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STRESZCZENIE

Niniejsza praca doktorska dotyczy syntezy, charakterystyki i oceny uzytkowej
wielowarstwowych nano- oraz mikronosnikow hydrozelowych, zaladowanych substancjami
aktywnymi  pochodzenia  naturalnego  oraz  otulonych  funkcjonalnymi  filmami
polielektrolitowymi. Zaprojektowane uktady wytworzono na drodze emulgowania pod
normalnym ci$nieniem, emulgowania pod wysokim ci$nieniem - homogenizacja
wysokocisnieniowa (ang. high pressure homogenization, HPH) i ekstruzji z zelowaniem
jonowym. Dzigki etapowi planowania eksperymentu i doborze odpowiednich parametrow
procesowych, otrzymano produkty o sprecyzowanych cechach uzytkowych i okre$lonej
funkcjonalnos$ci: pozadany rozmiar, niska polidyspersyjnos¢, wysoka wydajnos¢ enkapsulacji i
przestrzen zatadunkowa, odpowiedni czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej oraz
odpowiednie wlasciwosci biologiczne (aktywnosé przeciwnowotworowa lub
przeciwdrobnoustrojowa). Uzyskane nano- i mikronosniki hydrozelowe stanowity stabilne uktady
przeznaczone do dostarczania substancji aktywnych pochodzenia roslinnego o aktywnosci
przeciwnowotworowej lub bakteriobdjczej] w sposdb rownoczesny lub nastepczy w tzw.
chemioterapii skojarzonej (ang. combination therapy).

Na kazdym etapie realizowanych prac badawczych wykonano planowanie eksperymentu
umozliwiajagce wyselekcjonowanie najkorzystniejszych parametrow procesu Otrzymywania
nos$nikéw oraz dobranie odpowiednich sktadnikow budulcowych w celu otrzymania uktadow
speliajacych kryteria zaro6wno fizykochemiczne, jak i biologiczne, ktore sg stawiane wspot-
czesnym systemom dostarczania lekow (ang. Drug Delivery Systems, DDS). Do syntezy nano- i
mikroczastek hydrozelowych zastosowano biokompatybilne i biodegradowalne materiaty takie
jak polielektrolity naturalne (alginian sodu, chitozan) i syntetyczne (kwas poliakrylowy,
chloroworek polialliloaminy). Wielowarstwowe nano- i mikroczastki hydrozelowe otrzymano
dwuetapowo. W pierwszym etapie enkapsulowano zwigzki chemoterapeutyczne (chemopre-
wencyjne): kurkumina (KUR), resweratrol (RES) i galusan epigallokatechiny (EGCG) lub
substancj¢ bakteriobojcza: ekstrakt z owocow zurawiny (EOZ) w rdzeniu polimerowym. W
drugim etapie otrzymane nosniki funkcjonalizowano biokompatybilnymi filmami polielektro-
litowymi, stosujac technike warstwa-po-warstwie (ang. Layer-by-layer, LbL) w celu otrzymania
uktadow wielofunkcyjnych. Uzyskane w ten sposob nosniki stanowig nowoczesne formulacje
taczace w sobie kilka funkcji dzigki czemu moga by¢ wykorzystywane w terapiach skojarzonych.

Charakterystyka otrzymanych nano- i mikroczastek hydrozelowych obejmowata okreslenie
ich rozmiaréw i indeksow polidyspersyjnosci (ang. Polydispersity Index, Pdl) oraz zobrazowanie
morfologii. Mikronosniki zostaty scharakteryzowane za pomocg technik takich jak mikroskopia
optyczna (ang. Optical Oicroscopy, OM), skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning
Electron Microscopy, SEM) i skaningowa laserowa mikroskopia konfokalna (ang. Confocal Laser
Scanning Microscopy, CLSM). Natomiast charakterystyk¢ nanono$nikow wykonano z



wykorzystaniem nastepujgcych metod: dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. Dynamic Light
Scattering, DLS), transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron
Microscopy, TEM), skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy,
SEM) oraz mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy, AFM). Przeprowadzone
badania pozwolity  wyselekcjonowa¢ nos$niki o  najkorzystniejszych  parametrach
fizykochemicznych. Otrzymane mikrono$niki w zalezno$ci od zastosowanej metodologii miaty
rozmiary w zakresie 30-70 um badz 600-1000 um i charakteryzowaty si¢ wspotczynnikiem
polidyspersyjnosci PdI<I. Z kolei otrzymane nanonos$niki posiadaly $rednice w zakresie 100-200
nm i indeks polidyspersyjnosci PdI<0,3. Ponadto, wszystkie badane czastki hydrozelowe miaty
sferyczny ksztalt. Wykorzystujac spektroskopie w podczerwieni (ang. Fourier Transformed
Infrared Spectroscopy, FTIR) oraz spektroskopie w zakresie nadfioletowym i widzialnym (ang.
Ultraviolet/Visible Spectroscopy, UV-Vis) potwierdzono skuteczng enkapsulacje substancji
aktywnych w no$nikach. Otrzymane uktady charakteryzowaty si¢ dobra i dlugotrwata stabilnoscia
koloidalng. Mikrowaga kwarcowa z kontrola dyssypacji energii (ang. Quartz Crystal
Microbalance with Dissipation Monitoring, QCM-D) i elipsometria spektroskopowa (ang.
Spectroscopic Ellipsometry, ES) pozwolity zbada¢ kinetyke adsorpcji 1 wlasciwosci
wiskoelastyczne filmow polielektrolitowych, wykorzystywanych do otulania nosnikéw. Badanie
szybkosci uwalniania substancji aktywnych z wytworzonych czastek hydrozelowych potwierdzito
ich zdolno$¢ do uwalniania enkapsulowanych zwigzkéw w sposob kontrolowany.

Ostatni etap niniejszej pracy obejmowat oceng biologiczng wybranych produktoéw: aktywnos¢
cytotoksyczna dotyczaca oddziatywania in vitro nano- i mikronosnikow z ludzkimi liniami
komorek nowotworowych (rak pgcherza moczowego 5637) lub aktywnos¢ przeciwdrobno-
ustrojowa mikronos$nikéw wzgledem szczepu bakterii Gram-dodatniej (Staphylococcus aureus
PCM 2054) i Gram-ujemnej (Serratia marcescens PCM 549). Cytotoksycznos¢ otrzymanych
czastek badano przy uzyciu testu soli tetrazolowej (ang. (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide) assay, MTT) oraz testu sulforodaminy B (ang. Sulforhodamine B Assay,
SRB). Natomiast wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe mikronosnikow badano metoda
dyfuzyjno-krazkowa (ang. Disc Diffusion Test, DDT). Wyniki aktywno$ci biologicznej
potwierdzity skuteczny efekt cytotoksyczny badanych uktadow wobec komorek nowotworowych
oraz ich dobre dziatanie antybakteryjne przeciwko Staphylococcus aureus i Serratia marcescens.

Otrzymane rezultaty wskazuja, ze wytworzone nano- i mikroczastki hydrozelowe stanowig
efektywne nosniki zdolne do enkapsulacji zarowno hydrofilowych, jak i hydrofobowych zwig-
zkow biologicznie czynnych. Zastosowanie planowania eksperymentu pozwolito uprosci¢ proces
otrzymywania nano- i mikronosnikow, obnizy¢ jej koszty, jednoczes$nie zwigkszajac optacalnosé
procesu. Dobor kluczowych parametréw kontrolnych procesu wytwarzania nosnikéw pozwolit

opracowaé¢ efektywne rozwigzanie technologiczne, uzyskujac produkt o pozadanych



wlasciwo$ciach. Zaprezentowane w dysertacji wyniki sg podstawg do dalszych badan nad
zastosowaniem otrzymanych struktur jako skutecznych systemow dostarczania lekow.

ABSTRACT

The doctoral thesis concerns the synthesis, characterization and evaluation of multilayer
hydrogel nano- and microcarriers loaded with active substances of natural origin and coated with
functional polyelectrolyte films. The designed systems were formed using emulsification under
normal pressure, emulsification under high pressure - high pressure homogenization (HPH) and
extrusion with ionic gelation. The design of experiments (DoE) and the selection of appropriate
process parameters allowed to obtain the products with specific functional features, i.e. desired
size, low polydispersity, high encapsulation efficiency and loading capacity, proper half-life of
active substance and biological properties (anticancer or antimicrobial activity). The prepared
hydrogel nano- and microcarriers were stable systems intended for the simultaneous or subsequent
delivery of plant-derived active substances with anticancer or antibacterial properties in the
combination chemotherapy.

At each stage of this work, the design of experiment was applied to select the most favorable
parameters of particle formation process and to choose the appropriate components of carrier
systems. The selected parameters enabled to obtain products that fulfill both physicochemical and
biological criteria required for the modern drug delivery systems (DDS). Biocompatible and
biodegradable materials such as natural polyelectrolytes (sodium alginate, chitosan) and synthetic
polyelectrolytes (polyacrylic acid, polyallylamine chloride) were used for the synthesis of
hydrogel nano- and microparticles. Multilayer nano- and microcarriers were obtained in two
stages. In the first stage, chemotherapeutic (chemopreventive) compounds including curcumin
(CUR), resveratrol (RES) and epigallocatechin gallate (EGCG) or a antimicrobial substance such
as cranberry fruit extract (EOZ) were encapsulated in a hydrogel core. In the second step, the
prepared carriers were functionalized with biocompatible polyelectrolyte films using layer-by-
layer (LbL) technique to form multifunctional systems. The obtained nano- and microcarriers are
modern formulations connecting several functions, which means that they can be applied in
combination therapies.

The characterization of hydrogel nano- and microparticles included the determination of their
sizes and polydispersity index (Pdl) as well as imaging of their morphology using several
techniques, such as Dynamic Light Scattering (DLS), Optical Microscopy (OM), Scanning
Electron Microscopy (SEM), Transmission Electron Microscopy (TEM), Confocal Laser
Scanning Microscopy (CLSM), and Atomic Force Microscopy (AFM). The conducted research
allowed to select carriers with the most favorable physicochemical parameters. The obtained
microcarriers had sizes in the range of 30-70 um or 600-1000 um, depending on the used
methodology and they were characterized by a polydispersity coefficient - PdI<1. In turn, the



obtained nanocarriers had a diameter in the range of 100-200 nm and a polydispersity index -
PdI<0.3. In addition, both the hydrogel nano- and microparticles had a spherical shape. Fourier
Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR) and Ultraviolet/Visible Spectroscopy (UV-Vis) were
used to confirm the effective encapsulation of active substances in carriers. The prepared systems
were characterized by a high and long-term colloidal stability. Quartz Crystal Microbalance with
Dissipation Monitoring (QCM-D) and Spectroscopic Ellipsometry (ES) allowed to study the
adsorption kinetic and viscoelastic properties of polyelectrolyte films. The mechanical properties
of the microcarriers were determined using the parallel plates compression test, which confirmed
the high strength and mechanical resistance of the microparticles. The study of the release rate of
active substances from hydrogel particles confirmed their ability to release the encapsulated
compounds in a controlled manner.

The last stage of this work was the biological evaluation of selected products. The cytotoxic
activity - in vitro interaction of nano- and microcarriers with human cancer cell lines (bladder
cancer 5637) or antimicrobial activity of microcarriers against a Gram-positive bacteria
(Staphylococcus aureus PCM 2054) and Gram-negative bacteria (Serratia marcescens PCM 549)
was assessed. The cytotoxicity of the obtained particles was tested using the 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide assay (MTT) and the sulforhodamine B
assay (SRB). The antimicrobial properties of microcarriers were tested using the disc diffusion test
(DDT). The biological studies confirmed the efficient cytotoxic effect of the tested nano- and
microsystems against bladder cancer cells. The evaluation of antimicrobial properties of
microparticles showed that the obtained carriers possess good antibacterial activity against
Staphylococcus aureus and Serratia marcescens.

The obtained results indicate that the produced hydrogel nano- and microparticles are
effective carrier systems capable of encapsulating both hydrophilic and hydrophobic biologically
active compounds. The usage of design of experiments simplified the methodology of nano- and
microcarriers formation, reduced production costs as well as increased the effectiveness of the
process. The selection of the key control parameters of the carrier fabrication process allowed to
achieve an effective technological solution based on the formation of a product with the desired
functional properties. The presented results are the basis for further research concerning the
application of obtained structures as effective drug delivery systems.
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1. WPROWADZENIE

W ostatnich latach projektowanie nano- oraz mikronos$nikow lekéw 0 zdefiniowanych
cechach uzytkowych oraz zrozumienie zaleznosci pomiegdzy ich struktura, a wlasciwosciami stato
si¢ ciekawym zagadnieniem i obszarem licznych badan zar6wno w dziedzinie biotechnologii,
technologii farmaceutycznej jak i inzynierii oraz technologii chemicznej. Opracowywanie nowych
i skutecznych systemow dostarczania lekow (ang. Drug Delivery Systems, DDSs) do miejsc
zmienionych chorobowo jest przedmiotem zainteresowania wielu osrodkow badawczych.
Dynamiczny postep w technologii organicznej i farmaceutycznej sprawia, ze opracowywujac
I syntezujac nowe DDSs nalezy wzig¢ pod uwagg szereg zatozen i wymogow, ktore powinny
spelia¢ wspotczesne nosniki substancji aktywnych, takich jak:

e ochrona zwigzku terapeutycznego przed degradacja,

e wysoka pojemnos¢ zatadunkowa substancji czynnej (poprawa biodystrybucji),

e stabilnos$¢ fizyczna oraz chemiczna no$nikow podczas przechowywania i doprowadzania
do miejsca chorobowo zmienionego,

e kontrolowane dostarczanie zwiazku aktywnego do miejsca dziatania z wykluczeniem
przedwczesnego uwalniania,

e selektywny transport nosnikow do miejsca docelowego z uniknigciem penetracji do
komorek niezmienionych chorobowo,

e Dbiodegradowalnos¢, biokompatybilnos¢ i niska toksyczno$¢ wobec zdrowych tkanek,

e mozliwo$¢ przeniesienia produkcji ze skali laboratoryjnej na skalg przemystowa,

e niski koszt produkcji.

Opracowanie no$nika spelniajagcego powyzsze kryteria stanowi duze wyzwanie dla
technologow, sklaniajac ich do planowania eksperymentow, w celu uzyskania efektywnego
rozwigzania technologicznego i otrzymania produktu o pozadanych cechach. Zaplanowanie
przebiegu badan pozwala na dobor odpowiednich parametrow procesowych, umozliwiajac
uzyskanie nosnika o sprecyzowanych wlasciwosciach, a takze na zrozumienie zalezno$ci miedzy
parametrami wejSciowymi, a wyj§ciowymi procesu.

Niniejsza praca dotyczy nowych nano- i mikronosnikow substancji pochodzenia naturalnego,
przeznaczonych do terapii raka pecherza moczowego. Obecnie jedng z metod leczenia tego typu
nowotworu jest dopecherzowe podawanie lekow chemioterapeutycznych z uzyciem cytostatykow
takich jak doksorubicyna (ang. Doxorubicin, DOX), epirubicyna (ang. Epirubicin, EPI) czy
mitomycyna (ang. Mitomycin C, MMC). Celem takiej terapii jest usuni¢cie komorek rakowych w
srodowisku pecherza badz zmniejszenie wielkosci guza, zahamowanie rozprzestrzeniania si¢
komoérek nowotworowych do innych cze$ci ciala oraz profilaktyka nawrotdw 1 progresji
nowotworow. Jednak ze wzgledu na fakt, iz cytostatyki sg substancjami toksycznymi

o potencjalnym dziataniu kancerogennym, teratogennym lub mutagennym, potencjalna



alternatywa dla tych zwigzkoéw mogg by¢ substancje pochodzenia naturalnego o whasciwosciach
chemioterapeutycznych i chemioprewencyjnych. Dlatego niniejsza rozprawa doktorska obejmuje
opracowanie metodologii otrzymywania nano- i mikrono$nikéw hydrozelowych o zadanych
cechach uzytkowych i okreslonej funkcjonalno$ci poprzez dobdr odpowiednich parametrow
procesowych. Substancje aktywne pochodzenia naturalnego enkapsulowano w zaprojektowanych
rdzeniach polimerowych z wykorzystaniem trzech metodologii: emulgowania pod normalnym
Cisnieniem (templatowania), emulgowania pod wysokim cisnieniem (homogenizacja
wysokocisnieniowa) i ekstruzji z zelowaniem jonowym. Otrzymane rdzenie funkcjonalizowano
filmami polielektrolitowymi za pomoca przeciwnie natadowanych polielektrolitow stosujac
technike  warstwa-po-warstwie  (ang. Layer-by-layer, LbL). Przedstawione badania
fizykochemiczne dowodzg, iz otrzymane nano- i mikroczastki hydrozelowe charakteryzuja sig
odpowiednimi rozmiarami, wysoka stabilnoscia koloidalng, efektywna wydajnoscia enkapsulacji
i pojemnos$cig zatadunkowg zwigzkéw biologicznie czynnych, ktorych uwalnianie nastepuje w
sposob  kontrolowany. Ponadto, przeprowadzone badania biologiczne potwierdzaja, ze
syntezowane uktady maja skuteczne wilasciwosci cytotoksyczne wzgledem komorek
nowotworowych pegcherza moczowego badz charakteryzuja si¢ dobrag aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojows. Uzyskane wyniki $wiadcza o tym, ze skonstruowane no$niki
hydrozelowe mogg zosta¢ wykorzystane W dopecherzowym leczeniu raka pecherza moczowego
dostarczajac substancje aktywne pochodzenia naturalnego w sposob rownoczesny lub nastepczy
w terapiach skojarzonych (ang. Combination Therapies).



2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Nano- i mikroczgstki hydrozelowe jako nosniki substancji aktywnych

2.1.1. Definicja i charakterystyka

Hydrozele to uktady koloidalne, w ktorych fazg zdyspergowana (rozproszong) jest woda,
a fazg rozpraszajaca (formujaca/zelujaca) sa rozmaite polimery (naturalne, sztuczne badz ich
modyfikacje). Hydrozele sktadaja si¢ w 99% z wody, ktora wypelia przestrzenie migdzy
usieciowanymi tancuchami polimerowymi. Cechg charakterystyczng tych materiatdéw jest bardzo
duza chtonno$¢ oraz zdolnoéé do pecznienia w roztworach.! Hydrozele sa klasyfikowane
wzgledem ich pochodzenia, metody otrzymywania, usieciowania, natury pecznienia, sity jonowej,
odpowiedzi na bodzce i biodegradacji jak pokazno na Rys. 2.1.2 Hydrozele mogg by¢ wytwarzane
na rézne sposoby w zaleznosci od ich wielkosci, struktury, sktadu i wlasciwosci. Wszystkie te
czynniki decyduja o funkcjonalnosci i zastosowaniu hydrozeli. Rozmiar struktur hydrozelowych
moze si¢ bardzo r6zni¢ w zaleznosci od metody ich otrzymywania, struktury o skali nanoskopowej
okreslane sa jako nanoczastki hydrozelowe (nanozele), natomiast wieksze struktury rzedu
wielkosci mikrona okreslane sa mikroczastkami hydrozelowymi (mikrozele).® Nano- i mikrozele
tacza typowe cechy: migkka, tatwo odksztalcalna i porowata struktura, zwigkszona
przepuszczalnos¢, wytrzymato$¢ mechaniczna i odporno$¢ na degradacje. Nano- i mikrozele
posiadaja unikalne witasciwosci funkcjonalne, duza powierzchni¢ wilasciwa oraz mozliwosé
kontrolowania morfologii i struktury. Ich wtasciwosci mechaniczne i chemiczne mogg by¢ z
latwoscig dopasowywane na etapie tworzenia tych struktur. Nano- i mikroczastki hydrozelowe
znajdujg zastosowanie w: biokatalizie, oczyszczaniu biologicznym, dostarczaniu zwigzkow
wielkoczasteczkowych/érodkow terapeutycznych, diagnostyce obrazowej i inzynierii tkankowej.

Nano- i mikrozele stanowia ciekawg alternatywe dla obecnie stosowanych no$nikéw lekow
ze wzgledu na duzg stabilno$¢, wysokg skutecznos¢ enkapsulacji substancji bioaktywnych,
zdolno$¢ do przedtuzonej cyrkulacji leku w krwiobiegu, mozliwo$¢ reagowania na bodzce
zewngtrzne oraz docelowe dostarczanie $rodkow terapeutycznych do miejsc chorobowo
zmienionych.}* Rozmiar czastek, szczegodlnie tych w skali nanoskopowej, ma bezposredni wptyw
na biodostepnos¢ enkapsutowanej substancji w organizmie, gdyz umozliwia skuteczng penetracje
tkanek. Ponadto, fagodne warunki procesu tworzenia tych struktur umozliwiajg enkapsulacje
wrazliwych srodkow terapeutycznych. Nano- i mikrozele zazwyczaj zbudowane sa z polimerow
hydrofilowych, dzigki czemu sg wysoce stabilne w $rodowisku wodnym, co jest szczegdlnie
istotne w zastosowaniach in vivo. Czastki hydrozelowe wytwarzane s najczesciej z polimerow
pochodzenia naturalnego takich jak polisacharydy, biatka lub niskotoksycznych polimerow
syntety-cznych co sprawia, ze nos$niki te charakteryzuja si¢ wysoka biokompatybilnoscia,
biodegradowalnoscia, brakiem toksycznosci, a ich stosowanie w formulacjach farmaceutycznych

jest bezpieczne.>® Ogromng zaleta nano- i mikrozeli jest mozliwo$¢ uwalniania substancji
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aktywnej w sposob kontrolowany pod wptywem czynnika zewnetrznego np. pH, temperatury, sity
jonowej, $wiatta czy ci$nienia.”* Kolejnym atutem tego typu no$nikéw jest mozliwosé
projektowania ich struktury i sktadu w taki sposob, aby kontrolowa¢ uwalnianie wiecej niz jednej
substancji enkapsulowanej do zastosowan w terapiach skojarzonych.?® Szczegdlng cecha czastek
hydro-zelowych jest zdolno$¢ do funkcjonalizacji ich powierzchni w Kierunku nadania im
specyficznych wlasciwosci chemicznych i biologicznych. Otrzymanie nano- i mikrozeli
o okreslonych cechach uzytkowych i spetniajacych wymagania skutecznych nos$nikow lekow,
zwigzane jest z przedstawieniem ich petnej charakterystyki: struktury, sktadu, wielkosci, tadunku
powierzchniowego, stopnia enkapsulacji, stabilnosci, szybkosci uwalniania substancji aktywnej
oraz wlasciwosci mechanicznych.

Charakterystyka struktury nano- i mikroczastek hydrozelowych obejmuje: ksztatt (kulisty,
elipsoidalny, wloknisty), rozmiar (koloidalny, niekoloidalny), sktad (polimery naturalne,
syntetyczne) i upakowanie (stopien usieciowania).® Cechy te maja wptyw na liczne wtasciwosci
funkcjonalne, migdzy innymi wtasciwosci optyczne, stabilnosé, reologie, protekcje i uwalnianie
substancji enkapulowanej. Struktura mikrozeli moze by¢ kontrolowana na etapie procesu
produkcyjnego w celu modyfikacji ich wlasciwosci uzytkowych. Struktura wewnetrzna tych
czastek moze by¢ homogeniczna i mie¢ jednorodny sktad, badZ heterogeniczna i zawiera¢ roézny
sktad. Struktury niejednorodne dzielg si¢ na dwa typy: rdzen-powloka (ang. core-shell) lub
dyspersja (ang. dispersion), jak przedstawiono na Rys. 2.2. Struktura rdzen-powtoka moze by¢
utworzona przez pokrycie powierzchni mikrozeli o jednorodnej strukturze, warstwa innego
materialu, np. otulanie mikrozeli warstwa polielektrolitu o przeciwnym tadunku
elektrostatycznym. Z kolei struktura dyspersji moze by¢ otrzymana przez kontrolowane
rozdzielanie mieszaniny polimeréw na kilka faz lub przez zamykanie mniejszych czastek w
wiekszych czgstkach hydrozelowych. Zazwyczaj mikrozele posiadajace jednorodng strukture sa
szybsze i prostsze w produkcji, ale maja ograniczong funkcjonalno$¢ w poréwnaniu z mikrozelami
0 heterogenicznej strukturze.

Wielkos¢ czastek hydrozelowych jest zalezna od kilku czynnikéw takich jak sktadniki
tworzace nosnik, metoda wytwarzania czastek oraz warunki procesowe. Rozmiar nano- i mikrozeli
jako no$nikéw lekéw ma istotny wptyw na ich cechy uzytkowe, do ktorych nalezg wyglad,
stabilnos$¢, biodystrybucje leku, uwalnianie substancji enkapsulowanej oraz jej ochrona przed
degradacja. Wlasciwosci optyczne zawiesiny czastek hydrozelowych zaleza gléwnie od ich
wymiaréw. Rozpraszanie swiatta zazwyczaj jest najsilniejsze, gdy wielkos$¢ czastek jest zblizona
do dhlugosci fali $wiatta (ok. 500 nm) i stabnie dla mniejszych lub wigkszych czastek. Dlatego
mikrozele o rozmiarach zblizonych do tej wartosci tworzg metng lub mato przejrzysta zawiesing.
Nalezy podkresli¢, ze wlasciwosci optyczne czastek hydrozelowych zaleza roéwniez od
wspotczynnika zalamania $wiatta oraz stezenia czastek w uktadzie. Kolejng cecha nano-

1 mikrozeli jest ich stabilno$¢. Sktonnos$¢ czastek do separacji lub agregacji jest silnie zalezny od



ich wielkosci. W szczegolnosci szybkos$¢ sedymentacji czastek wzrasta wraz ze wzrostem ich

rozmiaru, co moze by¢ waznym czynnikiem determinujacym zastosowanie takich no$nikow.

STRUKTURA
HOMOGENICZNA

RDZEN-POWLOKA DYSPERSJA

Y
STRUKTURA
HETEROGENICZNA

Rys. 2.2. Rodzaje wewngtrznej struktury czgstek hydrozelowych.

Rozmiar nano- i mikrozeli jako no$nikow lekow jest istotnym parametrem okreslajagcym
prawidtowa biodystrybucje¢ substancji aktywnej oraz jej wnikanie do komorek patologicznych
omijajac zdrowe komorki, nie podlegajace leczeniu.* Zaprojektowanie noé$nikow o okreslone;
wielko$ci jest niezbedne w zapobieganiu szybkiego uwalniania leku z organizmu, unikaniu
zatykania naczyn wlosowatych, a przede wszystkim umozliwieniu skutecznego gromadzenia si¢
substancji terapeutycznej w komorkach nowotworowych wykorzystujac efekt zwigkszone;j
przepuszczalno$ci (ang. Enhanced Permeability and Retention Effect, EPR), ktory szerzej zostat
opisany w Rozdziale 2.4. Rozmiar nano- i mikroczastek hydrozelowych ma rowniez kluczowy
wplyw na zdolno$¢ uwalniana substancji aktywnych. Szybko§¢ uwalniania leku spada wraz ze
wzrostem wielkosci czastek, dlatego kontrola ich rozmiaru jest niezbedna do prawidtowego
okreslania profili uwalniania zwigzkéw aktywnych. Zdolno$¢ tego typu nosnikow do ochrony
substancji terapeutycznej przed degradacja zalezy rowniez od wielkosci czastek. Degradacja leku
zachodzi czgsto pod wplywem niekorzystnych warunkéw $rodowiska. W tym przypadku, czastki
o wiekszej Srednicy zapewniaja lepsza ochrong substancji aktywnej, gdyz obszar, w ktorym
powierzchnia nosnika jest w kontakcie z otaczajacym go medium jest zredukowany.

Sposob usieciowania czasteczek biopolimerow w czastkach hydrozelowych odgrywa istotng
role w okresleniu ich wlasciwosci reologicznych, stabilnosci i mozliwo$ci uwalniania zwigzkow
czynnych. Lancuchy polimerowe moga by¢ potaczone w wyniku fizycznie badz chemicznie
usieciowanej struktury, zgodnie z Rys. 2.3.° Do oddziatywan fizycznych zaliczamy: wigzania
wodorowe, sity van der Waalsa, oddziatywania hydrofobowe lub elektrostatyczne. Natomiast
sieciowanie chemiczne wystepuje w wyniku tworzenia si¢ wigzan kowalencyjnych pomiedzy

tancuchami polimerow a $rodkiem sieciujacym.® Czastki o fizycznie usieciowanej strukturze



mozna otrzymywac¢ w tagodnych warunkach procesowych, lecz tworza mniej stabilne uktady niz
czastki, ktorych struktura jest chemicznie usieciowana. Konformacja, liczba oraz potozenie

usieciowanych fancuchow znaczaco wptywa na wtasciwosci funkcjonalne nano- i mikrozeli.
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Porowato$¢ sieci polimerowych w czastkach hydrozelowych odgrywa duzg role w zatrzymy-
waniu, ochronie oraz uwalnianiu substancji leczniczych. Porowato$¢ okre$lana w kontekscie
rozmiaru poré6w miedzy tancuchami polimeréw, determinuje szybkos$¢ przenikania zwigzkoéw
aktywnych przez sieci polimerowe, a tym samym warunkuje ich proces uwalniania. W przypadku,
gdy wielkos$¢ substancji czynnej jest znacznie wigksza niz rozmiar porow, substancja ta zostaje
zatrzymana w nosniku. W sytuacji odwrotnej, gdy wielko$¢ leku jest mniejsza niz rozmiar porow,

lek ten z tatwoscia dyfunduje przez usieciowang strukture i zostaje uwolniony z nosnika.

2.1.1. Skladniki budulcowe

Wybor wiasciwych sktadnikow budulcowych do tworzenia nano- 1 mikroczastek
hydrozelowych, jako bezpiecznych i1 skutecznych no$nikow lekow jest zalezny od kilku
czynnikow takich jak: wlasciwosci fizykochemiczne materiatdw tworzacych czastki
(rozpuszczalno$¢, polarnos¢, tadunek elektryczny), charakter substancji enkapsulowanych
(stabilno$¢, polarnosé, rozpuszczalno$¢) oraz pozadane wilasciwosci fizykochemiczne
I biologiczne  no$nikéw  (rozmiar, tadunek  powierzchniowy, przepuszczalnosc,
biodegradowalnos$¢, zdolno$¢ do uwalniania zwigzkoéw aktywnych).!? Sktadniki wykorzystywane
jako bloki budulcowe nos$nikow lekow powinny by¢ ogdlnie uznane za bezpieczne (ang. Generally
Recognised As Safe, GRAS).!! Aby zaprojektowa¢ nano- oraz mikronosniki o okreslonej

funkcjonalno$ci, materialty budujace zarowno rdzen nosnikéw jak i ich zewnetrzne powloki,
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muszg spelnia¢  odpowiednie wymagania, miedzy innymi wysoka biokompatybilnosc,
biodegradowalnos$¢, stabilno§¢ termiczna i oksydacyjna oraz niska toksyczno$¢. Ponadto,
sktadniki stosowane do enkapsulacji substancji czynnych oraz tworzenia powlok otulajgcych
no$niki powinny charakteryzowa¢ si¢ odpowiednimi wilasciwosciami reologicznymi,
emulgujgcymi, dobrg rozpuszczalnos$cig w okreslonym medium, zdolnoscig ochrony leku przed
degradacja i niekorzystnym wplywem srodowiska zewnetrznego (pH, temperatura, Swiatto, dostep
do tlenu, wilgotnos$¢), brakiem tendencji do wchodzenia w interakcje chemiczne ze zwigzkiem
aktywnym oraz zdolnoscig do prawidtowego i kontrolowanego uwalniania substancji czynnej z
uktadu.' Co wigcej, majac na uwadze zastosowanie przemystowe, wysoka dostepnosé oraz niska
cena to czynniki majgce szczegdlny wplyw na dobor materiatlow budulcowych nosnikow lekow. 12

Syntetyczne i naturalne polimery sg sktadnikami najczgsciej wykorzystywanymi do tworzenia
blokéw budulcowych nano- i mikrono$nikéw hydrozelowych przeznaczonych do zastosowan
terapeutycznych. Do pierwszej grupy zwigzkow zaliczamy polietylenoiming (PEI),
poli(chloroworek  alliloaminy)  (PAH), glikol polietylenowy (PEG), poli(alkohol
winylowy) (PVA), poli(N-izopropyloakryloamid) (PNIPAM) czy poli(kwas akrylowy) (PAA). Z
kolei grupe naturalnych polimeréw stanowig polisacharydy: alginian, chitozan, dekstran, agaroza,
kwas hialuronowy, karagen, fukoidan, skrobia, polihydroksymaslan (PHB) guma ksantanowa,
guma gellan oraz bialka: keratyna, zelatyna, albumina, kolagen i gliadyna. Posrod duzej grupy
polimerow naturalnych, polisacharydy sa szczegdélnie cennymi zwigzkami, gdyz Szeroko
wystepuja w przyrodzie, pochodza ze zrédel odnawialnych, wykazuja duzag réznorodnosé
struktury, a ponadto sa stabilne, dobrze rozpuszczalne w wodzie, nietoksyczne, Wysoce
biodegradowalne i bioadhezyjne.®® Polisacharydy s3 czasteczkami ztozonymi z kilkudziesieciu lub
Kilkuset jednostek monosacharydowych potaczonych wigzaniami glikozydowymi. Roznice w
strukturze  polisacharydéow  dotyczace rodzaju, liczby i kolejnosci  podjednostek
monosacharydowych maja wptyw na wlasciwosci tych struktur np. rozpuszczalnos¢, zdolno$é do
zatrzymywania wody, a takze funkcje zelujace i emulgujace.* W Tabeli 2.1. zostaly
przedstawione przyktadowe struktury polisacharydéw najczgsciej stosowanych do syntezy nano-
1 mikroczastek hydrozelowych. W ponizszych akapitach opisano wybrane polisacharydy, jako
naturalne polielektrolity istotne pod katem wytwarzania bezpiecznych kapsutek polimerowych
dostarczajacych substancje biologicznie czynne.

Alginian sodu

Alginian sodu (ALG) jest polielektrolitem anionowym zlozonym z kwasu [-D-
mannuronowego (jednostki M) i kwasu a-L-guluronowego (jednostki G). Jednostki
monosacharydowe moga by¢ utozone w blokach M, G lub blokach mieszanych MG. Alginian
sodu, zawierajacy wigcej blokow guluronowych, tworzy hydrozele o wigkszej wytrzymatosci w

poréwnaniu z alginianem bogatym w bloki mannuronowe. Jednostki G wykazuja wigksze powino-

10



Tabela 2.1. Przyktady polisacharydow stosowanych do syntezy nano- i mikroczastek

hydrozelowych.

Polisacharyd

Zrédlo wystepowania Struktura Lit.

o Wodorosty
Alginian sodu _ _ 1315
(algi brunatnic)
Czerwone wodorosty
Karagen _ 16.17
morskie (Rhodophyta)
Kwas Tkanki narzadow, 1819
hialuronowy chrzastki, skora
OH OH OH
) -1 0 0 o) 15,20
Chitozan Pancerze skorupiakow ~ HO 0 0 OH '
HO HO HO
NH; NH; NH;
n
OH OH o
Czerwone wodorosty 0 ”
Agaroza . o o CH
morskie (Rhodophyta) H on Ny
HO\/S\,O
Komoérki tuczne do H
organizmu ludzkiego o -
Heparyna H HN._ P
(watroba, serce, phuca, ’ 0 5o
. - HO
jelita) -0 O\?HC):O
HO
%
/C\CHS oH
H 9 Ho OH
Pseudomonas elodea o i i\ o ° ”
Guma gellan _ Lot 0 =~ o Nt *@i"\
(Sphingomonas elodea) e A H non MO
S~ H g~
H éHzOH
OH oH
Q
Bielmo nasion H
Guma guar 21,22

|
8]

o
. OH
roélin Cyamopsis ° on
H O Ho
tetragonolobus OMOM o
on O
n
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wactwo do jonéw dwuwartosciowych niz reszty M.? Dlatego, uktad jednostek
monosacharydowych oraz stosunek M/G wptywa na wlasciwosci fizykochemiczne alginianu
sodu. Podobnie jak inne polielektrolity, ALG zawiera grupy wielofunkcyjne, takie jak
polihydroksylowe i karboksylowe rozmieszczone wzdhuiz szkieletu polimerowego, ktore sa
wysoce reaktywne i umozliwiajag wiele modyfikacji chemicznych: utlenianie, amidowanie,
estryfikacja lub sulfonowanie. W zwigzku z tym mozna zmieniaé zaréwno wlasciwosci
biologiczne jak i fizykochemiczne alginianu, takie jak rozpuszczalnos$¢ czy hydrofobowo$¢ w
zaleznosci od stosowanej techniki modyfikacji. Zabieg ten pozwala otrzymac rézne pochodne
ALG o szerokich zastosowaniach, w tym systemy dostarczania lekow. Ponadto, istotng cechg
alginianu sodu jest wrazliwos¢ grup karboksylowych na zmiany pH. Przy pH ponizej 3,4 grupy
karboksylowe sga uprotonowane, z kolei powyzej pH 4,4 grupy karboksylowe sa zjonizowane na
skutek dysocjacji, w wyniku czego wzajemnie si¢ 0dpychajg. Efekt odpychania elektrostatycznego
jest najbardziej widoczny przy pH rownym 7,4, powodujac pecznienie tancuchéw polimerowych.
Ta cecha umozliwia skuteczng adhezje alginianu do btony sluzowej w §rodowisku fizjologicznym.
W efekcie polisacharyd ten moze by¢ wykorzystany jako material do tworzenia efektywnych
systemow dostarczania lekow.2* Nano- i mikrono$niki hydrozelowe zbudowane z alginianu mozna
syntezowac poprzez sieciowanie jonowe przy wykorzystaniu kationow dwuwartosciowych takich
jak Ca2*, Cu?*, Zn?* lub Mn?*, ktore wigza sie miedzy blokami guluronowymi sasiadujacych
tancuchéw alginianu.?® Czastki alginianowe sg trwate w temperaturze od 0°C do 100°C. W celu
otrzymania jednorodnych uktadow istotne jest kontrolowanie warunkow procesu ich wytwarzania

np. temperatura, rodzaj i stezenie jonow sieciujacych, a takze stezenie alginianu.

Chitozan

Szeroko wykorzystywanym naturalnym polielektrolitem kationowym, w szczegdlnosci do
tworzenia czastek biopolimerowych, jest chitozan (CHIT). Polisacharyd ten jest ztozony z
jednostek p(1—4)-D-glukozaminy i N-acetylo-D-glukozaminy, utozonych blokowo lub losowo w
tancuchu polimerowych. Chitozan jest pochodng chityny, bgdaca gléwnym sktadnikiem
zewngtrznego szkieletu skorupiakoéw i powstaje w wyniku jej czgsciowej deacetylacji. Ze wzgledu
na dodatni tadunek, CHIT posiada wtasciwosci mukoadhezyjne, czyli z tatwoscia oddziatluje z
btong Sluzowg narzadow wewnetrznych, dzieki czemu moze wydtuzaé czas kontaktu substancji
leczniczej z btong $luzowa i zwigksza¢ absorpcj¢ leku w miejscu chorobowo zmienionym.
Dlatego, chitozan ma wyjatkowe zastosowanie w systemach dostarczania lekéw szczegolnie
ukierunkowanych w leczeniu chorob przewodu pokarmowego (np. okreznicy). Ponadto, chitozan
jest dostepny w réznych masach czgsteczkowych i stopniach acetylacji, co umozliwia precyzyjne
kontrolowanie wiasciwosci aplikacyjnych kapsut polimerowych zbudowanych z tego
polisacharydu.’® CHIT o wyzszym stopniu deacetylacji ma wigksze stezenie grup aminowych,
ktoérych protonowanie ma kluczowe znaczenie pod katem aktywnosci biologicznej oraz
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rozpuszczalnosci chitozanu w wodzie.?* Czastki chitozanowe sa szeroko wyko-rzystywane do
enkapsulacji zwigzkow aktywnych. Szczegdlnie nanozele zbudowane z chitozanu sg uktadami
czesto stosowanymi jako skuteczne nosniki lekow. Co wiecej, ujemnie natadowane polielektrolity
moga silnie oddzialywaé z grupa aminowsg chitozanu tworzac rdzenie hydrozelowe zdolne do
enkapsulacji leku i jego ochrony przed niekorzystnym wptywem $rodowiska zewnetrznego. 262728
Udowodniono réwniez, ze czastki chitozanowo-alginianowe poprawiaja efektywno$¢ wchtaniania
i biodostepnos¢ lekéw. W celu zapewnienia lepszej stabilnosci mecha-nicznej i chemicznej
czastek zbudowanych z chitozanu, mozliwe jest sieciowanie ich tancuchow polimerowych za

pomocg aldehydu glutarowego, trimetafosforanu sodu lub genipiny.?®

Karagen

Karagen (CAR) jest naturalnym polielektrolitem o charakterze anionowym pozyskiwanym z
niektorych gatunkéw wodorostow czerwonych (Rhodophyta), ktory jest czgsto stosowany jako
srodek zelujacy w przetworstwie spozywczym. Polisacharyd ten sktada si¢ z dtugich liniowych
tancuchow D-galaktozy i D-anhydrogalaktozy z estrami siarczanowymi, ktore sg neutralizowane
kationami Na*, K* i Ca?*. Karagen wystepuje w pieciu odmianach, z czego najwickszy potencijat
uzytkowy maja: k-, - 1 A-karagen, roznigcy sie liczbg grup siarczanowych na jednostke
disacharydu: x-karagen ma jedng grupe¢ siarczanowa, 1-karagen ma dwie grupy siarczanowe, a i-
karagen ma trzy grupy siarczanowe.?! W zaleznosci od struktury karagenu, charakteryzuje sie on
r6zng rozpuszczalno$ciag W wodzie, a dzigki obecnosci silnych grup siarczanowych wyrdznia sig
wysoka reaktywnos$cig chemiczng. Wiasciwosci fizyczne karagenu zaleza od konformacji
jednostek cukrowych i zwigzanych z nimi kationow. Dla przyktadu, kx— i 1— karagen maja zdolno$¢
do tworzenia hydrozeli w obecnos$ci jondw potasu lub wapnia, natomiast A-karagen nie tworzy
hydrozeli.l® Ponadto, karagen wykazuje aktywno$¢ biologiczng, wspomaga wzrost roélin oraz
dziata jako elicytor, ktory indukuje biochemiczne reakcje obronne roslin przed szkodnikami,
mikroorganizmami lub wirusami. Ze wzgledu na fakt, ze karagen jest rozpuszczalnym w wodzie
polimerem liniowym, ma tendencje do tworzenia bardzo lepkich roztworow wodnych.
Zastosowanie karagenu zalezy od jego wlasciwosci reologicznych, ktore mogg by¢ kontrolowane
poprzez stezenie, temperaturg, obecnos¢ innych substancji, a takze mase czasteczkowa karagenu.
Dzigki wihasciwosciom stabilizujgcym, zaggszczajagcym oraz zelujgcym karagen jest szeroko
stosowany do tworzenia formulacji farmaceutycznych np. nanoczastek hydrozelowych.'®t’ Ze
wzgledu na to, ze karagen jest termoczuty w zakresie temperatur 37—-45°C, posiada duzy potencjat

do tworzenia kontrolowanych termicznie systemow dostarczania lekow.

Kwas hialuronowy

Kwas hialuronowy (KHA) nalezy do grupy glikozoaminoglikandw, jest liniowym
polisacharydem ztozonym z powtarzajacych si¢ jednostek monosacharydowych N-acetylo-D-

13



glukozaminy i kwasu D-glukuronowego, ktore sg potgczone wigzaniami B(1—3) i B(1—4)
glikozydowymi. Polielektolit ten wystepuje naturalnie w migkkich tkankach lacznych, dla
przyktadu maz stawowa, ciato szkliste oka, skora, pepowina, a takze w tkance nablonkowej
i tkance nerwowej ciata ludzkiego. KHA i jego pochodne sg stosowane jako produkty medyczne,
a ich zastosowanie terapeutyczne obejmuje dziedzing okulistyki, chirurgii, reumatologii oraz
leczenie ran. Ze wzgledu na obecnos¢ grup wielofunkcyjnych: grupa karboksylowa, pierwszo-
rzedowa i drugorzedowa grupa hydroksylowa oraz grupa N-acetylowa, kwas hialuronowy moze
ulega¢ modyfikacjom chemicznym, ktére maja wptyw na jego wiasciwosci np. hydrofobowos¢
i aktywno$¢ biologiczna.?®> Do najbardziej powszechnych reakcji modyfikacji kwasu
hialuronowego nalezg: estryfikacja, amidowanie i deacetylacja, a pochodne otrzymane w wyniku
tych reakcji dzielg si¢ na dwie kategorie: i) pochodne kwasu hialuronowego tworzace nowe
wigzania kowalencyjne w obecnosci zywych komorek, tkanek i sSrodkdéw terapeutycznych oraz ii)
pochodne KHA, ktore sg trwale zmodyfikowane i nie moga tworzy¢ nowych wigzan chemicznych
w obecno$ci komorek lub tkanek. KHA jest czesto wykorzystywany do tworzenia systemow
dostarczania lekow.!®® Dzigki unikalnym cechom, do ktorych naleza: wysoka biokompa-
tybilnos¢, mukoadhezja, nieimmunogenno$¢ i bioaktywno$é, kwas hialuronowy jest odpowiednim
materiatem do wytwarzania nano- i mikrozeli enkapsulowanych substancjami biologicznie
czynnymi.>? Ponadto, polielektrolit ten wykazuje dziatanie przeciwzapalne, wzbogaca mikroflore

bakteryjna przy chorobach zapalnych jelit oraz moze zmniejszaé przepuszczalno$é jelit.?

2.2. Metody wytwarzania nos$nikow hydrozelowych do spowolnionego uwalniania

farmaceutykow

Dobér odpowiedniej metody otrzymywania no$nikow polimerowych opiera si¢ na kilku
gléwnych kryteriach. Jednym z zalozen jest wykorzystywanie nietoksycznych odczynnikow,
przeznaczonych do kontaktu ze sktadnikami spozywczymi. Co wigcej, stosowana technika
powinna by¢ optacalna, wydajna, tatwa do skalowania oraz powinna prowadzi¢ do minimalizacji
strat. 19 Istotna jest rowniez optymalizacja $ciezki syntetycznej zwickszajaca efektywnos¢ procesu
enkapsulacji substancji biologicznie czynnej w no$niku. Enkapsulacja lekow w nos$nikach
hydrozelowych umozliwia przezwycig¢zenie pewnych ograniczen jakie posiadaja zwiazki
bioaktywne, miedzy innymi niska absorpcja, niska przepuszczalno$¢, niestabilnos¢ podczas
procesOw metabolicznych i przechowywania, wrazliwo$§¢ na warunki $rodowiskowe (pH,
temperatura, tlen), niska rozpuszczalnos¢ w wodzie czy nieprzyjemny smak.3! Zamykanie
farmaceutykow w nos$nikach polimerowych zapewnia im ochrong przed niekorzystnym wpltywem
srodowiska zewngtrznego oraz pozwala zachowac cenne wilasciwosci chemiczne, fizyczne
I biologiczne. Dobierajac metodg otrzymywania nano- i mikroczastek hydrozelowych, nalezy
wzig¢ pod uwage rodzaj zwigzku bioaktywnego 1 stosowane materialy budulcowe, a takze ich

wladciwosci takie jak masa czasteczkowa, rozpuszczalno$é, polarnosé.* Wybér techniki
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wytwarzania nano- i mikroczastek hydrozelowych jest rowniez determinowany przez pozgdane
wlasciwosci zaréwno fizykochemiczne, jak 1 biologiczne nosnikow lekéw. Metodologia procesu
otrzymywania czastek wplywa na parametry koncowego produktu np. wielkos¢,
polidyspersyjnos¢, morfologia, potencjat zeta, stopien enkapsulacji, szybko$¢ uwalniania zwigzku
aktywnego, a takze zachowanie aktywnos$ci farmakologicznej substancji enkapsulowane;.
Dlatego, dobor odpowiedniej techniki tworzenia nano- i mikroczastek ma wplyw na ich cechy
funkcjonalne oraz docelowe zastosowanie jako no$niki lekow. Istnieje wiele opracowanych
technologii wytwarzania nano- oraz mikroczastek hydrozelowych enkapsulowanych zwigzkami
bioaktywnymi i nie ma jednej uniwersalnej metody uznanej za standard. Najbardziej powszechne
I zaawansowane techniki, ich réznice, zalety oraz wady zostaly szerzej opisane w ponizszych

rozdziatach, a przyktadowe syntezy przedstawiono w Tabeli 2.2,

2.2.1. Otrzymywanie nanonos$nikéw hydrozelowych

Istnieje wiele skutecznych technik otrzymywania nanoczastek hydrozelowych, ale do
najistotniejszych naleza:

e metody samoorganizacji (ang. self-assembly methods),

e metody emulsyjne (ang. emulsion-based methods),

e polimeryzacja emulsyjna (ang. emulsion polymerization),

e homogenizacja wysokoci$nieniowa (ang. high pressure homogenization).

Metody samoorganizacji

Metody samoorganizacji nalezg do fizycznych metod wytwarzania nanozeli i obejmujg
kontrolowane mechanizmy agregacji napedzane przez oddziatywania niekowalencyjne: wigzania
wodorowe, oddziatywania  hydrofilowe/hydrofobowe, oddziatywania elektrostatyczne,
oddziatywania Van der Waalsa, kompleksowanie polielektrolitu lub zelowanie jonotropowe (RYS.
2.4). Ze wzgledu na sieciowanie nanoczgstek za pomocg stabszych oddziatywan fizycznych,
utworzone tymi metodami nanostruktury sg bardziej elastyczne, gdyz powstaja w lagodnych
warunkach $rodowiska wodnego.®? Wysoka wrazliwo$é tych uktadéw powoduje, ze proces
wytwarzania nanoczastek hydrozelowych zalezy od rodzaju i stezenia polimeru, pH, temperatury
oraz sity jonowej medium, dlatego parametry te powinny by¢ $cisle kontrolowane. °

Procesy samoorganizacji naleza do zjawisk, w ktorych pojedyncze makroczasteczki ulegaja
spontanicznemu uporzgdkowaniu, tworzgc zorganizowane nanostruktury pod wpltywem dziatania
np. wigzan wodorowych pomiedzy grupami funkcjonalnymi (np. -OH, -NH2) czasteczek
polimerow. Nanozele tworzone tg metodg charakteryzuja si¢ stabsza stabilnos$cig, ktora jest
zalezna od rodzaju stosowanego rozpuszczalnika i pH roztworu.® Z kolei nanoczastki tworzone w

wyniku oddziatywan hydrofobowych wykazuja wysoka stabilno$¢ termodynamiczng 1 wytrzy-
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mato$¢ mechaniczng. W przypadku tej techniki polimery hydrofilowe sg modyfikowane
ugrupowaniami hydrofobowymi, ktorych liczne polaczenia umozliwiajg sieciowanie tancuchow
polimerowych, a w efekcie pozwalaja tworzy¢ nanozele. Zachowanie rownowagi hydrofilowo-
hydrofobowej (ang. Hydrophilic-Hydrophobic Balance, HLB) jest bardzo istotne podczas syntezy
tego typu nanoczastek. Polisacharydy, do ktérych nalezg: heparyna, chitozan, dekstran, kwas
hialuronowy, skrobia i pullulan, sa najczeéciej poddawane modyfikacji hydrofobowej. 233
Kolejnym sposobem samoorganizacji czgsteczek W roztworze wodnym jest kompleksowanie
polielektrolitow, polegajace na oddziatywaniach elektrostatycznych pomiedzy co najmniej dwoma
przeciwnie natadowanymi polielektrolitami. Zarowno kationowe, jak i anionowe polisacharydy
np. chitozan, alginian, heparyna, kwas hialuronowy, siarczan dekstranu czy siarczan chondroityny,
moga tworzy¢ kompleksy polielektrolitowe. Stabilno$¢ tworzonych w ten sposdb nanoczastek
zalezy od struktury polimeru, jego masy czasteczkowej, gestosci tadunku polielektrolitu, stosunku
polianionu do polikationu, ich czasu oddzialywania, a takze od pH, temperatury, sity jonowej oraz
rodzaju uzytego rozpuszczalnika. Gloéwna zaleta nanoczastek syntezowanych ta metoda jest
optacalno$¢ i tatwos¢ procesu, mozliwos¢é tworzenia wigzan in situ w wyniku prostego mieszania
przeciwnie natadowanych polielektrolitow w roztworze wodnym i odwracalno$¢ procesu pod

wpltywem odpowiednich warunkow.?

Powszechna metoda otrzymywania nanoczgstek
hydrozelowych jest roéwniez zelowanie jonotropowe Opierajagce si¢ na jonowym sieciowaniu
polielektrolitu za pomocg przeciwnie natadowanych jondéw (przeciwjonow), ktore stanowia
czynnik sieciujacy w celu utworzenia jednorodnej nanostruktury.® Jest to prosta strategia
wytwarzania nanozeli w fagodnych warunkach $rodowiska, pozwalajaca zachowa¢ wlasciwosci
biologiczne biopolimerow, ktére stanowig sktadnik budulcowy nanonosnikow. Do najczesciej
wykorzystywanych czynnikéw sieciujacych naleza: jony wapnia, jony magnezu oraz jony sodu.
Powstajace oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy czasteczka polielektrolitu a przeciwjonem

tworza usieciowane nanoczastki, ktorych rozmiar i tadunek powierzchniowy mozna kontrolowacé

poprzez zmiang stezenia polimeru, jego masy czasteczkowej lub zmiane czynnika sieciujacego.?

Metody emulsyjne

Metody emulsyjne polegaja na utworzeniu emulsji woda w oleju (W/O) 1 obejmuje dwa etapy:
emulgowanie rozpuszczalnych w wodzie biopolimerow w olejowej fazie cigglej w obecnosci
surfaktantow rozpuszczalnych w fazie olejowej oraz sieciowania utworzonych struktur przy
uzyciu czynnikow sieciujgcych rozpuszczalnych w wodzie. Wyrdznia si¢ dwie gtowne techniki:
metoda odwrdoconej emulsji (ang. inverse (mini)emulsion method) oraz metoda odwrdoconych
micel (ang. reverse micellar method). Pierwsza z nich prowadzi do tworzenia jednorodnych
emulsji W/O w wyniku mieszania wodnego roztworu polimeru z fazg olejowa wykorzystujac
homogenizatory lub szybkoobrotowe mieszadta mechaniczne. Powstate nanostruktury sa

sieciowane za pomocg srodkéw sieciujgcych, a nastgpnie otrzymane nanoczgstki hydrozelowe sa
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SAMOORGANIZACIA

SAMOORGANIZACJA

Rys. 2.4. Procesy samoorganizacji nanoczastek hydrozelowych powstajace w wyniku:
oddziatywan hydrofobowych (A), oddziatywan elektrostatycznych (B).

zawieszane w Srodowisku organicznym tworzac dyspersje i oczyszczane za pomocg stracania,
wirowania, przemywania oraz liofilizacji.* Najczesciej wykorzystywanymi rozpuszczalnikami
organicznymi w tej technice sg oleje mineralne i heksan, natomiast monooleinian sorbitanu
(Polisorbat 80 lub Span 80) i sulfobursztynian bis(2-etyloheksylu) (AOT) sa powszechnie
stosowanymi surfaktantami tworzacymi stabilne emulsje. Rozmiar syntezowanych nanozeli moze
by¢ kontrolowana poprzez stezenie surfaktantu i czynnika sieciujgcego oraz szybko$¢ mieszania
tworzonej emulsji. Podobnie do metody odwroconej emulsji, metoda odwroconych micel roéwniez
opiera si¢ tworzeniu emulsji W/O, lecz w tym przypadku stosuje si¢ wysokie stezenia srodkow
powierzchniowo czynnych rozpuszczalnych w fazie olejowej w celu otrzymania termodyna-
micznie stabilnego roztworu micelarnego sktadajacego si¢ z wodnych struktur kulistych
rozproszonych w ciaglej fazie olejowej. Stosowane w tej technice st¢zenia surfaktantow musza
mie¢ warto$ci powyzej krytycznego stezenia micelarnego (ang. Critical Micelle Concentration,
CMC) w celu utworzenia duzej ilosci odwroconych micel. Powstajace nanoczastki maja wielkosé
w zakresie od dziesiagtek do setek nanometrow. Jest to skuteczna metoda wytwarzania nanozeli o
jednorodnym rozktadzie wielko$ci czastek. Do skutecznych i szeroko wykorzystywanych przy

metodach emulsyjnych polimeréw naleza: alginian sodu, kwas hialuronowy, chitozan i karagen.®

Polimeryzacja emulsyjna

Polimeryzacja emulsyjna opiera si¢ na tworzeniu monodyspersyjnych i stabilnych kinetycznie
struktur w fazie ciaglej. Proces, w ktorym faza organiczna zawierajaca reaktywne

monomery/polimery jest zdyspergowana w roztworze wodnym (emulsja O/W), nazywamy
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bezposrednig polimeryzacjg emulsyjng (ang. direct emulsion polymerization). Natomiast, proces,
w ktorym faza wodna ztozona z reaktywnych monomerdéw jest rozproszona w fazie organiczne;j
(emulsja W/O), nazywamy odwrocong polimeryzacjg emulsyjng (ang. inverse emulsification
polymerization) (Rys. 2.5). Formowanie nanoczastek hydrozelowych obejmuje wykorzystanie
monomerdéw, inicjatorow, katalizatorow oraz czynnikéw sieciujgcych. Generalnie proces
polimeryzacji przebiega w trzech etapach: nukleacja (zarodkowanie), wzrost nanoczastek
i polimeryzacja. Mozna wyr6zni¢ dwa podej$cia syntetyczne. W pierwszym z nich reagenty sg
rozpuszczone w fazie rozproszonej, a jako aktywatory mechanizmu reakcji preferowane sg
najczesciej fotoinicjatory. Z kolei w drugim podejsciu rézne monomery moga by¢ rozpuszczone
w fazie rozproszonej i cigglej, katalizator i czynnik sieciujacy sa sktadnikami fazy rozproszonej,
a inicjator (zazwyczaj termoinicjator) rozpuszczony jest w fazie ciaglej. W procesach
polimeryzacji emulsyjnych stosowane sg roéwniez suraktanty, ktore zmniejszaja energie
migdzyfazowa pomig¢dzy faza organiczng i wodng, poprawiajg stabilno$¢ tworzonych nanostruktur
oraz mogg kontrolowaé ich wielko$¢. Stezenie surfaktantu ma szczegdlny wpltyw na reakcje
polimeryzacji, gdyz przekroczenie krytycznego stezenia micelarnego surfaktantu przyczynia si¢
do powstania miceli, w ktérych po dodaniu inicjatora rozpoczyna si¢ proces polimeryzacji
monomeréw. W procesach otrzymywania nanozeli stosowane s3 zaré6wno prekursory
hydrofobowe jak i hydrofilowe. Ograniczeniem tej metody jest konieczno$¢ stosowania duzej
ilosci srodka powierzchniowo czynnego i1 trudnos¢ w catkowitym oczyszczeniu wywarzanych
nanoczastek. Skuteczne usuniecie surfaktantu moze by¢ zwigzane z dodatkowa obroébkg odpadow,
zwigkszonym kosztem produkcyjnym badZz obecno$cia niepozadanych zanieczyszczen w
produkcie koncowym. Dlatego tez w ostatnich latach podj¢to proby rozwoju metody polimeryzacji
emulsyjnej bez srodkéw powierzchniowo czynnych, ktorej strategia opiera si¢ na tworzeniu

emulsji W/O i modulowaniu stabilnosci uktadéw poprzez stosunek objetosciowy dwoch faz. 343
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Rys. 2.5. Przyktad otrzymywania nanozeli za pomocg polimeryzacji emulsyjne;j.

