in vivo. Ponadto odpowiednia biodystrybucja oraz czas cyrkulacji
nanoczastek w organizmie sg determinowane gtéwnie przez architekture
powierzchni oraz rozmiar nanostruktur i sg ograniczane przez zjawisko opsonizacji
oraz dziatanie uktadu fagocytarnego. Przeprowadzone badania wskazujq, ze uktady
o rozmiarach przekraczajacych 200 nm, poprzez filtracje, zostajg wychwycone
przez Sledzione i watrobe, natomiast struktury o rozmiarach ponizej 10 nm sg
wydalane przy udziale nerek. Jako optymalny rozmiar, umozliwiajacy skuteczng
biodystrybucje nanoczastek w organizmie, przyjmuje sie wartos¢ w granicy 10-
100 nm. Rysunek 12 obrazuje wptyw wielkosci struktur na ich dystrybucje

W organizmie.

Monokrystaliczne nanoczastki
\ tlenkéw zelaza

_ <10 nm

Superparamagnetyczne
nanoczastki tlenkow zelaza

5-20 nm
Ferromagnetyczne

czastki tlenkow zelaza

200 nm .
Mikrostruktury

nieorganiczne i polimerowe
/
d

Czas dystrybucjiw
uktadzie krwionosnym

Superparamagnetyczne O~ _____
nanoczastki tlenkow

zelaza

>40 nm
Gromadzenie w Usuwane przez Ulegajg opsonizacji.
weztach chtonnych. watrobe (80%) i Usuwane przez watrobe,
Usuwane w moczu. Sledzione (15%). $ledzione, ptuca i

makrofagi szpiku kostnego.
Rozmiar czastek

Rysunek 12 Schemat ilustrujacy zaleznos$¢ pomiedzy rozmiarem czastek, a dystrybucjg
W organizmie. [opracowane na podstawie 4]
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Sposrod zwigzkéw stosowanych najczesciej w charakterze pokry¢ nanoczastek
tlenkdw Zelaza wyrozni¢ nalezy dekstran, poloksamery i poli(glikol etylenowy).
Obecnos¢ tych substancji zapewnia omawianym nanostrukturom stabilno$¢ oraz
osftabienie odpowiedzi ze strony uktadu immunologicznego.>> Kolejnym
fundamentalnym zagadnieniem rozwazanym przy zastosowaniu nanoczgstek
w kontekscie biomedycznym jest ich toksyczno$¢. Zaprezentowane przez
Gupta et al. wyniki badan wskazujg na silng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem,
a toksycznoscia badanych uktadéw. Przeprowadzone eksperymenty dotyczace
nanoczastek pokrytych poli(glikolem etylenowym) potwierdzaja mozliwos¢
stosowania uktadéw, ktére nie wykazujg toksycznosci, a nawet sg biokompatybilne
wzgledem badanych komorek.>® Podobne obserwacje zostaty przedstawione przez
inne zespoty badawcze opisujgce brak toksycznosci nanoczastek tlenkéow zelaza
z roéznymi pokryciami i wiekszymi stezeniami.®” Silna zalezno$¢ pomiedzy
koncentracjag  nanoczastek, a odpowiedziqg  organizmu zwigzana  jest
z oddziatywaniem pomiedzy strukturami a komponentami komodrkowymi.
Pojawienie sie nanoczastek tlenkéw zelaza wewnatrz komérki, powoduje uwolnienie
zelaza z nanoczastek poprzez dziatanie lizosomoéw w sprzyjajacym wewnatrz nich
kwasnym s$rodowisku, a nastepnie transport jonéw do cytozolu przez odpowiednie
biatko transportowe. W ptynie wewnatrzkomdérkowym moze zachodzi¢ szereg
reakcji prowadzacych do utworzenia biatek odpowiedzialnych za magazynowanie
zelaza, jednakze w przypadku zbyt wysokiego stezenia jondw zelaza moze wystgpic
zjawisko stresu oksydacyjnego, ktore przyczynia sie do nekrozy komorki.>® Liczne
grupy naukowcow publikuja nowe informacje z zakresu zjawisk zachodzacych
w organizmie wywofanych obecnoscig nanoczastek magnetycznych tlenkéw zelaza,
prezentowane wyniki prowadzg do jednego wniosku: btednym bytoby ogdine
przypisane wszystkim tego typu ukfadom braku toksycznosci, niemniej jednak
mozliwe jest ich stosowanie w kontekscie aplikacji biomedycznych; jednak ze
wzgledu na rdéznorodnos¢ proponowanych rozwigzan, kazdy uktad wymaga
doktadnej, indywidualnej charakterystyki oraz szeregu badan

biologicznych,>0:59,60,61,62

Pomimo braku jednoznacznej odpowiedzi odnosnie zachowania sie nanoczastek
magnetycznych tlenkéw zelaza w warunkach biologicznych, wielu naukowcéw
skierowato swojg uwage na tego typu uktady. Proponowane rozwigzania podzieli¢
mozna na te, ktére stosowane sg w diagnostyce oraz na uktady stosowane
w terapii. Odpowiednio wczesne wykrycie choroby w organizmie w sposéb
znaczacy zwieksza szanse na skuteczne wyleczenie. Dlatego tez rozwdj narzedzi
diagnostycznych stanowi istotny aspekt w dziedzinie nowoczesnych technologii.

Intensywnie rozwijajaca sie technika wykorzystujaca nanoczastki magnetyczne
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w wykrywaniu schorzen sa magnetyczne biosensory. Zmiany zachodzace
w komérkach organizmu monitorowa¢ mozna poprzez wykorzystanie sensoréw
magnetorezystywnych bazujacych na gigantycznym magnetooporze, ktory
obserwowany jest w uktadach zbudowanych z naprzemiennie uftozonych warstw
ferromagnetyka i niemagnetycznych warstw metali. Najczesciej stosowane
magnetyczne testy immunologiczne opieraja sie na reakcji przeciwciato-antygen.
Przyktadem takiego uktadu jest opracowany przez Wu et al. Biosensor Z-lab.%3
Dziatanie urzadzenia polega na wychwycie odpowiedniego antygenu przez
przeciwciata, ktére znajdujg sie na powierzchni sensora, a nastepnie przytaczenie
do niego przeciwciata detekcyjnego potaczonego z odpowiednio sfunkcjonalizowang
magnetyczng nanoczastka tlenku zelaza. Pod wptywem dziatania zewnetrznego pola
magnetycznego zachodzi magnesowanie nanoczastek, co umozliwia ich wykrycie
przez sensor. Urzadzenie Z-lab zaprojektowane zostato z mysla o wykrywaniu
wirusa Influenzavirus A, ktéry wywotuje ptasia grype i $winskg grype.
Otrzymywane dane mogg by¢ zbierane bezprzewodowo do smartfonu, tabletu,
laptopa lub poprzez potaczenie USB do komputera. Rysunek 13 przedstawia

schemat budowy oraz omawiany biosensor.

a) b)
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Rysunek 13 a) schemat budowy testu magnetycznego wykorzystujacego efekt GMR,
wysokie powinowactwo wigzania miedzy biotyng i pokrytymi streptawidyng nanoczastkami
tlenku zelaza umieszczonymi w matrycy z dekstranu (MACS) pozwala na krétszy czas
oznaczenia; b) biosensor Z-lab.%4

Poza biosensorami bazujgcymi na zjawisku gigantycznego magnetooporu,
obiecujace wydajg sie réwniez magnetyczne testy immunologiczne bazujace na
tunelowym magnetooporze. Nanoczastki magnetyczne sg zintegrowane
z sensorem analogicznie jak w przypadku biosensoréw typu GMR, jednak sam uktad
zbudowany jest ferromagnetykdéw oddzielonych przez cienki izolator, umozliwiajacy

tunelowanie elektronéw. Zaréwno sensory oparte na efekcie gigantycznego
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magnetooporu, jak i te wykorzystujgce tunelowy magnetoopoér wykorzystywane sg
do detekcji réznych analitéw biologicznych, np. DNA, wirusy, toksyny, bakterie,
drobnoustroje oraz do monitorowania podstawowych parametréw zyciowych takich
jak tetno, czesto$¢ oddechdw i cisnienie krwi.64:6>

Nanoczastki magnetyczne wykorzystywane sg rowniez w charakterze srodkéw
kontrastujacych w technikach opartych na zjawisku jadrowego rezonansu
magnetycznego. W badaniu tym, poprzez zastosowanie silnego statego pola
magnetycznego, wykorzystuje sie sygnat powstajacy na skutek procesow relaksaciji
spindw protondw w atomach wodoru obecnych w czasteczkach wody, ktore
znajdujg sie w obrazowanych ukfadach biologicznych. Jedng z najpopularniejszych
metod diagnostycznych, wykorzystujacych zjawisko NMR, jest obrazowanie
metoda magnetycznego rezonansu. Technika obrazowania MRI opiera sie na
polaryzacji spindow jader wodoru zgodnie z kierunkiem przytozonego zewnetrznego
stalego pola magnetycznego. Nastepnie, po przytozeniu pola zmiennego
o czestotliwosci rezonansowej, ich wypadkowa magnetyzacja zostaje
wyprowadzona ze stanu réwnowagi. Po usunieciu zmiennego pola magnetyzacja
powraca do stanu réwnowagi zgodnego ze statym polem magnetycznym.
Osiagniecie stanu rownowagi zwigzane jest z oddziatywaniami relaksacyjnymi: typu
spin-sie¢ (czas relaksacji T1) oraz typu spin-spin (czas relaksacji T2). W zaleznosci
od zastosowanego s$rodka kontrastujacego otrzymywane obrazy tworzone sg
w oparciu o odpowiednie sygnaty. Srodki kontrastujace, dla ktérych obraz
otrzymywany jest na podstawie sygnatu T1 okresla sie jako grupe pozytywna,
natomiast substancje wykorzystujace sygnat T2, grupe negatywna. Obecnie istnieje
jeden przyktad nanoczastek magnetycznych, nalezacy do grupy $rodkow
negatywnych, dopuszczony przez Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA, ang. Food and
Drug Administration) i jednoczesénie dostepny na rynku w wybranych krajach,
ktorym jest Resovist®. Srodek ten, przeznaczony do obrazowania zmian
chorobowych zachodzacych w watrobie, stanowig nanoczastki magnetyczne
o Srednicy hydrodynamicznej réwnej 62 nm, tworzone przez tlenki zelaza
(magnetyt i maghemit) pokryte karboksydekstranem. Rysunek 14 przedstawia, na
przyktadzie ogniskowego rozrostu guzkowego watroby, wplyw zmiany rodzaju
sygnatu w oparciu o ktory powstat obraz oraz widoczng poprawe jakosci

otrzymanego zdjecia po zastosowaniu srodka kontrastujgcego w postaci Resovist®.
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Rysunek 14 Obrazy MRI ogniskowego rozrostu guzkowego watroby. Obraz otrzymany na
postawie sygnatu: a) T1; b) T2; c) T2, z uzyciem Resovist® jako srodka kontrastujgcego.®®

Stosowanie nanoczastek magnetycznych w charakterze negatywnych S$rodkéw
kontrastujacych zwigzane jest z pewnymi ograniczeniami, do ktorych zaliczy¢
mozemy: zaciemnienie otrzymanych obrazéw utrudniajace uwidocznienie
wystepujacych krwawien lub zwapnien, pojawienie sie artefaktow na skutek
zaburzen wywotanych duzymi momentami magnetycznymi nanoczastek, diugi czas
usuwania nanostruktur z organizmu ze wzgledu na ich stosunkowo duzy rozmiar
oraz dtuzszy czas potrzebny na zebranie obrazu. Rozwigzanie tych probleméw
mozliwe jest poprzez zastosowanie pozytywnych srodkéw kontrastujgcych. Obecnie
na rynku dostepny jest jeden Srodek zaliczany do tej grupy zwigzkow, Ferumoxytol.
Jednak $rodek ten wykorzystywany jest jedynie w terapii leczenia niedoboréw
zelaza u os6b z chorobami nerek. Stosowany jest od 2009 roku w Stanach
Zjednoczonych (pod nazwg Feraheme®) i od 2013 roku w krajach Unii Europejskiej
(pod nazwa Rienso®). Dopuszczenie tego produktu na rynek medyczny przyczynito
sie do duzego wzrostu ilosci badan majacych na celu wprowadzenie tego $rodka
rowniez w charakterze kontrastu wykorzystywanego przy obrazowaniu technikg
MRI. Ferumoxytol stanowig nanoczastki tlenku zelaza pokryte
karboksymetylodekstranem, o $rednicy hydrodynamicznej réwnej 23 nm.
Rysunek 15 przedstawia wyniki testow klinicznych prowadzonych na pacjencie
z desmoplastycznym guzem drobnookragtokomérkowym majace na celu
poréwnanie dziatania popularnego $rodka kontrastujgcego na bazie gadolinu

z dziataniem Ferumoxytolu.66:67,68,69
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Rysunek 15 Obrazy MRI przerzutéw do otrzewnej i watroby (groty strzatek) u pacjenta
z desmoplastycznym guzem drobnookragtokomérkowym przy wykorzystaniu réznych
Srodkow kontrastujgcych i sygnatdw relaksacyjnych. a) kontrastowanie gadolinem, obraz
zebrany w oparciu o sygnat T1; b) kontrastowanie Ferumoxytolem, obraz zebrany w oparciu
o sygnat T1; c) kontrastowanie gadolinem, obraz zebrany w oparciu o sygnat T2;
d) kontrastowanie Ferumoxytolem, obraz zebrany w oparciu o sygnat T2.70

Sposrod terapeutycznych aplikacji magnetycznych nanoczastek tlenkéw zelaza,
oprécz wspomnianej wczesniej terapii majgcej na celu leczenie niedoboréw zelaza,
wyrézni¢ mozna dwa najpopularniejsze zastosowania stanowigce Srodki leczenia
gtlownie w chorobach nowotworowych. Zastosowanie leczenia metodg
magnetycznej hipertermii ma na celu lokalne podniesienie temperatury
(w zakresie 41-46°C) prowadzace do ostabienia lub zniszczenia chorych komoérek,
przy mozliwie jak najwiekszej ochronie komérek zdrowych i z uniknieciem efektéw
ubocznych wykorzystanej terapii. Metoda ta zostata zastosowana po raz pierwszy
w 1954 roku w celu zniszczenia przerzutdow nowotworowych zlokalizowanych
w weztach chtonnych.”! W hipertermii magnetycznej wykorzystywane sg
nanoczastki magnetyczne o rozmiarach w zakresie 10-100 nm, ktdre umieszczane
sq W obszarze zmian nowotworowych bezposrednio lub nakierowywane w miejsce
docelowe za pomocg stalego zewnetrznego pola magnetycznego. Proces
generowania ciepta przez nanoczastki magnetyczne poddane dziataniu zmiennego

pola magnetycznego o niskich czestotliwosciach jest determinowany przez
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mechanizm magnesowania. W przypadku jednodomenowych nanoczastek
superparamagnetycznych dominujacym zjawiskami odpowiedzialnym za wzrost
temperatury sg procesy relaksacji Neela i Browna. Proces relaksacji Neela jest
efektem powrotu momentdw magnetycznych do pofozenia rownowagi po
zaprzestaniu dziatania zewnetrznego pola magnetycznego, natomiast relaksacja
Browna zwigzana jest z ruchem catej czastki. Mozliwos¢ lokalnego podniesienia
temperatury wykorzystywana jest w metodzie Nanotherm®. Jest to rozwigzanie
stosowane w leczeniu guzow modzgu, ktére polega na chirurgicznym wprowadzeniu
implantu w postaci ferrofluidu nanoczgstek tlenkéw zelaza o rozmiarach rzedu
15 nm bezposrednio do zmiany chorobowej i zastosowaniu odpowiedniego
zmiennego pola magnetycznego prowadzacego do zniszczenia lub ostabienia
komorek nowotworowych. Od 2019 roku leczenie terapig Nanotherm®, w formie
badan klinicznych, jest dostepne w Polsce w Szpitalu Klinicznym Nr 4 w Lublinie.”?
Leczenie metoda  hipertermiczng  stanowi bardzo obiecujaca  metode
wykorzystywang jako wspomozenie konwencjonalnych terapii takich jak
chemioterapia i radioterapia. Liczne grupy naukowe dgzg do opracowania uktadéw,
ktére beda =zdolne do magnetycznie kontrolowanego lokalnego podniesienia
temperatury, przy jednoczesnym uwolnieniu transportowanej substancji
biologicznie aktywnej.”3:74:75.76

Wsrod sterowanych magnetycznie ukladéw przeznaczonych do celowanego
i kontrolowanego dostarczania substancji biologicznie aktywnych wyrdznic
mozna dwa rodzaje proponowanych systemoéw. Pierwszy typ nosnikow oparty jest
na bardziej ztozonych ukfadach zawierajacych w swojej strukturze nanoczastki
magnetyczne, takie rozwigzania zostaty opisane szerzej w Rozdziale 3:. Natomiast
drugie rozwigzanie wykorzystuje odpowiednio sfunkcjonalizowane nanoczastki
magnetyczne zdolne do kontrolowanego magnetycznie transportu substancji
terapeutycznych. Procedura tworzenia tego typu uktaddéw zazwyczaj opiera sie na
kilku etapach do ktorych zaliczamy pokrycie powierzchni nanoczgstek
magnetycznych odpowiednim zwigzkiem, ktéry zapewni im stabilno$¢, odpowiednie
wiasciwosci hydrofilowe oraz mozliwos¢ dalszej funkcjonalizacji biatkami, peptydami
lub kwasami nukleinowym i na koncu - dotaczenie do struktury substanciji
o wiasciwosciach terapeutycznych. Zastosowanie tego typu leczenia ma na celu
uzyskanie optymalnej dawki i stezenia leku w czasie oraz zminimalizowanie
skutkdéw ubocznych dziatania podawanej substancji. Dostarczenie nosnika
w miejsce docelowe moze odbywac sie poprzez transport aktywny, mozliwy dzieki
funkcjonalizacji struktury ligandem odpowiednim wzgledem celu w organizmie lub
transport pasywny wykorzystujacy zwiekszong przepuszczalno$¢ komorek

srodbtonka naczyn wilosowatych i tendencje do zatrzymywania czasteczek
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w miejscu zmiany nowotworowej (ang. enhanced vascular permeabibity and
retention, EPR). W obu podejsciach proces kumulacji nosnika w pozgdanym miejscu
w organizmie moze by¢ dodatkowo wspomagany zewnetrznym statym polem
magnetycznym. Uwolnienie substancji aktywnej moze zosta¢ aktywowane na
drodze dziatania odpowiednich enzymdéw w organizmie, odpowiedniego pH czy
temperatury Ilub na drodze dziatania odpowiednim polem magnetycznym
wytwarzanym przez magnes znajdujacy sie w ciele lub na zewnatrz.””.7879.80
Obecnie nie ma dostepnego na rynku produktu przeznaczonego do magnetycznie
sterowanego transportu i uwolnienia substancji aktywnej, jednak uktady te
stanowig przedmiot badan licznych grup naukowych.”” Prowadzone badania
w sposéb jednoznaczny pokazuja pozytywny wptyw terapii celowanych
z wykorzystaniem nanoczastek magnetycznych w leczeniu choréb nowotworowych.
Przyktad takich uktadoéw stanowiq zaprezentowane przez
Norouzi et al. nanoczgstki tlenku zelaza stabilizowane kwasem N-[(3-
trimetoksysililo) propylo] etylenodiaminowym transportujace popularny zwigzek
w leczeniu antynowotworowym - doksorubicyne. Uktady te zostaty zaprojektowane
z mys$la o leczeniu glejaka wielopostaciowego poprzez zwiekszenie efektywnosci
pokonywania bariery krew-modzg dzieki zastosowaniu odpowiednich peptydéw
otwierajgcych potaczenia tej bariery oraz wykorzystanie zewnetrznego pola
magnetycznego. Rysunek 16 obrazuje znaczacy wzrost ilosci leku w postaci
doksorubicyny pochtonietej przez komorki glejaka dostarczone z wykorzystaniem

nanoczgstek magnetycznych i zewnetrznego pola magnetycznego.8!

DOX uptake/protein (ng/ng)
[ =] w &=

[

DOX DOX-IONPs DOX-IONPs+Magnet

Rysunek 16 Zalezno$¢ ilosci doksorubicyny pochionietej przez komorki glejaka
gwiazdzistego od systemu podania leku. Kolumna: lewa - doksorubicyna; $rodkowa -
nanoczastki magnetyczne z przytaczong doksorubicyng; prawa - nanoczastki magnetyczne z
przytaczong doksorubicyng przy zastosowaniu statego zewnetrznego pola magnetycznego.8?

