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Rozprawa —doktorska sklada si¢ 2z dwoch glownych czedci:  literaturowej
1 do$wiadczalne;j.

W czgdei literaturowej przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacy teranostyki,
w tym miedzy innymi, omowiono problematyke diagnostyki, w tym obrazowana
molekularnego, zalozenia terapii celowanej, drogi i formy podania leku. Szerzej
przedstawiono stan wiedzy dotyczacy nanoczastek tlenku zelaza, sposobu modyfikacji ich
powierzchni, a takze pochylono si¢ nad zagadnieniami zwigzanymi z uktadami polimerowymi
do zastosowan biomedycznych. Dodatkowo przedstawiono informacje na temat lekow
(kurkuminy i piroksykamu), dla ktérych podjeto prébe syntezy nosnikéw.

Celem badan realizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej bylo otrzymanie
nowych nanoczgstek hybrydowych i polimerowych do zastosowan biomedycznych np.
w terapii celowanej, hipertermii i onkologii. Do tworzenia nanoczgstek wykorzystywano
modyfikowane naturalne polisacharydy (chitozan, hydroksypropyloceluloza i kurdlan), lub
ich sole (algininan sodu). Modyfikacje stosowanych polimeréw polegaty na wprowadzeniu do
naturalnych polisacharydéw grup jonowych lub hydrofobowych.

W pierwszym etapie skoncentrowano si¢ na otrzymaniu i scharakteryzowaniu
nanoczastek hybrydowych na bazie superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
(SPION), potencjalnie przydatnych jako $rodkéw kontrastujacych w obrazowaniu metoda
rezonansu magnetycznego (MRI) wezesnych zmian zapalnych $rodblonka naczyn
krwionos$nych, bedacych pierwszym etapem wielu choréb ukladu krazenia. Zapalenie
srodbtonka przebiega w kilku etapach, do ktérych zalicza sie migdzy innymi oslabienie
wazoprotekeyjnej produkeji NO, zwigkszong ekspresje czgsteczek adhezyjnych, namnazanie
monocytow, ich réznicowanie w makrofagi i dalsze procesy prowadzace do zapalenia naczyn
krwionosnych i zakrzepicy. Istotng role w tych procesach odgrywa zwiekszona ekspresja
takich molekut adhezyjnych jak VCAM-1 i P-selektyna. Ich obecno$é¢ obserwuje sig, na
powierzchni komorek s$rédblonka naczyniowego, w obszarach ze zmianami zapalnymi
prowadzacymi do miazdzycy tetnic bgdgcej wynikiem nagromadzenia makrofagéw w ich
blonach wewngtrznych. W badaniach prowadzonych w ramach niniejszej pracy, oba te biatka
potraktowano jako markery chorobowe. Podj¢to zatem prébe sfunkcjonalizowania
powierzchni SPION przeciwcialami: anty-P-selektyna oraz anty-VCAM-1, aby uzyskaé¢ nowy
srodek kontrastowy do MRI, skuteczny w diagnostyce wezesnego zapalenia $rodblonka.
Pomiar MRI wydaje si¢ by¢ obiecujgcg technika, do diagnozowania zmian $rédblonka na
bardzo wczesnym etapie, poniewaz umozliwia nicinwazyjne obrazowanie narzadow

