Streszczenie rozprawy doktorskiej
Biokompatybilne, superparamagnetyczne nanoczqgstki tlenku Zelaza do zastosowan
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Gléwnym celem badan realizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byto
otrzymanie nowych superparamagnetycznych nanoczastek na bazie tlenku zelaza (SPION),
potencjalnie przydatnych jako $rodki kontrastujgce w obrazowaniu metoda rezonansu
magnetycznego (MRI), jednej z technik diagnostycznych stosowanych w biomedycynie.
Kolejnym celem pracy bylo sfunkcjonalizowanie powierzchni otrzymanych nanoczastek
poprzez wprowadzenie sondy fluorescencyjnej, celem uzyskania dwufunkcyjnych
nanoczgstek pozwalajacych na obrazowanie zmian patologicznych w organizmie przy uzyciu
jednocze$nie pomiaréw fluorescencji 1 MRI. Ostatnim celem badan bylo zamknigcie
otrzymanych nanoczastek w pecherzykowej strukturze polimerowej (polimerosomach) dla
wyeliminowania cytotoksycznosci SPION, a takze uzyskania uktadu przydatnego jako srodek
kontrastujacy w MRI 1 nos$nik substancji biologicznie aktywnych.

SPION otrzymano metodg wspodlstracania jonow zelaza(Il) i zelaza(Ill) w srodowisku
zasadowym. W celu zapewnienia stabilno$ci wodnej dyspersji powstajacych nanoczastek w
tym ukladzie, na etapie tworzenia wprowadzono kationowg pochodng chitozanu. Pochodna
chitozanu pozwolita uzyska¢ warstwe oplaszczajaca powierzchnie SPION, silnie z nig
zwigzang, gdyz poza wigzaniami wodorowymi s3g rowniez obecne wigzania koordynacyjne
pomigdzy grupami aminowymi chitozanu a jonami zelaza nanoczastki. W ten sposob
otrzymano stabilng, jak pokazaty pomiary zeta-potencjatu, zawiesing SPION o tadunku
powierzchniowym dodatnim. Oddzialywania elektrostatyczne przeciwdzialaja agregacji
nanoczgstek. W celu otrzymania nanoczastek o ladunku powierzchniowym ujemnym
wykorzystano technike ,,warstwa po warstwie” (LbL) i1 zaadsorbowano ultracienka warstwe
anionowej pochodnej chitozanu na powierzchni SPION o fadunku dodatnim. Adsorpcje
anionowej pochodnej rowniez potwierdzono pomiarem zeta-potencjatu, z ktorego wynika, iz
otrzymana zawiesina nanoczgstek jest stabilna. Do okreslenia rozmiaréw otrzymanych
SPION  wykorzystano TEM oraz DLS. Uzyskano nanoczgstki o $rednicach
hydrodynamicznych nie przekraczajacych 100 nm, jako niewielkie agregaty zbudowane z

nanoczastek o Srednicach rdzeni ok. 11 nm. Stosujgc termograwimetryczng analize, okreslono



zawarto$¢ polimeru w otrzymanej strukturze na poziomie 32% wag., a jego oddzialywania z
powierzchnig nanoczastki potwierdzono, poréwnujagc widma FTIR dla kationowej pochodnej
chitozanu oraz SPION nig pokrytych. Kolejny etap charakterystyki otrzymanego materiatu
dotyczyt okreslenia jego wlasciwosci magnetycznych. W tym celu otrzymane SPION
obrazowano za pomocg AFM oraz MFM. Uzyskano potwierdzenie, ze materiat ten posiada
wilasciwosci magnetyczne, co wynikatlo ze zmieniajacego si¢ wraz z odlegloscig ostrze -
probka kontrastu na zdjeciach MFM. Okreslono zalezno$¢ magnetyzacji od przylozonego
pola magnetycznego. Brak petli histerezy oraz nieliniowy charakter tej zaleznoS$ci
potwierdzity, iz otrzymane nanoczastki sg superparamagnetyczne. Otrzymana warto$¢
magnetyzacji nasycenia, réwna 123+12 emu/g Fe, jest bliska warto$ci mierzonej dla
magnetytu. Pozwala to wnioskowac, iz material ten bedzie przydatny w MRI jako srodek
kontrastujacy T, co potwierdzono wynikami pomiarow relaksacyjnosci. Otrzymano wartosci
relaksacyjnos$ci r; znacznie lepsze w pordwnaniu z tymi charakterystycznymi dla komercyjnie
dostgpnych $rodkdéw kontrastujgcych, przy rownoczesnych niskich wartosciach 1. W
przypadku SPION o fadunku ujemnym, r; jest ok. 2,5x wyzsza w poréwnaniu z wartos$cig dla
FeREX.