49



3. Uktady do celowanego i kontrolowanego magnetycznie
dostarczania i uwalniania 2zwigzkow biologicznie

aktywnych

Intensywne poszukiwanie nowych, skuteczniejszych rozwigzan terapeutycznych
zwigzane jest w duzej mierze z silnym wzrostem liczby choréb nowotworowych
dotykajacych wspdtczesne spoteczenstwo. Choroby te naleza do grupy
najczestszych przyczyn $mierci, a stosowane dotychczas metody leczenia zwigzane
sq z licznymi ograniczeniami. Wraz z opracowaniem nowych S$rodkéw
farmakologicznych, trwajgq nieustanne poszukiwania optymalnego sposobu podania
tych substancji. Terapie wykorzystujgce celowe i kontrolowane dostarczanie oraz
uwalnianie substancji biologicznie aktywnych majg za zadanie zniwelowanie
skutkéw ubocznych polegajgcych na niszczeniu réwniez zdrowych komoérek oraz
zapewnienie dawki terapeutycznej przy okreslonym stezeniu, w odpowiednim
miejscu i czasie. Idea zastosowania tego typu rozwigzania przedstawiona zostata
przez niemieckiego chemika i bakteriologa Paula Ehricha w 1909 roku. Koncepcja
Erhricha opierata sie na zaprojektowaniu uktadu, okres$lonego przez niego jako
.magiczny pocisk” (ang. magic bullet), skftadajagcego sie =z Ileku oraz
farmakologicznie nieaktywnego nosnika, ktory bedzie zdolny do dostarczenia
substancji aktywnej w miejsce docelowe bez uszkodzenia zdrowych tkanek.
Wraz z rozwojem nauki oraz pojawianiem sie kolejnych odkry¢ i pomystéw
prezentowane sg nowe rozwigzania bazujace na idei Ehricha. Pierwsze podejscia do
wykorzystania pola magnetycznego w kontekscie terapii celowanych zostaty
zaprezentowane w latach 50-tych XX wieku, natomiast pierwsze wyniki testow
klinicznych  przedstawione zostaty w 1966 roku. Zastosowanie uktadéw
zawierajacych nanoczastki superparamagnetyczne umozliwia bardzo doktadne
sterowanie nosnikiem, poprzez szybka odpowiedZz momentéw magnetycznych na

dziatanie zewnetrznego pola magnetycznego.

Nalezy podkresli¢, ze tworzenie uktadow przeznaczonych do tego typu zastosowan
wymaga Scistej, interdyscyplinarnej wspdtpracy grup naukowych poniewaz
wprowadzenie gotowego produktu na rynek uwarunkowane jest nie tylko
otrzymaniem dobrze zdefiniowanego nosnika, ale rowniez stworzeniem
optymalnego magnetycznego systemu nawigacyjnego, ktore w kooperacji bedg
stanowity rozwigzanie zdolne do pomysinego przejscia odpowiednich testow

klinicznych.82:83,84,85,86
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3.1. Wymagania stawiane nosnikom przeznaczonym do terapii

celowanej

Tworzenie ukfaddéw przeznaczonych do aplikacji biomedycznych stanowi bardzo
specyficzng dziedzine nauki, ktéra narzuca wiele ograniczen zwigzanych
z wiasciwosciami oraz zachowaniem nosnika w warunkach in vivo. Projektowanie
uktadéw wykorzystywanych w terapiach celowanych wymaga uwzglednienia
ztozonosci organizmu ludzkiego oraz specyfiki danego schorzenia. Procedura
wprowadzania gotowego produktu na rynek jest bardzo czasochtonna i kosztowna,
a wszystko to jest wynikiem koniecznosci zapewnienia maksymalnego
bezpieczenstwa potencjalnemu pacjentowi. Sposrdéd gtownych warunkow, ktére
muszg by¢ spetnione przez nosnik, aby modc rozpatrywac¢ ukiad pod wzgledem

potencjalnych aplikacji medycznych wyrdzni¢ nalezy:

o biokompatybilnos¢, brak toksycznosci, brak immunogennosci |ub
zdolnos¢ do omijania ukiadu odpornosciowego,

e odpowiedni i kontrolowany rozmiar oraz ksztalt, ktére pozwalajg na
dtuzszg cyrkulacje w uktadzie krwionosnym, przenikanie do wnetrza
komorek i gromadzenie sie w miejscu docelowym,

e mozliwos¢ biodegradacji lub bioeliminacji z organizmu,

e odpowiednig adhezje, endocytoze oraz oddziatywania
wewnatrzkomoérkowe,

e mozliwo$¢ funkcjonalizacji powierzchni w celu zapewnienia
np. odpowiedniego tadunku powierzchniowego,

e wystarczajgco silna odpowiedZz magnetyczna umozliwiajgca sterowanie
nos$nikiem,

e minimalne oddzialywanie z elementami morfotycznymi, biatkami
i komoérkami,

e powtarzalnos$é procesu otrzymywania,

e czystosc kliniczna.

Spetnienie przedstawionych powyzej wymagan przez projektowany nosnik stanowi
pierwszy etap na drodze do wprowadzenia go do uzytku. Kolejne etapy weryfikacji
obejmujace badania komodrkowe, testy na zwierzetach oraz badania kliniczne majg
na celu okreslenie zachowania uktadéw wewnatrz zywych organizmow, co stanowié
ma gwarancje bezpieczenstwa i potwierdzenie skutecznosci proponowanych

terapii.8”:88
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3.2. Klasyfikacja nosnikow magnetycznych

Sposrod kilku sposobdw klasyfikacji nosnikow magnetycznych takich jak: rodzaj
materiatu tworzgcego uktad, sposdb wprowadzenia do organizmu, czy rodzaj
transportowanej substancji aktywnej, wyszczegdélni¢ mozna réwniez kryterium
uwzgledniajgce sposdb wprowadzenia leku do struktury. Zgodnie z ostatnim
sposrod wymienionych, wyrézni¢ mozna nosniki (1) do powierzchni ktérych
przytaczona zostata odpowiednia substancja aktywna, takie ktére (2) zawierajq
terapeutyk zamkniety wewnatrz ukfadu oraz (3) nosniki jednoczesnie taczace oba
rozwigzania. Pierwsze podejscie wykorzystywane jest gtéwnie w przypadku
superparamagnetycznych nanoczastek tlenkéw zelaza, ktore dzieki
odpowiedniej funkcjonalizacji powierzchni zdolne sg do przytaczenia substancji
biologicznie aktywnej. Uklady te pokrywane sg odpowiednim zwigzkiem
organicznym  (np. polimery, syntetyczne zwigzki biomimetyczne) Ilub
nieorganicznym (np. krzemionka, ztoto, srebro), ktéry w znaczacy sposob poprawia
ich stabilno$¢ w wodnej zawiesinie, koniecznej do ich zastosowania w medycynie,
biokompatybilno$¢, biodegradowalnos¢ i umozliwia dalszg funkcjonalizacje. Polega
ona na przytaczeniu substancji terapeutycznej oraz moze, poprzez dotaczenie
odpowiednich biatek lub przeciwciat, poprawi¢ ukierunkowanie nosnika wzgledem
miejsca docelowego w organizmie. Funkcjonalizacji moga zosta¢ poddane
pojedyncze nanoczastki lub ich klastry tworzac tym samym wieksze uktady
potagczone najczesciej polimerem sieciujagcym, natomiast samo przytaczenie
odpowiedniego zwigzku odbywa¢ sie moze poprzez rdéznego typu oddziatywania
kowalencyjne lub niekowalencyjne.828%°0 Pprzyktadem tego typu nosnikow sg
zaprezentowane przez El-Dakdouki et al. SPIONy pokryte kwasem hialuronowym,
ktére majg za zadanie kontrolowany transport cytostatyku w postaci dotaczonej
kowalencyjnie doksorubicyny. Schemat tych struktur oraz ich zdjecie TEM
przedstawia Rysunek 17. Uktady te wykazujg S$rednice hydrodynamiczne rzedu
122 nm i potencjat dzeta rowny -44,5 mV, ponadto systemy te zaprojektowane
zostaty z mysla o jednoczesnym obrazowaniu rezonansem magnetycznym
i niszczeniu komorek nowotworowych. Otrzymane wyniki badan w sposéb
jednoznaczny wskazujg na zwiekszong ilos¢ leku wprowadzonego do komorek
nowotworowych, uzyskang poprzez zastosowanie opisanych nanoczastek
w stosunku do zastosowania samego leku w postaci doksorubicyny bez

wykorzystania nosnika.®?

52



Rysunek 17 Schemat nosnika doksorubicyny w postaci superparamagnetycznej nanoczastki
tlenku zelaza pokrytej hialuronianem (po lewej); zdjecie uktadéw wykonane mikroskopem
TEM.5!

Kolejny rodzaj magnetycznych nosnikow stanowig uktady, ktore posiadajg zwigzek
terapeutyczny oraz nanoczastki tlenkédw Zzelaza, odpowiedzialne za ich
magnetyczne wiasciwosci, zamkniete wewnatrz swojej struktury. Do grupy
najbardziej popularnych uktadow tego typu zaliczy¢ nalezy: micele, liposomy,
niosomy, mikro- i nanosfery, hydrozele oraz kapsuty. Micele, liposomy i niosomy to
nos$niki, ktore powstajg w oparciu o zjawisko samoorganizacji zwigzkdéw
amfifilowych w odpowiednich warunkach stezenia, pH i sity jonowej.°? Zjawisko
samoorganizacji zwigzkéw amfifilowych polega na utozeniu sie fragmentéw
polarnych i niepolarnych tancucha odpowiednio do srodowiska w jakim znajduje sie
ten zwigzek. Powstajace w ten sposdéb micele zawieszone w roztworach wodnych,
sktadajq sie z otoczki zbudowanej z polarnych fragmentéw i wnetrza zawierajacego
fragmenty niepolarne, nanoczastki magnetyczne oraz hydrofilowa substancje
biologicznie aktywng. Zaprezentowane przez Depalo et al. micele fosfolipidowe
modyfikowane glikolem polietylenowym z enkapsulowanymi SPION oraz lekiem
przeciwnowotworowym (sorafenib) przedstawia Rysunek 18. Przeprowadzone
badania in vitro wskazujg na wzrost skutecznosci dziatania leku umieszczonego
w noséniku oraz na mozliwos$¢ kontrolowanego uwalniania substancji aktywnej przy

zastosowaniu zewnetrznego pola magnetycznego.®?
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50 nm

Rysunek 18 Schemat nosnika w postaci magnetycznie sterowanej miceli (po lewej); zdjecie
pochodzace z mikroskopu TEM miceli zawierajqcej wewnatrz nanoczastki
superparamagetyczne i lek sorafenib (po prawej).?3

Zjawisko samoorganizacji dwuwarstwowych bton lipidowych, zbudowanych gtéwnie
z naturalnych lub syntetycznych fosfolipidow, umozliwia tworzenie zamknietych
i stabilnych struktur w postaci liposomoéw. Nosniki te umozliwiajg jednoczesny
transport dwodch typow substancji aktywnych, hydrofobowej i hydrofilowej.
Magnetyczne  wifasciwoséci uktad ten pozyskuje poprzez enkapsulacje
superparamagnetycznych nanoczastek. Przedstawione przez Lu et al. termoczute
liposomy zaprojektowane zostaty z mysla o} indukowanym
wysokoczestotliwosciowym polem magnetycznym dostarczaniu substancji aktywnej
w chemioterapii guza mdzgu. Nosniki te zawierajg w swoim wewnetrznym wodnym
srodowisku nanoczastki magnetyczne i lek przeciwnowotworowy camptosar. Uktady
te zostaly dodatkowo powierzchniowo sfunkcjonalizowane odpowiednim
przeciwciatem umozliwiajacym rozpoznanie nadekspresji receptoréw czynnika
wzrostu na powierzchni komérek nowotworowych. Zastosowanie takiego
rozwigzania umozliwia uwolnienie transportowanej substancji po selektywnej
endocytozie liposomoéw przez komoérki nowotworowe. Rysunek 19 przedstawia

opisane uktady.%*

Rysunek 19 Zdjecie z mikroskopu cryo-TEM liposoméw zawierajacych lek
przeciwnowotworowy i nanoczastki magnetyczne (skala 50 nm).%*
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Niosomy to struktury, ktére powstaty w odpowiedzi na ograniczong stabilno$¢ oraz
duze koszty otrzymywania liposomow. W uktadach tych do utworzenia ukfadu
zamknietej dwuwarstwy, w strukturze ktérej mozliwe jest umieszczenie leku
hydrofobowego, wykorzystywane sa niejonowe surfaktanty. Ponadto wewnatrz
samego nosnika mozliwa jest enkapsulacja zwigzkéow hydrofilowych i nanoczastek
magnetycznych. Przykfad takich nos$nikow stanowig, przedstawione przez
Davarpanah et al., niosomy transportujgce lek przeciwnowotworowy w postaci
karboplatyny, zbudowane =z dwdch surfaktantéw, zawierajace dodatkowo
nanoczastki tlenku zelaza pokryte krzemionkg. W celu poprawienia biodostepnosci
nosnika, jego powierzchnia zostata poddana PEGylacji, czyli kowalencyjnemu
przytaczaniu poli(glikolu etylenowego) (PEG). Otrzymane w ten sposob ukfady
wykazywaty rozmiar nieprzekraczajacy 150 nm, duzg stabilnos$¢ oraz zdolne byty do
magnetycznie kontrolowalnego procesu uwalniania substancji
biologicznie aktywnej.®> Popularne sg rowniez nosniki sktadajace sie ze sferycznej
matrycy, wewnatrz ktérej umieszczony jest lek oraz nanoczastki magnetyczne.
Takie uktady, w zaleznosci od rozmiaru, okreslane sg jako mikro- i nanosfery.
Przyktad takich struktur stanowi¢ mogg zaprezentowane przez Mhlanga et al.
polilaktydowe nos$niki zawierajagce enkapsulowane magnetyczne nanoczastki tlenku
zelaza Fes30s4 oraz doksorubicyne. Uktady te wykazuja rozmiar rzedu Kkilku
mikrometrow, duzg stabilnos¢ i biokompatybilno$¢.®® Bardzo obiecujace wydaje sie
by¢ réwniez podejscie wykorzystujace materialy hydrozelowe zwiaszcza te,
zbudowane z polimeréw wystepujacych naturalnie w przyrodzie, takich jak celuloza,
chityna, skrobia, algininian i Zzelatyna. Zastosowanie tego typu materiatow
w kontekscie aplikacji biomedycznych z powodzeniem spetnia warunki
biokompatybilnosci, biodegradowalnosci i braku toksycznosci. Nadanie wiasciwosci
magnetycznych materiatom hydrozelowym realizowane jest poprzez umieszczenie
magnetycznych nanoczastek tlenkow zelaza w matrycy zelu.®” Przyktadowo, Naderi
et al. opracowali materiat hydrozelowy zbudowany =z karboksymetylocelulozy,
B-cyklodekstryny i chitozanu posiadajacy w swojej strukturze dodatkowo
magnetyczne nanoczastki tlenku zelaza Fe30s4. Obecno$¢ nanoczastek przyczynita
sie do zwiekszonej pojemnosci nosnika dla wybranego leku (metotreksat),
wykorzystywanego w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawéw oraz umozliwita
kontrole procesu uwalniania substancji aktywnej poprzez zastosowanie
odpowiedniego zmiennego pola magnetycznego.®®

Sposrod magnetycznych nosnikow substancji biologicznie aktywnych wyrdznic
nalezy réwniez kapsuly, do ktérych klasyfikujg sie uktady stanowigce gtéwny
przedmiot badan niniejszej pracy. W zwigzku z tym, uktadom takim poswiecony

zostat oddzielny rozdziat zawierajacy ich bardziej szczegdétowy opis.
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Podkresli¢c rowniez nalezy, ze opisane powyzej nosniki to systemy, ktére mozna
okresli¢ mianem podstawowych, natomiast w praktyce laboratoryjnej bardzo czesto
spotykane sg struktury, ktére poddane zostaty roznym modyfikacjom majacym na
celu miedzy innymi poprawienie ich stabilnosci, zmniejszenie dystrybucji
rozmiarow, lepsze ukierunkowanie wzgledem miejsca docelowego w organizmie,

czy zapewnienie biokompatybilnosci i biozgodnosci.

3.3. Kapsuly magnetyczne

Nanokapsuly to uklady definiowane jako sferyczne struktury, typu
pecherzykowatego, sktadajace sie z rdzenia (ang. core) i polimerowej powtoki (ang.
shell). Rozmiar takich ukfadéw miesci sie najczesciej w zakresie 100 - 500 nm,
a w ich wnetrzu mozliwa jest enkapsulacja zwigzkow aktywnych. Ze wzgledu na
réznorodnos$¢ stosowanych rdzeni ukfady takie moga stanowi¢ nosnik dla licznych
substancji, co stanowi bardzo obiecujacy aspekt wykorzystywany przez branze
farmaceutyczng, kosmetyczng i medyczng. Sposrdéd spotykanych rozwigzan
wyrédzni¢ mozna dwa gtéwne typy kapsut, tzn. uktady oparte na rdzeniach statych
oraz na rdzeniach ciekltych, ktore mogg stanowic¢ hydrofilowe roztwory wodne lub
olejowe substancje hydrofobowe. Polimerowa powtoka nosnika moze by¢ tworzona
przez polimer pochodzenia naturalnego lub polimer syntetyczny. Do najczesciej
stosowanych polimerow syntetycznych spotykanych w tego typu uktadach zaliczy¢
nalezy polikaprolakton (PCL), polilaktyd (PLA), polilaktyd glikolid (PLGA)
i poliwinylopirolidon (PVP), natomiast najczesciej wykorzystywane polimery
naturalne to zelatyna, chitozan, alginian sodu i albumina. W celu lepszego
ukierunkowania wzgledem miejsca docelowego, polimerowa powtoka kapsut moze
zosta¢ poddana dalszej funkcjonalizacji polegajacej na przytaczeniu specyficznych
biomolekut.?® W przypadku nos$nikow dedykowanych celowemu i kontrolowanemu
dostarczaniu substancji aktywnych biologicznie, stosowane sg réwniez modyfikacje
polegajace na wzbogaceniu ich struktury o nanoczastki umozliwiajagce zewnetrzne
sterowanie  oraz kontrolowane uwolnienie  enkapsulowanej substanciji.
Wykorzystywane w tym celu najczesciej sq SPION lub plazmonowe nanoczastki

srebra i ztota.1%0

Sposrod technik prowadzacych do otrzymania nanokapsut opartych na rdzeniach
ciektych, wyrozni¢ mozna cztery gtdwne Sciezki fabrykacji: osadzanie
miedzyfazowe, polimeryzacja emulsyjna, nakfadanie przeciwnie natadowanych

warstw i koacerwacja. Metoda osadzania miedzyfazowego polega na dodaniu
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do fazy wodnej, za pomoca cienkiej igty, roztworu sktadajacego sie z fazy olejowej
i substancji aktywnej rozpuszczonych w odpowiednim rozpuszczalniku organicznym.
Substancja polimerowa, stanowigca pozniejszg powtoke nosnika, w zaleznosci od jej
witasciwosci moze by¢ rozpuszczona w fazie wodnej lub organicznej. Ostatni etap
preparatyki polega na usunieciu organicznego rozpuszczalnika z wodnej zawiesiny
kapsut poprzez jego dyfuzje lub odparowanie. W metodzie polimeryzacji
emulsyjnej wykorzystywane jest zjawisko polimeryzacji zachodzace na
powierzchni kropel oleju w roztworze wodnym (o/w) lub odwrotnie (w/o0).
W pierwszym etapie, za pomocq intensywnego mieszania lub poprzez dziatanie
ultradzwiekédw, tworzona jest emulsja. Nastepnie, dodanie odpowiednich
monomerow powoduje polimeryzacje np. na drodze reakcji kondensacji lub poprzez
polimeryzacje in situ. Kolejna technika, nakladania przeciwnie natadowanych
warstw, wykorzystuje oddziatywania elektrostatyczne jakie wystepujgq pomiedzy
dodatnio i ujemnie natadowanymi polielektrolitami. Polimer dodany do wodnego
roztworu z zawieszonymi nanoczastkami tlenkéw metali lub niewielkich struktur
organicznych odktada sie na powierzchni mikro/nanometrycznego rdzenia,
umozliwiajgc tym samym natozenie kolejnego zwigzku o przeciwnym tadunku.
W metodzie koacerwacji, do otrzymania powtoki kapsut, wykorzystywane sg dwa
przeciwnie natadowane polimery, jeden znajdujacy sie w Srodowisku wodnym oraz
drugi w fazie olejowej. Oddziatywania pomiedzy tymi polimerami prowadza do
utworzenia struktur, ktore uktadajg sie na granicy faz olej/woda tworzac w ten
sposOb polimerowg otoczke olejowego rdzenia nosnika. °* Wzbogacenie struktury
no$nika o nanoczgstki umozliwiajace lepsza kontrole transportu oraz uwolnienia
enkapsulowanej substancji odbywa sie najczesciej podczas procedury tworzenia
nos$nika. Wykorzystywane sg rozwigzania polegajace na dodaniu nanoczastek do
fazy olejowej lub wodnej, stanowiacej pdzniej rdzen lub na bezposrednim
przytgczeniu tych struktur do zwigzku polimerowego tworzacego

powtoke kapsuty,102:103

Kapsuty przestawione w niniejszej pracy zostaty utworzone przy zastosowaniu
metody emulsyjnej, ktora polega na dodaniu do amfifilowego polimeru
rozpuszczonego w roztworze wodnym, fazy olejowej zawierajgcej zdyspergowane
nanoczastki magnetyczne pokryte substancjg hydrofobowa. Nastepnie intensywne
mieszanie oraz dziatanie fal ultradzwiekowych doprowadzito do powstania
zamknietych hydrofobowych domen zawierajgcych nanoczastki magnetyczne.
Olejowe magnetyczne rdzenie nosnika stabilizowane sg poprzez polimer, ktérego
hydrofilowy tancuch gtdwny odktada sie na powierzchni kropel oleju, a hydrofobowe
tancuchy boczne wnikajg do ich wnetrza w procesie samoorganizacji. Omawiany

nos$nik przedstawiony zostat na Rysunku 20:. Ponadto obecno$¢ tadunku na
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powierzchni powstatego nosnika umozliwia zastosowanie techniki LbL w celu
natozenia przeciwnie natadowanej warstwy polimeru, co pozwala na kontrole
tadunku powierzchniowego kapsuty. Parametry otrzymanych uktadéw mozna
modyfikowa¢ przez zmiany warunkéw w procedurze ich otrzymywania, takich jak
np. temperatura, czas i intensywnos¢ mieszania oraz poprzez zmiany wiasciwosci
wykorzystanego polimeru np. rodzaj i gestos¢ szczepienia bocznymi grupami
hydrofobowymi, dtugos$¢ gtdwnego tancucha hydrofilowego, czy jego tadunek.
Wykorzystanie amfifilowych polimerdw szczepionych stanowi alternatywne
podejscie do stabilizacji olejowych rdzeni nos$nika - wczesniej czesto spotykane
rozwigzania opieraty sie na zastosowaniu niskoczgsteczkowych surfaktantéw, ktére
ze wzgledu na niekorzystne oddziatywanie z btonami komdérkowymi nie sg pozgdane

w aplikacjach biomedycznych.

hydrofilowy faricuch
gtéwny polimeru

boczne grupy

\?