wewngetrznych i odréznienie zdrowych od chorych struktur molekularnych na poziomie
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komérkowym. Niestety zwykle obrazowanie wymaga zastosowania $rodka kontrastowego.
Obecnie, w tym celu uzywa sie komplekséw gadolinu. W odroznieniu od gadolinowych
srodkow kontrastowych SPION sg nietoksyczne. Majg tez lepsze wlasciwosci magnetyczne i
zapewniajg wyzszg czulo$é w MRI, co przeklada si¢ na nizszg dawke potrzebng do uzyskania
zadowalajgcych obrazéw. Pokrywanie SPION odpowiednimi powlokami wplywa na wzrost
ich biokompatybilnosci i zmniejsza ewentualne niepozadane oddziatywania z komoérkami
$rodblonka i innymi tkankami i narzadami pacjenta. Na podstawie wynikow eksperymentow
przeprowadzonych przez ZNPB i danych literaturowych mozna oczekiwac, ze skutki uboczne
zwigzane ze stosowaniem SPION jako §rodka kontrastowego nie stanowig zagrozenia dla
funkcjonowania organizmu badanego pacjenta. Jednak, aby zwigkszy¢ skutecznos¢
i zminimalizowa¢ mozliwe skutki uboczne, poszukuje sie selektywnych i ukierunkowanych
$rodkow kontrastowych. Takimi $rodkami potencjalnie wydaja si¢ by¢ czastki opracowane 1
oméwione w niniejszej pracy. Czastki tlenku zelaza z dotgczonymi przeciwciatami VCAM-1
i przeciwcialami P-selektyny byly wczesniej uzywane jako sondy do rezonansu
magnetycznego i okazaly sie byé skuteczniejszym $rodkiem do terapii celowanej niz
ktorekolwick z przeciwcial aplikowanych w postaci makroczgsteczek niezwigzanych
z nos$nikiem. Uklady te wykorzystano w nieinwazyjnych badaniach in vivo polegajacych na
obrazowaniu aktywowanych komoérek $rédblonka w miejscu zapalenia w trakcie rozwoju
miazdzycy. Jednak ze wzgledu na ich mikrometryczne rozmiary nie mogg one penetrowac
chorej tkanki. W ramach niniejszej pracy zdecydowano zatem podje¢ badania nad uktadami
nanometrycznymi, SPION-CCh-anty-VCAM-1 i SPION-CCh-anty-P- selektyna. Aby
uzyskaé zamierzony efekt, najpierw opracowano metodg¢ aktywacji powierzchni SPION,
pokrytej kationowa pochodng chitozanu, poprzez wprowadzenie grup tosylowych, a nastepnie
opracowano  procedure  przylaczenia  przeciwcial —monoklonalnych anty-VCAM-1
i anty-P-selektyna.

Nastepnie otrzymano i scharakteryzowano nanoczastki hybrydowe réwniez zawierajgce
jako rdzen SPION, pokryte kationowg pochodna chitozanu, petnigce rolg dwufunkeyjnego
ukladu do =zastosowania w terapii hipertermig i stanowigcy nanonosnik kurkuminy,
umozlwiajacy jej celowane dostarczanie do tkanek organizmu objetych procesem zapalnym.
SPION, dzieki zdolnosci do indukowania hipertermii magnetycznej (MHT), mogg by¢
wykorzystywane do terapii metodg hipertermii. Przylozenie zewngtrznego pola
magnetycznego o zmiennej czestotliwosci  powoduje  wzrost temperatury  SPION.
Utrzymujaca si¢ temperatura, powyzej 42 °C, powoduje zniszczenie wewngtrznej struktury

komérki, a to z kolei prowadzi do jej $mierci. Poniewaz tkanka nowotworowa jest bardziej
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wrazliwa na cieplo niz tkanka zdrowa, zastosowanie MHT umozliwia miejscowe leczenie
guzow nowotworowych. Uwaza sig, ze ta metoda jest znacznie lepiej tolerowana przez
pacjentdéw niz  inne terapie stosowane w leczeniu nowotworéw. Bezpieczenstwo
w trakcie stosowania MHT uwarunkowane jest biodystrybucjg nanoczgstek zapewniajgca
zwigkszone ich stezenie w tkance nowotworowej. W ramach przeprowadzonych badan, do
powierzchni  SPION  przylaczono  kurkuming, ktéra dznacza si¢  wlasciwosciami
przeciwutleniajgcymi i przeciwzapalnymi. Liczne badania, zaréwno in vitro jak i
przedkliniczne, potwierdzily jej duzy potencjat jako leku przeciwnowotworowego. Jednak
z powodu hydrofobowego charakteru kurkuminy i jej niskiej rozpuszczalnosci w wodzie,
poszukuje si¢ réznych ukladow dostarczania tego leku, umozliwiajacych zwigkszenie jej
biodostgpnosci. W ramach niniejszej pracy postanowiono uzyska¢ koniugat Igczgcy
wlasciwoscei SPION i kurkuminy. W tym celu kurkumina zostala najpierw poddana reakcji z
alginianem sodu. Po uzyskaniu rozpuszczalnego w wodzie, ujemnie natadowanego koniugatu
alginianu i kukruminy (AA-Cur), podjgto prébe przylaczenia go do dodatnio natadowane;j
powierzchni SPION-CCh,

