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pt: " Biokompatybilne, superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza do zastosowan

biomedycznych”

Nowoczesne biomaterialy zaliczane do materiatdéw wielofunkcyjnych w wielu
przypadkach umozliwiaja wsparcie procesdéw biologicznych prowadzacych do odbudowy
1 regeneracji wielu tkamek i organdw. Spelniaja one role nie tylko materiatéw
implantacyjnych, podlozy w inzynierii tkankowej, ale takze moga byé wykorzystane
w nowych metodach diagnostycznych i terapeutycznych. Te nowe mozliwosci powigzane sg
z wykorzystaniem nanoczastek, ktore stosunkowo prosto mozna funkcjonalizowaé
powierzchniowo 1 nadawaé¢ im okreslone wiasciwoséci fizykochemiczne 1 biologiczne.
Glownym problemem do rozwigzania jest znalezienie wlasciwe] relacji pomi¢dzy zdolnoscig

do detekeji zmian zachodzgcych w réznych tkankach a biozgodnoscia.

Przedstawiona praca doktorska Pani mgr Gabrieli Kanii dotyczy otrzymywania
nowych biomaterialéw na bazie supermagnetycznych nanoczastek tlenkdéw zelaza (SPION)
spetniajacych rolg $rodka kontrastujgcego w obrazowaniu metoda rezonansu magnetycznego
(MRI). Oprocz glownego celu, podjeto takze badania nad funkcjonalizacja powierzchni
nanoczgstek sondg fluorescencyjna, co otworzylo nowe mozliwosei w  zakresie
dwufunkcyjnej  diagnostyki obejmujgcej jednoczesne  wykorzystanie  mikroskopu
fluoroscencyjnego i rezonansu magnetycznego. Podjeto takze probe poprawy biozgodnosci

SPIONOw z wykorzystaniem pecherzykowej struktury polimern, a takze poprawy




bioaktywnosci droga spelnienia roli noénika substancji biologicznych. Jednym z celéw
podjetej tematyki badan bylo zastgpienie toksycznego materiatlu magnetycznego, jakim byt
gadolin, a takze wyeliminowanie jako $rodka kontrastujacego supermagnetycznych

nanoczgstek tlenku zelaza pokrytych dekstranem.

Do otrzymywania nanoczqstek SPION wykorzystano klasyczne metody syntezy
chemlczneJ z dodatkiem polielektrolitow, jakimi byly kationowa i anionowa pochodna
chitozanu. Autorka w czgéci teoretycznej swojej pracy analizuje mozliwe metody
otrzymywania SPION, skupiajac si¢ gtéwnie na metodach chemicznych. Przedstawila wady
i zalety tych metod. Sposrod wielu technik obejmujacych elektronolitografie, CVD, MOCVD,
pirolizg, metody zol~2él, metody elektrochemiczne, wspolstracanie, Autorka w swojej pracy
wybrala tg ostatnia. Glownym kryterium wyboru tej metody byt niski poziom zanieczyszczen.
Wspotstracanie z roztworéw wodnych wydaje sie by¢ najbardziej efektywna metoda
i pozwala otrzymaé nanoczastki magnetytu, wykorzystujac reakcje chemiczne soli zelaza

FeClz i FeCls z zasada.

Analiza podstawowych zalozefi i celéw wskazuje, ze praca ma charakter
interdyscyplinarny i lokuje si¢ w obszarach pomiedzy nauks o materiatach, chemig, fizyka
1 biologia.

W czgdei teoretycznej swojej pracy Autorka amalizuje mozliwosci obrazowania
| metody rezonansu magnetycznego, wskazujac przede wszystkim na ograniczenia wynikajgce
z zastosowania réznych srodkéw kontrastujacych, najczedciej zbudowanych z ukladow
wielowarstwowych. Te wiclowarstwowe | uklady, bazujace gléwnie na SPION, sg
stabilizowane poprzez wykorzystanie stabilizatoréw organicznych i nieorganicznych. Autorka
w dalszej czesei swojej pracy uzasadnia wybér chitozanu jako $rodka stabilizujacego,
wskazujac na takie argumenty jak: biozgodnosé, hydrofilowosé, biodegradowalnosé, a przede
wszystkim na obecno$é w strukturze chitozanu grup hydroksylowych 1 aminowych. Grupy te
utatwiajg modyfikacje struktury, a przede wszystkim pozwalajg sterowaé rodzajem ladunkéw
na powierzchni. Innym sposobem stabilizacji SPION moze by¢ zamykanie nanoczastek
tlenkéw zelaza w pecherzykach fosfolipidowych lub polimerowych, Wykorzystanie
polimerosoméw, w zaleznosci od warunkéw zewnetrznych (pH, temperatura, ultradzwicki,
pole magnetyczne, itp.), moze mie¢ wptyw na kinetyke procesu uwalniania biomolekut, a tym

samym speiniaé funkcje nos$nika leku.