Homogenizacja wysokoci$nieniowa

Homogenizacja wysokocisnieniowa (ang. High Pressure Homogenization, HPH) nalezy do

wysokoenergetycznych proceséw emulgowania wykorzystujacych homogenizator wysoko-
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cisnieniowy i sktada si¢ z dwoch etapow: (i) wstepne mieszanie fazy olejowej i wodnej za pomoca
mieszadla szybkoobrotowego, (ii) wtloczenie powstaltej pre-emulsji, z duza predkoscia i pod
wysokim cisnieniem, przez waska szczeling (okoto kilku mikrondéw), w ktorej nastepuje
homogenizacja.!* Podstawowymi sktadowymi homogenizatora wysokoci$nieniowego sa: zawor
homogenizujacy oraz pompa ttokowa (Rys. 2.6). Zawor homogenizujacy sktada sie z glowicy
gornej i dolnej, ktére nie s3 zamknigte, dzigki czemu powstaje szczelina, przez ktora
transportowany jest produkt. Dzigki odpowiedniemu ukladowi glowic zawodr jest w stanie
wytworzy¢ wysokie ci$nienie, a poprzez przylozenie odpowiedniej sity, wstepnie zmieszana ciecz
jest przettaczana przez szczeling za pomocg pompy. Wtloczenie mieszaniny nastgpuje
w odpowiedniej temperaturze i pod ci$nieniem z mozliwoS$cig regulacji od 100 do 2000 baréw. Im
wyzsze jest ci$nienie pracy homogenizatora, tym wezsza jest szczelina. W czasie trwania procesu
HPH wykorzystywana jest wysoka energia turbulencji czgstek, kawitacji hydraulicznej, efektu
dziatania sit §cinajacych oraz wysoka energia uderzen. W wyniku dziatania tych sit, transporto-
wane przez szczeling struktury sg rozdrabniane do mniejszych rozmiaré6w i jednorodnie
rozpraszane w calej mieszaninie. Pod warunkiem obecnosci dobrze dobranego emulgatora
o odpowiedniej ilo$ci, wzrost ci$nienia homogenizacji umozliwia otrzymanie nanostruktur
0 dtugoterminowe;j stabilnosci. Na efektywnos¢ homogenizacji sktada si¢ wiele czynnikow, ale do
najistotniejszych naleza: cisnienie, liczba cykli homogenizacji, wielkos$¢ przeptywu mieszaniny,
temperatura, konstrukcja elementow gtowicy oraz wstepna mieszanina sktadnikow produktu do
homogenizacji. Mozliwo$¢ kontrolowania wymienionych parametréw procesowych pozwala na
utworzenie nanoczgstek o sprecyzowanej wielkosci, polidyspersyjnosci i potencjale zeta.'!
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Rys. 2.6. Schemat przedstawiajacy budowe homogenizatora wysokocisnieniowego.

Ogromng zaletg procesu homogenizacji wysokocisnieniowej jest mozliwos¢ przeniesienia go

ze skali laboratoryjnej na skale przemystowa. Ponadto, metoda ta pozwala unikna¢ stosowania
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rozpuszczalnikow organicznych czynigc proces bezpiecznym i przyjaznym dla srodowiska. Proces
HPH moze by¢ prowadzony zarowno w temperaturze pokojowej (,,na zimno”), jak i w podwyz-
szonej temperaturze (,,na gorgco”), dzigki czemu mozliwe jest wykorzystanie szerokiej gamy
sktadnikéw budulcowych. Duzg zaleta tej techniki jest rowniez mozliwos$¢ tworzenia nanoczastek
o jednorodnym rozktadzie wielko$ci. Homogenizacja wysokoci§nieniowa jest szeroko stosowana

w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym, spozywczym czy chemicznym.

2.2.2. Otrzymywanie mikrono$nikow hydrozelowych

Do najbardziej powszechnych metod otrzymywania mikroczgsteczek hydrozelowych naleza:
e ekstruzja (ang. extrusion),

e koacerwacja (ang. coacervation),

e suszenie rozpytowe (ang. spray-drying),

e chtodzenie rozpytowe (ang. spray-cooling),

e metody emulsyjne (ang. emulsion-based methods).

Wymienione metody syntezy mikroczastek hydrozelowych zostaly szczegdtowo opisane

ponize;j.
Ekstruzja

Ekstruzja opiera si¢ na wstrzykiwaniu roztworu polimeru z zawieszong w nim substancjg
lecznicza do roztworu cieczy sieciujacej (utwardzajacej) przez odpowiedniej Srednicy dysze lub
igle strzykawki w postaci kropelek w celu uzyskania struktur polimerowych o sferycznych
ksztattach (Rys. 2.7). Utwardzanie czastek nastepuje W wyniku tworzenia si¢ kompleksow
polielektrolitowych pod wpltywem dzialania $rodka sieciujagcego takiego jak jony soli
mineralnych, aldehyd glutarowy, enzymy. Do indukcji procesu sieciowania termoutwardzalnych
biopolimerow np. zelatyny lub bialek serwatkowych mozna zastosowac takze zmiane temperatury
(ogrzewanie lub chlodzenie). Wielko$¢ otrzymanych czastek moze by¢ z tatwoscia kontrolowana
poprzez zmiang parametréw procesu np. srednica igly, lepko$¢ roztworu, natezenie przeptywu
i whasciwosci czynnika sieciujacego.’® Technika ekstruzji jest powszechnie wykorzystywana na
skale przemystowa ze wzgledu na tagodne warunki procesowe (brak lotnych rozpuszczalnikow,
brak koniecznos$ci stosowania wysokiej temperatury), szybkos$¢ i latwos¢ tworzenia struktur
polimerowych o jednakowym rozmiarze i ksztalcie, a takze mozliwos$¢ enkapsulacji wrazliwych
substancji np. kwaséw nukleinowych czy bialek. Jedyng wadg tej metody jest otrzymywanie
mikroczastek o stosunkowo duzych rozmiarach (>500 pm), a $rednica struktur jest ograniczona
stosowang koncowka wylotu dyszy. Zmniejszenie wielkosci mikrosfer jest mozliwe dzigki
zastosowaniu dyszy ultradzwiekowych. Zaleznie od czestotliwo$ci wibracji 1 predkosci przeptywu

cieczy, krople wpadajace do roztworu sieciujacego ulegaja rozbiciu na mniejsze kropelki.*®
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Powszechnie wykorzystywane biopolimery do wytwarzania mikroczastek hydrozelowych
technikg ekstruzji stanowia: k-karagen sieciowany za pomocg jonow potasu (zelowanie jonowe),
alginian utwardzany jonami wapnia (zelowanie jonowe), chitozan sieciowany tripolifosforanem
(zelowanie jonowe), biatko serwatkowe utwardzane na gorgco (termoutwardzanie) oraz zelatyna

sieciowana na zimno (zelowanie na zimno).*’

Ponadto, cz¢sto stosowang metodg jest rowniez ko-
ekstruzja charakteryzujaca si¢ wykorzystywaniem dwoch lub wigcej biopolimeréw w celu
utworzenia mikrosfer o wtasciwosciach hydrofobowych. Jest to odpowiednia technika stosowana

do enkapsulacji probiotykéw, przeciwutleniaczy i olejow z nasion.'*

Substancja
o aktywna

A Polimer

Roztwor

sieciujacy @ Mikroczastki
hydrozelowe

Rys. 2.7. Przyktad otrzymywania mikroczastek hydrozelowych metoda ekstruzji.

Koacerwacja

Koacerwacja jest jedna z tatwiejszych do wdrozenia technik opierajacych si¢ na oddziaty-
waniach zazwyczaj dwoch przeciwnie natadowanych biopolimerow, ktorych interakcje polegaja
na przycigganiu elektrostatycznym, oddziatywaniu hydrofobowym lub wigzaniach wodorowych.
Odziatywania migdzy dwiema r6znymi czgsteczkami tworzg kompleksy, ktore nastgpnie ulegaja
rozdziatlowi na dwie odrebne fazy, faz¢ bogata w polimery (koacerwat) i faze zawierajaca
rozpuszczalnik. Proces ten moze zosta¢ wywotany przez zmiang pH, temperatury, stezenia jonow,
dodanie odpowiedniego rozpuszczalnika lub soli nieorganicznych czy zmiane stosunku polimeru
do zwigzku bioaktywnego, co prowadzi do utworzenia z fazy koacerwatu otoczki wokot substancji
bioaktywnej. Otoczka polimerowa moze zosta¢ kowalencyjnie usieciowana w celu zachowania
stabilnoéci uktadu.®® Istnieje réwniez mozliwosé wytwarzania wielowarstwowych otoczek w
procesie koacerwacji wieloetapowej. Koacerwacje mozna przeprowadzi¢ w srodowisku wodnym
lub bezwodnym. Technike tag mozna klasyfikowac zgodnie z liczbg biopolimerow stosowanych w
tym procesie, wyr6zniamy koacerwacje prosta, w ktorej bierze udziat pojedynczy biopolimer oraz
koacerwacje ztozona, w ktorej wykorzystuje sie dwa lub wiecej biopolimerow.3! W przemysle
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najwicksze zastosowanie znalazta koacerwacja ztozona ze wzgledu na jej zdolno$¢ do nadawania
ulepszonych wlasciwosci uzytkowych nosnikom lekow w poréwnaniu z koacerwacja prosta.
Najczgsciej stosowanymi uktadami polimerow sg zelatyna/guma akacjowa, chitozan/alginian,
zelatyna/chitozan, ale wykorzystuje si¢ tez gliadyne, heparyng, karagen i biatka sojowe.
Koacerwacja jest szeroko stosowana do enkapsulacji substancji takich jak luteina, likopen,
przeciwutleniacze, prebiotyki, aromaty oraz witaminy.'* Zaleta tej metody jest wysoka wydajnos¢
enkapsulacji, mozliwo$¢ zamykania wysokowartosciowych i niestabilnych zwigzkow (oleje,
aromaty), tworzenie struktur niemieszajacych si¢ z wodg, co pozwala na kontrolowane uwalnianie
leku, a takze brak konieczno$ci stosowania wysokich temperatur. Natomiast wadami koacerwacji

sg trudno$ci w kontrolowaniu wielkos$ci mikroczastek oraz zapobieganiu ich aglomeracji.

Suszenie rozpylowe

Najstarszg technikg otrzymywania mikrosfer polimerowych jest suszenie rozpylowe. Jest to
proces jednoetapowy, stosowany zaroéwno w skali laboratoryjnej, jak 1 przemystowej, ktory moze
przebiega¢ w cyklu otwartym lub zamknigtym. Proces polega na rozpuszczeniu substancji
enkapsulowanej i polimeru w $§rodowisku wodnym lub bezwodnym. Uktad moze mie¢ charakter
emulsji lub zwigzek aktywny moze zosta¢ zawieszony w roztworze polimeru. Material jest
nastepnie rozpylany na kropelki w suszarce rozpylowej przy uzyciu dyszy obrotowej i suszony w
strumieniu goracego powietrza. 1! (Rys. 2.8) W zaleznosci od rodzaju materialu temperatura w
komorach suszacych wynosi od 150°C do 300°C. Suche czastki sg zbierane i oddzielane w
cyklonach. Aby poprawi¢ jako$¢ otrzymanych mikrosfer, mozna dodawaé¢ do mieszaniny
plastyfikator, np. kwas cytrynowy, ktory utatwia formowanie gladkich i kulistych czastek.
Mikroczastki otrzymane tg technika sg porowate, dobrze rozpuszczalne w wodzie a ich rozmiar
waha si¢ w granicach od 10 pm do 2 mm 1 jest zalezny od materiatdw budulcowych oraz
parametrow procesowych takich jak szybkos$¢ suszenia, $rednica dyszy, stosunek polimeru do
substancji enkapsulowanej 1 temperatura w komorze suszacej. Do polimerdéw czgsto stosowanych
w suszeniu rozpylowym nalezg skrobia modyfikowana, gumy pochodzenia naturalnego oraz
maltodekstryna.®! Suszenie rozpylowe jest stosunkowo prostym procesem i posiada wiele zalet,
dla przyktadu niski koszt produkcji czgstek, dobra wydajnos$¢, wysoka jakos¢ i stabilno$¢ czastek
oraz mozliwos$¢ otrzymania nosnikow o matych rozmiarach. Pomimo tego, technika ma pewne
ograniczenia np. brak aplikacyjnosci w przypadku enkapsulacji bioaktywnych zwigzkow lotnych
lub termoczutych, otrzymywanie niejednorodnych uktadow pod wzglgdem wielkosci, morfologii
i lepkosci czastek.'* W celu ulepszenia whasciwosci no$nikow, suszenie rozpylowe moze byé

wspomagane ultradzwigkami, ktorych dziatanie utatwia kontrolg wielkosci 1 ksztattu kapsutek.
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Chtodzenie rozpytowe

Alternatywng metoda do suszenia rozpylowego jest chtodzenie rozpytowe, ktére pod wieloma
wzgledami jest podobne do suszenia rozpylowego ze wzgledu na wykorzystywane zrodto
atomizacji, komor¢ do tworzenia mikroczastek oraz miejsce odbioru produktu. Jednak gtowna
rdznicg jest sposob utwardzania rozpylanego w komorze materiatu. Przy chtodzeniu natryskowym
roztwor biopolimeru jest rozpylany w komorze chlodzacej za pomoca dyszy, a nast¢pnie
utworzone kropelki sg zestalane pod wptywem strumienia zimnego powietrza, aby utworzy¢
mikrozele. (Rys. 2.8) Na zadnym etapie tego procesu nie nastepuje odparowanie rozpuszczalnika
tak jak w przypadku suszenia rozpylowego. Dlatego chlodzenie rozpylowe przezwycigza gtdéwna
wade suszenia rozpylowego jaka jest konieczno$é stosowania wysokiej temperatury.* W procesie
chtodzenia rozpytowego zwigzki bioaktywne sg zdyspergowane w uptynnionym materiale
polimerowym i rozpylane na zimno. Temperatura komory chtodzacej musi by¢ utrzymywana
znacznie ponizej temperatury zelowania polimeru. Powszechnie stosowane w tej technice
materiaty oraz ich temperatury zelowania obejmuja: zelatyna (35-40°C), karagen (40-70°C), agar
(32-45°C), guma gellan (10-64°C) i pektyna (42-68°C).*” Chtodzenie natryskowe jest zalezne od
szybkos$ci podawania materiatu, jego lepkos$ci oraz szybkosci obrotu tarczy rozpylowej. Etapem
uzupetniajgcym w tym procesie jest zelowanie jonowe, ktére moze by¢ wykorzystywane do
modulacji struktury mikroczastek hydrozelowych. W tym celu utworzone mikrozele sg zbierane
i zanurzane w kapieli utwardzajacej. Biopolimerem powszechnie stosowanym do zelowania
jonowego jest alginian sodu. Istotnym czynnikiem przy doborze sktadnikéw budulcowych jest
wysoka rozpuszczalnos¢ w wodzie, dlatego metodzie tej poddaje si¢ glownie zwiagzki

o charakterze hydrofilowym, miedzy innymi witaminy z grupy B czy kwas askorbinowy.®
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Rys. 2.8. Schemat przedstawiajacy wytwarzanie mikroczastek polimerowych za pomoca

suszenia badz chtodzenia rozpytowego.
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Metody emulsyjne

Metody emulsyjne nalezg do najczgséciej wykorzystywanych technik wytwarzania mikrosfer
polimerowych w skali laboratoryjnej, ktore opieraja si¢ na procesie emulgowania, czyli
przeksztalcania dwoch niemieszajacych si¢ cieczy w emulsje pojedyncza - olej w wodzie (O/W)
lub woda w oleju (W/O) lub emulsje podwojng - woda w oleju w wodzie (W/O/W) lub olej w
wodzie w oleju (O/W/0).*® Standardows metoda otrzymywania mikrozeli jest tworzenie emulsji
woda w oleju w wyniku potgczenia wodnego roztworu polimeru i substancji enkapsulowanej z
faza organiczng przy pomocy odpowiedniego surfaktantu. (Rys. 2.9) Faze wodna i niewodna
nalezy dobra¢ w taki sposob, aby w niewielkim stopniu miaty do siebie powinowactwo. Zaleta
procesu emulgowania jest mozliwo$¢ enkapsulacji zarowno zwigzkow hydrofilowych, jak
i hydrofobowych. Emulsj¢ mozna otrzyma¢ w wyniku mieszania mechanicznego lub
ultradzwickowego. Proces formowania mikrosfer zachodzi podczas eliminacji rozpuszczalnika
poprzez odparowanie lub ekstrakcje. Wstgpnie uformowane struktury sg najczesciej sieciowane
poprzez dodatek czynnika sieciujgcego takiego jak: kwasy lub zasady organiczne czy jony soli
nieorganicznych, badz w wyniku dziatania enzyméw lub §wiatta UV, zaleznie od mechanizmu
zelowania. Innym sposobem moze by¢ tez chtodzenie mieszaniny w celu usieciowania polimeru
utwardzanego na zimno np. zelatyna lub ogrzewanie mieszaniny w celu usieciowania polimeru
utwardzanego na gorgco np. biatko serwatkowe.*® Utworzone mikroczastki hydrozelowe sg
nastgpnie wyodrgbniane z mieszaniny za pomocg wirowania, sgczenia badz ekstrakcji
rozpuszczalnikowej. Wielkos¢ mikronosnikoéw moze by¢ kontrolowana przez rodzaj sktadnikow,
m.in. emulgatoréw, oraz warunki procesowe. Jedng z gtéwnych zalet tej techniki jest mozliwo$¢
wytwarzania mikroczastek w szerokim zakresie rozmiaréw - od 0,1 pm do 1000 pm. Do
pozostatych korzys$ci metody emulgowania zalicza si¢ wysoki stopien enkapsulacji, stabilnos§¢
chemiczna no$nikow podczas ich przechowywania oraz mozliwos¢ ukierunkowanego
dostarczania substancji bioaktywnych. Powszechnie wykorzystywanymi w tej technice
polimerami sg: karboksymetyloceluloza, karagen, alginian sodu, chitozan, zelatyna, a takze guma
karobowa. Ponadto, istnieja rowniez alternatywne techniki emulsyjne takie jak emulgowanie
membranowe i metoda mikroprzeplywowa pozwalajace na precyzyjng kontrole wielkosci
nos$nikéw i monodyspersyjnosci uktadow.®’

o
e

FAZA WODNA - ¢ o_ USUWANIE
LEK + POLIMER i TWORZENIE SIECIOWANIE FAZY
CZASTEK CZASTEK OLEJOWEJ
” & &
= ., =
L
FAZA w

@ &

EMULSIA W/O EMULSJA W/O MIKROZELE
- TEMPLAT - TEMPLAT

Rys. 2.9. Sposo6b otrzymywania mikrozeli za pomoca metody emulsyjne;.
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Tabela 2.2. Przyktady metod otrzymywania nano- oraz mikroczastek hydrozelowych enkapsulowanych zwigzkami bioaktywnymi.

) Substancja ) Rozmiar Wydajnos¢ )
Lp. Metoda otrzymywania Polimer .. Lit.
enkapsulowana czgstek enkapsulacji
NANOCZASTKI HYDROZELOWE
Kompleksowanie ) ) )
1 ) ) Kurkumina Lipoproteiny/pektyna 55-194 nm 66-100 % 40
polielektrolitow
Oddzialywania
2 hydrofobowe/ Kurkumina Owomucyna/chito-oligosacharyd 115 nm 90 % 41
wigzania wodorowe
Zelowanie . .
3 _ Doksorubicyna Kwas deoksycholowy/chitozan 280-310 nm 38-56 % 42
jonotropowe
Metoda odwrdconej Albumina surowicy bydlecej/
4 o - 5-fluorouracyl 231 nm 42 % 43
(mini)emulsji guma arabska
Odwrocona . . . a4
5 ) ) ) Doksorubicyna Kwas poli-L-glutaminowy 258 nm 85 %
polimeryzacja emulsyjna
Homogenizacja Galusan o )
6 o _ _ Alginian-chitozan 293 nm 80 % 45
wysokoci$nieniowa epigallokatechiny
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MIKROCZASTKI HYDROZELOWE

10

11

12

Ekstruzja

Koacerwacja

Suszenie rozpytowe

Emulgowanie

Metoda

mikroprzeplywowa

Ekstruzja

Albumina surowicy

bydlecej
Nizyna, ekstrakt ze
skorki awokado

Olej Iniany

Ekstrakt z mniszka
lekarskiego
Beta-karoten

Ekstrakt z owocow

Myrciaria cauliflora

Eskulina

Chitozan/guma gellan -

Kolagen/alginian

10-102 pm
Kolagen/pektyna
Maltodekstryna/guma arabska
_ 18-23 um
Maltodekstryna/biatko serwatkowe
Alginian sodu, pektyna,
biatko serwatkowe, 40-600 pum
hydroksypropylometyloceluloza

Guma gellan 185-342 um

Karboksymetyloceluloza 1092 um

6585 %

64-85 %

62-96 %

55-89 %

59 %

46

47

48

49

50

51
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2.2.3. Funkcjonalizacja powierzchni nosnikéw hydrozelowych

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie nad projektowaniem oraz otrzymywaniem
wielofunkcyjnych nos$nikow lekow, ktére charakteryzuja si¢ zréznicowanym sktadem i taczg w
sobie rdézne funkcje. Obiecujacym podejsciem tworzenia tego typu materialdéw jest
funkcjonalizacja powierzchni no$nikow poprawiajgca biodystrybucje leku, zwigkszajaca wychwyt
komorkowy, stabilno§¢ chemiczng i koloidalng, wydtuzajaca czas dziatania leku w organizmie
oraz umozliwiajgca docelowe dostarczanie leku do miejsca chorobowo zmienionego poprzez
zwigkszong selektywnos¢ wobec komorek patologicznych. Im wigksza jest funkcjonalnosé
nos$nikow lekow, tym szerszy staje si¢ ich potencjal aplikacyjny. Ponadto, oprocz podstawowej
funkcji wszystkich nosnikow, czyli dostarczania substancji biologicznie aktywnych, modyfikacja
ich powierzchni nadaje nowe cechy takie jak selektywne i precyzyjne doprowadzanie zwigzku
enkapsulowanego do miejsca dziatania, co pozwala na ich wykorzystanie w
wieloptaszczyznowych terapiach. Unikalne wlasciwosci no$nikdbw mozna uzyskaé poprzez
funkcjonalizacje ich powierzchni na drodze fizycznej badz chemicznej modyfikacji przy uzyciu
zwigzkow funkcjonalnych, do ktorych naleza ligandy, przeciwciala, biatka, fragmenty kwasow
nukleinowych, witaminy, $rodki przeciwbakteryjne, peptydy przeciwdrobnoustrojowe,
antybiotyki, substancje terapeutyczne, polimery itp. (Rys. 2.10).52 Jedna z najczesciej stosowanych
strategii funkcjonalizacji jest chemiczne sprzg¢zenie reaktywnych grup z powierzchnig nosnika
poprzez wiazanie kowalencyjne. Przylaczenie odpowiednich ugrupowan funkcyjnych (np. grupy
aminowe, disiarczkowe czy tiolowe) pozwala na uzyskanie pozadanych cech modyfikowanych
uktadow takich jak wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, przeciwporostowe, przeciwadhezyjne

lub zapobiegajace powstawaniu biofilmu.>

PRZECIWCIALA u e ~
; | 4 ) FUNKCIA
PRZECIWDROBNOUSTROJOWA

$ (NP. GRUPY AMONIOWE)

(‘ SONDA

PEPTYDY

FLUORESCENCYJNA
APTAMERY %}é‘
~ A ; SUBSTANCIE
p TERAPEUTYCZNE

LIGAND (NP. KWAS FOLIOWY)

Rys. 2.10. Schemat przedstawiajacy no$nik modyfikowany réznymi zwigzkami funkcjonalnymi.
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Skuteczng technikg funkcjonalizacji powierzchni nano- i mikronos$nikow jest metoda
warstwa-po-warstwie (ang. Layer-by-Layer, LbL), ktora jest uznana za odpowiednig strategi¢
otrzymywania funkcjonalnych kapsutek polimerowych.>**® Technika LbL zapewnia tworzenie
wielowarstwowych powtok na powierzchni no$nika poprzez naprzemienng adsorpcj¢ dodatnio
i ujemniec natadowanych polielektrolitow w wyniku oddzialywan elektrostatycznych, jak
pokazano na Rys. 2.11. Metoda LbL pozwala kontrolowa¢ skiad, liczbe oraz wilasciwosci
fizykochemiczne wielowarstwowych filmow polielektrolitowych. Dzigki temu mozna
zaprojektowa¢ zréznicowane struktury polimerowe o sprecyzowanych wlasno$ciach
funkcjonalnych. Cechy powtok polielektrolitowych, do ktérych nalezg biokompatybilnosc,
przepuszczalnos¢, stabilnos¢ chemiczna oraz koloidalna moga by¢ z tatwosciag dopasowywane w
zalezno$ci od zastosowania. Technika LbL jest szeroko stosowana ze wzglgdu na prosty, szybki
1 tani sposob tworzenia filméw polielektrolitowych o dobrze zdefiniowanych wlasciwosciach
fizycznych i chemicznych.®® Wszechstronnos¢ tej metody daje mozliwoéé kontroli wielkosci,
ksztattu i morfologii funkcjonalizowanych materiatow. Poprzez dobor odpowiednich parametrow
procesowych takich jak sita jonowa, pH, temperatura, stezenie i masa molowa polimeru, metoda
LbL umozliwia kontrolowanie cech uzytkowych nano- i mikrono$nikéw oraz pozwala zrozumiec¢

zaleznoéé whasciwosci funkcjonalnych od struktury filméw polielektrolitowych.>’

1. Polikation
v L
2. Przemywanie

Ujemnie
natadowana
czastka

3. Polianion

4. Przemywanie

Powtdrzenie punktu
nrl,23i4

Rys. 2.11. Schemat przedstawiajacy naprzemienng adsorpcj¢ dodatnio i ujemnie natadowanych

polielektrolitow na powierzchni czastek przy wykorzystaniu techniki LbL.%

W przypadku wytwarzania wielowarstwowych kapsutek technika warstwa-po-warstwie
kluczowy jest dobor sktadnikéw budulcowych. Projektujac powtoki polielektrolitowe niezwykle
wazne sg parametry jak struktura chemiczna, tadunek, masa czasteczkowa, rozpuszczalno$¢ oraz
réwnowaga hydrofobowo-hydrofilowa blokow budulcowych. Najczgsciej wykorzystywanymi
materiatami sg biokompatybilne, biodegradowalne oraz niskotoksyczne polielektrolity, ktére sg

powszechnie uznawane za bezpieczne (GRAS) i zostaty przedstawione w Tabeli 2.3 i Tabeli 2.4.
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Tabela 2.3. Przyktady syntetycznych policlektrolitow najczesciej wykorzystywanych do

tworzenia wielowarstwowych powtok nano- i mikrono$nikéw za pomocg techniki LbL.

Rodzaj ) i . .
) ) Nazwa polielektrolitu Struktura chemiczna Lit.
polielektrolitu

Poli(chlorowodorek

alliloaminy) « HCI 59,60
(PAH) NHz |
H2N HN/\/NHZ
Polietylenoimina H H
y N T NS SN SN 6182
(PEI) H H
L NN, |
Polikation "
Poli-L-lizyna s
PLL i
(PLL) .
O H|
- n
Chlorek Cl~
polidiallilodimetyloamoniowy 59,65
(PDADMAC) N "
HaC™ 'CHs
; O -OH
Poli(kwas akrylowy) a6s
(PAA)
n
n
Polistyrenosulfonian sos0
Polianion (PSS)
SOy
Kwas polimetakrylowy Oy, OH

54

(PMAA)
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Tabela 2.4. Przyktady naturalnych polielektrolitow najczesciej wykorzystywanych do

tworzenia wielowarstwowych powtok nano- i mikrono$nikéw za pomocg techniki LbL.

Rodzaj . i . .
) ) Nazwa polielektrolitu Struktura chemiczna Lit.
polielektrolitu
o}
/\/\N G N H
N H
Poliarginina n o
(PARG)

HN HCI

Polikation
HN)\NHZ
OH

OH OH
Chitozan o ° o o Olﬁ,OH 6768
HO HO
(CHIT) NH, NH, | HO ™
n

. o)
Poli(kwas .
glutaminowy) grlag N °2
(PGA)
C]
o 0
= n
Polianion A § o o o ,
Dekstran 0%}0%0%0’ 67
(DEX) HOHo HO Ho HOLo
= -n
CHs o
. CHs
Fukoidan 0 5 "
(FUC)
o)
0,08 S00; L oos T o

Wiele naturalnych polielektrolitéw, miedzy innymi alginian sodu, chitozan, kwas hialuronowy,
poli(kwas glutaminowy), dekstran, heparyna, fukoidan, a takze syntetycznych polielektrolitow
takich jak poli(chlorowodorek alliloaminy), poli(kwas akrylowy), polistyrenosulfonian,
polietylenoimina, poli-L-lizyna, chlorek polidiallilodimetyloamoniowy, jest uwazanych za cenne
materiaty budulcowe do otrzymywania wielowarstwowych nano- oraz mikrono$nikéw lekow.>*

Poza tym, ze polielektrolity te charakteryzuja si¢ wysoka biodegradowalnoscia,
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niskotoksyczno$cig oraz doskonatymi zdolnoSciami tworzenia powlok wiclowarstwowych,
ulepszaja rowniez wiele procesow biologicznych np. przyczepnos¢ do komorek. Dodatkowo
polisacharydy, dla przyktadu chitozan i alginian sodu petnig kilka kluczowych funkcji: posiadaja
unikalne wlasciwosci mechaniczne, sa zdolne do hydratacji, dzigki czemu z tatwos$cia
rozpuszczajg si¢ w roztworach wodnych oraz charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do
interakcji z czasteczkami bioaktywnymi (czynnikami wzrostu). Udowodniono réwniez, ze
zewngtrzna warstwa polielektrolitowa no$nikow moze petnic role powloki ochronnej, zwigkszajac
stabilno$é koloidalng uktadu poprzez optymalizacje parametréw LbL.%® Co wiecej, otulanie
no$nikow filmami polielektrolitowymi nadaje im nowe cechy funkcjonalne, takie jak wtasciwos$ci
mukoadhezyjne, wigksza przepuszczalno$¢, biokompatybilno$¢, a takze zapewnia odpowiednie
oddziatywania komorka-substrat i selektywnie zwieksza internalizacj¢ w komoérkach. Ponadto,
sktad, struktura, liczba oraz wlasciwosci fizykochemiczne (grubos¢, masa) i wiskoelastyczne
filmoéw polielektrolitowych adsorbowanych na powierzchni nos$nikéw istotnie wptywaja na
funkcjonalno$¢ tworzonych uktadéw, szczegolnie na stopien enkapsulacji zwigzku bioaktywnego,
jego profil uwalniania oraz efekt cytotoksyczny.”r Dzieki temu, dobierajac odpowiednie
polielektrolity, jako bloki budulcowe nosnikéw lekow, mozna z tatwoscia kontrolowac szybkosé¢
uwalniania substancji enkapsulowanej oraz aktywno$¢ biologiczng tworzonych struktur, co jest
bardzo  istotne  przy  opracowywaniu  formulacji  przeznaczonych do  terapii
przeciwnowotworowych. Funkcjonalizacja nosnikéw za pomocg wielowarstwowych powlok
polielektrolitowych ~ umozliwia uzyskanie uktadow, ktorych zarowno  wlasciwosci
fizykochemiczne, jak i biologiczne mozna precyzyjnie dostosowa¢ do konkretnego zastosowania.

Zgodnie z opisanymi w literaturze metodami przygotowywania wielowarstwowych nano-
1 mikrokapsul polimerowych za pomoca techniki LbL najczgsciej stosuje si¢ metod¢ saturacyjna,
filtracyjng i metod¢ wirowania. Technika saturacyjna polega na uzyciu polielektrolitu
o odpowiednim ste¢zeniu, ktore umozliwi catkowite pokrycie czastek w ukladzie. Aby prawidtowo
przeprowadzi¢ proces osadzania polielektrolitow na powierzchni czgstek, nalezy w sposob
empiryczny kontrolowaé ich tadunek powierzchniowy poprzez pomiar potencjatu zeta.*®
Skutecznos¢ i tatwos$¢é stosowania tej metody sprawia, ze jest ona bardzo powszechna wsrod wielu
badaczy i czgsto wykorzystywana do konstrukcji nanoczastek polimerowych. Z kolei technika
filtracyjna jest stosowana zaréwno do otrzymywania wielowarstwowych nano-, jak
I mikroczastek. Tworzenie nanoczastek polega na dodawaniu nadmiaru polielektrolitu do
zawiesiny czastek i kolejno przefiltrowaniu ich w celu usunigcia polimeru niezaadsorbowanego
na powierzchni czastek. Natomiast w przypadku tworzenia mikrokapsut, czastki sg zanurzane
I mieszane w nadmiarze polielektrolitu, ktory jest nastepnie odfiltrowywany. Ograniczeniem tej
metody jest ryzyko agregacji matych nosnikoéw (gtownie nanono$nikow), ktore pozostaja na filtrze
po procesie osadzania. Podobng technikg jest rOwniez metoda wirowania, ktora opiera si¢ na

zanurzeniu czastek w nadmiarze polielektrolitu, nastepnie odwirowaniu zawiesiny koloidalne;j,
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usuni¢ciu pozostatej ilosci niezaadsorbowanego polimeru i1 zebraniu czastek. Proces ten moze by¢
kilkakrotnie powtarzany do momentu catkowitego pozbycia sie nadmiaru polimeru. °®°® Metoda
ta jest dos¢ czasochtonna i moze przyczyniac sie¢ do agregacji no$nikow podczas etapu wirowania,
dlatego czesciej jest wykorzystywana do otrzymywania mikrokapsut.

W ostatnim czasie obserwuje si¢ utrzymujgce zainteresowanie projektowaniem systemow
dostarczania lekow funkcjonalizowanych zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi.>?"%73
Podawanie no$nikow substancji bioaktywnych do miejsc chorobowo zmienionych wigze si¢ z
mozliwoscig rozwoju infekcji bakteryjnych, ktére powoduja negatywne skutki 1 ograniczenia w
leczeniu terapeutycznym.”® Z tego powodu modyfikacja nos$nikow za pomoca zwiazkow
przeciwdrobnoustrojowych zapewnia im ochrong przed namnazaniem si¢ bakterii i hamuje rozwoj
zakazen patogenami, a co za tym idzie poprawia skutecznos$¢ leczenia w tkankach docelowych. W
ten sposob jest mozliwo$¢ konstrukcji wielofunkcyjnych ukladow zaréwno o aktywnosci
terapeutycznej, jak i przeciwbakteryjnej.”* W celu otrzymania struktur o funkgcji
przeciwdrobnoustrojowej, powierzchnia nosnikoéw moze by¢ funkcjonalizowana substancjami
przeciwbakteryjnymi o zréznicowanej strukturze. Powszechnie stosowane sg niskoczasteczkowe
zwigzki organiczne np. antybiotyki, lecz ze wzgledu na postepujaca lekoopornos¢ bakterii na tego
typu substancje, strategia ta jest mato skuteczna. Interesujacym rozwigzaniem jest modyfikacja
no$nikoéw przy uzyciu polimerdéw przeciwdrobnoustrojowych, ktore sa mniej toksyczne, bardziej
selektywne 1 przyczyniaja si¢ do zwickszonej efektywnosci oraz przedtuzonej aktywnosci
biologicznej.”® Obiecujacymi kandydatami sg polielektrolity zawierajace W bocznym tancuchu
alkilowym rézne ugrupowania przeciwbakteryjne, ktore moga by¢ przytaczone za pomoca wigzan
kowalencyjnych takich jak wiazanie estrowe, amidowe, iminowe czy acetylowe, jak
przedstawiono w Tabeli 2.5. Dekorowane w ten sposob polielektrolity sa stosowane jako bloki
budulcowe nos$nikow 1 czgsto wykorzystywane w technologii LbL do wytwarzania
wielofunkcyjnych struktur modyfikowanych powtokami z funkcja przeciwdrobnoustrojowa.’” "
Niniejszy fragment zostal szczegdlowo opisany w opublikowanym artykule, ktérego autorka

niniejszej dysertacji jest wspotautorka.®

2.3. Polifenole jako substancje lecznicze pochodzenia naturalnego

Przedmiotem licznych prac naukowych w zakresie badan biochemicznych i klinicznych sg
zwigzki pochodzenia naturalnego. Na szczegolng uwage zastuguja szeroko rozpowszechnione w
swiecie ro$linnym polifenole ze wzgledu na wyjatkowe wilasciwosci prozdrowotne
i udokumentowane dziatanie biologiczne. Polifenole wykazalty dotychczas w badaniach in vitro
oraz in vivo wlasciwos$ci przeciwutleniajgce/antyoksydacyjne, prooksydacyjne, przeciwzapalne,
antyalergiczne, antyproliferacyjne, antyangiogenne, przeciwnowotworowe, przeciwzakrzepowe,
przeciwmiazdzycowe, immunomodulujace, przeciwarytmiczne, detoksykujace i moczopedne. "0

Dzigki tak duzemu spektrum aktywnosci biologicznej, polifenole znajduja zastosowanie w
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Tabela 2.5. Przyktadowe polielektrolity dekorowane ugrupowaniem przeciwbakteryjnym.

Lacznik/ugrupowanie

Reakcja przylaczenia

Testy

Polielektroli truktur . . i . . . Lit.
olielektrofit Struktura przeciwbakteryjne ugrupowania mikrobiologiczne .
przeciwbakteryjnego
z Metoda seryjnych
L A:Il] Ugrupowanie rozcieﬁcze.:ﬁ’
Poli(alkilo- o przeciwbakteryjne: Czwartorzedowanie (zakres stezen o1
oksazoliny) grupa N,N-dimetylo- (70°C, 24h) 0.1-10 mg/mL)
R - metyl, etyl dodecyloamoniowa Szczepy bakterii:
’ Staphylococcus aureus,
Z - tl’lflat, t05y|an, bromek Escherichia coli
M Ugrupowanie Czw(agr(t)oog@ig:anie Metoda seryjnych
Poli(winylo X'N7 " przeciwbakteryne: roz uszczal’nik' étanol B H-letOda
imidazg)ll) LM heterocykliczna pocz szczar.1ie' | dyfuzyjno-quzkc_)_wa *
( CHa) czwartorzedowa grupa Y .' Szczepy bakterii:
HaC N —. przemywanie Streptococcus mutans,
heksanem) Lactobacillus casei
y=0,3,5,7,9,17
Lacznik: n-propylo,
n-heksylo Czwartorzedowanie Metoda
. ° i mikrorozcienczen
©/\ Ugrupowanie (50°C, 18, nadmiar ;
. przeciwbakteryjne: czynnika czwarto- Szczepy bakterii: N
Poliweglan 0 hg? rzgdujacego, Staphylococcus aureus,

Br

\N/

Me Ft lBu @

N N N = =
-0 DD Q¢

metyloimidazol,
etyloimidazol,
butyloimidazol,
pirydyna, 4-(dimetylo-
amino)-pirydyna

oczyszczanie - dializa
wobec izopropanolu/
acetonitrylu (1:1))

E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida
albicans
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Lacznik: ester
N-hydroksysukcynimido-4-
(bromometylo)benzoesowy

Ugrupowanie

przeciwbakteryjne:
trifenylofosfina

OH OH
- 0 00
Chitozan mom T -
NH, n NH : PPh;Br
o

Czwartorzgdowanie
(50 °C, 72 h,
rozpuszczalnik: toluen)

Metoda dyfuzyjno-

krazkowa: st¢zenie
probki 250 pg/mL
Szczepy bakterii:

Escherichia coli,
Staphylococcus aureus

84

Lacznik: n-butylo

QL0
S|

. .. 3 i N, “, .
Polietylenoimina .\ AN\ S Ugrupowanie

przeciwbakteryjne:
bromek trifenylofosfoniowy

3
CO

Czwartorzgdowanie
(65°C, 24 h,
oczyszczanie - dializa
wobec etanolu i
wodoroweglanu sodu)

Metoda dyfuzyjno-
krazkowa: probka 200 mg

Szczepy bakterii:
Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella
pneumonia, Salmonella
enteric typhimurium

85

Lacznik: n-heksylo

Ugrupowanie
przeciwbakteryjne:
grupa imidazolowa,

amina trzeciorzedowa

Poli(3-heksylo-
tiofen)

Czwartorzedowanie
(24h, DMSO)

Metoda seryjnych
rozcienczen
(zakres stezen:
1-10 pg/mlL)
Szczepy bakterii:

Escherichia coli,
Bacillus atrophaeus

86
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przemysle farmaceutycznych, kosmetycznym i1 spozywczym oraz dajg szerokie perspektywy ich
wykorzystania jako naturalnych lekéw w leczeniu wielu chordb. Zauwazalng cecha zwigzkow
polifenolowych jest ich dziatanie przeciwutleniajgce zwigzane z obecnoscia w ich strukturach grup
hydroksylowych i1 karboksylowych, ktére hamuja dziatanie wolnych rodnikow. Polifenole
zmniejszaja liczbe szkodliwych rodnikéw takich jak rodnik hydroksylowy, ponadtlenkowy,
peroksylowy, nadtlenek wodoru oraz pozostate reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS), ktore moga gleboko uszkadzaé zdrowe tkanki i prowadzié¢ do licznych schorzen.”

Polifenole naleza do grupy metabolitow wtornych i moga stanowié proste czasteczki lub
ztozone struktury z jedng badz kilkoma grupami funkcyjnymi jak ukazano na Rys. 2.12.
Dotychczas zidentyfikowano kilka tysigcy zwigzkow fenolowych wystepujacych w roslinach,
Ktore roznig si¢ rodzajem ugrupowan funkcyjnych np. grupa hydroksylows, metylowa czy
glikozydowa. Polifenole to grupa zwiazkéw o ogromnej roznorodnosci, dlatego zostaty
sklasyfikowane wedlug ich budowy chemicznej, zrodta wystepowania oraz peknionej funkcji
biologicznej jak przedstawiono w Tabeli 2.6. Polifenole zawieraja w swojej strukturze co najmnie;j
jeden pier§cien aromatyczny, do ktdrego przylaczona jest przynajmniej jedna grupa hydroksylowa,
a takze przylegaja grupy glikozydowe, estrowe lub acetylowe, ktore zapewniajg stabilnosé
czasteczki. ° Polifenole mozna podzieli¢ na kilka podgrup, do ktérych naleza flawonoidy, kwasy
fenolowe, stilbeny, kurkuminoidy, lignany, taniny oraz chalkony. Flawonoidy sa najliczniejsza
grupa zwigzkow polifenolowych skladajacych si¢ z trzech pier§cieni fenolowych 1 w zaleznosci
od obecnosci grup hydroksylowych, alkoksylowych i wigzan podwojnych dzieli si¢ je na subklasy,
do ktoérych zaliczamy flawanole, flawonole, flawanony, flawony, izoflawony i antocyjanidyny.
Polifenole obficie wystepuja w roslinach straczkowych, owocach, sokach oraz zbozach. Jak
wspomniano wczesniej, wszystkie polifenole sktadaja si¢ z czasteczki fenolu zwigzanej z roznymi
ugrupowaniami funkcyjnymi nadajacymi zalezno$ci pomigdzy strukturg a aktywnos$cig. Ponadto,
zmienno$¢ strukturalna polifenoli istotnie wptywa na ich wiasciwosci, dla przykladu obecnosé
pierscienia katecholowego umozliwia flawonoidom wykazywanie optymalnej aktywnosci
antyoksydacyjnej. Co ciekawe, niektorzy naukowcy podczas prowadzenia badan in vivo dowiedli,
ze polifenole mogg mie¢ zastosowanie kliniczne. 8 Tabela 2.6 podsumowuje podgrupy polifenoli,
przyktady zwiazkow, ich Zrédlo wystgpowania i zastosowanie.

Udowodnione dziatanie przeciwnowotworowe polifenoli sprawia, ze zwiazki te majg wysoKi
potencjat terapeutyczny. Wspoélczesna medycyna coraz czeSciej wykorzystuje substancje
bioaktywne pochodzenia naturalnego w leczeniu wielu choréb, w tym roéznych typow
nowotworow. W konwencjonalnych terapiach przeciwnowotworowych zazwyczaj stosuje si¢
powszechnie znane syntetyczne cytostatyki. Wiele z tych zwigzkoéw wykazuje wysokg aktywnos¢
cytostatyczng, lecz rowniez znaczng toksyczno$¢ o potencjalnym dziataniu kancerogennym,
teratogennym lub mutagennym wzgledem zdrowych tkanek, co moze objawiaé¢ sie wieloma

dziataniami niepozadanymi. W celu zmniejszenia skutkow ubocznych oraz podniesienia
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Tabela 2.6. Klasyfikacja polifenoli, ich zrodto wyst¢gpowania i zastosowanie kliniczne.

87-90

Podgrupa

Przykladowe zwiazki

Zrédlo wystepowania

Zastosowanie kliniczne

FLAWONOIDY

Flawony

Apigenina, luteolina, chryzyna,
bajkaleina, fisetina, mirycetyna,
wogonina, tricetyna hispidulina

Marchew, papryka, seler, oliwa z
oliwek, tymianek, rozmaryn

1 oregano, skorki cytrusowe

Rak ptuc, rak prostaty rak jelita
grubego, rak zotadka, rak
watrobowokomorkowy, rak szyjki
macicy, rak piersi, glejak, rak
trzustki, rak jajnika

Flawanole

Katechiny, gallokatechina,
epikatechina, galusan
epigallokatechiny

Jabtka, herbata, chmiel, piwo

Rak watrobowokomorkowy, rak

pecherza moczowego

Flawonole

Kemferol, mirycetyna,
kwercetyna, rutyna

Cebula, wisnie, jabtka, brokuty,
jarmuz, pomidory, jagody,
herbata, czerwone wino

Rak okre¢znicy, watrobiak zarodkowy,
rak pecherza moczowego, rak szyjki

macicy

Flawanony

Alpetyna, naringenina, naringina,
hesperydyna

Owoce winogron, owoce
cytrusowe

Rak ptuc, rak szyjki macicy, rak

watrobowo-komorkowy, rak prostaty

Izoflawony

Daidzeina, genisteina, glicyteina,
glabrydyna

Korzen lukrecji, tubin, bob, soja

Rak nerkowokomodrkowy, czerniak,
rak jelita grubego, rak piersi, rak

phuc, rak watrobowo-komoérkowy

Antocyjanidyny

Cyjanidyna, delfinidyna,
malwidyna, pelargonidyna,
peonidyna, petunidyna

Pigmentowane owoce i warzywa

Rak ptuc
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ZWIAZKI NIEBEDACE FLAWONOIDAMI

Kwasy fenolowe

Kwas kawowy, kwas ferulowy,
kwas synapinowy, kwas galusowy,
kwas wanilinowy

Lopian, glég, karczoch, gruszka,
bazylia, tymianek, oregano,
jabtko, truskawki, ananas, kawa,

stonecznik, jagody

Rak piersi, rak trzustki,

rak okreznicy

Czerwone wino, jagody, maliny,

Rak piersi, rak prostaty, rak jajnika,

Stilbeny Resweratrol czarna porzeczka, orzechy
. rak pecherza moczowego
ziemne, morwa
o ) Rak piersi, rak prostaty, rak pecherza
Kurkuminoidy Kurkumina Kurkuma

Moczowego

Pinorezinol, podofilotoksyna,

Ostropest plamisty, topian,

Ostra bialaczka mieloblastyczna,

nerwiak zarodkowy, rak ptuc, rak

Lignan
gnany steganacyna, sylibinina zielona herbata, magnolia prostaty, rak okr¢znicy, rak piersi, rak
pecherza, rak watrobowokomorkowy
Kora debu, li$¢ orzecha
Tani Procyjanidyny, elagotaniny, wloskiego, 1i$¢ jezyny, poziomki Rak jamy ustnej, rak watroby, rak
anin
Y galotaniny i maliny, boréwka czarna, prostaty, rak zotadka, rak piersi
jagody, herbata
Lukrecja, ziarna soi, szalotka, o ) o
o ) ) Rak szyjki macicy, rak piersi, rak
. liScie jabtoni, morele, chmiel, )
Chalkony Buteina, floretyna, kwas elagowy prostaty, glejak, rak zotadka, rak

piwo, orzechy wioskie, zurawina,

maliny, truskawki, winogrona

watrobowokomorkowy
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efektywnosci terapeutycznej alternatywa tradycyjnych cytostatykow moga by¢ substancje
pochodzenia naturalnego o wtasciwos$ciach chemoterapeutycznych i chemoprewencyjnych. Do
takich zwigzkow zaliczamy polifenole bedace substancjami leczniczymi, ktére zwickszajg
skutecznos¢ tradycyjnej chemioterapii oraz zmniejszajg opornos¢ komorek nowotworowych na
powszechnie stosowane chemioterapeutyki syntetyczne. Jednymi z obiecujgcych substancji
pochodzenia roslinnego sa kurkumina, resweratrol oraz galusan epigallokatechiny, ktore zostaty

opisane w ponizszych rozdziatach.

2.3.1. Struktura, wlasciwosci i zastosowanie kurkuminy

Kurkumina (KUR) jest naturalnym polifenolem wyizolowanym z klgczy ostryzu dlugiego
(ang. Curcuma longa), inaczej zwanego ostryzem indyjskim lub kurkuma i przez tysiace lat byta
stosowana jako lek ziolowy w wielu azjatyckich krajach. KUR odpowiada za intensywny zotty
pigment kurkumy. Zostata uznana za substancje bezpieczng przez Agencje Zywnosci i Lekow
(ang. U.S Food and Drug Administration, FDA) i jest czgsto wykorzystywana jako barwnik,
przyprawa lub $rodek konserwujacy w przemysle spozywczym. Nazwa systematyczna kurkuminy
to 1,7-bis-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)-hepta-1,6-dien-3,5-dion okreslajagca wzor sumaryczny
C21H2006. Kurkumina wystepuje w dwoch formach tautomerycznych i ulega tautomerii keto-
enolowej (Rys. 2.13). W $rodowisku kwasnym i oboj¢tnym przewaza forma ketonowa i KUR
przyjmuje w tych warunkach charakterystyczne zolte zabarwienie oraz staje si¢ silnym donorem
wodorowym. Natomiast w Srodowisku zasadowym dominuje forma enolowa KUR, ktora
przyjmuje ciemno-pomaranczowa/bragzowa barwe i moze by¢ zard6wno donorem jak i akceptorem
wigzan wodorowych.”! Forma enolowa jest mniej trwata chemicznie niz forma ketonowa, co
sprawia, ze KUR traci stabilno$¢ chemicznag w roztworach zasadowych. Wspoétczynnik
lipofilowosci, logPow czyli wspotczynnik podziatu kurkuminy pomiedzy faze organiczng i wodna

wynosi 3,2, co podkresla hydrofobowy charakter KUR 1 jej stabg rozpuszczalno$¢ w wodzie.

A
O 0
T
HO OH
OCHs HaCO
B
O OH
N N =
HO ‘ ‘ OH
OCH, H,CO

Rys. 2.13. Struktura chemiczna kurkuminy w formie ketonowej (A) i formie enolowej (B).
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Kurkumina jest dobrze rozpuszczalna w metanolu, etanolu, acetonie i sulfotlenku dimetylu
(DMSO). Maksimum  absorpcji  promieniowania  elektromagnetycznego KUR w
rozpuszczalnikach organicznych znajduje sie w granicach 420-430 nm.%?

Stabilno$¢ czasteczki kurkuminy zalezy od wielu czynnikow fizycznych np. ekspozycji na
promieniowanie stoneczne lub wysokiej temperatury, a takze czynnikow chemicznych np. zmiany
pH $rodowiska, obecnosci tlenu, jonéw metali i przeciwutleniaczy.®* W srodowisku kwasowym
KUR posiada wysokg stabilno$¢ chemiczna, jednak wzrost pH powyzej 7 przyczynia si¢ do
degradacji struktury ze wzgledu na deprotonacj¢ niektorych grup funkcyjnych. Udowodniono, ze
gléwnymi produktami degradacji kurkuminy w warunkach alkalicznych sg kwas ferulowy,
wanilina oraz feruloilometan. Z kolei produktami powstatymi w wyniku naswietlania KUR sg
kwas wanilinowy, kwas ferulowy i aldehyd ferulowy. Badania naukowe wykazaty, ze kurkumina
ulega szybszej fotodegradacji w §wietle widzialnym niz w $wietle UV. Udowodniono réwniez, ze
produktem autoutleniania kurkuminy jest bicyklopentadion. Co wigcej, w przypadku dziatania
wysokich temperatur kurkumina ulega rozktadowi termicznemu. Szybko$¢ degradacji czasteczki
KUR moze zosta¢ znacznie zredukowana w obecno$ci przeciwutleniaczy takich jak kwas
askorbinowy czy kwas rozmarynowy.%%

Kurkumina jest substancja wykazujaca znaczace dziatanie prozdrowotne. Do potwierdzonych
naukowo wiasciwosci  biologicznych KUR  zaliczamy wlasciwosci  przeciwzapalne,
przeciwutleniajace, przeciwnowotworowe, antymutagenne, przeciwzakrzepowe, przeciwcukrzy-
cowe, antybakteryjne, antywirusowe, przeciwgrzybicze i neuroprotekcyjne.®>% Ponadto KUR
przyspiesza gojenie si¢ ran oraz wspomaga leczenie chordb ptuc, chorob watroby, chorob
autoimmunologicznych, choréb ukladu krazenia i depresji.®® Kurkumina jest silnym
przeciwutleniaczem ze wzgledu na zdolno$¢ do neutralizowania w komorkach reaktywnych form
tlenu. KUR moze zmniejsza¢ aktywno$¢ rodnikéw alkilowych i nadtlenkowych poprzez
przeniesienie atomu wodoru z ugrupowania f-diketonu w jej strukturze. Ponadto, kurkumina jest
skutecznym srodkiem chelatujagcym, czyli ma zdolnos¢ do wychwytywania kationow metali np.
jonow zelaza (Fe?"), ktore sa silnymi proutleniaczami. Niektore badania wykazaty rowniez, ze
KUR hamuje utlenianie lipidéw, inaczej peroksydacje, ktora jest procesem niekorzystnym. Proces
ten prowadzi do powstania zmodyfikowanych i1 uszkodzonych czasteczek lipidow. Co wigcej,
liczne doniesienia literaturowe wskazujg, ze KUR zatrzymuje wzrost komoérek rakowych na kilku
inwazje, a takze hamuje angiogeneze¢ i rozprzestrzenianie si¢ komoérek rakowych (przerzuty).
Badania in vitro 1 in vivo potwierdzaja, ze kurkumina moze zmniejsza¢ wzrost i proliferacje
komorek rakowych, miedzy innymi raka prostaty, pecherza moczowego, ptuc, piersi, jajnika,
okreznicy, czerniaka i chtoniaka. Wykazano takze, ze KUR ma wlasciwos$ci chemoprewencyjne
1 moze zatrzymywac lub spowalnia¢ proces nowotworzenia si¢ guza badz odwraca¢ powstate juz

zmiany. Kurkumina moduluje wzrost komérek nowotworowych poprzez regulacje komorkowych

40



szlakow sygnatowych np. szlaku proliferacji komorek, przezywalnosci komorek czy szlakow
mitochondrialnych. W badaniach klinicznych kurkumina wykazata réwniez zastosowanie w
leczeniu chorob sercowo-naczyniowych, artretyzmu, wrzodéw zotadka, zapalenia jelita grubego,
zapalenia odbytnicy, zapalenia nerek, zapalenia pecherzyka zoétciowego, bielactwa, tuszczycy,

miazdzycy, cukrzycy oraz choroby Alzheimera.®!

2.3.2. Struktura, wlasciwosci i zastosowanie resweratrolu

Resweratrol (RES) jest naturalnym polifenolem o nazwie systematycznej 3,5,4°-
trihydroksystilben sktadajacym si¢ z dwoch pierscieni aromatycznych potaczonych mostkiem
metylenowym. Wystepuje w postaci dwoch izomeréw geometrycznych - formy trans-resweratrol
(t-RES) oraz formy cis-resweratrol (c-RES) jak pokazano na Rys. 2.14. Naturalnie wystepujaca
forma t-RES ma wigksza stabilno$¢ i aktywnos¢ biologiczng w poréwnaniu z formg c-RES. Pod
wplywem dziatania $wiatta UV forma trans-RES przeksztatca si¢ w forme cis-RES w wyniku
izomeryzacji.*® Resweratrol jest syntezowany przez roéliny za pomoca enzymu syntazy
stilbenowej w odpowiedzi na stres srodowiskowy np. §wiatto stoneczne, obecnos$¢ metali cigzkich,
infekcje grzybicze, urazy czy promieniowanie UV. Bogatym zroédlem RES jest winogron,
czerwone wino, maliny, morwy, jagody, czarna porzeczka, orzeszki ziemne, ziarna kakaowca

i rdestowiec ostrokonczysty.%

A B

HO‘ N OH
OH O HO
o
OH

Rys. 2.14. Struktura chemiczna resweratrolu w formie cis (A) i trans (B).