W ostatnim etapie przeprowadzonych badan opracowano i scharakteryzowano
termoczule nanonosniki polimerowe do dostarczania piroksykamu. Uklad zsyntetyzowanych
nanoczastek koacerwatu oparty jest na tworzeniu kompleksu polijonowego pomigdzy dwiema
pochodnymi  polisacharydéw:  kationowym  kurdlanem (C-KUR) i1  anionows
hydroksypropyloceluloza (A-HPC). Samoorganizacja przeciwnie natadowanych polijonéw to
metoda koacerwacji, ktéra pozwala na otrzymanie nanoczgsteczkowych ukladéw, do
dostarczania lekow, bez uzycia potencjalnie szkodliwych $rodkow sieciujgcych czy
surfaktantow. Co wiecej, samoorganizacja ta  umozliwia umieszczenie,
w fagodnych warunkach, wewnatrz nanoczastek lekow wrazliwych na czynniki
srodowiskowe.  Hydroksypropyloceluloza ~ (HPC) jest stosunkowo fatwym  do
wyprodukowania termoreaktywnym, nietoksycznym, biodegradowalnym i hydrofilowym
polisacharydem. W roztworach wodnych HPC wykazuje tzw. dolng krytyczna temperature
rozpuszczalno$ci (LCST, ang. lower critical solution temperature) przy okoto 43 °C. Wartosé
LCST HPC mozna modyfikowa¢ np. przez dodanie soli lub polijonéw. W ramach niniejsze;j
pracy dokonano modyfikacji HPC poprzez wprowadzenie do jej struktury  grup
styrenosulfonianowych obdarzonych fadunkiem ujemnym (A-HPC). Jako przeciwpolijonu
uzyto kationowo modyfikowanego kurdlanu. Kurdlan (KUR) jest nierozpuszczalnym w
wodzie liniowym beta-1,3-glukanem, zbudowanym z reszt glukozy polaczonych wigzaniami

p-1,3-glikozydowymi. Po podgrzaniu, w zawiesinach wodnych, tworzy elastyczne zele, ktére
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po podwyzszeniu temperatury nie przechodza w stan ciekly (nie topig sig). W celu
zwiekszenia rozpuszczalnosci KUR w wodzie i wprowadzenia tadunku dokonano modyfikacji
lancuchow KUR grupami trimetyloamoniowymi, otrzymujac kationowy polielekirolit
(C-KUR). Wybor KUR jako sktadnika samoorganizujgcego si¢ uktadu podyktowany byt jego
zdolno$cia do tworzenia zeli w odpowiedzi na zmiang temperatury oraz wyjatkowa
aktywnoscia biologiczng. KUR ma wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwnowotworowe
i immunomodulujgce. KUR, podobnie jak inne -glukany, jest rozpoznawany przez receptory
dektyny-1 na powierzchni makrofagdw i moze przeksztalca¢ makrofagi zwigzane z guzem
spolaryzowanym M2 (TAM) w fenotyp MI, dzigki czemu moze zapobiega¢ progresji
nowotworu 1 jego przerzutom. Stwierdzono réwniez, ze KUR ma dzialanie
immunomodulujace w grzybiczym zapaleniu rogowki. Dzieki tym wszystkim wlasciwosciom
uwaza si¢, ze nanonoéniki oparte na KUR mogg by¢ z duzym powodzeniem stosowane
w trakcie leczenia zapalenia rogéwki, ktére moze prowadzi¢ do uposledzenia wzroku.
Lekiem, ktéry umieszczono w nanoczastkach jest piroksykam, ktéry powszechnie
wykorzystywany jest w leczeniu stanéw zapalnych. Jest on skladnikiem min. preparatow
okulistycznych, np. do leczenia stanu zapalnego po operacji zaémy. Lek ten, ze wzgledu na
stabg rozpuszczalnos¢ w wodzie, wymaga jednak podania w odpowiednim nosniku.
Zsyntetyzowany koacerwat termoaktywny oparty na A-HPC i C-KUR moze by¢
odpowiedni do dostarczania lekéw przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych takich jak
piroksykam. Jest on latwy do uzyskania poprzez mieszanie skladnikow w wodzie, bez
koniecznosci  stosowania  potencjalnie  szkodliwych  rozpuszczalnikow, — $rodkow
powierzchniowo czynnych lub $rodkéw sieciujgcych. Czutos¢ termiczna ukladu moze by¢
atutem w wybranych zastosowaniach (np. w dostarczaniu leku do miejsc o lokalnie
podwyzszonej temperaturze, np. w stanie zapalnym lub w trakcie leczenia hipertermig).
Nanometryczny rozmiar czgstek jest pozadany w trakcie pozajelitowego lub okulistycznego
dostarczania lekow. Co wiecej aktywno$é biologiczna KUR moze okazaé si¢ wazna w terapii
nowotworowej lub gdy pozadanym jest jego dziatanie immunomodulujgce. Uzyskany system,
ze wzgledu na aktywnos¢ biologiczng zaréwno KUR jak i piroksykamu, jest obiecujacym
uktadem do zastosowania w terapii przeciwnowotworowej. Utworzono kompleks polijonowy
skladajacy sie z dwoch pochodnych polisacharydéw: kationowego kurdlanu (C-KUR)
i anionowej hydroksypropylocelulozy (A-HPC) uzytych w stosunku wagowym 1:25.
Nanoczastki SPION  otrzymano w wyniku wspolstracania  jonow  zelaza(ll)
i zelaza(Ill) w $rodowisku zasadowym. W celu zapewnienia stabilnosci wodnej dyspersji

