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Streszczenie rozprawy doktorskiej
Nanokapsuty polimerowe z magnetycznym rdzeniem do zastosowarn biomedycznych

Celem niniejszej pracy bylto otrzymanie oraz scharakteryzowanie sterowalnych
magnetycznie nosnikow polimerowych w postaci kapsut opartych na ciektych
olejowych rdzeniach stabilizowanych modyfikowanym polimerem pochodzenia
naturalnego. Zgodnie z hipoteza przeprowadzonych badan, nos$niki te maja za
zadanie wprowadzi¢ do komoérki enkapsulowana substancje, a nastepnie
umozliwi¢ jej uwolnienie. Caly proces ma sie odbywac¢ w sposéb magnetycznie
kontrolowany. Opracowane zostaty dwa rodzaje nosnikéw, z ujemnym oraz dodatnim
tadunkiem powierzchniowym, ktére wewnatrz zawieraty enkapsulowane nanoczastki
magnetyczne. Badane struktury dedykowane sg aplikacjom biomedycznym jako uktady
zdolne do celowanego i kontrolowanego transportu oraz uwolnienia hydrofobowej
substancji biologicznie aktywnej. Terapie wykorzystujgce nosniki, ktéore umozliwiajg
doktadne i ukierunkowane dostarczanie terapeutykdw w organizmie stanowig
innowacyjne i bardzo obiecujgce podejscie, zwtaszcza w terapii choréb nowotworowych.
Do gtéwnych zalet takiej formy leczenia nalezy mozliwos$¢ utrzymywania odpowiedniego
stezenia substancji czynnej w miejscu docelowym, prowadzacego do $mierci komorek
chorych, bez uszkodzenia komérek zdrowych, czyli bez dodatkowych skutkéw ubocznych.
Pierwszy etap badan stanowitlo 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 nanoczgstek
magnetycznych tlenkéw zelaza. Wykonana zostata dwuetapowa modyfikacja chitozanu
polegajaca na przylaczeniu grup kationowych oraz hydrofobowych fancuchow
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 wynidst 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, wyniést 53%. Ostatnig cze$¢ prac z zakresu wykonanych syntez
obejmowata wysokotemperaturowa reakcja prowadzgca do otrzymania nanoczagstek
magnetycznych tlenkéw Zelaza pokrytych substancjg hydrofobowg, ktére majg
odpowiadac¢ za magnetyczny charakter catego nos$nika. Obrazowanie przeprowadzone z
uzyciem STEM potwierdzito sferyczny ksztatt nanoczastek o s$rednich rozmiarach
rownych 15 nm. W celu potwierdzenia poprawnego odtozenia sie warstwy substancji
hydrofobowej na powierzchni nanoczastek wykonano pomiary spektroskopig FT-IR oraz
analize termiczng TGA-DSC. Na podstawie wynikow pomiaréw XRD wywnioskowano, ze
otrzymane nanoczgstki wykazujg budowe typu rdzen-powioka, przy czym rdzen
zbudowany jest z wustytu (22%), a powtoka z innej fazy tlenku zelaza (77%). Pomiary
przeprowadzone za pomocg spektroskopii Méssbauera, przy roznych temperaturach,
pozwolity wykazaé, ze drugq fazg tlenku zelaza tworzacg nanoczastki jest maghemit, a
badane struktury wykazujg wtasciwosci superparamagnetyczne. Superparamagnetyczny
charakter nanoczastek dla temperatury powyzej 275 K potwierdzony zostat poprzez
pomiary VSM. Drugi etap przeprowadzonych badan obejmowat optymalizacje procedury
syntezy oraz analize fizykochemiczng dwdch typéw magnetycznych kapsut, o ujemnym
oraz o dodatnim tadunku powierzchniowym, ktdére zostaty otrzymane przy wykorzystaniu
zwigzkow i struktur wytworzonych we wczesniejszym etapie pracy. Kapsuty o dodatnim
ftadunku powierzchniowym zostaty otrzymane na drodze samoorganizacji amfifilowej
pochodnej chitozanu, modyfikowanej grupami kationowymi i z naszczepionymi
tanncuchami alkilowymi, na powierzchni kropel oleju zawierajacych zdyspergowane
nanoczastki magnetyczne. Dodatkowe natozenie, poprzez zastosowanie techniki LbL,
warstwy anionowego chitozanu na powierzchnie kapsuf, prowadzito do otrzymania
drugiego typu nosnika (z ujemnym tadunkiem powierzchniowym). Na podstawie
pomiaréw DLS okreslono zmiany s$rednich wielkosci $rednic hydrodynamicznych
mierzonych w ciggu 48 tygodni - otrzymane warto$ci mieszczg sie w zakresie 140-170
nm dla kapsut kationowych i 140-230 nm dla kapsut anionowych. Zmierzone wartosci
potencjatu dzeta, wyznaczone réowniez w ciggu 48 tygodni, oscylowaty w granicach 30-40
mV dla kapsut o dodatnim fadunku zewnetrznym i -35 do -45 mV dla kapsut o ujemnym
tadunku. Otrzymane wartosci wskazujg na wysoka stabilnos$¢ wytworzonych nosnikow.
Zdjecia wykonane przy wykorzystaniu cryo-TEM potwierdzajg obecnos¢ nanoczgstek
magnetycznych w rdzeniu nosnika oraz jego rozmiar i sferyczny ksztatt. Mozliwosé
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 zostaty