Resweratrol jest w temperaturze pokojowej biatym proszkiem dobrze rozpuszczalnym w
alkoholach, acetonie i DMSO oraz stabo rozpuszczalnym w wodzie. Warto$¢ wspotczynnika
lipofilowosci dla resweratrolu wynosi 3,1. Na stabilnosc¢ i rozpuszczalnos¢ trans-RES duzy wptyw
maja pH 1 temperatura. Stabilno$¢ t-RES jest wyzsza w kwasowym pH oraz w nizszych
temperaturach. Ogolne wilasciwosci fizykochemiczne t-RES szczegélnie wplywaja na jego
aktywnos$¢ biologiczng, w tym biodostgpnos¢. Literatura podaje, iz resweratrol jest szybko
wchtaniany w przewodzie pokarmowym, lecz jego biodostgpnosc¢ jest mniejsza niz 1% ze wzgledu
na to, ze czasteczka RES jest intensywnie metabolizowana podczas pierwszego i drugiego

przejscia tworzac koniugaty glukuronidowe i siarczanowe gtéwnie trans-resweratrol-3-O-
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glukuronidy i trans-resweratrol-3-O-siarczany. Badania wykazatly, ze okres pottrwania RES w
0S0Czu wynosi 9,2 godz., pierwszy szczyt stezenia RES pojawia si¢ w 0soczu po 1 godz., a drugi
po 6 godz.®” W celu poprawy stabilno$ci, rozpuszczalnosci i przepuszczalnoéci resweratrolu przez
bariery biologiczne, projektowane s3 rozne noéniki jako skuteczne systemy dostarczania RES.%
Istnieje wiele doniesien literaturowych, opisujacych badania zaréwno in vitro jak i in vivo,
ktore $wiadcza 0 korzystnym dla zdrowia dziataniu resweratrolu. RES wykazuje dziatanie
immunomodulujace, przeciwnowotworowe, przeciwnadci$nieniowe, przeciwzapalne,
neuroprotekcyjne, przeciwbolowe, przeciwbakteryjne, kardioprotekcyjne oraz przyspiesza gojenie
si¢ ran. Resweratrol jest stosowany w profilaktyce i leczeniu ro6znych chordb, zwtaszcza chorob
przewlektych takich jak raka ptuc, raka jajnika, raka piersi, raka prostaty, raka pecherza
moczowego, raka okr¢znicy, raka zotadka, raka watroby, raka trzustki, a takze chordb
neurodegeneracyjnych (np. choroby Alzheimera), choréb metabolicznych (np. cukrzycy), otytosci
oraz choréb sercowo-naczyniowych.®>% Wtasciwosci przeciwutleniajace RES s3 mu
przepisywane nie tylko ze wzgledu na zdolno§¢ do redukowania reaktywnych form tleny, ale
rowniez z powodu hamowania peroksydacji lipidow, w tym lipoprotein o niskiej gestosci (ang.
low-density lipoprotein, LDL), zatrzymywania reakcji utleniania katalizowanych miedzig oraz
obnizania aktywnosci tlenku azotu. Co wigcej, RES zmniejsza wewnatrzkomoérkowe stezenie
apolipoproteiny B (ApoB), estréw cholesterolu oraz obniza szybko$¢ wydzielania trojglicerydow,
chronigc w ten sposob przed zachorowaniem na miazdzyce¢. Resweratrol moze rowniez hamowac
agregacje plytek krwi 1 rozszerza naczynia krwionosne, dzigki czemu chroni tkanki serca i naczyn
krwiono$nych. Ponadto, wykazano, ze RES zapobiega uszkodzeniom komorek nerwowych,
dlatego moze chroni¢ przed zachorowaniem na chorobe Parkinsona. Resweratrol jest rowniez
skutecznym $rodkiem chemoprewencyjnym i chemoterapeutycznym stosowanym w leczeniu
nowotworow ze wzgledu na hamowanie karcynogenezy, jej glownych etapow, czyli inicjacji,
promocji i progresji, a takze obnazaniu aktywnosci cyklooksygenazy oraz kinazy biatkowej C.
Wiasciwosci proapoptotyczne 1 przeciwproliferacyjne resweratrolu zostaly potwierdzone w

badaniach klinicznych.

2.3.3. Struktura, wlasciwosci i zastosowanie galusanu epigallokatechiny

Galusan epigallokatechiny (EGCG) to naturalny zwigzek poliefenolowy wystepujacy gtownie
w zielonej i czarnej herbacie pochodzacej z rosliny Camellia sinensis. Strukturalnie EGCG
zawiera liczne grupy hydroksylowe przy pierscieniach aromatycznych oraz zestryfikowana reszte
kwasu galusowego (Rys. 2.15). Warto$¢ wspotczynnika lipofilowosci dla EGCG wynosi 1,2, co
podkresla jego hydrofilowy charakter. EGCG jest rozpuszczalny w wodzie, ale rowniez w
rozpuszczalnikach organicznych np. etanolu, DMSO i dimetyloformamidzie (DMF). EGCG niesie
ze sobg liczne korzysci dla ludzkiego zdrowia, lecz podobnie jak wszystkie katechiny, moze
ulega¢ degradacji podczas przetwarzania i przechowywania herbaty, co prowadzi do utraty jego
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prozdrowotnych wtasciwosci. Niestabilnos¢ EGCG jest spowodowana gléwnie dwiema
reakcjami: epimeryzacja i autoutlenianiem. Na szybkos¢ tych reakcji wptywaja czynniki takie jak
obecnos¢ tlenu, pH, temperatura, sita jonowa, obecno$¢ przeciwutleniaczy i stezenie EGCG w
roztworze. Dlatego, stabilnos¢ i aktywnos$¢ biologiczna galusanu epigallokatechiny moze by¢
kontrolowana przez warunki fizykochemiczne otaczajgcego go srodowiska. Proces autoutleniania
prowadzi do utraty atomoéw wodoru czgsteczki EGCG 1 powstania produktow utleniania, migdzy
innymi teazynensyny A. Degradacji EGCG towarzyszy zazwyczaj zmiana koloru z biatego na
brazowy. Z kolei epimeryzacja nast¢puje przy wysokich st¢zenia roztworu, przy pH<S5,5 oraz przy
wysokich temperaturach (>50°C). Proces ten przyczynia si¢ do powstania galusanu galokatechiny
(GCQ), ktory nie jest zwigzkiem toksycznym i wykazuje podobng aktywnos$¢ biologiczng jak
EGCG. Epimeryzacja jest reakcja odwracalna.%!

OH
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HO . o
“O—% OH
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Rys. 2.15. Struktura chemiczna galusanu epigallokatechiny.

Galusan epigallokatechiny jest cennym polifenolem ze wzgledu na jego wilasciwosci
przeciwutleniajace, przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe, przeciwzapalne oraz dziatanie
wspomagajace leczenie otytosci, miazdzycy, cukrzycy, chordob sercowo-naczyniowych
i neurodegeneracyjnych.}%21% EGCG wykazuje aktywno$¢ przeciwutleniajaca poprzez kilka
mechanizméow takich jak wychwyt reaktywnych form tlenu, hamowanie ich produkcji oraz
chalatacja prooksydacyjnych jonéw metali. Ugrupowania w strukturze EGCG odgrywajg istotng
role w eliminowaniu wolnych rodnikdéw np. grupa trihydroksylowa w pierscieniu B bierze udziat
w delokalizacji elektronéw, a ugrupowanie galusowe w pierScieniu C zwigzane jest ze
zwigkszonym wychwytem reaktywnych form tlenu i azotu. EGCG wykazuje réwniez wlasciwosci
antyutleniajace poprzez zapobieganie peroksydacji lipidow oraz hamowanie aktywnosci enzymow
np. oksydazy ksantynowej, cyklooksygenazy i lipooksygenazy, ktore sprzyjaja powstawaniu ROS.
EGCG ma zdolnos$¢ do dezaktywacji jonow zelaza i miedzi, hamujagc w ten sposéb reakcje
Fentona, ktorej towarzyszy powstawanie rodnikow.?! Ponadto, liczne doniesienia literaturowe
wskazuja, ze galusan epigallokatechiny jest skutecznym srodkiem zaréwno chemoprewencyjnym
jak i chemoterapeutycznym. EGCG wykazuje efekt cytotoksyczny wobec komorek raka pecherza
moczowego, raka prostaty, raka piersi, raka ptuc, raka jajnika, raka trzustki, raka watroby, raka
okreznicy i raka skory. Dowiedziono zaréwno w badaniach in vitro jak i in vivo, ze EGCG hamuje

proliferacje i migracje komorek nowotworowych, indukuje proces apoptozy oraz zapobiega
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wzrostowi tych komérek. 1%41% Co wigcej, EGCG moze by¢ taczony z chemoterapeutykami np.
cisplatyng, docetakselem, doksorubicyng, 5-fluorouracylem, kapecytabing, temozolomidem,
a takze z innymi zwigzkami pochodzenia naturalnego np. kurkuming, kwercetyna, lowastatyna,
sulforafanem czy witaming C.}%” Laczenie EGCG z innymi substancjami bioaktywnymi daje
mozliwos¢ wykorzystania takich uktadéw w licznych terapiach skojarzonych, co zwigksza
skutecznos$¢ przeciwnowotworows, biodostepnosé zwigzku aktywnego, a tym samym przyczynia

si¢ do lepszego efektu terapeutycznego.

2.4. Technologiczne i farmaceutyczne aspekty nano- i mikroenkapsulacji substancji
aktywnych pochodzenia naturalnego

Zwiazki bioaktywne pochodzenia naturalnego sg niezwykle cennymi substancjami o licznych
prozdrowotnych wlasciwosciach, lecz zazwyczaj podczas ich procesu przetwarzania
i przechowywania traca chemiczng i biologiczng stabilnos¢ oraz stajg si¢ podatne na degradacje
i utlenianie pod wptywem czynnikéw zewngtrznych takich jak swiatto, tlen, wilgo¢ czy zmiany
pH lub temperatury. Prowadzi to do powstania nietrwatych produktow, czesto o nieprzyjemnych
smakach i zapachach. Co wiegcej, wigkszos¢ zwigzkéw naturalnych charakteryzuje si¢ niska
rozpuszczalnoscia w wodzie, stabg biodost¢pnoscia, niskg wchtanialnoscig, przepuszczalnoscig
i konwersja metabolizmu oraz niewystarczajacym czasem przebywania w zotadku.’® Ograniczenia
te wptywaja niekorzystnie na aktywno$¢ biologiczng i potencjalne zastosowanie substancji
pochodzenia roslinnego. W celu przezwyciezenia tych ograniczen, jednym z zaawansowanych
podejs¢ technologicznych jest nano- i mikroenkapsulacja zwiazkéw bioaktywnych w no$nikach
lub formulacjach farmaceutycznych, tzw. systemow dostarczania lekow (DDS). Enkapsulacja jest
procesem, w ktorym substancje lecznicze sa zamykane lub powlekane innym materiatem tworzac
czastki lub kapsutki. Material powlekany nazywany jest rdzeniem, natomiast materiat powlekajacy
to powloka lub otoczka.!! Enkapsulacja zapewnia wiele korzysci: (i) ochrone leku przed
degradacja i niekorzystnym wplywem warunkow S$rodowiskowych; (ii) poprawg
rozpuszczalno$ci, biodostepnosci oraz stabilnosci chemicznej 1 koloidalnej; (iii) zapobieganie
niepozadanemu wyciekowi; (iv) maskowanie nieprzyjemnych zapachow; (v) zmniejszanie utraty
zwigzkoéw lotnych; (vi) przedluzanie czasu uwalniania leku w sposob kontrolowany; (vii)
wydluzanie okresu trwatosci produktu.#1% Ponadto, proces enkapsulacji pozwala zachowaé
wlasciwosci naturalnych sktadnikow czynnych, zwigkszy¢ ich przydatno$¢ i funkcjonalno$é
farmaceutyczna, a takze poprawi¢ efektywnos$¢ terapeutyczng. Rozwdj nowych technologii
zamykania zwigzkow aktywnych W réznorodnych uktadach i1 formulacjach jest niezwykle
potrzebny, aby tworzy¢ skuteczne nano- i mikrosystemy dostarczania lekow.

Skutecznos$¢ terapeutyczna substancji leczniczej jest w duzym stopniu zalezna od sposobu
jej dostarczenia do miejsc chorobowo zmienionych. Aby zwigkszy¢ efektywnos$¢ doprowadzania

leku do miejsca dziatania, nanono$niki mozna projektowa¢ w oparciu o transport pasywny
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i aktywny.1% Transport pasywny opiera si¢ na dostarczaniu nanoczastek zatadowanych lekiem do
komoérek nowotworowych poprzez dyfuzje i optymalizacje parametrow fizykochemicznych
nanouktadow np. rozmiaru i tadunku powierzchniowego. Transport ten umozliwia naturalng
biodystrybucje nanono$nikow zwigzang z unikalng morfologia tkanek nowotworowych, ktéra
pozwala wykorzysta¢ zjawisko zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyniowej (ang. enhanced
permeability and retention effect, efekt EPR).!® Proces ten podyktowany jest zjawiskiem
fenestracji naczyn krwiono$nych powstajacej w wyniku niekontrolowanej angiogenezy
I hiperwaskularyzacji w obrebie guza. Na skutek szybkiego wzrostu komorek oraz wzmocnionego
przenikania i retencji w naczyniach krwiono$nych guzéw nowotworowych nastepuje wzmozona
akumulacja nanoczastek zawierajacych substancje terapeutyczng.

EPR jest zjawiskiem patologicznego rozrostu naczyn wlosowatych w komorkach
nowotworowych. Ze wzgledu na fakt, ze sie¢ naczyn wlosowatych jest kluczowa w zdobywaniu
przez guz nowotworowy potrzebnych substancji odzywczych, poczatkowo, komorki rakowe
wykorzystuja uktad krwiono$ny ,,zywiciela”. Z czasem jednak, wielko$¢ guza ro$nie i istniejgca
sie¢ naczyn jest niewystarczajaca. Wowczas rozpoczyna si¢ przyspieszony proces angiogenezy, w
ktoérym nastepuje tworzenie si¢ nowych naczyn wlosowatych w tkankach nowotworowych. Nowo
powstata sie¢ nie przypomina jednak prawidtowej struktury, lecz charakteryzuje si¢ chaotycznym,
nieszczelnym i zdefektowanym uformowaniem. Szybkie tempo angiogenezy powoduje
pojawienie si¢ licznych nieszczelnosci uktadu naczyn krwionosnych, w ktorych tworzg sig
charakterystyczne szczeliny (pory blonowe) o rozmiarach w przedziale 200-800 nm.!'! Dla
porownania, tkanki prawidtowe maja zwarta strukturg §rodbtonka, ktérego szczeliny wynosza
maksymalnie 6 nm (=50 kDa). Ze wzglgdu na fakt, ze wigkszo$¢ lekow przeciwnowotworowych
to substancje niskoczasteczkowe, moga one z latwoscig dyfundowac przez $rddbtonek naczyn
zaro6wno do zdrowych jak 1 chorych komoérek, powodujac uszkodzenia obu. Moze to spowodowaé
pojawienie si¢ u pacjenta niekorzystnych efektow ubocznych np. martwice, nudnosci, tysienie,
neurotoksycznos¢, zahamowanie czynnosci szpiku kostnego lub uszkodzenie mig$nia
sercowego.!? Dlatego, enkapsulacja lekéw w noénikach o rozmiarach nanoskopowych
uniemozliwia przenikanie przez waskie szczeliny komorek nablonka tkanek prawidlowych, lecz
pozwala na swobodng penetracje przez nieszczelny i wadliwy system naczyn krwionosnych

guza.lt3

W taki sposob prawidlowo zaprojektowane nanouktady moga nie tylko selektywnie
1 dlugotrwale uwalnia¢ substancje czynne w obrgbie komorek rakowych, ale rowniez zmniejszac
efekty uboczne chemioterapii. Przeprowadzone badania pozwolity doktadnie zdefiniowac
optymalny rozmiar nanono$nikéw wykorzystywanych do terapii przeciwnowotworowych.
Udowodniono, ze nerki moga odfiltrowywa¢ z krwi czasteczki o $rednicy ponizej 30 nm,
a komorki endohelialne §ledziony oraz te w szpiku kostnym moga posiadac szczeliny do 100 nm.
Biorgc powyzsze pod uwage, wykazano, iz nanoczastki monodyspersyjne majace wspotczynnik

polidyspersyjnosci (PdI) ponizej 0,3 oraz rozmiar w zakresie 100-300 nm charakteryzuja si¢
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najskuteczniejszg biodystrybucje, przedtuzong akumulacje w tkankach nowotworowych, omijajac
te prawidlowe, a takze moga unikna¢ przedwczesnego usunig¢cia przez nerki, co skutkuje
wydtuzeniem okresu péttrwania enkapsutowanego zwiazku w uktadzie krazenia.''® Ponadto, w
obrgbie guza nowotworowego czesto nastepuje zaburzenie funkcji naczyn limfatycznych
i dochodzi do tzw. uposledzenia drenazu limfatycznego. Prowadzi to do gromadzenia si¢
I zatrzymania nanono$nikéw w guzie, co dodatkowo chroni je przed zbyt szybkim usuni¢ciem
i umozliwia przedtuzenie dziatania leku, pozwalajac na wicksza efektywnosé terapeutyczna.'*?

Gromadzenie si¢ i wychwyt no$nikow przez komodrki nowotworowe moze zosta¢ wzmozony
w wyniku obecnos$ci specyficznych ugrupowan na powierzchni no$nikoéw i zwigzanych z nimi
zalezno$ci ligand-receptor. Zjawisko to jest nazywane transportem aktywnym uktadéow do miejsc
chorobo zmienionych z wykorzystaniem czynnikow kierunkowych (ligandow), ktore modyfikujac
powierzchni¢ nos$nikow umozliwiaja im wigzanie si¢ z receptorami blonowymi komorek
nowotworowych.199116 Fynkcjonalizowane w ten sposob noéniki zwiekszaja efektywnoéé docelo-
wego dostarczania substancji aktywnych do miejsca dzialania. Przytaczanie ligandéw do nano-
czastek prowadzi do ich wzmocnionej akumulacji w tkankach nowotworowych, jednak przyczynia
si¢ rowniez do zwickszania polidyspersyjno$ci no$nikow 1 rozpoznawalnosci przez uktad
fagocytarny powodujac zmniejszenie czasu cyrkulacji w krwioobiegu. Co wigcej, wyzsze koszty
syntezy nanouktadow zawierajacych ligandy oraz utrudniona ocena mozliwosci aplikacyjnych
sprawia, ze nanono$niki doprowadzane do tkanek nowotworowych na drodze transportu
aktywnego nie sg dostepne na rynku.

Do nowoczesnych i szeroko stosowanych systemoéow dostarczania lekéw naleza rowniez
mikrono$niki, ktoére sg zdolne do uwalniania substancji aktywnych w sposob kontrolowany.
Transport mikroczastek enkapsulowanych zwigzkiem biologicznie czynnych opiera si¢ na innym
mechanizmie niz transport nanono$nikéw i nie jest on zwigzany ze zjawiskiem EPR. Liczne
badania wykazaty, iz mikrono$niki moga by¢ wychwytywane przez makrofagi komorek
nowotworowych na drodze fagocytozy, ktora polega na wychwycie w krwioobiegu czgstek
0 wiekszych rozmiarach.'’12 W wyniku dziatania tego mechanizmu, mikronosniki zatladowane
substancjg terapeutyczng indukuja liczne efekty cytotoksyczne wzgledem komorek rakowych.
Ponadto, udowodniono, ze mikroczastki wywotuja aktywacje makrofagow prowadzac do
zwigkszenia ich zdolnosci bakteriobojczej.!'® Badajac roznego typu mikronosniki, naukowcy
wykazali wplyw wiasciwosci fizykochemicznych mikroczastek, takich jak wielko$é, ksztalt czy
tadunek powierzchniowy, na ich aktywnos¢ cytotoksyczng. Doniesienia literatorowe wskazuja, ze
czastki o sferycznym oraz cylindrycznym ksztalcie ulegaja szybszej internalizacji komorkowej
i sg preferencyjnie gromadzone wokét komérek nowotworowych.'?1122 Co wiecej, whasciwosci
powierzchniowe mikrono$nikow (tadunek, charakter hydrofilowy/hydrofobowy czy rodzaj
funkcjonalizacji mikroczastek), odgrywaja szczegdlng role w ich wychwytywaniu przez komorki.

Ze wzgledu na fakt, ze blona komorkowa jest ujemnie natadowana, czastki, ktorych powierzchnia
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ma dodatni tadunek, charakteryzujg si¢ silng adhezjg do btony komodrkowej. Dlatego, otulanie
mikrono$nikow  polielektrolitami  kationowymi np. poli-L-lizyna, polietylenoiming Iub
poli(chlorowodorkiem alliloaminy), zwieksza przyczepnosé czastek do komoérek rakowych.!®
Warto wspomnien,, ze modyfikacja powierzchni mikroczastek za pomoca polimeréw o cechach
mukoadhezyjnych np. chitozanu lub chondroityny, ktére maja grupy N-acetyloglukozaminowe,
a takze polimeréw z ugrupowaniami mannozy i galaktozy w tancuchu np. guma karobowa, ulatwia
wychwyt nosnikow przez makrofagi, poprawiajagc tym samym efekt terapeutyczny. Ponadto,
badania naukowe wykazaty, ze bardziej hydrofilowa struktura czastek réwniez przyczynia si¢ do
wyzszej efektywnosci wychwytu komorkowego. Projektujagc mikronosniki enkapsulowane
lekiem, nalezy uwzgledni¢ réwniez ich wlasciwosci mechaniczne, ktére istotnie wplywaja na
aktywno$c cytotoksyczng. Wykazano, iz czastki o wigkszej elastycznosci poprawiajg efekt

terapeutyczny w poréwnaniu do czastek charakteryzujacych sie wyzsza sztywnoscig.'?:

2.5. Planowanie eksperymentu proceséow technologicznych

Planowanie eksperymentu (ang. Design of Experiment, DoE) jest zbiorem technik
wykorzystywanych przy projektowaniu produktu i procesu, ktéore umozliwiajg badaczom
prowadzenie wydajniejszych i skuteczniejszych operacji jednostkowych oraz lepsza analizg
danych, a takze pozwalaja zrozumie¢ zaleznosci migdzy parametrami wejSciowymi,
a wyjsciowymi procesu (Rys. 2.16). DoE nalezy do najskuteczniejszych metod opracowywania
rozwigzan, poniewaz umozliwia zrozumienie zwigzku przyczynowo-skutkowego w
przeprowadzanych procesach.’?® Planowanie eksperymentu stanowi podstawe wyboru
optymalnych wartoséci wejsciowych w celu ulepszenia proceséw operacyjnych, ktore doprowadza
do otrzymania produktu o wyzszej jakosci. Opracowywanie nowych technik planowania badan
opiera si¢ na oszczednos$ci czasu 1 kosztow projektow oraz ma na celu ulatwienie procesu dzigki
kontroli jegoparametrow.?* Podejécie to zmniejsza planowang liczbe eksperymentéw i pozwala
zrozumie¢ zalezno$ci pomigdzy parametrami wejsciowymi danego procesu w stosunku do
pozadanego efektu. Planowanie eksperymentu jest jedng z najefektywniejszych metod badajacych
wplyw zmiennych na wynik koncowy. DoE umozliwia optymalizacj¢ wartosci wejsciowych,
takich jak surowce i1 materialy budulcowe, w celu uzyskania produktu o pozadanych cechach,
ktory bedzie spetnial normy techniczne. Wezesniejsze projektowanie eksperymentow pozwala
stworzy¢ optymalny zestaw doswiadczen, ktoéry zapewni maksymalng ilo$¢ informacji o procesie
w zaleznoéci od celu badan. ?° DoE moze by¢ efektywnie wykorzystywane w badaniach, ktorych
celem jest szybka selekcja zmiennych majacych znaczacy wptyw na koncowy wynik, aby osiggna¢
wymagane rezultaty. Jest to szczegoOlnie istotne narzgdzie W zespotach badawczych
0 ograniczonych zasobach i matej liczbie pracownikow.

DoE jest korzystng technikg dla wielu inzynierow umozliwiajaca wykorzystanie

strategicznego planowania w taki sposob, aby skutecznie gromadzi¢ dane, ktore postuza nastepnie
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Rys. 2.16. Schemat przedstawiajgcy parametry wejsciowe i wyjSciowe procesu

technologicznego.

do opracowywania nowatorskich produktow 0 wysokiej jakosci. Planowanie eksperymentu
pozwala stworzyé najlepsze mozliwe produkty komercyjne.l?1%  Producenci nowych
wysokowartosciowych produktéw specjalistycznych (ang. Fine Chemicals) takich jak zwiazki
bioaktywne, surfaktanty, kosmetyki, nosniki lekow itp. odpowiedzialni sa za dostarczanie
Klientom preparatow 0 dobrej jakosci, zgodnie z koncepcja ,,jako$¢ przez projektowanie” (ang.
Quality-by-Design, QbD). Planowanie eksperymentu pozwala sprosta¢ tym wymaganiom oraz
zrozumieé wszystkie aspekty i fazy rozwoju produktu.'?® DoE jest narzedziem, ktore uwzglednia
kwestie jakosSci nie tylko na etapie koncowym, ale na kazdym etapie procesu produkcyjnego, aby
otrzyma¢ produkt o najwyzszej jakosci. Ponadto, technika ta moze by¢ stosowana w celu
poszerzenia wiedzy na temat nowych procesow/produktow lub doskonalenia juz istniejgcych.
Strategia projektowania eksperymentu pozwala ustali¢ problemy i zrodto ich wystepowania, aby
wyeliminowac¢ czynniki prowadzace do wyrobow 0 ztej jakosci. Dzigki planowaniu badan mozna
okresli¢ poziomy, na ktorych umieszcza si¢ zmienne w taki sposob, aby mozliwa byla optymali-
zacja parametrow i procesu produkcyjnego przy zastosowaniu jak najmniejszej ilo$ci doswia-
dczen.!?® Kluczowym elementem jest znalezienie wielkosci wejsciowych, ktore doprowadza do
maksymalizacji informacji, precyzji, jakosci, wydajnosci i efektywnosci prowadzonych
eksperymentdw oraz minimalizacji zmiennos$ci procesu. Wlasciwe zaplanowanie eksperymentu
zwigzane jest z wdrozeniem siedmioetapowej procedury jak przedstawiono na Rys. 2.17.
Pierwszym bardzo istotnym etapem badan jest okreslenie celu eksperymentu i postawienie
problemu badawczego, ktory wymaga rozwigzania na Sciezce doswiadczalnej. Celem wszystkich
badan jest uzyskanie informacji o zalezno$ci pomigdzy wielko$ciami wejsciowymi (zmiennymi
niezaleznymi), a wyjSciowymi (zmiennymi zaleznymi) oraz ustalenie istotnosci wptywu para-
metrow wejsciowych na parametry wyjsciowe, co pozwala wyeliminowa¢ czynniki nieistotne.
Kolejnym etapem badan jest wybor wielko$ci wejSciowych i wyjSciowych procesu oraz okreslenie
ich liczby i wartosci. Dobor odpowiednich parametrow jest zalezny od celu i specyfiki danego
procesu. Ustalenie parametréw wyjsciowych, czyli zmiennych zaleznych, stanowigcych kryteria
oceny produktu koncowego i bedacych wynikiem prowadzonego eksperymentu, jest kKluczowym
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Okreslenie celu eksperymentu

Wybdr zmiennych zaleznych

Wybor parametrow statych i zmiennych
niezaleznych

Zaplanowanie przebiegu eksperymentu

Wykonanie eksperymentu

Opracowanie wynikow

Whioski

Rys. 2.17. Schemat ukazujacy poszczegolne etapy planowania eksperymentu.

etapem planowania badan pozwalajagcym oceni¢ aplikacyjnos¢ produktu. Z kolei wielkos$ci
wejsciowe stanowig parametry kontrolne procesu. Czynniki zmienne procesowe wystepuja w
réznych formach i dowolnej ilosci, jednak najczesciej dzieli si¢ je na liczbowe lub kategorialne.
Zmienne liczbowe przyjmujg zazwyczaj wartosci w danym przedziale badz wartosci dyskretne,
ktore sa przypisywane konkretnym poziomom. Dlatego odpowiedni wybor parametrow procesow
jednostkowych i poziomoéow ich wartosci umozliwia wyznaczenie wptywu tych wielkosci (np.
rézne poziomy cisnienia, temperatury, rodzaj surowcow) na parametry wyjsciowe, czyli wynik
koficowy procesu/wyrobu (np. wydajnos¢, charakterystyka produktu). Istotnym elementem jest
rowniez okre§lenie sposobu osiggnigcia rezultatow (zmiennych zaleznych), ktére powinny
stanowi¢: (i) zatozong z gory wartos¢ lub dany przedzial wartosci; (i1) wynik mniejszy niz dana
warto$¢; (iii) wynik wigkszy niz dana wartos¢. Nastepnym krokiem jest opracowanie przebiegu
eksperymentu, czyli zaplanowanie poszczegdlnych etapdéw realizacji procesu uwzgledniajac
zalezno$ci miedzy zmiennymi parametrami. Kolejny etap to rzeczywiste wykonanie ekspery-
mentow na podstawie przygotowanego wczesniej przebiegu. Etap ten opiera si¢ na przeprowa-
dzeniu eksperymentoéw wykorzystujac macierz wszelkich mozliwych kombinacji wielko$ci
zmiennych niezaleznych, w wyniku czego uzyskiwana jest odpowiednia liczba danych niezbe-
dnych do wyznaczenia wplywu parametrow wejsciowych na parametry wyjsciowe. Ostatnimi

etapami planowania procesu jest analiza otrzymanych wynikow oraz wyciagnigcie wnioskow.
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Opisane wyzej etapy otwieraja droge do uzyskania zalozonych celow w krotszym czasie,
usprawnienia procesow technologicznych oraz wyznaczenia ulepszonych strategii dziatania, 28129

Planowanie eksperymentu jest szeroko wykorzystywang metodg zaréwno w wielu
dziedzinach akademickich, jak i galeziach przemystowych, migdzy innymi w przemysle

135 elektrochemicznym 124136-138 7y

farmaceutycznym, 3132 spozywczym,*313* mineralnym,
energetycznym.®*® Wéréd badaczy wzrasta zainteresowanie tematyka planowania i optymalizacji
wieloparametrycznych procesow jednostkowych. Przegladajac prace eksperymentalne mozna
zauwazy¢, ze DOE jest czgsto stosowang metodologia badawcza przy projektowaniu
zroznicowanych proceséw i produktéw. Wielu naukowcow wykorzystuje technike planowania
eksperymentu w celu otrzymywania skutecznych i efektywnych nosnikow lekow.130132
Interesujagcym przyktadem jest zaprojektowanie wielofunkcyjnych nanoformulacji do
miejscowego dostarczania fenretynidu w celu chemoprewencji raka piersi.*> W poczatkowym
etapie zdefiniowano wielkosci wyjsciowe, wedlug ktérych oceniano koncowa formulacje,
nalezaty do nich: rozmiar czgstek, indeks polidyspersyjnosci, potencjat zeta, stopien solubilizacji
i przenikalnosci substancji aktywnej przez skore. Nast¢pnie, dobrano sktadniki budulcowe
(lecytyna, Tween 80 i glikol propylenowy) oraz parametry kontrolne procesu otrzymywania
nanoformulacji (predko$¢ obrotow, nat¢zenie przeptywu, temperaturg i czas mieszania), a Kazdy
z tych parametrow przyjmowat dwa poziomy wartosci. PO przeprowadzeniu szeregu
eksperymentéw, badano wplyw wybranych zmiennych niezaleznych na zmienne zalezne.
Wykorzystujac podejscie QbD oraz DoE mozliwa byta optymalizacja procesu wytwarzania
nanoformulacji i otrzymanie produktu o sprecyzowanych cechach funkcjonalnych. Kolejnym
przyktadem zastosowania planowania eksperymentu jest wytworzenie statych nanoczastek
lipidowych zatadowanych gliklazydem na drodze ultrasonikacji w celu poprawienia
biodostepnosci doustnej w leczeniu cukrzycy.'®® W tej pracy, badacze analizowali parametry
kontrolne procesu takie jak stezenie surfaktantu i czas sonikacji na trzech poziomach warto$ci
i ich wplyw na rozmiar no$nikow, PdI, potencjat zeta oraz wydajnos¢ enkapsulacji, jako wielko$ci
wyjsciowych. Analiza pozwolita wybra¢ najlepsze parametry procesowe oraz wyselekcjonowac
nanoczastki o optymalnych wiasciwosciach fizykochemicznych. Wybrana formulacja zostata
poddana dalszym badaniom biologicznym, aby oszacowa¢ bezpieczenstwo i efektywnosé
wytworzonych nanosysteméw. Ciekawym doniesieniem literaturowym jest praca, w ktorej
wytwarzano zele na bazie kazeinianu sodu oraz gumy gellan za pomoca metody zelowania na
zimno, aby uzyska¢ produkt spozywczy o obnizonej kalorycznos$ci i zmniejszonej zawartosci
cukru przy jednoczesnym zachowaniu smaku.'® Stosujac technike planowania eksperymentu
badacze wybrali pig¢ zmiennych niezaleznych jako wielkosci wejsciowych, do ktorych nalezaty:
stezenie gumy gellan, glukozy, fruktozy, kazeinianu sodu i heksanianu etylu. Kazdy z tych
parametréw przyjmowal dwa poziomy wartosci. W celu oceny produktu przygotowane zele

badano pod katem ich wtasciwosci mechanicznych oraz cech sensorycznych, takich jak wygladu,
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zapachu, smaku czy konsystencji. Co wigcej, okreslono wplyw stezenia poszczegdlnych
sktadnikow tworzonego produktu na jego cechy uzytkowe, miedzy innymi elastycznosc,
sztywnos$¢, krucho$¢, stodycz czy ptynnos¢. Dzigki metodzie DoE mozliwe bylo opisanie
zalezno$ci migdzy sktadem a wlasciwosciami przygotowanego zelu oraz znalezienie strategii
prowadzacej do otrzymania koncowego produktu o zredukowanej zawarto$ci cukru.

Planowanie eksperymentu moze zosta¢ rowniez wykorzystane do optymalizacji
wysokowydajnosciowych i wysokoenergetycznych operacji jednostkowych pozwalajacych
otrzyma¢ nowe produkty o zastosowaniu przemystowym. Interesujagcym przyktadem jest synteza
LioFeTiO4 jako obiecujacego materiatu katodowego do akumulatoréw litowo-jonowych przy
wykorzystaniu wieloparametrycznego procesu hydrotermalnego.’*® Uzyskanie materiatow
o maksymalnej pojemnosci nominalnej bylo najwazniejszym kryterium oceny produktu.
Wielkosciami wejsciowymi byty: stosunek molowy Li:Fe:Ti, czas trwania reakcji, temperatura
oraz warto$¢ pH S$rodowiska, jako parametry kontrolne procesu hydrotermalnego, ktore
przyjmowaly trzy poziomy wartosci. Badajac wptyw wybranych zmiennych niezaleznych na
pojemno$¢ nominalng, mozliwe byto wskazanie optymalnych warunkéw syntezy, do ktérych
nalezaty: stosunek molowy pierwiastkéw - 4:1:1, temperatura - 175 °C, czas - 48 godz. i pH=7.
Wyselekcjonowany materiat katodowy zostal poddany dalszej analizie w celu oceny jego
wlasciwosci elektrochemicznych. Analiza wykazata, iz probki przygotowywane przy
optymalnych warunkach procesowych posiadaja wysoka pojemno$¢ nominalng, okreslong
powierzchni¢ wlasciwg oraz wysoki stopien krystaliczno$ci, co sprawia, ze moga zostaé
skutecznie wykorzystane do produkcji akumulatoréw. Inna praca, w ktorej zastosowano
metodologi¢ DOE dotyczy tworzenia czastek proszkéw metali ze stopow o wysokiej entropii (ang.
high-entropy alloys, HEA).1*® Do wytwarzania tego typu proszkéw zastosowano proces
mechanicznego stopowania przy uzyciu mtynoéw kulowych. Do parametréw kontrolnych tego
procesu nalezaty: predkosc¢ i czas mielenia, zawartos¢ etanolu i zawarto$¢ kwasu stearynowego,
a kazda z tych zmiennych przyjmowala trzy poziomy wartosci. Z kolei wielko$ciami
wyjsciowymi, wedlug ktérych oceniano uzyskany produkt byty wielko$¢ ziaren proszku oraz
wielkos¢ czastek proszku. Badajac efekt wybranych parametrow kontrolnych na zdefiniowane
wielko$ci wyj$ciowe, naukowcy wykazali, iz szybko$¢ mielenia ma najwigkszy wptyw na rozmiar
ziaren proszku, natomiast ilo$¢ uzytego etanolu istotnie wptywa na rozmiar czastek proszku.
Planowanie eksperymentu pozwolilo dobra¢ optymalne warunki procesu mechanicznego
stopowania i otrzymac produkt, ktory moze zosta¢ wykorzystany w metalurgii proszkow.
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3. CELE I ZALOZENIA PRACY

W ostatnich latach widoczny jest wzrost zainteresowania technologig procesow enkapsulacji
oraz dostarczaniem substancji leczniczych 0 wilasciwosciach chemioterapeutycznych
i chemioprewencyjnych. Posrod wielu zwigzkéw bioaktywnych, substancje pochodzenia
naturalnego takie jak polifenole wykazuja szczegdlng aktywnos¢ biologiczna i odgrywaja istotng
role w zapobieganiu i leczeniu wielu choréb. Pomimo korzystnego dziatania prozdrowotnego,
stosowanie produktow naturalnych jest mocno ograniczone ze wzglgdu na ich stabg
rozpuszczalno$¢ w wodzie, niskg biodostgpnosé, niestabilno$¢ chemicznag, stabg wchtanialnosé,
zbyt szybki metabolizm, a takze podatno$¢ na degradacj¢ fotochemiczng i fotokatalityczna.
Dlatego jest ciggle zapotrzebowanie opracowywania nowych strategii uzyskania skutecznego
efektu terapeutycznego substancji czynnych zapewniajgc im stabilno$¢, ochrong przed degradacja
oraz ukierunkowane dziatanie wzgledem okreslonego miejsca. Innowacyjnym rozwigzaniem jest
tworzenie bezpiecznych no$nikéw enkapsulowanych naturalnymi zwigzkami aktywnymi, ktore
umozliwiajg kontrole miejsca i czasu ich uwalniania, zapewniajac jednocze$nie ditugotrwate
utrzymanie stezenia leku w obrgbie okna terapeutycznego, co jest pozadanym efektem z
medycznego punktu widzenia. Stosowanie nowych technologii wytwarzania systemow
dostarczania lekéw umozliwia zaprojektowanie nowoczesnych no$nikdbw o pozadanych
wlasciwosciach 1 okre§lonej funkcjonalnosci. Efektywny uklad dostarczania leku powinien
spetnia¢ wymagania stawiane no$nikom, miedzy innymi odpowiedni rozmiar, wysoka wydajno$¢
enkapsulacji 1 pojemno$¢ zatadunkowa, stabilno$¢ koloidalna oraz biodostgpnos¢. Szczeg6lnie
waznym aspektem jest zdolno$¢ nosnikéw do kontrolowanego uwalniania substancji aktywnej
oraz ich aktywno$¢ biologiczna pozwalajaca na zastosowania terapeutyczne. Wsrdd licznych
systemoOw dostarczania lekow, czastki hydrozelowe zastuguja na szczegdlng uwage ze wzgledu na
ich wysoka hydrofilowos¢, skuteczno$¢ enkapsulacji, mozliwo$¢ kontrolowania ich rozmiaru,
morfologii oraz uwalniania substancji aktywnych. Ponadto, czastki hydrozelowe zazwyczaj
wytwarzane sg z uzyciem niskotoksycznych surowcow, dla przyktadu polimerow pochodzenia
naturalnego, dzigki czemu stanowig biodegradowalne 1 biokompatybilne nos$niki lekow.

Niezwykle istotne w rozwoju efektywnych formulacji farmaceutycznych stato sie
opracowywanie no$nikoOw substancji biologicznie czynnych pochodzenia roslinnego do
potencjalnego stosowania w terapiach przeciwnowotworowych np. terapii raka pecherza
moczowego. Jednym z etapéw leczenia tego typu nowotworu jest miejscowe podawanie do
pecherza (leczenie dopecherzowe) lekéw chemioterapeutycznych, najczesciej cytostatykow,
ktore sg substancjami toksycznymi o potencjalnym dziataniu kancerogennym, teratogennym lub
mutagennym przez co mogg uszkadza¢ zdrowe tkanki. Dlatego alternatywa powszechnie
stosowanych cytostatykow moga by¢ zwiagzki pochodzenia naturalnego o wlasciwosciach
chemioterapeutycznych i chemioprewencyjnych takie jak resweratrol (RES), kurkumina (KUR)
i galusan epigallokatechiny (EGCG). Zastosowanie tych substancji w leczeniu dopgcherzowym
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pozwolitoby zapobiec utracie ich aktywnosci biologicznej, ktora mogtaby nastgpi¢ w wyniku
podawania lekéw droga doustng. Innowacyjnym rozwigzaniem w leczeniu raka pecherza
moczowego moze by¢ miejscowe dostarczanie substancji bioaktywnych pochodzenia roslinnego
o aktywnosci przeciwnowotworowej lub bakteriobdjczej w nos$nikach hydrozelowych w sposob
réwnoczesny lub nastepczy w tzw. chemioterapii skojarzonej (ang. combination therapy).

Waznym etapem projektowania systemow dostarczania lekéw jest dobor parametrow
kontrolnych procesu, ktore majg wptyw na cechy produktu takie jak rozmiar, potencjal zeta,
morfologia czy stopien enkapsulacji. Dlatego niezbedne jest zaplanowanie eksperymentu
pozwalajagce na wybor optymalnych parametrow procesowych, aby uzyska¢ maksymalng
efektywnos¢ procesu oraz produkt o wysokiej jakosci i okreslonych wlasciwosciach.

Biorgc pod uwagg powyzsze zalozenia, celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest
opracowanie metodologii otrzymywania nano- i mikrono$nikéw hydrozelowych o zadanych
cechach uzytkowych i okreslonej funkcjonalnosci poprzez dobor odpowiednich parametrow
procesowych. Kryteria oceny produktu obejmuja: odpowiedni rozmiar (dla nanono$nikéw 100-
200 nm, dla mikrono$nikow 1-1000 pum), niska polidyspersyjnos¢ (dla nanonos$nikéw PDI<0,3,
dla mikrono$nikéw PDI<I), wysoka wydajnos¢ enkapsulacji (EE>50%) i przestrzen zatladunkowa
(LC>15%), odpowiedni czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej (dla zwigzku
chemoterapeutycznego to5<120 min, dla zwigzku bakteriobodjczego to,5>120 min) i odpowiednia
aktywnos¢ przeciwnowotworowa (cytotoksycznos¢ >50%) lub przeciwdrobnoustrojowa (strefa
zahamowania wzrostu bakterii >8mm). W realizacji zdefiniowanego celu pracy kluczowe bylo
sprostanie tym wymaganiom poprzez dobor optymalnych parametrow procesu wytwarzania
no$nikow, zaprojektowanie ich struktury 1 skladu, a nastgpnie badanie wlasciwosci

fizykochemicznych i biologicznych w celu oceny przydatnosci otrzymanych produktow.

Cele szczegolowe niniejszej dysertacii:

1) Wyboér parametréw procesu otrzymywania nosnikow hydrozelowych. Dobor parametrow
statych 1 zmiennych niezaleznych jako wielkosci wejsciowych, miedzy innymi sktadniki
budulcowe czastek hydrozelowych (polielektrolit, surfaktant, substancja enkapsulowana)
oraz zmiennych zaleznych jako wielko$ci wyjsciowych takich jak rozmiar czastek,
wydajnos¢ enkapsulacji, przestrzen zatadunkowa, czas potowicznego uwalniania substancji
aktywnej, aktywno$¢ biologiczna.

2) Enkapsulacja substancji aktywnej pochodzenia naturalnego w rdzeniu polimerowym z
wykorzystaniem trzech metodologii: emulgowanie pod normalnym ci$nieniem
(templatowanie),  emulgowanie = pod  wysokim  ciSnieniem  (homogenizacja

wysokoci$nieniowa) i ekstruzja z Zzelowaniem jonowym.
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3) Funkcjonalizacja otrzymanych rdzeni polimerowych filmami polielektrolitowymi za

pomoca przeciwnie natadowanych polielektrolitow stosujac technike warstwa-po-warstwie

(ang. Layer-by-layer, LbL).

4) Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych nosnikow:

obrazowanie - mikroskopia optyczna (ang. optical microscopy, OM), skaningowa
mikroskopia elektronowa (ang. scanning electron microscopy, SEM), transmisyjna
mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy, TEM), skaningowa
laserowa mikroskopia konfokalna (ang. confocal laser scanning microscopy, CLSM),
mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM),

okreslenie rozmiaru, polidyspersyjnosci i stabilno$ci - dynamiczne rozpraszanie swiatta
(ang. dynamic light scattering, DLS),

ocena wydajnosci enkapsulacji - spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera
(ang. Fourier Transformed Infrared Spectroscopy, FTIR), spektroskopia w zakresie
nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible Spectroscopy, UV-Vis),

badanie kinetyki adsorpcji i1 ocena wiasciwosci wiskoelastycznych filmow
polielektrolitowych - mikrowaga kwarcowa z kontrolg dyssypacji energii (ang. Quartz
Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring, QCM-D), elipsometria
spektroskopowa (ang. Spectroscopic Ellipsometry, ES),

okreslanie profilu uwalniania substancji aktywnych - spektroskopia w zakresie
nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible Spectroscopy, UV-Vis).

5) Wstepna ocena biologiczna no$nikow:

badania in vitro otrzymanych nos$nikéw - ocena aktywnosci cytotoksycznej wobec
ludzkich komorek raka pgcherza moczowego 5637 - test soli tetrazolowej (ang. (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) assay, MTT) i sulforodaminy
B (ang. Sulforhodamine B Assay, SRB),

badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych nosnikow z funkcja
przeciwdrobnoustrojowag wzgledem szczepu bakterii Gram-dodatniej (Staphylococcus
aureus PCM 2054) i Gram-ujemnej (Serratia marcescens PCM 549) - metoda
dyfuzyjno-krazkowa (ang. disc diffusion test, DDT).

Typy no$nikéw skonstruowane i badane w niniejszej dysertacji:

1) mikronos$niki hydrozelowe z otoczkg polielektrolitowg (CHIT/ALG)15 lub (PAH/ALG)15

zaladowane KUR, RES 1 EGCG, jako substancjami o wlasciwosciach

przeciwnowotworowych,
2) nanono$niki hydrozelowe z otoczka polielektrolitowg (CHIT/ALG)15 lub (ALG/CHIT)15

zatadowane RES,
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3) mikrono$niki  hydrozelowe otulone otoczkg  polielektrolitowag o  funkcji
przeciwdrobnoustrojowej (CHIT/a-d") lub (PAH/a-d”) zatadowane KUR,

4) mikrono$niki hydrozelowe z otoczka polielektrolitowg (CHIT/ALG)15 lub (CHIT/ALG)35
lub (PAH/ALG)5 zatadowane ekstraktem z owocow zurawiny (EOZ), jako substancja o

wlasciwosciach bakteriobodjczych.

* wyjasnienie oznaczen w Rozdziale 4.3 (Tabela 4.2).

Opracowanie uktadow enkapsulowanych kurkuming, resweratrolem lub galusanem
epigallokatechiny, czyli mikroczastek typu (1) i (3) oraz nanoczastek typu (2), miato na celu
otrzymanie  zroznicowanych  nosnikow  hydrozelowych 0 potencjalnym  dziataniu
chemoterapeutycznym oraz chemoprewencyjnym. Modyfikacja powierzchni nosnikéw
wybranymi filmami polielektrolitowymi pozwolita uzyska¢ uktady uwalniajace substancje
bioaktywne w sposob kontrolowany w $rodowisku pecherza moczowego. Dodatkowo, istotnym
elementem mikroczastek (3) jest ich zewngtrzna warstwa funkcjonalna zbudowana z
polielektrolitéw o0 aktywnos$ci antymikrobialnej, dzigki czemu uktady te stanowig wielofunkcyjne
mikronosniki Zarowno 0 wilasciwosciach przeciwnowotworowych, jak
i przeciwdrobnoustrojowych. Z kolei, mikroczastki typu (4), enkapsulowane ekstraktem z owocow
zurawiny, ktérych powierzchni¢ migdzyfazowa poddano strukturyzowaniu filmami
polielektrolitowymi, skonstruowano w celu otrzymania mikrono$nikow 0 dziataniu
bakteriobojczym. Enkapsulacja substancji przeciwbakteryjnej w nosnikach polimerowych jest
skutecznym sposobem zapobiegania infekcji drog moczowych i zwalczania ryzyka zakazenia
bakteryjnego. Opracowanie nowej generacji nosnikéw hydrozelowych zaréwno o funkcji
przeciwnowotworowej, jak i przeciwdrobnoustrojowej, jest innowacyjnym rozwigzaniem w
leczeniu raka pecherza moczowego, umozliwiajgcym dopecherzowe dostarczanie naturalnych
substancji aktywnych w sposob rownoczesny lub nastgpczy w terapii skojarzonej.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Odczynniki, materialy i aparatura

Do otrzymywania wielowarstwowych nano- oraz mikroczgstek hydrozelowych wykorzystano
odczynniki zakupione w: Sigma-Aldrich (Poznan, Polska), Linegal Chemicals (Warszawa,
Polska), Archem Sp. z o. o. (Kamieniec Wroctawski, Polska), Acros Organics (Geel, Belgia),
Eurochem BGD (Tarnéw, Polska), P.P.H. ‘STANLAB’ Sp. J. (Lublin, Polska), Avantor
Performance Materials (Gliwice, Polska), BLD Pharmatech Ltd. (Shanghai, Chiny).
Rozpuszczalniki organiczne takie jak aceton, heksan, metanol, etanol, dimetylosulfotlenek
(DMSO) pochodzity z Avantor Performance Materials (Gliwice, Polska). Woda stosowana we
wszystkich syntezach i1 analizach byla oczyszczana systemem odwrdconej osmozy (opornosé
wilasciwa = 18,2 MQcm). Spis najistotniejszych substancji stosowanych w niniejszej pracy wraz

z ich skrétami, wzorami chemicznymi i nazwami producentéw znajduje si¢ w Tabeli 4.1.

Aparatura

e Pompa strzykawkowa AP14 (Ascor Med)

e Homogenizator wysokoci$nieniowy Microfluidizer LV1 (Microfluidics Inc.)

e Homogenizator Ultra-Turrax T25 digital (IKA)

e Waga analityczna 162366/06 (RADWAG)

e Laznia ultradzwickowa (Polsonic)

e Mechaniczne mieszadto wysokoobrotowe SH-11-6-C (ChemLand)

e Mieszadto magnetyczne wielostanowiskowe z grzaniem RSM-03-10KH (PHOENIX)

e Analizator wielko$ci czastek 1 pomiaru potencjatu zeta Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd.)

e Spektrofotometr UV-VIS U-2900 (Hitachi)

e Mikroskop optyczny Eclipse TE2000S (Nikon)

e Skaningowy mikroskop elektronowy, JSM-6601LV (JEOL)

e Wirowka laboratoryjna wysokoobrotowa Eppendorf centrifuge 5804 (Eppendorf)

e Liofilizator FreeZone 1 model 7740031 z rotacyjna pompa prézniowag 117 LPM
(Labconco Corp.)

e Spektrofotometr IRSpirit-T (Shimadzu Corporation)

e Mikrowaga kwarcowa z monitorowaniem dyssypacji energii (QCM-D), QSense (Biolin
Scientific AB)

e Czytnik ptytek wielodotkowych, GloMax® Discover Microplate Reader (Promega)

¢ Incubator, AccuBlock Digital Dry Bath (Labnet)
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Tabela 4.1. Nazwy i wzory zwigzkow stosowanych w niniejszej pracy.

Zwigzek Skrot Wzbr sumaryczny Wzér strukturalny Produ_cent/dodfaltkowe
informacje
SUBSTANCJE AKTYWNE
Kurkumina o o
(1E,6E)-1,7-bis(4-hydroksy-3- NN
metoksyfenylo)hepta-1,6-dien-3,5- KUR CatHz00s HO O O OH Archem
dion OCHj H3CO
OH
Resweratrol RES CraH0 HO ~ O Linegal Chemicals
(E)-3,5,4'-trihydroksystilben 1tz O Czystos¢ > 98,0%
) . = OH
Galusan epigallokatechiny @ioH
3,4,5-trihydroksybenzoesan [(2R,3R)- Ho O on . .
. -Aldrich
5,7-dihydroksy-2-(3,4,5- EGCG CaoH18011 Cj'ggzé _%;'CW
trihydroksyfenylo)-3,4-dihydro-2H- o o*@% YSLose = 92,87
chromen-3-ylu] I o
POLIELEKTROLITY
Sigma-Aldrich
Alginian sodu ALG (CeHoNaO7)n Sol sodowa
o Lepkosé - 2178 cps
> ¢ ¢ Acros-Organics
i HO ° R Q )
Chitozan CHIT (CsH11NO4)n HoN— % - OH%OH Mw=100-300 kDa
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Poli(chlorowodorek Sigma-Aldrich
. . PAH HsNClI
alliloaminy) (CaHaNCD: Mw=450 kDa
et
Alginian sodu " HAworks
znaczogil rodamina B ALGrs (C37H43CINsSO10)n AN Lepko$¢ —
y ? g 1000-1500 cps
\‘ \O
o ‘[ B ;\N”\
-/ S
N »---OQJ\" e | | Polielektrolit
Alginian sodu znaczony o/ N Tn m syntezowany przez
N . ALGritc (C29H25N3011S)n e .
izotiocyjanianem fluoresceiny i autorke niniejszej
3 pracy”
HN O QH
HO 0\\\ o
OH oH on Polielektrolit
HO N0 Jo N gl syntezowany w
. . Ho NH,| 1O " HOWOH y ] y ...
Chitozan znaczony rodaming B CHITrs (C35H41N30g)n NS 2 Katedrze Inzynierii i
= Technologii Procesow
i Ioh Ly Chemicznych (PWr) 141
NH,
W o
Poli(chlorowodorek alliloamin ’ ! Sigma-Aldrich
( N y). PAHFTc (C24H19N205SCl)n NHYH o J _
znaczony izotiocyjanianu fluoresceiny O Aabs = 496 nm
(o]
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Polielektrolit

PAA- -
zwartorzedowa sol amoniowa n+3M2n+3NO2)m m o syntezowany przez
Covartorsgdowa s amon ACO0 (¢ 09 o,
poli(kwasu akrylowego) . ? (C3H402)y-m (CHy)n autorke niniejszej
N*(CHz)3(m) g
3 DN pracy™
CZYNNIKI SIECIUJACE
Chlorek wapnia (bezw.) - CaCl; - Eurochem BGD
o Q Sigma-Aldrich
Aldeh lutar ALD H
dehyd glutarowy CsHe0:2 HWH 50% roztwor wodny
(o] O\
H
- SN Pola-Aura
Genipina GEN C11H140s | Czystosé > 98.0%
HO H OH
SURFAKTANTY
[0)
Monooleinian Lo h Sigma-Aldrich
OH o
polioksymetylenosorbitanu T80 CeaH124026 Ho{~ot o ,i;zat Lepkos|: _Agg,z eps
(Tween® 80) 2 y Wiy 220 pH =6,
. . Sigma-Aldrich
Monoo('se'r:sg Zg;b'ta”” S80 CasHaa06 _ Lepkosé — 1500 cps
p HLB -4,9

“Opis syntezy zwigzku zostal umieszczony w zalgcznikach niniejszej pracy.

** Opis syntezy zwigzku znajduje si¢ w Rozdziale 4.2.
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4.2. Opis procedury planowania eksperymentu

Przy projektowaniu nano- i mikronosnikéw hydrozelowych wykorzystano siedmioetapowa
procedurg planowania eksperymentu. Na tym etapie istotne byto wyselekcjonowanie wielko$ci
wejsciowych takich jak parametrow statych i parametréw zmiennych niezaleznych oraz wielkosci
wyj$ciowe (zmiennych zaleznych) procesu wytwarzania nano- i mikronosnikow hydrozelowych.
Zarowno w procesie enkapsulacji substancji aktywnych w nano- oraz mikroczastkach, jak
I procesie funkcjonalizacji rdzeni polimerowych, wybrano szereg zmiennych parametrow
kontrolnych na réznych poziomach wartosci i badano ich wptyw na zdefiniowane wielkosci
wyjsciowe, jako kryteria wedlug ktorych oceniano uzyskany produkt. Szczegotowy opis wynikow

etapu planowania eksperymentu znajduje si¢ w Rozdziale 5.1.

4.3. Synteza czwartorzedowych soli amoniowych hydrofobowo zmodyfikowanego

poli(kwasu akrylowego)

Czwartorzedowe sole amoniowe hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego)
zostaty otrzymane w wyniku dwuetapowej syntezy.*? W pierwszym etapie, poli(kwas akrylowy)
zostal zmodyfikowany hydrofobowo przy uzyciu 12-bromododekan-1-olu oraz 6-bromoheksan-
1-olu za pomoca estryfikacji Steglicha wedlug Schematu 4.1. 13,89 mmol poli(kwasu
akrylowego), 12-bromododekan-1-ol (4,17 mmol lub 6,25 mmol, kolejno dla 8% lub 14% stopnia
podstawienia) lub 6-bromoheksan-1-ol (24,17 mmol lub 6,25 mmol, kolejno dla 8% lub 10%
stopnia podstawienia), N,N’-dicykloheksylokarbodiimid (5,42 mmol lub 8,13 mmol) oraz 4-
dimetyloaminopirydyna (DMAP) jako katalizator rozpuszczono w 50 ml DMSO. Roztwor
mieszano w temperaturze pokojowej przez 48 h. W celu zakonczenia reakcji, 1 ml wody
destylowanej wkroplono do mieszaniny reakcyjnej i mieszano przez 2h. Po tym czasie, otrzymany
roztwor przefiltrowano w celu usunigcia wytrgconego produktu ubocznego, jakim byt
dicykloheksylomocznik (DCU). Nastepnie roztwor dializowano wobec wody destylowanej (5x4L,
4 dni, MWCO 3500), ponownie przefiltrowano i liofilizowano przez 3/4 dni. W kolejnym etapie
syntezy 1,0 g zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego) oraz wodorotlenek sodu (4,77 mmol lub
2,97 mmol, kolejno dla 8% lub 14% podstawienia tancuchoéw zawierajgcych 10 atomow wegla lub
5,73 mmol lub 3,85 mmol, kolejno dla 8% lub 10% podstawienia tancuchéw zawierajacych 6
atoméw wegla) rozpuszczono osobno w metanolu (Schemat 4.2). Alkoholowy roztwor
polielektrolitu zneutralizowano wkraplajac do niego przygotowany wczesniej roztwor
wodorotlenku sodu w metanolu. Mieszaning reakcyjng pozostawiono w temperaturze pokojowej
I mieszano przez 4 h. Nastepnie, roztwor schtodzono, dodano 10-krotny nadmiar trimetyloaminy
I pozostawiono na 48 h w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu reakcji metanol odparowano na

wyparce prozniowej otrzymujac koncowy produkt. Strukture oraz oznaczenie otrzymanych
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czwartorzedowych soli amoniowych hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego)

przedstawiono w Tabeli 4.2.