Do sfunkcjonalizowania otrzymanych SPION sondg fluorescencyjng wybrano Alexe
Fluor® 647. Wybdr ten podyktowany byl wilasciwosciami spektralnymi 1 wysoka
fotostabilnoscig tego zwigzku. Widmo wzbudzenia 1 emisji tego barwnika przypada na zakres
$wiatta czerwonego. Dzigki takim wilasciwosciom, podczas obrazowania SPION w tkankach
nie jest widoczna fluorescencja pochodzaca od tych tkanek (autofluorescencja). Na podstawie
absorpcyjnych widm elektronowych oraz widm wzbudzenia 1 emisji ustalono, iz sonda
fluorescencyjna zostata przylagczona do powierzchni SPION. Z przeprowadzonej
charakterystyki materiatlu wynika, iz otrzymana wodna zawiesina SPION-Alexa Fluor® 647
jest stabilna (zeta-potencjat: +24+£8 mV). SPION sfunkcjonalizowane Alexa Fluor® 647
postuzyly do $ledzenia biodystrybucji nanoczastek bezposrednio po podaniu ich myszom
BALB/c. W dhuzszej perspektywie czasowej wykorzystano MRI do wyznaczenia czaséw T,
dla watroby. Otrzymane wyniki sugeruja, iz nanoczastki nie sg natychmiast usuwane z
krwiobiegu, a cyrkulujag w krwi przez okres ok. 2 h od podania. Dzigki temu nanoczastki
moga dotrze¢ do miejsca przeznaczenia w organizmie, co potwierdzono analizujgc obrazy
fluorescencji narzagdow ex vivo. Obrazowanie MR watroby in vivo, a takze zdjecia z
mikroskopii optycznej preparatdéw histopatologicznych watroby wykonanych po 24 h od
podania SPION wskazuja, iz otrzymane nanoczastki akumulujg si¢ w nerkach oraz watrobie.

Przeprowadzona analiza krwi po 24 h od podania nanoczastek rowniez to potwierdza. Na



podstawie otrzymanych wynikow, mozna wnioskowa¢ o wystepowaniu tagodnej leukocytozy,
tagodnego zapalenia watroby oraz niewielkiego uszkodzenia hepatocytow. Widoczne jest
rowniez obnizenie zdolnosci filtracyjnych nerek, na co wskazujg wzrosty stezen kreatyniny 1
mocznika w osoczu krwi. Wyniki te sg po czesci zalezne od podawanej dawki oraz od
posiadanego przez nanoczgstki tadunku. Badania te maja charakter badan wstepnych. Dla
uzyskania prawidlowej oceny wplywu otrzymanych nanoczgstek na organizm zywy
koniecznym jest wykonanie analogicznych badan po dluzszym czasie od podania
nanoczastek.

Ponadto, SPION sfunkcjonalizowane sondg fluorescencyjng postuzyty do okreslenia
przydatnosci otrzymanych nanoczastek w obrazowaniu zmian miazdzycowych srodbtonka. Z
przeprowadzonych eksperymentow in vitro, w ktérych badaniu poddano tetnice szyjne myszy
ApoE, wynika, iz otrzymane SPION akumulujg si¢ w tej tkance, nawet wtedy, gdy blaszka
miazdzycowa jeszcze nie jest widoczna. Nalezy przeprowadzi¢ jeszcze eksperymenty in vivo
lub ex vivo, aby uzyska¢ pewno$¢, 1z opracowane w ramach niniejszej rozprawy nanoczastki
moglyby by¢ stosowane w diagnostyce miazdzycy.

Ostatnim celem pracy bylo zamknigcie otrzymanych nanoczastek w polimerosomach.
Mikrofotografie cryo-TEM oraz AFM jednoznacznie potwierdzaja otrzymanie tego typu
uktadoéw. Osiaggajg one rozmiary ok. 200 nm, rowniez $Srednice hydrodynamiczne plasujg si¢
w tym zakresie. Charakteryzujg si¢ one bardzo dobrymi wlasciwosciami magnetycznymi,
ktore scharakteryzowano stosujac AFM/MFM oraz pomiary relaksacyjnosci. Szczegolnie
dobrze przedstawia si¢ otrzymana warto$¢ r, dla tego materiatu. Otrzymana warto$¢ 573410
mM™'s™ wskazuje, iz bylby to bardzo efektywny $rodek kontrastujacy T». Ponadto, badania
cytotoksycznosci przeprowadzone na komorkach EA.hy926 wykazaty, iz materiat ten w
dawce do 0,7 pg Fe/ml nie jest cytotoksyczny. Otrzymane wyniki sg lepsze niz dla SPION,
zarowno dodatnich, jak 1 ujemnych, nie zamknigtych w polimerosomach. Wigze si¢ to z
typem polimeréw wykorzystanych do utworzenia polimerosoméw. Oba kopolimery tworzace
polimerosom zawieraja blok zbudowany z fosforylocholiny, ktéra jest skfadnikiem blon
komoérkowych. Wykorzystujac SPION sfunkcjonalizowane fluorescencyjnie 1 zamknigte w
strukturze polimerosomu wykazano, ze komorki EA.hy926 sa zdolne do ich fagocytowania,
co sugeruje, ze moga one by¢ wykorzystane jako nosniki lekow.

Podsumowujac, zrealizowano zalozone cele pracy, a otrzymane materiaty sa
potencjalnie przydatne w zastosowaniach biomedycznych. Konieczne sg dalsze badania

biologiczne prowadzone w dluzszej skali czasowej dla uzyskania potwierdzenie, ze



zastosowanie otrzymanych materialow jest bezpieczne 1 nie powoduje wystapienia
niepozadanych skutkow ubocznych.

Badania na zwierzetach przeprowadzono za zgoda odpowiednich Lokalnych Komisji
Etycznych we wspolpracy z Instytutem Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej Polskie;j
Akademii Nauk we Wroctawiu, Instytutem Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk w

Krakowie oraz Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekéw (JCET) w Krakowie.



