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Streszczenie

Celem pracy bylo opracowanie metody wytwarzania biozgodnych nanoczgstek
polikaprolaktonowych (PCL NP) zdolnych do transportu substancji aktywnych, ktéore moga
znalez¢ zastosowanie w systemach dostarczania lekow lub diagnostyce medycznej. Synteze
nanoczastek przeprowadzono metoda nanoprecypitacji, analizujac wpltyw parametrow
procesowych, takich jak sktad faz, temperatura, metoda mieszania oraz zastosowanie dodatkow,
na wlasciwosci fizykochemiczne nanoczastek, w tym ich rozmiar i stabilno$¢ koloidalng.

W ramach pracy zbadano mozliwo$¢ integracji superparamagnetycznych nanoczastek
tlenku zelaza (SPION6w) z PCL NP, co pozwala na nadanie nanoczastkom wlasciwosci
magnetycznych. Zaprojektowano rdwniez rozwigzania pozwalajgce na usprawnienie procesu
separacji 1 oczyszczania nanoczastek. W pracy uwzgledniono ocen¢ biozgodnos$ci
wytworzonych systeméw, w tym ich potencjalu do transportu substancji modelowych,
cytotoksycznosci oraz interakcji z modelowymi liniami komoérkowymi. Przeanalizowano takze
mozliwosci kontrolowanego uwalniania enkapsulowanych substancji aktywnych.

Kluczowym elementem badan byto opracowanie modelu numerycznego procesu
nanoprecypitacji, ktéry wspiera projektowanie i optymalizacj¢ nanoczastek pod katem ich
wlasciwosci 1 zastosowan. Wyniki pracy stanowig podstawe do dalszego rozwoju technologii
wytwarzania nanoczastek polimerowych 1 hybrydowych, umozliwiajac ich wykorzystanie

w biomedycynie.

Stowa  kluczowe:  nanoprecypitacja,  nanoczastki  polikaprolaktonowe,  uktady
mikroprzeptywowe, systemy dostarczania lekéw, nanoczastki magnetyczne, model

numeryczny



Abstract

This study aimed to develop a method for producing biocompatible polycaprolactone
nanoparticles (PCL NP) capable of delivering active substances, with potential applications in
drug delivery systems or medical diagnostics. The synthesis of nanoparticles was carried out
using the nanoprecipitation method, analyzing the influence of process parameters such as
phase composition, temperature, mixing method, and the use of additives on the
physicochemical properties of the nanoparticles, including their size and colloidal stability.

The study also explored the integration of superparamagnetic iron oxide nanoparticles
(SPIONs) with PCL NP, enabling the nanoparticles to acquire magnetic properties. Solutions
for improving the separation and purification processes of the nanoparticles were also
developed. The research included an assessment of the biocompatibility of the produced
systems, including their potential for transporting model substances, cytotoxicity, and
interactions with model cell lines. The controlled release capabilities of encapsulated active
substances were also analyzed.

A key element of the research was developing a numerical model of the
nanoprecipitation process, which supports the design and optimization of nanoparticles based
on their properties and applications. The study results provide a foundation for further
development of polymeric and hybrid nanoparticle production technologies, enabling their

application in biomedicine.

Keywords: nanoprecipitation, polycaprolactone nanoparticles, microfluidic systems, drug

delivery systems, magnetic nanoparticles, numerical model
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Wykaz skrotow

Ac

BSA
CAF
CFD
CQMOM

DAPI
DCM
DL%
DLA
DLC
DLS
DMA
DMEM

DMSO
DNP

DPBS

DQMOM

EDL
EDTA
EE%
F127
FDA

FTIR
H>O

- aceton

- surowicza albumina wotowa (ang. bovine serum albumin)

- fibroblasty zwigzane z rakiem (ang. cancer-associated fibroblasts)

- obliczeniowa mechanika ptynéw (ang. computational fluid dynamics)

- warunkowa kwadraturowa metoda momentoéw (ang. conditional quadrature
method of moments)

- 4’ ,6-diamidyno-fenyloindol

- dichlorometan

- % zatadowania substancja aktywna (ang. drug loading)

- agregacja ograniczona dyfuzja (ang. diffusion-limited aggregation)

- koalescencja ograniczona dyfuzja (ang. diffusion-limited coalescence)

- dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. Dynamic Light Scattering)

- dimetyloacetamid

- medium hodowlane do komorek 1.929 i MG63 (ang. Dulbecco’s Modified
Eagle Medium)

- dimetylosulfotlenek

- nanoczgstki otrzymane metoda dozowania fazy organicznej kroplami/
metoda dozowania fazy organicznej kroplami

- roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami, niezawierajaca jonow
magnezu (Mg?") i wapnia (Ca*")

- bezposrednia kwadraturowa metoda momentow (ang. direct quadrature
method of moments)

- podwdjna warstwa elektryczna (ang. electrical double layer)

- kwas wersenowy

- efektywnos$¢ enkapsulacji (ang. encapsulation efficiency)

- Pluronic® F-127

- amerykafska Agencja ds. Zywnoséci i Lekow (ang. Food and Drug
Administration)

- spektroskopia fourierowska w podczerwieni

- woda
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He - hel
ISO - Migdzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ang. International

Organization of Standarization)