———— olejowy rdzen

\ ¥/

ﬁanoczqstki magnetyczne
pokryte substancjg hydrofobowg

Rysunek 20 Schemat magnetycznej kapsuty opartej na ciektym rdzeniu stabilizowanym
amfifilowym polimerem szczepionym.
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4, Magnetycznie wspomagane sterowanie ukiadami do

celowanego i kontrolowanego uwalniania substancji

biologicznie aktywnej

Pierwsze zastosowania pola magnetycznego w charakterze medycznym przypisane
sq starozytnemu greckiemu uczonemu Talesowi z Miletu. Tales wierzyt w obecnos¢
duszy w magnesie, zgodnie z zatozeniem, ze dusza jest w stanie wytworzy¢ ruch,
a skutkiem tych przekonan byto przypisanie wielu uzdrowien magnetytowi. Zyjacy
200 lat pdzniej Hipokrates z Kos wykorzystywat mineraty tlenkéw zelaza w celu
tamowania krwawienia. Do innych medycznych zastosowan magnetyzmu
pochodzacych z czasdw starozytnych zaliczyé mozna picie magnetytu z mlekiem
w celu usuniecia obrzekdéw, czy usuwanie magnesem opitkéw zelaza z oka. Przez
kolejne setki lat doskonalono techniki usuwania metalowych obiektéw juz nie tylko
z oka ale rowniez z organizmu cziowieka poprzez zastosowanie pola magnetycznego
oraz zgtebiano i definiowano wilasciwosci pola magnetycznego. Przyktad takiego

zastosowania obrazuje Rysunek 21.

o =
s

Rysunek 21 Zdjecia przedstawiajace usuwanie agrafki z brzucha pacjenta za pomocg
wprowadzonego do organizmu magnesu.104

Niestety, silnie rozwineto sie réwniez podejscie nie majace nic wspdlnego z nauka,
ktére opierato sie na niezrozumieniu zjawiska jakim jest magnetyzm i taczeniu go
ze zjawiskami nadprzyrodzonymi. W XIX wieku, gtdwnie w Ameryce pojawita sie
moda na rdézne pseudo-medyczne aplikacje magnetyzmu. Przykfadem takich
L~odkry¢” jest np. leczacy bédle glowy i powstrzymujacy wypadanie wilosow

magnetyczny grzebien profesora Longa, przeciwbdlowy balsam magnetyczny czy
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réowniez przeciwbdlowe magnetyczne tabletki. Rowniez literatura wspierata btedng
interpretacje magnetyzmu takimi pozycjami jak np. pochodzaca z ok 1930 roku
ksigzka zatytutowana ,Najnowsze tajemnice i zagadnienia Czarnej madji,
Hipnotyzmu i Spirytyzmu”, czy ,Magnetyzm i Spirytyzm” z 1909 roku. Zdjecia
opisanych wyzej przedmiotdéw przedstawia Rysunek 22.

Rysunek 22 Zdjecie pierwszej strony ksigzki ,Najnowsze tajemnice i zagadnienia Czarnej
magji, Hipnotyzmu i Spirytyzmu”%5, magnetycznego grzebienia Profesora Longal®®
i magnetycznego balsamut?”

Ograniczenie przedstawionych wyzej, pseudonaukowych praktyk przyniosta
przedstawiona w 1906 roku Ustawa o czystosci zywnosci i lekow. Obecne medyczne
wykorzystanie pola magnetycznego z powodzeniem znajduje swoje miejsce
w zastosowaniu terapeutycznym oraz diagnostycznym w roznych specjalizacjach
medycznych takich jak np. onkologia, kardiologia, stomatologia, czy chirurgia. Tak
szerokie spektrum aplikacji medycznych jest czesciowo zwigzane z miniaturyzacjq
elektromagneséw, rozwojem elektromagneséw nadprzewodzacych i powstawaniem
nowych stopéw.

Z perspektywy uktadow przeznaczonych do magnetycznie sterowanego celowanego
i kontrolowanego uwalniania substancji biologicznie aktywnej przetomowa okazata
sie opublikowana w 1960 roku praca zatytutowana ,Magnetism in Medicine”

autorstwa trzech amerykanskich naukowcow, Freemana, Arrotta i Watsona.
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Juz pierwsze zdanie opublikowanego artykutu, ktére brzmi: ,If not with the
marriage of magnetism and medicine, this paper is a least concerned with an affair
between these two different fields” w znaczacy sposob podkresla silny zwigzek
miedzy magnetyzmem a medycyng. Zaproponowane w pracy rozwigzanie opierato
sie na wykorzystaniu niewielkich jednodomenowych czastek tlenkéw zelaza
w leczeniu raka i chordb psychicznych oraz w diagnostyce. To wtasnie w oparciu
0 opisane wyzej idee oraz wspomniang w Rozdziale 3 koncepcje Paula Ehricha
projektowane sg liczne, magnetycznie  sterowane nos$niki  substancji

terapeutycznych,108,109,110

4.1. Klasyfikacja metod dostarczania i procesé6w uwalniania

substancji enkapsulowanych w polimerowych nosnikach

Poszukiwanie rozwigzan umozliwiajacych dostarczenie substancji biologicznie
czynnej w sposob kontrolowany, bez uszkodzen zdrowych komoérek oraz z jak
najlepszym efektem terapeutycznym doprowadzito do powstania licznych
uktadéw wykorzystujacych rézne podejscia w terapii celowanej. Metody
dostarczania terapeutykdw do miejsca docelowego w organizmie mozna

sklasyfikowa¢ wedtug kilku kategorii, przyktadowo:

a) miejsca dostarczenia terapeutykow
o ukierunkowanie pierwszorzedowe, ktére polega na dostarczeniu

substancji aktywnej do naczyh witosowatych okalajacych chory narzad
lub tkanke,

e ukierunkowanie drugorzedowe opierajace sie na selektywnym
przejsciu leku w miejsce zmiany chorobowej,

e ukierunkowanie trzeciorzedowe wykorzystujace zjawiska zachodzace
na poziomie komérkowym takie jak fuzja komdrkowa, endocytoza
i pinocytoza,

b) sposobu kontroli nos$nika

e transport pasywny, ktory wykorzystuje naturalne rozprzestrzenianie
sie podanego leku w organizmie, najczesciej opierajac sie na uktadzie
krwionosnym, a w przypadku zmian nowotworowych na zwiekszonym
ukrwieniu okolic guza,

e transport aktywny polegajacy na kontroli transportu substancji
aktywnej poprzez odpowiednie wiasciwosci nosnika np. jego rozmiar lub
odpowiednie sfunkcjonalizowanie przeciwciatami ukierunkowanymi na

chore komorki,
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e transport fizykochemicznie kontrolowany wykorzystujacy zjawiska
fizyczne zwigzane np. z magnetyzmem lub optyka, ktére dzieki obecnosci
odpowiednich struktur wewnatrz nosnika, umozliwiajg kontrole procesu
dostarczania i uwalniania substancji aktywnej,

c) transportu nos$nika wewnatrz tkanki docelowej

e biochemiczny transport polegajacy na pozanaczyniowym
specyficznym oddziatywaniu miedzy ligandami komdrek docelowych
a nosnikami lekéw,

e biomechaniczny transport, ktory opiera sie na pozanaczyniowym
dostarczaniu substancji aktywnej przez przejsciowe lokalne zwiekszenie
przepuszczalnosci $rédbtonka w wyniku braku réwnowagi osmotycznej
lub niedotlenienia po embolizacji,

e biofizyczny transport opierajacy sie na zewnetrznym przeciggnieciu
nosnika przez s$rodbtonek poprzez wykorzystanie pola magnetycznego
lub zastosowanie ukfadu wrazliwego na zmiany temperatury i lokalnej
hipertermii,

e bioadhezyjny transport, ktéory stanowi potacznie proceséw

zachodzacych w transporcie biochemicznym i biofizycznym.

Drugim bardzo istotnym aspektem rozpatrywanym w badaniu uktadéw

przeznaczonych do terapii celowanych jest sposéb uwolnienia enkapsulowanej
substancji w miejscu docelowym. Terapie oparte na celowym dostarczaniu

zwigzkow farmakologicznych moga wykorzystywa¢ jednorazowo uwolniong
maksymalna dawke, ktéra nie uszkodzi zdrowych komodrek lub kontrolowane,

stopniowe uwalnianie transportowanej substancji. Odpowiedni mechanizm

uwalniania moze zostac¢ zainicjowany przez rézne zjawiska fizykochemiczne, tj.:

e promieniowanie $wietlne, dzieki znikomej absorpcji swiatta o dtugosci
fali w zakresie 800 - 1200 nm przez tkanki, mozliwe jest zastosowanie
promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni na S$wiattoczute nosniki
zawierajace odpowiednie nanoczastki lub chromofory,

e czynniki chemiczne, w tym rozwigzaniu mozna wyrdzni¢ dwa gtéwne
podejscia opierajace sie na nosnikach czutych na zmiane pH majacq miejsce
w endosomach lub na uwolnieniu enkapsulowanej substancji poprzez
reakcje redukcji wigzan disiarczkowych przez wystepujacy wewnatrz
komoérek glutation,

¢ reakcje biologiczne, sposrod ktérych dwa najczesciej spotykane podejscia
opierajq sie na reakcjach chemicznych zachodzacych wewnatrz srodowiska

komorkowego (przy odpowiednich warunkach np. pH) oraz drugie podejscie
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wykorzystujace oddziatywania zachodzace miedzy nos$nikiem
a roznymi biomolekutami (takimi jak enzymy, cukry, czy fragmenty
oligonukleotydow),

e zmiany temperatury, uwalnianie substancji aktywnej poprzez zmiane
temperatury otoczenia moze odbywac¢ sie na drodze bezposrednich
uszkodzen nosnika lub przez zachodzace w jego strukturze przejscia
fazowe,

e dziatlanie pola elektrycznego, obecno$¢ materiatdw podatnych na
dziatanie pola elektrycznego (np. nanorurki weglowe, przeciwnie
natadowane polimery) w strukturze nosnika umozliwia kontrolowane
uwolnienie enkapsulowanej substancji na drodze reakcji redoks, czy
kompensacji pdl elektrycznych,

 dzialanie zewnetrznego pola magnetycznego, odpowiedz na dziatanie
odpowiedniego pola magnetycznego ze strony nosnika mozliwa jest poprzez
umieszczenie w jego strukturze nanoczgstek magnetycznych, natomiast
uwolnienie substancji aktywnej zachodzi na drodze mechanicznych Ilub

termicznych uszkodzen platformy transportujacej substancje aktywna.

Odpowiedni dobér przedstawionych powyzej metod transportu oraz procesow
uwalniania stanowi kluczowy aspekt przy projektowaniu potencjalnego nosnika
przeznaczonego do celowanego i kontrolowanego uwolnienia substancji biologicznie
aktywnej.101,111,112,113,114 przastawione w niniejszej pracy mechanizmy transportu
oraz uwolnienia enkapsulowanej substancji opierajg sie na zastosowaniu statego
oraz zmiennego pola magnetycznego. W zwigzku z tym dalsza cze$¢ rozdziatu

bedzie skupiona na wykorzystaniu takiego rozwigzania.

4.2. Pole magnetyczne w ukladach do celowanego i
kontrolowanego dostarczania i uwalniania substancji

biologicznie aktywnych

Podczas projektowania systemow przeznaczonych do magnetycznie sterowanego
celowanego i kontrolowanego dostarczania substancji biologicznie aktywnych
w praktyce nalezy uwzglednia¢ dwa uktady, ktére wspédtdziatajagc majg w sposdb
efektywny wypetni¢ swoje zadanie. Pierwszy uktad stanowi dobrze zdefiniowany
nos$nik, ktory bedzie zdolny do transportu terapeutyku w miejsce docelowe,
jednoczesnie bedzie on spetniat wymagania stawiane ukftadom przeznaczonym do

zastosowan medycznych oraz wykazywat odpowiednig odpowiedZz na zewnetrzne
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pole magnetyczne. Natomiast drugi aspekt tego typu badan stanowi
zaprojektowanie odpowiedniego, kompatybilnego z nosnikiem, nawigujacego
systemu magnetycznego. Stosowane ukfady magnetyczne mozna podzieli¢ na
dwa giéwne rodzaje: magnesy o statym polu magnetycznym oraz te generujace
zmienne pole magnetyczne. Uwzgledniajac zrodto, z ktérego pochodzi state pole
magnetyczne wyrozni¢ mozna pojedyncze magnesy trwate i ich uktady oraz
elektromagnesy. Natomiast ws$rdd magneséw generujacych zmienne pole
znajdujg sie ukiady z ruchomym systemem magneséw trwalych oraz
systemy elektromagnesow. Poréwnanie wymienionych ukfadéw magnetycznych
przedstawione zostato w Tabeli 1:.

Tabela 1 Zestawienie uktadow magnetycznych wykorzystywanych w celowanym
i kontrolowanym dostarczaniu substancji biologicznie aktywnych.

Typ ukiadu Zalety Wady
STALE POLE MAGNETYCZNE
ograniczenia zwigzane ze
sterowaniem nosnikiem,
pojedyncze magnesy proste i wygodne w ,
niewielkie wartosci indukcji i
trwate uzytkowaniu, niedrogie )
gradientu pola
magnetycznego
, stosunkowo wysokie ograniczenia zwigzane ze
uktady magnesow o . _ _ o
wartosci indukcji i gradientu sterowaniem nosnikiem,
trwatych
pola magnetycznego skomplikowane uktady
proste, wysokie wartosci ograniczenia zwigzane ze
elektromagnesy indukcji i gradientu pola sterowaniem nosnikiem,
magnetycznego energochtonne
ZMIENNE POLE MAGNETYCZNE
uktady z ruchomym wieksza precyzyjnosci ] _
] L niewygodny konieczny ruch
systemem sterowania nosnikiem, .
. magnesow
magnesow trwatych stosunkowo proste
wieksza precyzyjnosci
sterowania nosnikiem, )
) L . wymagajg zaawansowanych
elektromagnesy wysokie wartosci indukdji i .
. obliczen, energochtonne
gradientu pola
magnetycznego
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Nalezy podkreslic, ze w przypadku ukfadéw magnetycznych dedykowanych
celowemu i kontrolowanemu dostarczaniu substancji biologicznie aktywnych
uwzgledni¢ trzeba wiele dodatkowych czynnikéw zwigzanych gtownie
Z przemieszczaniem sie nosnika w krwi lub innych ptynach ustrojowych.
Te specyficzne warunki $Srodowiska przyczyniajg sie do wystepowania kombinacji
dodatkowych oddziatywan takich jak np. magnetyczne oddziatywania dipolowe, sity
van der Waalsa, czy lepkosé. Ponadto wystepujg dodatkowe, naturalne ograniczenia
takie jak np. bariera krew-moézg i bariera krew-grasica, ktére w niektérych
przypadkach muszg zosta¢ pokonane w czasie transportu terapeutyku. Istotne jest
rowniez umiejscowienie zmiany chorobowej, jej ksztatt oraz wielko$é. Wobec
wystepujacych roéznych czynnikdw, projektowany uktad magnetyczny musi
generowa¢ pole wystarczajgce do pokonania wystepujgcych ograniczen.
Sita pola magnetycznego (F,) dziatajaca na nanoczastki magnetyczne znajdujace
sie w nos$niku opisywana jest rownaniem:
E, = _V;%OBB, Réwnanie 3

gdzie: V - objetos¢ nanoczastek, x - podatno$¢ magnetyczna nanoczastek, po -
przenikalno$¢ magnetyczna prézni , B - pole magnetyczne , B’ - gradient pola

magnetycznego.

Procedura doboru odpowiedniego pola magnetycznego, umozliwiajgcego precyzyjny
transport substancji biologicznie aktywnej w miejsce docelowe musi uwzgledniac
wszystkie wymienione wczeséniej ograniczenia, site pola magnetycznego opisang
przez Rownanie 3 oraz fizykochemiczne parametry samego nosnika. Kolejny
aspekt stanowi umiejscowienie magnesu sterujgcego uktadem transportujgcym.
Ukfad ten moze znajdowac sie wewnagtrz organizmu pacjenta w postaci sondy lub
implantu lub moze by¢ przytozony w odpowiednie miejsce na zewnatrz organizmu.
Zwazajac na te wszystkie uwarunkowania, terapie oparte na magnetycznie
sterowanym transporcie substancji biologicznie aktywnych w wielu przypadkach
bedg stanowity podejscie dedykowane medycynie personalizowanej, ktora w

ostatnich latach nabiera coraz wiekszego znaczenia.”® 87:115
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4.3. Magnetycznie sterowalne kapsuly do celowanego
i kontrolowanego transportu substancji biologicznie

aktywnej - stan badan

Pomimo faktu, ze na chwile obecha nie ma dostepnego na rynku magnetycznie
sterowanego nosnika przeznaczonego do celowanego i kontrolowanego dostarczania
substancji aktywnych, badania nad tego typu uktadami stanowia ciggle rozwijajaca
sie dziedzine nanomedycyny. Ponadto analizy przeprowadzone na wynikach
opublikowanych w latach 2005-2015 wskazujg, ze jedynie $rednio 0,7% z podanej
dawki nanoczastek udaje sie dotrze¢ w miejsce guza litego.''® Wobec tego,
konieczne jest opracowanie bardziej efektywnej strategii dostarczania substancji
aktywnych biologicznie, a zastosowanie w tym celu zewnetrznego pola
magnetycznego stanowi bardzo obiecujgce podejscie.