H H
N:-N DMAP N.o-N
o - (Y Y e (J
¥ m y-m
07 ~OH

0O~ "OH 48 h o] OI
(?Hz)n
Br

Schemat 4.1. Modyfikacja poli(kwasu akrylowego) z uzyciem tancucha hydrofobowego
zawierajgcego 6 lub 12 atomow wegla za pomoca estryfikacji Steglicha.

| 4°C
+ N —).
07>0 07 oH 07> 0 07 OH

i i
(CHa)n (CHz)n
Il:r \ﬁ -

~ "~ Br

Schemat 4.2. Otrzymywanie poli(kwasu akrylowego) funkcjonalizowanego tancuchem
hydrofobowym o réznym stopniu podstawienia grup amoniowych (PAA-X-(CH2)n-
N*(CH3)3(m); n=6, 12; m=8-14%) w wyniku czwartorzedowania trimetyloaminy.

Tabela 4.2. Struktura oraz oznaczenie czwartorzedowych soli amoniowych hydrofobowo

zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego).

Stopien i
Produkt Struktura (CH2)n o Oznaczenie
podstawienia (m)

PAA-C(O)O-(CHz)s-N*(CHs)3-8%

a 8
- (CH2)s
b m y-m 10 PAA-C(0O)O-(CH2)s-N*(CH3)3-10%
0 (0] (0] OH

—_— |
c (?Hz)n 8 PAA-C(O)O-(CH2)12-N*(CH3)3-8%
~uaF -
(CH2)12

- N
d T B 14 PAA-C(0)O-(CHz2)12-N*(CHz)s-14%

PAA-C(O)O-(CH2)s-N*(CHs)3-8%

Wydajno$¢ reakcji: 48%

Analiza spektroskopowa

FTIR/cm™: 3359 (O-H, rozciagajace), 2926 (C-H, rozciagajace), 1702 (C=0, rozciagajace-ester),
1664 (C=0, rozciagajace-kwas karboksylowy), 1467 (C-N, rozciagajace), 984 (C-O-C,

rozciagajace)
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IH NMR/ppm, D20: -CH(CO)CHa- (1.10-2.45, m), -CH2N- (3.60-3.65, m), -N(CHs)s - (3.31-
3.33,5)

PAA-C(O)O-(CH2)s-N*(CHs3)3-10%

Wydajnos¢ reakcji: 39%

Analiza spektroskopowa

FTIR/cm™: 3365 (O-H, rozciagajace), 2924 (C-H, rozciagajace), 1703 (C=0, rozciagajace-ester),
1666 (C=0, rozciagajace-kwas karboksylowy), 1465 (C-N, rozciagajace), 982 (C-O-C,
rozciagajace)

'H NMR/ppm, D,0: -CH(CO)CH>- (1.15-2.40, m), -CH2N- (3.60-3.65, m), -N(CH3)3
(3.32-3.35, 5)

PAA-C(0)O-(CH2)12-N*(CH3)3-8%

Wydajnos¢ reakcji: 55%

Analiza spektroskopowa

FTIR/cm™: 3327 (O-H, rozciagajace), 2924 (C-H, rozciagajace), 1708 (C=0, rozciagajace-ester),
1654 (C=0, rozciagajace-kwas karboksylowy), 1477 (C-N, rozciagajace), 985 (C-O-C,
rozciagajace)

'H NMR/ppm, D,0: -CH(CO)CH>- (1.20-2.30, m), -CH2N- (3.56-3.61, m), -N(CH3)3
(3.25-3.30, 5)

PAA-C(O)O-(CHz2)12-N*(CH3)s3-14%

Wydajnos¢ reakcji: 46%

Analiza spektroskopowa

FTIR/cm™: 3325 (O-H, rozciagajace), 2922 (C-H, rozciagajace), 1706 (C=0, rozciggajace-ester),
1643 (C=0, rozciaggajace-kwas karboksylowy), 1478 (C-N, rozciggajace), 984 (C-O-C,
rozciagajace)

'H NMR/ppm, D,0: -CH(CO)CH:- (1.25-2.40, m), -CH2N- (3.52-3.59, m), -N(CH3)3
(3.24-3.31, 5)

4.4. Enkapsulacja substancji aktywnych pochodzenia naturalnego w rdzeniu polimerowym

metodg templatowania

Mikroczastki hydrozelowe zatadowane resweratrolem (RES), kurkuming (KUR), galusanem
epigallokatechiny (EGCG) i ekstraktem z owocow zurawiny (EOZ) otrzymano za pomocg metody
templatowania.'*? Substancja aktywna zostata zdyspergowana przy uzyciu homogenizatora (8000
obr/min, 3 min) w 1,5% roztworze wodnym alginianu sodu o $redniej lepkosci (ALG) (stosunek
wagowy 2:3) zawierajacym 1% Tween 80. Przygotowany roztwor emulgowano w heksanie

zawierajagcym 1% Span 80 przy 900 obr/min przez 10 min w celu otrzymania pierwszej emulsji.

62



Nastepnie, 0,6 M wodny roztwor chlorku wapnia zawierajacy 1% Tween 80 homogenizowano
(8000 obr/min, 5 min) z heksanem zawierajacym 1% Span 80 i nastepnie wkroplono do pierwszej
emulsji. Uzyskang emulsj¢ mieszano przez 60 min w temperaturze pokojowej. Po usieciowaniu
mikroczastki alginianowe wyizolowano z powstalej mieszaniny na drodze filtracji 1 przemyto

wodg destylowana.

4.5. Enkapsulacja substancji aktywnej pochodzenia naturalnego w rdzeniu polimerowym

metodq ekstruzji z zelowaniem jonowym

Mikroczastki hydrozelowe zaladowane ekstraktem z zurawiny otrzymano przy uzyciu
ekstruzji z zelowaniem jonowym.'*® Poczatkowo, ekstrakt z zurawiny zdyspergowano za pomoca
homogenizatora (8000 obr/min, 3 min) w 2% wodnym roztworze ALG w stosunku wagowym 2:1.
Nastepnie, przygotowany roztwor wkraplano do 0,2 M roztworu chlorku wapnia za pomoca
pompy strzykawkowej z szybkoscig 50 ml/min (Srednica igly 0,7 mm). Powstate mikrosfery
hydrozelowe sieciowano przez 90 min w temperaturze pokojowej poprzez delikatne mieszanie na

mieszadle magnetycznym. Po tym czasie czastki odfiltrowano i optukano wodg destylowana.

4.6. Enkapsulacja resweratrolu w rdzeniu polimerowym metoda homogenizacji

wysokociSnieniowej

Nanoczastki  hydrozelowe enkapsulowane resweratrolem otrzymano za pomocg
homogenizacji wysokoci$nieniowej (ang. high pressure homogenization, HPH).1** W pierwszym
etapie, resweratrol zostal zdyspergowany za pomoca homogenizatora (8000 obr/min, 3 min) w
wodnym roztworze ALG lub CHIT zawierajagcym 1% Tween 80. Stosunek wagowy resweratrolu
do polielektrolitu wynosit 2:3. Przygotowany roztwor emulgowano w heksanie zawierajagcym 1%
Span 80 przy 900 obr/min przez 5 min. Naste¢pnie, powstatg pre-emulsje poddano homogenizacji
wysokoci$nieniowej z zadang wartoscig cisnienia (500 bar lub 1500 bar). Etap homogenizacji byt
prowadzony w temperaturze pokojowej i powtarzany pigciokrotnie. Kolejnym krokiem bylo
sieciowanie nanoczgstek. W tym celu otrzymane po procesic HPH emulsje przeniesiono do
szklanych fiolek i wkroplono zhomogenizowany w heksanie 0,1M roztwor chlorku wapnia (w
przypadku nanoczastek alginianowych) lub 0,5% roztwoér genipiny (w przypadku nanoczastek
chitozanowych) zawierajacy 1% Tween 80. Uzyskane emulsje mieszano przez 24 h w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie, odparowano heksan, nanoczastki wyizolowano z
powstatej mieszaniny poprzez ich odwirowanie w acetonie (10 000 rpm, 5 min), a nastepnie
przemyto dwukrotnie wodg destylowang (10 000 rpm, 15 min). Parametry kontrolne procesu
przedstawiono w Tabeli 4.3. Ostatnim etapem byt proces filtracji membranowej, w ktorym
otrzymang zawiesing nanoczastek przefiltrowano przez potprzepuszczalng membrane o wielkosci

porow 450 nm w celu oddzielenia duzych czastek lub ich agregatow od nanoczastek.
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Tabela 4.3. Parametry kontrolne procesu homogenizacji wysokoci§nieniowe;.
Parametr kontrolny Wartos$¢
500
1500
1
5
0,25
0,50
1,00
1,50

Cisnienie [bar]

Liczba cykli

Stezenie polimeru [%]

4.7. Funkcjonalizacja rdzeni polimerowych za pomoca adsorpcji nastepczej przeciwnie

naladowanych polielektrolitow

Otrzymane rdzenie polimerowe funkcjonalizowano za pomoca przeciwnie natadowanych
polielektrolitéw stosujac technike warstwa-po-warstwie (ang. Layer-by-layer, LbL).1*214 Do
tworzenia filmow polielektrolitowych wykorzystano: poli(chlorowodorek alliloaminy) (PAH),
poli(chlorowodorek alliloaminy) znaczony izotiocyjanianem fluoresceiny (PAHFitc), chitozan
(CHIT), chitozan znaczony rodaming B (CHITrsg), alginian sodu (ALG), alginian sodu znaczony
izotiocyjanianem fluoresceiny (ALGrirc), alginian sodu znaczony rodaming B (ALGrs) Oraz
syntezowane czwartorzegdowe sole amoniowe hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu
akrylowego) (PAA-C(O)O-(CH2)n-N*(CH3)3(m)) (opis syntezy w Rozdziale 4.2). W zalezno$ci
od rodzaju i metody tworzenia rdzenia polimerowego skonstruowano roézne warstwy
polielektrolitowe, ktore przedstawiono w Tabeli 4.4. Proces otulania rdzeni otrzymanych metoda
templatowania i ekstruzji z zelowaniem jonowym prowadzono w temperaturze pokojowej poprzez
zanurzenie czgstek hydrozelowych w wodnym roztworze polielektrolitu i mieszanie przez 15 min.
Kapsutki przefiltrowano 1 przeptukano woda destylowana po kazdym etapie osadzania
polielektrolitu na powierzchni no$nikéw. Dodatkowo, w celu zwigkszenia stabilnosci czastek,
powloka z ALG zostata usieciowana chlorkiem wapnia (0,6 M), natomiast warstwe z CHIT
usieciowano aldehydem glutarowym (0,5%). Stezenia przygotowanych roztworow
polielektrolitow byty nastepujace: 0,1% PAH, 0,4% CHIT, 0,1% ALG, 0,1% PAA-C(O)O-(CH2)n-
N*(CHs3)3(m). W przypadku rdzeni polimerowych otrzymanych metoda homogenizacji
wysokocis$nieniowej proces otulania no$nikow prowadzono za pomocg metody saturacyjnej.
Osadzanie warstw prowadzono poprzez wkraplanie roztworu nanoczastek do okreslonej objgtosci
wodnego roztworu polielektrolitu przy jednoczesnym mieszaniu i kontrolowaniu potencjatu zeta
(£). Objetos¢ roztworu polielektrolitu dobrano empirycznie w taki sposdb, aby powierzchnia
nanonos$nika zostala przetadowana 1 potencjat { osiagnat statg wartos¢. Powtoka z ALG zostala
usieciowana chlorkiem wapnia (0,1 M), natomiast warstwe z CHIT usieciowano geniping (0,05%).

Stezenie kazdego roztworu polielektrolitu wynosito 0,1%.
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Tabela 4.4. Rodzaje filméw polielektrolitowych stosowanych do funkcjonalizacji rdzeni
polimerowych.

Substancja aktywna Rdzen Filmy polielektrolitowe
METODA TEMPLATOWANIA
(CHIT/a")
CHIT (CHIT/bY)
(CHIT/ALG) (CHIT/CY)
(CHIT/ALG)1s (CHIT/d")
PAH (PAH/a")
KUR (PAH/ALG) (PAH/b")
(PAH/ALG)1 5 (PAH/C")
(PAH/d")
CHITgrs PAHEFTC
ALG (CHITre/ALGFITC) (PAHrITc/ALGRB)
(CHITre/ALGFiTc)15  (PAHRTc/ALGRB)15
CHIT PAH
RES (CHIT/ALG) (PAH/ALG)
(CHIT/ALG)1s (PAH/ALG)1 5
CHIT PAH
EGCG (CHIT/ALG) (PAH/ALG)
(CHIT/ALG)1s (PAH/ALG)1 5
CHIT PAH
EOZ (CHIT/ALG) (PAH/ALG)
(CHIT/ALG)1s (PAH/ALG)1 5
METODA EKSTRUZJI Z ZELOWANIEM JONOWYM
CHIT
(CHIT/ALG)
(CHIT/ALG)1s
EOZ ALG (CHIT/ALG),

(CHIT/ALG)25
(CHIT/ALG)3
(CHIT/ALG)s5

METODA HOMOGENIZACJI WYSOKOCISNIENIOWEJ

CHIT
ALG (CHIT/ALG)
(CHIT/ALG)15
RES ALG
CHIT (ALG/CHIT)

(ALG/CHIT)15

“a-d: czwartorzedowe sole amoniowe hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego)
(Tabela 4.2)
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4.8. Metody badawcze
4.8.1. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Produkty syntezy opisanej w Rozdziale 4.2 (PAA-X-(CH2),-N*(CH3)s(m)) zostaty poddane
analizie wykorzystujac spektrometri¢ magnetycznego rezonansu jadrowego *H NMR. Widma ‘H
NMR zostaly zarejestrowane za pomocg urzgdzenia Bruker AMX500 (500 MHz) (Rys. 4.1) w
temperaturze pokojowej. Przed pomiarem analizowane zwigzki zostaly rozpuszczone w wodzie
deuterowanej D2O (stezenie probek 1-3%). Pomiary wykonano w Laboratorium Magnetycznego

Rezonansu Jadrowego na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego.

-3

A B

Rys. 4.1. Spektrometr Bruker AMX500 (A) oraz spektrofotometr Shimadzu IR Spirit
wyposazony w przystawke ATR (B).

4.8.2. Spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR)

W celu analizy struktury syntezowanych polielektrolitow (PAA-X-(CH2)a-N*(CH3)3(m)) oraz
czastek hydrozelowych zastosowano spektroskopie w podczerwieni z transformata Fouriera.
Widma FTIR zostaly zarejestrowane w zakresie promieniowania elektromagnetycznego o
dtugosci fali 400-4000 cm™ z czestotliwoscia skanowania 2 cm™ za pomocg spektrofotometru IR
Spirit (Shimadzu) (Rys. 4.1) wyposazonego w krysztal diamentu w przystawce ATR (ang.
attenuated total reflection).
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4.8.3. Techniki mikroskopowe

Otrzymane czastki hydrozelowe zobrazowano wykorzystujac nastgpujace techniki
mikroskopowe: skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning electron microscopy, SEM),
transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy, TEM),
skaningowa laserowa mikroskopia konfokalna (ang. confocal laser scanning microscopy, CLSM)
i mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM). Obrazowanie nosnikow za
pomoca SEM wykonano przy uzyciu aparatu JSM-7500F (JEOL) (Rys. 4.2).

Rys. 4.2. Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) JEOL JSM-7500F (A), transmisyjny
mikroskop elektronowy (TEM) FEI Tecnai G2 20 X-TWIN (B) oraz mikroskop sit atomowych
NT-MDT Solver PRO (C).
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W tym celu krople zawiesiny czgstek umieszczono na mosieznych cylindrach i suszono przez
24 h w temperaturze pokojowej. Obserwacje nosnikow za pomoca transmisyjnej mikroskopii
elektronowej prowadzono z wykorzystaniem aparatu Tecnai G220 X-TWIN (FEI) (Rys. 4.2).
Probki przygotowano poprzez nalozenie kropli zawiesiny czastek na miedziang siatkg z
napylonym filmem weglowym, ktérg suszono przez 24 h w temperaturze pokojowej. Obrazowanie
czastek za pomoca skaningowej laserowej mikroskopii konfokalnej wykonano przy uzyciu aparatu
Zeiss LSM 780. Obrazowanie nosnikéw za pomocg mikroskopii sit atomowych przeprowadzono
za pomocg aparatu NT-MDT Solver PRO (Rys. 4.2). Pomiary wykonano przy uzyciu sond
krzemowych o wysokich czgstotliwosciach rezonansowych (50-150 kHz). Przed analiza no$niki
osadzano przez 4 h na ptytce z miki, nastgpnie nadmiar zawiesiny usuni¢to poprzez przemycie
ptytki woda destylowang. Plytke suszono w temperaturze pokojowej przez 24 h. Pomiary na
skaningowym laserowym mikroskopie konfokalnym wykonano w Instytucie Katalizy
i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie; a autorka niniejszej dysertacji wspotuczestniczyta
w pracach badawczych w ramach odbywajgcego tam stazu naukowego i Ssama zinterpretowala
wszystkie wyniki.

Rozmiar otrzymanych mikroczastek zostal zmierzony przy pomocy mikroskopu optycznego
Eclipse TE2000S (Nikon). Mikroskop wyposazony byt w obiektywy 4x, 10x, 40x i 100x. Srednia
wielko§¢ mikrono$nikow zostata wyznaczona na podstawie $rednic co najmniej 100 losowo
wybranych czastek. Indeks polidyspersyjnosci (PdI) obliczono za pomoca nast¢pujacego

rownania;
2

Pdl = (@)
X

gdzie, X5 p — odchylenie standardowe $rednicy mikroczastek; X — Srednica mikroczastek.

4.8.4. Technika dynamicznego rozpraszania Swiatla (DLS)

Rozmiar otrzymanych nanoczastek hydrozelowych 1 ich rozrzut wyznaczono z
wykorzystaniem techniki dynamicznego rozpraszania $wiatta (ang. dynamic light scattering, DLS)
za pomocg aparatu Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.) (Rys. 4.3) wyposazonego w
laser o dtugosci fali emisji A = 633 nm. Pomiary wykonywano pod katem rozpraszania §wiatla
173° przy uzyciu kuwet polistyrenowych. Potencjat zeta { czyli potencjat elektryczny wystepujacy
przy powierzchni zdyspergowanych nanoczastek okreslono w ich wodnych roztworach za pomoca
aparatu Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.) w temperaturze 25°C. Pomiary potencjatu
€ wykonywano w kuwetach skladajacych si¢ z dwodch miedzianych elektrod, do ktérych
przykladano napiecie elektryczne wzbudzajace migracje czastek w zewngtrznym polu

elektrycznym w kierunku elektrody o przeciwnym tadunku.
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Rys. 4.3. Aparat Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd).

4.8.5. Wyznaczanie potencjalu zeta filmow polielektrolitowych

Potencjaly =zeta polielektrolitéw stosowanych jako powloki otulajace mikroczastki
wyznaczono metoda potencjatu strumieniowego za pomoca komory wyposazonej w pare elektrod
Ag/AgCl. Potencjat przeptywu okreslono jako funkcj¢ roznicy ciSnienia hydrostatycznego
wywolanego przeptywem roztworu elektrolitu NaCl przez komore¢. Potencjaly zeta filmow
polielektrolitowych obliczono za pomocg réwnania Smoluchowskiego.!® W celu
przeprowadzenia dos§wiadczenia polielektrolity osadzano na pocigtych ptytkach z miki naturalne;.
Roztwory PE przygotowano w 0,01 M roztworze NaCl, a ich pH bylo rowne 5,8. Procedura
adsorpcji PE na powierzchni byta analogiczna jak w przypadku pomiaréow elipsometrycznych
(Rozdzial 4.8.8). Pomiar potencjalu zeta kazdej warstwy polielektrolitowej wykonano na
osobnych ptytkach miki. Badania te zostaty przeprowadzone w Instytucie Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni PAN w Krakowie, a autorka tej rozprawy wspotuczestniczyta w pracach badawczych

w ramach odbywajacego tam stazu naukowego i sama zinterpretowata wszystkie wyniki.

4.8.6. Spektroskopia UV-Vis

Wydajnos¢ enkapsulacji (ang. encapsulation efficiency, EE) i pojemnos$¢ zatadunkowa (ang.
loading capacity, LC) substancji aktywnych w nano- i mikroczastkach hydrozelowych
wyznaczono za pomocg spektroskopii w zakresie nadfioletowym i widzialnym (UV-Vis) przy
uzyciu spektrofotometru UV-Vis U-2900 (Hitachi) (Rys. 4.4). Widma absorpcyjne rejestrowano
w zakresie 200-1000 nm przy szybkosci skanowania 800 nm/min. W celu charakterystyki
otrzymanych mikrono$nikow, przed pomiarem czastki zawieszono W odpowiednim medium
(aceton:woda (25:1, obj:obj) dla czastek zatadowanych KUR; etanol:woda (25:1, obj:obj) dla
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czgstek zatadowanych RES; wodny roztwor 0,1 M EDTA 10,2 M cytrynianu trisodu (1:1, obj:obj)
dla czastek zatadowanych EGCG oraz EOZ) i mieszano przez 48 h w temperaturze pokojowej.
Natomiast, w przypadku nanono$nikéw, przed pomiarem roztwory nanoczastek zostaty
rozcienczone za pomoca etanolu w stosunku woda:etanol (1:100, obj:obj). Przy wszystkich
pomiarach uzyto kuwet wykonanych ze szkla kwarcowego 0 objetosci roztworu 3,0 cm®i drodze
optycznej wynoszacej 1 cm. Stezenia zaenkapsulowanych substancji aktywnych w nano-
i mikrono$nikach wyznaczono na podstawie wykonanych krzywych wzorcowych dla
poszczegblnych zwiazkow (Akur = 419 nm, Ares = 307 nm, Aecce = 275 nm, Aeoz = 280 nm)
wykorzystujac prawo Lamberta-Beera. Wydajno$¢ enkapsulacji wyliczono poprzez stosunek
masy zaenkapsulowanej substancji aktywnej do poczatkowej masy uzytego zwigzku zgodnie z

rOwnaniem:

me
EE =—x100%,
my

gdzie, m, — masa zaenkapsulowanej substancji aktywnej, m, — masa poczatkowa substancji

aktywnej.
Pojemnos$¢ zatadunkowg wyznaczono nastepujacym rdwnaniem:

me

LC = * 100%,

My

gdzie, m, — masa zaenkapsulowanej substancji aktywnej, m,, — masa czastek.

Rys. 4.4. Spektrofotometr UV-Vis Hitachi U-2900.

4.8.7. Mikrowaga kwarcowa z kontrolg dyssypacji energii (QCM-D)

Tworzenie wielowarstwowych filméw polielektrolitowych badano za pomoca mikrowagi

kwarcowej z kontrolag dyssypacji energii (ang. quartz crystal microbalance with dissipation
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energy, QCM-D) (QSense Biolin Scientific) (Rys. 4.5) w Instytucie Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni PAN w Krakowie. Piezoelektryczny krysztal kwarcu pokryty z dwoch stron ztotymi
elektrodami stuzyl jako stale podtoze, na ktorym budowane byly kolejne warstwy polielektrolitow.
Przed wykonaniem eksperymentu krysztaty zostaty oczyszczone w 2% roztworze Hellmanexu III
przy uzyciu lazni ultradzwigkowej. Przylozenie do powierzchni krysztalu zewnetrznego pola
elektrycznego wywotuje sprezyste oscylacje bedace zrodtem fali akustycznej. Osadzanie na
powierzchni elektrody warstwy polielektrolitu powoduje zmiang grubosci oscylatora
kwarcowego, co prowadzi do zmiany czgstotliwosci rezonansowej. Podstawowa czgstotliwosé
rezonansowa wynosita 4,95 MHz. Zmiany czestotliwosci (Af) 1 rozpraszania energii (AD)
monitorowano w czasie. Analiz¢ QCM-D prowadzono w temperaturze pokojowej z szybkos$cia
przeplywu polielektrolitu 0,150 ml/min. W celu ustalenia podstawowej czgstotliwosci czujnika,
kazdy pomiar rozpoczeto przeptywem wody destylowanej. Nastepnie tworzono wielowarstwowe
filmy polielektrolitowe poprzez sekwencyjna adsorpcj¢ polielektrolitéw o przeciwnym tadunku
elektrostatycznym na powierzchni krysztalu. W celu odtworzenia syntezy alginianowych
mikrosfer hydrozelowych, poczatkowa warstwa zaadsorbowang na ujemnie natadowanym ztocie
byta dodatnio natadowana polietylenoimina (PEI) jako warstwa kotwiczaca. Kolejng warstwe
tworzyt ALG z odpowiednig substancja aktywng (0,15%), ktory zostat usieciowany 0,1 M
chlorkiem wapnia. W przypadku rdzeni chitozanowych, poczatkowsg warstwa osadzang na
powierzchni ztotej elektrody byt CHIT z substancja aktywna (0,15%), ktory usieciowano 0,05%
geniping. Nastepnie, na tak zaadsorbowang warstwe alginianowa lub chitozanowg osadzano
okreslong ilo$¢ powtok polielektrolitoéw kationowych (PAH, CHIT) i polielektrolitow anionowych
(ALG, PAA-X-(CH2)n-N*(CHs)3(m)) w zalezno$ci od rodzaju wytworzonych kapsut (Tabela 4.4).

Rys. 4.5. Mikrowaga kwarcowa z kontrolg dyssypacji energii (QCM-D), QSense Biolin
Scientific.
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Stezenia roztwordéw polielektrolitow byty nastepujace: PEI-0,05%, ALG-0,05%, CHIT-0,04%,
PAH-0,05%, PAA-X-(CH2)n-N*(CH3)3(m)-0,05%. Po osadzeniu kazdego polielektrolitu, nadmiar
niezaadsorbowanych czasteczek przemywano wodg destylowang do momentu gdy czestotliwosé
I dyssypacja energii osiggnety plateau. Do wyznaczenia parametrow opisujacych wiasciwosci
filmow polielektrolitowych wykorzystano modele S1 Smartfit lub B Broadfit (QSense Dfind). Dla
sztywnych filméw (AD < 1x107® na 10 Hz)!*® mase zaadsorbowanej warstwy obliczono za pomoc3

roOwnania Sauerbreya:

A
Adm=—-C —f,
n

gdzie C jest stalg krysztalu rowng 17,7 ng/cm?Hz, n jest numerem nadtonu.

4.8.8. Elipsometria spektroskopowa (ES)

Pomiar grubosci suchych filmow polielektrolitowych wykonano za pomoca elipsometru
spektroskopowego EP4 (Rys. 4.6) w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN. Przed
wykonaniem do§wiadczenia, ptytki krzemowe o wymiarach 1x1 cm oczyszczono w roztworze
pirania (stezony roztwor kwasu siarkowego i nadtlenku wodoru, 4:1), zagotowano czterokrotnie
w wodzie destylowanej i wysuszono. W przypadku odtworzenia syntezy rdzeni alginianowych, na
przygotowanej plytce zaadsorbowano PEI jako prekursor, a nastepnie ALG z odpowiednia
substancjg aktywng, ktory usieciowano jonami wapnia. W celu odtworzenia syntezy rdzeni
chitozanowych, bezposrednio na plytke krzemowa osadzano CHIT z substancjg aktywna, ktory
usieciowang geniping. Nastepnie naprzemiennie adsorbowano polielektrolity kationowe oraz

anionowe w zalezno$ci od rodzaju tworzonych kapsut (Tabela 4.4). Adsorpcja polielektrolitow na

Rys. 4.6. Elipsometr spektroskopowy EP4, Accurion.
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powierzchni ptytki krzemowej polegata na zanurzaniu ptytki w odpowiednim roztworze PE przez
20 min, a nastepnie przeptukaniu jej w wodzie destylowanej w celu usuni¢cia nadmiaru
niezaadsorbowanych czasteczek. Stezenia roztworow PE odpowiadaly stezeniom stosowanym
przy analizie QCM-D. Po osadzaniu polielektrolitow probki zostaly wysuszone strumieniem
powietrza. Autorka tej rozprawy wspotuczestniczyta w pracach badawczych oraz sama

zinterpretowata wszystkie otrzymane wyniki.

4.8.9. OKkreslanie profilu uwalniania substancji aktywnych

Uwalnianie substancji aktywnych z no$nikéw hydrozelowych badano w roztworze soli
fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS) (pH=7.4) w 37°C przez 24 h. Poczatkowo zawiesing
czastek umieszczono w worku dializacyjnym (MWCO = 3,5 kDa) i zanurzono w PBS jako
medium dializacyjnym w stosunku 1:40 (w:obj), a nast¢pnie mieszano z predkoscig 100 rpm w
celu zainicjowania uwalniania enkapsulowanej substancji. W odpowiednich odstepach czasu
pobierano probke dializatu z uwolniong substancja 1 uzupelniano taka sama objetoscig Swiezego
medium. Zawarto$§¢ uwolnionej substancji aktywnej mierzono spektrofotometrycznie na
podstawie wyznaczonych krzywych wzorcowych. Otrzymane wyniki zostaty przedstawione na
wykresach 1 wyrazone jako procent uwolnionej substancji w czasie. Eksperymenty

przeprowadzono trzykrotnie.

4.8.10. Test soli tetrazolowej (MTT) i sulforodaminy B (SRB)

Hodowla komorkowa

W badaniach biologicznych wykorzystano model in vitro ludzkiej linii komorkowej
nowotworu pgcherza moczowego II stopnia (5637) zdeponowanej w ATCC (ang. American Type
Culture Collection). Linia ta pochodzi z tkanki nablonkowej pecherza moczowego 68-letniego
mezczyzny. Reprezentuje typ histologiczny raka przejsciowokomorkowego (ang. transitional cell
carcinoma, TCC) pecherza moczowego. Linia 5637 jest adherentng linig komorkowa ze wzgledu
na to, ze potrzebuje zakotwiczenia na stalym podtozu. Pozywka hodowlang dla tej linii komoérek
nowotworowych jest RPMI-1640 z dodatkiem ptodowej surowicy bydlgcej (ang. fetal bovine
serum, FBS). Hodowle komorkowe prowadzono w 37°C z zawartoscia 5% CO2 w ptynie
hodowlanym RPMI-1640 z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS), 0,01% GlutaMax
I 1% penicyliny/streptomycyny. Przed wykonaniem eksperymentu komorki przeptukano sola
fizjologiczng buforowang fosforanem (DPBS) oraz 0,025% roztworem trypsyny i 0,02% EDTA
w celu utraty ich adhezyjnosci, a nastepnie odwirowano, zawieszono ponownie w RPMI-1640
I wysiano na odpowiednich szalkach.

Badane mikroczastki hydrozelowe zawierajace kurkuming, resweratrol oraz galusan

epigallokatechiny zawieszono w RPMI-1640 (10 mg/ml) i inkubowano przez 24 h w 37°C w celu
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oceny ich aktywnosci biologicznej. Nastepnie probki odwirowano 1 rozcienczono za pomocg
medium hodowlanego, aby uzyskac szereg stgzen substancji aktywnej: 35 uM, 69 uM, 138 uM,
276 uM. W przypadku nanoczastek hydrozelowych, probki rozcienczono w medium hodowlanym,
aby otrzymac szereg stezen RES: 46 uM, 69 uM, 92 uM, 138 uM.

Aktywnos¢é mitochondrialna

Aktywno$¢ mitochondrialng komorek analizowano za pomocg testu MTT, opartego na ocenie
aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej — enzymu mitochondrialnego zdolnego do
przeksztalcania pomaranczowej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromku 3-(4,5-
dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu) do nierozpuszczalnych fioletowych krysztatow
formazanu. Poczatkowo komdrki nowotworowe naniesiono na 96-studzienkowe ptytki do hodowli
komorkowej (liczba komoérek w studzience: 5x10* w 200 ul RPMI-1640). Nastgpnie podtoze
usuni¢to 1 zastgpiono $wiezym medium hodowlanym z odpowiednimi rozcienczeniami badanych
czastek. Po 24 h przeprowadzono test MTT w celu wyznaczenia cytotoksycznosci badanych
czastek. Komorki z dodatkiem odczynnika MTT (100 pl) inkubowano przez 90 min w 37°C.
Nastepnie, dodano 100 ul zakwaszonego izopropanolu w celu rozpuszczenia krysztalow
formazanu i cato$¢ wymieszano. Zmierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 570 nm za pomoca
czytnika mikroplytek GloMax® Discover (Promega). Wyniki znormalizowano wykorzystujac
probe kontrolng ze 100% aktywnoS$cig mitochondrialng i wyrazono jako procent komoérek ze

zmieniong funkcja mitochondrialng.

Proliferacja komorek

Calkowitg zawartos$¢ biatka w komorkach nowotworowych, pozwalajaca okresli¢ proliferacje
komorek, badano za pomoca testu sulforodaminy B (SRB). Komorki naniesiono na 96-
studzienkowe ptytki, a nastepnie podloze zastgpiono $wiezym medium z rozcienczeniami
badanych czastek i inkubowano przez 24 h. Nastepnie usuni¢to medium hodowlane,
a monowarstwy komorek utrwalono za pomoca 10% kwasu trichlorooctowego przez 1 h w 4°C,
przemyto pieciokrotnie zimng woda 1 wysuszono. Barwienie komorek prowadzono przy uzyciu
0,4% SRB w 1% kwasie octowym przez 30 min w temperaturze pokojowej. Plytki przemyto
czterokrotnie 1% kwasem octowym w celu usunigcia nadmiaru barwnika i osuszono. Barwnik
zwigzany z biatkiem rozpuszczono w 10 mM roztworze tris(hydroksymetylo)aminometanu (Tris)
o pH 10,5. Nastgpnie zmierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 490 nm za pomoca czytnika
mikroplytek GloMax® Discover (Promega). Wyniki wyrazono jako procent catkowitej zawartosci
biatka w komorkach po inkubacji z badanymi czastkami w stosunku do komorek kontrolnych
(100%).
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4.8.11. Metoda dyfuzyjno-krazkowa

Syntezowane polielektrolity (PAA-X-(CH2)n-N*(CH3)3(m)), mikroczastki funkcjonalizowane
tymi polielektrolitami oraz mikroczastki enkapsulowane ekstraktem z zurawiny badano pod katem
aktywno$ci  przeciwdrobnoustrojowej  wzgledem  szczepu  bakterii  Gram-dodatniej
(Staphylococcus aureus PCM 2054) i Gram-ujemnej (Serratia marcescens PCM 549) za pomoca
metody dyfuzyjno-krazkowej. Szczepy bakterii hodowano przez 24 godziny i kazdg zawiesing
bakteryjng uzyta jako inokulum dostosowano do standardu 0,5 McFarlanda. Naste¢pnie, szalki
Petriego suszono przez 10 minut przed ich uzyciem 1 przygotowano sterylne krazki papierowe
o srednicy 6 mm, ktére impregnowano 10 pL roztworu polielektrolitéw lub zawiesiny
mikroczastek (C=10 mg/ml). Krazki umieszczono na zaszczepionym bakteriami podtozu
agarowym Muellera-Hintona. Negatywng kontrolg dla polielektrolitow i mikroczastek byta
odpowiednio sterylna woda destylowana i aceton. Ptytki pozostawiono na 15 min w temperaturze
pokojowej, aby umozliwi¢ dyfuzje, a nastgpnie inkubowano w 37°C przez 24 h. Po inkubacji
zmierzono Srednice stref zahamowania wzrostu bakterii utworzone wokét poszezegdlnych

krazkow. Eksperymenty przeprowadzono trzykrotnie.
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5. DYSKUSJA WYNIKOW

5.1. Planowanie eksperymentu otrzymywania nano- i mikronosnikow hydrozelowych

zaladowanych substancjami aktywnymi pochodzenia naturalnego

5.1.1. Opracowanie wytycznych dla procesow inicjowanych emulgowaniem pod

normalnym ciSnieniem

Cel eksperymentu

Gléwnym celem badan byto zaprojektowanie oraz otrzymanie wielowarstwowych

mikrono$nikdw hydrozelowych o zadanych cechach fizykochemicznych 1 odpowiedniej

aktywnosci przeciwnowotworowej poprzez dobdr wlasciwych parametrow procesowych.

Cele szczegotowe:

1) Wybor parametréow statych oraz zmiennych =zaleznych 1 niezaleznych procesu

otrzymywania mikrono$nikow hydrozelowych,

2) Proces enkapsulacji substancji chemoterapeutycznych i chemoprewencyjnych (resweratrol

(RES), kurkumina (KUR), galusan epigallokatechiny (EGCG)) w rdzeniu polimerowym z

wykorzystaniem metody emulgowania pod normalnym ci$nieniem,

3) Proces funkcjonalizacji otrzymanych rdzeni polimerowych filmami polielektrolitowymi

takimi jak chitozan, poli(chlorowodorek alliloaminy) i alginian sodu za pomoca techniki

warstwa- po-warstwi €,

4) Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych mikrono$nikow 2z wykorzystaniem

nastepujacych technik badawczych: skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning

Electron Microscopy, SEM); skaningowa laserowa mikroskopia konfokalna (ang.

Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM); spektroskopia w podczerwieni z

transformatg Fouriera (ang. Fourier Transformed Infrared Spectroscopy,

spektroskopia w zakresie nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible

Spectroscopy, UV-VIS); mikrowaga kwarcowa (ang. Quartz Crystal Microbalance with

Dissipation Monitoring, QCM-D); elipsometria spektroskopowa (ang. Spectroscopic

Ellipsometry, ES),

5) Wstgpna ocena wlasciwosci biologicznych mikrono$nikow: badanie aktywnosci

cytotoksycznej mikrono$nikow - test soli tetrazolowej (ang. (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-

2,5 diphenyl tetrazolium bromide), MTT assay) i test sulforodaminy B (ang.

sulforhodamine B, SRB assay).

Wyboér wielkosci wyjsciowych (zmiennych zaleznych)

Osiagniecie wytyczonych celéw bylo mozliwe dzieki ustaleniu parametréw zmiennych

zaleznych stanowigcych kryteria oceny produktu oraz przypisaniu im wspotczynnikow istotnosci.
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Istotno$¢ parametréw oznacza wagg poszczeg6dlnych cech produktu o okreslonym zastosowaniu
lub waznos¢ jakosSci produktu badz efektu jaki chcemy osiggnac. Istotno$¢ ta okreslono w skali
punktowej od 0 do 5. Wyznaczenie wielko$ci wyjsciowych ma ogromne znaczenie pozwalajace
oceni¢ aplikacyjno$¢ produktu. Zmienne zalezne zostaly wybrane w oparciu o podstawowe
wymagania stawiane mikrono$nikom przeznaczonym do zastosowan w  terapii

przeciwnowotworowej. !4’

Przyjeto nastgpujace wielkoSci  wyjSciowe: rozmiar czastek,
polidyspersyjnos¢, wydajnos¢ enkapsulacji, przestrzen zatadunkowa, czas polowicznego
uwalniania substancji aktywnej oraz cytotoksyczno$¢ (Tabela 5.1). Rozmiar mikronosnikow ma
istotne znaczenie w efektywnosci dostarczania substancji aktywnych, a tym samym ich dziatania
w miejscu chorobowo zmienionym. Wielko$¢ mikroczastek hydrozelowych wptywa na ich
wlasciwosci optyczne, stabilno$¢, wychwyt przez komoérki nowotworowe, zdolnos¢ do uwalniania
substancji aktywnej oraz jej ochrony przed degradacja.®® Najczesciej wytwarzane mikronos$niki,
ktore sa wykorzystywane w dostarczaniu substancji leczniczych majg rozmiary ponizej 500 um.
Wspotczynnik polidyspersyjnosci (ang. Polydispersity Index, PDI) opisuje rozrzut wielkosci
no$nikoéw i charakteryzuje jednorodnos¢ otrzymanego uktadu. Im nizsza jest wartos¢ PDI, tym
dany system jest bardziej monodyspersyjny. Wartoscig graniczng dla mikrono$nikow jest 1, co
oznacza, ze uktady majace PDI ponizej tej wartosci sg uznawane za monodyspersyjne, a powyzej
tej warto$ci sg uznawane za polidyspersyjne.l*® Wydajnos¢ enkapsulacji i przestrzen zatadunkowa
to kluczowe parametry okreslajace zdolno$¢ do zamykania substancji czynnej w czastki
hydrozelowe 1 odnosza si¢ do ilosci substancji aktywnej w mikronosnikach. Im wyzsze wartosci
tych parametrow, tym lepsza efektywno$¢ no$nikéw. Czas potowicznego uwalniania zwigzku
aktywnego (tos) to wielkos$¢ opisujaca czas, po ktorym 50% substancji enkapsulowanej zostaje
uwolnione z mikrono$nikéw. To nadrzgdny parametr decydujacy o skutecznosci dziatania
mikronos$nika dostarczajacego substancje czynne do miejsca chorobowo zmienionego. Im nizsza
warto$¢ tos tym szybciej zwigzek aktywny zostanie uwolniony z mikrono$nika i nastgpuje szybszy
efekt farmakologiczny. W  przypadku mikrono$nikow enkapsulowanych substancja
chemoterapeutyczng pozadany jest krotki czas uwalniania zwigzku czynnego. Cytotoksycznos$¢ to
najwazniejsza cecha wszystkich nos$nikow o znaczeniu terapeutycznym, okreslajaca ich
aktywno$¢ biologiczng wzgledem komodrek nowotworowych. Cytotoksyczno$¢ mikronosnikoéw
enkapsulowanych substancja leczniczag powinna powodowaé jak najnizsza przezywalnosé
komorek rakowych.

Biorgc powyzsze pod uwage, kryteria wedlug ktorych byl oceniany otrzymany produkt
obejmuja: rozmiar czastek migdzy 1-1000 pum (istotnos$¢ 3/5), wspdtczynnik polidyspersyjnosci
ponizej 1 (istotnos¢ 3/5), wydajnos¢ enkapsulacji powyzej 50% (istotnos¢ 4/5), przestrzen
zaladunkowa powyzej 15% (istotnos¢ 4/5), czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej
ponizej 120 min (istotnos¢ 5/5) oraz cytotoksycznos¢ powyzej 50% (istotnos¢ 5/5). Sprostanie tym

wymaganiom jest kluczowe w realizacji zdefiniowanego celu eksperymentu.
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Tabela 5.1. Parametry kontrolne procesu wytwarzania mikrono$nikow hydrozelowych.

Parametry procesu Wartos¢

Parametry stale

Rodzaj polielektrolitu w rdzeniu ALG
Stezenie polielektrolitu w rdzeniu [%] 1,5
Czynnik sieciujacy dla ALG Chlorek wapnia
Czynnik sieciujgcy dla CHIT Aldehyd glutarowy
Rodzaj surfaktantu w fazie wodnej Tween 80
Rodzaj surfaktantu w fazie olejowej Span 80
Stezenie surfaktantu [%] 1,0
Temperatura ["C] 25
Czas sieciowania [min] 60
Szybko$¢ mieszania [rpm] 900
Parametry zmienne niezalezne
RES
Substancja enkapsulowana KUR
EGCG
ALG
Rodzaj filmu polielektrolitowego CHIT
PAH
Liczba filméw polielektrolitowych 1,2,3
Parametry zmienne zalezne Wymagania Istotnos¢
Rozmiar czastek [um] 1-1000 3/5
PDI <1 3/5
Wydajnos¢ enkapsulacji [%] >50 4/5
Przestrzen zatadunkowa [%] >15 4/5
Czas potowicznego u\-zvaln-iania substancji <120 min 5/
aktywnej [min]
Cytotoksyczno$é [%] >50 5/5

Wybér parametréow stalych i wielkosci wejsciowych (zmiennych niezaleznych)

W celu spelnienia okreslonych kryteriow oceny produktu dokonano wyboru odpowiednich
metod otrzymywania wielowarstwowych mikroczgstek hydrozelowych oraz dobrano szereg
parametrow statych oraz zmiennych niezaleznych procesu wytwarzania mikronosnikow. Do
procesu enkapsulacji substancji aktywnych w mikroczgstkach hydrozelowych wytypowano
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technike emulgowania pod normalnym ci$nieniem, jako metode¢ szeroko stosowng w przemysle,
ze wzglgdu na jej liczne zalety, migdzy innymi mozliwo$¢ zamykania zaréwno zwigzkow
hydrofilowych, jak i hydrofobowych, wysoka wydajnos¢ enkapsulacji i stabilno$¢ nosnikow,
fatwos¢ funkcjonalizacji powierzchni no$nikow oraz mozliwo$¢ kontrolowania wielkosci
mikroczastek poprzez modyfikacje warunkéw procesowych.>’~2° Z kolei, metoda warstwa-po-
warstwie (ang. Layer-by-Layer, LbL) =zostala wybrana do przeprowadzenia procesu
funkcjonalizacji powierzchni otrzymanych mikronosnikéw. LbL jest wysoce skuteczng, prosta i
tanig technikg otrzymywania wielowarstwowych mikrokapsutek polimerowych, ktora umozliwia
kontrolowa¢ sktad, liczbe¢ i wilasciwosci fizykochemiczne filméw polielektrolitowych oraz
pozwala uzyska¢ struktury o sprecyzowanych cechach funkcjonalnych.>*

Wielko$ci state procesu wytwarzania mikrono$nikow dobrano na podstawie doniesien
literaturowych oraz na etapie przeprowadzania eksperymentow wstegpnych. Do parametrow
statych nalezg: rodzaj polielektrolitu w rdzeniu, stgzenie polielektrolitu, czynnik sieciujacy dla
ALG 1 CHIT, rodzaj surfaktantu w fazie wodnej, rodzaj surfaktantu w fazie olejowe;j, ste¢zenie
surfaktantu, temperatura, czas sieciowania oraz szybko$¢ mieszania, a ich wartosci podano w
Tabeli 5.1. Wielkosci takie jak rodzaj polielektrolitu w rdzeniu, rodzaj surfaktantu w fazie wodnej,
rodzaj surfaktantu w fazie olejowej i temperatura wybrano na podstawie danych literaturowych.
Sktadniki budulcowe do syntezy mikroczastek wyselekcjonowano uwzgledniajac ich
biodegradowalno$¢, niskg toksycznos¢ oraz bezpieczne stosowanie w formulacjach
farmaceutycznych.!3® Jako polielektrolit do tworzenia rdzenia mikrono$nikéw wybrano
polisacharyd - alginian sodu, natomiast surfaktantem w fazie wodnej byt Tween 80, a surfaktantem
w fazie olejowej byl Span 80. Z kolei jako czynnik sieciujacy dla alginianu sodu wybrano chlorek
wapnia, a dla chitozanu - aldehyd glutarowy. Zwiazki sieciujace zostaty wyselekcjonowane biorac
pod uwage ich zdolno$§¢ do tworzenia ukladéw o wysokiej stabilnosci chemicznej
i mechanicznej. > Wartosci parametréow - stezenie polielektrolitu, stezenie chlorku wapnia,
stezenie aldehydu glutarowego, stezenie surfaktantu, czas sieciowania oraz szybko$¢ mieszania
dobrano podczas wykonywania badan wstepnych, ktore czgsciowo przedstawiono w zalgcznikach
pracy (Rys. 7.1, Rys. 7.2, Rys. 7.3).

Zmienne niezalezne procesu stanowig: substancja enkapsulowana, rodzaj oraz liczba filmow
polielektrolitowych, a ich warto$ci przedstawiono w Tabeli 5.1. Dobierajac odpowiednie
substancje aktywne do enkapsulacji mikroczastek hydrozelowych uwzgledniano ich aktywnos¢
przeciwnowotworowg wobec linii komoérkowych raka pecherza moczowego in vitro. Do
enkapsulacji mikronosnikéw wybrano zwiazki biologicznie czynne takie jak resweratrol,
kurkumina 1 galusan epigallokatechiny nie tylko ze wzgledu na ich udokumentowane dzialanie
przeciwnowotworowe, 21 ale réwniez z uwagi na ich naturalne pochodzenie.
Wyselekcjonowanie substancji aktywnych nalezagcych do szerokiej grupy polifenoli

1 wystepujacych naturalnie w roslinach, minimalizuje problem toksyczno$ci powszechnie
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stosowanych lekéw. Dobierajagc odpowiednie komponenty do tworzenia powtok otulajacych
nosniki, kierowano si¢ ich stopniem toksyczno$ci, wlasciwosciami biodegradowalnymi oraz
mozliwoscig tworzenia biokompatybilnych mikronosnikow przeznaczonych do terapii
antynowotworowych. Do budowania powtok mikroczastek wybrano polielektrolity pochodzenia
naturalnego - chitozan i alginian sodu oraz polielektrolit syntetyczny - poli(chloroworek
alliloaminy). Liczba filmow polielektrolitowych, ktora zostala dobrana na podstawie
eksperymentéw wstepnych uwzgledniajac krotki czas uwalniania substancji aktywnej z nosnikow,
wynosita: 1, 2 i1 3. Zastosowanie zmiennej liczby powtok umozliwia kontrolowanie uwalniania

substancji enkapsulowanej i lepszg oceng aplikacyjng produktu.

Zaplanowanie przebiegu eksperymentu

Wiasciwe zaplanowanie przebiegu eksperymentu daje mozliwo$¢ zawezenia zakresu badan
do niezbednych, zmniejszajac liczbe wielkosci wyjsciowych lub eliminujac wielkosci wejsciowe
oraz pozwala uzyska¢ wymierne efekty - ograniczenie naktadu pracy i czasu. Wybdr planu
doswiadczenia zalezy od celu jaki chcemy osiagna¢ oraz specyfiki rodzaju badan. Aby
zrealizowaé cel eksperymentu, podczas prowadzenia badan przyjeto okreslone warto$ci
zdefiniowanych wczesniej wielkosci wejsciowych. Rdzenie polimerowe mikrono$nikow
wytworzono za pomocg metody templatowania/emulgowania pod normalnym ci$nieniem
przyjmujac nastgpujace wartosci parametrow statych: alginian sodu o st¢zeniu 1,5% jako
polielektrolit tworzacy rdzen, chlorek wapnia o st¢zeniu 0,6 M jako czynnik sieciujacy, Tween 80
i Span 80 o stezeniu 1,0 % jako surfaktant odpowiednio w fazie wodnej i olejowej, temperatura
25°C, czas 60 min oraz predko$¢ mieszania obu faz 900 rpm. Dla wielko$ci zmiennej niezaleznej
takiej jak substancja enkapsulowana przyje¢to trzy rozne wartosci: resweratrol, kurkumina i galusan
epigallokatechiny. Otrzymane rdzenie polimerowe funkcjonalizowano metodg warstwa-po-
warstwie stosujgc rozne filmy polielektrolitowe. Parametrami zmiennymi niezaleznymi w tym
procesie byty rodzaj oraz liczba powlok, dla ktorych przyjeto po trzy rézne wartosci. Pierwsza
oraz trzecig warstwe polielektrolitowa tworzyt chitozan badz poli(chloroworek alliloaminy),
natomiast druga warstwe stanowit alginian sodu.

W wyniku przeprowadzenia powyzej opisanych procesow otrzymano mikrono$niki
hydrozelowe z otoczka polielektrolitowa zaladowane kurkumina, resweratrolem i galusanem
epigallokatechiny, a ich szczegdtowy opis znajduje si¢ w Rozdziale 5.2.

W celu scharakteryzowania otrzymanych produktéw oraz ich oceny uwzgledniajac okreslone
wczesniej kryteria, zastosowano nastepujace techniki badawcze:

- skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM) — badanie
rozmiaru 1 morfologii czastek;
- skaningowa laserowa mikroskopia konfokalna (ang. Confocal Laser Scanning Microscopy,

CLSM) — potwierdzenie adsorpcji filmow polielektrolitowych na powierzchni mikrono$nikow
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- spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (ang. Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy, FTIR) — potwierdzenie skutecznos$ci enkapsulacji substancji aktywnych;

- spektroskopia w zakresie nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible Spectroscopy,
UV-VIS) — badanie wydajnosci enkapsulacji, przestrzeni zaladunkowej i czasu uwalniania
substancji aktywnej;

- mikrowaga kwarcowa (ang. Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring, QCM-
D) oraz elipsometria spektroskopowa (ang. Spectroscopic Ellipsometry, ES) — badanie Kinetyki
adsorpcji, pomiar grubos¢ i ocena wiasciwosci wiskoelastycznych nakladanych filmow
polielektrolitowych

- test soli tetrazolowej (ang. (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide),
MTT assay) i test sulforodaminy B (ang. sulforhodamine B, SRB assay) — ocena aktywnosci

cytotoksycznej mikrono$nikow.

Szczegotowy przebieg wykonania eksperymentu oraz metodologia badan zostaty opisane w czg¢$ci
eksperymentalnej pracy. Kolejne etapy planowania eksperymentu, czyli opracowanie i analiza

wynikoéw oraz wnioski zostaly przedstawione w Rozdziale 5.2 i Rozdziale 5.5.

5.1.2. Opracowanie wytycznych dla proceséw inicjowanych emulgowaniem pod wysokim
ciSnieniem
Cel eksperymentu

Gtownym celem badan bylo opracowanie metody otrzymywania wielowarstwowych
nanono$nikow hydrozelowych o zadanych wtasciwosciach fizykochemicznych 1 biologicznych

poprzez dobor wlasciwych parametréw procesowych.

Cele szczegbdlowe:

1) Wybor parametroéw statych oraz zmiennych zaleznych i niezaleznych procesu wytwarzania
nanonos$nikoéw hydrozelowych,

2) Proces enkapsulacji resweratrolu w rdzeniu polimerowym za pomoca homogenizacji
wysokocisnieniowej (ang. High Pressure Homogenization, HPH), jako metody
emulgowania pod wysokim ci$nieniem,

3) Proces funkcjonalizacji otrzymanych rdzeni polimerowych filmami polielektrolitowymi
takimi jak chitozan i alginian sodu za pomoca techniki warstwa-po-warstwie,

4) Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych nanonosnikow: skaningowa mikroskopia
elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM); transmisyjna mikroskopia
elektronowa (ang. transmission electron microscopy, TEM), mikroskopia sit atomowych
(ang. atomic force microscopy, AFM); technika dynamicznego rozpraszania $wiatta (ang.

dynamic light scattering, DLS); spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera
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(ang. Fourier Transformed Infrared Spectroscopy, FTIR); spektroskopia w zakresie
nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible Spectroscopy, UV-VIS); mikrowaga
kwarcowa (ang. Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring, QCM-D);
elipsometria spektroskopowa (ang. Spectroscopic Ellipsometry, ES),

5) Wstepna ocena biologiczna nanonos$nikéw: badanie aktywnoSci cytotoksyczej
nanono$nikow - test soli tetrazolowej (ang. (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide), MTT assay).

Wybor wielkosci wyjsciowych (zmiennych zaleznych)

Wybdr zmiennych zaleznych opierat si¢ o podstawowe wymagania stawiane nanono$nikom
lekow przeznaczonym do zastosowan w terapiach przeciwnowotworowych.** Przyjeto
nastepujace wielkoSci wyjsciowe: rozmiar nanoczastek, polidyspersyjnos¢, stabilnos¢ koloidalna,
wydajnos¢ enkapsulacji, przestrzen zatadunkowa, czas potowicznego uwalniania resweratrolu
oraz cytotoksyczno$¢ (Tabela 5.2). Wielko$¢ nanoczastek jest kluczowa w ocenie aplikacyjnej
nanonos$nikow, szczegdlnie w zastosowaniach do terapii przeciwnowotworowych. Aby
nanonos$niki skutecznie dostarczaty substancje aktywne do miejsc chorobowo zmienionych, ich
rozmiar powinien miesci¢ si¢ w zakresie 100-200 nm ze wzglgdu na efekt zwickszonej
przepuszczalno$ci naczyniowej w tkankach nowotworowych (ang. enhanced permeability and
retention effect, EPR).™*® Zjawisko EPR umozliwia selektywne wnikanie nanoczgstek do komérek
rakowych, dzigki wiekszym rozmiarom poréw niz w przypadku tkanek prawidtowych. Dlatego
wielko$¢ no$nikow odgrywa istotng role w efektywnosci doprowadzania chemoterapeutykow i ich
dzialania w tkankach patologicznych przy jednoczesnej minimalizacji skutkow ubocznych w
tkankach zdrowych. Wspotczynnik polidyspersyjnosci (ang. Polydispersity Index, PDI) opisuje
rozrzut rozmiaroOw no$nikow 1 stanowi kryterium jednorodnos$ci uktadu. Im nizsza wartos¢ PDI
danego systemu, tym jest on bardziej monodyspersyjny. Dla nanono$nikéw lekow wartoscia
graniczna jest 0,3, a wiec uktady o PDI powyzej tej wartosci s uznawane jako polidyspersyjne. %
W zwigzku z tym, jedynie nanoczastki charakteryzujace si¢ odpowiednio niskim indeksem
polidyspersyjnosci sg stabilne koloidalnie i moga by¢ wprowadzane do krwioobiegu, aby
umozliwia¢ enkapsulowanym substancjom czynnym dotarcie do miejsc chorobowo zmienionych.
Stabilno$¢ koloidalna jest bardzo istotnym parametrem nanoczastek, gdyz zapewnia skuteczno$¢
ich dziatania oraz okresla ich zachowanie w ptynach ustrojowych. Stabilno$¢ tg3 wyznacza si¢ na
podstawie sumy sit przyciggajacych (van der Waalsa i magnetycznych) i sit odpychajacych
(oddziatywan elektrostatycznych w dwuwarstwach), ktore istnieja miedzy nanoczastkami
1 $wiadczy o tworzeniu si¢ aglomeratow. Pozostale parametry wybrane jako zmienne zalezne to
wydajno$¢ enkapsulacji, przestrzen zatadunkowa, czas potowicznego uwalniania zwigzku

aktywnego i cytotoksycznos$¢, ktérych wybor uzasadniono w Rozdziale 5.1.1.
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Tabela 5.2. Parametry kontrolne procesu otrzymywania nanono$nikéw hydrozelowych.

