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1 Wprowadzenie

Projektowanie i wytwarzanie mikro- i nanono$nikéw to jeden z bardzo intensywnie
rozwijanych obszar6w nauki na przetomie ostatnich kilkunastu lat. Ze wzgledu na rosnace
zapotrzebowanie na nowoczesne uklady do kontrolowanego dostarczania i uwalniania
zwiazkow biologicznie aktywnych wigkszo$¢ badan prowadzona jest w obszarze nauk
farmaceutycznych. Prace skupiaja si¢ gltéwnie na opracowaniu strategii uzyskania
maksymalnego korzystnego efektu terapeutycznego substancji czynnych dzigki
zapewnieniu ochrony przed degradacja oraz ukierunkowaniu wzgledem okreslonego
miejsca dzialania. Mozliwo$¢ kontroli miejsca i czasu uwalniania zwiazku z no$nika
zapewnia dlugotrwate utrzymanie jego stezenia w obregbie okna terapeutycznego, co jest
bardzo pozadane z medycznego 1 ekonomicznego punktu widzenia. Sposréd wielu
dostgpnych materiatéw szczegdlna rolg¢ odgrywaja zwiazki makroczasteczkowe, ktore
stanowia podstawe konstruowania nos$nikow o réznorakiej, SciSle okreslonej geometrii
i zdefiniowanym miejscu dziatania. Koloidalne nos$niki polimerowe (np. nanokapsuty,
dendrymery, micele) sa szeroko stosowane ze wzgledu na Kkorzystny wplyw na
biodostgpnos¢ zwiazkow biologicznie aktywnych, ich farmakokinetyk¢ oraz zmniejszenie
ich toksycznosci wzgledem klasycznych technik podawania lekéw. Istotna zaleta
nanonokapsutl jest mozliwo$¢ kontrolowanego podawania zwiazkéw o charakterze

lipofilowym, ktére maja ograniczona biodostgpnos¢.

2  Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo uzyskanie nanokapsut polimerowych z olejowymi
rdzeniami zdolnych do magazynowania 1 transportowania zwigzkéw lipofilowych.
Istotnym postgpem w zakresie badan nad uktadami emulsyjnymi jest stabilizacja kropli
oleju bez konieczno$ci stosowania surfaktantow, ktérych dodatek, zwtaszcza w uktadach

o przeznaczeniu biomedycznym, jest czgsto niepozadany.

Ze wzgledu na hydrofobowy charakter wielu zwigzkéw o istotnym znaczeniu
biologicznym ich biodostgpno$¢ jest ograniczona, za$ efekt terapeutyczny widoczny
dopiero po zastosowaniu duzych dawek zwiazku, co stanowi powazny problem podczas
planowania 1 prowadzenia terapii. Jednym z rozwiazan jest zastosowanie polimerowych

nosnikéw, ktére zapewniaja nie tylko dostarczenie leku do okreslonego miejsca



docelowego w organizmie, ale takze stanowia warstwe¢ ochronna, dzigki czemu zwigzek
aktywny dociera do miejsca dziatania w postaci nienaruszonej, bez utraty funkcjonalnosci

i zmiany st¢zenia.

Sposréd wielu typodw polimerowych nosnikéw dotychczas intensywnie badane byly
liposomy, dendrymery, micele oraz kapsuty. Ze wzgledu na szereg zalet, m.in. stabilnos¢
1 fatwos¢ otrzymywania kapsuly polimerowe staty si¢ powszechnie stosowanymi
zbiornikami, w ktérych przechowywane i transportowane byly zwiazki aktywne réznego
typu 1 przeznaczenia. Poczatkowo wielowarstwowe kapsuty otrzymywane byly na
,»szablonach” stanowiacych tzw. state rdzenie kapsul, jednak konieczno$¢ ich wytrawiania
celem zaladowania zwiazku aktywnego itowarzyszace temu zjawiska niepozadane
sprawity, ze poszukiwane byly nowe, lepsze rozwiazania. Doprowadzito to do rozwoju
technik wykorzystujacych nanoemulsje typu olej w wodzie (O/W) jako nosniki.
Zastosowanie kropli emulsji umozliwia bowiem enkapsulacj¢ zwiazkow hydrofobowych,
zapewniajac jednoczesnie kontrole wilasciwosci otoczki 1 rozmiaréw otrzymywanych
kapsut. Dodatkowo, przez dobor polimeru zapewniajacego odpowiedni tadunek
powierzchniowy mozliwe jest uzyskanie stabilnych formulacji o okreslonych

wlasciwos$ciach.