Jedno z rozwigzan proponowane przez Svenskaya et al.''” opiera sie na
biodegradowalnych polimerowych kapsutach otrzymanych metoda naktadania
przeciwnie natadowanych warstw polielektrolitow na staty rdzen zbudowany
z weglanu wapnia. Magnetyczne nanoczastki magnetytu mogg znajdowac sie
w polimerowej powioce nosnika lub w jego calej objetosci. Opisywane nosniki
zaprojektowane zostaty z myslg o zastosowaniu teranostycznym, polegajacym na
umozliwianiu obrazowania zmian nowotworowych metodg MRI przy jednoczesnym
dostarczeniu leku. Kapsuty wykazujg rozmiar w granicy 800 nm i brak toksycznosci,
natomiast badania przeprowadzone na myszach z wszczepionym rakiem piersi
w sposob jednoznaczny potwierdzajg mozliwos¢ doktadnego obrazowania
i kontrolowanego podawania substancji aktywnych. Podobne badania prowadzone
dla kapsut opartych na statych rdzeniach z weglanu wapnia stanowig stosunkowo
popularne podejscie w ciggu ostatnich kilku lat.t*811° Luo et al.'?® prezentujg
kapsuty, ktérych powtoke stanowi wielowarstwowa polielektrolitowa otoczka
z nanoczgstkami tlenku Zzelaza, natomiast staty rdzeA to sél sodowa siarczanu
dekstranu kompleksowana lekiem w postaci doksycykliny. Nosniki te sg zdolne do
kontrolowanego i stopniowego uwalniania enkapsulowanej substancji poprzez
zastosowanie zmiennego pola magnetycznego o niskiej czestotliwosci. Ze wzgledu
na termodynamiczng niestabilno$¢ zdecydowanie mniejszym zainteresowaniem
cieszg sie kapsuty oparte na ciektych rdzeniach. Szczepanowicz et al.'?! opracowali
i zdefiniowali kapsuty o rozmiarach rzedu 150 nm oparte na olejowych rdzeniach,
ktérych  powloka utworzona jest z przeciwnie natadowanych  warstw
biokompatybilnych polielektrolitbw w postaci kwasu poli-L-glutaminowego i poli-L-

lizyny oraz nanoczastek tlenku zelaza y-Fe20s. Biezaca literatura naukowa w sposéb
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doktadny opisuje stabilne i dobrze zdefiniowane nanokapsuty oparte na ciektych
olejowych rdzeniach stabilizowanych za pomoca biopolimeréw szczepionych.
Prezentowane sg réwniez sterowane magnetycznie systemy przeznaczone do
celowanego i kontrolowanego dostarczania substancji aktywnych. Potgczenie tych

rozwigzan stanowitoby innowacyjne podejscie w dziedzinie wspoétczesnej medycyny.
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CZESC DOSWIADCZALNA

1. Zakres przeprowadzonych prac

Przeprowadzone prace obejmowaty trzy zasadnicze etapy przedstawione na
Rysunku 23:. Pierwsza czes$¢ stanowit szereg syntez prowadzacy do otrzymania
zwigzkow oraz nanoczastek magnetycznych umozliwiajgcych utworzenie nosénikow
w postaci sterowalnych magnetycznie biopolimerowych kapsut opartych na ciektych
olejowych rdzeniach. W tym celu, na drodze reakcji modyfikacji naturalnego
biopolimeru w postaci chitozanu otrzymano dwie pochodne: hydrofobowo
modyfikowang kationowg pochodng oraz anionowg pochodng chitozanu.
Nanoczgstki magnetyczne, odpowiedzialne za magnetyczny charakter kapsut,
otrzymano metoda termicznej dekompozycji organometalicznego prekursora.
W nastepnym etapie wykonana zostata optymalizacja procesu tworzenia dwadch
typow kapsut, o dodatnim oraz ujemnym tadunku powierzchniowym. Ostatni etap
stanowity badania komdérkowe majgce na celu okreslenie mozliwosci zastosowania
uktadéw w charakterze sterowalnych nosnikéw substancji hydrofobowych z funkcjg

celowanego i kontrolowalnego magnetycznie uwalniania enkapsulowanej substancji.

e Dwuetapowa modyfikacja pochodnej chitozanu polegajgca na
przytaczeniu grup kationowych oraz hydrofobowych tancuchéw
alifatycznych
¢ Anionowa modyfikacja pochodnej chitozanu
¢ Wysokotemperaturowa synteza magnetycznych nanoczastek tlenkow
zelaza
* Optymalizacja procesu otrzymywania kationowych
i anionowych kapsut polimerowych opartych na
ciektych olejowych rdzeniach z enkapsulowanymi
nanoczastkami magnetycznymi

e Okreslnie cytotoksycznosci kationowych
i anionowych kapsut wzgledem komorek
nowotworowych linii 4T1

e Sterowanie statym polem magnetycznym
e Uwalnianie enkapsulowanej substancji
zmiennym polem magnetycznym

Rysunek 23 Schemat przedstawiajacy etapy przeprowadzonych prac.
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2. Wykorzystane odczynniki, metody badan i aparatura

2.1. Odczynniki

W czasie realizacji badan wykorzystano:

chitozan (masa molowa: 50-190 kDa, Sigma-Aldrich),

chlorek glicydylotrimetyloamoniowy (GTMAC, 290%, Sigma-Aldrich),

aldehyd N-dodecylowy (92%, Sigma-Aldrich),

- cyjanoborowodorek sodu (NaCNBHs, 95%, Sigma-Aldrich),

karboksymetylochitozan (CMC, deacetylation degree 90%, AK Scientific),

kompleks tréjtlenku siarki-trimetyloaminy (TMST, 99%, Sigma-Aldrich),

wodoroweglan sodu (NaHCOs, cz.d.a., Sigma-Aldrich),

chlorek zelaza (III) (FeCls, bezwodny, Merck),

oleinianu sodu (>97%, TCI),

oktadekan (90%, Alfa Aesar),

kwas oleinowy (OA, 99,5%, Alfa Aesar),

- perylen (Pe, gold label, 99,9%, Sigma-Aldrich),

- Czerwien Nilu (NR, for microscopy, Sigma-Aldrich),

- n-oktadekan (cz.d.a., Polyscience Corp.),

- Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, high-glucose, Sigma-Aldrich),
- Fetal Bovine Serum (FBS, HyClone),

- Penicylina-Streptomycyna roztwor (Symbios),

- trypsyna (HyClone),

- mieszanina soli do sporzadzania buforu fosforanowego (PBS, tabletka,
Aldrich),

- dimetylosulfotlenek (DMSO, =99,7%, Sigma-Aldrich),

- XTT (cell proliferation kit II, Sigma-Aldrich),

wodorotlenek sodu (NaOH, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A.),

Sigma-
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- formalina (roztwor wodny 36,5-38%, Sigma-Aldrich),
- Hoechst (Sigma-Aldrich),

- jodek propidyny (PI, Sigma-Aldrich),

kwas octowy (99,5%, Chempur),

chlorek sodu (NaCl, cz.d.a., Lachner),

etanol (96%, Chempur),

aceton (cz.d.a., Chempur),

metanol (cz.d.a., Chempur),

heksan (cz.d.a., Chempur),

celulozowe tuby dializacyjne (14 000 g/mol cut-off, Sigma Aldrich),
- gaz obojetny - argon,

- wszystkie badania komorkowe przeprowadzone zostaty wzgledem linii
komorkowej raka sutka pochodzacej z tkanki gruczotu sutkowego mysiego szczepu
BALB/c (linia 4T1, ATCC CRL-2539),

- wszystkie wodne roztwory zostaly przygotowane z wykorzystaniem wody

dejonizowanej.
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2.2. Metody badan i aparatura

2.2.1. Miareczkowanie konduktometryczne oraz pomiary pH

Okreslenie stopnia podstawienia pochodnej chitozanu czwartorzedowymi grupami
amoniowymi przeprowadzono w oparciu o miareczkowanie konduktometryczne
azotanem(V) srebra. Pomiary wykonano wykorzystujac wielofunkcyjny aparat
pomiarowym CPC - 505 Conbest z platynowg elektrodg wskaznikowg do
miareczkowania konduktometrycznego i elektrodq szklang typu EPS-1
wykorzystang do pomiaréw pH roztworéw sporzadzanych w czasie prowadzenia

badan.

2.2.2, Spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego
(*H NMR)

Pomiary widm zsyntezowanej pochodnej chitozanu modyfikowanej kationowo
i hydrofobowo wykonane zostaty przy uzyciu spektrometru Avance III HD 400 MHz
firmy Burker wyposazonego w sondy gradientowe, pracujace w trybie normalnej
i odwrdéconej detekcji. Badania przeprowadzono w Laboratorium Spektroskopii NMR

w Jagielloiskim Centrum Innowacji.

2.2.3. Analiza elementarna

Analizy spaleniowe zsyntezowanej anionowej pochodnej chitozanu przeprowadzone
zostalty za pomocg analizatora Vario Micro Cube CHNS Analizer firmy Elementar.
Kazda préobka zostata poddana badaniu trzykrotnie. Pomiary wykonano w Pracowni

Analiz Elementarnych Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

2.2.4, Fourierowska spektroskopia w podczerwieni

Widma anionowej pochodnej chitozanu i wysuszonych prézniowo nanoczastek
magnetycznych zarejestrowano przy uzyciu spektrometru ALPHA FT-IR firmy
Bruker, pracujacego w trybie ostabionego catkowitego odbicia (ATR) z przystawka
diamentowg. Dla kazdej probki wykonywano co najmniej 128 skanow

z rozdzielczoscig 4 cm™.
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2.2.5. Skaningowa transmisyjna mikroskopia elektronowa

Do obrazowania nanoczastek magnetycznych zastosowano mikroskop Nova
NanoSEM 450 (FEI, the Netherlands) dziatajacy w trybie skaningowego
transmisyjnego mikroskopu elektronowego z wigzkg o energii 30 keV. Badania
przeprowadzono na Wydziale Inzynierii Metali i Informatyki Przemystowej Akademii
Goérniczo-Hutniczej.

Na podstawie otrzymanych mikrofotografii, za pomocq programu Fiji-Imagel

okreslony zostat $redni rozmiar nanoczastek magnetycznych.

2.2.6. Jednoczesna analiza termiczna (STA)

Jednoczesna analiza termiczna obejmujaca analize termograwimeryczng
i skaningowa kalorymetrie roéznicowg wysuszonych prézniowo nanoczgstek
magnetycznych wykonana zostata urzadzeniem STA 449F3 firmy Netzsch na

Wydziale Inzynierii Materiatowej i Ceramiki AGH.

2.2.7. Dyfraktometria rentgenowska

Dyfraktogramy wysuszonych prézniowo nanoczgstek magnetycznych otrzymano
w pomiarze przeprowadzonym w temperaturze pokojowej za pomoca
promieniowania Cu-Ka na dyfraktometrze rentgenowskim Siemens D5000

wyposazonym w grafitowy monochromator wigzki ugietej.

2.2.8. Spektrometria Méssbauera

Pomiary nanoczastek magnetycznych przeprowadzono w trybie transmisyjnym na
spektrometrze Mossbauera dla izotopu >’Fe, pracujagcym przy statym
przyspieszeniu. Zastosowano zrédto 50 mCi °’Co/Rh. Otrzymano widma mierzone
w temperaturze pokojowej, temperaturze ciekliego azotu i temperaturze ciektego

helu.
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2.2.9, Magnetometria z wibrujaca probka

Wiasciwosci magnetyczne wysuszonych prozniowo nanoczastek i kapsut
kationowych zawieszonych w 0,15 M roztworze chlorku sodu zmierzono za pomocg
magnetometru z wibrujaca probka znajdujacego sie w zestawie Quantum Design
Physical Property Measurement System 2z magnesem nadprzewodzacym 9T.
Pomiary magnetyzacji wykonano w funkcji przylozonego pola magnetycznego
w wybranych temperaturach w zakresie 4-300 K. Pomiar podatnosci magnetycznej
wykonano w warunkach grzania w zewnetrznym polu rdwnym 100 Oe uprzednio
schiodzonej probki (krzywa ZFC), a nastepnie jej chtodzenia w warunkach takiego

samego zewnetrznego pola (krzywa FC).

2.2.10. Pomiary srednic hydrodynamicznych oraz potencjalu dzeta

Pomiary s$rednic hydrodynamicznych kapsut w oparciu o zjawisko dynamicznego
rozpraszania Swiatta oraz pomiary wartosci potencjatow
powierzchniowych/elektrokinetycznych (potencjat dzeta) wykonano przy uzyciu
urzadzenia Malvern Nano ZS AP Instruments 2z wykorzystaniem lasera
o dtugosci fali rownej 633 nm, przy kacie detekcji 173° i w temperaturze 22°C.
Otrzymane wartosci uzyskano ze $redniej z trzech serii pomiarowych sktadajacych
sie z co najmniej 10 powtdrzen. Niepewnosci przedstawiono jako odchylenia

standardowe.

2.2.11. Transmisyjna mikroskopia elektronowa w warunkach

kriogenicznych

Obrazowanie kapsut o dodatnim fadunku powierzchniowym zawierajgcych
enkapsulowane nanoczastki magnetyczne przeprowadzono z uzyciem
transmisyjnego kriomikroskopu elektronowego TECNAI F20 TWIN. Pomiary
przeprowadzone zostaty w Centrum Materiatéw Polimerowych i Weglowych Polskiej

Akademii Nauk w Zabrzu.
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2.2.12. Fluorescencyjna mikroskopia konfokalna

Obrazowanie kapsut oraz komoérek nowotworowych linii 4T1 po przeprowadzonych
eksperymentach z polem magnetycznym wykonano za pomocg odwréconego
mikroskopu konfokalnego Nikon Ti-E wyposazonego w immersyjny obiektyw
Plan Apo 100x/1.4 Oil DIC oraz system konfokalny Nikon Al. Do wzbudzenia
wykorzystywano lasery o dlugosci fali odpowiednej dla zastosowanego barwnika
fluorescencyjnego, a do zbierania obrazow detektor Swiatta przechodzacego oraz

odpowiednie filtry przedstawione w Tabeli 2:.

Tabela 2 Dtugosci fali wzbudzenia oraz rodzaje filtrow w zaleznosci od zastosowanego
barwnika fluorescencyjnego przy obrazowaniu probek mikroskopem konfokalnym.

Dlugosé fali lasera

Barwnik Filtr
wzbudzajacego
DAPI
Perylen 405 nm
(425-475 nm)
TRITC
Czerwien Nilu 561 nm
(570-620 nm)
DAPI
Hoechst 405 nm
(425-475 nm)
) TRITC
Jodek propidyny 561 nm

(570-620 nm)

2.2.13. Spektrofotometria do pomiarow ptytek mikrotitracyjnych
Pomiar absorpcji po przeprowadzonym tescie przezywalnosci komoérkowej XTT

wykonano przy uzyciu spektrofotometrycznego czytnika ptytek Epoch 2 firmy

BioTek Instruments. Pomiar wykonano dla diugosci fali réwnej 460 nm i 700 nm.

2.2.14. Zrédio statego pola magnetycznego

Zrédio statego pola magnetycznego stanowit magnes neodymowy. Odlegtoéé
pomiedzy prébka a magnesem wynosita 1 cm co odpowiadato indukcji
magnetycznej o wartosci 143 mT.
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2.2.15. Generator zmiennego pola magnetycznego

Zmienne pole magnetyczne o czestotliwosci 50 Hz byto wytwarzane przy pomocy
uktadu transformatora ze szczeling, w ktérej umieszczano prébke. Eksperyment
przeprowadzano przy wartosciach indukcji pola 0 - 220 mT RMS (- 310 =
+310 mT). Probki poddawano dziataniu pola przez 5 minut przy parametrach
zaprezentowanych w Tabeli 3:.

Tabela 3 Wartosci indukcji magnetycznej zastosowanych przy eksperymentach ze zmiennym
polem magnetycznym.

Wartos¢
Pole
indukcji [mT]
Stabe 22
Srednie 67
Mocne 220

2.2.16. Inna uzywana aparatura

Na etapie syntez wykorzystano wirowke laboratoryjng MPW-351R. Roztwory
zsyntezowanych pochodnych chitozanu poddano suszeniu przy wykorzystaniu
liofilizatora Alpha 1-2 LD Plus (Christ). W procesie otrzymywania kapsut
wykorzystywano wytrzasarke Vortex Genius 3 (IKA) oraz faznie ultradzwiekowq
Sonic-6 o mocy 540 W (Polsonic). W badaniach komdrkowych wykorzystywano

mikroskop optyczny Nikon Eclipse TS 100.
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3. Przeprowadzone syntezy i inne procedury

3.1. Modyfikacje chitozanu

Pierwszy etap badan stanowito przeprowadzenie szeregu modyfikacji chitozanu
umozliwiajacych, w kolejnych etapach pracy, utworzenie nosnika w postaci
biopolimerowych kapsut opartych na ciektych olejowych rdzeniach
z enkapsulowanymi nanoczastkami magnetycznymi. Przeprowadzona zostata
dwuetapowa modyfikacja pochodnej chitozanu majaca na celu przytaqczenie grup
kationowych i hydrofobowego ftancucha do struktury zwigzku oraz anionowa

modyfikacja pochodnej chitozanu.

3.1.1. Modyfikacja chitozanu grupa kationowag

W celu uzyskania kationowej pochodnej wykonana zostata reakcja redukcyjnego
alkilowania oparta na modyfikacji chitozanu przy zastosowaniu chlorku
glicydylotrimetyloamoniowego (GTMAC) prowadzaca do otrzymania chlorku N-[(2-
hydrokso-3-trimetyloamino)propylo]chitozanu.  Synteza pochodnej chitozanu
zostata wykonana na podstawie zmodyfikowanej procedury przedstawionej przez
Karewicz et al.1?? Przeprowadzona reakcja polegata na zmieszaniu 17 mL chlorku
glicydylotrimetyloamoniowego z 160 mL 2% roztworu chitozanu rozpuszczonego
w 1% kwasie octowym. Nastepnie roztwdr poddano mieszaniu przez 48 godzin
w temperaturze 70°C. Otrzymany produkt strgcono w lodowatej mieszaninie
acetonu i metanolu w stosunku objetosciowym 1:1. Osad odwirowano (10°C,
10 000 rpm, 10 minut) i przemyto acetonem, czynno$¢ powtdrzono 3-krotnie.
W kolejnym etapie osad rozpuszczono w niewielkiej ilosci wody dejonizowanej

i poddano czterodniowej dializie do wody. Otrzymany zwigzek poddano liofilizacji.

Stopien podstawienia chitozanu chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym
wyznaczono przy wykorzystaniu miareczkowania konduktometrycznego

azotanem(V) srebra.
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3.1.2. Hydrofobowa modyfikacja kationowej pochodnej chitozanu

Hydrofobowa modyfikacja kationowej pochodnej chitozanu polegata na dodatkowym
przytaczeniu fancuchdow n-dodecylowych poprzez reakcje opisang wczesniej
w literaturze.'> W celu uzyskania pozadanej pochodnej, przedstawionej na
Rysunku 24:, rozpuszczono 1 g chlorku N-[(2-hydrokso-3-
trimetyloamino)propylo]chitozanu w roztworze metanolu i 1% wodnego roztworu
kwasu octowego w stosunku objetosciowym 1:1. Nastepnie do mieszaniny dodano
0,3 mmol aldehydu N-dodecylowego oraz 20 mmol cyjanoborowodorku sodu
rozpuszczonego w 20 mL metanolu. Otrzymany roztwér poddano mieszaniu
w temperaturze 20°C przez 36 godzin i stracono poprzez dodanie mieszaniny
metanolu i eteru dietylowego w stosunku objetosciowym 1:1. Powstaty osad
przeptukano Kkilkukrotnie metanolem, rozpuszczono w wodzie dejonizowanej
i poddano czterodniowej dializie do mieszaniny wody i metanolu o stosunku

objetosciowym 3:1. Otrzymany produkt poddano liofilizacji.

Stopien podstawienia hydrofobowymi grupami n-dodecylowymi okreslony zostat na

podstawie pomiarow NMR.

OH OH OH
H H H H H H
0 : o fo] _ o) i ° o
HO\'-—""”“" ' HO\--""*'”"\ ~0" HO »———";?
H NHH H NH H 2
CHy H H 5 H H H
CI H3C—N"-CH,~CH—CH; CHy(CH;)oCH;
CHa OH m X
Rysunek 24 Schemat pochodnej chitozanu modyfikowanej kationowo - chlorkiem

glicydylotrimetyloamoniowym oraz hydrofobowo- grupami n-dodecylowymi.