Parametry procesu Wartos¢

Parametry stale

Substancja enkapsulowana RES
Czynnik sieciujacy dla ALG Chlorek wapnia
Czynnik sieciujacy dla CHIT Genipina

Rodzaj surfaktantu w fazie wodnej Tween 80
Rodzaj surfaktantu w fazie olejowej Span 80
Stezenie surfaktantu [%] 1,0
Temperatura ["C] 25
Czas sieciowania [h] 24

Parametry zmienne niezalezne

o i . ALG
Rodzaj polielektrolitu w rdzeniu
CHIT
0,25
Stezenie polielektrolitu w rdzeniu [%] 0,50
1,00
o 500
Cisnienie [bar]
1500
. . 1
Liczba cykli
5
. . . ALG
Rodzaj filmu polielektrolitowego
CHIT
Liczba filméw polielektrolitowych 1,23
Parametry zmienne zalezne Wymagania Istotnos¢
Rozmiar czgstek [nm] 100-200 5/5
PDI <0,3 5/5
Stabilno$¢ koloidalna [mV] >+ 30 5/5
Wydajno$¢ enkapsulacji [%] >50 4/5
Przestrzen zatadunkowa [%] >15 4/5
Czas potowicznego uwalniania .
By o <120 min 5/5
substancji aktywnej [min]
Cytotoksyczno$¢ [%] >50% 5/5
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Majac na uwadze wymagania jakie sg stawiane nanono$nikom lekoéw, kryteria wedtug ktorych
byt oceniany otrzymany produkt obejmuja: rozmiar nanoczastek miedzy 100-200 nm (istotnos¢
5/5), wspoétczynnik polidyspersyjno$ci ponizej 0,3 (istotnos¢ 5/5), stabilno$¢ koloidalna
nanoczastek powyzej = 30 mV (istotnos$¢ 5/5), wydajno$¢ enkapsulacji powyzej 50% (istotno$¢
4/5), przestrzen zatadunkowa powyzej 15% (istotno$¢ 4/5), czas polowicznego uwalniania
substancji aktywnej ponizej 120 min (istotnos$¢ 5/5) oraz cytotoksycznos¢ powyzej 50% (istotno$¢
5/5). Sprostanie tym wymaganiom bylo niezbedne w realizacji zdefiniowanego celu
eksperymentu.

Wybdr parametrow stalych i wielkosci wejsciowych (zmiennych niezaleznych)

Spehienie okreslonych wyzej kryteriow oceny produktu wymagato wyboru metod
wytwarzania wielowarstwowych nanonosnikow i doboru odpowiednich parametrow statych oraz
wielko$ci  wejsciowych, tzw. zmiennych niezaleznych. Do otrzymywania nanoczastek
hydrozelowych zaladowanych zwigzkiem czynnym wybrano proces homogenizacji
wysokocisnieniowej, jako metode emulgowania pod wysokim ci$nieniem. HPH jest procesem
natury technologicznej, ktory wyrdznia si¢ sposrod innych technik mozliwoscig prowadzenia
procesu zaréwno w temperaturze pokojowej, jak i w podwyzszonej temperaturze, mozliwoscia
kontroli parametrow procesowych, co pozwala na tworzenie nanoczastek 0 okreslonych
wlasciwos$ciach takich jak rozmiar, indeks polidyspersyjnosci, potencjat zeta oraz mozliwoscia
przeniesienia procesu ze skali laboratoryjnej na skale przemystowa.!t15"1%8  Ponadto,
homogenizacja wysokoci$nieniowa jest szeroko stosowana na calym $wiecie przez najwicksze
firmy farmaceutyczne, kosmetyczne czy spozywcze, miedzy innymi Adamed Pharma. Do procesu
funkcjonalizacji nanoczgstek hydrozelowych wykorzystano technik¢ warstwa-po-warstwie,
a wybor tej metody uzasadniono w Rozdziale 5.1.1.

Parametry stale procesu emulgowania pod wysokim cisnieniem dobrano na podstawie
doniesien literaturowych oraz w oparciu o przeprowadzone eksperymenty opisane w poprzednim
rozdziale. Wielko$ci stale obejmuja: substancja enkapsulowana, czynnik sieciujacy dla ALG
I CHIT, rodzaj surfaktantu w fazie wodnej, rodzaj surfaktantu w fazie olejowej, stezenie
surfaktantu, temperatura procesu oraz czas sieciowania, a ich wartosci podano w Tabeli 5.2.
Substancja aktywna zostala wybrana sposrod zwigzkéw enkapsulowanych w mikrono$nikach
hydrozelowych na podstawie otrzymanych wynikéw badan biologicznych. Do enkapsulacji
nanoczastek hydrozelowych wytypowano resweratrol, jako substancj¢ o skutecznym dzialaniu
cytotoksycznym wobec linii komorkowych raka pgcherza moczowego (opis wynikow badan
biologicznych znajduje si¢ w Rozdziale 5.5). Parametry takie jak czynnik sieciujacy ALG i CHIT,
rodzaj surfaktantu w fazie wodnej, rodzaj surfaktantu w fazie olejowej, temperatura i czas
sieciowania wybrano na podstawie danych literaturowych, 45144159160 [Jwzgoledniajac
biodegradowalno$¢ 1 nietoksycznos¢ sktadnikow budulcowych stosowanych do syntezy
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nanono$nikow, wyselekcjonowano nast¢pujgce surfaktanty: Tween 80 - surfaktant w fazie wodnej,
Span 80 - surfaktant w fazie olejowej. Z kolei jako czynnik sieciujacy dla ALG wybrano chlorek
wapnia, a dla CHIT — geniping. Wartosci parametrow - stezenie surfaktantu, st¢zenie chlorku
wapnia oraz stgzenie genipiny - dobrano podczas wykonywania badan wstepnych, ktére czgsciowo
umieszczono w zatgcznikach pracy (Rys. 7.4, Rys. 7.5).

Do zmiennych niezaleznych procesu otrzymywania wielowarstwowych nanoczastek
hydrozelowych nalezg: rodzaj polielektrolitu w rdzeniu, stezenie polielektrolitu w rdzeniu,
ci$nienie homogenizacji, liczba cykli homogenizacji, rodzaj oraz liczba powlok, a ich wartosci
przedstawiono w Tabeli 5.2. Dobierajac odpowiednie sktadniki budulcowe do wytwarzania
nanonos$nikow kierowano si¢ mozliwoscig ich bezpiecznego stosowania w formulacjach
farmaceutycznych, tworzenia biokompatybilnych systemow dostarczania lekow oraz
minimalizacja problemu toksycznosci noénikéw.'®! Dlatego, polielektrolity pochodzenia
naturalnego - alginian sodu i chitozan zostaty uzyte do tworzenia zaréwno rdzenia nosnikéw jak
I budowania powlok otulajacych czastki. Parametry takie jak stezenie polielektrolitow w rdzeniu,
warto$¢ ci$nienia homogenizacji oraz liczba cykli homogenizacji wysokoci$nieniowej dobrano na
podstawie doniesien literaturowych, ktore zapewniaja otrzymanie nanono$nikow o odpowiednim
rozmiarze i niskim wspotczynniku polidyspersyjnosci.1*4162183 Qstatnia zmienna niezalezna -
liczba filmow polielektrolitowych osadzanych na powierzchni nanono$nikéw zostata dobrana na
podstawie eksperymentow wstepnych uwzgledniajac krotki czas uwalniania substancji aktywnej
z nanoczastek. Ze wzglgdu na fakt, ze otulanie no§nikow powtokami o zmiennej ilosci pozwala na
kontrolowane uwalnianie substancji enkapsulowanej oraz lepsza ocen¢ aplikacyjna ukladow,

wybrane liczby warstw polielektrolitowych wynosity: 1,21 3.

Zaplanowanie przebiegu eksperymentu

Aby zrealizowac cel badan niezbedne byto wtasciwe zaplanowanie przebiegu eksperymentu.
W tym celu przyjeto okreslone wartosci zdefiniowanych wczesniej wielkosci wejsciowych, ktore
nastepnie zastosowano podczas wykonywania doswiadczen. Pierwszym etapem badan bylo
wytworzenie rdzeni polimerowych nanono$nikdéw za pomocg metody emulgowania pod wysokim
ci$nieniem przyjmujac nastepujgce wartosci parametrow stalych: resweratrol (RES) jako
substancja enkapsulowana, Tween 80 i Span 80 o stezeniu 1,0 % jako surfaktant odpowiednio w
fazie wodnej i olejowe;j, temperatura procesu 25°C, czas sieciowania 24 h. Dla wielko$ci zmiennej
niezaleznej - rodzaj polielektrolitu w rdzeniu przyjeto dwie rézne wartosci: alginian sodu
o stezeniu 0,25% 1 0,50% oraz chitozan o stgzeniu 0,50% 1 1,00%. W procesie homogenizacji
wysokoci$nieniowej parametrami zmiennymi niezaleznymi byty: liczba cykli wynoszaca 115 oraz
wartosci ci$nienia homogenizacji wynoszace 500 bar 1 1500 bar. W kolejnym etapie badan
wybrano najlepsze uktady otrzymane w procesie HPH biorac pod uwage okre§lone wczesniej

wielkosci  wyjSciowe (rozmiar nanoczgstek, PDI, wydajno$¢ enkapsulacji, przestrzen
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zatadunkowa), jako kryteria oceny produktow. Nanono$niki o najbardziej korzystnych
parametrach  funkcjonalizowano metoda warstwa-po-warstwie stosujac  roézne filmy
polielektrolitowe. W tym procesie wielko$ciami zmiennymi niezaleznymi byty rodzaj oraz liczba
powlok, dla ktérych przyjeto odpowiednio dwie i trzy wartosci. W przypadku rdzeni
alginianowych, pierwszg i trzecig warstwe tworzyt chitozan, natomiast drugg warstwe stanowit
alginian sodu. W przypadku rdzeni chitozanowych, pierwsza i trzecig powloke tworzyt alginian
sodu, natomiast drugg powloke stanowit chitozan.

W wyniku przeprowadzenia powyzej opisanych procesow Otrzymano nanono$niki
hydrozelowe z otoczka polielektrolitowa zaladowane resweratrolem, a ich szczegdétowy opis
znajduje si¢ w Rozdziale 5.3.

Kolejnym etapem badan byta charakterystyka otrzymanych nanostruktur oraz ich ocena pod
wzgledem okre§lonych wczesniej kryteriow. W tym celu zastosowano nastepujace techniki
badawcze:

- skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM), transmisyjna
mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy, TEM), mikroskopia sit
atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM) — badanie morfologii nanoczastek;

- technika dynamicznego rozpraszania $wiatta (ang. dynamic light scattering, DLS) — okre$lenie
wielko$ci nanono$nikéw i ich potencjatu zeta;

- spektroskopia w podczerwieni z transformata Fouriera (ang. Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy, FTIR) — potwierdzenie skutecznosci enkapsulacji resweratrolu;

- spektroskopia w zakresie nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible Spectroscopy,
UV-VIS) — badanie wydajnosci enkapsulacji, przestrzeni zaladunkowej i czasu uwalniania
resweratrolu;

- mikrowaga kwarcowa (ang. Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring, QCM-
D) oraz elipsometria spektroskopowa (ang. Spectroscopic Ellipsometry, ES) — badanie Kinetyki
adsorpcji, pomiar grubo$¢ 1 ocena witasciwosci wiskoelastycznych naktadanych filmow
polielektrolitowych

- test soli tetrazolowej (ang. (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide),

MTT assay) — ocena aktywnosci cytotoksyczej nanono$nikow.

Szczegolowy przebieg wykonywania eksperymentow oraz metodologia badah zostaly opisane w
czesci eksperymentalnej pracy. Kolejne etapy planowania eksperymentu, czyli opracowanie

i analiza wynikow oraz wnioski zostaty przedstawione w Rozdziale 5.3 i Rozdziale 5.5.
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5.1.3.

Opracowanie wytycznych dla procesow zwigzanych ze strukturyzowaniem
powierzchni mi¢dzyfazowej mikronosnikow o zadanej funkcjonalnosci
przeciwdrobnoustrojowej

Cel eksperymentu

Gléwnym celem badan bylo opracowanic metody otrzymywania wielowarstwowych

mikrono$nikow hydrozelowych o okreslonych wlasciwosciach fizykochemicznych i zadanej

funkcjonalnosci przeciwdrobnoustrojowej poprzez dobor wiasciwych parametrow procesowych.

Cele szczegbdlowe:

1)

2)

3)

4)

Wybor parametrow statych oraz zmiennych zaleznych i niezaleznych procesu wytwarzania

mikrono$nikow hydrozelowych z funkcja przeciwdrobnoustrojowa

Proces enkapsulacji substancji aktywnych w rdzeniu polimerowym z wykorzystaniem

trzech metodologii:

(i) Enkapsulacja $rodka chemoterapeutycznego (kurkuminy) za pomocg metody
emulgowania pod normalnym ci$nieniem,

(if) Enkapsulacja srodka bakteriobdjczego (ekstraktu z owocOw zurawiny) za pomoca
metody emulgowania pod normalnym ci$nieniem,

(iii) Enkapsulacja srodka bakteriobojczego (ekstraktu z owocoOw zurawiny) za pomocg
ekstruzji z zelowaniem jonowym,

Proces strukturyzacji powierzchni miedzyfazowej otrzymanych rdzeni filmami

polielektrolitowymi za pomoca techniki warstwa-po-warstwie:

(i) Strukturyzowanie powierzchni rdzeni powtoka polielektrolitowa taka jak chitozan lub
poli(chlorowodorek  alliloaminy) oraz zewng¢trznag warstwa z  funkcja
przeciwdrobnoustrojowg - czwartorzgdowa s6l amoniowa hydrofobowo
zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego),

(if) Strukturyzowanie powierzchni rdzeni powtokami polielektrolitowymi takimi jak
chitozan lub poli(chlorowodorek alliloaminy) i alginian sodu,

(iii) Strukturyzowanie powierzchni rdzeni powlokami polisacharydowymi takimi jak
chitozan i alginian sodu,

Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych mikrono$nikdéw: skaningowa mikroskopia

elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM); spektroskopia w podczerwieni z

transformatg Fouriera (ang. Fourier Transformed Infrared Spectroscopy, FTIR);

spektroskopia w zakresie nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible

Spectroscopy, UV-VIS); mikrowaga kwarcowa (ang. Quartz Crystal Microbalance with

Dissipation Monitoring, QCM-D); elipsometria spektroskopowa (ang. Spectroscopic

Ellipsometry, ES),
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5) Wstegpna ocena biologiczna mikrono$nikow: badanie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej - metoda dyfuzyjno-krazkowa (ang. disc diffusion method,
DDM).

Wybér wielkosci wyjsciowych (zmiennych zaleznych)

Zmienne zalezne wybrano w oparciu o podstawowe wymagania stawiane no$nikom
przeznaczonym do zastosowan w terapiach przeciwdrobnoustrojowych.”>%* Przyjeto nastepujace
wielkos$ci wyjsciowe: rozmiar czastek, wspotczynnik polidyspersyjnosci, wydajnos¢ enkapsulacji,
przestrzen zatadunkowa, czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej oraz strefa
zahamowania wzrostu bakterii (Tabela 5.3 i Tabela 5.4). Wybor parametrow takich jak wielko$¢
mikrono$nikow, indeks polidyspersyjnosci, wydajno$¢é enkapsulacji, przestrzen zaladunkowg
I czas polowicznego uwalniania zwigzku czynnego zostal uzasadniony w Rozdziale 5.1.1. W
przypadku mikrono$nikéw enkapsulowanych substancjg bakteriob6jcza pozadanym efektem jest
wydluzony czas uwalniania zwigzku czynnego. Strefa zahamowania wzrostu bakterii to parametr
okreslajacy wilasciwosci antymikrobialne mikrono$nikow oraz mozliwosci ich zastosowan w
terapiach przeciwdrobnoustrojowych. Im wigksza strefa zahamowania wzrostu bakterii tym lepsza
aktywno$¢ biologiczna uktadow.

Biorgc powyzsze pod uwage, kryteria wedlug ktérych byl oceniany otrzymany produkt
obejmujg: rozmiar czastek migdzy 1-1000 um (istotnos$¢ 3/5), wspdtczynnik polidyspersyjnosci
ponizej 1 (istotnos¢ 3/5), wydajno$¢ enkapsulacji powyzej 50% (istotnos¢ 4/5), przestrzen
zatadunkowa powyzej 15% (istotno$¢ 4/5), czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej
(dla KUR ponizej 120 min, dla EOZ powyzej 120 min) (istotno$¢ 5/5) oraz strefa zahamowania
wzrostu bakterii powyzej 8 mm (istotno$¢ 5/5). Sprostanie tym wymaganiom jest kluczowe w
realizacji zdefiniowanego celu eksperymentu.

Wybor parametrow stalych i wielkosci wejSciowych (zmiennych niezaleznych)

Kolejnym etapem planowania eksperymentu byt wybor wielkosci wejsciowych, czyli
zmiennych niezaleznych 1 parametrow stalych procesu wytwarzania mikrono$nikow
hydrozelowych z funkcjg przeciwdrobnoustrojows, ktore pozwolily na otrzymanie produktu
o okreslonych wczesniej kryteriach. Wielkosci wejsciowe roznily si¢ w zaleznosci od metody
otrzymywania mikrono$nikow. Proces emulgowania pod normalnym ci$nieniem (templatowania)
zostal wytypowany do wytwarzania mikroczastek hydrozelowych o mniejszych rozmiarach (<100
um), a jego wybodr uzasadniono w Rozdziale 5.1.1. Z kolei, proces ekstruzji z zelowaniem
jonowym zostal wybrany do otrzymywania mikroczgstek o wigkszych rozmiarach (>500 um).
Technika ekstruzji jest powszechnie wykorzystywana na skal¢ przemystowg ze wzgledu na jej
liczne zalety, do ktérych naleza: mozliwos¢ kontrolowania wielko$ci czastek poprzez zmiang

parametrow procesowych, szybkos¢ i tatwos¢ tworzenia struktur polimerowych o jednakowym
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rozmiarze 1 ksztalcie, tagodne warunki procesowe oraz mozliwo$¢ enkapsulacji wrazliwych

substancji czynnych.!® Wykorzystujac metode ekstruzji mozliwe bylo uzyskanie mikroczastek

Tabela 5.3. Parametry kontrolne procesu otrzymywania mikrono$nikéw hydrozelowych

metoda templatowania.

Parametry procesu Wartos¢

Parametry stale

Rodzaj polielektrolitu w rdzeniu ALG
Stezenie polielektrolitu w rdzeniu [%] 1,5
Czynnik sieciujacy dla ALG Chlorek wapnia
Czynnik sieciujacy dla CHIT Aldehyd glutarowy
Rodzaj surfaktantu w fazie wodnej Tween 80
Rodzaj surfaktantu w fazie olejowej Span 80
Stezenie surfaktantu [%] 1,0
Temperatura ["C] 25
Czas sieciowania [min] 60
Szybko$¢ mieszania [rpm] 900

Parametry zmienne niezalezne

] Kurkumina
Substancja enkapsulowana o _
Ekstrakt z owocOw zurawiny

ALG

Rodzaj filmu polielektrolitowego cHIT

PAH

a’, b’ c,d
Liczba filméw polielektrolitowych 1,2,3
Parametry zmienne zalezne Wymagania Istotnos$¢
Rozmiar czastek [um] 1-1000 3/5
PDI <1 3/5
Wydajnos¢ enkapsulacji [%] >50 4/5
Przestrzen zatadunkowa [%] >15 4/5
Czas potowicznego uwalniania substancji <120 min (dla KUR) 5/
aktywnej [min] >120 min (dla EOZ)
Strefa zahamowania wzrostu bakterii

>8 5/5

[mm]

a’- d": wyjasnienie skrotow w Tabeli 4.2 w Rozdziale 4.2.
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Tabela 5.4. Parametry kontrolne procesu otrzymywania mikrono$nikéw hydrozelowych

metoda ekstruzji z zelowaniem jonowym.

Parametry procesu Wartos¢

Parametry stale

Rodzaj polielektrolitu w rdzeniu ALG
Stezenie polielektrolitu [%] 2
Czynnik sieciujacy dla ALG Chlorek wapnia
Temperatura ["C] 25
Czas sieciowania [min] 90
Szybko$¢ mieszania [rpm] 100
Substancja enkapsulowana Ekstrakt z owocoOw zurawiny

Parametry zmienne niezalezne

- : : ALG
Rodzaj filmu polielektrolitowego
CHIT
Liczba filmow polielektrolitowych 1-7
Parametry zmienne zalezne Wymagania Istotnos$¢
Rozmiar czastek [um] 1-1000 3/5
PDI <1 3/5
Wydajnos¢ enkapsulacji [%] >50 4/5
Przestrzen zatadunkowa [%] >15 4/5
Czas potowicznego uwalniania .
>120 min 5/5

substancji aktywnej [min]

0 duzych rozmiarach (>500 um), co ulatwilo proces strukturyzowania powierzchni
mikronosnikow wieksza liczbg filmow polielektrolitowych, a w konsekwencji pozwolilo na
spowolnione i przedtuzone uwalnianie substancji bioaktywnej. Do procesu strukturyzowania
powierzchni miedzyfazowej otrzymanych mikroczastek wytypowano technike warstwa-po-
warstwie, a wybor tej metody uzasadniono w Rozdziale 5.1.1 niniejszej dysertacji.

Parametry stale procesu wytwarzania mikrono$nikéw z funkcja przeciwdrobnoustrojowa
dobrano na podstawie doniesien literaturowych oraz eksperymentéw przeprowadzonych na
wczesniejszych etapach badan, ktore umieszczono w Rozdziale 5.1.1. W przypadku procesu
otrzymywania mikroczgstek metodg templatowania do wielkosci stalych nalezg: rodzaj
polielektrolitu w rdzeniu, stgzenie polielektrolitu, czynnik sieciujacy dla ALG i CHIT, rodzaj
surfaktantu w fazie wodnej, rodzaj surfaktantu w fazie olejowej, stezenie surfaktantu, temperatura,
czas sieciowania oraz szybkos$¢ mieszania, a ich wartosci przedstawiono w Tabeli 5.3. Z kolei w

procesie wytwarzania mikroczastek metoda ekstruzji z zelowaniem jonowym parametrami statymi
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byty: rodzaj polielektrolitu w rdzeniu, st¢zenie polielektrolitu, czynnik sieciujacy dla ALG,
temperatura, czas sieciowania, szybko$¢ mieszania oraz substancja enkapsulowana, a ich wartosci
podano w Tabeli 5.4. Wiclkosci takie jak rodzaj polielektrolitu w rdzeniu, czynnik sieciujgcy dla
ALG i CHIT, rodzaj surfaktantu w fazie wodnej, rodzaj surfaktantu w fazie olejowej, substancja
enkapsulowana i temperatura wybrano na podstawie danych literaturowych.*®4® Materiaty do
tworzenia mikroczgstek dobrano uwzgledniajac ich biodegradowalnos$é, niska toksycznosé oraz
bezpieczne stosowanie w formulacjach farmaceutycznych, podobnie jak w przypadku poprzednio
syntezowanych no$nikow.!t® Polielektrolitem tworzacym rdzen mikrono$nikow byt alginian
sodu, surfaktantem w fazie wodnej byt Tween 80, a w fazie olejowej byl Span 80. Zwigzki
sieciujace wyselekcjonowano z uwagi na ich zdolno§¢ do tworzenia nos$nikow 0 wysokiej
stabilnosci chemicznej.’®! Czynnikiem sieciujgcym alginian sodu byt chlorek wapnia, a do
usieciowania chitozanu zastosowano aldehyd glutarowy. Przy doborze odpowiedniej substancji
aktywnej do enkapsulacji uwzglgdniono jej aktywno$¢ antymikrobialng i mozliwo$¢ wykorzy-
stania tworzonych mikrono$nikow w terapiach przeciwdrobnoustrojowych. Jako substancje
enkapsulowang w mikroczgstkach wybrano ekstrakt z owocoOw zurawiny, ktory ma udokumento-
wane dzialanie przeciwbakteryjne.®>1” Wartosci parametrow takich jak stezenie polielektrolitu,
stezenie surfaktantu, st¢zenie czynnika sieciujgcego, czas sieciowania oraz szybko$¢ mieszania
dobrano podczas wykonywania badan wstgpnych, ktére przedstawiono w zatacznikach pracy
(Rys. 7.6, Rys. 7.7) badz na podstawie eksperymentéw opisanych w Rozdziale 5.1.1.

Parametry zmienne niezalezne dobrano na podstawie danych literaturowych oraz doswiadczen
przeprowadzonych na weczeéniejszych etapach badan. Do zmiennych niezaleznych procesu
otrzymywania mikroczastek metodg templatowania zaliczamy: substancj¢ enkapsulowang, rodzaj
oraz liczba filmow polielektrolitowych, a ich wartosci przedstawiono w Tabeli 5.3. Natomiast
zmienne niezalezne procesu wytwarzania mikrono$nikow metoda ekstruzji z zelowaniem
jonowym stanowia: rodzaj i liczba powtok, ktorych warto$ci pokazano w Tabeli 5.4. Dobierajac
komponenty tworzace warstwy otulajagce mikroczastki, kierowano si¢ ich stopniem toksycznosci,
wlasciwos$ciami antymikrobialnymi 1 mozliwoscig otrzymania biokompatybilnych no$nikow
przeznaczonych do terapii przeciwdrobnoustrojowych. Do tworzenia powlok wybrano
polielektrolity pochodzenia naturalnego - chitozan i alginian sodu, polielektrolit syntetyczny -
poli(chloroworek alliloaminy), a takze polielektrolity syntezowane przez autorke niniejszej
rozprawy - czwartorzedowe sole amoniowe hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu
akrylowego). Liczba powlok zostata dobrana na podstawie eksperymentow wstepnych
uwzgledniajac czas uwalniania substancji aktywnej z no$nikow. W przypadku mikrono$nikow
enkapsulowanych kurkuming, dla ktorych istotny jest krotki czas uwalniania zwigzku czynnego,
liczba wybranych warstw polielektrolitow wynosita od 1 do 3. Z kolei, w przypadku mikroczgstek
enkapsulowanych ekstraktem z owocoéw zurawiny, dla ktérych istotne jest spowolnione

uwalnianie substancji bakteriobdjczej, liczba wybranych powtok wynosita od 1 do 7.
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Zaplanowanie przebiegu eksperymentu

W celu otrzymywania rdzeni polimerowych za pomoca metody templatowania/emulgowania
pod normalnym cisnieniem przyjeto nastepujace wartosci parametroOw statych: alginian sodu o
stezeniu 1,5% - polielektrolit tworzacy rdzen, chlorek wapnia - czynnik sieciujacy dla ALG,
aldehyd glutarowy - czynnik sieciujacy dla CHIT, Tween 80 i Span 80 o stezeniu 1,0 % - surfaktant
odpowiednio w fazie wodnej i olejowej, temperatura - 25°C, czas sieciowania - 60 min oraz
szybkos$¢ mieszania obu faz - 900 rpm. Dla wielko$ci zmiennej niezaleznej jaka jest substancja
enkapsulowana przyjeto dwie rozne wartosci: kurkumina (substancja chemoterapeutyczna)
1 ekstrakt z owocoOw zurawiny (substancja bakteriobdjcza). Otrzymane rdzenie polimerowe
nastepnie funkcjonalizowano filmami polielektrolitowymi stosujac technike¢ warstwa-po-
warstwie. Parametrami zmiennymi niezaleznymi w tym procesie byty rodzaj oraz liczba powlok.
Mikroczastki enkapsulowane kurkuming otulano dwiema powtokami, pierwsza warstwe stanowit
chitozan badz poli(chlorowodorek alliloaminy), druga - czwartorzgdowa s6l amoniowa
hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego). Z kolei mikroczastki enkapsulowane
ekstraktem z owocOw zurawiny otulano trzema powlokami, pierwsza i trzecig warstwg¢ stanowit
chitozan badz poli(chlorowodorek alliloaminy), a drugg — alginian sodu.

Aby otrzymaé rdzenie polimerowe metoda ekstruzji z zelowaniem jonowym przyjeto
nastepujace wartosci parametrow statych: ekstrakt z owocow zurawiny — substancja
enkapsulowana, alginian sodu o stezeniu 2,0% - polielektrolit tworzacy rdzen, chlorek wapnia -
czynnik sieciujacy dla ALG, temperatura - 25°C, czas - 90 min oraz szybko$¢ mieszania - 100
rpm. Wytworzone rdzenie polimerowe funkcjonalizowano filmami polisacharydowymi technika
warstwa-po-warstwie, a parametrami zmiennymi niezaleznymi w tym procesie byty rodzaj oraz
liczba powtok. Mikronosniki otulano siedmioma powtokami, z ktorych warstwe 1, 3, 51 7 stanowit
chitozan, a warstwg 2, 4 1 6 stanowit alginian sodu.

W  wyniku przeprowadzenia powyzej opisanych procesOw otrzymano nastgpujace
mikrono$niki hydrozelowe z funkcja przeciwdrobnoustrojow3:

- mikrono$niki  hydrozelowe otulone powlokami polielektrolitowymi o  funkcji
przeciwdrobnoustrojowej (CHIT/a-d") lub (PAH/a-d”) zaladowane kurkuming,

- mikrono$niki hydrozelowe z otoczka polielektrolitowg (CHIT/ALG)15 lub (PAH/ALG)15
zatadowane ekstraktem z owocow zurawiny,

- mikronos$niki hydrozelowe z otoczka polisacharydowa (CHIT/ALG)z3 5 zatadowane ekstraktem z
OWOCOW Zurawiny.

Szczegbdtowy opis otrzymanych mikrono$nikow znajduje si¢ w Rozdziale 5.4.

Uzyskane produkty zostaly scharakteryzowane oraz ocenione pod katem okreslonych
wczesniej kryteriow stosujac nastepujace techniki badawcze:

- skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM) — badanie

rozmiaru i morfologii czastek;

92



- spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (ang. Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy, FTIR) — potwierdzenie skutecznos$ci enkapsulacji substancji aktywnych;

- spektroskopia w w zakresie nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible Spectroscopy,
UV-VIS) — okreslenie wydajnosci enkapsulacji, przestrzeni zatadunkowej i czasu uwalniania
substancji aktywnej;

- mikrowaga kwarcowa (ang. Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring, QCM-
D) oraz elipsometria spektroskopowa (ang. Spectroscopic Ellipsometry, ES) — badanie kinetyki
adsorpcji, pomiar grubos¢ i ocena wiasciwosci wiskoelastycznych nakladanych filmow
polielektrolitowych;

- metoda dyfuzyjno-krazkowa (ang. disc diffusion method, DDM) — ocena aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej mikrono$nikow.

Szczegoblowy przebieg wykonania eksperymentu oraz metodologia badan zostaty opisane w czesci
eksperymentalnej pracy. Kolejne etapy planowania eksperymentu, czyli opracowanie i analiza

wynikow oraz wnioski zostaty przedstawione w Rozdziale 5.4 i Rozdziale 5.5.

5.2. Mikronos$niki hydrozelowe z otoczkq polielektrolitowa zaladowane kurkumina,
resweratrolem i galusanem epigallokatechiny

5.2.1. Charakterystyka fizykochemiczna i obrazowanie mikronosnikow

Projektujac systemy dostarczania lekow przeznaczonych do terapii przeciwnowotworowych
nalezy wzig¢ pod uwage ich biodegradowalno$¢, biokompatybilnos¢, zdolnos¢ do enkapsulacji
substancji terapeutycznej, jej ochrony przed degradacja oraz mozliwo$¢ kontrolowanego
uwalniania zwigzku aktywnego. Dlatego odpowiednia charakterystyka mikronos$nikow lekow jest
niezbedna w okresleniu ich wlasciwos$ci funkcjonalnych. Do parametrow, ktére maja szczegolny
wpltyw na skuteczno$¢ dziatania mikronosnikow nalezg: wielkos$¢, ksztalt, sktadniki budulcowe,
tadunek powierzchniowy, stabilno$¢ uktadow, a takze stopien enkapsulacji substancji biologicznie
czynnej.

Przedmiotem badan bylty wielowarstwowe mikrono$niki hydrozelowe zatadowane
substancjami chemoterapeutycznymi pochodzenia naturalnego takie jak: resweratrol (RES),
kurkumina (KUR), galusan epigallokatechiny (EGCG). Woczesniejsze zaplanowanie
eksperymentu pozwolito na dobdr okreslonych parametréw procesowych, dla przyktadu rodzaj
sktadnikow budulcowych (Tabela 5.1), co umozliwito uzyskanie produktow o pozadanych
wlasciwos$ciach. Pierwszym etapem badan byto wytwarzanie alginianowych rdzeni polimerowych
enkapsulowanych RES, KUR i EGCG za pomoca metody emulgowania pod normalnym
ciSnieniem jak przedstawiono na Rys. 5.1.A. Otrzymane rdzenie nos$nikdw nastgpnie
modyfikowano filmami polielektrolitowymi takimi jak chitozan (CHIT), poli(chloroworek
alliloaminy) (PAH) i alginian sodu (ALG) wykorzystujac technike warstwa-po-warstwie,>*>862
zgodnie z Rys 5.1.B. W ponizszym rozdziale zostata przedstawiona charakterystyka otrzymanych
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produktéw obejmujaca morfologie, wielkos$¢, polidyspersyjnos¢, potencjal zeta oraz wydajnos¢

enkapsulacji.

i 60 min
A 10 min Cacl,
o A
FAZA WODNA oo © ool © ° .. °
Alginian sodu Ol Ol &5 .o %
+substancja aktywna = = 2
+Tween 80
M
EMULGOWANIE —— SIECIOWANIE —— HYlgﬁggéfOSTWKé
FAZA OLEJOWA
Heksan
+Span 80

RDZEN POLIMEROWY
ENKAPSULOWANY
SUBSTANCJA AKTYWNA

(PAH/ALG) (PAH/ALG),

Rys. 5.1. Schemat wytwarzania wielowarstwowych mikroczastek hydrozelowych: (A) synteza
rdzeni polimerowych enkapsulowanych substancjg aktywng metodg emulgowania pod
normalnym ci$nieniem; (B) modyfikacja rdzeni polimerowych filmami polielektrolitowymi
technikg LbL.

Morfologi¢ otrzymanych mikrono$nikoéw badano z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM) oraz skaningowej laserowej mikroskopii konfokalnej (CLSM). Wszystkie
syntezowane mikrono$niki miaty ksztalt sferyczny jak pokazano w Tabeli 5.5. Natomiast
morfologia powierzchni otrzymanych czastek réznita si¢ w zaleznosci od rodzaju substancji
enkapsulowanej i rodzaju filmu polielektrolitowego. Powierzchnia rdzeni alginianowych
zaladowanych zar6wno KUR, jak 1 RES miata bardziej porowatg i niejednorodng strukture niz
powierzchnia rdzeni alginianowych enkapsulowanych EGCG. R6znica w morfologii tych czastek
moze wynika¢ z hydrofilowosci/hydrofobowosci zwigzkéw aktywnych. Wieksza porowatosé
powierzchni mikroczastek hydrozelowych zawierajacych KUR 1 RES, jako substancji
hydrofobowych, moze by¢ zwigzana ze zwigkszong hydrofobowoscig uktadu. Podobne zjawisko
zaobserwowano przez innych badaczy syntezujacych hydrozele skladajace si¢ z zelatyny
i ligniny.!%® Ponadto, mozna zauwazy¢, ze niezaleznie od rodzaju substancji czynnej, powierzchnia
no$nikow otulonych PAH, jako zewnegtrzng warstwa polielektrolitu, jest bardziej gladka
1 jednorodna w poréwnaniu z nosnikami otulonymi powtoka CHIT i1 ALG. Na podstawie
powyzszych obserwacji mozna wnioskowac, iz zarowno rodzaj substancji enkapsulowanej, jak
i rodzaj filmu polielektrolitowego ma wptyw na morfologie mikroczastek hydrozelowych.®®
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Obrazowanie mikrono$nikow za pomocg skaningowej laserowej mikroskopii konfokalnej
potwierdzito skuteczng adsorpcje CHIT, PAH oraz ALG na powierzchni rdzenia polimerowego.
Fluorescencja powlok CHITre/ALGFirc lub PAHrTc/ALGre Widoczna na obrazach CLSM w
Tabeli 5.5 swiadczy o tworzeniu si¢ zwartych warstw polielektrolitowych.

Wyniki dotyczace wielkosci oraz polidyspersyjnosci mikroczastek hydrozelowych
przedstawiono w Tabeli 5.6. Analizujac przedstawione wyniki mozna zauwazy¢, ze $rednica
mikrono$nikow miescita si¢ w granicy 40-80 um. Mikroczastki enkapsulowane KUR (1a-1Q)
I RES (2a-2g) miatly wicksze rozmiary niz czastki zawierajagce EGCG (3a-3g). Roznice w
wielkosci tych nosnikow moga wynika¢ z rozpuszczalnosci zwigzkéw aktywnych w wodnych
roztworach. RES 1 KUR sg substancjami stabo rozpuszczalnymi w wodzie i sg zdyspergowane w
roztworze ALG, podczas gdy EGCG jest fatwo rozpuszczalny w wodnym roztworze ALG. W
zalezno$ci od liczby i rodzaju filmu polielektrolitowego otulajacego nosniki, mozna byto réwniez
zaobserwowaé pewne réznice w ich rozmiarach. Porownujac ze soba uklady 1b-1g widaé, ze
mikrokapsutki powlekane polielektrolitami - CHIT i ALG (1b-1d) maja mniejsze rozmiary niz
mikrokapsutki otulone PAH 1 ALG (le-1g). Roznice te moga wynika¢ ze zmniejszonych
oddziatywan odpychajacych grup karboksylowych ALG podczas osadzania si¢ warstwy CHIT w
srodowisku kwasnym 1 kurczeniu si¢ rdzenia alginianowego. Z kolei $rednica czastek
zawierajacych dwie powtoki polielektrolitowe (1c, 1f, 2c¢, 2f, 3¢, 3f) byta wicksza niz $rednica
tych samych czastek z trzema warstwami polielektrolitowymi (1d, 1g, 2d, 2g, 2d, 3g). Wyniki te
wskazuja, ze rozmiar mikroczastek hydrozelowych zalezy nie tylko od rodzaju enkapsulowane;j
substancji, ale takze od liczby i rodzaju filmu polielektrolitowego.}’%™ Analizujac otrzymane
produkty pod katem ich polidyspersyjnosci zauwazono, ze wszystkie probki majg wspotczynnik
PDI ponizej 1, co $wiadczy o dostatecznej jednorodnosci uktadow.

Wydajnos¢ enkapsulacji (EE) substancji aktywnych w mikrono$nikach hydrozelowych
oscylowata migdzy 49% - 67% (Tabela 5.6). Wyzszy stopien enkapsulacji mozna obserwowac dla
mikroczastek zawierajacych EGCG (3a-3g). Nieco nizsze wartoSci EE dla czastek
enkapsulowanych KUR (1a-1g) i RES (2a-2g) moga by¢ spowodowane wyciekiem KUR i RES z
nos$nikow podczas procesu ich wytwarzania badZ oczyszczania. Co wigcej, roznice w stopniu
enkapsulacji zwigzkow aktywnych migdzy rdzeniami polimerowymi (1a, 2a, 3a), a kapsutkami
otulonymi filmami polielektrolitowymi (1b-1g, 2b-2g, 3b-3g) sa niewielkie i dla wigkszosci
probek roznice te mieszczg si¢ w granicach bledu, co sugeruje, ze osadzanie polielektrolitow na
powierzchni mikroczastek hydrozelowych nie wptywa na spadek wydajnosci enkapsulacji.

Przestrzen zaladunkowa (LC) poszczegdlnych substancji czynnych w  otrzymanych
mikrono$nikach wynosita miedzy 17%-30% (Tabela 5.6). Uktady enkapsulowane EGCG (3a-3Q)
charakteryzuja si¢ najwyzszymi wartosciami LC, natomiast uktady zawierajace RES (2a-2g) maja
najnizsze wartosci LC. Ponadto, poréwnujac przestrzen zatadunkowa w rdzeniach polimerowych

(1a, 2a, 3a) oraz kapsutkach powlekanych warstwami polielektrolitow (1b-1g, 2b-2g, 3b-39)
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Tabela 5.5. Zdjecia mikroczastek hydrozelowych zobrazowane za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) i skaningowej laserowej
mikroskopii konfokalnej (CLSM).

Substancja Filmy polielektrolitowe
aktywna - CHIT (CHIT/ALG) (CHIT/ALG), 5 PAH (PAH/ALG) (PAH/ALG),

KUR

n
RES
<
EGCG
@)
KUR »n
<
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Tabela 5.6. Charakterystyka wielowarstwowych mikroczastek hydrozelowych otrzymanych metodg emulgowania pod normalnym cis$nieniem i techniki

warstwa-po-warstwie.

S;Ets;\z;\vnnc;a Rdzen Filmy polielektrolitowe Skroét System Sr[Tnnll]ca PDI [E /IOE] [IEA)C]
- KUR la 44,6+9,9 0,049 55,8+2,8 23,5+1,6
CHIT KUR(CHIT) 1b 47,9+9,2 0,037 57,5+£3.,4 24,5+£2.0
(CHIT/ALG) KUR(CHIT/ALG) 1c 61,3+10,7 0,030 48,8+3,5 25,4+1,8
KUR (CHIT/ALG)15 KUR(CHIT/ALG)15 1d 56,0+7,9 0,020 50,6+1,9 25,6£0,9
PAH KUR(PAH) le 59,9+10,7 0,032 53,1+2,2 21,8+0,7
(PAH/ALG) KUR(PAH/ALG) 1f 67,7+8,5 0,016 50,442,0 27,1£1,1
(PAH/ALG)15 KUR(PAH/ALG)15 19 65,0+7,3 0,013 49,8+0,7 24,8404
- RES 2a 60,1+11,2 0,035 62,1+£3.,4 19,8+1,1
CHIT RES(CHIT) 2b 55,349,8 0,031 58,8+3,8 18,0+1,2
(CHIT/ALG) RES(CHIT/ALG) 2C 55,6+8,9 0,027 58,6+4,4 19,1+1,4
RES ALG (CHIT/ALG)15 RES(CHIT/ALG)15 2d 51,8+10,4 0,040 53,9+5.6 17,3+1,8
PAH RES(PAH) 2e 47,4+8,7 0,034 60,0£1,2 18,8+0,4
(PAH/ALG) RES(PAH/ALG) 2f 52,4+8,2 0,025 59,4+4.6 18,7+1,4
(PAH/ALG)15 RES(PAH/ALG)15 29 48,0+9,2 0,037 54,6+4.,5 17,7+1,4
- EGCG 3a 50,2+11,0 0,048 66,8+4,3 29,5+2,0
CHIT EGCG(CHIT) 3b 41,6+9,4 0,051 64,6+3,1 28,4+1,9
EGCG (CHIT/ALG) EGCG(CHIT/ALG) 3c 47,3+8,0 0,029 65,1+2,6 28,9+1,3
(CHIT/ALG)15 EGCG(CHIT/ALG)15 3d 39,4+7,6 0,037 63,9+2,9 27,8+0,8
PAH EGCG(PAH) 3e 42,8+8,9 0,043 63,242,7 28,1+1,4
(PAH/ALG) EGCG(PAH/ALG) 3f 58,0+10,1 0,030 65,5+3,4 29,3+0,7
(PAH/ALG)15 EGCG(PAH/ALG)15 39 54,6+7,8 0,020 64,7+2,8 28,2+1,1
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mozna zaobserwowaé niewielkie rdéznice, wskazujgce na fakt, ze obecnos¢ powlok
polielektrolitowych na powierzchni mikroczastek nie wptywa na wartosci LC.

Analiza FTIR potwierdzita enkapsulacje zwigzkoéw aktywnych oraz adsorpcje polielektrolitow
na powierzchni mikrono$nikdw. Najbardziej charakterystyczne wigzania chemiczne obecne w
strukturze zwiazkow tworzacych mikroczastki hydrozelowe zostaty zidentyfikowane na
analizowanych widmach FTIR, ktére pokazano na Rys. 7.16, Rys. 7.17 oraz Rys. 7.18. w
zalgcznikach niniejszej pracy. Widma FTIR mikroczgstek zawierajacych KUR (Rys. 7.16)
potwierdzity zamknigcie KUR w rdzeniu polimerowym, na co wskazuje obecno$¢ typowych
sygnalow miedzy 3100 - 3500 cm™ odpowiadajacych grupom hydroksylowym oraz pikéw w
zakresie 1623-1638 cm™, ktére pochodza od grup karbonylowych (-C=0) kurkuminy.1’2 Pasma
sygnatow od 1570 cm™ do 1610 cm™ przypisywane sa drganiom rozciggajacym wigzah C=C w
pierécieniach aromatycznych, a pasma od 1140 cm™ do 1165 cm™ pochodza od wigzania C-O-C
obecnego w strukturze KUR. Piki w okolicach 1500 cm™ odpowiadajg drganiom rozciggajacym
wigzania C-C w pierécieniu aromatycznym, a sygnaly obserwowane w obszarze 705-890 cm™
przypisywane sa wigzaniom C-H w strukturze kurkuminy.'”®> Na widmach FTIR mikroczastek
hydrozelowych zawierajagcych RES (Rys. 7.17) odnaleziono typowe sygnaty pochodzace od
wigzania podwdjnego znajdujace si¢ przy 987 cm™ oraz piki charakterystyczne dla aromatycznych
wigzan podwojnych, ktore zaobserwowano przy 1595 cm™.}* Dodatkowo, pasma sygnalow
miedzy 3020 cm™ a 3440 cm™ odpowiadaja grupom hydroksylowym, a piki przy 1382 cm™
zwigzane s3 z wigzaniem C-O resweratrolu.!”® Widma FTIR mikrono$nikéw enkapsulowanych
EGCG (Rys. 7.18) pozwolity zidentyfikowa¢ sygnaly charakterystyczne dla grupy C=O
znajdujace sie przy 1690 cm™ i §wiadczace o obecnosci EGCG w badanych czastkach. Co wiece;j,
piki od 2850 cm™ do 3590 cm™ pochodza od wigzania O-H, a pik przy 1600 cm™ odpowiada
wigzaniu C=C w czasteczce EGCG. Ponadto, analiza FTIR udowodnila obecnos¢ sygnatow
typowych dla ALG we wszystkich badanych probkach. Szerokie pasma sygnalow w obszarze
3070-3450 cm™ zwigzane s3 z grupami hydroksylowych (O-H), piki przy 1628 cm™ pochodza od
asymetrycznych drgan rozciggajacych grup karboksylowych, sygnaty przy 1603 cm™ odpowiadaja
symetrycznym drganiom grup karboksylowych, a sygnaty w zakresie od 1050 cm™ do 1110 cm
pochodza od wigzan glikozydowych C-O-C. 8 Dodatkowo, na widma FTIR mozna odnalezé piki
charakterystyczne dla polielektrolitow kationowych takich jak CHIT i PAH, ktore byty stosowane
jako powloki do otulania mikrono$nikéw. Sygnaty przypisywane wigzaniu N-H, ktore zazwyczaj
znajduja sic w obszarze ok. 1550 cm™ nie s3 wyraznie widoczne na widmach ze wzgledu na
naktadajace si¢ piki odpowiadajace grupom funkcyjnym zwigzkéw aktywnych. Natomiast
sygnaly obserwowane w zakresie 2840-2960 cm™ s3 zwiazane z drganiami rozciagajacymi C-H
w lancuchach alkilowych polielektrolitow. Ponadto piki w zakresie 1660-1690 cm™ odpowiadajg
wigzaniom C=0 w grupie amidowej 1 potwierdzajg tworzenie si¢ oddzialtywan elektrostatycznych

pomiedzy grupami karboksylowymi ALG, a grupami aminowymi CHIT lub PAH."’
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Potencjat zeta () polielektrolitow wykorzystanych do otulania rdzeni polimerowych
okreslono na powierzchni ptytek miki, na ktoérych zaadsorbowano filmy polielektrolitowe -
PDADMAC/ALG/(CHIT/ALG)15 oraz PDADMAC/ALG/(PAH/ALG)15 w celu odtworzenia
procesu wytwarzania mikrokapsut polimerowych, a otrzymane wyniki przedstawiono na Rys. 7.8
w zalacznikach pracy. Zastosowanie PDADMAC jako warstwy ,kotwiczacej” umozliwito
budowanie kolejnych warstw okreslajacych rdzen (ALG) i powloki ((CHIT/ALG)ys lub
(PAH/ALG)15) wytworzonych mikronosnikow. Na przyktadowych wykresach pokazanych na
Rys. 7.8. wida¢ charakterystyczng zmiang¢ potencjatu zeta filmoéw polielektrolitowych w
zalezno$ci od liczby osadzanych warstw. Wartosci { dla miki (-47 mV) oraz PDADMAC (+33
mV) sa zgodne z doniesieniami literaturowymi.!”® Dla powtok (ALG/CHIT)n wartosci (
oscylowaly w granicach miedzy -54 mV a +26 mV, natomiast dla powtok (ALG/PAH)n wartosci
€ zmieniaty si¢ od -31 mV do +31 mV. Otrzymane wartos$ci sg zbiezne z wynikami opisanymi w
artykutach dotyczacych badania podobnych warstw polielektrolitowych.®%8  Zmiany
potencjatow zeta analizowanych filmow polielektrolitowych dowodza, ze przeciwnie natadowane
policlektrolity zostaty skutecznie zaadsorbowane na powierzchni ptytki miki, co potwierdza
réwniez adsorpcj¢ tych polielektrolitow na powierzchni mikrono$nikow hydrozelowych.

W celu okreslenia dlugoterminowej stabilnos$ci mikroczastek hydrozelowych zatadowanych
chemoterapeutykami pochodzenia naturalnego poréwnano ich parametry fizykochemiczne takie
jak $rednice no$nikdéw 1 wydajnos¢ enkapsulacji poszczegdlnych substancji czynnych po procesie
wytwarzania i po 12-miesigcznym czasie ich przechowywania. Badania wykazaty, ze zar6wno
rozmiar czastek jak 1 wydajnos$¢ enkapsulacji zwigzkéw aktywnych nieznacznie zmienity si¢ po
uptywie 12 m-cy w stosunku do mikrono$nikéw zmierzonych po procesie ich tworzenia, jak
pokazano na Rys. 7.11 w zalacznikach pracy. W przypadku wigkszosci czastek roznice wartosci
parametréow fizykochemicznych miescity si¢ w granicach bledu. Wyniki te wskazuja, ze
otrzymane mikrono$niki hydrozelowe zachowuja wysoka stabilno§¢ pomimo dlugotrwatego
okresu ich przechowywania. Uzyskanie stabilnych uktadéw dowodzi o mozliwosci ich
zastosowania  jako  skutecznych  systemow  dostarczania  lekow ~ w  terapiach
przeciwnowotworowych.

Podsumowujac niniejszy rozdzial, charakterystyka fizykochemiczna mikrono$nikéw
hydrozelowych zatadowanych naturalnymi substancjami aktywnymi wykazata, ze wszystkie
syntezowane mikroczastki spetniaja wczesniej okreslone kryteria oceny produktu, do ktérych
nalezaty rozmiar czgstek migdzy 1-1000 um, polidyspersyjnos¢ ponizej 1, wydajno$¢ enkapsulacji

powyzej 50%, przestrzen zatadunkowa powyzej 15%, co byto zalozeniem pracy.

5.2.2. Kinetyka adsorpcji i wlasciwos$ci wiskoelastyczne filmow polielektrolitowych

Zrozumienie mechanizmu adsorpcji filméw polielektrolitowych i1 okreslenie ich grubosci,

masy oraz lepkosci ma fundamentalne znaczenie w procesie tworzenia wielowarstwowych powtok
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otulajacych nosniki.>® Osadzanie filméw polielektrolitowych na powierzchni krysztalu kwarcu
bylo monitorowane za pomoca mikrowagi kwarcowej z kontrolg dyssypacji energii (QCM-D) w
celu zbadania kinetyki adsorpcji oraz wlasciwosci wiskoelastycznych natozonych warstw. 66181183
Przeprowadzone eksperymenty z wykorzystaniem QCM-D pozwolity odtworzy¢ proces
wytwarzania mikrokapsutek hydrozelowych. Polietylenoimina (PEI), jako warstwa kotwiczaca
zostata zaadsorbowana jako pierwsza na elektrodzie powlekanej ztotem, aby umozliwi¢ osadzanie
alginianu sodu (ALG) z odpowiednig substancjg aktywna, odzwierciedlajgc rdzen mikronosnikow.
Po usieciowaniu ALG jonami wapnia, na powierzchni¢ krysztalu nakladano wlasciwe
polielektrolity kationowe - chitozan (CHIT) lub poli(chlorowodorek alliloaminy) (PAH) oraz
polielektrolit anionowy - ALG w celu odtworzenia procesu otulania mikrokapsutek. Na Rys. 5.2.
zostaty przedstawione wykresy opisujace zmiany czgstotliwosci rezonansowej (Af) 1 dyssypacji
energii (AD) podczas adsorpcji kolejnych warstw. Spadek czestotliwosci wskazuje na osadzanie
si¢ danego polielektrolitu na krysztale kwarcu 1 oznacza wzrost masy na powierzchni elektrody. Z
kolei rozpraszanie energii jest zwigzane z wlasciwosciami lepkosprezystymi filmow
polielektrolitowych.'® Wzrost dyssypacji energii powyzej wartosci 1x10°® Hz oraz duze zmiany
dyssypacji dla poszczegolnych nadtondéw czgstotliwosci, swiadcza o utworzeniu migkkiej 1
elastycznej warstwy, natomiast spadek dyssypacji ponizej tej wartosci wskazuje na
zaadsorbowanie si¢ sztywnego filmu.!*® Przemycie powierzchni krysztatu woda destylowana
spowodowato nieznaczny wzrost czestotliwosci oraz spadek dyssypacji, co oznacza desorpcja
stabo zwigzanych czasteczek polielektrolitu. Generalnie, wykresy na Rys. 5.2. potwierdzaja
skuteczng adsorpcje polielektrolitow na kwarcowym dysku pokrytym ztotymi elektrodami.
Analiza wynikow wykazala, ze wszystkie usieciowane warstwy ALG z dang substancja
aktywna (RES/ALG, KUR/ALG, EGCG/ALG) mimo stosunkowo niskich wartosci dyssypacji
(pomiedzy 2x10° Hz a 6x10° Hz) tworzyty wiskoelastyczne filmy, na co wskazuja widoczne
zmiany w rozpraszaniu energii dla kazdego nadtonu. Poréwnujac ze soba kolejne osadzane
warstwy takie jak (CHIT/ALG/CHIT) mozna zauwazyé, ze ALG tworzyt bardziej migkki
1 wiskoelastyczny film niz CHIT z uwagi na wzrost dyssypacji energii po usieciowaniu kazdej
warstwy z ALG oraz spadek dyssypacji po usieciowaniu warstwy z CHIT. Powodem tych roznic
jest prawdopodobnie wigkszy stopien uwodnienia filmu ALG niz filmu CHIT. Podobne zjawisko
udowodnili tez naukowcy badajac wielowarstwowe powtoki zbudowane z CHIT 1 ALG do
tworzenia funkcjonalnych kapsul polimerowych.!® Co wiecej, osadzanie CHIT na powierzchni
powodowato wiekszy spadek czestotliwosci niz w przypadku ALG, niezaleznie od liczby
nalozonych filméw. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze CHIT lepiej adsorbuje si¢ na
powierzchni krysztatu niz ALG. Natomiast, obserwujgc zmiany dyssypacji dla warstw
polielektrolitowych takich jak (PAH/ALG/PAH) mozna wnioskowaé, ze PAH tworzy filmy
o lepszych wlasciwosciach lepkosprezystych niz ALG ze wzgledu na wyzsze wartosci dyssypacii.

Ponadto, adsorpcja PAH powodowata mniejszy spadek czgstotliwo$ci drgan niz w przypadku
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Rys. 5.2. Wykresy zaleznoS$ci czestotliwosci drgan i dyssypacji krysztatu w trakcie adsorpcji filmoéw polielektrolitowych na hydrozelowy rdzen,
zmierzone przy uzyciu mikrowagi kwarcowej z kontrola dyssypacji energii. Niebieskie linie przedstawiaja zmiany czestotliwosci rezonansowej (Af), a

czerwone linie zmiany dyssypacji energii (AD).
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adsorpcji ALG, niezaleznie od liczby warstw. Oznacza to, ze PAH stabiej osadza si¢ na
powierzchni elektrody niz ALG.