Rozdzial 2.4 tej pracy poswigcony jest wielofunkeyjnym SPION w obrazowaniu
biomedycznym, w ktorym przeanalizowano mozliwosci kombinacji metod diagnostycznych.
Dotyczy to na przyktad kombinacji obrazowania fluoroscencyjnego z obrazowaniem metoda
rezonansu magnetycznego, czy rezonansu magnetycznego z ultrasonografia. Wydaje sie, ze
mozliwo$¢ kombinacji réznych technik diagnostycznych moze wpltywaé na ich czulosé
1 rozdzielczos¢, zaleznych takze w duzej czesci od rozkladu i wielkodci nanoczastek, a tym
samym prowadzi¢ do opracowania skuteczniejszych metod diagnostycznych, i idac dalej

terapeutycznych.

Nanoczgstki tlenku zelaza w MRI sa wykorzystywane gléwnie jako srodki
kontrastujace negatywne, a wigc ostabigjace zewnetrzne pole magnetyczne. Wazna cecha
tlenkéw Zelaza jest mozliwosé transformacji do $rodkéw pozytywnych droga sterowania
wielkoscig czastek. Te same efekty kontroli daje mozliwo$é stosowania powlok
chitozanowych jako polikationéw i polianionéw. Wykorzystanie samoorganizujacych si¢
struktur, jakimi sg polimerosomy, umozliwia dalszg modyfikacje powierzchni nie zmieniajgc
wlasciwodci magnetycznych, a wplywajac na wlasciwoéei biologiczne, w tym na
cytotoksycznos€. Konsekwencja takiego podejscia jest. zbudowanie wielowarstwowego,
wielofunkcyjnego ukladu hybrydowego, w ktérym od strony chemicznej polaczono
nieorganiczny, nanometryczny tlenek zelaza z organiczaym polisacharydem, jakim jest
chitozan oraz samoorganizujagcym si¢ polimerosomem na bazie polimeréw blokowych.

Autorka dla uzyskania takiej zlozonej struktury stosuje rézne metody otrzymywania.

Osobnego komentarza wymagaja wyniki badan wiasciwosci magnetycznych. Autorka
przedstawila krzywa magnetyzacji dla badanego ukladu poréwnujac ja do wykresu
teoretycznego (Rysunek 3). Zaleznos¢ przedstawiona na rysunku 16 jakkolwiek ma przebieg
podobny jak na rysunku 3, jednak zaleznos¢ ta przedstawiona jest dla temperatury T=200K.
Jakie przestanki decydowaly o wyborze tej temperatury?

Istotne jest réwniez dla dalszych badan, ze magnetyczno$é SPION z kationows
powloka chitozanowa zostata potwierdzona za pomoca mikroskopu AFM/MFM. W dalszej
czesel pracy Autorka analizuje zaleznos¢ stopnia relaksacji poprzecznej od stezenia zelaza
w magnetycznych nanoczastkach, przy wartosci zewnetrznego pola magnetycznego rownej
4,7 T. Przeprowadzone obliczenia wartosci relaksacyjnosei 2 1 r1 wskazuja, ze modyfikacja
SPION ma korzystng relacje r2 do r;. Natomiast nieuzasadnione jest poréwnywanie tych
wartosci do komercyjnych $rodkéw kontrastujgcych, poniewaz obliczenia te przeprowadzono

przy innej wartoéci zewnetrznego pola magnetycznego (1,5 T). Ponadto nasuwa sie pytanie,



dlaczego zaleznos¢ relaksacyjnosci od stezenia zelaza badano przy wartosci zewnetrznego
pola 4,7 T, podczas gdy stosowane w medycynie wartosci pola to 1,5-2,0 T. W przypadku
obecnosci polimerosoméw, badania magnetyczne prowadzono przy jeszcze innej wartoéei
zewngtrznego pola magnetycznego, tj. 9,4 T. Stosowanie tak zréznicowanych warunkéw

pomiaru nie ulatwia interpretacji wynikow.

" Badania fluorescencji w rézhych organach 1 tkankach pokazaly, ze modyfikowane
nanoczastki nie przedostaja si¢ do mozgu, serca, czy $ledziony, a wiec potencjalnych miejsc
mogacych wywotla¢ niekorzystne reakcje. W takich organach jak: ptuca, nerki, czy watroba
obserwuje si¢ akumulacje nanoczastek, cze$é jest wylapywana przez makrofagi, czego
skutkiem sg obnizone czasy relaksacji T2 mierzone do 14 dni po iniekcji. Niezrozumiate jest
stosowanie w badaniach dawki 2,32 mg Fe/kg, skoro nekroze ogona u myszy obserwowano
juz przy dawce 1 mg Fe/kg. Badania in vivo oraz ex vivo wskazujg, Ze proces oddzialywania
organizmu z modyfikowanymi nanoczastkami tlenku zelaza jest bardzo ztozony, wymagajacy
obserwacji drogi przemieszczania si¢ nanoczastek, ich akumulacji' i oddzialywania
z poszczegblnymi organami. W tym przypadku bardzo istotne jest okreélenie wplywu
morfologii i rozmiaru nanoczgstek, stosowanych dawek i warunkéw magnetyzacji na
zachowanie tych czastek w organizmie zywym. Niepokojacymi wydajg sie wyniki badafi
morfologii krwi myszy po iniekcji nanoczastek. Wskazujg one, ze niektore skiadniki
modyfikowanych SPION szczegdlnie zwigzane z chitozanem moga wykazywal przejsciows
ostrg toksycznosé. Wszystko to sprawia, ze opracowanie skutecznego srodka kontrastujacego
dla MRI wymaga dalszych badafn nie tylko prowadzacych do podwyzszenia zdolnosci

detekeyjnych, ale takze zapewnienia bezpieczenstwa implantacyjnego.