3.1.3. Modyfikacja chitozanu grupa anionowa

Zgodnie z procedurg opisang wczesniej przez Bulwan et al.'?*> przeprowadzona

zostata anionowa modyfikacja chitozanu poprzez przytaczenie grup sulfaminowych.
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W tym celu, 1 g karboksymetylochitozanu (CMC) dodano do roztworu wody
dejonizowanej z rozpuszczonym wczesniej 2,5 g kompleksu trojtlenku siarki
z trimetyloaming (TMST), 1,3 g wodoroweglanu sodu i wodorotlenku sodu w ilosci
potrzebnej do osiggniecia pH roztworu réwnego 8. Reakcja prowadzona byta
w warunkach nieustannego mieszania przy temperaturze 55°C przez 24 godziny.
Nastepnie otrzymany produkt dializowano do wody przez 72 godziny i poddano

liofilizacji. Rysunek 25 przedstawia schemat zsyntezowanej pochodnej.

OCH,COOH OH OH
H H H H H H
(o} o) o) o) o o
HO\ — HO\- —_— o HO\ —
H NH o H NH H NH,»
H H H H H
SO, H' CH,COOH
d e f

Rysunek 25 Schemat pochodnej chitozanu zmodyfikowanej anionowo grupami

sulfaminowymi.

Odpowiednie naszczepienie grup sulfaminowymi zweryfikowano przy zastosowaniu
fourierowskiej spektroskopii w podczerwieni, natomiast stopien podstawienia

okreslony zostat na podstawie analizy elementarnej.

3.1.4. Wyznaczenie stopnia podstawienia chitozanu grupa

glicydylotrimetyloamoniowa

Stopien podstawienia polisacharydu czwartorzedowg grupg aminowg odpowiadajacg
za kationowy charakter catego zwigzku wyznaczony zostat za pomoca
miareczkowania konduktometrycznego azotanem(V) srebra (AgNOs). Wykorzystano
straceniowg rekcje jondw srebra z jonami chlorkowymi znajdujacymi sie
w naszczepionych grupach glicydylotrimetyloamoniowych.'?4

W celu wykonania pomiaru sporzadzono 3 roztwory zawierajgce 10 mg otrzymanej
pochodnej chitozanu (CChit) rozpuszczone w 10 mL wody dejonizowanej. Nastepnie
przeprowadzono miareczkowanie 0,017 M roztworem azotanu(V) srebra wykonujac

pomiary przewodnictwa w funkcji dodanego roztworu. Procentowy stopien
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podstawienia grupami kationowymi (DSetmac) wyznaczony zostat na podstawie

wzoru:
1,7-107% -V,
DSgrmac = -5 o 100%
(Ww -[1,7-10-5- Vagno, 'mGTMAC]) Réwnanie 4
(mg - DDA) + m,(1 — DDA)
gdzie:

1,7-107 - liczba moli AgNO3 w 1 mL roztworu,

Vagnos — objetosc¢ 0,017 M roztworu AgNOs, ktora odpowiada punktowi o najnizszym

przewodnictwie (punkt koicowy miareczkowania) [mL],

Ww - masa kationowo modyfikowanego chitozanu rozpuszczonego w 100 mL wody

dejonizowanej [g],

maTmMac — masa molowa chlorku glicydylotrimetyloamoniowego (151 g/mol),
me — masa molowa glukozaminy (161 g/mol),

mac — masa molowa zacetylowanej glukozaminy (203 g/mol),

DDA - wyznaczony na podstawie analizy elementarnej stopien deacetylacji
chitozanu (0,83).

3.2. Wysokotemperaturowa synteza nanoczastek tlenkéw
zelaza z powtoka hydrofobowa

Synteze oleinianu zelaza (III) wykonano w oparciu o procedure przedstawiong
wczesniej przez Leszczynskiego et al.'?> W celu uzyskania organometalicznego
prekursora zmieszano 30 mL wody dejonizowanej, 40 mL etanolu, 70 mL heksanu,
3,25 g bezwodnego chlorku zelaza (III) i 18,25 g oleinianu sodu. Powstaty roztwor
ogrzano do 60°C i utrzymywano w warunkach nieustannego mieszania przez
5 godzin. Nastepnie odseparowano ciemng cze$¢ hydrofobowa, przeptukano woda

dejonizowang i podgrzano do 40°C w celu odparowania resztek heksanu.

Synteza prowadzaca bezposrednio do uzyskania nanoczastek zostata
przeprowadzona na podstawie procedury opisanej wczesniej przez Park et al.!?¢
Poczatkowo zmieszano 42 mL oktadekanu, 1,1 mL kwasu oleinowego i 7 g
otrzymanego wczesniej oleinianu zelaza (III). Cata rekcja prowadzona byta

w warunkach gazu obojetnego, przy nieustannym mieszaniu i w rezimie
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temperaturowym przedstawionym na schemacie ponizej (Rysunek 26). Otrzymany
produkt ostudzono do temperatury pokojowej, przemyto kilkukrotnie etanolem,
a nieprzereagowane substraty usunieto poprzez sonikacje w heksanie (tryb ciagty,
5 minut) i odwirowanie (5 000 rpm, 5 minut). Uzyskane nanoczastki wysuszono

prézniowo.

318 -
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Rysunek 26 Warunki temperaturowe w funkcji czasu, panujgce podczas reakcji termicznej

dekompozycji oleinianu zelaza (III).

Otrzymane nanoczgstki poddano szczegdétowej charakteryzacji fizykochemicznej
poprzez pomiary magnetometryczne, dyfraktometrie rentgenowska, fourierowskg

spektroskopie w podczerwieni, spektroskopie Mdssbauera oraz obrazowanie STEM.

3.3. Tworzenie kationowych kapsut opartych na ciekiych
rdzeniach z enkapsulowanymi nanoczastkami

magnetycznymi

Procedura preparatyki kapsut o cieklych olejowych rdzeniach w oparciu o zjawisko
samoorganizacji amfifilowych polimeréw szczepionych zostata wczesniej opisana
przez Szafraniec et al.'?7'® W zwigzku z dodatkowg enkapsulacjgq nanoczastek
magnetycznych wspomniana wyzej procedura zostata zmodyfikowana. Schemat
procedury przedstawia Rysunek 27. Wobec tego, 10 puL kwasu oleinowego ze
zdyspergowanymi nanoczastkami magnetycznymi o stezeniu 100 mg/mL dodano do

1 mL 0,15 M roztworu chlorku sodu (NaCl) z 1 mg rozpuszczonego modyfikowanego
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chitozanu CChitC12. Otrzymany rozwér poddano intensywnemu mieszaniu
w wytrzasarce, a nastepnie sonikacji impulsowej (w trybie 1 s pracy, 2 s przerwy,
temperatura pokojowa) w celu doktadnego odtozenia warstwy polimeru na
powierzchni olejowych rdzeni kapsut. Niezenkapsulowane nanoczastki magnetyczne
usunieto poprzez separacje magnetyczng. Powstata w ten sposob emulsja

wykazywata szarobiate zabarwienie.

nanoczastki magnetyczn
zdyspergowane w fazi
olejowej

intensywne separacja
mieszanie magnetyczna
sonikacja
’ impulsowa \ ‘ l \

\ ‘ y \ ’ / \ *_/I
amfifilowy polimer w magnetyczne kapsuly i kapsuly zawierajace w
0,15 M Nacl niezaenkapsulowane rdzeniu nanoczastki

magnetyczne nanoczastki magnetyczne

/\

N,D H

J\Z\ ﬂ‘» ool o-Z—d
)ODH !

Rysunek 27 Schemat ilustrujacy procedure preparatyki kationowych kapsut opartych na

olejowych rdzeniach z enkapsulowanymi nanoczastkami magnetycznymi.
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3.4. Tworzenie anionowych kapsut opartych na cieklych
rdzeniach z enkapsulowanymi nanoczastkami

magnetycznymi

Drugi typ badanych kapsut stanowity ukfady posiadajacy ujemny ftadunek
powierzchniowy (Rysunek 28). Anionowe kapsuty przygotowane zostaty w oparciu
o technike nakfadania przeciwnie natadowanych warstw. W celu utworzenia takich
nosnikédw do 0,4 mL dyspersji kapsut kationowych dodano 0,6 mL roztworu
chitozanu anionowego (AChit) rozpuszczonego w 0,0015 M roztworze chlorku sodu
o stezeniu 1 g/L. Otrzymany roztwdr poddano 10 minutowemu intensywnemu

mieszaniu na wytrzasarce.

Rysunek 28 Schemat anionowej kapsuty opartej na olejowym rdzeniu z enkapsulowanymi

nanoczastkami magnetycznymi.

3.5. Tworzenie kapsut opartych na cieklych fluorescencyjnych
rdzeniach z enkapsulowanymi nanoczastkami

magnetycznymi

Na potrzeby obrazowania za pomocg mikroskopu konfokalnego niezbedna byta
fluorescencyjna modyfikacja badanych kapsut. Procedura tworzenia zaréwno dla
kapsut kationowych, jak i anionowych zostata poszerzona o jeden etap polegajacy
na dodaniu odpowiedniego barwnika fluorescencyjnego do olejowej zawiesiny
nanoczastek magnetycznych stanowigcych pdzniej rdzen nosnika. W przypadku
kapsut wzbogacony o barwnik w postaci perylenu, do olejowego roztworu dodano

1 mg barwnika na 1 mL mieszaniny oleju zawierajacego zdyspergowane
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nanoczastki magnetyczne. Analogiczna rozwigzanie zastosowano dla barwnika
Czerwien Nilu z roznicg wartosci stezenia wynoszacg 5 mg/mL. Oba barwniki to
substancje rozpuszczalne w $rodowisku hydrofobowym. Otrzymane roztwory kapsut
przechowywano w buteleczkach z ciemnego szkta chronigcego wlasciwosci

fluorescencyjne nosnikow.

3.6. Tworzenie stezonych zawiesin kationowych kapsut
opartych na cieklych rdzeniach 2z enkapsulowanymi

nanoczastkami magnetycznymi

W celu sprawdzenia wiasciwosci magnetycznych kapsut zaplanowany zostat pomiar
magnetometrig z wibrujgcgq probka. W zwigzku z ograniczeniami aparaturowymi
niezbedne byto sporzadzenie dyspersji kapsut zwierajgcej zwiekszone stezenie
nanoczastek magnetycznych, a co sie z tym wigze - zwiekszong ilo$¢ nosnika
zawieszonego w roztworze. Preparatyke probki przeprowadzono wedtug procedury
analogicznej do procedury tworzenia kationowych kapsut z wykorzystaniem 30 pL
kwasu oleinowego ze zdyspergowanymi nanoczastkami magnetycznymi o stezeniu
100 g/L oraz 1 mL pochodnej chitozanu (CChitC12) o stezeniu 10 g/L 0,15 M

roztworu NacCl.

3.7. Hodowla komodrek nowotworowych linii 4T1

Badania komorkowe prowadzone zostaly z wykorzystaniem linii 4T1 bedacej
komérkami nowotworowymi pochodzacymi z tkanki mysiego gruczotu sutkowego.

Hodowla prowadzona byta w warunkach sterylnych w 37°C i w obecnosci 5% CO..

Hodowle komdrkowg prowadzono przy wykorzystaniu pozywki stanowigcej medium
suplementowane antybiotykiem w postaci roztworu penicyliny i streptomycyny
(1%) oraz bydlecej surowicy ptodowej (5%). Wszystkie reagenty wykorzystywane

podczas badan komdrkowych ogrzewano w tazni wodnej w temperaturze 37°C.

W pierwszym etapie rozmrozono komérki do hodowli, przeniesiono zawiesine
komorkowa do probdéwki wirowkowej i dodano 5 mL pozywki, aby rozcienczyc
dimetylosulfotlenek (DMSO). Nastepnie komérki poddano wirowaniu (1000 rpm,
5 min), zlano roztwér znad palety komoérkowej i zawieszono w 1 mL pozywki. Tak

przygotowane komoérki wysiewano na szalke, do ktérej wczesniej dodano 10 mL
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pozywki. Namnazanie komorek oraz ich stan w trakcie hodowli kontrolowano za

pomocag mikroskopu optycznego, a pozywke wymieniano co 2 dni.

W celu wykonania pasazu przeprowadzono trypsynizacje. Szalke
z namnozonymi komédrkami przeptukano roztworem PBS; czynno$¢ powtdrzono
dwukrotnie. Kolejno dodano 0,8 mL roztworu trypsyny, ktory odciggnieto
i ponownie dodano 0,8 mL trypsyny. Tak przygotowang szalke umieszczono
w inkubatorze, a po uptywnie 3 minut doktadnie obstukano i ponownie wtozono do
inkubatora. Po kolejnych 3 minutach szalke ponownie obstukano, kontrolujac pod
mikroskopem stopien oderwania sie komodrek od podtoza. Odklejone komorki
przeniesiono z szalki do probowki typu falcon dodajac wczesniej 3 mL pozywki
w celu dezaktywacji dziatania trypsyny. Otrzymang zawiesine komoérek odwirowano
(1000 rpm, 5 minut), odwirowany ptyn odlano, a osadzone komérki zawieszono
w 1 mL pozywki. W ten sposdb otrzymywano zawiesine komodrkowg, ktéra byta

wykorzystywana w kolejnych eksperymentach.

3.8. Test cytotoksycznosci kapsut wzgledem komorek
nowotworowych linii 4T1 (test XTT)

W celu okreslenia cytotoksycznosci kapsut kationowych i anionowych wzgledem linii
4T1 przeprowadzono test XTT. Test ten umozliwia okreslenie aktywnosci
metabolicznej mitochondriéw komorkowych w oparciu o spektrofotometryczny
odczyt reakcji redukcji soli tetrazolowych XTT w formazan  dzieki dziataniu

dehydrogenazy mitochondrialnej.t??

Przed przystgpieniem do bezposredniego okreslenia toksycznosci kapsut wzgledem
wybranej linii komérkowej przygotowano dzien wczesniej dwie 24-dotkowe ptlytki
zawierajace komorki linii 4T1 oraz odpowiednie stezenia dyspersji kapsut
kationowych (ptytka 1) i kapsut anionowych (ptytka 2). Preparaty sporzadzono
poprzez dodanie do kazdego dotka 0,9 mL pozywki i nastepne dodanie 100 puL
zawiesiny z komorkami (procedura opisana w podrozdziale 3.7). Zawartos¢ kazdego
dotka doktadnie przemieszano poprzez przepipetowanie i kilkukrotne potrzasniecie
ptytka. Wysiane ptytki umieszczono w inkubatorze na 4 godziny. Kolejny etap
stanowito dodanie czynnika w postaci kapsut. W tym celu odsysaczem odciggnieto
ptyn z kazdego dotka ptytki i dodano po 1 mL pozywki. Nastepnie do kazdego dotka
dodano 0,1 mL czynnika stanowigcego kapsuty rozcienczone w 0,15 M NaCl (dla
kapsut kationowych) Ilub 0,0015M NaCl (dla kapsut anionowych) otrzymujac

stezenia przedstawione na Rysunku 29: oraz samego roztworu 0,15 M NaCl (dla
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kapsut kationowych) lub 0,0015 M NaCl (dla kapsut anionowych), a otrzymane

roztwory przemieszano w dotkach przez przepipetowanie. Przygotowane ptytki

z preparatami komdérkowymi umieszczono w inkubatorze na 24 godziny.

1 mL zawiesiny
komorek

+0,1 mL NaCl
(kontrola)

1 mL zawiesiny
komorek

+0,1 mL Nacl
(kontrola)

1 mL zawiesiny
komérek

+0,1 mL Nacl
(kontrola)

1 mL zawiesiny
komorek

+0,1 mL kapsut
(10%)

1 mL zawiesiny
komorek

+0,1 mL kapsut
(10%)

1 mL zawiesiny
komorek

+0,1 mL kapsut
(10%)

1 mL zawiesiny
komérek

+ 0,1 mL roztworu
kapsut (8%)

1 mL zawiesiny
komérek

+ 0,1 mL roztworu
kapsut (8%)

1 mL zawiesiny
komérek

+ 0,1 mL roztworu
kapsuf (8%)

1 mL zawiesiny
komérek

+0,1 mL roztworu
kapsut (6%)

1 mL zawiesiny
komarek

+0,1 mL NaCl
(kontrola)

1 mL zawiesiny
komérek

+0,1 mL roztworu
kapsut (6%)

1 mL zawiesiny
komarek

+0,1 mL NaCl
(kontrola)

1 mL zawiesiny
komérek

+0,1 mL roztworu
kapsut (6%)

1 mL zawiesiny
komérek

+0,1 mL Nacl
(kontrola)

Rysunek 29 Schemat wypetnienia ptytki 24-dotkowej przygotowanej w celu okreslenia

toksycznosci kapsut wzgledem komorek linii 4T1.

Przed przystgpieniem do eksperymentu przygotowano odczynniki niezbedne do
przeprowadzenia testu XTT. Zgodnie z instrukcjg producenta ogrzano do 37°C,
a nastepnie zmieszano 5 mL odczynnika znakujacego i
sprzegajqcego.
wczesniej ptytki z inkubatora i odpipetowano znajdujacy sie w nich ptyn, dodajac

0,1 mL reagenta

Przed dodaniem roztworu wyciggnieto przygotowane dzien

0,2 mL nowej pozywki, a nastepnie 0,1 mL roztworu XTT do kazdego doika.

Zawartosci ptytek delikatnie zamieszano i umieszczono ptytki w inkubatorze.

Po uptywie 1 godziny przystgpiono do spektrofotometrycznego pomiaru absorpcji.

3.9. Sterowanie kapsut do wnetrza komorek nowotworowych

stalym polem magnetycznym

Mozliwo$¢ magnetycznego sterowania kapsutami zawierajagcymi nanoczastki

magnetyczne zweryfikowano przeprowadzajac eksperyment z zastosowaniem
statego pola magnetycznego przytozonego do kuwety wypetnionej kapsutami
zawieszonymi w pozywce oraz szkietkiem mikroskopowym zawierajagcym
na powierzchni zywe komérki. W celu wykluczenia wptywu sit grawitacyjnych na
szkietko z hodowlg komédrkowg

przenikanie kapsut do wnetrza komorek,

umieszczone zostato w pozycji wertykalnej.
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Przed przystgpieniem do gtdwnego eksperymentu, niezbedne byto utworzenie
hodowli na szkietkach, w tym celu wykorzystano odpowiednio wyciete i sterylne
mikroskopowe szkietka nakrywkowe, ktore umieszczono w 6-dotkowych ptytkach
komorkowych. Procedura postepowania byfta analogiczna jak w opisanym
w podrozdziale 3.7 wysiewaniu komodrek na ptytkach. Nastepnie w sterylnych
kuwetach umieszczono na bocznej $ciance szkietko z hodowlg komédrkowg i wlano
1 mL medium i 0,1 mL 2% dyspersji kapsut w 0,15 M NaCl (dla kapsut
kationowych) i 0,0015 M NaCl (dla kapsut anionowych).

Tak przygotowane kuwety poddano dziataniu zewnetrznego statego pola
magnetycznego (odpowiednio przez 5 min i 15 min) zgodnie ze schematem
przedstawionym na Rysunku 30:. Wykonano rowniez eksperymenty majace na celu
sprawdzenie samoistnego wnikania kapsut do wnetrza komorek oraz wptywu

zewnetrznego statego pola magnetycznego na stan komorek.

Po zakonczonym eksperymencie komorki znajdujace sie na szkietku utrwalono, co
umozliwito ich pdzniejsze zobrazowanie za pomocg mikroskopu konfokalnego.
W celu utrwalenia, szkietka z komorkami przeniesiono do 6-dotkowej ptytki
i dwukrotnie przeptukano 2 mL roztworu PBS. Nastepnie do kazdego dotka dodano
2 mL 10% roztworu formaliny w PBS. Po uptywie 10 minut roztwdr odciggnieto,
szkietka przeptukano roztworem PBS i natozono na mikroskopowe szkietko

podstawowe, zabezpieczajac brzegi lakierem.

@ Kapsuty magnetyczne zawierajace
barwnik fluorescencyjny
«  Komorki linii 4T1

Rysunek 30 Schemat eksperymentu przeciggania komoérek za pomocg statego pola

magnetycznego.
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3.10. Uwalnianie enkapsulowanej substancji z kapsut wewnatrz
komoérek nowotworowych za pomoca zmiennego pola

magnetycznego

Weryfikacje mozliwosci uwolnienia enkapsulowanej w nosniku substancji
sprawdzono poprzez zastosowanie zmiennego pola magnetycznego. Uzycie
zewnetrznego zmiennego pola magnetycznego wykonano jako nastepny etap
wzgledem eksperymentu opisanego w podrozdziale 3.9. Opisany wyzej ukfad po
poddaniu 15 minutowemu dziataniu statego pola magnetycznego, przeniesiono na
5 minut do ukfadu wytwarzajgcego zmienne pole magnetyczne o réznym natezeniu
(indukcji). Wykonano réwniez eksperymenty majace na celu wykluczenia
szkodliwego dla komoérek dziatania zmiennego pola, poprzez przeprowadzenie
tzw. Slepych préb na komérkach bez kontaktu z kapsutami. Schemat procedury

przeprowadzania eksperymentéw przedstawia Rysunek 31.