Ze wzgledu na termodynamiczng niestabilno$¢ ukladu emulsyjnego istotny jest
zastosowanie odpowiedniego stabilizatora. Maloczasteczkowe surfaktanty dobrze
sprawdzaja si¢ w tej roli, jednak dobdr odpowiedniego zwiazku powierzchniowo czynnego
do planowanego uktadu eksperymentalnego nie jest trywialny, bowiem utworzenie
stabilnego kompleksu pomigdzy surfaktantem a polimerem stanowiacym pierwsza warstwe
otoczki kapsuty warunkuje jej pézniejsza stabilnos¢ i mozliwos¢ dalszego zastosowania.
Ponadto uktad taki zdolno$¢ do stabilizacji kropli oleju zyskuje dopiero po osiagnigciu
granicznego stezenia, przez co jest wrazliwy na rozcienczenie, do ktérego dochodzi np. po
podaniu dozylnym. Swego rodzaju alternatywa jest zastosowanie surfaktantow
polimerowych, jednak jonowa budowa sprawia, ze uktady te réwniez sa wrazliwe na

zmiany sily jonowej i stezenia roztworow.

Rozwiagzaniem tych probleméw proponowanym Ww niniejszej pracy jest
zastosowanie amfifilowych kopolimeréw zbudowanych z hydrofilowego fancucha
gléwnego 1 hydrofobowych tancuchéw bocznych. Kopolimery te wykazuja zdolnos¢ do
samoorganizacji w roztworach wodnych, ktéra wynika z konieczno$ci minimalizowania

kontaktu grup hydrofobowych z polarnym rozpuszczalnikiem, a jej efektem jest



utworzenie hydrofobowych domen zbudowanych =z upakowanych tancuchéw
hydrofobowych. Ciekawym wydawato si¢ sprawdzenie, czy na granicy faz woda-olej
mozliwe bgdzie rozluznienie upakowanej struktury makroczasteczki i stabilizacja kropli
oleju przez zakotwiczone w niej tancuchy hydrofobowe. Zastosowanie kopolimeru
amfifilowego pozwolitoby na stabilizowanie emulsyjnych rdzeni kapsut bez koniecznosci
stosowania surfaktantow, ktérych dodatek jest w wielu dziedzinach niepozadany. Préba

zbadania i opisania tego zjawiska stata si¢ podstawa opisanych w niniejszej pracy badan.

Z punktu widzenia biomedycznych zastosowan nanokapsut polimerowych
mozliwos¢ uzyskania uktadu, w sktad ktérego nie wchodza matoczasteczkowe surfaktanty
jest niezwykle istotna, bowiem maleje stopien komplikacji ukltadu, a tym samym ilo$¢
mozliwych interakcji i wynikajacych z nich niepozadanych efektéw ubocznych. Zaleta
stosowania nanokapsutl na ciektych rdzeniach jest takze mozliwos¢ enkapsulacji
aktywnych zwiazkéw lipofilowych, ktérych biodostgpnos¢ jest ograniczona. Jest to
szczegllnie istotne w odniesieniu do lekéw onkologicznych, ktérych hydrofobowy

charakter potaczony z wysoka toksyczno$cia uktadowa ogranicza skutecznos$¢ terapii.

Interesujace i niezwykle istotne sa takze substancje lecznicze wykorzystywane
w terapii dysfunkcji srédblonka naczyniowego. Ta wysoce wyspecjalizowana
jednowarstwowa warstwa komoérek wyscielajaca naczynia krwionosne odpowiada za
szereg kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu funkcji. Jej uszkodzenie
prowadzi do wielu groznych choréb, m.in. miazdzycy naczyn wiencowych lub
moézgowych skutkujacych odpowiednio zawalem migsnia sercowego czy udarem moézgu
Intensywnie poszukiwane sa zwiazki chemiczne pozwalajace na poprawe czynnosci
dysfunkcyjnego s$rédbtonka jak i suplementy wspomagajace jego wilasciwe dziatanie
i zapobiegajace jego uszkodzeniu. Wsréd zwiazkéw o udowodnionym Kkorzystnym
wpltywie na $rédblonek duza grupg stanowia zwiazki hydrofobowe, m. in.
wielonienasycone kwasy tluszczowe 1 polifenole o niskiej biodostgpnosci, ostatnio
popularne jako suplementy diety. ROwniez wiele skutecznych lekéw ma charakter
hydrofobowy i stosunkowa niska biodostgpnos¢, jak np. niektoére statyny, stanowiace
dzisiaj jedna z podstawowych dzisiaj grup lekow stosowanych w kardiologii. Enkapsulacja
tych zwiazkéw mogtaby znaczaco poprawi¢ ich biodystrybucjg, a tym samym korzystnie
wplyna¢ na efekty terapii. Zastosowanie hydrofobowo modyfikowanych naturalnych
polimeréw do stabilizacji emulsji na bazie nienasyconych kwaséw tluszczowych to jedno