Niezmiernie istotne rezultaty Doktorantka uzyskata w wykorzystaniu SPION
w obrazowaniu zmienionego chorobowo $rédblonka. Zdjecia naczyn krwionognych uzyskane
metodg mikroskopii konfokalnej wskazuja na gromadzenie si¢ nanoczastek w $cianie
naczynia, natomiast nanoczastki z sondg fluoroscencyjna sa obecne w $cianie naczynia ze
stanem zapalnym bez gromadzenia si¢ blaszki miazdzycowej. Obserwacja ta moze otworzy¢
droge do przewidywania tworzenia blaszki, gdzie zdarzenie biochemiczne moze wyprzedzad
zdarzenie morfologiczne/strukturalne. Innymi stowy tym sposobem bedzie mozna badaé
naczynia krwionosne i okre$laé potencjalne migjsca tworzenia zakrzepéw zamykajacych

Swiatlo tetnicy, mogacych wywotaé zawat serca lub udar mézgu.

Uzyskane w pracy wyniki wskazuja na potencjalne mozliwosci wykorzystania

modyfikowanych powierzchniowo SPION jako $rodka kontrastujgcego dla obrazowania



metoda rezonansu magnetycznego. Jak podkreslita Autorka wymagaé to bedzie dalszych
badan, szczegdlnie w zakresie poprawy biozgodnosei takich wielowarstwowych ukladéw,
a takze pelnej kontroli nad przemieszczaniem si¢ nanoczastek w organizmie zywym, zaréwno
na etapie ich podawania jako srodka kontrastujgcego, jak i ich usuwania z krwioobiegu.
Niezmiernie istotne w tym przypadku wydajg si¢ badania dotyczace korelacji pomigdzy
czasem resorpeji badanych zwigzkdw, a czasem przeprowadzenia pomiaréw metoda MRI
Zastosowane w pracy metody badawcze sa adekwatne do postawionych probleméw
i pokazuja, ze Doktorantka dobrze pbrusza si¢ w obszarze nanomateriatow, dobierajgc
odpowiednie metody otrzymywania i metody oceny wiasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych. W tym ostatnim przypadku, analizy prowadzone byly w warunkach in vitro,
in vivo oraz ex vivo, co z jedne strony pokazalo w miar¢ pelny obraz oddziatywania
modyfikowanych nanoczgstek z organizmem zywym, ale z drugiej utrudniato interpretacje ze
wzgledu na zlozonod$¢ ukladu i1 wielo§¢ czynnikéw wplywajacych na oddzialywania

biologiczne.

Strona redakcyjna pracy budzi pewne zastrzezenia zaréwno co do ukladu jak
i pewnych niekonsekwencji redakcyjnych gdzie tytuly pbdrozdzia%téw raz $3 numerowane

a raz tylko pogrubione.

W podsumowaniu mozna stwierdzié, Ze cele tej pracy zostaly osiagniete — zbudowano
wielowarstwowy,  nanometryczny  uklad  hybrydowy Wykazujqcy wlasciwosci
superparamagnetyczne, o stabilnej dyspersji nanoczgstek, z podwyzszona biozgodnoscig,
a takze mozliwoscia funkcjonalizacji sonda fluorescencyjna, a poprzez obecnosé
polimerosoméw wykazujacy takze zdolnos¢ do transportu lekéw. Pomimo zlozonosci
badanego ukladu, Autorka okreélita potencjalne warunki wykorzystania modyfikowanych
supermagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza w obrazowaniu metoda MRI, a takze
poszerzyla mozliwosci tej metody o mikroskopie fluoroscencyjna, wykorzystujqc

dwufunkcyjne $rodki kontrastujace.

Autorka pracowata na bardzo zlozonym, wielofazowym materiale otrzymywanym
droga syntezy chemicznej, Wihasciwie dobrana metodyka badan 1 prawidiowo
przeprowadzono interpretacja wynikdéw pokazala, ze Doktorantka dobrze porusza si¢ w takim
interdyscyplinarnym obszarze, jakim jest inzynieria biomaterialéw z wykorzystaniem

nowoczesnych metod nanotechnologii.



W konkluzji stwierdzam, Zze praca Pani mgr Gabrieli Kanii pt: "Biokompatybilne,
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza do zasfosowaﬂ biomedycznych” spelnia
warunki okreslone przez ustawe o tytule i stopniach naukowych dla prac doktorskich
1 wnosze o dopuszczenie jej do publicznej obrony przed Rada Naukowa Wydzialu Chemii

Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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