Technika QCM-D pozwolita na analize ilosciowa utworzonych warstw polielektrolitowych
okreslajac ich grubos$¢, mase oraz lepko$¢, jak przedstawiono w Tabeli 5.7. Wyniki dotyczace
grubosci filmoéw pokazuja, ze osadzanie kolejnych powtok na powierzchni krysztatu kwarcu
powoduje wzrost ich grubo$ci oraz masy, co $wiadczy o istniejacych oddzialywaniach
elektrostatycznych miedzy polielektrolitami i ich powinowactwie wzgledem siebie.'® Grubos¢
filméw roéznita si¢ w zalezno$ci od rodzaju i1 liczby zaadsorbowanych warstw. Filmy
ALG/(CHIT/ALG)1,5 miaty grubos¢ od 12,7 nm do 25,2 nm zaleznie od pierwszej osadzonej
warstwy alginianowej z substancjg aktywng. RES/ALG/(CHIT/ALG)1,5 tworzylt najcienszy film —
12,7 nm, natomiast KUR/ALG/(CHIT/ALG)15 byt najgrubszym filmem polielektrolitowym — 25,2
nm. Poréwnujac grubosci powtok, jakie tworzy ALG i CHIT, mozna zauwazy¢, ze niezaleznie od
liczby natozonych warstw, CHIT w kazdym przypadku tworzy grubsze filmy niz ALG. Wyniki te
zgadzaja si¢ z analizowanymi wykresami czgstotliwosci drgan (Rys. 5.3), ktore wskazuja na
skuteczniejsza adsorpcje CHIT na powierzchni w poréwnaniu z ALG. Natomiast grubo$¢ powtok
zbudowanych z ALG i PAH mies$cita si¢ w granicach od 9,3 nm dla EGCG/ALG/(PAH/ALG)15
do 23,3 nm dla KUR/ALG/(PAH/ALG)15. W przypadku tego rodzaju powtok polielektrolitowych,
niezaleznie od liczby osadzonych filmow, PAH tworzyl ciensze warstwy niz ALG, co rdwniez
potwierdzaja wykresy czestotliwo$ci (Rys. 5.3.) oznaczajace stabsza adsorpcj¢ PAH na
powierzchni elektrody w porownaniu z ALG. Roznice w grubosci tych filmow moga wynika¢ z
mniejszej masy czasteczkowej PAH. Powyzsza analiza wskazuje, Zze niezaleznie od rodzaju
substancji aktywnej, CHIT/ALG/CHIT stanowi grubsza powtoke na danym rdzeniu polimerowym
niz PAH/ALG/PAH. Wyniki odnoszace si¢ do masy zaadsorbowanych warstw wskazuja, ze wraz
ze wzrostem liczby nalozonych filméw wzrasta masa osadzonych polielektrolitow, jak pokazano
w Tabeli 5.7. Masa zaadsorbowanych warstw wynosita od 1,3 pg/cm? do 2,5 pg/cm? dla
ALG/(CHIT/ALG)15 oraz od 0,9 pg/cm? do 2,3 pg/cm? dla ALG/(PAH/ALG)15 w zaleznosci od
pierwszej warstwy alginianowej z substancjg aktywna. Parametry - lepko$¢ i modut spre¢zystosci
- $wiadczag o zwarto$ci 1 wlasciwosciach wiskoelastycznych filmoéw polielektrolitowych.
Analizujagc parametry lepkosprezystosci pierwszych osadzonych warstw polikationowych
zaobserwowano, ze CHIT tworzy filmy o wyzszych warto$ciach modutu sprezystosci niz PAH.
Jednak po adsorpcji drugiej i trzeciej warstwy nastepuje odwrotne zjawisko. W przypadku powtok
CHIT/ALG/CHIT osadzanie si¢ zewnetrznego filmu polikationowego Spowodowato spadek
wartosci modutu sprezystosci, co §wiadczy o powstaniu migkkich warstw polielektrolitowych.
Natomiast w przypadku filmow PAH/ALG/PAH, wartosci modutu spr¢zystosci wzrosty po
adsorpcji kolejnej warstwy polikationowej. Moze to by¢ zwigzane ze wzrostem sztywnosci tych
powlok w wyniku osadzania PAH. Podobne wyniki uzyskali Richert i wspotautorzy, ktorzy badali

wiskoelastycznoéé wielowarstwowych filméw polielektrolitowych.'®” Z kolei analiza lepkosci
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wykazata, ze powloki CHIT/ALG/CHIT miaty zblizong lepko$¢ do powtok PAH/ALG/PAH po
ich adsorpcji na warstwy RES/ALG i KUR/ALG. Filmy CHIT/ALG/CHIT osadzone na warstwie
EGCG/ALG byly znacznie bardziej lepkie niz warstwy PAH/ALG/PAH. Powyzsze wyniki
dowodza, ze CHIT tworzy bardziej migkkie powloki niz PAH i w efekcie jego wlasciwosci
lepkosprezyste wydaja si¢ by¢ lepsze.

Analiza grubo$ci ,,suchych” filmow polielektrolitowych zostala wykonana za pomoca
elipsometrii spektroskopowej, a otrzymane wyniki porownano z pomiarami grubosci ,,mokrych”
warstw pochodzacych z analizy QCM-D. Przeprowadzone badania wykazaty, ze grubos$¢ filmow
wyznaczona elipsometrycznie jest od 2 do 6 razy mniejsza od grubosci tych samych warstw
wyznaczonych przy pomocy mikrowagi kwarcowej. Roznice te wynikaja ze zwigkszonej

zawartos$ci wody 1 puchnigcia ,,mokrych” filmoéw przygotowywanych podczas analizy QCM-D, w

Tabela 5.7. Charakterystyka filméw polielektrolitowych analizowanych za pomocg mikrowagi kwarcowej oraz
elipsometrii spektroskopowe;j.

) Elipsometria
Mikrowaga kwarcowa
. ] spektroskopowa
Substancja Filmy
aktywna polielektrolitowe Grubos¢ Masa Lepkosé¢ M.Odm, . Grubosé
Pl pgem?]  fgms] T om)
[MPa]

ALG 7,3+0,6 0,7+0,1 4,0+0,2 196,4+7,9 4,8+0,2

ALG/(CHIT) 11,7+0,5 1,2+0,1 6,1+0,6 393,949,9 7,8+0,3
ALG/(CHIT/ALG)  11,9+0,3  1,240,2 2,4+0,7 96,3+6,8 4,5+0,1

RES ALG/(CHIT/ALG)15 12,7+0,8  1,3+0,4 5,0+0,3 12,0+3,8 5,5+0,5
ALG/(PAH) 8,1+0.4 0,8+0,1 5,0+0,5 293,545,3 6,9+0,1
ALG/(PAH/ALG) 8,6+0,4 1,4+0,5 5,0+0,6 104,6+6,0 8,3+0,2
ALG/(PAH/ALG)15  9,3+0,6 0,9+0,3 6,0+0,4 365,9+7,3 14,1+0,4

ALG 13,5+0,5 1,3+0,1 3,1+£0,4 220,9+4,9 2,5+0,2

ALG/(CHIT) 15,3+0,3 1,5+0,2 2,9+0,5 456,5+8,3 3,9+0,1
ALG/(CHIT/ALG) 16,7+0,8 1,7+0,1 2,8+0,8 42,1456 6,0+£0,9

KUR ALG/(CHIT/ALG):5 25,2+0,4 2,5+0,2 2,0+0,4 52,6£2,5 2,7+0,4
ALG/(PAH) 16,8+0,7 1,7+0,4 2,4+0,9 133,945,1 4,7+0,2
ALG/(PAH/ALG)  212+0,5  2,0+0,1 7,3+0,7 420,8+5,5 5,3+0,2
ALG/(PAH/ALG)15  23,3+0,2  2,3+0,2 2,5+0,2 471,3+6,8 5,7+0,3

ALG 12,2+0,9 1,2+0,1 2,2+0,3 213,2+7,8 5,1+£0,5

ALG/(CHIT) 17,5+0,6  1,7+0,6 7,0£0,6 489,5+6,4 6,0+0,4
ALG/(CHIT/ALG) 18,1+0,5 1,8+0,5 5,6+0,3 431,3+5,4 6,9+0,2

EGCG ALG/(CHIT/ALG)1s 20,1405  2,0+0,7 5,8+0,4 467,2+3,5 3,7+0,5
ALG/(PAH) 13,3+0,3 1,3+0,1 2,0+0,3 104,7+4,8 2,7+0,1
ALG/(PAH/ALG) 13,5+0,4  1,4+0,1 4,6+0,5 198,9+6,3 3,8+0,1
ALG/(PAH/ALG)15  13,6+0,2  1,4+0,1 2,4+0,7 112,6+8,2 2,8+0,3
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porownaniu do ,,suchych” filméw mierzonych z wykorzystaniem elipsometrii. Wyniki te sg
zgodne z obserwacjami innych badaczy.!®® Pomiary elipsometryczne udowodnity, ze grubo$é
filmow ros$nie wraz ze wzrostem liczby zaadsorbowanych warstw polielektrolitowych. W
przypadku filmoéw RES/ALG/(CHIT/ALG), KUR/ALG/(CHIT/ALG)1g,
EGCG/ALG/(CHIT/ALG)15 oraz EGCG/ALG/(PAH), ich grubos¢ byla mniejsza od
poprzedniego zaadsorbowanego filmu, co moze by¢ zwigzane ze zbyt intensywnym

przeplukiwaniem ptytek, powodujacym czesciowa desorpcje osadzonych warstw polielektrolitow.

5.2.3. Uwalnianie substancji aktywnych z mikrono$nikow

Prawidlowe dostarczanie $rodkéw chemoterapeutycznych w sposob dopecherzowy ma
kluczowe znaczenie w leczeniu raka pecherza moczowego. Pozadanym efektem w przypadku tego
typu leczenia jest krotki czas uwalniania substancji chemoterapeutycznych z mikrono$nikow w
srodowisku pecherza moczowego. Doprowadzanie leku zaenkapsulowanego w mikroczastkach
hydrozelowych mozna kontrolowac za pomoca parametrow takich jak: rodzaj substancji czynnej,
struktura, sktad i wlasciwosci fizykochemiczne nosnika oraz jego droga dostarczania. Ze wzgledu
na powyzsze, W niniejszej pracy badano zdolno$¢ otrzymanych mikroczastek do uwalniania
zwigzkow aktywnych w celu okreslenia ich potencjatu aplikacyjnego. Profile uwalniania RES,
KUR i EGCG z mikronoénikow hydrozelowych przedstawiono na Rys. 5.3. Krzywe uwalniania
miaty r6zne profile w zaleznos$ci od rodzaju substancji enkapsulowanej oraz struktury nosnika.
Aby prawidtlowo oceni¢ 1 poréwna¢ szybko$¢ uwalniania zwigzkow terapeutycznych z
utworzonych czastek w warunkach symulujacych srodowisko pgcherza moczowego, dla kazdego
uktadu wyznaczono parametr okreslajacy czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej (tos),
ktéry pokazano w tabelach na Rys. 5.3. Do otrzymanych danych eksperymentalnych zostat
rowniez dopasowany model Peppas-Sahlin przez dr inz. Martg Tsirigotis-Maniecka, a wyniki
modelowania, ktore nie sg tematem niniejszej rozprawy, beda szczegotowo opisane we wspolnej
publikacji.

Badania dotyczace uwalniania wybranych naturalnych zwigzkow terapeutycznych z
mikronosnikow wykazaly, Ze niezaleznie od rodzaju substancji enkapsulowanej, rdzenie
polimerowe szybciej uwalniaty badane cargo niz czastki otulone filmami polielektrolitowymi.
Poréwnujac warto$ci parametru tos dla rdzeni polimerowych, mozna zaobserwowal, ze
najkrotszym czasem uwalniania charakteryzowat si¢ uktad 3a zawierajacy EGCG (to,5<10min),
natomiast najdtuzszy czas uwalniania odnotowano dla uktadu la, ktory byt zaenkapsulowany
KUR (tos = 51min). W przypadku mikrono$nikéw, ktorych powierzchnie modyfikowano
powlokami, szybko$¢ uwalniania zwigzku aktywnego rdéznila si¢ w zalezno$ci od rodzaju
otoczkujacego polielektrolitu jak i samej substancji terapeutycznej. Analizujgc wartosci czasu

potowicznego uwalniania dla wszystkich utworzonych mikrokapsutek otulonych filmami
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Rys. 5.3. Profile uwalniania (A) kurkuminy, (B) resweratrolu, (C) galusanu epigallokatechiny z
otrzymanych mikrono$nikéw hydrozelowych oraz wyznaczone czasy ich potowicznego

uwalniania (tos).

polielektrolitowymi mozna zauwazy¢, ze najszybciej uwalnianym zwiazkiem jest RES (tos = 14-
50 min), natomiast KUR byta najwolniej uwalniana (fos = 100-195 min) ze wszystkich badanych
uktadow. Ponadto, no$niki modyfikowane CHIT i ALG (uktady 1b-1d, 2b-2d, 3b-3d) wolniej
uwalniaty dany zwigzek aktywny niz czastki modyfikowane PAH i ALG (uktady le-1g, 2e-2g,
3e-3g), enkapsulowane ta samg substancja. W przypadku formulacji zawierajacych KUR, dla
uktadow 1b-1d czas potowicznego uwalniania wynosit 100-195 min, a dla uktadéw 1e-1g czas ten

miescit si¢ w granicach 105-128 min. Z kolei dla no$nikoéw enkapsulowanych RES, tos wynosit
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od 22 min do 50 min dla uktadéw 2b-2d, a dla uktadow 2e-2g tos byt w granicach 14-23 min. W
przypadku kapsutek zawierajacych EGCG, uktady 3b-3d zdecydowanie wolniej uwalnialy
substancje aktywna (to5 = 76-194 min) niz uktady 3e-3g, ktorych tos wynosit 30-51 min. Réznice
te mogg wynika¢ z grubo$ci oraz wiskoelastycznosci filmow polielektrolitowych badanych za
pomoca techniki QCM-D, ktora potwierdzita tworzenie si¢ grubszych i bardziej miekkich warstw
(CHIT/ALG)15 niz (PAH/ALG)y15.

Analizujgc formulacje la-1g, 2a-2g oraz 3a-3g mozna zauwazyC, ze czas polowicznego
uwalniania zwigzkow enkapsulowanych rosnie wraz ze wzrostem liczby zaadsorbowanych warstw
polielektrolitowych na powierzchni mikrono$nika.'® Wyniki te sa zgodne z analiza QCM-D, ktéra
udowodnita, ze grubos$¢ filméw wzrasta z kolejng osadzang warstwa otulajacg rdzen, co moze
wplywac na wolniejsze uwalnianie substancji aktywnych z mikrokapsut. Co wigcej, w przypadku
uktadow 2e-2g oraz 3e-3g, niewielki przyrost wartosci parametru tos wraz z kazda kolejna
adsorbowang powtoka no$nika, moze wynika¢ z nieznacznego wzrostu grubosci osadzanych
filméw dla tego typu uktadow, jak przedstawia analiza QCM-D (Tabela 5.4). Otrzymane rezultaty
sg tozsame z wynikami innych prac badawczych, ktore wskazuja, ze szybko$¢ uwalniania
zwigzkéw enkapsulowanych zalezy od skladu oraz grubosci warstw otulajacych no$niki.*8%1%
Przeprowadzone badania dowodza, iz nie tylko rodzaj substancji terapeutycznej, ale rowniez
polielektrolity stosowane do tworzenia powtok mikroczastek hydrozelowych oraz ich wtasciwosci
fizykochemiczne maja wplyw na szybko$¢ uwalniania badanego cargo z no$nika.>1%

Biorac pod uwage okreslone w zatozeniach pracy kryterium oceny produktu, jakim jest czas
potowicznego uwalniania zwigzku enkapsulowanego <120 min, mozemy wnioskowac¢, ze uktady
1a, 1b, le, 1f, 2a-2g, 3a, 3b oraz 3e-3g sg najkorzystniejszymi mikronosnikami hydrozelowymi,

ktore spetniaja powyzsze kryterium.

5.3. Nanonos$niki hydrozelowe z otoczka polielektrolitowa zaladowane resweratrolem

5.3.1. Charakterystyka fizykochemiczna i obrazowanie nanono$nikow

Zaprojektowanie skutecznych nanonosnikow lekow odznaczajacych sie wlasciwosciami
biodegradowalnymi, biokompatybilnymi, nietoksycznymi wzgledem zdrowych tkanek oraz
odpowiednimi wlasciwosciami farmakokinetycznymi, a takze okre§long stabilnoscia,
biodystrybucja i zdolnos$cia doprowadzania lekow do miejsc zmienionych chorobowo jest
niezwykle istotne pod katem ich zastosowan w terapiach przeciwnowotworowych. W celu
okreslenia zaréwno wlasciwosci fizykochemicznych jak 1 biologicznych nanouktadow
dostarczajacych substancje biologicznie czynne, konieczna jest ich wtasciwa charakterystyka.
Dlatego, w ponizszym rozdziale badane nanonos$niki zostaty scharakteryzowane pod wzgledem
rozmiaru, morfologii, polidyspersyjnosci, wydajnosci enkapsulacji, potencjatlu zeta oraz
stabilno$ci koloidalnej.
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Przedmiotem badan byly wielowarstwowe nanono$niki hydrozelowe zatadowane
resweratrolem, jako naturalnym chemoterapeutykiem. Pierwszym etapem badan byto tworzenie
rdzeni polimerowych enkapsulowanych resweratrolem w procesie emulgowania pod wysokim
cisnieniem, dzigki wykorzystaniu homogenizacji wysokoci$nieniowej (ang. high pressure

homogenization, HPH)** jak przedstawiono na Rys. 5.4 A.

A Smin 24h
FAZA WODNA °of S S o2
Alginian sodu/chitozan °le %0 ] )% H
. o0 © - E
+substancja aktywna
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FAZA OLEJOWA
Heksan
+Span 80 (CHIT)
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O o
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ENKAPSULOWANY
RESWERATROLEM
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(ALG/CHIT) (CHIT/ALG), 5

Rys. 5.4. Schemat wytwarzania wielowarstwowych nanoczastek hydrozelowych: (A) synteza
rdzeni polimerowych enkapsulowanych resweratrolem metoda homogenizacji wysokocisnie-
niowej; (B) funkcjonalizacja rdzeni polimerowych filmami polielektrolitowymi technikg LbL.

HPH jest nowoczesnym i wydajnym procesem, ktorego skalowanie na warunki produkcyjne
nie stanowi problemu, dlatego homogenizacja wysokoci$nieniowa stata si¢ technikg
wykorzystywana w wielu gateziach przemyshi.’®1%2 Proces HPH umozliwia optymalizacje
wytwarzania nanono$nikow poprzez sterowanie parametrami kontrolnymi, ktére maja wplyw na
wlasciwosci otrzymywanych produktow. Ze wzgledu na to, dobdr odpowiednich parametréw
kontrolnych procesu homogenizacji wysokocisnieniowej pozwolil na otrzymanie rdzeni
polimerowych nanoczastek hydrozelowych spetniajacych okre§lone wymagania fizykochemiczne
i biologiczne. Wybrane parametry procesowe, Ktore przedstawiono w Tabeli 5.2 w Rozdziale 5.1.2
obejmowaty: ci$nienie homogenizacji (500 i 1500 bar), liczbg cykli (1 i 5) oraz stezenie
polielektrolitu (0,25% i 0,50% dla alginianu sodu; 0,50% i 1,00% dla chitozanu). Po procesie HPH
i usieciowaniu czastek, Kolejnym etapem badan byta filtracja membranowa utworzonych rdzeni,
ktora pozwolita na oddzielenie wigkszych czastek badz ich agregatéw od nanoczastek

o pozadanym rozmiarze. Dzigki wykorzystaniu procesu HPH oraz filtracji membranowej mozliwe
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bylo wyselekcjonowanie uktadéw o najkorzystniejszych wilasciwosciach, do ktorych nalezaty
rozmiar nanoczastek w zakresie 100-200 nm, polidyspersyjnos¢ ponizej wartosci 0,3 oraz
wydajno$¢ enkapsulacji powyzej 50%. Wytypowane w ten sposob rdzenie polimerowe no$nikoéw
nastepnie funkcjonalizowano filmami polielektrolitowymi z CHIT i ALG wykorzystujac technike
warstwa-po-warstwie (LbL), zgodnie z Rys. 5.4 B.

W celu funkcjonalizacji nanoczastek hydrozelowych, niezbgedna byla wczesniejsza
charakterystyka i ocena otrzymanych rdzeni polimerowych w procesie HPH. Wyniki dotyczace
rozmiaru, polidyspersyjnosci, zeta potencjatu, wydajnosci enkapsulacji i przestrzeni zatadunkowej
nanoczastek otrzymanych w procesie emulgowania pod wysokim ci§nieniem zostaly opisane w
Tabeli 5.8. Analiza rozmiaru no$nikéw wykazata, ze otrzymane uktady posiadaja Srednice w
granicach 117-392 nm. Poréwnujac rozmiary rdzeni alginianiowych i chitozanowych mozna
zauwazy¢, ze czastki tworzone z ALG (uktady 4a-4h) maja mniejsza $rednicg niz czastki CHIT
(uktady 5a-5f). Co wigcej, w obu przypadkach rozmiar nosnikéw zalezata od zastosowanych
warunkow procesowych obejmujacych stezenie polielektrolitu, liczbe cykli oraz ci$nienie
homogenizacji. Rozmiar czastek alginianowych wytworzonych po 5 cyklach homogenizacyjnych
(uktady 4b, 4d, 4f, 4h) jest zauwazalnie mniejszy niz w przypadku czastek utworzonych po 1 cyklu
homogenizacji (uktady odpowiednio 4a, 4c, 4e, 4g). Taki sam trend byt widoczny w przypadku
uktadow 5Se-5f. Podobna zalezno$¢ rozmiaru nanoczastek od liczby cykli zostala zaobserwowana
przez innych badaczy, ktorzy syntezowali polisacharydowe nanoczastki za pomoca procesu
HPH.*512 Ponadto, podczas wytwarzania nanonoénikéw chitozanowych zauwazono, ze warunki
procesowe - 1 cykl homogenizacji oraz ci$nienie 500 bar - nie pozwolity na otrzymanie
jakichkolwiek struktur, niezaleznie od stezenia polielektrolitu. W przypadku uktadow S5a-5f
zastosowanie wyzszego cisnienia (1500 bar) przyczynito si¢ do otrzymania czastek o mniejszej
srednicy niz czgstki wytworzone przy Cisnieniu 500 bar, zachowujgc pozostale parametry
niezmienne. Podobne zjawisko mozna zaobserwowac w publikacji E. Apostolidis i 1. Mandala,
ktorzy syntezujac nanoczastki skrobii zauwazyli, ze wzrost cisnienia homogenizacji prowadzi do
zmniejszenia  rozmiaru  czastek.!®  Analizujac  otrzymane nanonos$niki pod katem
polidyspersyjnosci mozna zaobserwowac, ze wsrdd rdzeni alginianowych uktady 4b, 4c, 4e 1 4f
maja wspolczynnik PDI ponizej 0,3, spelniajac wyznaczone kryterium, ktore S$wiadczy
o jednorodnosci tych uktadéw. Z kolei w przypadku nanoczastek chitozanowych, indeksy PDI
wskazuja, ze jedynie systemy 5b, 5c i 5d s3 monodyspersyjne.

W celu zobrazowania morfologii otrzymanych nanono$nikow  wykorzystano
wysokorozdzielcze techniki mikroskopowe takie jak: skaningowa mikroskopia elektronowa
(SEM), transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) oraz mikroskopia sil atomowych (AFM).
Jak przedstawiono na Rys. 5.5 kazda z zastosowanych metod potwierdzita otrzymanie obiektéw
o sferycznych ksztaltach 1 rozmiarach zgodnych z wynikami pochodzacymi z analizy przy uzyciu

DLS. Niewielkie réznice w §rednicy nanoczastek moga wynika¢ z metodologii przygotowywania
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Tabela 5.8. Charakterystyka nanono$nikow hydrozelowych otrzymanych za pomoca homogenizacji wysokocisnieniowej i filtracji

membranowej.
Substancja Stezenie Liczba  Cisnienie Srednica ZP EE LC
aktywna Rdzeh polimeru [%]  cykli [bar] System [nm] i [mV] [%] [%]
0,25 1 500 4a 233+3 0,382+0,018 -54,54+4.,6 62,8+3,4 19,8+1,2
0,25 5 500 4b 158+2 0,207+0,017 -60,44+2,5 59,6+4,1 18,8+2,5
0,50 1 500 4c 147+2 0,237+0,018 -61,6+1,3 73,0+5,3 23,7+1,8
ALG 0,50 5 500 4d 117+1 0,356+0,016 -49,3+3.4 65,2+3,8 21,1+1,9
0,25 1 1500 de 154+2 0,221+0,011 -59,6+5,3 72,342.9 22,7423
0,25 5 1500 4f 170+3 0,274+0,013 -57,6+1,9 64,0+4,2 20,0+1,6
0,50 1 1500 49 32244 0,424+0,018 -49,0+1,4 75,8+4.,3 24,6+2,0
0,50 5 1500 4h 239+3 0,389+0,013 -50,2+2,1 57,7+5,0 18,742.,6
RES 0,50 1 500 - - - - - -
0,50 5 500 5a 392+11 0,353+0,021 34,8+1,8 50,3+3,1 16,3+2,0
1,00 1 500 - - - - - -
CHIT 1,00 5 500 5b 279+4 0,260+0,038 41,9+1,1 58,8+3,7 19,6+2,6
0,50 1 1500 5¢c 209+3 0,257+0,016 38,7+1,9 74,7+4,0 24,2+1,7
0,50 5 1500 5d 252+1 0,249+0,013 41,4+2,4 61,5+4,2 20,0+£2,2
1,00 1 1500 5e 351+6 0,351+0,017 43,4+1,6 76,1+2.9 25,4+19
1,00 5 1500 5f 179+6 0,414+0,018 32,4+0,4 67,7+3,3 22,627
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Rys. 5.5. Przyktadowe zdjecia nanoczastek hydrozelowych zobrazowane za pomoca
skaningowej mikroskopii elektronowej (A, B), transmisyjnej mikroskopii elektronowej (C, D)
oraz mikroskopii sit atomowych (E, F). Obrazy A, C, E obrazujg uktad 4c, natomiast zdjgcia B,
D, F przedstawiajg uktad 5c. Oznaczenia probek znajdujg sie¢ w Tabeli 5.6.

probek. Technika DLS umozliwia pomiar hydrodynamicznej s$rednicy czastek, ktore sa

zawieszone w o$rodku ciektym, natomiast w przypadku metod mikroskopowych badane uktady

byly mierzone w warunkach préozni, gdzie zostaty pozbawione czasteczek wody. Dlatego czastki

podczas badan mikroskopowych mogty ulec skurczeniu, zmniejszajac przy tym swoje rozmiary.

Podobny efekt zaobserwowano podczas obrazowania nanozeli wytwarzanych z alginianu
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i zelatyny.!’? Ponadto, prezentowane zdjecia nanosysteméw wskazuja na brak tendencji do
agregacji czastek, co potwierdza dobra stabilno$¢ uzyskanych nanostruktur.

Potencjat zeta ({), inaczej potencjat elektrokinetyczny, jest jednym z parametrow najlepiej
opisujacych zachowywanie si¢ nanoczastek w roztworach wodnych i1 jest kluczowy w
kontrolowaniu stabilno$ci uktadoéw koloidalnych. Potencjat zeta odnosi si¢ do tadunku
powierzchniowego czastek i jest parametrem okreslajagcym stopien ich wzajemnego odpychania w
dyspersji. Dzigki wzajemnemu odpychaniu si¢ nanoczastek, zmniejsza si¢ tendencja do procesow
agregacji, co prowadzi do uzyskania uktadow stabilnych koloidalnie.'®*'% Zostato dowiedzione,

ze jedynie czastki majace wartos¢ potencjalu zeta ok. = 30 mV tworzg trwate uktady o dobre;j

stabilnosci.t®

Mozliwe jest roéwniez otrzymanie stabilnych ukladoéw posiadajacych nizszy
potencjat zeta, jesli do ich stabilizacji stosuje si¢ surfaktanty, ktore zapewniaja zaréwno silne
odpychanie steryczne jak i stabilizacje elektrostatyczna.'®® Przechodzac do analizy tadunku
powierzchniowego otrzymanych nanono$nikdw mozna zauwazy¢, ze potencjal zeta czastek
alginianowych (uktady 4a-4h) ma wartosci ujemne w granicach (-49 mV) — (-62 mV), natomiast
czastki chitozanowe (uktady 5a-5f) posiadajg dodatni potencjat zeta w granicach (+32 mV) — (+43
mV) jak przedstawiono w Tabeli 5.8. Zmierzone warto$ci potencjatu { dowodza powstania

stabilnych uktadoéw, potencjalnie odpornych na agregacj¢. Otrzymane wyniki sg w dobrej korelacji

z rezultatami innych badaczy syntezujacych nanonosniki wytwarzane z ALG i CHIT.1%1%

Wydajnos$¢ enkapsulacji (EE) resweratrolu w rdzeniach polimerowych oscylowata miedzy
50%-75% (Tabela 5.8). Niezaleznie od rodzaju wytwarzanego rdzenia, wyzszy stopien
enkapsulacji wykazuja uklady, ktore powstaly po 1 cyklu homogenizacyjnym. Dodatkowo w
przypadku rdzeni chitozanowych, zastosowanie wyzszego cisnienia (1500 bar) w procesie HPH
przyczynito si¢ do wzrostu wydajnosci enkapsulacji substancji aktywnej. Efekt ten byl mniej
widoczny w przypadku czastek alginianowych. Co wigcej, niezaleznie od rodzaju polimeru,
uktady o wyzszym stezeniu polielektrolitu w rdzeniu charakteryzowaty si¢ wigksza skuteczno$cia
enkapsulacji RES z wyjatkiem uktadu 4h. Wyniki te sugeruja, ze stezenie polimeru tworzacego
nos$nik jest kolejnym parametrem wptywajacym na stopien enkapsulacji substancji czynnej.
Podobne zjawisko zostalo opisane przez innych badaczy syntezujacych nanoczastki z
wykorzystaniem homogenizacji wysokoci$nieniowej.*® Z kolei analizujagc wyniki dotyczace
przestrzeni zaladunkowej (LC) resweratrolu w otrzymanych rdzeniach polimerowych widac, ze
wartosci LC miescily sie migdzy 16%-25% (Tabela 5.8). Tak samo jak w przypadku wydajnosci
enkapsulacji, warto$ci przestrzeni zatadunkowej zalezaty od liczby cykli homogenizacji, ci$nienia
oraz st¢zenia polielektrolitu.

Oceniajagc otrzymane nanonos$niki hydrozelowe pod wzgledem wymaganych rozmiardw,
wartosci wspotczynnika PDI, wydajnosci enkapsulacji, przestrzeni zaladunkowej oraz stabilnosci

koloidalnej mozna wyrdzni¢ systemy 4b, 4c, 4e, 4f i 5¢ jako uktady spetniajace okreslone kryteria
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oceny produktu. Do dalszych badan, sposréd rdzeni alginianowych wybrano uktad 4c, natomiast
sposréd rdzeni chitozanowych uktad 5Sc, jako systemy o najkorzystniejszych parametrach.
Nanoprodukty 4c i 5¢ funkcjonalizowano filmami polielektrolitowymi za pomocg alginianu
sodu i chitozanu tworzac trzy powloki funkcjonalne, a nastepnie przeprowadzono ich
charakterystyke fizykochemiczng, ktorej wyniki sg pokazane w Tabeli 5.9. Badanie rozmiaru
wielowarstwowych nanono$nikow wykazato, Zze $rednica czastek wzrastata wraz z kolejna
naktadana powtoka, co potwierdza zaadsorbowanie si¢ polielektrolitow na powierzchni czastek.!%
Uktady 4c 1 - 4c_3 mialy rozmiar w granicach 174-265 nm, natomiast $rednica uktadow 5c¢ 1 —
5¢ 3 byta migedzy 194-306 nm. Zgodnie z literaturg przedmiotu, rozmiar otrzymanych czastek jest
zblizony do innych nanono$nikéw polimerowych projektowanych do wykorzystania w terapiach
przeciwnowotworowych.??% QOtulanie rdzeni zaréwno alginianowych jak i chitozanowych jedna
lub dwiema powtokami przyczynito si¢ do niewielkiego wzrostu $rednicy nanoczastek. Jednak
inna sytuacja byta w przypadku osadzania trzech polielektrolitow na powierzchni nanono$nikow
hydrozelowych, poniewaz spowodowato to znaczne zwigkszenie rozmiaru czgstek. W literaturze
rowniez znajduja si¢ przyktady prac opisujace stopniowy wzrost rozmiaru nanoczgstek podczas
ich procesu otulania réznymi filmami polielektrolitowymi.6%201292 W Tabeli 5.9 zestawiono takze
warto$ci wspdlczynnikdw polidyspersyjnosci nanonosnikéw, ktore wskazuja, ze warto§¢ PDI
dwoéch z badanych uktadow (4c 1 i1 4c_3) jest nizsza niz 0,3. Mozna zatem sugerowaé, ze
pozostale systemy charakteryzujace si¢ indeksem polidyspersyjnosci o wyzszej wartosci

(PDI>0,3) sa mniej stabilne 1 maja wigksza tendencje do agregacji.

Tabela 5.9. Charakterystyka wielowarstwowych nanono$nikow hydrozelowych otrzymanych za pomoca
techniki warstwa-po-warstwie.

Substancja Filmy Srednica ZP EE LC
aktywna 9 olielektrolitowe ™ [nm] PDI [mV] [%] [%]
+ -
CHIT Ac 1 17441 0,292 46,8+0,7 70,5+4,3  22,9+1,0
- +0,009
ALG CHIT/ALG 4c 9 18543 0,323 97 440.8 66,8+3,7 21,7+1,5
- +0,025 Y
(CHIT/ALG)ys 0,293 68,9442 223422
4c 3 265+4 43,4+0,2
RES - +0,008
ALG e 1 1940 0,324 270508 71,6£2,9 23,2£1,6
- +0,031
+ +
CHIT ALG/CHIT 5c 2 21545 0,420 451410 65,0+3,1 21,1+23
- +0,015
- -
(ALG/CHIT)y5 5c 3 30643 0,468 25240, 66,4+4,0 21,5+1,8
- +0,007
Wydajnos¢  enkapsulacji (EE) resweratrolu w  wielowarstwowych nanoczgstkach

hydrozelowych wynosita w granicach 65% - 72 % (Tabela 5.9). Otulanie rdzeni polimerowych
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filmami polielektrolitowymi nie przyczynito si¢ do duzego spadku stopnia enkapsulacji. Dla
wiekszosci uktadéw roznice w obliczonych wartosciach EE miescity si¢ w granicach btedu,
jedynie widoczne zmniejszenie wydajnosci enkapsulacji pojawito si¢ w przypadku uktadu 5¢ 2.
Z kolei analiza wynikow przestrzeni zatadunkowej (LC) RES w nanonos$nikach wykazata, ze
wartosci LC oscylowaly migdzy 21%-23% (Tabela 5.9). Podobnie jak w przypadku stopnia
enkapsulacji, przestrzen zatadunkowa RES nie zalezata od liczby adsorbowanych powtok
polisacharydowych na powierzchni czastek ze wzgledu na niewielkie roznice w warto$ciach LC
badanych uktadow.

Badajac tadunek powierzchniowy wielowarstwowych nanonosnikow, mozna zauwazy¢, ze
potencjat zeta ({) zardwno systemow 4¢_1 - 4c_3 jak i 5¢_1 — 5c¢_3 zmieniat si¢ w zalezno$ci od
rodzaju filmu polielektrolitowego jak pokazano na Rys. 7.9 w zatacznikach pracy. Potencjat
czastek 4c_1-4c 3 byl w granicach (-27,4 mV) - (+46,8 mV), natomiast potencjat { uktadow 5¢_1
— 5¢_3 miescit si¢ miedzy (-27,9 mV), a (+45,1 mV). Na wykresach przedstawionych na Rys. 7.9
mozna dostrzec charakterystyczng zmiang typu ,zyg-zak” (ang. zig-zag) potencjalu zeta
nanoczastek w zaleznosci od rodzaju osadzanych warstw polielektrolitowych. Otrzymane warto$ci
fadunkéw powierzchniowych nanono$nikéw otulonych chitozanem $wiadcza o otrzymaniu kapsut
o dobrej stabilnosci 1 odpornosci na agregacje. Podobne wyniki potencjatu zeta nanono$nikow
pokrytych chitozanem zostalty opisane przez innych badaczy.?®® Z kolei otrzymane wartosci
bezwzgledne potencjatow zeta nanoczastek powlekanych filmem alginianiowym byly nizsze niz
30 mV, co moze wskazywa¢ na mniejszg stabilno$¢ tych ukladow. Wartosci te sg zgodne z
wynikami innych badan dotyczacych ukladéw koloidalnych, ktére rowniez byly otulone
alginianem sodu.?®* Ogélnie, otrzymane rezultaty, w szczegélnosci zmiany potenjalow zeta
wielowarstwowych nanono$nikow dowodza o skutecznym zaadsorbowaniu si¢ przeciwnie
natadowanych polielektrolitow na powierzchni stabilnych nanoczastek hydrozelowych.

Zastosowanie techniki FTIR umozliwito potwierdzenie enkapsulacji resweratrolu oraz
osadzenie polielektrolitow na powierzchni nanonosnikow. Analizowane widma FTIR pozwolity
na identyfikacj¢ charakterystycznych sygnatow §wiadczacych o obecnosci wigzan chemicznych,
ktore pochodza od substancji tworzacych nanoczastki hydrozelowe, co zostalo przedstawione na
Rys. 7.19 i Rys. 7.20 w zalacznikach niniejszej pracy. Na widmach FTIR nanoczastek
enkapsulowanych RES odnaleziono sygnaty przy 940 cm™® - 950 cm? odpowiadajace
charakterystycznemu wigzaniu podwojnemu, a takze piki zwigzane z wigzaniami C=C w
pierécieniu aromatycznym miedzy 1585 cm™ — 1600 cm™.1"* Co wiecej, sygnaty w zakresie 1405
cm? - 1415 cm™? pochodza od wigzania C-O, a szerokie pasma przy 3030 cm™ — 3500 cm™
pochodzg od grup hydroksylowych resweratrolu. Ponadto, widma FTIR ukazane na Rys. 7.19
I Rys. 7.10 potwierdzity obecnos¢ ALG i CHIT, ktore tworzyly rdzen nosnikoéw oraz powtoki
polielektrolitowe. Piki znajdujace sic w zakresie miedzy 1610 cm™ - 1628 cm™ odpowiadaja

drganiom grup karboksylowych w czasteczce alginianu,’’® a sygnaty obserwowane przy 1560 cm”
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! przypisane sa wiazaniom N-H pochodzacym od chitozanu. Sygnaty w zakresie 1070 cm™ - 1080
cm? zwigzane s3 z wigzaniami glikozydowymi C-O-C, a piki przy 2840 cm™? — 2940 cm™*
pochodza od drgan rozciagajacych C-H w tancuchach alkilowych zaréwno ALG jak i CHIT.?"1%°

Dhugoterminowa Stabilno§¢ badanych nanoczastek hydrozelowych zatadowanych RES
okreslono poprzez zmierzenie parametrow fizykochemicznych obejmujgcych $rednice
nanono$nikow 1 wydajno$¢ enkapsulacji RES, po 1 miesigcu ich przechowywania, a nast¢pnie
wyniki te porownano z danymi otrzymanymi w krotkim czasie po procesie wytwarzania
nanoczastek jak pokazano na Rys. 7.12 w zatacznikach pracy. Badania wykazaty, ze rozmiar
nanonosnikéw ulegt niewielkiemu zwigkszeniu po uptywie 1 miesigca w stosunku do rozmiaroéw
otrzymanych bezposrednio po procesie ich tworzenia. Jednak réznice warto$ci mierzonych $rednic
miescity si¢ w granicach btedu. Natomiast wyniki wydajnosci enkapsulacji RES wskazuja, ze
stopien enkapsulacji ulegt niewielkiemu obnizeniu po czasie 1 miesigca w porOéwnaniu z
poczatkowymi wartosciami wydajnos$ci, lecz rdznice warto$ci stopnia enkapsulacji sg nieznaczne.
Otrzymane wyniki dowodzg, ze badane nanoczastki hydrozelowe zachowuja wysoka stabilnos¢
pomimo diuzszego okresu ich przechowywania. Uzyskanie stabilnych uktadow korzystnie
wplywa na mozliwos$¢ ich wykorzystania jako skutecznych systeméw dostarczania lekow w
terapiach przeciwnowotworowych.

Powyzsza charakterystyka wielowarstwowych nanoczastek hydrozelowych wykazata, ze
najkorzystniejszym nanono$nikiem jest uktad 4c 1 spetniajacy wyznaczone kryteria oceny
produktu takie jak rozmiar nanoczastek miedzy 100-200 nm, polidyspersyjnos¢ ponizej 0,3,
wydajnos¢ enkapsulacji powyzej 50%, przestrzen zaladunkowa powyzej 15% oraz stabilno$¢
koloidalna +46,8 mV. Nalezy rowniez wyrozni¢ systemy 4c_2, 4c_3, 5¢_1 i 5¢_2, jako uktady
0 wysoce korzystnych parametrach fizykochemicznych spetiajacych trzy badz cztery z pigciu
wymaganych kryteriow.

5.3.2. Kinetyka adsorpcji i wlasciwosci wiskoelastyczne filméw polielektrolitowych

Badanie kinetyki adsorpcji oraz wtasciwosci wiskoelastycznych filmow polielektrolitowych
wykonano za pomoca mikrowagi kwarcowej z kontrola dyssypacji energii (QCM-D). Osadzanie
warstw polielektrolitbw na powierzchni kwarcu pozwolitlo odtworzy¢é proces wytwarzania
nanono$nikow hydrozelowych otulonych powtokami. W tym celu, poczatkowo zaadsorbowano
alginian sodu (ALG) lub chitozan (CHIT) wraz z resweratrolem w zalezno$ci od rodzaju rdzenia
nanonos$nikow. Nastepnie, po usieciowaniu warstwy polielektrolitu odpowiednim czynnikiem
sieciujacym (CaClz dla ALG; genipina (GEN) dla CHIT), na powierzchni¢ krysztatu naktadano
przeciwnie natadowane polielektrolity - CHIT i ALG, odzwierciedlajace powtoki nanoczastek. Na
Rys. 5.6. przedstawiono wykresy opisujace zmiany czestotliwosci rezonansowej (Af) 1 dyssypacji
energii (AD) podczas osadzania filmoéw polielektrolitowych na kwarcowym dysku. Zgodnie z
pokazanymi wykresami, adsorpcja polielektrolitow powodowata jednoczesnie spadek
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czestotliwoscl, zwigzany ze wzrostem masy na powierzchni elektrody oraz wzrost dyssypacji
energii, zwigzany z wlasciwo$ciami lepkosprezystymi warstw polielektrolitowych. Widoczne na
Rys. 5.6. charakterystyczne zmiany czestotliwosci i rozpraszania energii potwierdzaja skuteczng
adsorpcje polielektrolitdéw na krysztale kwarcu pokrytym zlotymi elektrodami.

Analiza QCM-D pokazata, ze usieciowane warstwy RES/ALG i RES/CHIT tworza filmy
o roznych wiasciwosciach wiskoelastycznych. Warto$ci dyssypacji energii po usieciowaniu
warstwy RES/CHIT geniping zmalaty do ok. 1x10® Hz i nie spowodowato to widocznych zmian
W rozpraszaniu energii dla poszczegdlnych nadtonéw, co oznacza powstanie twardego i sztywnego
filmu. Z kolei po usieciowaniu warstwy RES/ALG utworzyt si¢ migkki film, na co wskazaty duze
zmiany w rozpraszaniu energii. Podczas osadzania kolejnych powlok (ALG/CHIT/ALG) na
warstwe RES/CHIT zauwazono, ze po sieciowaniu warstwy alginianowe 1 chitozanowe tworza
filmy o podobnej sprezystosci, gdyz niezaleznie od liczby natozonych warstw, dyssypacja energii
miata zblizone warto$ci. Natomiast inne zjawisko mozna obserwowac podczas adsorpcji powlok
(CHIT/ALG/CHIT) na warstwie RES/ALG. W tym przypadku po usieciowaniu warstwa ALG
byta bardziej migkka niz warstwa CHIT, ktorej sieciowanie spowodowato spadek wartosci
rozpraszania energii i utworzenie twardszego filmu. Podobne zjawisko zauwazyli inni naukowcy
badajac chitozanowe filmy usieciowane genipina.?®® Na podstawie obserwacji powyzszych
wynikOw mozna wysungé wniosek, iz rodzaj kolejnej osadzanej warstwy ma wplyw na
wlasciwosci wiskoelastyczne catej powtoki polielektrolitoweyj.

Metoda QCM-D umozliwita takze okre$lenie grubosci, masy, lepkosci oraz modutu
sprezystosci utworzonych filmow polielektrolitowych, a wyniki tej analizy przedstawiono w
Tabeli 5.10. Badania wykazaly, ze grubo$¢ oraz masa otrzymanych warstw rosnie wraz ze
wzrostem liczby filmow zaadsorbowanych na powierzchni krysztatu. Generalnie, grubo$¢ warstw
polisacharydowych byla zalezna od liczby 1 rodzaju osadzonego filmu. Warstwa
RES/ALG/(CHIT/ALG)15 (18,4 nm) byla niewiele grubsza w porownaniu z filmem
RES/CHIT/(ALG/CHIT)15 (15,9 nm). Ponadto, mozna zauwazyé, ze w filmie
RES/ALG/(CHIT/ALG)5, CHIT tworzyt cieniszy film niz ALG, co jest zgodne z analizowanymi
wykresami czestotliwosci drgan (Rys. 5.8), ktore swiadcza, ze powloka CHIT po usieciowaniu
tworzy twardszy film niz powloka ALG. Co wiecej, podobna sytuacja pojawila si¢ podczas
adsorpcji filmu polielektrolitowego RES/CHIT/(ALG/CHIT)15, gdyz w tym przypadku CHIT
réwniez tworzyl ciensza powloke niz ALG. Wyniki dotyczace masy zaadsorbowanych filmow
pokazuja, ze wraz ze wzrostem liczby naktadanych warstw, ich masa wzrasta (Tabela 5.10). Masa
osadzonych powlok RES/ALG/(CHIT/ALG)15 wynosita 1,9 pg/cm?, a masa zaadsorbowanych
warstw RES/CHIT/(ALG/CHIT)15 miata 1,6 pg/cm?. Analizujac wyniki lepkosci poszczegdlnych
filméw mozna zaobserwowaé, ze w przypadku warstw RES/CHIT/(ALG/CHIT)15 osadzanie
kolejnych powtok polielektrolitowych powoduje wzrost ich lepkosci od 1,4 g/ms?do 2,4 g/ms?,
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Rys. 5.6. Wykresy zaleznoS$ci czestotliwosci drgan i dyssypacji krysztatu w trakcie adsorpcji filmoéw polielektrolitowych na hydrozelowy rdzen,

zmierzone przy uzyciu mikrowagi kwarcowej z kontrolg dyssypacji energii. Niebieskie linie przedstawiaja zmiany czestotliwosci rezonansowej

(Af), a czerwone linie zmiany dyssypacji energii (AD).
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Podobny trend zaobserwowali naukowcy badajac wlasciwosci wiskoelastyczne filmow
polisacharydowych.?%® Natomiast lepko$é warstw RES/ALG/(CHIT/ALG)15 oscylowata w
granicach 1,3 g/ms? — 1,8 g/ms? i w przypadku tych filméw mozna zaobserwowa¢ nizsze warto$ci
lepkos$ci po osadzaniu powtoki CHIT oraz wzrost lepkosci po adsorpcji warstwy ALG, €0 sugeruje
lepsze wiasciwosci wiskoelastyczne ALG w porownaniu z CHIT. Co wiecej, badajgc modut
sprezystosci tych powtok mozna zaobserwowac, ze warstwa ALG/(CHIT/ALG) charakteryzowata
si¢ najnizszg warto$cig, co rowniez Swiadczy o wysokiej lepkosprezystosci filmu ALG. Podobne
zjawisko pojawito si¢ w przypadku powlok RES/CHIT/(ALG/CHIT).1s, gdzie warstwa
RES/CHIT/(ALG/CHIT) miata znacznie wyzsza warto§¢ moduly sprezystoSci niz warstwa
RES/CHIT/(ALG). Jest to dowodem, ze CHIT tworzy bardziej zwarte i mniej wiskoelastyczne

filmy niz ALG, co potwierdzity réwniez wykresy dyssypacji energii przedstawione na Rys. 5.6.

Tabela 5.10. Charakterystyka filmow polielektrolitowych analizowanych za pomocg mikrowagi kwarcowej
oraz elipsometrii.

Mikrowaga kwarcowa Elipsometria
Substancja Filmy Modul
aktywna polielektrolitowe Grubosé Ma\sa2 Lepkozéc' spreiystosci Grubosé
[nm]  [pg/em?]  [g/ms?] [MPa] [nm]
ALG 15,3+0,6 1,5+0,1 1,5+0,2 7,4+2,0 4,8+0,2
ALG/(CHIT) 15,9+0,9  1,6+0,1 1,3+0,2 8,2+1,7 12,0+0,2
ALG/(CHIT/ALG) 17,7+1,2 1,8+0,2 1,8+0,3 6,8+2,1 7,0+0,1
ALG/(CHIT/ALG)15  18,4+1,0  1,9+0,2 1,6+0,1 25,5+2,6 8,2+0,1
RES CHIT 7,4+0,7 0,8+0,1 1,4+0,2 21,7£3,5 4,6+0,1
CHIT/(ALG) 14,3+0,5 1,4+0,1 1,5+0,3 27,4142 3,7+0,1
CHIT/(ALG/CHIT)  14,8+13 15402 2,302 216,3+5,6 11,0+0,1
CHIT/(ALG/CHIT);5s  15,94+0,9 1,6+0,1 2,4+0.4 222,6+4,9 2,8+0,1

Grubos¢ filmow polielektrolitowych poddanych hydratacji badano z wykorzystaniem
elipsometrii spektroskopowej. Uzyskane wyniki zostaly poréwnane do grubosci ,,mokrych”
warstw otrzymanych za pomoca mikrowagi kwarcowej i przedstawione w Tabeli 5.10. Analiza
pokazata, Ze grubo$¢ filmow wyznaczona elipsometrycznie byta kilkakrotnie razy mniejsza niz
warto$¢  wyznaczona przy pomocy QCM-D. Powodem tych réznic jest wigksze uwodnienie
,;mokrych” warstw polisacharydowych, co zostalo wcze$niej zauwazone w Rozdziale 5.2.3.18 Co
ciekawe, grubosé filmow RES/ALG/(CHIT/ALG), RES/CHIT/(ALG) oraz
RES/CHIT/(ALG/CHIT)15 byla mniejsza od poprzednio zaadsorbowanych warstw. Przyczyne
tego zjawiska mozna upatrywa¢ W intensywnym przeplukiwaniu ptytek elipsometrycznych, co

mogto doprowadzi¢ do czgsciowej desorpcji stabiej zaadsorbowanych czasteczek polielektrolitow.
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5.3.3. Uwalnianie resweratrolu z nanono$nikow

Sposob uwalniania srodkéw chemoterapeutycznych z nanono$nikow jest niezwykle istotnym
czynnikiem wplywajacym na skuteczno$¢ leczenia nowotworow. Szczegélnie kontrolowanie
kinetyki uwalniania ma kluczowe znaczenie w okre§laniu oraz utrzymywaniu odpowiedniego
stezenia leku we Krwi lub tkankach docelowych. W przypadku leczenia raka pgcherza moczowego
pozadanym efektem jest krotki czas uwalniania zwigzkéw chemoterapeutycznych z nanonosnikow
w pecherzu moczowym. W celu wyznaczenia skutecznosci i potencjalu chemoterapeutycznego
otrzymanych nanoczastek hydrozelowych, badano szybko$¢ uwalniania RES z nanonos$nikéw w
warunkach symulujacych §rodowisko pecherza moczowego. Na Rys. 5.7. przedstawiono profile
uwalniania RES z badanych nanoukltadow oraz okreslono ich czasy potowicznego uwalniania
substancji aktywnej (tos5), aby moc porownac szybko$¢ uwalniania RES z badanych nanoczgstek.
W zalezno$ci od struktury nanonos$nika, krzywe uwalniania charakteryzowaty si¢ réznym
profilem. Badania wykazaty, ze niezaleznie od rodzaju rdzenia polimerowego tworzacego nosnik,
czastki otulone warstwami polielektrolitowymi wolniej uwalniaty RES niz czastki bez powtok.
Poréwnujac wyznaczony parametr tos mozna zauwazyC, ze nosniki zbudowane z rdzenia
chitozanowego (5¢) szybciej uwalniajag RES niz no$niki majace rdzen alginianowy (4c). Co wiecej,
czasy potowicznego uwalniania dla nanoczgstek 5¢_1-5¢_3 (to5 = 57-72 min) byly nizsze niz czasy
potowicznego uwalniania dla nanoczgstek 4c_1-4c_3 (tos = 90-128 min), co oznacza, ze
niezaleznie od liczby filméw polielektrolitowych nanonos$niki z rdzeniem chitozanowym szybciej
uwalniaja substancje aktywna niz nanonos$niki z rdzeniem alginianowym. Powodem tych réznic
moga by¢ rowniez wlasciwosci wiskoelastyczne osadzanych powlok, gdyz nanoczastki powlekane
warstwami (ALG/CHIT)1s (uktad 5¢_3), ktore sg migkkie i lepkosprezyste, charakteryzowaty sig
krotszym czasem uwalniania RES niz nanoczastki powlekane warstwami (CHIT/ALG)y5 (uktad
4c¢_3), ktore zgodnie z analiza QCM-D sg bardziej zwarte i mniej elastyczne. Analizujac uktady
4c_1-4c¢ 3 mozna zaobserwowac, ze po 240 min ilos¢ uwolnionego RES oscylowata w granicach
67-87 %, a w przypadku nanosystemow 5c 1-5¢_3 w granicach 72-80 %. Ponadto, czasy
potowicznego uwalniania RES rosty wraz ze wzrostem liczby osadzanych powlok
polisacharydowych. Na podstawie okreslonego w zatozeniach pracy kryterium oceny produktu,
jakim jest czas potowicznego uwalniania zwigzku enkapsulowanego (tos<120 min), mozna
stwierdzi¢, ze uktady 4c, 4c_1, 4¢_2, 5c oraz 5¢_1-5c_3 sg najefektywniejszymi nanono$nikami
hydrozelowymi spetniajgcymi wyznaczone kryterium.

Otrzymane rezultaty $wiadcza, ze rodzaj polielektrolitu tworzacego rdzen nano$nika oraz
rodzaj 1 liczba warstw polielektrolitowych majg wplyw na zdolno$¢ uwalniania substancji
enkapsulowanej z nanoczastek.?2’?%® Dodatkowo, nie tylko sktad, ale réwniez wihasciwosci
fizykochemiczne powlok otulajacych nanonosniki sg czynnikami wplywajacymi na kinetyke

uwalniania zwigzkéw terapeutycznych z nanostruktur.’82°® Podobne stwierdzenie zostato
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udowodnione podczas badania zdolno$ci uwalniania substancji aktywnych z mikrono$nikow

hydrozelowych i opisane w Rozdziale 5.2.3.
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Rys. 5.7. Profile uwalniania resweratrolu z otrzymanych nanono$nikéw hydrozelowych oraz

wyznaczone czasy polowicznego uwalniania (to,s).

5.4. Mikronos$niki hydrozelowe z funkcja przeciwdrobnoustrojowa

54.1. struktury syntezowanych polielektrolitow przeciwdrobno-

ustrojowych

Charakterystyka

Polielektrolity, ktore wykazuja wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe mozna podzieli¢ na trzy
grupy: biocydy polimerowe, polimery biobdjcze oraz polimery z funkcja uwalniania biocydéw.?1°
Projektujac nano- i mikrono$niki, szczegdlnie wazng grupa sa biocydy polimerowe, ktoére
zawierajg powtarzajagce si¢ grupy antymikrobialne rozmieszczone na calej dlugosci
makroczasteczki. Ze wzgledu na fakt, ze komodrki drobnoustrojow maja ujemny tadunek
powierzchniowy, polikationy maja zdolno$¢ do przerwania zewngtrznej btony komorek
bakteryjnych powodujac lize sktadnikow komoérkowych, a w konsekwencji $mier¢ komorek.
Efektywna klase polimeréw przeciwdrobnoustrojowych tworza makroczasteczki zawierajace
ugrupowanie antybakteryjne w gtownym lub bocznym lancuchu. Grupy posiadajace
czwartorzedowg s6l amoniowg odgrywajg istotng role przeciwdrobnoustrojowa nawet przy bardzo
niskich stezeniach. Sprzeganie tej grupy z dtugim tancuchem alkilowym zapewnia dodatkowa
kontrole aktywnosci biologicznej catej czasteczki. Dlatego przylaczanie tancucha alkilowego
1 ugrupowania labilnego, ktore tacza czwartorzedowsa s6l amoniowg ze szkieletem polimerowym
jest nowym podejsciem umozliwiajacym syntez¢ materiatdw polimerowych o wiasciwosciach
bakteriobdjczych. Istnieje  wiele sposobow funkcjonalizacji  polielektrolitow — réznymi
ugrupowaniami hydrofobowymi oraz antymikrobialnymi, ktore zostalty szczegdtowo opisane w

artykule, ktérego autorka niniejszej dysertacji jest wspotautorem.>® Wsrod licznych metod
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modyfikacji tancuchéw polimerowych, estryfikacja Steglicha i czwartorzedowanie nalezg do
szeroko wykorzystywanych oraz wysoce skutecznych i prostych technik funkcjonalizacji.

W niniejszej rozprawie opisano dwuetapowg synteze czwartorzedowych soli amoniowych
hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego) wedlug Schematu 4.1 1 4.2
przedstawionego w Rozdziale 4.2. W pierwszym ectapie poli(kwas akrylowy) zostat
zmodyfikowany tancuchem alkilowym w tagodnych warunkach reakcji w wyniku estryfikacji
Steglicha stosujac N,N-dicykloheksylokarbodiimid (DCC) jako s$rodek sprzegajacy oraz 4-
dimetyloaminopirydyne (DMAP) jako katalizator.?!*?'2 W drugim etapie hydrofobowo
modyfikowany poli(kwas akrylowy) przeksztalcono w czwartorzgdowa s6l amoniowa poprzez
czwartorzedowanie za pomocg trimetyloaminy. W ten sposob otrzymano poli(kwas akrylowy)
dekorowany tancuchami hydrofobowymi o réznej dtugosci (n-heksylowy i n-dodekanowy) oraz
czwartorzgdowymi grupami amoniowymi o réznym stopniu podstawienia (m) (PAA-C(O)O-
(CH2)n-N*(CH3)3(m); n = 6, 12; m = 8, 10, 14%). Strukture oraz oznaczenie czwartorzedowych
soli amoniowych hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego) przedstawiono w
Tabeli 4.2 w Rozdziale 4.2. Wyniki badan dotyczace syntezowanych polielektrolitow znajdujg si¢
w opublikowanym artykule.!42

Syntezowane produkty (a-b) zostaly scharakteryzowane za pomoca technik *H NMR oraz
FTIR. Widma *H NMR otrzymanych struktur zostaty pokazane na Rys. 7.11 w zaltacznikach
niniejszej pracy. Ostry sygnal zaznaczony zielonym kolorem przypisano trzem grupom
metylowym przylagczonym bezposrednio do czwartorzegdowego atomu azotu (przesunigcie
chemiczne 3,3 ppm). Stabszy sygnat (4,5 razy nizszy pod wzglgedem intensywnosci integracji) przy
przesunigciu chemicznym 3,6 ppm odpowiadaly ugrupowaniu metylenowemu zwigzanemu z
czwartorzegdowa grupa amoniowa. Z kolei sygnaly znajdujace si¢ w zakresie 1,1-2,4 ppm
przypisano powtarzajacym si¢ grupom metylenowym w tancuchu glownym oraz bocznym
makroczasteczki.?*! Na podstawie otrzymanych widm *H NMR mozliwe byto wyznaczenie stopni
podstawienia grup amoniowych w bocznym tancuchu alkilowym uwzgledniajgc intensywnosci
sygnatow przy 3,3 ppm oraz w zakresie 1,1-2,4 ppm. Wartos$ci stopni podstawienia wynosity: 8%
dla PAA-C(0)O-(CH2)s-N"(CHa3)3-8%), 10% dla PAA-C(O)O-(CH2)6-N*(CH3)3-10%), 8% dla
PAA-C(0O)O-(CH2)12-N*(CHz3)3-8%) i 14% dla PAA-C(O)O-(CH2)12-N*(CHz3)3-14%. Uzyskane
stopnie podstawienia ugrupowan amoniowych (8-14%) pozwolitly zachowaé pierwotne cechy
polielektrolitu, m.in., charakter anionowy.