z podjetych w niniejszej pracy zadan. Szczegdlna uwage poswigca si¢ mozliwosci



sterowania rozmiarami no$nikéw (kapsuly o $rednicach z zakresu 100-200 nm zdolne sa
do przenikania $cian naczyn krwiono$nych w miejscach zmienionych chorobowo, nie za$
w obszarze zdrowej tkanki) oraz rodzajami oddzialywan powierzchni kapsut ze
srodbtonkiem i pokrywajacym go glikokaliksem, co znaczaco poprawia ich biodystrybucj¢
1 potencjalnie rowniez ma wplyw na ich zwigkszona predylekcje do Sciany naczyn

krwiono$nych.

3 Podsumowanie i wnioski

W toku badan otrzymano szereg zwiazkéw makroczasteczkowych zbudowanych
z hydrofilowego tancucha gtéwnego i hydrofobowych tancuchéw bocznych, ktére
,kotwicza” w kropli oleju umozliwiajac jej stabilizacje bez konieczno$ci stosowania

matoczasteczkowych surfaktantéw.

Jako ze podobne rozwiazania nie byty wczesniej opisywane, badania rozpoczg¢to od
syntezy modelowych fotoaktywnych kopolimeréw szczepionych zbudowanych
z hydrofilowego tancucha gléwnego poli(2-akryloamido-2-metylo-1-propanosulfonianu
sodu) lub chlorowodorku polialliloaminy (odpowiednio PAMPS 1lub PAH)
z przylaczonymi bocznymi tancuchami poliwinylonaftalenu. Seria kopolimeréw o réznej
gestosci  szczepienia i dlugosci tancuchow bocznych zostala zsyntezowana technika
kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej w obecnosci trwatego rodnika hydroksylowego 4-
hydroksy-TEMPO, scharakteryzowana i zbadana pod katem zdolnos$ci stabilizacji emulsji
typu O/W. Wyniki badan otwarly seri¢ eksperymentéw nad modyfikacjami naturalnych

polisacharydow 1 ich zastosowaniem do otrzymywania kapsutek na ciektych rdzeniach.

Spontaniczna  agregacja  szczepionych  kopolimeréw  PAMPS-graft-PVN
i PAH-graft-PVN w $rodowisku wodnym zostata potwierdzona z wykorzystaniem metod
spektroskopowych, dynamicznego rozpraszania $wiatta oraz mikroskopii sit atomowych.
Analiza wynikéw pozwolila stwierdzi¢, Ze przestrzenna organizacja makroczasteczek
w roztworze jest bardzo wrazliwa na nawet niewielkie zmiany w sktadzie kopolimeru. Dla
kopolimeréw serii PAMPS obserwowano tendencj¢ do tworzenia
wewnatrzczasteczkowych agregatow o $rednicach nieprzekraczajacych 10 nm. Wyjatek
stanowil kopolimer G1-3h zawierajacy najmniej fancuchow VN o najmniejszej dlugosci

sposréd badanych kopolimeréw, ktéry tworzyt agregaty migdzyczasteczkowe.



W  przypadku serii kopolimeréw PAH nie obserwowano réznic konformacji
makroczasteczek spowodowanych sktadem makroczasteczek, wszystkie kopolimery

tworzyly w wodzie agregaty mi¢dzyczasteczkowe.

Budowa makroczasteczki wywiera takze duzy wpltyw na parametry kapsul
stabilizowanych przez amfifilowe kopolimery. Pomimo luznej struktury, ktéra powinna
utatwi¢ rozwinigcie tancucha na powierzchni kropli oleju kopolimer PAMPS G1-3h nie
zapewnil dostatecznej stabilizacji ze wzgledu na zbyt mata ilos¢ tancuchéw
naftalenowych. Badania wykazaly ponadto, ze samo zwigkszanie dtugosci hydrofobowych
fancuch6éw bocznych nie jest wystarczajace dla uzyskania kapsul o duzej stabilnosci
w czasie. Dopiero zaggszczenie hydrofobowych ramion pozwala na uzyskanie kapsut
o dtugotrwalej stabilnosci. W przypadku kopolimeréw PAH-graft-PVN nie obserwowano
réznic migdzy parametrami kapsul w zalezno$ci od budowy makroczasteczek ani odczynu
roztworu. Zaobserwowano natomiast znaczne réznice we wlasciwosciach fotochemicznych
kapsut na bazie PAH. Uklady stabilizowane prze kopolimer PAH G2-3h, zwlaszcza
w roztworze o odczynie kwasowym byly zdolne do bardzo wydajnego transferu energii, co
otwiera wachlarz ich zastosowan jako nanoreaktoréw, ktére moga by¢ stosowane

m. in. w ochronie srodowiska i fotowoltaice.