@ Kapsuty magnetyczne zawierajace
barwnik fluorescencyjny
«  Komorki linii 4T1

Rysunek 31 Schemat eksperymentu uwalniania substancji enkapsulowanej wewnatrz

komorek za pomocg zewnetrznego zmiennego pola magnetycznego.

Po zakonczonym eksperymencie szkietka z komorkami utrwalono zgodnie

z procedurg opisang w podrozdziale 3.9.
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3.11. Weryfikacja przezywalnosci komérek po przeprowadzeniu

eksperymentow z zewnetrznym polem magnetycznym

Przygotowano dwa roztwory, 10 mg Hoechstu rozpuszczonego w 1 mL wody
dejonizowanej i rozcienczonego roztworem PBS w stosunku objetosciowym 1:2000
oraz 1 mg jodku propidyny rozpuszczonego w 1 mL wody dejonizowanej
i rozcienczonego w roztworze PBS w stosunku objetosciowym 1:3000. Nastepnie,
utrwalone po eksperymencie z zewnetrznym polem magnetycznym, znajdujace sie
na szkietku komérki, poddano 5-minutowemu dziataniu odpowiedniego barwnika,
przeptukano 3-krotnie roztworem PBS, umieszczono na mikroskopowym szkietku
podstawowym i zabezpieczono lakierem. Tak otrzymane preparaty poddano

obrazowaniu mikroskopem konfokalnym.
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4. Wyniki badan i ich dyskusja

4.1. Modyfikowany chitozan

Przeprowadzone modyfikacje dotyczyty chitozanu, bedacego polisacharydem
naturalnego pochodzenia, wykazujacym brak toksycznosci, biodegradowalnos$¢ oraz
biokompatybilno$¢. Wiasciwosci te sa niezwykle istotne przy rozwazaniu
potencjalnego medycznego zastosowania kapsut zawierajacych w swojej strukturze
pochodne tego zwigzku. Przeprowadzone zostaty trzy modyfikacje prowadzace do
otrzymania chitozanu o} wiasciwosciach kationowych, kationowych

i hydrofobowych oraz anionowych.

Zaréwno odpowiednie modyfikacje jonowe, jak i naszczepienie bocznych grup
hydrofobowych stanowig bardzo istotny aspekt wptywajacy bezposrednio na

stabilno$¢ i rozmiar no$nika oraz jego zachowanie w warunkach in vivo.

4.1.1. Charakterystyka kationowej pochodnej chitozanu

Wartos$¢ stopnia podstawienia chitozanu grupami glicydylotrimetyloamoniowymi
wyznaczono w oparciu o przeprowadzone miareczkowanie konduktometryczne.
Uzyskane wartosci po podstawieniu do Réwnanie 4 pozwolity obliczy¢ stopien

podstawienia CChit grupami GTMAC réwny 63%.

4.1.2, Charakterystyka kationowej pochodnej chitozanu
modyfikowanej hydrofobowo

Analiza otrzymanego zwigzku =zostata przeprowadzona w oparciu o widmo
otrzymane spektroskopiag magnetycznego rezonansu jadrowego. Pojawiajacy sie na
widmie (Rysunek 32) sygnat w rejonie 6=1,20-1,30 ppm pochodzi od wodoréw
grupy -CH2 obecnych w fancuchach dodecylowych, natomiast sygnat dla
0=0,80-0,90 ppm odpowiada wodorom w grupie —CHs stanowigcych zakonczenie
tych tancuchéw. Sygnaly te potwierdzajg przytaczenie sie hydrofobowych grup
n-dodecylowych do tancucha pochodnej chitozanu. Sygnat przy 0=4,79 ppm
pochodzi od rozpuszczalnika D20, w ktéorym zwigzek zostat rozpuszczony na

potrzeby pomiaru. Natomiast intensywny sygnat dla 6=3,22 ppm nalezy do
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wodorow grupy -CHs przytaczonej wczesniej kationowej czwartorzedowej grupy

aminowej. Sygnat przy 6=2,80-2,95 ppm pochodzi od wodoréow glukozaminy,

podobnie jak 0=3,40-4,55 ppm pochodzacego od protonéw przytaczonych do

pierscienia w reszcie glikozylowej. Pojawiajacy sie przy 6=2,00 ppm sygnat nalezy

do pozostatosci rozpuszczalnika po kationowej modyfikacji chitozanu, natomiast

w rejonie 0=0,00-0,80 ppm widoczna jest pozostatos¢ po wykorzystanym w czasie

syntezy reduktorze NaBH3CN,130

Na podstawie stosunku intensywnosci sygnatow pochodzgcych od pieciu wodorow

w pierscieniu glukozaminy, dotaczonego tancucha alkilowego oraz zaleznosci: 124

lenz
ps =0 100%
H3—Hg
obliczono stopien podstawienia chitozanu
n-dodecylowymi rowny 3%.
D20} N*(CH;),
HO—— 2 Lo
w70 TR0
o HOJJ.
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HsC CHy
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H3-H6,6’
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»
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Rysunek 32 Widmo !HNMR chitozanu

hydrofobowymi tancuchami n-dodecylowymi.
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4.1.3. Charakterystyka anionowej pochodnej chitozanu

Stopien podstawienia anionowg grupg sulfonowg TMST wyznaczono na podstawie
wynikéw pochodzacych z analizy elementarnej. Przeprowadzone badanie wskazato,
ze zawartos$¢ azotu stanowita 4,64%, wegla 29,36%, wodoru 5,29% i siarki 5,23%
badanego materiatu. Otrzymane zawartosci procentowe siarki i azotu podzielono
przez ich masy molowe, a nastepnie obliczono stosunek procentowy siarki do azotu

otrzymujac tym samym wartos$¢ stopnia podstawienia chitozanu AChit réwna
53%.

Przeprowadzona modyfikacja zostata rowniez potwierdzona pomiarem przy
wykorzystaniu fourierowskiej spektroskopii w podczerwieni. Otrzymane widmo
(Rysunek 33) poprzez obecnos$¢ pasm dla 1224 cm™ oraz 1178 cm™ pochodzacych
od wigzania O=S=0 wystepujacego w grupie sulfonowej potwierdza poprawne
przylaczenie sie grupy anionowej.'?*
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Rysunek 33 Widmo FT-IR pochodnej chitozanu AChit z naszczepionymi grupami
sulfonowymi.
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4.1.4. Podsumowanie

Przeprowadzone zostaty modyfikacje pochodnej chitozanu prowadzace do
otrzymania zwigzkéw niezbednych do utworzenia struktur w postaci kapsut
opartych na cieklych olejowych rdzeniach. Kationowa modyfikacja chitozanu miata
na celu zapewnienie kapsutom dodatniego fadunku powierzchniowego oraz
umozliwienie naniesienia, na ich zewnetrzng powtoke, dodatkowej przeciwnie
natadowanej warstwy polimeru. Natomiast dalsza, hydrofobowa modyfikacja
otrzymanej wczesniej kationowej pochodnej chitozanu warunkowata stabilizacje
olejowych rdzeni kapsut, wewnatrz ktérych mozliwa byfa enkapsulacja nanoczastek
magnetycznych oraz zwigzkéw hydrofobowych. Produkt koricowy przeprowadzonych
syntez stanowit zwigzek kationowy, ktérego tancuch gtéwny wykazuje wiasciwosci
hydrofilowe, natomiast grupy boczne sg hydrofobowe. Synteza chitozanu
o wiasciwosciach anionowych byta niezbedna do otrzymania produktu, ktéry dzieki
swojemu ‘tadunkowi umozliwiat natozenie dodatkowej warstwy na dodatniej
pochodnej chitozanu stabilizujacej rdzen kapsuty, nadajac jej tym samym ujemny
tadunek powierzchniowy. Zastosowanie tego rozwigzania, metody nakfadania
przeciwnie natadowanych warstw, mozliwe byto dzieki obecnosci tadunku
dodatniego w strukturze zwigzku wykorzystywanego do stabilizacji olejowych rdzeni
kapsut.

Charakterystyka otrzymanych zwigzkéw wskazuje na ich silny jonowy charakter
umozliwiajgcy zastosowanie techniki LbL, co pozwolito na kontrole tadunku
powierzchniowego catego nosnika. Odpowiedni stopien podstawienia zaréwno
grupami hydrofobowymi, jak i grupami jonowym determinuje nie tylko rozmiar

i stabilno$¢ nosnika, ale réwniez jego zachowanie w warunkach in vivo.
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4.2. Nanoczastki magnetyczne

Nanoczastki magnetyczne umieszczane w strukturze kapsuty maja za zadanie
nadanie witasciwoéci magnetycznych catemu nosnikowi. Otrzymane zostaty na
drodze dwuetapowej syntezy polegajacej na termicznej dekompozycji
zsyntezowanego wczesniej organometalicznego prekursora w obecnosci kwasu
oleinowego. Zastosowanie tej metody pozwala na otrzymanie nanoczgstek
o waskim rozktadzie rozmiaru, sktadajacych sie z tlenkéw zelaza i wykazujacych
silne wtasciwosci magnetyczne. Obecnos¢ hydrofobowej substancji podczas
prowadzenia syntezy ma zapewni¢ odpowiednie pokrycie struktur, umozliwiajace

ich umieszczenie w olejowym rdzeniu kapsuty.

4.2.1. Charakterystyka otrzymanych nanoczastek magnetycznych

Obrazowanie przeprowadzone skaningowga elektronowa mikroskopig transmisyjng
(Rysunek 34) pokazalo sferyczny ksztalt pojedynczych nanoczastek,
a szczego6towa analiza otrzymanego zdjecia ukazata ich $redni rozmiar réowny

15 nm, przy waskim rozktadzie tej wielkosci.

Rysunek 34 Zdjecie STEM nanoczastek otrzymanych metoda termicznej dekompozycji

organometalicznego prekursora.
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Dobor metody syntezy nanoczastek magnetycznych byt $cisle uwarunkowany
mozliwoscig otrzymania struktur posiadajacych odpowiednie pokrycie umozliwiajgce
umieszczenie ich w hydrofobowym wnetrzu kapsuty. W celu okreslenia poprawnego
odtozenia sie warstwy kwasu oleinowego na powierzchni nanoczastek wykonano
pomiary spektroskopig FT-IR oraz analize termiczng TGA-DSC. Otrzymane widmo
nanoczastek poréwnano z widmem pochodzacym z pomiaru kwasu oleinowego
wykorzystanego podczas syntezy (Rysunek 35). Dla kwasu oleinowego sygnat
pojawiajacy sie przy 3000 cm™ to drgania rozciggajace wigzania C-H w grupie
-C=C-H, pasma pojawiajace sie przy 2922 cm™ oraz 2853 cm™! odpowiadajg
asymetrycznym i symetrycznym drganiom rozciggajacym grupy -CH2, natomiast
intensywne pasmo przy 1710 cm™ mozna przypisa¢ drganiom w wigzaniu C=0.
W widmie zmierzonym dla nanoczastek magnetycznych zaobserwowaé mozna zanik
pasma pochodzacego od wigzania C=0, natomiast pojawiajq sie dwa nowe wigzania
dla fali liczby falowej réwnej 1560 cm™t i 1645 cm™ odpowiadajace asymetrycznym
i symetrycznym drganiom rozciggajacym w grupie -COO-. Rdéznica w odlegtosci
potozenia tych pasm wskazuje na potaczenie typu chelatowego pomiedzy

grupa -CO0O" pochodzaca od kwasu oleinowego, a jonami zelaza.!31/132/133
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Rysunek 35 Widmo FT-IR nanoczastek magnetycznych i kwasu oleinowego; wstawka
obrazuje pojawienie sie nowych pasm potwierdzajagcym powstanie potaczenia typu
chelatowego miedzy nanoczastkami, a kwasem oleinowym.
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Krzywa otrzymana z analizy termicznej TGA-DSC (Rysunek 36) wskazuje na ubytek
masy probki réowny 8% wystepujacy w zakresie do 400°C, z towarzyszacym

egzotermicznym maksimum, ktére odpowiada za proces desorpcji kwasu

oleinowego.
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Rysunek 36 Krzywa TGA-DSC dla nanoczastek magnetycznych.

Badanie struktury krystalicznej otrzymanych nanoczgstek przeprowadzono
w oparciu o pomiar rentgenowska dyfraktometria proszkowg. Otrzymany
dyfraktogram poréwnano z dyfraktogramem mikrokrystalicznego magnetytu
i wustytu (Rysunek 37). Linie przypisane do fazy magnetytu (np. dla 26=30°) nie
wykazujg przesuniecia wzgledem dyfraktogramu mikrokrystalicznego magnetytu.
Natomiast w przypadku wustytu, zaobserwowaé mozna przesuniecie maksimum
w kierunku wyzszych katéw wzgledem linii wzorcowych. Przesuniecie to sugeruje
zmniejszenie statej sieci krystalicznej, przypuszczalnie na skutek wystepujacych
w strukturze nanoczastki naprezen $ciskajacych pojawiajacych sie w strukturze
typu rdzen-powtoka. Biorac pod uwage fakt, ze wustyt (FeO) w warunkach
atmosferycznych i nawet w lekko podwyzszonej temperaturze ulega szybkiemu
utlenianiu do fazy magnetytu (FesO4), maghemitu (y-Fe203) i hematytu (a-Fe20s3)
lub dwu-etapowemu procesowi dysproporcjonowania prowadzacemu do otrzymania
hematytu i magnetytu, mozna wnioskowaé¢, ze rdzen nanoczastek stanowi

wustyt, natomiast powtoka tworzona jest z fazy magnetytowej Ilub
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maghemitowej. Wystepujace naprezenia w strukturze nanoczastki moga

prowadzi¢ do wzrostu anizotropii magnetokrystalicznej.134:135136,137,138

Do wyznaczenia $redniego rozmiaru krystalitdw (d) wykorzystano przedstawione

ponizej rdwnanie Scherrera:13°

K2

d (W (28) - cos(9)) Réwnanie 6

IR

gdzie:

K - wspétczynnik ksztattu (przyjeto K=1),

A- dtugosc¢ fali promieniowania rentgenowskiego (CuKe=0,154 nm),
W(26) - szerokos¢ linii w potowie maksymalnej intensywnosci,

0 - kat Bragga.

Na podstawie rdéwnania obliczono, ze $redni rozmiar krystalitéw fazy
magnetytowej/maghemitowej wynosi 4,4 nm, natomiast fazy wustytowej 6 nm.
Uwzgledniajac budowe nanoczastki (rdzen-powtoka) oraz wykorzystujac
wyznaczone rozmiary krystalitow mozna okresli¢ S$redni rozmiar nanoczastek
magnetycznych réwny okoto 14,8 nm. Przeprowadzone dopasowanie faz do
otrzymanego dyfraktogramu wskazato na 22% udziatu fazy wustytu i 77% udziatu

zelaza magnetytu/maghemitu.
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Rysunek 37 Dyfraktogram rentgenowski (XRD) nanoczastek magnetycznych,

mikrokrystalicznego magnetytu i wustytu.
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Przeprowadzone zostaty réwniez badania nanoczgstek magnetycznych za pomocg
spektroskopii  Mdssbauera. Pomiary wykonano w rdznych  warunkach
temperaturowych  (temperatura  pokojowa, temperatura ciektego azotu
i temperatura ciektego helu). Otrzymane widma zostaty zestawione z widmami
mikrokrystalicznego wustytu i mikrokrystalicznego maghemitu (Rysunek 38).
Zmierzone w temperaturze pokojowej widmo poprzez obecnos$¢ poszerzonego
sekstetu wskazuje na obecnos$¢ fazy uporzadkowanej magnetycznie, natomiast
singlet o przesunieciu izomerycznym rownym ok 1 mm/s sugeruje wystepowanie
drugiej fazy - paramagnetycznej. Przedstawione widmo to widmo relaksacyjne,
wskazuje na to silniejsze poszerzenie do wewnetrznej strony i mniejsze amplitudy
zewnetrznych linii niz teoretyczne 3:2:1 do 1:2:3, co oznacza ze w temperaturze
pokojowej nanoczastki wykazuja wlasciwoséci superparamagnetyczne.
Widmo relaksacyjne powstaje w sytuacji, gdy czestotliwos¢ fluktuacji wektora
magnetyzacji nanoczgstek miedzy osiami tatwego magnesowania jest wieksza niz
odwrotno$¢ czasu zycia poziomu mossbauerowskiego, czyli 7 MHz (°’Fe).
Przeprowadzone dopasowanie otrzymanego widma zgodnie z modelem Blume a
i Tijon a'%® pozwolito na otrzymanie parametrow zaprezentowanych w Tabeli 4:.
Warto$¢ wyznaczonego przesuniecia izomerycznego wskazuje, ze faze
reprezentowang przez singlet stanowi wustyt. Natomiast w przypadku widma
zmierzonego w temperaturze cieklego azotu widoczny jest brak singletu
pochodzacego od fazy paramagnetycznej oraz pojawienie sie dodatkowych linii
sktadowej rozszczepionej magnetycznie, Swiadczacej o obecnosci dodatkowej fazy
uporzadkowanej magnetycznie. Obserwowane linie sa znacznie wezsze,
a stosunki intensywnosci sg blizsze teoretycznym 3:2:1 do 1:2:3, co oznacza brak
mozliwoséci pokonania bariery energetycznej przez wektor magnetyzacji
- nanoczastki nie wykazujg witasciwosci superparamagnetycznych w tej
temperaturze. Po odjeciu od otrzymanego widma 22% udzialu pochodzgacego od
fazy wustytu stwierdzono, ze druga obecna w badanej probce faza tlenku

zelaza stanowi maghemit - utleniona forma magnetytu.

Wyznaczona na podstawie widma relaksacyjnego, czestotliwos¢ fluktuacji rowna
52 MHz wskazuje na stosunkowo wysokg temperature blokowania wystepujaca
w nanoczastkach. Natomiast, wysoka wartos¢ wspoétczynnika asymetrii (p=0,95),
ktory odpowiada wzglednemu czasowi przebywania momentu magnetycznego
nanoczastki wzdtuz kierunku tatwego magnesowania wskazuje na wysokg

anizotropie magnetokrystaliczng otrzymanych uktaddow.26,141,142,143,144
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Rysunek 38 Widmo moessbauerowskie nanoczgstek magnetycznych (czarne punkty
odpowiadajg pomiaru punktom pomiarowym): a) pomiar wykonany w temperaturze
pokojowej z dopasowanym sekstetem pochodzacym od wustytu (niebieska linia), sekstetami
pochodzacymi od maghemitu (btekitna i zielona linia) oraz sumaryczne dopasowanie (linia
czerwona); b) pomiar w temperaturze pokojowej nanoczgstek magnetycznych po
8 miesigqcach od ich zsyntezowania; c¢) pomiar w temperaturze cieklego azotu
z uwzglednieniem udziatu wustytu (niebieskie punkty) i bez uwzglednienia fazy wustytu
(czerwone punkty); d) widmo mikrokrystalicznego wustytu zmierzone w temperaturze
ciektego azotu; e) widmo mikrokrystalicznego maghemitu zmierzone w temperaturze

ciektego azotu.
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Tabela 4 Parametry otrzymane z dopasowania widm moessbauerowskich nanoczastek

magnetycznych oraz zestawienie danych literaturowych dla maghemitu i wustytu.