poddane badaniom komodrkowym, ktore stanowily trzeci etap czesci doswiadczalnej



niniejszej pracy. Przeprowadzone badania miaty na celu weryfikacje potencjatu
aplikacyjnego opracowanych kapsut w kontekscie sterowanych magnetycznie nosnikéw
zdolnych do celowanego i kontrolowanego transportu oraz uwalniania enkapsulowanej
hydrofobowej substancji. Wszystkie testy wykonane zostaty wzgledem linii komodrkowej
raka sutka pochodzacej z tkanki gruczotu sutkowego mysiego (4T1). Cytotoksycznosc
kapsut zostata sprawdzona za pomocg testu XTT, a otrzymane wyniki pozwolity
wyznaczy¢ odpowiednie stezenie kapsut anionowych, jaki i kationowych, ktére nie
wykazuje toksycznosci wzgledem komodrek. Nastepie, przy wykorzystaniu statego pola
magnetycznego przeprowadzono eksperyment majacy na celu sterowanie kapsutami
zawierajacymi modelowy hydrofobowy barwnik fluorescencyjny i wprowadzenie ich do
wnetrza komoérek nowotworowych oraz weryfikacje wptywu prowadzonych doswiadczen
na stan komorek, wykorzystujac zdjecia pochodzace z mikroskopu konfokalnego.
W poczatkowej fazie testow wykluczony zostat negatywny wptyw statego pola
magnetycznego na komorki linii 4T1. Dalsza cze$¢ eksperymentdw wskazata na
mozliwo$¢ samoistnego wnikania do komodrek kapsut o dodatnim tadunku
powierzchniowym oraz, ze zastosowanie zewnetrznego statego pola magnetycznego
zwieksza efektywnos$¢ badanego zjawiska, przyczyniajac sie gtdwnie do nagromadzenia
kapsut w okolicy komdrek nowotworowych. Analogiczny eksperyment przeprowadzony
zostat przy wykorzystaniu kapsut o ujemnym tadunku powierzchniowym. Wykonane
zdjecia wskazuja na zwiekszong tendencje do samoistnego wnikania kapsut do wnetrza
komorki (w odniesieniu do kapsut kationowych), a zastosowanie statego pola
magnetycznego zwieksza efektywnos$¢ tego procesu. Ostatni etap badan komorkowych
miat na celu sprawdzenie mozliwosci kontrolowanego uwalniania substancji
enkapsulowanej w nosniku, ktéry uprzednio, za pomocg statego pola magnetycznego,
zostat wprowadzony do komorki. W tym celu odpowiednio przygotowang prébke
poddawano ekspozycji na dziatanie zewnetrznego zmiennego pola o rdznych
parametrach. Analogicznie, jak w przypadku eksperymentéw zwigzanych ze statym
polem magnetycznym, wykluczony zostat szkodliwy wptyw dziatania samego pola na
komoérki. Obrazy =z mikroskopu konfokalnego otrzymane po przeprowadzeniu
eksperymentédw z kapsutami o dodatnim tadunku powierzchniowym ukazujg 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 mozliwos¢ uwolnienia
enkapsulowanej substancji we wnetrzu komorki poprzez zastosowanie odpowiedniego

zmiennego pola magnetycznego.