nanoczastek, w trakcie ich syntezy oplaszczono je kationowg pochodng chitozanu. Pomiary
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potencjalu zeta wykazaly, Ze tak uzyskana zawiesina jest stabilizowana poprzez repulsywne
oddzialywania elektrostatyczne. Nastgpnie, w pierwszej czesci pracy doswiadczalne;,
przeprowadzono aktywacje powierzchni SPION-CCh poprzez wprowadzenie grup
tosylowych, a pomyslno$¢ procesu potwierdzono przeprowadzajgc badania metoda analizy
elementarnej i wykonujge pomiary widm FTIR. Do tak przygotowanej powierzchni SPION
przylaczono przeciwciala monoklonalne anty-VCAM-1 i anty-P-selektyna. Morfologic
zsyntetyzowanych nanoczgstek SPION-CCh-Ts i SPION-CCh-przeciwciato okreslono dzieki
pomiarom wykonanym technikg SEM. Oba typy zsyntetyzowanych czgstek wystepuja
w postaci owalnych struktur, ktére sktadajg si¢ z wielu $cisle ulozonych czastek o $rednicy
mniejszej niz 50 nm. Rozmiar czastek widoczny na mikrografiach SEM jest mniejszy niz
rozmiar czgstek uzyskany przy uzyciu techniki DLS. Zsyntetyzowane czasteczki SPION-
CCh-anti-VCAM-1, w temperaturze powyzej 200 K, wykazuja wlasciwosci
superparamagnetyczne, co potwierdzajg pomiary VSM i pomiary widm méossbauerowskich.
Pomiar widm md&ssbauerowskich potwierdzit, ze rdzen struktury tlenku zelaza zbudowany jest
z maghemitu. Zwienczeniem przeprowadzonych badan byla obserwacja, iz eksperymenty
z barwieniem immunologicznym in vifro probek aorty pobranych od myszy db/db
z cukrzyca wykazaly, ze SPION-CCh-anty-VCAM-1 przylacza si¢ selektywnie do
dysfunkcyjnego $rodbtonka z fenotypem zapalnym.