Przesunigcie Pole
Temperatura ) Czestotliwosé Intensywnos$é
] izomeryczne* nadsubtelne 2 p
pomiaru [MHz] [%6]
[mm/s] [T]
Nanoczastki magnetyczne
Temperatura 0,21(1 44,7(2 55(3
p. @ @ 52(4) 0,95(1) ®)
pokojowa 0,73(2) 43,2(2) 1,1 23(1)
(293 K) 1,05(1) 0 22(2)
Temperatura 0,30(3) 49,5(1) ) 61(1)
przyjeta
ciektego azotu 0,84(2) 48,6(3) 0,22 - 17(3)
statyczna
(77 K) 0,99(2) - 22(2)
Maghemit!34
Temperatura
. 0,23 50,0
pokojowa
0,35 50,0
(293 K)
Temperatura
) 0,40 52,0
ciektego helu
0,48 53,0
(4.2K)
Woustyt!34
Temperatura
ol 0,95
okojowa
Poel 0,90
(293 K)

*wzgledem a-Fe

Nanoczgstki magnetyczne zostaty zbadane takze przy wykorzystaniu magnetometrii
z wibrujacg prébka. Przeprowadzono pomiary, ktérych wyniki sg przedstawione
w postaci temperaturowej zaleznosci podatnosci magnetycznej zmierzonej
w niewielkim statym polu o natezeniu rownym 100 Oe w postaci krzywych ZFC i FC
(Rysunek 39) oraz krzywych magnesowania w funkcji przytozonego pola
magnetycznego dla temperatur w zakresie od 4 do 300 K (Rysunek 40).
Na podstawie miejsca w ktérym wartos¢ podatnosci magnetycznej znaczaco
wzrasta zidentyfikowano temperature 230 K jako temperature zaniku
uporzadkowania antyferromagnetycznego wustytu i przejscie do stanu
paramagnetycznego, czyli temperature Neela. Tablicowa wartos¢ tej temperatury

dla wustytu to okoto 192 K, jednakze obecnos$¢ otoczek maghemitowych
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sprzegajacych sie magnetycznie z wustytowym rdzeniem moze powodowac jej
podwyzszenie. Maksimum krzywej ZFC pozwala na wyznaczenie $redniej
temperatury blokowania, czyli temperatury powyzej ktorej nanoczastki
magnetyczne wykazujg wilasciwosci superparamagnetyczne- wyznaczona na
postawie zmierzonej zaleznosci jej wartos¢ rowna jest 275 K. Ksztatt krzywych
magnesowania powyzej wyznaczonej temperatury Neela wskazuje na brak
histerezy, co potwierdza superparamagnetyczny stan nanoczgstek. Podczas
pomiaru, magnetyzacja nie osiggneta nasycenia nawet przy polu o indukcji 8 Tesli,
co jest zwigzane z obecnoscig wustytu w strukturze nanoczastek. Ponadto obecnosé
obojetnego magnetycznie kwasu oleinowego na powierzchni nanoczastki prowadzi
do efektédw powierzchniowych skutkujgcych obnizeniem magnetyzacji oraz

wzmocnieniem anizotropii magnetycznej. 136, 137,145,146
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Rysunek 39 Podatno$¢ magnetyczna nanoczastek magnetycznych w funkcji temperatury
mierzona w polu 100 Oe. Zaznaczona na wykresie warto$¢ 192 K to literaturowa wartosc
temperatury Neela wustytu, natomiast temperatura 230 K odpowiada rzeczywistej

temperaturze tego przejscia dla badanych ukfadéw.
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Rysunek 40 Krzywe magnesowania nanoczastek magnetycznych w funkcji przytozonego

pola mierzone w zakresie temperatur 4-300 K.

Wyznaczone wartosci pol koercji oraz remanencji zostaly przedstawione
w Tabeli 5:. Ponizej temperatury Neela nanoczastki wykazujg poziome przesuniecie
petli histerezy bedace konsekwencjg sprzezenia wymiennego wstepujacego na
granicy antyferromagnetycznego wustytowego rdzenia i ferrimagnetycznej
maghemitowej otoczki, powodujacego pojawienie sie¢ magnetycznej anizotropii
jednokierunkowej. Efekt ten, okreslany jako polaryzacja wymienna (ang.
exchange bias), spowodowany jest obecnoscig fazy antyferromagnetycznej, ktora
jest znacznie trudniejsza do przemagnesowania i zalezny jest od wielkosci rdzenia,

grubosci zewnetrznej otoczki i ksztattu nanoczastki. 136,137,139

Tabela 5 Wartosci pola koercji i remanencji wyznaczone z krzywych magnetyzacji

nanoczastek magnetycznych.

4K 20 K 50 K 100 K 200 K 240 K 300 K
Pole koercji -2,05 -1,80 -1,22 -0,55 -0,11 -0,01 -0,00
(+-) [kOe] 1,64 1,59 1,08 0,45 0,09 0,01 0,00
Remanencja 6,4 7,1 5,7 3,1 15 0,2 0,0
[emu/g cm?®]

Krzywe pierwotnego magnesowania zmierzone w zakresie temperatur od 4 K do
300 K przedstawiono na Rysunku 41:. Uzyskane dane wskazujg na znaczacy wzrost
magnetyzacji przy niewielkich wartosciach pola magnetycznego (krzywa wypukta)

dla temperatur bezposrednio ponizej temperatury blokady: 240 K i 200 K,
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co sugeruje mechanizm odwracania namagnesowania analogiczny do
zarodkowania domen odwrotnych (ang. nucleation), a nie przyszpilania $cian
domenowych (ang. pinning), wskazujac na niewielkg ilos¢ defektow wystepujgcych
W materiale.147148149 W temperaturze 100 K i nizszych, krzywa pierwotnego
magnesowania rosnie z polem wielokrotnie wolniej i prawie liniowo, co jest
spowodowane oddziatywaniem otoczki maghemitowej z rdzeniem wustytowym,

ktéry w tych temperaturach jest uporzadkowany antyferromagnetycznie.

Magnetyzacja [emu/g]

0 T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Pole magnetyczne [kOe]

Rysunek 41 Krzywe pierwotnego magnesowania nanoczgstek magnetycznych w funkgcji
przytozonego pola mierzone w zakresie temperatur od 4-300 K.

4.2.2. Podsumowanie

Otrzymane w wysokotemperaturowej syntezie nanoczastki magnetyczne wykazujgq
odpowiedni rozmiar i hydrofobowe pokrycie umozliwiajagce umieszczenie ich
wewnatrz olejowych rdzeni kapsut. Zsyntezowane struktury zbudowane sa z dwéch
faz tlenku zelaza wykazujac jednoczesnie budowe typu rdzen-otoczka,
nanometryczny rozmiar i sferyczny ksztatt. Nanoczastki w temperaturze pokojowej
posiadaja wtasciwosci superparamagnetyczne, ktére po umieszczeniu nanostruktur
wewnatrz kapsuty beda umozliwiaty (w obecnosci odpowiedniego zewnetrznego
pola magnetycznego) sterowanie catym nosnikiem, naruszenie struktury nosnika
lub jego catkowite zniszczenie, pozwalajac na uwolnienie enkapsulowanej

substanciji.
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4.3. Kapsuly

Biopolimerowe kapsuty oparte na ciektych olejowych rdzeniach z enkapsulowanymi
superparamagnetycznymi nanoczgstkami tlenkéw zelaza oraz mozliwos¢ ich
sterowania za pomoca zewnetrznego pola magnetycznego stanowi gtowny
przedmiot badan niniejszej pracy. Kapsuty otrzymane zostaty w procesie
emulsyfikacji, a do ich utworzenia wykorzystano przedstawione wczesniej
hydrofobowo i kationowo modyfikowang pochodng chitozanu, anionowg pochodng
chitozanu oraz nanoczastki magnetyczne otrzymane metodq termicznej

dekompozycji organometalicznego prekursora.

4.3.1. Charakterystyka otrzymanych kapsut

W celu okreslenia wielkosci $rednic hydrodynamicznych oraz wartosci potencjatu
dzeta przeprowadzono pomiary przy wykorzystaniu techniki dynamicznego
rozpraszania $wiatta. Metoda DLS polega na pomiarze ruchéw Browna poprzez
analize zmian natezenia $wiatta wigzki laserowej wywotanych rozproszeniami,
natomiast pomiar wartosci potencjatéw powierzchniowych oparty jest na okresleniu
ruchliwosci czastek w polu elektrycznym przy wykorzystaniu laserowego
wibrometru. W celu doktadnego okreslenia stabilnosci kapsut na przestrzeni czasu
pomiary prowadzono przez 48 tygodni, w tym czasie badane probki przechowywane
byly w temperaturze 4°C. Rozmiar $rednic hydrodynamicznych oraz wartosci
potencjatu dzeta kapsut o dodatnim tadunku powierzchniowym utrzymywaty sie na
jednakowym poziomie przez caty okres prowadzenia badan (Rysunek 42). Srednia
wartos¢ srednic hydrodynamicznych dla tych uktadéw nie przekroczyta 170
nm, nie byta tez mniejsza niz 140 nm, przy wspoétczynniku polidyspersji mniejszym
niz 0,3, $wiadczacym o stosunkowo waskim rozktadzie rozmiarow. Natomiast
wartos¢ potencjatlu dzeta przez caty okres pomiardw miescita sie w zakresie
30-40 mV.
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Rysunek 42 Wartosci $rednic hydrodynamicznych oraz wartosci potencjatéw dzeta

magnetycznych kapsut kationowych mierzone na przestrzeni 48 tygodni.

Analogiczne pomiary wykonano dla kapsut kationowych pokrytych dodatkowag
powiokg anionowego chitozanu (Rysunek 43). Zmierzone $rednie wartosci
$rednic hydrodynamicznych miescity sie w przedziale 140 - 230 nm, przy
wspotczynniku polidyspersji mniejszym niz 0,4. Szerszy rozktad rozmiarédw moze
by¢ zwigzany z tworzeniem sie niewielkiej ilosci agregatow lub tez niejednorodnym
pokryciem kapsut przez AChit. Wartosci potencjatu dzeta oscylujg w granicach
-35 do -45 mV. Zaréwno wieksze $rednie wartosci $rednic hydrodynamicznych
w poréwnaniu z kapsutami kationowymi, jak i ujemna wartos$¢ potencjatow dzeta
$Swiadczg o poprawnym odtozeniu sie warstwy anionowego chitozanu na powierzchni

badanych nosnikdw.
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Rysunek 43 Wartosci $rednic hydrodynamicznych oraz wartosci potencjatow dzeta

magnetycznych kapsut anionowych mierzone na przestrzeni 48 tygodni.

Magnetyczne kapsuty kationowe zobrazowane zostaty za pomoca kriogenicznej
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (Rysunek 44). Otrzymane obrazy
potwierdzaja obecno$¢ nanoczastek magnetycznych we wnetrzu nosnika,
zaobserwowa¢ mozna réwniez jego sferyczny ksztatt o rozmiarze zgodnym

z pomiarami DLS.

Rysunek 44 Zdjecie cryo-TEM magnetycznych kapsut kationowych opartych na olejowych
rdzeniach.
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Przy wykorzystaniu mikroskopii konfokalnej przeprowadzono obrazowanie kapsut
zawierajacych  dodatkowo w olejowym rdzeniu hydrofobowy barwnik
fluorescencyjny w postaci perylenu (Rysunek 45). Na przedstawionych zdjeciach
widoczne jest niebieskie $wiecenie fluorescencyjne znakowanych olejowych rdzeni
kapsut. Uzyskane zdjecia potwierdzajag mozliwo$¢ umieszczenia hydrofobowych
substancji wewnatrz magnetycznych rdzeni kapsul, ponadto zdjecia
wykonane dwa tygodnie po przygotowaniu kapsut potwierdzajg mozliwos¢ dtuzszej

enkapsulacji substancji rozpuszczalnych w $rodowisku hydrofobowym.

Rysunek 45 Zdjecia magnetycznych kapsut wykonane mikroskopem konfokalnym:
A) kapsuty kationowe (zdjecie wykonane w dniu zrobienia kapsut); B) kapsuty kationowe
(zdjecie wykonane po 2 tygodniach przechowywania kapsut); C) kapsuty anionowe (zdjecie
wykonane w dniu zrobienia kapsut); D) kapsuty anionowe (zdjecie wykonane po 2 tygodniach

przechowywania kapsut). Skala 1 pm.
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W celu okreslenia odpowiedzi magnetycznej badanych uktadéw wykonano pomiar
VSM. Ze wzgledu na ograniczong czuto$¢ pomiarowga, zbadano odpowiednio bardziej
stezong zawiesine kapsut kationowych. Ksztatt otrzymanej krzywej potwierdza

magnetyczny charakter no$nikéw (Rysunek 46).
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Rysunek 46 Krzywa magnesowania magnetycznych kapsut kationowych w funkgcji

przytozonego pola w temperaturze 300 K.

4.3.2. Podsumowanie

Przedstawione w pracy nosniki w postaci biopolimerowych kapsut tworzono
w oparciu o zjawisko samoorganizacji amfifilowego polimeru. Zwigzek ten
rozpuszczony w roztworze wodnym, w obecnosci dodatkowo zdyspergowanych
kropli oleju, uktada sie na ich powierzchni hydrofilowym tancuchem gtownym,
natomiast boczne grupy hydrofobowe wnikajg do wnetrza kropel z wytworzeniem
zamknietych domen. Wewnatrz powstatych struktur mozliwa byta solubilizacja
micelarna substancji trudno rozpuszczalnych w wodzie, natomiast kapsuty
znajdowaty sie w wodnym roztworze chlorku sodu. Magnetyczne wiasciwosci
zostaty nadane nosnikom poprzez dodatkowe umieszczenie, w olejowym rdzeniu
kapsut, nanoczastek magnetycznych posiadajacych hydrofobowe pokrycie. Ponadto
obecnos¢ dodatniego tadunku w strukturze zwigzku wykorzystanego do stabilizacji
rdzeni umozliwita, za pomocg techniki LbL, tworzenie kapsut réowniez o ujemnym
tadunku powierzchniowym. Szczegdlng uwage zwrdécono na proces optymalizacji

procesu tworzenia kapsut, tak aby badane uktady wykazywaty duza stabilnos¢
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i odpowiedni rozmiar przy jednoczesnie mozliwe jak najwiekszym stezeniu

nanoczastek  magnetycznych  znajdujacych sie w  olejowym rdzeniu.

Otrzymane zostaty dwa rodzaje biopolimerowych kapsut opartych na ciektych
olejowych rdzeniach zawierajacych nanoczastki magnetyczne. Pierwszy typ to
powstate na drodze procesu emulsyfikacji kapsuty posiadajgqce dodatni fadunek
powierzchniowy, natomiast drugi typ to kationowe kapsuty pokryte dodatkowo
anionowg powtoka zapewniajgcg ujemny tadunek catej strukturze. Badane nosniki
wykazywaly odpowiedni potencjat powierzchniowy, nanometryczny rozmiar oraz
wysokg stabilnos¢ na przestrzeni 48 tygodni przechowywania. Ponadto
potwierdzona zostata obecnos$¢ nanoczastek magnetycznych we wnetrzu nosnika
oraz mozliwo$¢ enkapsulacji hydrofobowych zwigzkéw w olejowym rdzeniu kapsut.
Utworzone struktury wykazywaly witasciwosci magnetyczne, co stanowi

fundamentalny aspekt w kontekscie potencjatu aplikacyjnego badanego nosnika.
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4.4. Badania komorkowe

Ze wzgledu na dedykowane biomedyczne zastosowanie biopolimerowych kapsut
magnetycznych przeprowadzone zostaty badania okreslajace cytotoksycznosc
nosnika wzgledem komoérek nowotworowych linii 4T1. Wykonano réwniez
eksperymenty majgce na celu sprawdzenie mozliwosci sterowania ukfadem
za pomocg zewnetrznego statego pola magnetycznego oraz zweryfikowanie
zdolnosci do uwolnienia enkapsulowanej substancji w miejscu docelowym poprzez
zastosowanie odpowiedniego zewnetrznego zmiennego pola magnetycznego.
Zastosowanie odpowiednich barwnikow fluorescencyjnych po przeprowadzonych
eksperymentach umozliwito, za pomocg obrazowania mikroskopem konfokalnym,
okreslenie stanu komérek po zastosowaniu statego i zmiennego pola
magnetycznego w kontakcie z kapsutami magnetycznymi. Wykorzystane zostaty
dwa barwniki, Hoechst i jodek propidyny. Hoechst, dzieki zdolnosci do taczenia sie
z helisg DNA wybarwia jadra komérkowe, chromosomy Ilub mitochondria
komorkowe. Barwnik ten ma zdolno$¢ przenikania przez uszkodzone oraz
nieuszkodzone btony komorkowe, umozliwiajagc tym samym obrazowanie réwniez
zywych komoérek. Natomiast jodek propidyny to barwnik, ktory réwniez wykazuje
zdolnos$¢ do taczenia sie z DNA komorki, jednak przenika on do jej wnetrza jedynie
dzieki uszkodzeniom w btonie. Wykorzystanie tego faktu umozliwito okreslenie
komorek z naruszong integralnoscig btony komodrkowej, ktéra prowadzi do $mierci
komoérki.

Otrzymane wyniki stanowigq bardzo istotng informacje w zakresie mozliwosci
zastosowania kapsut w charakterze nosnika zdolnego do celowanego
i kontrolowanego magnetycznie transportu oraz uwolnienia enkapsulowanej

substancji we wnetrzu komorki.

4.4.1. Badania cytotoksycznosci kapsul wzgledem komérek

nowotworowych

Wykonany zostat test przezywalnosci komoérek w kontakcie z czynnikiem w postaci
anionowych lub kationowych kapsut o réznych stezeniach. Przeprowadzony test XTT
pozwala na spektrofotometryczne okreslenie aktywnosci  metabolicznej
mitochondriéw komorkowych $wiadczacej o ich stanie. Przedstawione na wykresie
uzyskane wyniki (Rysunek 47) jednoznacznie pokazujg =zalezno$¢ miedzy

spadajacym stezeniem czynnika, a idqcym za tym wzrostem przezywalnosci
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komédrek. Na postawie uzyskanych wartosci mozna wnioskowaé¢, ze kapsuty
posiadajace ujemny tadunek powierzchniowy wykazuja mniejsza toksycznosc
wzgledem komorek. Jednakze zaréwno w przypadku kapsut anionowych jak
i kationowych mozna przyja¢, ze stezenie czynnika rowne 2% nie wywotuje

negatywnej odpowiedzi w badanych komoérkach.
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Rysunek 47 Przezywalno$¢ komorek linii 4T1 (okreslona na podstawie testu XTT)

w kontakcie z kationowymi lub anionowymi kapsutami magnetycznymi o réznym stezeniu.

4.4.2, Sterowanie kapsutami zewnetrznym statym polem

magnetycznym

Przy wykorzystaniu statego pola magnetycznego pochodzacego z magnesu
neodymowego przeprowadzono eksperyment majacy na celu sterowanie kapsutami
do wnetrza komodrek nowotworowych. Skuteczno$¢ wnikania do komorek

weryfikowano za pomocg mikroskopu konfokalnego.

W pierwszym etapie badan sprawdzony zostat wplyw zewnetrznego statego pola
magnetycznego na komérki nowotworowe linii 4T1 bez obecnosci nosnika. Zebrane
zdjecia (Rysunek 48) definitywnie wykluczaja negatywny wptyw statego pola
magnetycznego, S$wiadczy o tym brak sygnatu fluorescencyjnego komorek
wybarwionych jodkiem propidyny, ktéry przenika jedynie przez uszkodzone btony
komérkowe.
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State pole 5 minut

Brak pola

State pole 15 minut

Rysunek 48 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komoérek barwionych barwnikami
fluorescencyjnymi Hoechst (kolumna lewa, filtr DAPI) i jodkiem propidyny (kolumna prawa,
filtr TRICT) po wyjeciu z inkubatora oraz poddanych 5 i 15 minutowemu dziataniu statego

pola magnetycznego. Skala: 20 um.

Nastepnie  przeprowadzono badania  weryfikujace mozliwo$¢ sterowania
kationowymi kapsutami za pomocg zewnetrznego statego pola magnetycznego do
wnetrza komoérek nowotworowych. Przedstawione zdjecia (Rysunek 49) wskazujq
na niewielka tendencje do samoistnego wnikania kapsut kationowych,
natomiast zastosowanie zewnetrznego stalego pola magnetycznego
zwieksza efektywnos¢ badanego zjawiska, a przede wszystkim przyczynia sie

do nagromadzenia kapsut w okolicy komoérek nowotworowych.

111



Brak pola

State pole 5 minut

State pole 15 minut

|

Rysunek 49 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komoérek podanych eksperymentowi
wprowadzenia znakowanych fluorescencyjnie, magnetycznych kapsut kationowych za
pomocg statego zewnetrznego pola magnetycznego. Kolumna lewa: Swiatto przechodzace
i filtr TRITC, kolumna prawa: filtr TRITC. Skala: 20 um.
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Skutecznos$¢ procesu wnikania kapsut kationowych, wspomaganego statym
zewnetrznym polem magnatycznym zostata sprawdzona poprzez fluorescencyjne
barwienie komorek po przeprowadzonym eksperymencie. Otrzymane zdjecia
(Rysunek 50) potwierdzaja, ze 15 minutowa ekspozycja na dziatanie stalego
pola magnetycznego w obecnosci magnetycznych kapsut kationowych w znaczacy

sposdb przyczynia sie do naruszenia integralnosci blony komoérkowej.