Przeprowadzone badania potwierdzity zdolno$¢ amfifilowych jonowych
kopolimeréw do tworzenia kapsut wewnatrz ktérych zamyka¢ mozna lipofilowe barwniki
fluorescencyjne bez naruszenia ich struktury i wilasciwosci. Enkapsulacja barwnikéw
w rdzeniach kapsul nie wptyngta na parametry kapsul, tj. ich rozmiar i stabilnosc¢.
Dodatkowo wykazano, ze stabilno$¢ kapsul mozna zwigkszy¢ przez pokrywanie ich
powierzchni wielowarstwowymi filmami polimerowymi z wykorzystaniem techniki
naprzemiennej adsorpcji warstwa po warstwie, co ma takze wplyw na kinetyke uwalniania

zwiazkow z rdzeni kapsut

Uzyskane dla modelowych kopolimeréw wyniki pozwolity na podjgcie prac nad
otrzymaniem biokompatybilnych kapsul, ktérych olejowe rdzenie stabilizowane sa bez
uzycia matoczasteczkowych surfaktantow. Ze wzgledu na planowane zastosowanie kapsut
jako no$nikéw zwiazkéw o dziataniu naczynioprotekcyjnym olejowe rdzenie
stabilizowano pochodnymi kwasu hialuronowego, zapewniajacego kompatybilnos¢ ze
sktadem glikokaliksu pokrywajacego endothelium. Podobnie jak dla serii syntetycznych
kopolimeréw, zaobserwowano wptyw budowy makroczasteczki na stabilno$¢ kapsut, zbyt

krétkie tancuchy alkilowe nie zapewnialy dostatecznej stabilizacji kropli oleju.



Zaobserwowano takze, ze dla duzych stopni podstawienia dlugich tancuchéw bocznych
wystegpuja ograniczenia w zdolnos$ci stabilizacji emulsji. Na podstawie wynikéw badan
wytypowano pochodng modyfikowana fancuchami dodecylowymi do dalszych badan, jako
potencjalnie najlepszy no$nik. Kapsuly Hy-C12 cechowaty si¢ nie tylko stabilno$cia
w czasie oraz mozliwoscia jej zwigkszenia przez pokrycie powierzchni kapsut
wielowarstwowymi filmami polimerowymi, ale takze rozmiarami zapewniajacymi
przenikanie przez $ciany naczyn krwionosnych. W badaniach in vivo kapsuly te
wykazywaly akumulacj¢ gltéwnie w watrobie w komoérkach $rédbtonka zatok
watrobowych (LSEC), ze wzgledu na obecnos¢ specyficznych dla hialuronianu receptoréw
na powierzchni LSEC, ale takze w ptucach, co wskazuje na ich potencjat aplikacyjny
w leczeniu choréb watroby i ptuc. Po wywotaniu u zwierzat do§wiadczalnych zapalenia,
ktérego nastgpstwem jest uszkodzenie srédbtonka i zwigkszenie przepuszczalnosci naczyn
obserwowana byla zwigkszona akumulacja kapsut we wszystkich narzadach szczegdlnie
w watrobie 1 w plucach przy spowolnieniu ich usuwania z moczem. Te obserwacje
otwieraja pole do dalszych badan celowanej terapii $rédbtonka watrobowego (LSEC)

i ptucnego z wykorzystaniem opracowanych nanokapsut na bazie kwasu hialuronowego.

Dla celéw poréwnawczych zbadano takze inny biozgodny, a do tego tani i tatwo
dostgpny polisacharyd jakim jest chitozan. Badania wykazaty, ze dodecylowa pochodna
kationowego chitozanu pozwala na uzyskanie kapsul o $rednicach nieprzekraczajacych
350 nm, charakteryzujacych si¢ dobra stabilno$cia w czasie. Zastosowanie techniki LbL do
pokrywania kapsul wielowarstwowymi filmami z kationowej i1 anionowej pochodne;j
chitozanu pozwolito na otrzymanie wielowarstwowych kapsul, przy czym podobnie jak dla
kapsul na bazie hialuronianu, dla pokry¢ pochodna anionowa zaobserwowano wigkszy
efekt stabilizujacy, ktérego miara jest warto$¢ potencjatu dzeta. Prowadzone obecnie
badania biologiczne pozwola okreslic charakter aplikacyjny kapsul chitozanowych

1 wskaza droge dalszych badan majacych na celu wdrazanie proponowanych rozwigzan.