Rowniez w drugiej czesci pracy do$wiadczalnej, aby potwierdzi¢ skutecznogé
modyfikacji powierzchni SPION-CCh, zarejestrowano widma FTIR i przeprowadzono
pomiar fluorescencji ktére dowiodly obecnosci kurkuminy w ukladzie. Obecno$é warstwy
AA-Cur potwierdzono roéwniez za pomocg wykonanych pomiaréw XPS. Rozmiar
i morfologi¢ zsyntetyzowanych czastek zbadano za pomocg pomiaréw technikami: TEM,
SAXS i DLS. Pomiary TEM wykazaly, ze zsyntetyzowany uklad sklada sie¢ z agregatow
o Srednicy 69 + 31 nm zbudowanych z rdzeni, o $redniej $rednicy 10,2 + 2,1 nm, osadzonych
w polimerowej matrycy. Pomiary SAXS wykazaly, ze zsyntetyzowany uklad sklada sic
z agregatow o rozmiarze ok. 44 nm, zbudowanych z czastek o $redniej wartodci $rednicy
wynoszacej 13,7 + 2,5 nm. Srednia $rednica hydrodynamiczna zsyntetyzowanych czgstek
wynosi 58 + 9,00 nm. W trakcie modyfikacji ukladu SPION-CCh znak potencjatu zmienit si¢
z dodatniego na ujemny, co potwierdza pomys$lnosé przylgczenia koniugatu AA-Cur do
powierzchni SPION-CCh. Potwierdzono stabilno$¢ termiczng zsyntetyzowanych nanoczastek
w zakresie temperatur wykorzystywanym w hipertermii. Wyniki pomiaréw wykonanych przy
uzyciu VSM potwierdzily superparamagnetyczne wlasciwosci SPION-CCh-AA-Cur.
Dla czastek SPION-CCh-AA-Cur osiggnigto temperature hipertermii (42 °C — 43 °C) przy
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stosunkowo niskich stezeniach zelaza. Uklad w trakcie badania wykazywal stabilnos¢
koloidalna. Uktad odznacza sic wysoka wartoscia SAR wynoszacg 280 [W/g]. Uzyskane
wyniki §wiadczg o tym, iz uktad moze zostaé zastosowany do leczenia metoda hipertermii.
Przeprowadzone badania fluorescencji i obserwacje komérek fibroblastow inkubowanych
z SPION-CCh-AA-Cur potwierdzily mozliwos¢ wprowadzenia kurkuminy do badanych
komorek.

W ostatniej cze$ci pracy badawczej opracowano metodyke otrzymywania nanoczgstek
polimerowych na bazie modyfikowanej anionowo hydroksypropylocelulozy i kationowo
modyfikowanego kurdlanu sluzacych do kontrolowanego dostarczania piroksykamu.
Uzyskane struktury powstajg na drodze samoorganizacji w wyniku oddzialywan
elektrostatycznych polikation- polianion. Uzyskane nanoczastki, powstale
w wyniku oddzialywania C-KUR i A-HPC w stosunku masowym 1:25, posiadajg $rednicg
hydrodynamiczng wynoszacg 297 + 1 nm. Pomiary przeprowadzone przy uzyciu SEM i AFM
wykazaly, ze otrzymano  regularne,  kuliste  nanoczgstki o  $rednicach
w zakresie od 130 nm do 250 nm. Stwierdzono, ze nanoczastki C-CUR / A-HPC posiadaja
LCST wynoszacg 41 °C. Zbadano oddzialywanie A-HPC z piroksykamem, wyznaczono stalg
przyltaczania, ktéra wynosi 2,6 x 10° M. Wyznaczona warto$¢ Ka wskazuje na mozliwosé
transportu piroksykamu przez nosnik majacy w swojej strukturze A-HPC. Uzyskano wysoka
wydajnoé¢ enkapsulacji i skuteczno$¢ zaladunku nos$nika w PN-PIX. Stwierdzono, ze
mechanizm uwalniania piroksykamu poczatkowo zalezy od temperatury i LCST nanoczgstek,
ale w dluzszej skali czasowej jest on bardziej zlozony. Obrazowanie przeprowadzone przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego wykazalo, ze zsyntetyzowane nanoczastki PN-PIX zostaly
skutecznie wehloniete przez komoérki w ciggu 24 godzin.

Przedstawione wyniki wskazuja, ze zrealizowano zaloZzone cele pracy, a otrzymane
materialy majg potencjal biomedyczny. Aby potwierdzi¢, ze zastosowanie otrzymanych
materialéw jest efektywne, bezpieczne i nie powoduje wystapienia powaznych skutkow

ubocznych. konieczne jest wykonanie badan biologicznych w dtuzszej skali czasowe;.
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