Widma FTIR otrzymanych struktur (a-b), ktore przedstawiono na Rys. 7.12 w zalagcznikach
niniejszej pracy potwierdzily obecno$¢ charakterystycznych sygnatéw przypisywanych
wigzaniom O-H, C-H, C=0, C-O-C i C-N, ktore znajduja si¢ w syntezowanych zwigzkach. Piki
widoczne w szerokim zakresie 3100 cm™ — 3600 cm™ pochodzg od grup hydroksylowych. Sygnaty
przy 1643 cm™ - 1666 cm™ oraz 1702 cm™ - 1708 cm™ s3 zwigzane z obecnoscia odpowiednio
grup karboksylowych oraz estrowych. Natomiast sygnaty przy 1465 cm™ — 1478 cm™ odpowiadaja
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wigzaniom C-N czwartorzedowej grupy amoniowej. 142 Jednak piki te czesciowo naktadaja sie na

sygnaty pochodzace od wigzan alkilowych C-H (CH3z i CH>).

5.4.2. Charakterystyka fizykochemiczna i obrazowanie mikrono$nikow

W celu wytworzenia wielowarstwowych mikrono$nikéw hydrozelowych o funkcjonalnosci
przeciwdrobnoustrojowej zastosowano dwa nastepujgce podejscia: (i) mikroczastki
enkapsulowano substancjg bakteriobojczg - ekstraktem z owocow zurawiny (EOZ) lub (ii)
mi¢dzyfazowa powierzchnie mikroczastek poddano procesom strukturyzowania z uzyciem
syntezowanych polielektrolitow z funkcja przeciwdrobnoustrojows. Planowanie eksperymentu
opisane w Rozdziale 5.1.3 umozliwito dobranie odpowiednich parametrow procesu otrzymywania
mikroczastek, m. in., rodzaj sktadnikow budulcowych (Tabela 5.13 i Tabela 5.14), by uzyskac
produkt o pozadanych wtasciwos$ciach. W zalezno$ci od metodologii tworzenia rdzenia no$nikow
oraz uzytych materialdw budulcowych, otrzymano trzy rodzaje mikrono$nikéw o funkcjonalnosci
przeciwdrobnoustrojowej: (i) mikroczastki enkapsulowane kurkuming (KUR), ktorych
powierzchnia ulegla strukturyzowaniu stosujac syntezowane polielektrolity z funkcja
przeciwdrobnoustrojows, (i) mikroczastki enkapsulowane EOZ za pomoca metody emulgowania
pod normalnym ci$nieniem oraz modyfikowane filmami polielektrolitowymi — (CHIT/ALG)15 lub
(PAH/ALG)1g, (iii) mikroczastki enkapsulowane EOZ za pomoca metody ekstruzji z zelowaniem
jonowym oraz modyfikowane filmami polielektrolitowymi — (CHIT/ALG)s5. Mikronosniki (if)
I (iii) roznity si¢ liczbg i rodzajem powlok polielektrolitowych oraz wiasciwosciami, na ktore
wplynagt sposob ich otrzymywania. Podej$cie (ii) i wykorzystanie metody emulgowania pod
normalnym ci$nieniem pozwolito uzyska¢ czastki o mniejszych rozmiarach (<100 um), natomiast
podejscie (iii) 1 wykorzystanie metody ekstruzji z zelowaniem jonowym umozliwito otrzymanie
wiekszych czastek o rozmiarach powyzej 500 pm.

Pierwszy rodzaj mikronos$nikow z funkcja przeciwdrobnoustrojowg stanowity uktady
enkapsulowane KUR oraz modyfikowane filmami polielektrolitowymi z  funkcja
przeciwdrobnoustrojowa, czyli czwartorzedowymi solami  amoniowymi hydrofobowo
zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego) (polielektrolity a-b, Tabela 4.2). Rdzenie
mikroczastek zbudowane z alginianu sodu otrzymano za pomocg metody emulgowania pod
normalnym ci$nieniem, a nast¢pnie otulano chitozanem (CHIT) lub poli(chlorowodorkiem
alliloaminy) (PAH), jako pierwsza powloka oraz funkcjonalizowano zewnetrzng warstwg
syntezowanego polielektrolitu a-b przy wykorzystaniu techniki LbL jak przedstawiono na Rys.
5.8. Wyniki badan dotyczace omawianych mikrono$nikow umieszczone s3 w opublikowanej

pracy.!4?
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Rys. 5.8. Schemat wytwarzania mikrono$nikéw modyfikowanych polielektrolitami z funkcja
przeciwdrobnoustrojowa: (A) synteza rdzeni polimerowych enkapsulowanych kurkuming
metoda emulgowania pod normalnym ci$nieniem; (B) funkcjonalizacja rdzenia warstwa

polielektrolitowa o funkcji przeciwdrobnoustrojowej technikg LbL.

Sktad oraz charakterystyke wytworzonych mikrono$nikéw z funkcja przeciwdrobnoustrojowa
przedstawiono w Tabeli 5.11. wraz z ich oznaczeniami - 6a-6d oraz 7a-7d. W celu wyznaczenia
rozmiar6w otrzymanych mikrokapsut wykorzystano mikroskopi¢ optyczna, uzyskujac wartosci
srednicy badanych mikrono$nikow w granicach 46-60 um. Uktady 6a-6d charakteryzowaly si¢
nieco mniejszym rozmiarem niz uktady 7a-7d, co moze by¢ zwigzane ze stabszym odziatywaniem
grup karboksylowych ALG z grupami aminowymi CHIT, podczas jego osadzania na powierzchni
czastek.*2 Podobne zjawisko zauwazono przy badaniu mikroczastek hydrozelowych opisanych w
Rozdziale 5.2.1. Poréwnujac ze sobg wszystkie funkcjonalizowane mikrono$niki mozna
whioskowac, ze rodzaj zewnetrznej powtoki funkcjonalnej nie miat duzego wptywu na $rednice
mikrokapsul ze wzgledu na zblizone wartosci rozmiaréw badanych uktadow. Analiza wartosci
wspotczynnika PDI wskazuje, ze wszystkie otrzymane uktady sa monodyspersyjne, gdyz warto$ci
PDI sg znacznie mniejsze niz 1.

Wydajno$¢ enkapsulacji  (EE) kurkuminy w otrzymanych funkcjonalizowanych
mikrono$nikach miescita si¢ w granicach 45%-56% (Tabela 5.11). Nizsze wartosci wydajno$ci
enkapsulacji mogty by¢ skutkiem wigkszej porowatosci zewngtrznej warstwy funkcjonalnej,
zbudowanej z polielektrolitu o wysokiej hydrofobowosci, szczegdlnie w przypadku uktadow 6¢
I 7¢c. Otrzymane wartos$ci wydajnosci enkapsulacji kurkuminy w funkcjonalizowanych kapsutach

sg zadowalajace 1 zblizone do wartosci otrzymanych dla mikroczastek zawierajacych kurkumine,
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ktore nie byly modyfikowane powlokami (dane w Rozdziale 5.2.1). Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze strukturyzowanie powierzchni mikrono$nikoéw za pomocg polielektrolitow
przeciwdrobnoustrojowych nie powoduje spadku skuteczno$ci enkapsulacji substancji aktywne;j.
Przestrzen zatadunkowa (LC) kurkuminy w otrzymanych mikrokapsutach wynosita miedzy 20%-
25% (Tabela 5.11).

Morfologi¢ otrzymanych mikrono$nikow badano z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej. Zgodnie z danymi w Tabeli 5.12, wickszo$¢ syntezowanych mikrono$nikéw miata
ksztatt sferyczny, a wiec modyfikacja powierzchni czgstek nie spowodowata istotnych zmian w
ich ksztalcie. W zalezno$ci od zewngtrznej warstwy funkcjonalnej morfologia powierzchni
otrzymanych czastek byla zréznicowana. W przypadku ukladow 6a-6d, mikronosniki
funkcjonalizowane polielektrolitami o dtuzszej dtugosci tancucha hydrofobowego (systemy 6¢
i 6d) mialy bardziej porowatg i chropowatg struktur¢ w poréwnaniu do mikroczastek
modyfikowanych polielektrolitami z krotszymi tancuchami alkilowymi (uktady 6a i 6b). Roznice
te moga wynika¢ z hydrofobowosci warstw polielektrolitowych i szybkos$ci parowania wody
zawartej w tych warstwach.*? Z kolei w przypadku systemow 7a-7d, zjawisko to bylo mniej
widoczne 1 powierzchnia tych no$nikéw miata podobng strukture dla kazdego badanego uktadu.
Niemniej jednak mozna stwierdzi¢, ze rodzaj oraz wlasciwosci polielektrolitow, tworzacych
powtoki mikrokapsul, sa czynnikami wptywajacymi na morfologi¢ powierzchni otrzymanych
mikroczastek hydrozelowych.

Potencjal zeta (C) polielektrolitow, ktorymi funkcjonalizowano rdzenie polimerowe zostat
okreslony na  powierzchni  ptytek  miki, na  ktorych  adsorbowano  filmy
PDADMAC/ALG/(CHIT/a-d) oraz PDADMAC/ALG/(PAH/a-d). PDADMAC stuzyt jako
warstwa ,.kotwiczaca”, umozliwiajaca osadzanie warstw polielektrolitowych, ktére okreslaty
rdzen mikrono$nikow - ALG oraz funkcjonalne powtoki — (CHIT/a-d) lub (PAH/a-d). Na Rys.
7.10 w zatacznikach pracy przedstawiono wykresy ukazujace charakterystyczne zmiany
potencjatow zeta filmoéw polielektrolitowych w zalezno$ci od rodzaju osadzanych warstw.
Wartosci { uzyskane dla miki (-47 mV) oraz PDADMAC (+33 mV) potwierdzaja wcze$niej
otrzymane wyniki (Rozdzial 5.2.1), ktére s3 w korelacji z doniesieniami literaturowymi.'’®
Wartosci £ filmow polielektrolitowych (ALG/CHIT/a-d) zmieniaty si¢ miedzy -31 mV a +10 mV,
natomiast wartosci { warstw polielektrolitowych (ALG/PAH/a-d) oscylowaty w granicach od -
31 mV do +35 mV. Potencjat zeta filmu, ktory tworzyt PAH, byt wyzszy niz potencjat warstwy
tworzonej przez CHIT. Podobne wartosci potencjatéw zeta powtok polielektrolitowych zostaty
opisane w literaturze.'® Syntezowane struktury przeciwdrobnoustrojowe (a-d) tworzyly warstwy
0 potencjale zeta w granicach od -30 mV do -21 mV w zaleznosci od rodzaju polielektrolitu,
nizszym niz wartos$ci { filmu alginianowego. Widoczne na wykresach (Rys. 7.10) zmiany
potencjalow zeta badanych powlok wskazujg, ze wszystkie polielektrolity zostaty skutecznie

zaadsorbowane na powierzchni ptytki miki.
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Tabela 5.11. Charakterystyka wielowarstwowych mikroczastek hydrozelowych o funkcjonalnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.

S::ts;jvnnc;a Rdzen Filmy polielektrolitowe Skrot System Srednica [pm] PDI EE [%] LC [%]
METODA EMULGOWANIA POD NORMALNYM CISNIENIEM ORAZ WARSTWA-PO-WARSTWIE
(CHIT/a") KUR (CHIT/a") 6a 46,248 0,011 483123 21,510
(CHIT/b") KUR (CHIT/b") 6b 50,946,0 0,014 53,9429 24,1413
(CHIT/CY) KUR (CHIT/C") 6c 50,044 0,008 48,743,0  21,7+13
KUR (CHIT/d") KUR (CHIT/d") 6d 48,1+5,1 0,011 55,4+1,7 24,708
(PAH/a") KUR (PAH/a") 7a 57,244.0 0,005 53,8432 24,014
(PAH/b") KUR (PAH/b") 7b 56,9463 0,012 45,819 20,5:0,9
(PAH/C) KUR (PAH/C") 7c 59,5+5,7 0,009 44.6+1,1 19,9+0,5
ALG (PAH/A") KUR (PAH/d") 7d 58,046,2 0,011 56,2427 25,1412
- EOZ 8a 30,6+3,5 0,022 73,5+1,2 29,4+0,5
CHIT EOZ (CHIT) 8b 32,9+4,1 0,016 71,5421 27,6+1,1
(CHIT/ALG) EOZ (CHIT/ALG) 8¢ 34,7+4.6 0,018 72,0434 28,8+2,0
EOZ (CHIT/ALG)1s EOZ (CHIT/ALG)15 8d 39,3+4,0 0,010 68,942,5 27,308
PAH EOZ (PAH) 8e 38,5+5,2 0,011 71,1+2.4 28,4+1,5
(PAH/ALG) EOZ (PAH/ALG) 8f 43,8445 0,007 70,7419 20,0+2.3
(PAH/ALG)1 5 EOZ (PAH/ALG)15 8¢ 44,2457 0,009 70,430 28,2416
METODA EKSTRUZJI Z ZELOWANIEM JONOWYM ORAZ WARSTWA-PO-WARSTWIE
- EOZ 9a 643+58 0,008 55,9432 58,3+2,4
CHIT EOZ (CHIT) 9b 718 £62 0,007 57,1£3,0 58,8+2,7
(CHIT/ALG) EOZ (CHIT/ALG) 9c 109678 0,005 57,3433 58,9+1,9
o7 ALG (CHIT/ALG)1s EOZ (CHIT/ALG)15 9d 1064+91 0,007 57,0441 58,8+3,0
(CHIT/ALG), EOZ (CHIT/ALG); 9e 1126474 0,004 58,842,8 59,5+1,6
(CHIT/ALG)q25 EOZ (CHIT/ALG)25 of 99385 0,007 58,143 59,2+1,3
(CHIT/ALG)s EOZ (CHIT/ALG)s 9g 113288 0,006 56,8+6,2 58,7422
(CHIT/ALG)ss EOZ (CHIT/ALG)ss 9h 111892 0,007 60,2+8,0 60,13 3

*a-d: czwartorzedowe sole amoniowe hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego) (Tabela 4.2)
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Tabela 5.12. Zdj¢cia mikroczastek hydrozelowych o funkcjonalnosci przeciwdrobnoustrojowej zobrazowane za pomocg skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM).

SYSTEM
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Mikronosniki funkcjonalizowane polielektrolitami z funkcjg przeciwdrobnoustrojowg zostaty
poddane analizie FTIR, ktora potwierdzita enkapsulacj¢ kurkuminy oraz adsorpcje
polielektrolitéw na powierzchni mikroczastek. Charakterystyczne sygnaty §wiadczace o obecnosci
grup funkcyjnych w strukturach zwigzkow tworzacych badane mikrono$niki, zostaty
zidentyfikowane na widmach FTIR przedstawionych na Rys. 7.21. w zalacznikach niniejszej
dysertacji. Widma FTIR analizowanych mikroczastek potwierdzity enkapsulacje KUR w rdzeniu
polimerowym poprzez obecnosé pikow przy 3500 cm™?, ktore pochodza od grup hydroksylowych
oraz sygnatéw w obszarze 1629-1635 cm™ odpowiadajacym wiazaniu w grupach karbonylowych
(-C=0) kurkuminy.?® Piki miedzy 1575 cm® — 1610 cm™ przypisywane sa drganiom
rozciggajacym wiazania C=C pierécienia aromatycznego, sygnaly w zakresie 1130 cm™-1160 cm-
! pochodzg od wigzan C-O-C, pasma przy 1500 cm? odpowiadajg drganiom rozciagajacym
wigzania C-C W pierscieniu aromatycznym, a piki miedzy 700 cm™ a 900 cm™ przypisuje sie
wigzaniu C-H w strukturze kurkuminy. Co wigcej, widma FTIR potwierdzity obecnos¢ typowych
dla ALG sygnalow w przedziale 3100-3400 cm™ przypisywanych grupom O-H oraz pikow przy
1628 cm™ i 1603 cm™, ktére pochodza odpowiednio od asymetrycznych i symetrycznych drgan
rozciagajacych grup karboksylowych.'’® Ponadto, analiza FTIR potwierdzita, ze polielektrolity
takie jak CHIT, PAH oraz syntezowane PAA-C(0O)O-(CHz)n-N*(CHa)s(m) zostaty osadzone na
powierzchni mikroczastek. Sygnal, odpowiadajacy drganiom zginajacym wigzania N-H w
czasteczce CHIT i PAH, zostat zidentyfikowany przy 1540-1550 cm™.214215 pikij widoczne przy
1460-1490 cm! przypisane sa drganiom rozciggajacym C-N obecnym w strukturze CHIT i PAA-
C(0)O-(CH2)n-N*(CHs)3(m), natomiast sygnaty przy 1340-1350 cm™ pochodzg od wigzan C-N w
czasteczce PAH. Pasma w zakresie 2830-2970 cm™ s3 wynikiem drgan rozciagajacych wigzan C-
H obecnych w tancuchach alkilowych syntezowanych polielektrolitow (PAA-C(O)O-(CH2)n-
N*(CHs)s(m)). Co wiecej, sygnaty w obszarze 1660-1680 cm™ odpowiadaja wigzaniom C=0
grupy amidowej, ktora potwierdza tworzenie oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy grupa
aminowa CHIT lub PAH, a grupa karboksylowa ALG i PAA-C(0)O-(CHz)a-N*(CHs)s(m).1#2

Podsumowujac charakterystyke mikronosnikéw dekorowanych polielektrolitami z funkcja
przeciwdrobnoustrojowg mozna stwierdzi¢, ze uktady 6a-6d, 7a oraz 7d wykazaly najlepsze
parametry fizykochemiczne i spetniajg okreslone wczesniej kryteria oceny produktu, do ktorych
nalezaty rozmiar czgstek migdzy 1-1000 um, polidyspersyjnos¢ ponizej 1, wydajno$¢ enkapsulacji
powyzej 50% oraz przestrzen zatadunkowa powyzej 15%.

Drugi rodzaj mikronos$nikéow z funkcja przeciwdrobnoustrojowg stanowily mikroczastki
enkapsulowane ekstraktem 2z owocow zZurawiny, jako substancja o wlasciwosciach
bakteriobojczych, oraz modyfikowane filmami polielektrolitowymi. Rdzenie no$nikéw tworzone
z alginianu sodu zostaly otrzymane za pomoca metody emulgowania pod normalnym cisnieniem

jak pokazano na Rys. 5.9.A. Nast¢pnie rdzenie zawierajgce ekstrakt z owocOw zurawiny otulano
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powlokami takimi jak chitozan lub poli(chlorowodorek alliloaminy) oraz alginian sodu stosujac
technike LbL jak przedstawiono na Rys. 5.9.B.

Sktad i1 charakterystyka otrzymanych mikronos$nikéw zawierajgcych substancje o funkcji
przeciwdrobnoustrojowej zostaly przedstawione w Tabeli 5.11, a omawiane uktady oznaczono
symbolami 8a-8g. Analiza rozmiaru badanych mikroczastek wykazata, ze $rednica
mikrono$nikow wahata si¢ w granicach 30-44 pum (Tabela 5.11). Najmniejsze rozmiary miaty
rdzenie polimerowe, ktorych powierzchnia nie byta modyfikowana filmami polielektrolitowymi.
Mikrokapsuty, ktorych warstwe polikationowag stanowit CHIT (uktady 8b-8d) okazaly si¢ by¢
mniejsze niz mikrokapsuly powlekane PAH, jako powloka polikationowa (uklady 8e-8Q).
Podobny trend wykazywaly mikrono$niki omawiane w Rozdziale 5.2.1. Ponadto, mozna
zauwazyC, ze osadzanie kolejnych warstw polielektrolitow spowodowato wzrost wielkosci
mikroczastek. Uzyskane wyniki utrzymuja dotychczas wysunigty wniosek, iz rodzaj oraz liczba
powlok maja wplyw na rozmiar mikrono$nikow hydrozelowych. Wartosci indeksow
polidyspersyjnosci otrzymanych mikroczastek wskazaly, ze wszystkie uktady sa jednorodne pod

wzgledem rozmiaru (PDI <<1).
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Rys. 5.9. Schemat wytwarzania mikrono$nikow enkapsulowanych substancja o funkcji
przeciwdrobnoustrojowej: (A) synteza rdzenia polimerowego enkapsulowanego ekstraktem z
owocOw zurawiny metodg emulgowania pod normalnym ci$nieniem; (B) modyfikacja rdzenia

filmami polielektrolitowymi technika LbL.

Wydajnos¢ enkapsulacji (EE) ekstraktu z owocdéw zurawiny w otrzymanych mikronosnikach
oscylowala w granicach 69%-74% (Tabela 5.11). Najwyzszy stopien enkapsulacji mozna

zaobserwowac¢ dla rdzeni alginianowych (uktad 8a). Roznice w wydajnosci enkapsulacji
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substancji aktywnej miedzy rdzeniem polimerowym, a mikrokapsutami otulonymi filmami
polielektrolitowymi (8b-8g) sa niewielkie i mieszczg si¢ w granicach bledu. Osadzanie
polielektrolitow na powierzchni mikroczgstek hydrozelowych nie wplyngto na spadek stopnia
enkapsulacji. Przestrzen zatadunkowa (LC) ekstraktu z owocow zurawiny w wytwarzanych
mikronos$nikach wynosita miedzy 27%-30% (Tabela 5.11).

Morfologi¢ oraz ksztalt otrzymanych ukladow badano z wykorzystaniem skaningowej
mikroskopii elektronowej. Wszystkie mikrono$niki miaty ksztatt sferyczny jak wida¢ na zdjeciach
SEM w Tabeli 5.12. Morfologia powierzchni czastek byla zréznicowana. Rdzen polimerowy
enkapsulowany ekstraktem z owocoéw zurawiny miat bardziej jednorodng struktur¢ w poréwnaniu
do pozostalych kapsul. Mikrono$niki otulone CHIT miaty chropowata i niejednorodng
powierzchnig, z kolei mikroczastki otulone PAH charakteryzowaty si¢ porowata strukturg. Wyniki
te wskazuja, ze rodzaj powtoki polielektrolitowej ma wpltyw na morfologie mikroczastek hydroze-
lowych, co udowodniono we wczesniejszych rozdziatach pracy (Rozdzial 5.2.1 i Rozdziat 5.3.1).

Zastosowanie techniki FTIR pozwolito potwierdzi¢ enkapsulacj¢ ekstraktu z owocoéw
zurawiny w mikroczastkach hydrozelowych, a takze osadzenie si¢ polielektrolitow na powierzchni
nos$nikow. Otrzymane widma FTIR badanych ukladéw zostaly pokazane na Rys. 7.22 w
zalacznikach tej pracy. Dzigki obecnosci charakterystycznych sygnalow zidentyfikowano grupy
funkcyjne typowe dla zwigzkow takich jak kwasy fenolowe, flawanole, flawonole czy antocyjany,
ktore s3 obecne w ekstrakcie z owocow zurawiny. Piki w zakresie 3050 - 3550 cm™ odpowiadaja
grupom O-H, sygnaty miedzy 2850 — 2970 cm™ pochodza od wigzan C-H, pasmo przy 1740 cm™
przypisane jest grupie C=0, piki w obszarze 1410 — 1430 cm™ zwigzane s3 z drganiami
rozciagajacymi wiazania C=C, natomiast sygnaty od 865 cm™ do 890 cm™ odpowiadaja wigzaniu
glikozydowemu.?62" Analiza widm FTIR potwierdzita rowniez adsorpcje polielektrolitow takich
jak ALG, CHIT oraz PAH poprzez obecno$é¢ sygnatéw znajdujacych sie przy 1590 cm™
pochodzacych od grup karboksylowych ALG, pikéw przy 1380 cm™ przypisanych do wigzania
C-N struktury CHIT i PAH oraz pasm w zakresie 2840-2960 cm™, ktore odpowiadajg drganiom
rozciggajacym wigzan C-H tancuchow alkilowych zaréwno ALG, CHIT jak i PAH.

Powyzsza analiza mikrono$nikow enkapsulowanych ekstraktem z owocow zurawiny
wykazala, ze wszystkie badane uktady 8a-8g charakteryzuja si¢ wysoce korzystnymi parametrami
fizykochemicznymi i spetniajg okreslone wczeéniej kryteria oceny produktu obejmujace rozmiar
czastek migdzy 1-1000 um, warto$¢ indeksu polidyspersyjnosci ponizej 1, wydajnos$¢ enkapsulacji
powyzej 50% oraz przestrzen zatadunkowa powyzej 15%.

Trzeci rodzaj mikrono$nikow z funkcja przeciwdrobnoustrojowa stanowity mikroczastki
enkapsulowane ekstraktem z owocow zurawiny oraz modyfikowane filmami polisacharydowymi.
Alginian sodu tworzyl rdzen no$nikdw, ktory zostaly otrzymany metoda ekstruzji z zelowaniem

jonowym jak pokazano na Rys. 5.10.A. W kolejnym etapie rdzenie polimerowe enkapsulowane
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ekstraktem z owocoOw zurawiny otulano filmami polielektrolitowymi stanowigcymi chitozan

i alginian sodu za pomoca technike LbL jak przedstawiono na Rys. 5.10.B.

A E 90 min
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+EKSTRAKT Z ° o >
OWOCOW ZURAWINY
MIKROCZASTKI
EKSTRUZIA —— | C
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B (CHIT) (CHIT/ALG)  (CHIT/ALG),;  (CHIT/ALG (CHIT/ALG), 5 (CHIT/ALG), (CHIT/ALG), 5

~ ~ &
—_— —\
CHIT ALG
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ENKAPSULOWANY
EKSTRA!(TEM Z OWoCcow
ZURAWINY
Rys. 5.10. Schemat wytwarzania mikrono$nikéw enkapsulowanych substancja o funkcji
przeciwdrobnoustrojowej: (A) synteza rdzenia polimerowego enkapsulowanego ekstraktem z
owocOow zurawiny metoda ekstruzji z zelowaniem jonowym; (B) modyfikacja rdzenia filmami

polielektrolitowymi technika LbL.

Oznaczenia, sklad 1 charakterystyke otrzymanych mikroczastek z  substancja
przeciwbakteryjng przedstawiono w Tabeli 5.11. Rozmiar badanych uktadow (9a-9h) miescit si¢
migdzy 640-1130 pm w zaleznos$ci od liczby powtok. Rdzenie alginianowe charakteryzowaly si¢
najmniejszg wielko$cia, a nakladanie powlok polisacharydowych na jego powierzchnig
powodowato wzrost Srednicy czastek. Co ciekawe, mikrokapsuty, ktorych zewnetrzng warstwe
stanowil ALG (uktady 9c, 9e, 9g), byly wieksze niz mikrokapsuty otulone jedng wigcej warstwa,
ktora stanowit CHIT (odpowiednio uklady 9d, 9f, 9h). Roznice te mogg by zwigzane z
czeSciowym uprotonowaniem grup karboksylowych ALG podczas osadzania warstwy CHIT w
srodowisku kwasnym I zmniejszeniem si¢ rozmiarow no$nika. Warto$¢ wspotczynnika PDI dla
wszystkich mikroczastek byta mniejsza niz 1, co $wiadczy o jednorodnosci wytworzonych
uktadow. Wyniki tych badan sa zawarte w opublikowanym artykule.}*

Wydajnos$¢ enkapsulacji (EE) ekstraktu z owocéw zurawiny w otrzymanych mikronosnikach
oscylowata w granicach 56%-60% (Tabela 5.11). Zblizone wartoSci stopnia enkapsulacji
substancji aktywnej w badanych uktadach potwierdzaja, ze strukturyzowanie powierzchni
mikrono$nikéw wieloma filmami polisacharydowymi nie powoduje spadku wydajnosci
enkapsulacji. Przestrzen zatadunkowa (LC) ekstraktu z owocdéw zurawiny w otrzymanych
mikrono$nikach wynosita miedzy 58%-60% (Tabela 5.11).

Morfologig i ksztalt wytwarzanych mikroczastek badano za pomoca skaningowej mikroskopii
elektronowej, a wyniki tej analizy przedstawiono na zdj¢ciach w Tabeli 5.12. Badane uktady miaty
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ksztatt sferyczny badz zblizony do elipsy. Wigkszos¢ mikrono$nikéw miata porowata,
nieregularng i chropowatg powierzchnie, za wyjatkiem mikrokapsut z jedng warstwa CHIT (uktad
Ob), ktorych struktura byla bardziej jednorodna. Ponadto, zauwazono, ze nieregularno$c
powierzchni mikroczastek wzrasta wraz ze wzrostem liczby osadzanych powlok
polisacharydowych, co moze by¢ efektem kurczenia si¢ wysoce uwodnionych filméw
polielektrolitowych.}*® Analiza ta dowodzi, ze nie tylko rodzaj, ale takze liczba powlok
otulajagcych mikrokapsuty hydrozelowe wptywa na morfologi¢ powierzchni mikronosnikéw.

Analiza FTIR potwierdzita enkapsulacje ekstraktu z owocow zurawiny w mikrono$nikach
oraz adsorpcj¢ ALG i CHIT na powierzchni mikroczastek. Sygnaly §wiadczace o obecnosci
substancji, ktére wchodza w sklad badanego ekstraktu (np. polifenole, kwasy fenolowe,
flawonole) zostaty odnalezione na otrzymanych widmach FTIR przedstawionych na Rys. 7.23 w
zalacznikach niniejszej rozprawy. Pasma znajdujace sie w obszarze miedzy 2200 — 2900 cm™
odpowiadaja asymetrycznym drganiom rozciggajacym wigzan C-H, piki przy 1410 cm™ pochodza
od wigzania C=C, a sygnaly przy 880 cm™ przypisane s wigzaniom glikozydowym.*321® Widma
FTIR potwierdzily obecno$¢ powlok polielektrolitowych - ALG i1 CHIT dzigki identyfikacji
sygnalow przy 1520 cm™ odpowiadajacych wiazaniom C-N struktury CHIT, pikow przy 1600 cm
! pochodzacych od grup karboksylowych w czgsteczce ALG oraz sygnatéw miedzy 1030-1060
cmt, ktére przypisane sa wigzaniu C-O znajdujacemu sie w strukturze obu polisacharydow.

Podsumowujac powyzsza charakterystyke mikroczastek enkapsulowanych ekstraktem z
owocOw zurawiny mozna stwierdzi¢, ze najkorzystnie parametry majg uktady 9a, 9b i 9f z uwagi
na fakt, ze spetniaja wyznaczone Kryteria: rozmiar czastek migdzy 1-1000 um, polidyspersyjnos¢
ponizej 1, wydajnos¢ enkapsulacji powyzej 50% oraz przestrzen zatadunkowa powyzej 15%.
Natomiast pozostate systemy (9c, 9d, 9e, 9g, 9h) réwniez mozna zaliczy¢ do efektywnych
mikrono$nikéw ze wzgledu na akceptowalng wydajnos¢ enkapsulacji 1 wysoka przestrzen
zatadunkowa.

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie dlugoterminowej stabilnosci wszystkich
otrzymanych mikrono$nikéw hydrozelowych zawierajacych funkcje przeciwdrobnoustrojowa. W
tym celu porownano parametry fizykochemiczne mikroczastek takie jak wielko$¢ nosnikow
i wydajnos$¢ enkapsulacji substancji aktywnej bezposrednio po procesie tworzenia czastek oraz po
12-miesigcznym okresie ich przechowywania, a wyniki tej analizy zaprezentowano na Rys. 7.13
w zalacznikach pracy. Zaréwno warto$ci $rednicy mikrono$nikow jak i wartosci stopnia
enkapsulacji zwigzkow aktywnych zmierzone po czasie 12 m-cy sg zblizone do wartosci
otrzymanych bezposrednio po syntezie czastek. Dla wigkszo$ci badanych mikrono$nikow réznice
warto$ci parametrow fizykochemicznych okreslonych poczatkowo oraz po 12 m-cach miescity si¢
w granicach btedu. Otrzymane rezultaty wskazuja, ze analizowane mikrono$niki o funkcji

przeciwdrobnoustrojowej tworzg wysoce stabilne uktady mimo dlugotrwatego czasu ich
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przechowywania. Uzyskanie systemow o tak dobrej stabilno$ci daje mozliwo$¢ ich wykorzystania

w terapiach przeciwdrobnoustrojowych.

5.4.3. Kinetyka adsorpcji i wlasciwosci wiskoelastyczne filméw polielektrolitowych

W celu zbadania kinetyki adsorpcji oraz wtasciwosci lepkosprezystych tworzonych powtok
polielektrolitowych, monitorowano proces osadzania polielektrolitow na powierzchni krysztatu
kwarcu z wykorzystaniem mikrowagi kwarcowej z kontrola dyssypacji energii (QCM-D). Aby
odtworzy¢ proces tworzenia mikroczastek hydrozelowych o funkcji przeciwdrobnoustrojowe;,
pierwszy zaadsorbowany film tworzyta polietylenoimina (PEI), jako warstwa kotwiczaca,
nastepnie osadzano alginian sodu (ALG) z odpowiednig substancjg aktywng (KUR lub EOZ),
ktory odzwierciedlal rdzen mikronosnikow. ALG usieciowano chlorkiem wapnia, a na jego
powierzchni¢ adsorbowano naprzemiennie polielektrolit kationowy - chitozan (CHIT) lub
poli(chlorowodorek alliloaminy) (PAH) oraz polielektrolit anionowy - ALG lub PAA-C(O)O-
(CH2)n-N*(CH3)3(m), aby odtworzy¢ proces wytwarzania mikrokapsut polimerowych. W
zaleznosci od typu mikrono$nikow, osadzano r6zng liczbg powtok, ktore miaty réznorodny sktad.
Rodzaje tworzonych warstw polielektrolitowych przedstawiono na Rys. 5.11 i Rys. 5.12, ktére
prezentuja wykresy zmiany czestotliwosci rezonansowej (Af) i dyssypacji energii (AD) w czasie
adsorpcji badanych powtok. Widoczny na wykresach spadek czgstotliwo$ci oznacza skuteczng
adsorpcje polielektrolitow na powierzchni elektrody, natomiast wzrost czestotliwosci wigze si¢ z
desorpcja czasteczek polielektrolitu. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze wszystkie badane
polielektrolity skutecznie zaadsorbowaty si¢ na krysztale kwarcu. Ponadto, zmiany dyssypacji
energii, ktore mowig o wlasciwosciach wiskoelastycznych powlok, wskazuja na utworzenie si¢
filmow o roéznej sprezystosci w zaleznosci od rodzaju warstwy. Ogolnie, spadek dyssypacji energii
ponizej wartosci 1x10° Hz $wiadczy o utworzeniu twardego i sztywnego filmu, a wzrost
dyssypacji powyzej tej warto$ci oznacza osadzenie sie miekkiej i wiskoelastycznej warstwy.14®

Wykresy pokazane na Rys. 5.11 przedstawiaja zmiany czestotliwosci drgan i dyssypacji
krysztatu podczas adsorpcji filméw polielektrolitowych, ktorych ostatnia warstwa ma funkcje
przeciwdrobnoustrojowa (polielektrolity a-d), co odzwierciedla proces wytwarzania mikrokapsut
6a-6d oraz 7a-7d. Z omawianych wykresow wynika, ze po usieciowaniu warstwa KUR/ALG
mimo niskich wartoéci dyssypacji (2x10® Hz) tworzy migkkie filmy ze wzgledu na widoczne
zmiany w rozpraszaniu energii kazdego nadtonu, co jest zgodne z wykresami otrzymanymi w
Rozdziale 5.2.2. Osadzanie zarowno warstwy CHIT jak i PAH prowadzito do wzrostu dyssypacji
energii oraz spadku czgstotliwosci drgan. Jednak adsorpcja filmu z CHIT powodowata wiekszy
spadek czestotliwosci niz warstwa Z PAH, co moze $wiadczy¢ o wigkszym przyro$cie masy filmu
podczas osadzania CHIT. Co ciekawe, w czasie adsorpcji polielektrolitow z funkcja
przeciwdrobnoustrojowa (PAA-C(O)O-(CH2)a-N*(CH3)3(m)) mozna obserwowaé zardéwno

spadek czestotliwosci, jak 1 dyssypacji energii, Swiadczacy o powstaniu sztywnej warstwy. Moze
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to by¢ zwigzane z powstaniem zjawiska tzw. ,,stiffening effect”, czyli utwardzaniem catego filmu
wielowarstwowego, a w konsekwencji utworzeniu cienkiej i twardej konstrukcji.?!® Badacz Notley
1 zespot opublikowali pracg, w ktérej zaobserwowali podobne zjawisko podczas tworzenia
wielowarstwowych powtok zbudowanych z PAH i PAA .28

Wykresy ukazane na Rys. 5.12 opisuja zmiany czestotliwosci drgan i dyssypacji krysztatu w
czasie adsorpcji filmow polielektrolitowych na hydrozelowym rdzeniu zawierajacym ekstrakt z
owocow zurawiny. Analiza wykazata, ze warstwa EOZ/ALG po usieciowaniu tworzy migkkie
filmy, natomiast naktadane na nig filmy charakteryzowaty si¢ r6zng sprezystoscig zaleznie od
rodzaju powtoki. W przypadku warstw PAH/ALG/PAH mozna wnioskowac¢, ze zarowno PAH jak
1 usieciowany ALG tworza mato elastyczne filmy ze wzgledu na brak widocznego rozpraszania
energii dla poszczeg6lnych nadtonow. Z kolei analizujac wlasciwosci lepkosprezyste warstw
(CHIT/ALG)35 zauwazono, ze CHIT tworzy twardsze i sztywniejsze filmy niz ALG, ale w
poroéwnaniu do warstw zbudowanych z PAH i ALG, filmy (CHIT/ALG)35 sg bardziej migkkie ze
wzgledu na wyzsze warto$ci dyssypacji oraz wigksze roznice rozpraszania energii mig¢dzy
poszczegdlnymi nadtonami. Powodem tych réznic moze by¢ wigksza hydrofilowo$¢ struktury
CHIT w poréownaniu do PAH. Otrzymane wyniki dowodza, iz rodzaj polimeru tworzacego
powloki ma wplyw na wlasciwos$ci wiskoelastyczne catego filmu polielektrolitowego.

Analiza QCM-D umozliwita okreslenie parametréw fizykochemicznych badanych filméw
polielektrolitowych takich jak grubo$é¢, masa i lepko$¢, a wyniki tych badan zostaty przedstawione
w Tabeli 5.13. Analiza grubosci oraz masy powtlok, ktorych ostatnia warstwa petni funkcje
przeciwdrobnoustrojowa, wykazata, ze adsorpcja polielektrolitu a-d na powierzchni CHIT lub
PAH przyczynia si¢ do wzrostu grubosci filmu. To spostrzezenie potwierdza istnienie odziatywan
elektrostatycznych miedzy syntezowanym polielektrolitem anionowym a polielektrolitem
kationowym. Co wigcej, warstwy, w ktorych polielektrolity a-d osadzano na CHIT
(ALG/(CHIT/a-d)) byty cienisze niz filmy, w ktorych polielektrolity a-d osadzano na PAH
(ALG/(PAH/a-d)). Grubos¢ i masa zewngtrznej warstwy funkcjonalnej byta zalezna od struktury
adsorbowanego polielektrolitu a-d. Niezaleznie od warstwy kationowej, poli(kwas akrylowy)
funkcjonalizowany tancuchem alkilowym -(CH2)12- (polielektrolit c), tworzyt najgrubsze filmy -
23,6 nm dla ALG/(CHIT/c) oraz 33,3 nm dla ALG/(PAH/c). Z kolei najciensze warstwy powstaty
podczas osadzania poli(kwasu akrylowego) funkcjonalizowanego tancuchem alkilowym -(CH2)s-
(polielektrolit a) — 16,3 nm dla ALG/(CHIT/a) oraz 21,9 nm dla ALG/(PAH/a). Réznice te moga
wynika¢ z wielkoSci mas czgsteczkowych syntezowanych struktur. Lepkos¢ kazdego filmu
zakonczonego zewnetrzng warstwa funkcjonalng byta wieksza niz lepkosé filmu z polikationem
(CHIT lub PAH). Lepkos¢ warstw ALG/(CHIT/a-d) wynosita miedzy 4,1-8,3 g/ms?, natomiast
lepkos¢ filmow ALG/(PAH/a-d) miescila sic w zakresie 4,9 — 9,2 g/ms?. Natomiast, wartosci

modutu sprezystosci sg zdecydowanie wyzsze dla warstw ALG/(PAH/a-d) niz dla warstw
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warstwa ma funkcje przeciwdrobnoustrojowa, zmierzone przy uzyciu mikrowagi kwarcowej z kontrolg dyssypacji energii.
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zawierajacym ekstrakt z owocOw zurawiny, zmierzone przy uzyciu mikrowagi kwarcowej z kontrolg dyssypacji energii.
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ALG/(CHIT/a-d). Oznacza to, ze struktury, w ktorych zewngtrzne powloki funkcjonalne
stanowiace polielektrolity a-d zostaty osadzone na PAH, tworzyly twardsze i bardziej zwarte
uktady niz struktury, w ktorych warstwa funkcjonalna byta zaadsorbowana na CHIT. Co wigcej,
otrzymane wyniki potwierdzaja, iz adsorpcja syntezowanych polielektrolitow a-d na warstwe
polikationowa, szczegodlnie na warstwe PAH, przyczynia si¢ do powstania zjawiska ,,stiffening
effect”, co jest zgodne z otrzymanymi wykresami dyssypacji energii na Rys. 5.11.

Elipsometria spektroskopowa pozwolita na pomiar grubosci ,suchych” warstw
polielektrolitowych, a uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 5.13. Podobnie jak w przypadku
analizy QCM-D, adsorpcja polielektrolitu a-d na warstwie CHIT lub PAH spowodowata wzrost
grubosci  filmu. Warstwy, ktorych zewnetrzng powloke tworzy poli(kwas akrylowy)
modyfikowany tancuchem alkilowym -(CHa)e- (polielektrolit a i b), sa grubsze w porownaniu do
warstw, ktorych zewngtrzna powloka zbudowana jest z poli(kwasu akrylowego)
funkcjonalizowanego tancuchem alkilowym -(CHz)12- (polielektrolit ¢ i d), niezaleznie od rodzaju
filmu polikationowego. Wyniki te mogg by¢ efektem stabszego uwodnienia syntezowanych
polielektrolitow zawierajacych bardziej hydrofobowe tancuchy boczne.'#?

Wyniki analizy QCM-D dotyczace grubosci i masy filmow polielektrolitowych, osadzonych
na hydrozelowym rdzeniu zatadowanym ekstraktem z owocoéw zurawiny pokazaty, ze niezaleznie
od struktury nakladanych warstw, grubos$¢ filméw wzrasta wraz z kolejng tworzona powtoka
(Tabela 5.13). Film EOZ/ALG/(PAH/ALG)15 byt cienszy (12,8 nm) niz film
EOZ/ALG/(CHIT/ALG)15 (15,2 nm). Porownujac grubosci powtok, jakie tworzy ALG i PAH,
mozna zauwazy¢, ze niezaleznie od liczby natozonych warstw, polielektrolity te tworzg filmy o
zblizonej grubosci. Wyniki te sa w korelacji z analizowanymi wykresami czgstotliwosci drgan
(Rys. 5.11), ktore wskazujg na podobng mas¢ zaadsorbowanego PAH i ALG. Natomiast film
EOZ/ALG/(CHIT/ALG)35s miat grubos¢ 19,1 nm i w przypadku tego rodzaju powtok CHIT
tworzyl grubsze warstwy niz ALG, niezaleznie od liczby osadzonych filmow. Rezultat ten
potwierdzajg rowniez otrzymane wykresy zmiany czestotliwosci drgan krysztalu (Rys. 5.11),
$wiadczace o skuteczniejszej adsorpcje CHIT w poréwnaniu z ALG na powierzchni elektrody.
Podobne zjawisko zaobserwowano podczas badania filmow polisacharydowych opisanych w
Rozdziale 5.2.2. Analizujac wartosci masy zaadsorbowanych warstw polielektrolitowych mozna
zauwazy¢, ze wzrost liczby osadzanych powtok przyczynia si¢ do przyrostu masy wielowarstwy
(Tabela 5.13). Masa otrzymanego filmu EOZ/ALG/(PAH/ALG)15 wynosila 1,3 pg/cm?, z kolei
masa filmu EOZ/ALG/(CHIT/ALG)s5 byta wicksza i wynosita 1,9 pg/cm? Ponadto, analiza
lepkosci 1 modulu sprgzystosci tworzonych filméw wykazata, ze w przypadku powlok
EOZ/ALG/(PAH/ALG)15 wartosci badanych parametrow rosty wraz z kolejng adsorbowang
warstwa, co $wiadczy o utwardzaniu si¢ filmow polielektrolitowych w wyniku adsorpcji PAH. Z
kolei, w przypadku filméw EOZ/ALG/(CHIT/ALG)35, warto$ci lepkosci warstw chitozanowych
byly mniejsze niz lepkosci warstw alginianowych, natomiast warto$ci modutu sprezystosci
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powlok chitozanowych byly wyzsze w pordwnaniu do powtok alginianowych. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze ALG tworzy powtoki o lepszych wiasciwosciach wiskoelastycznych niz CHIT, co
jest w korelacji z rezultatami omowionymi w Rozdziale 5.2.2 oraz Rozdziale 5.3.2.

Tabela 5.13. Charakterystyka filmow polielektrolitowych analizowanych za pomoca mikrowagi
kwarcowej oraz elipsometrii.

Mikrowaga kwarcowa Elipsometria
Substancja Filmy Modul
aktywna polielektrolitowe Grubos¢ Masa2 Lepkozéc’ spreiystosci Grubos¢
[nm]  [pg/em?]  [g/ms?] (MPa] [nm]
ALG/(CHIT) 15,3433 1,5+0,2 2,9+1,5 456,5+6,3 3,9+0,1
ALG/(CHIT/a" 16,3+1,3  1,6+0,1 6,9+2,3 62,8+4,6 9,6+1,0
ALG/(CHIT/b") 18,1427 16404 4,110 77,5+3,8 14,1+1,4
ALG/(CHIT/c") 23,6+3,8 2,3+0,6 8,3+2,4 81,3+5,4 5,3+0,4
ALG/(CHIT/d") 17,7+1,3 1,7+0,2 6,9+1,7 106,4+7,1 4,9+0,6
KUR ALG/(PAH) 16,8427 1,7+0,4 2,429 133,9+5,1 4,7+0,2
ALG/(PAH/a") 21,9423 2,2+0,8 4,9+1,7 155,6+4,7 12,7+0,9
ALG/(PAH/b") 27,1+1,3 2,7+0,1 9,242,2 252,8+6,1 12,4+0,8
ALG/(PAH/c") 33,3+2,0 3,3+0,2 7,2+1,9 231,5+3,9 5,2+0,7
ALG/(PAH/d") 22,1+1,5  2,2+0,9 8,6+1,6 262,4+4,6 5,2+0,5
ALG 10,4422 1,0+0,1 3,5+2,4 39,4+3,2 1,8+0,2
ALG/PAH 11,1+1,3 1,1+0,1 2,513 46,1+£2,7 5,6+0.4
ALG/(PAH/ALG) 11,9+1,5 1,2+0,1 4,8+1,9 95,7+2,9 6,3+0,5
ALG/(PAH/ALG);5 12,8+1,2 1,302  5,0+2,1 97,9+4,0 7,4+0.,9
ALG/CHIT 124+27  1,2+0,5 23+1,7  105,7+53 2,0£0,4
EOZ ALG/(CHIT/ALG) 13,4+2,6 1,3+0,2 2,8+1,5 44,0+3,8 1,9+0,3
ALG/(CHIT/ALG)1s 15,2+2,1 1,5+0.4 2,5+1,8 112,6+4,6 1,8+0,3
ALG/(CHIT/ALG), 15,4+22 1,5+0,3 3,4+1,9 86,5+3,2 2,2+0,2
ALG/(CHIT/ALG),5s 17,0+1,4 1,7+0,2 2,5+2.4 123,4+5,1 3,9+0,6
ALG/(CHIT/ALG);  17,7+1,3 1,8+0,2 4,3+£2,1 63,1+4,2 2,2+0,3
ALG/(CHIT/ALG)3s 19,1+1,0 1,9+0,1 2,8+1,6 118,2+3,9 2,1+0.2

“a-d: czwartorzedowe sole amoniowe hydrofobowo zmodyfikowanego poli(kwasu akrylowego)
(Tabela 4.2)

Grubos¢ ,,suchych” filmow polielektrolitowych adsorbowanych na rdzeniu zawierajgcym
ekstrakt z owocow zurawiny zbadano za pomoca elipsometrii spektroskopowej, a otrzymane
wyniki porownano z analiza QCM-D (Tabela 5.13). Grubo$¢ filméw wyznaczona

elipsometrycznie okazatla si¢ kilkakrotnie mniejsza od grubosci tych samych warstw okreslonych
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za pomocg mikrowagi kwarcowej. Rdéznice te sa zwigzane z wigkszym stopniem uwodnienia
polielektrolitow, ktore sg osadzane na krysztale kwarcu podczas prowadzenia eksperymentow
QCM-D. Wyniki te s3 zgodne z badaniami innych naukowcow.82!° Pomiary elipsometryczne
warstw  EOZ/ALG/ (PAH/ALG)15 dowodzg, iz grubos¢ filméw rosnie wraz z liczbg
adsorbowanych powtok polielektrolitowych. Natomiast, analizujac wyniki dotyczace filmu
EOZ/ALG/(CHIT/ALG)35 mozna zaobserwowa¢ nieregularng zalezno$¢ miedzy gruboscia
warstw, a liczbg osadzanych powlok. Moze by¢ to efekt zmiany pH $rodowiska, w ktérym
budowane byty wielowarstwowe filmy polisacharydowe. pH zmieniato si¢ od 2,0 dla roztworu
chitozanu, przez 5,6 dla roztworu alginianu, az do ok. 7,0 dla roztworu chlorku wapnia, jako Srodka

sieciujacego.*?

5.4.4. Wlasciwosci mechaniczne mikroczastek

Odporno$¢ mechaniczna mikrono$nikow jest jednym z istotnych parametréw podczas
projektowania mikrokapsutek dostarczajacych substancje biologicznie czynne. Zewngtrzne
powtoki otulajace mikroczastki majg szczeg6lnie wazny wpltyw na skuteczne doprowadzanie
enkapsulowanych zwigzkéw do miejsc chorobo zmienionych. Odpowiednia wytrzymatosé
powlok zabezpiecza mikronos$niki przed ich przedwczesnym pekaniem, a co za tym idzie
niepozadanym uwolnieniem substancji aktywnej. Mikroczastki sg czg¢sto narazone na dziatanie sit
zewngtrznych podczas wieloetapowego procesu ich wytwarzania, przechowywania, pakowania
badz dystrybucji. Z uwagi na to, odpowiednie wlasciwosci mechaniczne mikrokapsut
polimerowych sa niezbedne, aby otrzymac¢ trwate uklady przeznaczone do kontrolowanego
dostarczania zwiazkow aktywnych.?2922L W niniejszej pracy dla wykazania tej cennej wtasciwosci
uzytkowej mikrono$nikdéw, przywotano i omowiono najwazniejsze wyniki badan dotyczace
wlasciwo$ci mechanicznych otrzymanych mikroczastek, ktore zostalty wykonane przez dr inz.
Sebastiana Balickiego i szczegdtowo opisane wraz z metodologia badawcza we wspodlnie
opublikowanym artykule.4

Wiasciwosci mechaniczne mikrokapsul hydrozelowych enkapsulowanych ekstraktem z
owocow zurawiny i modyfikowanych powtokami polisacharydowymi zbudowanymi z CHIT
i ALG (uktady 9a-9h) okreslono za pomocg testu na odpornos¢ na $ciskanie statyczne poprzez
wyznaczenie maksymalnej sity potrzebnej do mechanicznego rozerwania/pgknigcia mikroczastek.
Z przeprowadzonych badan wynika, ze wytrzymato$¢ mechaniczna otrzymanych mikroczastek
zalezala od zewngetrznej warstwy polielektrolitowej. Zarowno mikrokapsutki otulone filmem ALG
jak 1 rdzenie alginianowe wykazaly wiekszg odporno$¢ mechaniczng w porownaniu do
mikrokapsutek powlekanych CHIT.}* Réznice migdzy whasciwosciami mechanicznymi powtoki
alginianowej, a powtoki chitozanowej moga wynika¢ z bardziej hydrofilowej struktury ALG

1 wyzszej zawarto$ci wody, ktora przyczynia si¢ do wigkszej sprezystosci tworzonej warstwy. Z
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kolei nizszy stopnien uwodnienia CHIT powoduje powstanie twardej i kruchej powloki
0 mniejszej wytrzymatosci mechanicznej. Wyniki te sg zgodne z przeprowadzong wczesniej
analizag QCM-D, ktora potwierdzita, ze ALG tworzy bardziej lepkosprezyste filmy niz CHIT. Co
wiecej, otrzymane rezultaty pokrywajg si¢ z wynikami innych prac badawczych opisujacych
czastki chitozanowe jako uktady o stabej odporno$ci mechanicznej.????* Przeprowadzona analiza
dowodzi, iz wlasciwosci mechaniczne mikrono$nikow moga by¢ kontrolowane poprzez dobor
sktadu zewnetrznej powloki polielektrolitowej, co moze mieé istotne znaczenie w produkciji,
transporcie, sposobie przechowywania i1 wykorzystania wielowarstwowych mikrono$nikow
hydrozelowych. Opisane wyzej wyniki sg szczegétowo omoéwione w opublikowanej pracy i dla
celow kompleksowej charakterystyki otrzymanych mikrono$nikdéw sg przytoczone w niniejszym

paragrafie.*3

5.4.5. Uwalnianie substancji aktywnych z mikronos$nikow

W leczeniu raka pegcherza moczowego istotne jest doprowadzanie obok substancji
chemoterapeutycznych, substancji o wlasciwosciach bakteriobdjczych, ktore beda utrzymywac
prawidtowag rownowage mikroflory uktadu moczowego i zapobiegaé narastajagcym infekcjom
bakteryjnym. Im dhuzej stezenie zwigzku przeciwdrobnoustrojowego bedzie utrzymywac si¢ w
pecherzu moczowym, tym dluzsza bedzie ochrona tego narzadu przed pojawiajacymi si¢
patogenami. Dlatego, pozadanym efektem jest dtugi czas uwalniania substancji bakteriobodjczej z
mikronosnikow w $srodowisku pecherza moczowego. W celu okreSlenia przydatnoSci
zaprojektowanych mikroczastek z funkcjg przeciwdrobnoustrojowa jako skutecznych nosnikow
lekow, zbadano ich zdolno$¢ do uwalniania substancji enkapsulowanych. Profile uwalniania
zwiazkow aktywnych (KUR lub EOZ) z otrzymanych mikroczastek hydrozelowych zostaty
przedstawione na Rys. 5.13. Dla kazdego badanego uktadu wyznaczono parametr to;s, czyli czas
polowicznego uwalniania substancji enkapsulowanej (Rys. 5.13), aby ocenic i poréwnaé szybkos¢
uwalniania KUR lub EOZ z utworzonych mikrono$nikoéw w warunkach symulujacych srodowisko
pecherza moczowego. Otrzymane krzywe uwalniania mialy rézne profile w zaleznosci od rodzaju
zwigzku aktywnego, struktury nosnika oraz metody wytwarzania rdzenia polimerowego. Dla
uktadow 6a-6d, 7a-7d oraz 9a-9h dobrano modele matematyczne, ktore zostaty szczegdtowo
opisane przez dr inz. Marte Tsirigotis-Maniecka we wspolnie opublikowanych artykutach 142143
ale te wyniki nie sg cze$cig omawianych badan.

Profile uwalniania KUR z mikrokapsutek modyfikowanych polielektrolitami z funkcja
przeciwdrobnoustrojowa (polielektrolity a — d) zostaty przedstawione na Rys. 5.13.A. Badania
wykazaty, ze funkcjonalizowane mikronos$niki, ktorych pierwsza powtoke stanowit CHIT (uktady
6a-6d) szybciej uwalniaty KUR niz mikrono$niki zbudowane z PAH, jako pierwszej warstwy

(uktady 7a-7d). Wyniki te moga by¢ zwigzane z gruboscig tworzonych powtok. Jak wykazata
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Rys. 5.13. Profile uwalniania substancji aktywnych z otrzymanych mikrono$nikow

hydrozelowych z funkcja przeciwdrobnoustrojowa: (A) mikroczastki enkapsulowane kurkuming

(uktady 6a-6d i 7a-7d), (B) mikroczastki enkapsulowane ekstraktem z owocoOw zurawiny za

pomocg metody emulgowania pod normalnym ci$nieniem (uktady 8a-8g) (C) mikroczastki

enkapsulowane ekstraktem z owocéw zurawiny za pomocg metody ekstruzji z zelowaniem

jonowym oraz wyznaczone czasy potowicznego uwalniania (uktady 9a-9h).

analiza QCM-D, filmy, w ktorych funkcjonalizowane polielektrolity a-d osadzano na CHIT

(ALG/(CHIT/a-d)) byty ciensze niz filmy, w ktorych polielektrolity te osadzano na PAH
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(ALG/(PAH/a-d)). Poréwnujac zdolno$¢ uwalniania wszystkich funkcjonalizowanych
mikroczastek zaobserwowano, ze niezaleznie od pierwszej powtoki polikationowej (CHIT lub
PAH), kapsutki, ktorych zewnetrzng warstwe stanowity polielektrolity ¢ i d (uktady 6¢, 6d, 7c, 7d)
charakteryzowaly si¢ krotszym czasem uwalniania KUR niz kapsutki otulone zewnetrzng powtoka
polielektrolitu a i b (uktady 6a, 6b, 7a, 7b). W przypadku no$nikow 6a-6d efekt ten byt bardziej
widoczny w porownaniu do czastek 7a-7d. Szybko$¢ uwalniania KUR byla najwyzsza dla
uktadéw 6¢ (tos = 44 min) i 6d (tos5 = 47 min), natomiast KUR byta najwolniej uwalniana z
uktadow 7a (tos = 238 min) i 7b (to5 = 252 min). Na podstawie tych wynikow mozna stwierdzic,
ze polielektrolity ¢ i d tworza bardziej hydrofobowe powltoki o wigkszej kompatybilnosci z
kurkuming, ktéra chetniej gromadzi si¢ w zewngtrznej warstwie polielektrolitowej podczas
procesu tworzenia mikrokapsutek i w wyniku tego moze zosta¢ szybciej uwolniona. Natomiast
polielektrolity a i b mozliwe, ze tworzg bardziej zwarte i gesciej upakowane warstwy, ktore
utrudniajg uwalnianie KUR z mikrokapsutek.'%? Z przeprowadzonych badan wynika, ze struktura
syntezowanego polielektrolitu z funkcja przeciwdrobnoustrojowa, ktéry stanowi zewnetrzng
powloke funkcjonalng mikrono$nikow wplywa na szybko$¢ uwalniania substancji
enkapsulowanej z uktadu. Wyniki tej analizy wskazuja, ze projektujac polielektrolity o rdznej
strukturze, ktore tworza wielowarstwowe filmy otulajace mikroczastki hydrozelowe, mozna
kontrolowa¢ czas uwalniania zwigzkéw aktywnych z mikrokapsutek polimerowych. Biorac pod
uwage okreslone wczesniej kryterium oceny produktu jakim jest polowiczny czas uwalniania
KUR z mikrono$nikow (tos5 < 120 min), mozna powiedzie¢, ze uktady 6¢c 1 6d s3
najskuteczniejszymi mikroczgstkami spetniajagcymi dang ceche uzytkowa.