Brak pola

State pole 5 minut

State pole 15 minut

Rysunek 50 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komérek barwionych barwnikami
fluorescencyjnymi Hoechst (kolumna lewa, filtr DAPI) i jodkiem propidyny (kolumna prawa,
filtr TRICT) po poddaniu eksperymentowi wprowadzenia magnetycznych kapsut kationowych

za pomocgq statego zewnetrznego pola magnetycznego. Skala: 20 pm.
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Analogiczny eksperyment, sterowania nosnika za pomoca zewnetrznego pola
magnetycznego przeprowadzono dla kapsut anionowych. Otrzymane obrazy
(Rysunek 51) wskazujag na mozliwos¢ samoistnego wnikania kapsut
o ujemnym ladunku powierzchniowym do wnetrza komodrek na drodze
endocytozy, jednak zastosowanie zewnetrznego statego pola magnetycznego

zwieksza efektywnos¢ tego procesu.

State pole 5 minut Brak pola

State pole 15 minut

Rysunek 51 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komorek podanych eksperymentowi
wprowadzenia znakowanych fluorescencyjnie, magnetycznych kapsut anionowych za pomocg
statego zewnetrznego pola magnetycznego Kolumna lewa: Swiatto przechodzace i filtr TRITC,
kolumna prawa: filtr TRITC. Skala: 20 pm
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Przeprowadzone znakowanie fluorescencyjne komérek poddanych dziataniu statego
zewnetrznego pola magnetycznego w obecnosci kapsut anionowych oraz bez
udziatu zewnetrznego pola przedstawione zostato na Rysunku 52:. Otrzymane
obrazy potwierdzaja zwiekszong tendencje do samoistnego wnikania kapsut
anionowych do wnetrza komérek. Widoczne intensywne czerwone Swiecenie po
zastosowaniu zewnetrznego stalego pola magnetycznego sSwiadczy o
znaczgacym naruszeniu integralnosci btony komodrkowej, potwierdzajgcym

skuteczne wprowadzenie no$nika do komérek nowotworowych.

Brak pola

State pole 15 minut

State pole 5 minut

Rysunek 52 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komédrek barwionych barwnikami
fluorescencyjnymi Hoechst (kolumna lewa, filtr DAPI) i jodkiem propidyny (kolumna prawa,
filtr TRICT) po poddaniu eksperymentowi wprowadzenia magnetycznych kapsut anionowych

za pomocq statego zewnetrznego pola magnetycznego. Skala: 20 pm.
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4.4.3. Uwalnianie enkapsulowanej substancji zmiennym polem

magnetycznym

Kolejnym etapem prowadzonych badan byto kontrolowane uwolnienie substancji
enkapsulowanej w nosniku, za pomocg zewnetrznego zmiennego pola
magnetycznego o odpowiednim natezeniu. Badane uktady poddano wczesniejszemu
15 minutowemu dziataniu statego pola magnetycznego w celu wprowadzenia

nos$nika do wnetrza komodrek oraz nagromadzenia kapsut w ich obrebie.

Wyniki eksperymentu prowadzacego do zweryfikowania wptywu zmiennego pola
magnetycznego na komorki nowotworowe przedstawiajq zdjecia
z mikroskopu konfokalnego (Rysunek 53). Otrzymane obrazy potwierdzajq
zachowana ciaglos¢ blony komoérkowej po ekspozycji komorek na
zewnetrzne zmienne pole magnetyczne, na co wskazuje brak $wiecenia

fluorescencyjnego komédrek barwionych jodkiem propidyny.
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Zmienne stabe pole
5 minut

Rysunek 53 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komédrek barwionych barwnikami
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Zm

Zmienne silne pole
5 minut

fluorescencyjnymi Hoechst (kolumna lewa, filtr DAPI) i jodkiem propidyny (kolumna prawa,
filtr TRICT) poddanych 15 minutowemu dziataniu statego pola magnetycznego, a nastepnie

dziataniu zewnetrznego zmiennego pola magnetycznego. Skala: 20 pm.

Wyniki eksperymentu polegajacego na 15 minutowej ekspozycji uktadu
kationowych kapsut znakowanych fluorescencyjnie i komdérek nowotworowych na
zewnetrzne state pole magnetyczne oraz 5 minutowemu dziataniu zmiennego pola
magnetycznego o réznych parametrach przedstawiono na Rysunku 54:. Otrzymane
obrazy pokazuja, ze w przypadku kapsut kationowych zastosowanie silnego
zmiennego pola magnetycznego przyczynia sie do znaczaco wiekszej
efektywnosci przechodzenia kapsut przez btone komdrkowg, jednak nie prowadzi

do uwolnienia enkapsulowanej substancji we wnetrzu komorki.
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Rysunek 54 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komoérek podanych eksperymentowi
wprowadzenia i uwolnienia substancji enkapsulowanej w znakowanych fluorescencyjnie,
magnetycznych kapsutach  kationowych za pomocg 15 minutowego dziatania statego
zewnetrznego pola magnetycznego, a nastepnie odpowiedniego zmiennego pola
magnetycznego. Kolumna lewa: $wiatto przechodzace i filtr TRITC, kolumna prawa: filtr
TRITC. Skala: 20 um.

Naruszenie integralnosci btony komdrkowej potwierdzaja zdjecia komoérek
barwionych fluorescencyjnie po przeprowadzonym eksperymencie polegajacym na
ekspozycji na state zewnetrzne pole magnetyczne i zmienne pole magnetyczne
komorek w obecnosci kapsut kationowych (Rysunek 55). Otrzymane obrazy
$wiadczag o mozliwosci wprowadzenia kapsul do wnetrza komérek

z naruszeniem btony komérkowej, co przyczyni sie do ich Smierci.
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Zmienne stabe pole
5 minut

Rysunek 55 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komodrek barwionych barwnikami
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fluorescencyjnymi Hoechst (kolumna lewa, filtr DAPI) i jodkiem propidyny (kolumna prawa,
filtr TRICT) po poddaniu eksperymentowi wprowadzenia i uwolnienia substancji
enkapsulowanej w magnetycznych kapsutach kationowych za pomocg 15 minutowego
dziatania statego zewnetrznego pola magnetycznego, a nastepnie odpowiedniego zmiennego

pola magnetycznego. Skala: 20 pm.

Weryfikacje mozliwosci celowanego i kontrolowanego magnetycznie uwolnienia
enkapsulowanej substancji we wnetrzu komérek przeprowadzono réwniez dla
kapsut o ujemnym tadunku powierzchniowym. Przedstawione obrazy (Rysunek 56)
wykonane zostaty po 15 minutowym dziataniu statego pola magnetycznego
i 5 minutowym dziataniu odpowiedniego zmiennego pola magnetycznego na
komorki znajdujace sie w otoczeniu kapsul anionowych zawierajacych

barwnik fluorescencyjny. Wyniki otrzymane dla probki poddanej dziataniu silnego
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zmiennego pola magnetycznego w sposob jednoznaczny potwierdzajg mozliwos$¢
uwolnienia enkapsulowanej substancji we wnetrzu komorek

nowotworowych.

Zmienne stabe pole
5 minut
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Zm

Zmienne silne pole
5 minut

Rysunek 56 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komdrek podanych eksperymentowi
wprowadzenia i uwolnienia substancji enkapsulowanej w znakowanych fluorescencyjnie,
magnetycznych kapsutach  anionowych za pomoca 15 minutowego dziatania statego
zewnetrznego pola magnetycznego, a nastepnie odpowiedniego zmiennego pola
magnetycznego. Kolumna lewa: $wiatto przechodzace i filtr TRITC, kolumna prawa: filtr
TRITC. Skala: 20 um.

Wyniki weryfikacji stanu btony komodrkowej po eksperymencie majgqcym na celu

sterowane magnetycznie wprowadzenie i uwolnienie substancji znajdujacej sie we
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wnetrzu anionowej kapsuty przedstawia Rysunek 57. Intensywne czerwone
Swiecenie  fluorescencyjne potwierdza znaczace uszkodzenie blony
komorkowej, zwlaszcza w przypadku zastosowania zmiennego silnego pola
magnetycznego. Uszkodzenia te dotyczg wszystkich uchwyconych na zdjeciu
komoérek poddanych eksperymentowi z wykorzystaniem mocnego zmiennego pola

magnetycznego i definitywnie prowadza do $émierci tych komoérek

Rysunek 57 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komédrek barwionych barwnikami

nowotworowych.

Zmienne stabe pole
5 minut

e

dn

ienne sSre
pole 5 minut

z

Zm

Zmienne silne pole
5 minut

fluorescencyjnymi Hoechst (kolumna lewa, filtr DAPI) i jodkiem propidyny (kolumna prawa,
filtr TRICT) po poddaniu eksperymentowi wprowadzenia i uwolnienia substancji
enkapsulowanej w magnetycznych kapsutach anionowych za pomocg 15 minutowego
dziatania stalego zewnetrznego pola magnetycznego, a nastepnie odpowiedniego zmiennego

pola magnetycznego. Skala: 20 pm.
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4.4.4. Podsumowanie

Przeprowadzone eksperymenty miaty na celu okreslenie potencjatu aplikacyjnego
biopolimerowych kapsut magnetycznych opartych na ciektych olejowych rdzeniach.
Wykonany test przezywalnosci komdrek nowotworowych linii 4T1 w kontakcie
z kationowymi oraz anionowymi nosnikami wskazuje, przy odpowiednim stezeniu
kapsut, na brak cytotoksycznosci wzgledem badanych komoérek.
Przed przystgpieniem do zasadniczej czesci eksperymentéow wykonano badania
wykluczajace negatywny wplyw zewnetrznego statego i zewnetrznego zmiennego
pola magnetycznego na komorki. W przypadku kapsut kationowych otrzymane
wyniki pozwalajg wnioskowaé, ze zastosowanie zewnetrznego statego pola
magnetycznego wspomaga proces wnikania nosnika do wnetrza komorki poprzez
jego nagromadzenie, natomiast zastosowanie zmiennego pola magnetycznego
poprawia efektywnos¢ wnikania prowadzacego do uszkodzen btony komérkowej.
W  przypadku kapsut posiadajacych  ujemny tadunek  powierzchniowy
zaobserwowana zostata samoistna tendencja do wnikania nosnika do wnetrza
komoérek, jednakze zastosowanie statego zewnetrznego pola magnetycznego
znaczgco zwieksza efektywnosé tego procesu. Ponadto zastosowanie odpowiedniego
zewnetrznego zmiennego pola magnetycznego do kapsut poddanych
wczesniejszemu procesowi wspomaganego magnetycznie wprowadzenia do komorki

doprowadzito do uwolnienia enkapsulowanego barwnika w jej wnetrzu.
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Celem niniejszej pracy bylo otrzymanie i scharakteryzowanie nos$nika
hydrofobowych substancji aktywnych w postaci biopolimerowych kapsut
zdolnych do celowanego i magnetycznie kontrolowanego transportu oraz
uwolnienia enkapsulowanej substancji, w aspekcie potencjalnych aplikacji
biomedycznych. Przeprowadzone badania podzieli¢ mozna na trzy zasadnicze
etapy. Etap pierwszy obejmujacy synteze zwigzkéw i struktur niezbednych do
utworzenia nosnika, etap drugi polegajacy na otrzymaniu dwéch typow kapsut oraz
etap trzeci stanowigcy weryfikacje mozliwosci magnetycznego sterowania badanym
uktadem oraz jego zdolno$¢ do magnetycznie kontrolowanego uwolnienia

enkapsulowanej substancji wewnatrz komadrek nowotworowych.

Pierwsza cze$¢ badan prowadzita do otrzymania chitozanu modyfikowanego
jednoczesnie kationowo grupami glicydylotrimetyloamoniowymi
i hydrofobowo taincuchami dodecylowymi, anionowej pochodnej chitozanu
modyfikowanej grupami sulfonowymi oraz SPION pokrytych hydrofobowa
warstwa kwasu oleinowego. Zsyntezowane pochodne chitozanu zostaty
przebadane w celu okreslenia stopnia podstawienia odpowiednimi grupami.
Przeprowadzona zostata réwniez kompleksowa analiza fizykochemiczna

otrzymanych nanoczastek magnetycznych.

Kolejny etap polegat na optymalizacji procedury tworzenia biopolimerowego
nosnika w postaci kapsut opartych na cieklych olejowych rdzeniach
z enkapsulowanymi nanoczastkami magnetycznymi. Do stabilizacji olejowych
rdzeni wykorzystana zostata zsyntezowana wczesniej kationowo i hydrofobowo
modyfikowana pochodna chitozanu, natomiast wtasciwosci magnetyczne uzyskane
zostaty poprzez umieszczenie w olejowym rdzeniu nosnika magnetycznych
nanoczgstek tlenkéw zelaza pokrytych substancjg hydrofobowa. Nastepnie, dzieki
obecnosci dodatniego tadunku na powierzchni kapsut, zastosowana zostata metoda
nakfadania przeciwnie natadowanych warstw. W ten sposob poprzez natozenie na
powierzchni kapsuty anionowej pochodnej chitozanu otrzymany zostat drugi typ
no$nika posiadajacy ujemny tadunek powierzchniowy. Optymalizacje procesu
tworzenia kapsut przeprowadzono dazac do uzyskania struktur posiadajacych
w swoim rdzeniu jak najwieksze stezenie nanoczgstek przy odpowiednich
rozmiarach nos$nika oraz mozliwie duzej stabilnosci i silnie ujemnym lub dodatnim
fadunku powierzchniowym. Otrzymane kapsuty poddane zostaty doktadnej
charakteryzacji majacej na celu okreslenie budowy, rozmiaru, stabilnosci,

mozliwosci enkapsulacji zwigzkéow hydrofobowych oraz wiasciwosci magnetycznych.
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Ostatni etap badan, majacy na celu weryfikacje potencjatu aplikacyjnego badanych
kapsut w kontekscie magnetycznie sterowalnych nosnikéw przeznaczonych do
celowanego i kontrolowanego transportu oraz uwolnienia enkapsulowanej
substancji sprawdzono w badaniach komédrkowych. Przeprowadzony zostat test
cytotoksycznosci nosnika wzgledem wybranej linii komoérkowej, a na podstawie
otrzymanego wyniku wybrano odpowiednie stezenie niewywotujgce negatywnej
odpowiedzi komoérkowej. Nastepnie, zaréwno dla kapsut o dodatnim, jak i kapsut
o0 ujemnym tadunku powierzchniowym, przeprowadzono eksperyment majacy na
celu wprowadzenie nos$nika do wnetrza komoérek nowotworowych za pomocg
zewnetrznego statego pola magnetycznego. Otrzymane wyniki w sposoéb
jednoznaczny wskazuja na polepszenie efektywnos$ci wnikania kapsut
poprzez zastosowanie pola magnetycznego, przejawiajace sie
nagromadzeniem nosnika w obrebie komérki oraz skuteczniejszym
pokonaniem bariery, ktéra stanowi btona komérkowa.
Przeprowadzono takze eksperyment w ktérym zastosowano zmienne pole o réznych
parametrach. W przypadku kapsut kationowych zastosowanie zewnetrznego
zmiennego pola magnetycznego doprowadzilo do skuteczniejszego
wnikniecia nosnika do wnetrza komérki, natomiast zastosowanie takiego
pola w eksperymencie z kapsutami anionowymi skutkowalo uwolnieniem
enkapsulowanej substancji wewnatrz komoérek nowotworowych. Uprzednio
upewniono sie, czy state i zmienne zewnetrzne pola magnetyczne nie majq
negatywnego wptywu na stan komédrek. Wyniki eksperymentéw interpretowane byty
w oparciu o zdjecia pochodzace z mikroskopu konfokalnego preparatéw
komérkowych utrwalonych po przeprowadzonych badaniach oraz o zdjecia komérek
barwionych dodatkowo w celu uwidocznienia uszkodzen w bionie komorkowej

prowadzacych do ich $mierci.

Ukazanie mozliwosci magnetycznie kontrolowanego wprowadzenia
nosnika oraz uwolnienia enkapsulowanej substancji jest bardzo obiecujace
w kontekscie terapii celowanych. Ze wzgledu na biomedyczny charakter
potencjalnych aplikacji opisywane kapsuty wymagaja kontynuacji badan

w warunkach klinicznych, miedzy innymi w testach na zwierzetach.
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Rysunek 57 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komérek barwionych barwnikami
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pomocg 15 minutowego dziatania stalego zewnetrznego pola magnetycznego, a

nastepnie odpowiedniego zmiennego pola magnetycznego. Skala: 20 pm......... 121
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DOROBEK NAUKOWY

Prezentowane w niniejszej rozprawie wyniki zostaty opublikowane w czasopismie

nalezacym do Listy Filadelfijskiej:

Gumieniczek-Chtopek, E., Odrobinska, J., Straczek, T., Radziszewska, A.
Zapotoczny, S., Kapusta, C. Hydrophobically Coated Superparamagnetic
Iron Oxides Nanoparticles Incorporated into Polymer-Based Nanocapsules
Dispersed in Water. Materials 13, 1219 (2020)

Badania zwigzane z tematyka sterowalnych magnetycznie kapsut przedstawione

zostaty w pracy:

Odrobinska, J., Gumieniczek-Chtopek, E., Szuwarzynski, M., Radziszewska,
A., Fiejdasz, S., Straczek, T., Kapusta, C., Zapotoczny, S. Magnetically
navigated core-shell polymer capsules as nanoreactors loadable at the
oil/water interface. ACS Appl. Mater. Interfaces 11, 10905-10913 (2019)

Natomiast badania, wykonane w ramach zagranicznej wspdtpracy, zwigzane

z magnetyczng charakterystykg nanoczastek zostaty opublikowane w artykule:

Stachowska, J.D., Gamza, M.B., Mellor, C., Gibbons, E.N., Krysmann, M.].,
Kelarakis, A., Gumieniczek-Chtopek, E., Straczek, T., Kapusta, C.,
Szwajca, A. Carbon Dots/Iron Oxide Nanoparticles with Tuneable

Composition and Properties. Nanomaterials 12, 674 (2022)

Dzieki stazowi naukowemu, ktory miat miejsce w
The Institute of Nanoscience of Aragon od
8-30.07.2019 poszerzona  zostata  wiedza

NSTITUTO DE NANOCIENCIA 7 tematyki charakterystyki uktadow

Y
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magnetycznych wykorzystana w prezentowanej

pracy.

138



Wyniki przedstawione w rozprawie prezentowane byty w formie plakatow na
5 konferencjach krajowych i 4 konferencjach miedzynarodowych oraz w formie

referatu na jednej konferencji krajowej:

e KRK InnoTech Summit 2017, 26.10.2017 Krakow (Biopolimerowe kapsuty
zawierajace nanoczastki superparamagnetyczne jako funkcjonalne nosniki
substancji aktywnych),

e 3rd Grandmaster Early-Career Workshop in Physics, 19-23.02.2018
Wieden (Biopolymer Capsules with Magnetic Properties),

e 4th International Conference on Biomedical Polymers&Polymeric
Biomaterials, 15-18.07.2018 Krakéw (Polysaccharides-based Capsules
Loaded with Magnetic Nanoparticles),

e NanoBio Conference 2018, 24-28.09.2018 Heraklion (Polysaccharides-
based Capsules Loaded with Magnetic Nanoparticles),

e Innovative technologies in biomedicine: the 3rd international
conference, 22-24.10.2018 Krakdéw (Polysaccharides-based capsules
loaded with magnetic nanoparticles),

e Dokonania naukowe doktorantow VII, 30.03.2019 Poznan
(Biopolimerowe kapsuty zawierajagce nanoczgstki superparamagnetyczne
jako funkcjonalne nosniki przeznaczone do aplikacji biomedycznych)

e III Doktoranckie Sympozjum Nanotechnologii NanoMat, 13-
14.06.2019 t6dz (Biopolimerowe nanokapsuty z magnetycznym rdzeniem
przeznaczone do aplikacji biomedycznych), - referat

e XXXVII Reunion Bienal de la Real Sociedad Espanola de Fisica, 16-
17.07.2019
Zaragoza (Magnetically Navigated Polysaccharides-based Capsules as Smart
Delivery Systems),

e InterNanoPoland 2019, 16-17.10.19 Katowice (Magnetically Navigated
Capsules as Smart Delivery Systems Designed for Biomedical Applications),

e II Sympozjum Biomaterialy w medycynie i kosmetologii, 28.01.2021
konferencja online (Sterowane magnetycznie kapsuty biopolimerowe
przeznaczone do celowego i kontrolowanego transportu substancji

biologicznie aktywnych).
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