Krzywe uwalniania ekstraktu z owocoéw zurawiny z mikrono$nikéw otrzymanych metoda
emulgowania pod normalnym ci$nieniem (uktady 8a-8g) zostaty przedstawione na Rys. 5.13.B.
Badania wykazaty, Ze rdzenie polimerowe (uklad 8a) szybciej uwalniaty EOZ w poréwnaniu do
mikrokapsutek modyfikowanych filmami takimi jak CHIT i ALG (uktady 8b- 8d) oraz PAH
1 ALG (uktady 8e-8g). Co wigcej, po czasie 240 min rdzenie alginianowe uwolnity wiekszg ilos¢
enkapsulowanej substancji (90 %) niz pozostate uktady, ktore uwolnity 41-78 % EOZ. Ponadto,
poréwnujac zdolno$¢ do uwalniania wszystkich mikronosnikow modyfikowanych powtokami
polielektrolitowymi zauwazono, ze mikrokapsutki, ktorych powtoki stanowity CHIT i ALG
(uktady 8b-8d) zdecydowanie wolniej uwalnialy EOZ niz mikroczastki otulane PAH 1 ALG
(uktady 8e-8g). Ten sam trend zaobserwowano podczas badania szybkosci uwalniania zwigzkow
chemoterapeutycznych z mikrokapsutek hydrozelowych, ktore zostaty opisane w Rozdziale 5.2.3.
Uktady 8d i 89 charakteryzowaly si¢ najdtuzszym czasem potowicznego uwalniania (to5 = 255
min dla uktadu 8d, tos = 111 min dla uktadu 8g). Roznice w szybkosci uwalniania EOZ z
mikrokapsut polimerowych moga wynika¢ z grubosci powtok polielektrolitowych badanych za
pomoca analizy QCM-D, ktora potwierdzita, ze warstwy EOZ/ALG/(CHIT/ALG)15 tworza
grubsze powloki w porownaniu do warstw EOZ/ALG/(PAH/ALG)ys (Tabela 5.19). Otrzymane
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wyniki pokrywaja si¢ z badaniami innych naukowcéw, ktorzy udowodnili, ze wihasciwosci
fizykochemiczne np. grubo$¢ powlok polimerowych sg parametrami wplywajgcymi na profil
uwalniania substancji enkapsulowanej.'8°

Wykresy przedstawiajace szybko$¢ uwalniania ekstraktu z owocoéw zurawiny z
wielowarstwowych mikroczastek otrzymanych za pomoca metody ekstruzji z zelowaniem
jonowym (uktady 9a-9h) pokazano na Rys. 5.13.C. Analiza wykazata, ze rdzenie polimerowe
(uktad 9a) szybciej uwalniaty EOZ niz mikrokapsuty (uktady 9b-9h), ktérych powierzchnia ulegta
strukturyzowaniu wykorzystujac polisacharydy CHIT i ALG. Parametr tos dla uktadu 9a wynosit
10 min, z kolei dla uktadow 9b-9h wartosci tos miescity si¢ w granicach 34-161 min. Co wiecej,
zauwazono, ze wzrost liczby warstw polielektrolitowych na powierzchni mikrono$nikow
przyczynia si¢ do znacznego wydtuzenia czasu potowicznego uwalniania substancji aktywnej z
mikrokapsut. Wyniki te sg w korelacji z analiza QCM-D, ktéra dowodzi, ze grubo$¢ powtok
polisacharydowych ro$nie wraz ze wzrostem adsorbowanych warstw, co moze mie¢ wptyw na
wolniejsze uwalnianie EOZ z mikrokapsul. Zalezno$¢ ta zostala réwniez potwierdzona
1 udowodniona podczas analizy filmow polielektrolitowych opisanych w poprzednim akapicie.
Otrzymane rezultaty wskazuja, ze restrukturyzacja powierzchni mi¢dzyfazowej mikrono$nikow
za pomocg wielowarstwowych powlok réznigcych si¢ liczba, strukturg oraz wilasciwosciami
fizykochemicznymi pozwala kontrolowa¢ szybko$¢ uwalniania zwigzku enkapsulowanego z
mikrokapsut o okreslonej funkcjonalnosci.

Na podstawie powyzszej analizy mozna stwierdzié¢, ze uktady 8b-8d oraz 9f-9h spehniajg
okreslone kryterium oceny produktu jakim jest czas potowicznego uwalniania EOZ z

mikrono$nikow to5>120 min.

5.5. Wstepna ocena biologiczna nano- i mikrono$nikéw

Ocena biologiczna nosnikow lekow jest niezwykle istotna ze wzgledu na to, ze pozwala
okresli¢ mozliwosci zastosowan otrzymanych struktur w terapiach przeciwnowotworowych.
Cytotoksycznos¢ jest jedng z najwazniejszych cech kazdego nosnika o znaczeniu terapeutycznym,
ktora umozliwia efektywne dzialanie substancji aktywnej w miejscu zmienionym chorobowo. W
przypadku leczenia przeciwnowotworowego, cytotoksycznos¢ nosnikéw zawierajgcych zwigzek
biologicznie czynny powinna powodowaé jak najnizsza przezywalno$¢ komorek rakowych.
Badania aktywnos$ci cytotoksycznej in vitro nie zastepujg badan in vivo, ale pozwalajg ustali¢
potencjalny mechanizm oddziatywania miedzy no$nikami, a komérkami, a co za tym idzie okresli¢
dalszy kierunek badan.

Obecnie rak pecherza moczowego jest drugim co do czgstoSci wystgpowania typem
nowotworu w urologii oraz znajduje si¢ w pierwszej dziesigtce najczestszych nowotworéw. Dane

statystyczne podaja, ze rocznie pojawia si¢ okoto 550 000 nowych przypadkéw zachorowan na
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raka pecherza.?® Nowotwor pecherza moczowego klasyfikuje sie w zaleznosci od typu
histologicznego komoérek nowotworowych oraz stadium zaawansowania choroby. Najczesciej
spotykanym typem histologicznym raka pecherza moczowego jest rak przejsciowokomorkowy,
ktory stanowi ponad 90% wszystkich przypadkow, pozostale 10% przypadkéw to rak
ptaskonablonkowy i gruczolakorak. Natomiast biorac pod uwage stopien zaawansowania
nowotworu wyr6znia si¢ rak pecherza nienaciekajgcy mig$niowki tzw. nieinwazyjny guz
brodawczakowaty (stadium 0, stadium 1), rak pecherza naciekajacy mig$niowke (stadium I,
stadium I11) oraz rak pecherza zaawansowany i przerzutowy (stadium 1V).?? Leczenie nowotworu
pecherza moczowego jest zalezne od stopnia zaawansowania Klinicznego i ztosliwosci
histologicznej. Standardowym leczeniem pacjentow z chorobg nienaciekajgcej migsniowki, czyli
w stadiach, gdy guz ograniczony jest do powierzchownej warstwy $ciany pecherza moczowego,
jest miejscowe usunigcie guza metodg chirurgiczng w zabiegu przezcewkowej resekcji guza (ang.
Transurethral Resection of Bladder Tumour, TURBT).?2°2%6 Bezposrednio po TURBT stosuje sie
leczenie uzupetniajace polegajace na dopecherzowym podawaniu lekéw chemioterapeutycznych:
doksorubicyny, epirubicyny oraz mitomycyny C, aby zmniejszy¢ ryzyko wznowy nowotworu.
Niestety guzy brodawczakowate (powierzchowne) charakteryzuja si¢ duzg tendencje do nawrotow
I kolejna terapia TURBT nie daje jednoznacznych efektow wyleczenia, co prowadzi czgsto do
pojawiania si¢ nowotwordw o wyzszym stopniu ztosliwosci. W przypadku raka naciekajacego
migsniowg $ciane pecherza konieczne jest usuniecie catego pgcherza moczowego tzw. radykalna
cystektomia.??’ Przed zabiegiem podaje sie chemioterapic w celu zmniejszenia wielkosci guza,
zniszczenia komorek nowotworowych w przerzutach oraz ograniczenia ryzyka rozprzestrzeniania
si¢ tych komorek do innych cze¢sci ciala. Najczgéciej wykorzystuje si¢ na tym etapie chemioterapig
skojarzong, czyli podawanie kilku lekéw chemioterapeutycznych w réznych kombinacjach
I sekwencjach. Stosowane schematy to potaczenie gemcytabiny i cisplatyny lub potaczenie
metotreksatu, winblastyny, doksorubicyny i cisplatyny. Chociaz opracowano wiele zaawanso-
wanych badan i terapii, efektywnos$¢ obecnego leczenia jest wcigz ograniczona lekoopornoscia
i toksycznos$cia. Dlatego, niezbedne jest prowadzenie dalszych badan nad skutecznymi srodkami
terapeutycznymi oraz nowymi strategiami leczenia raka pecherza moczowego.

W ostatnich latach wielu naukowcow udokumentowato aktywno$¢ przeciwnowotworowa
wielu naturalnie wystepujacych substancji. Wsrod nich KUR, RES i EGCG wykazaly znaczace
dziatanie cytotoksyczne przeciwko komorkom nowotworowym pecherza moczowego, oferujac
tym samym nowe sposoby terapii.??®-?3! Dlatego, w niniejszym rozdziale oceniono przydatno$é
biologiczng otrzymanych uktadéw zawierajacych KUR, RES i EGCG. W celu sprawdzenia
aktywnoS$ci przeciwnowotworowe] nosnikow zbadano ich wplyw na mitochondrialng funkcje
metaboliczng oraz proliferacje ludzkich komorek raka pecherza moczowego II stopnia (linia
komorkowa 5637). Ocena cytotoksycznosci badanych nosnikow zostata wykonana we wspotpracy
z dr inz. Joanng Wezgowiec z Katedry i Zaktadu Stomatologii Doswia-dczalnej (Uniwersytet
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Medyczny we Wroctawiu) oraz §.p. prof. dr hab. Jolantag Saczko z Katedry i Zakladu Biologii
Molekularnej i Komoérkowej (Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu), a autorka tej rozprawy
asystowata w pracach badawczych. Przedstawione wyniki sg przedmiotem publikacji, ktéra
zostanie przestana do czasopisma Journal of Physical Chemistry B.

Wyniki badan dotyczace wlasciwosci cytotoksycznych mikronosnikéw otulonych jedng oraz
trzema filmami polielektrolitowymi przedstawiono na Rys. 5.14 i Rys. 5.15. Natomiast wyniki
dotyczace rdzeni polimerowych zostaly pokazane na Rys. 7.24 w zalacznikach niniejszej pracy.
Aktywnos¢ mitochondrialna komoérek rakowych analizowana za pomocg testu MTT wykazala, ze
puste mikroczastki hydrozelowe nie zmienity znaczaco funkcji metabolicznej linii komodrkowej
raka pecherza moczowego (Rys. 5.14A). Aktywno$¢é mitochondrialna pustych czastek wynosita
95% wzgledem komorek kontrolnych. Z kolei mikronos$niki enkapsulowane substancjami
pochodzenia naturalnego wykazaty dziatanie cytotoksyczne, co potwierdzajg otrzymane dane
przedstawione na wykresie Rys. 5.14 oraz Rys. 7.24. Mikroczastki zawierajace KUR i otulone
powloka polikationowg CHIT (uktad 1b) lub PAH (uktad 1e) powodowaty spadek aktywnosci
mitochondrialnej komorek nowotworowych do 25% i 26%, odpowiednio dla uktadu 1b i le.
Mikrono$niki powlekane trzema filmami polielektrolitowymi (CHIT/ALG)15 (uktad 1d) lub
(PAH/ALG)15 (uktad 1g) réwniez wykazaty korzystne whasciwosci biologiczne hamujac funkcje
mitochondrialng komoérek 5637 do 37% i 34%, odpowiednio dla uktadu 1d i 1g (Rys. 5.14 B).
Natomiast mikroczastki enkapsulowane RES charakteryzowaly si¢ najskuteczniejszym
dziataniem cytotoksycznym, gdyz uklady zawierajace jedng wartwe CHIT (uktad 2b) lub PAH
(uktad 2e) przyczynity si¢ do spadku aktywnos$ci mitochondrialnej komorek do 23% 1 12%,
odpowiednio dla uktadu 2b i 2e. W przypadku no$nikoéw z trzema powtokami polielektrolitowymi
(CHIT/ALG)15 (uktad 2d) lub (PAH/ALG)15 (uktad 2g), aktywnos$¢ mitochondrialna komorek
nowotworowych zostata zahamowana do 27% 1 38% odpowiednio dla uktadu 2d i 2g (Rys. 5.14
C). Z kolei mikroczastki enkapsulowane EGCG wykazaly stabsze dzialanie cytotoksyczne w
poréwnaniu z RES 1 KUR, gdyz uktady z jedng powtoka - CHIT lub PAH - (3b i 3¢) hamowaty
funkcje¢ mitochondrialng komoérek 5637 do 48% i 53%, a uktady z trzema powlokami
polielektrolitowymi (3d-3g) powodowaly spadek aktywnosci mitochondrialnej komoérek do 58-
70% (Rys. 5.14 D). Na podstawie otrzymanych wynikéw badan mozna zauwazy¢, ze niezaleznie
od rodzaju substancji aktywnej, mikronosniki otulone jedng warstwa charakteryzowaly sig
lepszymi wlasciwosciami cytotoksycznymi niz uktady z trzema powlokami. Powodem tych réznic
moze by¢ dluzsze 1 spowolnione uwalnianie zwigzku enkapsulowanego z mikroczastek
powlekanych wigksza liczbg warstw polielektrolitowych. Oceniajgc aktywnos¢ biologicznag rdzeni
polimerowych mikrono$nikdéw mozna zaobserwowac, ze uktady zawierajace KUR (1a), RES (2a)
I EGCG (3a) powodowaty spadek aktywnosci mitochondrialnej komorek 5637 odpowiednio do
25%, 28% 1 27% (Rys. 7.24A). Powyzsza analiza wskazuje, ze mikroczastki enkapsulowane RES
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Rys. 5.14. Aktywno$¢ mitochondrialna komorek nowotworowych linii 5637 po 24 godzinnej inkubacji z pustymi mikroczastkami (A) oraz
mikroczastkami enkapsulowanymi KUR (B), RES (C) i EGCG (D).
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Rys. 5.15. Przezywalno$¢ komorek nowotworowych linii 5637 po 24 godzinnej inkubacji z z pustymi mikroczastkami (A) oraz mikroczastkami
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maja najskuteczniejsze dziatanie cytotoksyczne, a otulanie rdzeni polimerowych polikationami
CHIT i PAH przyczynia si¢ do poprawy ich wlasciwosci przeciwnowotworowych, co moze by¢
zwigzane z unikalnymi cechami zastosowanych polielektrolitow, m.in.,, wysoka
biokompatybilnoscig, wiasciwosciami mukoadhezyjnymi oraz zdolnoscia do zwiekszania
wychwytu komorkowego.

Badania dotyczace przezywalno$ci ludzkich komorek raka pecherza moczowego wykonane
za pomocg testu SRB (Rys. 5.15) potwierdzity wigkszo$¢ zaleznosci zaobserwowanych przy
analizie MTT. Puste mikroczastki hydrozelowe nie wptyngty znaczaco na proliferacje komorek,
gdyz catkowita zawartos¢ biatka wynosita ponad 90% wzgledem komoérek kontrolnych (Rys. 5.15
A). Natomiast mikronos$niki enkapsulowane badanymi zwigzkami wykazaty zwigkszone dziatanie
cytotoksyczne (Rys. 5.15 B-D). W przypadku mikrono$nikow enkapsulowanych KUR
1 powlekanych jedna warstwa polikationowa (uktady 1b i1 le), przezywalno$s¢ komorek 5637
zmniejszyta si¢ do 36% i 45% (Rys. 5.15 B). Mikroczastki powlekane trzema filmami
(CHIT/ALG)1,5 (uktad 1d) lub (PAH/ALG)15 (uktad 1g) hamowaty proliferacj¢ komorek 5637 do
53% i 50%, odpowiednio dla uktadu 1d i 1g. Z kolei mikrono$niki otulone jedna powtoka
polikationowg i zawierajace RES o najwyzszym stezeniu (uktady 2b i 2¢) hamowaty namnazanie
si¢ komorek 5637 do 45% i 49% (Rys. 5.15 C). W przypadku mikroczastek z trzema powtokami
(CHIT/ALG)15 (uktad 2d) Iub (PAH/ALG)15 (uktad 2g), proliferacja komorek nowotworowych
zostata obnizona do 45% i 48% odpowiednio dla uktadu 2d i 2g (Rys. 5.15 C). Podobnie jak w
przypadku testu MTT, mikronosniki enkapsulowane EGCG byly mniej skuteczne w hamowaniu
zywotnosci komorek nowotworowych niz pozostale uktady z KUR i1 RES. Po 24 godzinnej
inkubaciji, mikroczastki EGCG(CHIT), EGCG(CHIT/ALG)15, EGCG(PAH)
i EGCG(PAH/ALG)15 0 najwyzszym stezeniu EGCG powodowaty spadek catkowitej zawartosci
biatka komorek 5637 odpowienio do 52%, 58%, 68% i 53% (Rys. 5.15 D). Pozostate badane
uktady, czyli rdzenie polimerowe enkapsulowane KUR (uktad 1a), RES (uktad 2a) i EGCG (uktad
3a) zmniejszaty przezywalno$¢ komorkowa odpowiednio do 43%, 55% i 39% wzgledem komorek
kontrolnych (Rys. 7.24 B).

Roznice zaobserwowane w cytotoksycznos$ci mikrono$nikow enkapsulowanych badanymi
substancjami czynnymi moga by¢ zalezne od wielkosci czastek, wydajnosci enkapsulacji
zwiagzkow aktywnych oraz ich szybkosci uwalniania. Co wigcej, mozna postawi¢ hipoteze, ze
uktady, ktorych naturalne chemoterapeutyki KUR i RES sg uwalniane w postaci zawieSiny
stabilizowanej przez surfaktant Tween 80, moga skutecznie przenika¢ przez bton¢ komorek
nowotworowych. Natomiast EGCG, ktéry byl uwalniany z mikroczastek niestabilizowanych
surfaktantem, wykazal nizsze dzialanie cytotoksyczne wzgledem komorek 5637.

Whyniki badan odnoszace si¢ do witasciwosci cytotoksycznych wybranych nanono$nikéw
zostaly ukazane na Rys. 5.16, przedstawiajacym aktywnos¢ mitochondrialng komorek
nowotworowych linii 5637, badang testem MTT. Badania wykazaly, ze puste nanoczastki
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hydrozelowe nie przyczynily si¢ znaczaco do zmiany funkcji metabolicznej komorek raka
pecherza moczowego, gdyz aktywnos$¢ mitochondrialna wynosita ponad 90% wzgledem komorek
kontrolnych. Natomiast, nanonos$niki enkapsulowane RES (uklad RES/ALG(CHIT)
I RES/ALG(CHIT/ALG)15) wykazaty skuteczny efekt cytotoksyczny. Nanouktady zawierajace
najwyzsze st¢zenie RES (138 uM) hamowaty funkcje mitochondriow komorek 5637 do 35 %
1 18% odpowiednio dla uktadu RES/ALG(CHIT) i RES/ALG(CHIT/ALG)1,5. Oceniajac dziatanie
przeciwnowotworowe nanoczastek oraz mikroczgstek przy tym samym st¢zeniu RES (138 uM)

m46uM W69UM m92uM 138 uM
100 -
I
80 -
60 L I
40 -
20 -
0

Rys. 5.16. Aktywno$¢ mitochondrialna komérek nowotworowych linii 5637 po 24 godzinnej

Aktywnos¢ mitochondrialna [%]

inkubacji z nanoczastkami enkapsulowanymi RES 1 pustymi nanoczastkami.

mozna zauwazy¢, ze badane nanono$niki powodowaly wigkszy spadek aktywnosci
mitochondrialnej komoérek nowotworowych niz mikrono$niki, co jednocze$nie oznacza lepszy
efekt cytotoksyczny nanoczastek w porownaniu do mikroczastek. Wyniki te moga by¢ zwigzane
ze zjawiskiem EPR, ktore pozwala na swobodne przenikanie i penetracj¢ nanostruktur oraz ich
wzmozong akumulacje w komodrkach rakowych.

Opisane powyze] wilasciwosci cytotoksyczne nanO- 1 mikrono$nikéw hydrozelowych
wskazuja, ze najskuteczniejsze ze wzgledu na whasciwosci biologiczne sg uktady 1a—1g, 2a—2g,
3a,4c_li4c 3 spelniajace okreslone kryterium oceny produktu jakim jest cytotoksycznosé >50%.

Powyzsze wyniki cytotoksyczno$ci nano- oraz mikrono$nikéw hydrozelowych zostaly
poréwnane z aktywnoscig cytotoksyczng wolnych substancji pochodzenia naturalnego - KUR,
RES i EGCG (Rys. 5.17). Analiza wynikow testu MTT pokazala, ze badane polifenole,
rozpuszczone w pozywce hodowli komodrkowej RPMI-1640, nie wykazuja efektu
cytotoksycznego (Rys. 5.17 A), podczas gdy wyniki testu SRB potwierdzity dziatanie
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Rys. 5.17. Aktywno$¢ mitochondrialna komoérek nowotworowych linii 5637 po 24 godzinnej inkubacji z RES, KUR i EGCG rozpuszczonymi w
medium RPMI-1640 (A) lub DMSO (B) oraz przezywalnos¢ komérek nowotworowych linii 5637 z RES, KUR i EGCG rozpuszczonymi w medium
RPMI-1640 (C) lub DMSO (D).
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cytotoksyczne ukltadow zawierajacych RES 1 EGCG (Rys. 5.17 C). Znacznie silniejsza
cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkow mozna zaobserwowaé, gdy najpierw zostaly one
rozpuszczone w DMSO, a nastepnie rozcienczone za pomocg RPMI-1640 (Rys. 5.17 B, D). W
tym przypadku aktywno$¢ mitochondrialna komoérek 5637 spadata do 51%, 4% i 39%
odpowiednio dla RES, KUR i EGCG (Rys. 5.17 B), a proliferacja tych komorek zmniejszyta si¢
do 38%, 18% i 21% odpowiednio dla RES, KUR i EGCG (Rys. 5.17 D), przy ich najwyzszych
stosowanych stezeniach (200 uM).

Réznice w otrzymanych wynikach badan biologicznych $wiadcza o zréznicowaniu
wlasciwosci  farmakologicznych, biochemicznych oraz aktywnosci przeciwnowotworowej
badanych produktéw pochodzenia naturalnego.®® Wczesniejsze badania naukowe udowodnity, ze
RES hamuje proliferacj¢ 1 migracj¢ komorek nowotworowych, a takze wyzwala apoptoze
i powoduje zatrzymanie cyklu komorkowego raka pecherza moczowego.?*? Co ciekawe, badacz
Stocco 1 zesp6t udokumentowali wplyw RES na przezywalno$¢ komorek raka pecherza w
zaleznoéci od stosowanej dawki.?®® Dziatanie przeciwnowotworowe KUR na ludzkie komorki
raka pecherza jest zwigzane ze zwigkszona apoptoza oraz zmniejszong proliferacja 1 migracja
komorek.?3*2% Podobne mechanizmy dzialania wykazujace skuteczng aktywnos¢ biologiczng
zostaly przypisane EGCG.!%® Przeprowadzone badania wskazujg, ze otrzymane mikrono$niki
enkapsulowane KUR, RES i EGCG oraz nanono$niki enkapsulowane RES nie tylko posiadajg
wlasciwosci cytotoksyczne, ale réwniez maja zdolnos¢ do odwracania opornosci ludzkich
komorek raka pecherza moczowego oraz moga wzmacnia¢ dziatanie przeciwnowotworowe
tradycyjnych chemoterapeutykow. Ukazane wyniki wyznaczaja droge do dalszych badan
majacych na celu glebsze wyjasnienie mechanizmoéw dziatania zaprojektowanych uktadow, co
moze mie¢ duzy potencjal biologiczny do zastosowan w chemoterapii przeciwnowotworowe;j.

W ostatnim czasie coraz wigcej pojawiajacych si¢ prac naukowych wskazuje, ze rak pgcherza
moczowego jest silnie zwigzany z drobnoustrojami uropatogennymi. Wiele badan dowodzi, ze
patogenne bakterie, grzyby i wirusy wystepujace w ukladzie moczowym mogg by¢ czynnikiem
sprawczym W progresji guzoéw urologicznych.”® Ponadto, obecno$¢ nadmiernej liczby
uropatogenow przyczynia si¢ do licznych infekcji 1 zakazen drég moczowych. Do najczestszych
mikroorganizéw, ktore powoduja infekcje w pecherzu moczowym naleza: Escherichia coli,
odpowiadajgca nawet za 95% wszystkich zakazen drég moczowych, bakterie z rodziny
Acinetobacter spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Enterobacteriaceae, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophyticus, Pseudomonas aeruginosa, oraz
grzyby z rodziny Candida spp.2"?® Z kolei drobnoustroje wystepujace u pacjentow z
nowotworem pecherza to bakterie z rodziny: Acinetobacter, Enterobacteriaceae,
Corynebacterium, Klebsiella, Enterobacter, Escherichia-Shigella, Pseudomonas, Staphylococcus,
Serratia, Proteus, Schistosoma, Streptococcus, Mycobacterium, Bacteroidetes, Bifidobacterium,
Lactobacillus, Veillonella.?*62% Leczenie tego typu infekcji bakteryjnych polega zazwyczaj na
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stosowaniu antybiotykow lub powszechnych chemioterapeutykéw. Jednak badania dowodza, iz
antybiotyki moga wplywaé¢ na sktad mikroflory uktadu moczowego i zaburza¢ jej naturalng
rownowage, a takze mogg zwicksza¢ postep rozwoju nowotworéw lub negatywnie wptynaé na
leczenie pacjentdéw chorych na raka.?*® Co wiecej, narastajace zjawisko antybiotykoopornosci
sprawia, ze jest duza potrzeba podejmowania nowych i skutecznych interwencji terapeutycznych.
Ze wzgledu na ograniczong liczbe dotychczasowych badan, wazne jest dalsze opracowywanie
sposobow leczenia chordb uktadu moczowego oraz badanie korelacji migdzy uropatogenami w
moczu, a rakiem pegcherza moczowego.

Efektywng strategia w terapiach przeciwdrobnoustrojowych moze by¢ zastosowanie
nos$nikow majacych funkcje przeciwdrobnoustrojows, a powszechng metodg ich wytwarzania jest
enkapsulacja substancji o wlasciwosciach biobdjczych w nosnikach polimerowych lub
restrukturyzacja powierzchni no$nikéw z wykorzystaniem polielektrolitow z funkcja
przeciwdrobnoustrojowa. Do parametrow, ktore wplywaja na aktywno$¢ biologiczna tego typu
uktadow zaliczamy: (i) rodzaj zwiazku enkapsulowanego; (ii) sktad mikrono$nikows; (iii) struktura
polielektrolitéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym; (iv) sktad btony komoérkowej bakterii; (v)
warunki $rodowiska (np. temperatura). W niniejszej pracy zostaly ocenione wilasciwosci
antybakteryjne funkcjonalizowanych polielektrolitow a — d (Tabela 4.2, cz¢$¢ doswiadczalna),
mikroczastek dekorowanych polielektrolitami z funkcjg przeciwdrobnoustrojowa (uktady 6a-6d;
7a-7d) oraz mikroczastek enkapsulowanych ekstraktem z owocow zurawiny (uktady 8a-8f)
przeciwko bakterii Gram-dodatniej Staphylococcus aureus i Gram-ujemnej Serratia marcescens
metoda dyfuzyjno-krazkowa. Wyniki pomiaréw $rednicy stref zahamowania wzrostu bakterii (¢),
zostaly przedstawione w Tabeli 5.14, natomiast zdjecia krazkéw badanych probek pokazano na
Rys. 5.18. Badania te zostaty przeprowadzone we wspotpracy z dr inz. Ewa Zboinskg z Katedry
Chemii Organicznej 1 Medycznej Politechniki Wroclawskiej, a autorka tej rozprawy
wspoétuczestniczyta w pracach badawczych.

Aby prawidlowo oceni¢ wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe funkcjonalizowanych
polielektrolitow a — d, ich aktywno$¢ biologiczna zostala poréwnana do aktywnoS$ci
niemodyfikowanego poli(kwasu akrylowego) (PAA). Analizujac strefy zahamowania wzrostu
bakterii dla badanych probek, w przypadku probki kontrolnej (H20O) nie zaobserwowano
widocznych zmian, natomiast wokot krazka z niemodyfikowanym PAA zanotowano niewielka
strefe inhibicji o $rednicy 9 mm wobec S. aureus. Funkcjonalizacja PAA tancuchem
hydrofobowym zakonczonym czwartorzedowa grupa amoniowa przyczynita si¢ do zwiekszenia
si¢ stref zahamowania wzrostu obydwu szczepow bakterii. Pordéwnujac dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe polielektrolitow a — d zauwazono, ze charakteryzuja si¢ one wyzsza
aktywno$cig w stosunku do S. aureus (¢ = 10-12 mm) niz do S. marcescens (¢ = 7 mm),
niezaleznie od struktury polielektrolitu. Powodem tych réznic moze by¢ wigksza wrazliwosé
bakterii Gram-dodatniej na badane zwiazki a — d. Wyniki te sa zgodne z pracg opublikowang przez

Belbekhouche i wspotautoréw, ktdrzy podczas badania polielekrolitow kationowych réwniez
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Tabela 5.14. Srednice stref zahamowania wzrostu bakterii S. aureus i S. marcescens pod
wplywem dziatania funkcjonalizowanych polielektrolitoéw a - d, mikroczastek
dekorowanych tymi polielektrolitami i mikroczastek enkapsulowanych EOZ.

Badana Srednica strefy zahamowania wzrostu (mm)
probka S. aureus S. marcescens
H20 - -
=
g):l PAA 9+0.8 -
v a 12+0,6 7+0,1
EJ b 12£0,6 7+0,1
QI C 10+0,6 7+0,1
d 11+0,6 7+0,1
aceton 8+0,2 8+0,3
1b 8+0,3 8+0,2
6a 16£1,0 12+0,8
6b 17+0,5 12+0,7
6c 18+0,6 11£0,6
6d 20+0,6 1240,8
le 8+0,4 8+0,4
; 7a 13+0.8 12+0,7
8 7b 1120,6 12+0,8
g 7c 15+£1,0 12+0,6
g 7d 12+0,6 12+0,7
Puste CHIT" 7+0,2 8+0,5
Puste PAH™ 8+0,3 7+0,4
8a 9+0,1 13+0,4
8b 9+0,3 11£2,1
8c 9+0,6 11£1,0
8e 10+£0,9 12+0,2
8f 10+0,7 13+0,5

“ puste mikroczastki otulane CHIT
** puste mikroczastki otulane PAH

zaobserwowali ich wigkszg skuteczno$s¢ wobec bakterii Gram-dodatniej niz bakterii Gram-
ujemnej.”” Zjawisko to moze by¢ zwiazane z roéznica W budowie komoérek bakteryjnych, gdyz
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Gram-ujemne bakterie zawierajg w swojej strukturze dodatkowa zewnetrzng btone komorkowa,
ktérej Gram-dodatnie bakterie nie maja.?*%?*! Ponadto, warto zauwazyé, ze dlugoéé tancucha
hydrofobowego oraz stopien podstawienia ugrupowan kationowych w syntezowanych
polieletrolitach ma wpltyw na ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Funkcjonalizowane
polielektrolity a i b wykazaly wyzsza skutecznos$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec bakterii S.
aureus niz polielektrolity ¢ i d. Powodem tego, ze polielektrolity ¢ i d maja stabsze dziatanie
biologiczne jest obecnos¢ dtuzszych bocznych tancuchéw alkilowych (-C12-) w ich strukturach,
ktéore moga tworzy¢ barier¢ hydrofobowa pomiedzy czwartorzedowa grupa amoniows,
a powierzchnig komorki bakteryjnej. Natomiast, krotsze tancuchy alkilowe (-Ce-) polielektrolitow
a i b sa bardziej ruchome, co moze utatwia¢ oddzialywanie ugrupowan kationowych ze $ciang
komoérkowsa bakterii. Podobny trend spadku aktywno$ci antybakteryjnej wraz ze wzrostem
dtugosci tancucha hydrofobowego zostat zaobserwowany przez innych badaczy.?*? Analizujac
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe mikroczastek dekorowanych polielektrolitami a — d mozna
zaobserwowac wigksze strefy zahamowania wzrostu zarowno Gram-dodatniej jak i Gram-ujemnej
bakterii w porownaniu do stref inhibicji widocznych przy badaniu polielektrolitbw a — d w
roztworach wodnych. Powodem tego moze by¢ rozciaganie si¢ tancuchow funkcjonalizowanych
polielektrolitéw na powierzchni mikroczastek podczas procesu tworzenia zewngtrznej warstwy
funkcjonalnej, co wptywa na wigksza dostgpnos¢ czwartorzedowych grup amoniowych, ktére
moga oddzialywaé z btong komorek bakteryjnych. W ten sposéb polielektrolity a — d stosowane
jako zewnetrzne powloki otulajace mikrono$niki  wykazuja skuteczniejsze dzialanie
przeciwbakteryjne niz bedac w formie natywnej.’*? Badanie funkcjonalizowanych mikrokapsutek
wykazato, ze ich aktywnos$¢ biologiczna réznita si¢ w zaleznosci od rodzaju warstwy
polielektrolitowej. Wykonanie proby kontrolnej (aceton) oraz zbadanie niefunkcjonalizowanych
mikroczastek enkapsulowanych KUR (ukfady 1b i 1e) wykazato pojawienie si¢ niewielkich stref
zahamowania wzrostu bakterii (¢ = 8 mm) w poréwnaniu do stref inhibicji, ktore powstaty podczas
analizy funkcjonalizowanych mikrono$nikow (¢ = 11-20 mm). Wyniki te potwierdzaja fakt, ze
aktywno$¢ przeciwbakteryjna uktadow 6a-6d oraz 7a-7d nie wynika z obecnosci enkapsulowanej
kurkuminy, lecz zaadsorbowanych funkcjonalizowanych polielektrolitow a — d. Badane
mikroczastki  6a-6d oraz  7a-7d  charakteryzowaly = si¢  lepszym  dziataniem
przeciwdrobnoustrojowym wobec S. aureus niz S. marcescens, podobnie jak w przypadku
polielektrolitow a — d. Co ciekawe, w przypadku uktadow 6a-6d, mikrokapsutki dekorowane
polielektrolitami funkcjonalizowanymi dtuzszym tancuchem alkilowym (uktady 6¢ i 6d) miaty
lepsze wilasciwosci antybakteryjne (¢ = 18-20 mm) przeciwko S. aureus niz mikrokapsuiki
dekorowane polielektrolitami z krotszymi tancuchami alkilowymi (uktady 6a i 6b, ¢ = 16-17 mm).
W przypadku uktadoéw 7a-7d, mozna zauwazy¢ podobny efekt, gdyz mikronosniki 7c (¢ = 15 mm)
wykazaly wyzszg aktywno$¢ biologiczng wobec S. aureus niz mikrokapsutki 7a i 7b (¢ = 11-13
mm). Otrzymane wyniki sag w korelacji z wynikami analizy QCM-D oraz badaniami uwalniania
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KUR, ktore wskazuja, ze funkcjonalizowane polielektrolity a i b tworzg bardziej zwarte powtoki
niz polielektrolity ¢ i d, przez co stabsza dostepnos¢ czwartorzedowych ugrupowan amoniowych
moze ogranicza¢ ich oddzialtywania z komorka bakteryjng. Z kolei oceniajac wihasciwosci
przeciwbakteryjne wobec szczepu S. marcescens, badane uktady 6a-6d oraz 7a-7d miaty podobnag
skuteczno$¢ dziatania (¢ = 12 mm). Opisane powyzej rezultaty $wiadcza, ze funkcjonalizowane
mikrokapsuiki, ktorych pierwsza warstwe stanowil CHIT (uktady 6a-6d) silniej hamowaty wzrost
bakterii S. aureus niz funkcjonalizowane mikrokapsufki, ktorych warstwe polikationowg stanowit
PAH (uktady 7a-7d). Skuteczniejsze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe no$nikéw 6a-6d moze
wynikaé z obecnoéci CHIT, ktéry wykazuje udowodniong aktywnos¢ antybakteryjna.?43

Kolejnymi probkami poddanymi ocenie biologicznej byly mikrono$niki enkapsulowane
ekstraktem z owocow zurawiny (uktady 8a-8f). Aby wykluczy¢ wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe  pustych  mikroczastek  alginianowych, zbadano  aktywnosc¢
mikrono$nikow otulonych powloka CHIT (puste CHIT) oraz PAH (puste_PAH). Badania
wykazaly, ze oba uktady przyczynily si¢ do powstania niewielkich stref zahamowania wzrostu (¢
= 7-8 mm) zarowno Gram-dodatniej, jak i Gram-ujemnej bakterii. Natomiast mikroczastki
enkapsulowane ekstraktem z owocoéw zurawiny wykazaly aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Niezaleznie od typu mikrono$nika, badane uktady charakteryzowaty si¢ lepszym dziataniem
przeciwbakteryjnym wobec S. marcescens niz S. aureus. Mikronosniki 8a-8f przyczynity si¢ do
powstania stref zahamowania wzrostu bakterii S. marcescens w granicach 11-13 mm oraz bakterii
S. aureus w granicach 9-10 mm. Réznice w aktywnosci biologicznej badanych uktadow moga
wynikac¢ z lepszych wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych ekstraktu z owocow zurawiny wobec
bakterii Gram-ujemnych. Podobne wyniki badan zaobserwowano w artykule opublikowanym
przez Daoutidou i innych. 67
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Rys. 5.18. Zdj¢cia przedstawiajace strefy zahamowania wzrostu bakterii S. aureus i S. marcescens w wyniku dziatania: PAA, polielektrolitow a — d,
funkcjonalizowanych mikrokapsutek 6a-6d i 7a-7d oraz mikrono$nikéw enkapsulowanych EOZ 8a-8f.
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6. WNIOSKI

Wryniki badan przedstawione w niniejszej dysertacji pozwolily na realizacj¢ celow pracy
zgodnie z zatozeniami. Opracowano metodologi¢ otrzymywania nano- i mikrono$nikow
hydrozelowych o zadanych cechach uzytkowych i okre$lonej funkcjonalno$ci. Na podstawie
przeprowadzonych do$wiadczen wysunigto nastepujgce wnioski:

1. Zaplanowanie przebiegu eksperymentu umozliwitlo zawg¢zenie zakresu badan, dobranie
odpowiednich parametrow procesowych, czyli wielkosci wejSciowych 1 wyjéciowych oraz
uzyskanie produktow o pozadanych cechach funkcjonalnych.

2. Emulgowanie pod normalnym ci$nieniem oraz technika warstwa-po-warstwie (ang. Layer-by-
Layer, LbL) okazaty si¢ by¢ skutecznymi metodami wytwarzania wielowarstwowych
mikrono$nikow  hydrozelowych o  pozadanych  parametrach  fizykochemicznych
1 biologicznych, ktére stanowig kryteria stawiane systemom dostarczania lekow. Procesy te
umozliwity otrzymanie mikrokapsutek otulonych filmami polielektrolitowymi -
(CHIT/ALG)15 i (PAH/ALG)1s oraz enkapsulowanych naturalnymi substancjami
o wlasciwosciach (i) chemoterapeutycznych takimi jak kurkumina (KUR), resweratrol (RES)
i galusan epigallokatechiny (EGCG) oraz (ii) bakteriobojczych takimi jak ekstrakt z owocow
zurawiny (EOZ). Dobor optymalnych parametréw procesowych, czyli wielkos$ci wejsciowych
pozwolit uzyska¢ produkty o zadanych cechach funkcjonalnych, do ktoérych nalezaty rozmiar
w zakresie 1-1000 um, wspotczynnik polidyspersyjnosci (PDI<1), wydajno$¢ enkapsulacji
(EE>50%), przestrzen zatadunkowa (LC>15%), czas potowicznego uwalniania substancji
aktywnej to5<120 min oraz aktywnos$¢ przeciwnowotworowa (cytotoksycznos¢ >50%) badz
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa (strefa zahamowania wzrostu bakterii >8mm).

3. Emulgowanie pod wysokim ci$nieniem oraz technika warstwa-po-warstwie okazaly si¢ by¢
efektywnymi metodami pozwalajagcymi na wytwarzanie wielowarstwowych nanoczastek
hydrozelowych o zadanych parametrach fizykochemicznych 1 biologicznych. Dobor
odpowiednich zmiennych niezaleznych procesu homogenizacji wysokocisnieniowej (HPH)
oraz filtracja membranowa umozliwily wyselekcjonowanie najkorzystniejszych, pod katem
okreslonych wczesniej cech nanonosnikéw, uktadow, ktore ulegly dalszej funkcjonalizacji
otrzymujgc nanoczgstki enkapsulowane substancjg chemoterapeutyczng takg jak RES oraz
otulone wielowarstwowymi filmami polisacharydowymi - (CHIT/ALG)15i (ALG/CHIT)ys.
Proces HPH, filtracja membranowa oraz technika LbL pozwolity otrzymaé¢ nanono$niki
o pozadanych wlasciwosciach funkcjonalnych: rozmiar w zakresie 100-200 nm, wspotczynnik
polidyspersyjnosci (PDI<0,3), wydajnos¢ enkapsulacji (EE>50%), przestrzen zatadunkowa
(LC>15%), czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej tos<120 min oraz
cytotoksyczno$¢ >50%.

4. Sciezka syntetyczna oparta na estryfikacji Steglicha oraz czwartorzedowaniu Stanowi
efektywnag strategie otrzymywania polielektrolitow z funkcja przeciwdrobnoustrojows, umozli-
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wiajgc przeprowadzenie reakcji w tagodnych warunkach 1 z wysoka wydajnoscig. Skutecznos¢
zastosowanej metodologii zostala potwierdzona analitycznie wykorzystujac spektroskopig
magnetycznego rezonansu jadrowego (\H NMR) i spektroskopie w podczerwieni (FTIR).

5. Strukturyzowanie powierzchni migdzyfazowej mikrono$nikow z uzyciem syntezowanych
polielektrolitow z funkcjg przeciwdrobnoustrojowag oraz z wykorzystaniem techniki LbL,
pozwolita na wytwarzanie wielowarstwowych mikroczastek hydrozelowych z funkcja
przeciwdrobnoustrojows. Dobor optymalnych parametréw procesowych pozwolit uzyskac
mikronosniki o zadanych cechach uzytkowych: rozmiar w zakresie 1-1000 um, wspotczynnik
polidyspersyjnosci (PDI<1), wydajno$¢ enkapsulacji (EE>50%), przestrzen zatadunkowa
(LC>15%), czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej to5<120 min oraz aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa (strefa zahamowania wzrostu bakterii >8mm).

6. Technika ekstruzji z zelowaniem jonowym oraz warstwa-po-warstwie okazaty si¢ skutecznymi
metodami otrzymywania wielowarstwowych mikrono$nikow hydrozelowych otulonych
filmami polisacharydowymi oraz enkapsulowanych naturalng substancjg bakteriobojcza jaka
jest ekstrakt z owocoéw zurawiny (EOZ). Procesy te umozliwilty uzyska¢ produkt o okreslonych
parametrach fizykochemicznych: rozmiar w zakresie 1-1000 pm, polidyspersyjnos¢ (PDI<1),
wydajno$¢ enkapsulacji (EE>50%), przestrzen zaladunkowa (LC>15%) oraz czas
potowicznego uwalniania substancji aktywnej to5>120 min.

7. Kompleksowe badania dotyczace rozmiaru oraz morfologii otrzymanych no$nikow
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki dynamicznego rozpraszania §wiatta (ang. dynamic
light scattering, DLS) oraz technik mikroskopowych takich jak skaningowa mikroskopia
elektronowa (ang. scanning electron microscopy, SEM), transmisyjna mikroskopia
elektronowa (ang. transmission electron microscopy, TEM), skaningowa laserowa mikroskopia
konfokalnej (ang. confocal laser scanning microscopy, CLSM) i mikroskopia sit atomowych
(ang. atomic force microscopy, AFM) potwierdzity sferyczny ksztatt i odpowiednie rozmiary
zar6wno nano- jak i mikrono$nikow hydrozelowych.

8. Wyznaczone za pomocg spektroskopii UV-Vis wydajnosci procesu enkapsulacji substancji
aktywnych i ich przestrzen zatadunkowa w badanych nano- i mikroczastkach hydrozelowych
byly zadowalajace oraz zgodne z oczekiwaniami, co jest bardzo istotne dla ich potencjalnych
zastosowan terapeutycznych.

9. Potencjaty zeta ({) otrzymanych filméw polielektrolitowych otulajacych wytworzone
mikronos$niki, oraz potencjaty zeta badanych nanono$nikow $wiadczg o dobrej stabilnosci
koloidalnej otrzymanych uktadow. Badanie dlugoterminowej stabilnosci nano- oraz
mikroczastek potwierdzito uzyskanie stabilnych nosnikow, co pozwala na ich zastosowanie
jako skuteczne systemy dostarczania lekow w terapiach przeciwnowotworowych.

10.  Zastosowanie mikrowagi kwarcowej z kontrolg dyssypacji energii (QCM-D) oraz
elipsometrii spektroskopowej (ES) pozwolito zbada¢ kinetyke adsorpcji oraz wlasciwosci
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wiskoelastyczne  tworzonych  filméw  polielektrolitowych. Przeprowadzona analiza
potwierdzita skuteczne osadzanie si¢ badanych polielektrolitow na krysztale kwarcu oraz
umozliwita ilosciowe okreslenie grubosci, masy i lepkosci utworzonych warstw
polielektrolitowych. Analiza QCM-D i ES udowodnity rowniez wptyw rodzaju, ilosci oraz
struktury adsorbowanych powtok polielektrolitowych na ich wtasciwos$ci fizykochemiczne.

11. Badania dotyczace uwalniania substancji aktywnych z otrzymanych nano- oraz
mikrono$nikoéw hydrozelowych pokazatly, ze rodzaj oraz liczba filméw polielektrolitowych
osadzonych na rdzeniu polimerowych wplywa na szybko$¢ uwalniania zwigzku
enkapsulowanego z badanych ukladow. Zatem mozliwe jest kontrolowanie czasu uwalniania
substancji czynnych z kapsutek hydrozelowych poprzez dobor odpowiednich polielektrolitow
tworzacych zewnetrzne powtoki no$nikoéw jak 1 ich ilo$¢. Zaprojektowanie polielektrolitow
o r6znym stopniu funcjonalizacji i wykorzystanie ich do otulania mikroczastek hydrozelowych
potwierdzito, ze opracowywanie nowych polielektrolitow o rdznej strukturze daje mozliwos¢
kontroli profilu uwalniania leku z mikrokapsutek polimerowych.

12.  Wstepne badania biologiczne in vitro wykazaty, ze otrzymane nanonos$niki enkapsulowane
RES oraz mikronos$niki enkapsulowane KUR, RES i EGCG wykazuja wlasciwosci
cytotoksyczne wzgledem ludzkich komorek raka pecherza moczowego (linie komoérkowe
5637). Wyniki badan wskazujg na zroznicowane wlasciwosci farmakologiczne i biochemiczne
badanych produktow pochodzenia naturalnego. Analiza dowiodta, iz otrzymane no$niki moga
ulepsza¢ dziatanie przeciwnowotworowe tradycyjnych chemoterapeutykow, co moze mie
duzy potencjat biologiczny do zastosowan w terapiach przeciwnowotworowych.

13. Wstepna ocena wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych otrzymanych mikrono$nikéw
hydrozelowych udowodnita, ze zar6wno mikroczastki dekorowane polielektrolitami z funkcja
przeciwdrobnoustrojowa, jak i mikroczastki enkapsulowane ekstraktem z owocoéw zurawiny
wykazujg aktywno$¢ biologiczng przeciwko bakterii Gram-dodatniej Staphylococcus aureus
oraz Gram-ujemnej Serratia marcescens. Badania potwierdzajg, ze opracowane uktady moga
stanowi¢ ochrong przed licznie pojawiajacymi si¢ infekcjami bakteryjnymi oraz zakazeniami

drog moczowych.

Przeprowadzone badania dowodza, ze otrzymane wielowarstwowe nano- oraz mikronosniki
hydrozelowe moga stanowi¢ efektywne systemy dostarczania naturalnych substancji
bioaktywnych. Jednoczesna enkapsulacja zwiazku 0 charakterze chemoterapeutycznym w
mikrono$nikach oraz funkcjonalizacja ich powierzchni za pomoca polielektrolitow z funkcja
przeciwdrobnoustrojowa pozwolita otrzymacé uktady wielofunkcyjne. Wyniki przedtozonej pracy
dowodza, iz skonstruowane nosniki hydrozelowe moga by¢ wykorzystane w zapobieganiu badz
leczeniu raka pgcherza moczowego poprzez dopgcherzowe dostarczanie substancji bioaktywnych
pochodzenia naturalnego w terapii skojarzonej prowadzonej w sposob rownoczesny lub nastepczy.
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8. ZALACZNIKI
Synteza alginianu sodu znaczonego izotiocyjanianem fluoresceiny (ALGFiTc)

500 mg alginianu sodu rozpuszczono w 78 ml roztworu soli fizjologicznej buforowanej
fosforanem (PBS) o pH=7,4. Nastepnie, dodano 28 mg 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimidu (EDC) oraz 31 mg soli sodowej n-hydroksysulfosukcynoimidu (NHS) i mieszano
przez 24 godziny. Po tym czasie dodano fluoresceinaming i mieszano przez kolejne 24 godziny.
Po zakonczeniu reakcji roztwor dializowano wobec wody destylowanej (24 h, MWCO 3500),
1 M NaCl (24 h, MWCO 3500) i ponownie wody destylowanej (24 h, MWCO 3500). Otrzymany
roztwdr znaczonego alginianu wyréwnano do pH=7.,4, a nastepnie liofilizowano przez 3 dni.

Finalny produkt przechowywano w temperaturze -4°C.2*

Eksperymenty wstepne

Na poczatkowym etapie badan przeprowadzono eksperymenty wstgpne pozwalajgce na dobor
odpowiednich parametréw procesowych m.in. stezenie polielektrolitu, stezenie czynnika
sieciujgcego czy czas sieciowania. Wykonano syntezy pustych mikro- i nanono$nikéw, aby zbadac
wplyw poszczegélnych parametréw na stabilno§¢ badZz rozmiar nos$nikéw, a nastgpnie
wyselekcjonowac najkorzystniejszg wartos¢. Otrzymane wyniki zostaty przedstawione ponizej
(okreslenie ,,uktad niestabilny” oznacza degradacj¢ no$nikdw podczas procesu ich wytwarzania,

sieciowania badz oczyszczania).

Stezenie alginianu sodu [%)]
=

niestabilny uktad  stabilny uktad niestabilny ukfad

Stabilno$é mikroczastek

Rys. 7.1. Stabilno$¢ badanych mikroczastek otrzymanych metoda emulgowania pod normalnym

ci$nieniem W zaleznos$ci od stezenia alginianu sodu tworzgcego rdzen nosnikow.

175



Stezenie chlorku wapnia [M]

M stabilny uktad W niestabilny uktad

ikl

KAPSULKA KAPSULKA KAPSULKA
1 POWLOKA PE 2 POWLOKIPE 3 POWLOKI PE

0,6

0,4

0,2

RDZEN
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Rys. 7.2. Stabilnos¢ badanych mikrono$nikow otrzymanych metodg emulgowania pod

normalnym ci$nieniem W zalezno$ci od stezenia chlorku wapnia jako czynnika sieciujacego.
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Rys. 7.3. Stabilno$¢ badanych mikroczastek otrzymanych metoda emulgowania pod normalnym

Stezenie chlorku

wapnia [mM]

cis$nieniem W zaleznosci od ich czasu sieciowania.
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Stabilnosé nanoczastek

Rys. 7.4. Stabilno$¢ nanono$nikéw otrzymanych metodg emulgowania pod wysokim ci$nieniem

w zaleznosci od stezenia chlorku wapnia jako czynnika sieciujacego czastki alginianowe.
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Rys. 7.5. Stabilnos$¢ badanych nanonos$nikéw otrzymanych metoda emulgowania pod wysokim

ci$nieniem W zaleznosci od st¢zenia genipiny jako czynnika sieciujacego czastki chitozanowe.
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Rys. 7.6. Rozmiar badanych mikrono$nikoéw otrzymanych metoda ekstruzji z zelowaniem

jonowym w zaleznosci od stgzenia alginianu sodu.
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Rys. 7.7. Stabilnos¢ badanych mikrono$nikow otrzymanych metoda ekstruzji z zelowaniem

jonowym w zaleznosci od czasu sieciowania czgstek.
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Rys. 7.8. Zaleznos¢ potencjatu zeta filmow polielektrolitowych od liczby zaadsorbowanych
warstw polielektrolitowych: (A) PDADMAC/ALG/(CHIT/ALG)ss,
(B) PDADMAC/ALG/(PAH/ALG)15.
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Rys. 7.9. Zalezno$¢ potencjalu zeta wielowarstwowych nanoczastek polimerowych od rodzaju
zaadsorbowanych powtok polielektrolitowych: (A) ALG/(CHIT/ALG/CHIT),
(B) CHIT/(ALG/CHIT/ALG).
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Rys. 7.10. Zalezno$¢ potencjatu zeta filmow polielektrolitowych od liczby zaadsorbowanych
warstw polielektrolitowych: (A) PDADMAC/ALG/CHIT/a, (B) PDADMAC/ALG/CHIT/b,
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Stabilnos$¢ badanych czastek hydrozelowych
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Rys. 7.11. Stabilno$¢ mikroczastek hydrozelowych zatadowanych KUR (A, D), RES (B, E)
oraz EGCG (C, F) po uptywie 12 miesiecy.
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Rys. 7.12. Stabilno$¢ nanono$nikow hydrozelowych zatadowanych RES po uptywie 1 miesigca:
(A) $rednica nanoczgstek oraz wydajnos¢ enkapsualcji RES (B).
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181



Widma NMR syntezowanych polielektrolitéw przeciwdrobnoustrojowych
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Rys. 7.14. Widma *H NMR (a) PAA-C(0)O-(CH2)12-N*(CHz)3-14%, (b) PAA-C(0)O-(CHz)12-
N*(CHz)3-8%, () PAA-C(0)O-(CH2)s-N*(CHz)3-10% i (d) PAA-C(O)O-(CH2)e-N*(CH3)3-8%.
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Widma FTIR polielektrolitow przeciwdrobnoustrojowych
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Rys. 7.15. Widma FTIR (a) PAA-C(0)O-(CH2)s-N*(CHz)3-8%, (b) PAA-C(0)O-(CHz)s-
N*(CH3)3-10%, (c) PAA-C(0)O-(CH2)12-N*(CHz)3-8% i (d) PAA-C(0)O-(CHz)12-
N*(CHa)s-14%, (€) PAA.

Widma FTIR badanych mikrono$nikéw hydrozelowych

1la
—1b
1c

1d

le

—1f

— o

oY)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200

800 400
Liczba falowa [cm™]

Rys. 7.16. Widma FTIR mikroczastek hydrozelowych enkapsulowanych kurkuming (1a-1g) oraz
widmo wolnej kurkuminy (KUR).
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Rys. 7.17. Widma FTIR mikroczastek hydrozelowych enkapsulowanych resweratrolem (2a-2g)
oraz widmo wolnego resweratrolu (RES).
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Rys. 7.18. Widma FTIR mikroczastek hydrozelowych enkapsulowanych galusanem
epigallokatechiny (3a-3g) oraz widmo wolnego galusanu (EGCG).
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Rys. 7.19. Widma FTIR nanoczastek alginianiowych enkapsulowanych resweratrolem (4c-4c_3)
oraz widmo wolnego resweratrolu (RES).
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Rys. 7.20. Widma FTIR nanoczastek chitozanowych enkapsulowanych resweratrolem (5¢-5¢_3)
oraz widmo wolnego resweratrolu (RES).
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Rys. 7.21. Widma FTIR mikroczastek hydrozelowych enkapsulowanych kurkuming i
modyfikowanych warstwa polielektrolitowa o funkcji przeciwdrobnoustrojowej (6a-6d, 7a-7d)
oraz widmo wolnej kurkuminy (KUR).
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Rys. 7.22. Widma FTIR mikroczastek hydrozelowych enkapsulowanych ekstraktem z owocoéw
zurawiny i otrzymanych metodg templatowania (8a-8g) oraz widmo wolnego ekstraktu z

owocow zurawiny (EOZ).
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Rys. 7.23. Widma FTIR mikroczastek hydrozelowych enkapsulowanych ekstraktem z owocow

zurawiny i otrzymanych metoda ekstruzji z zelowaniem jonowym (9a-9h) oraz widmo wolnego

ekstraktu z owocow zurawiny (EOZ).
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Rys. 7.24. Aktywnos$¢ mitochondrialna (A) oraz przezywalno$¢ (B) komoérek nowotworowych

linii 5637 po 24 godzinnej inkubacji z mikroczastkami enkapsulowanymi KUR (1a), RES (2a)

oraz EGCG (3a).
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