KBr - bromek potasu
MD - dynamika molekularna (ang. molecular dynamics)
MNP - nanoczastki otrzymane z wykorzystaniem uktadu mikroprzeptywowego/

metoda z wykorzystaniem uktadu mikroprzeptywowego

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu
Ne - neon

NP - nanoczastki

OE - octan etylu

PACA - poli(cyjanoakrylan) alkilu

PBS - bufor fosforanowy

PCL - polikaprolakton

PCS - spektroskopia korelacji fotondw (ang. photon correlation spectroscopy)
PDI - indeks polidyspersyjnosci (ang. polidyspersity index)
PDMS - zywica polidimetylosiloksanowa

PEG - poli(glikol etylenowy)

Pen-Strep - penicylina-streptomycyna

PGA - poliglikolid, poli(kwas glikolowy)

PLA - polilaktyd, poli(kwas mlekowy)

PLGA - kopolimer kwasu mlekowego 1 glikolowego

PMMA - poli(metakrylan metylu)

PVA - poli(alkohol winylowy)

QMOM - kwadraturowa metoda momentow (ang. quadrature method of moments)
RT - temperatura pokojowa (ang. room temperature)

RC - regenerowana celuloza

RM - rezonans magnetyczny

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa

T - dihydrat trehalozy, trehaloza

T80 - Tween®80

tayf - czas spotkania tancuchow polimerowych w wyniku dyfuzji
Ty - temperatura zeszklenia (ang. glass temperature)
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tk

tm

Tm
TME
THF
Tol

tz

UE
WNP

Zp

- czas krytyczny

- czas mieszania

- temperatura topnienia (ang. metling temperature)

- mikrosrodowisko guza (ang. tumor microenvironment)

- tetrahydrofuran

- toluen

- czas reorganizacji lub zapadania si¢ tancuchow polimerowych

- Unia Europejska

- nanoczgstki otrzymane metodg jednorazowego wstrzykniecia fazy

organicznej do wodnej/
organicznej do wodnej

- potencjat zeta ()

metoda jednorazowego wstrzyknigcia fazy
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Lista symboli

- wspolczynnik przesycenia [-]

C; - rozpuszczalno$é substancji i [mol/m> lub mol/L]
Co - stezenie rownowagowe [mol/m?® lub mol/L]
AG - energia swobodna tworzenia zarodka (bariera energetyczna) [J]
o - napiecie migdzyfazowe [J/m? lub N/m]
v - objeto$¢é molowa substancji rozpuszczonej [m*/mol]
kg - stata Boltzmanna (1,38064852 - 1072 J/K)
T - temperatura [K]
N, - szybko$¢ zarodkowania [m™-s™!]
s - przesycenie [mol/ m? lub mol/L]
C - stezenie sktadnika w roztworze [mol/ m* lub mol/L]
C *; - rozpuszczalno$é substancji i [mol/ m* lub mol/L]
Qw - szybkoé¢é przeptywu fazy wodnej [m?/s]
Qorg - szybko$¢ przeptywu fazy organicznej [m?/s]
K, - stata szybkos$ci wzrostu czastek [m/s]
Re - liczba Reynoldsa [-]
d - charakterystyczna dtugos¢ [m]
u - predkos¢ ptynu [m/s]
- gesto$é ptynu [kg/m?]
u - lepko$é¢ dynamiczna ptynu [Pa-s = N-s/m?]
Pe - liczba Pecleta [-]
D - wspotczynnik dyfuzji [m?/s]
t - czas [s]
R - stata gazowa (8314 J - kmol' K)
Ry - promien hydrodynamiczny [m]
K - przewodnos¢ elektryczna [S/m]
€ - przenikalnos¢ dielektryczna osrodka [F/m]
& - wzgledna przenikalno$¢ dielektryczna os$rodka [-]
& - przenikalno$éé dielektryczna prozni (8,85 - 10712 F/m)
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- odwrotno$¢ grubosci podwdjnej warstwy elektrycznej (promienia Debye’a)
[m—"]

- stata Avogadra (6,022 - 10%* mol™)

- promienia czastki [m]

- ladunek elementarny (1,602 - 10°'° C)

- sita jonowa [mol/L]

- ruchliwo$¢ elektroforetyczna [m?/(V-s)]

- predko$¢ natadowanych czastek w polu elektrycznym [m/s]

- nate¢zenie pola elektrycznego [V/m]

- wspotczynnik lepkos$ci osrodka [Pa-s]

- poczatkowa warto$¢ $rednicy czastek [m]

- §rednica czastki w czasie t [m]

- skala czasowa koalescencji [s]

- poczatkowe stezenie liczbowe czastek na jednostke objetoéci [m™]
- catkowita powierzchnia czastek [m?/m?]

- rownowazna $rednica czasteczki srodka powierzchniowo czynnego [m]
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1. Wprowadzenie

1.1. Nanoprecypitacja

Metode nanoprecypitacji, nazywang takze wypieraniem rozpuszczalnika PCL NP
wykazuja wysoki stopien tolerancji komoérkowej i zdolno$¢ do efektywnego wychwytu przez
modelowe linie komdrkowe, co sugeruje ich przydatno$¢ w inzynierii biomedycznej 1 terapii
ukierunkowanej [1], [2], po raz pierwszy opisali Fessi 1 in. w 1989 r. [3]. Od tego czasu
jest szeroko stosowana do wytwarzania szerokiej gamy nanoczastek (NP): polimerowych [4],
biatek zatadowanych lekiem [5], czy nieorganicznych [6].

Zwykle hydrofobowe substancje rozpuszczone sa w rozpuszczalniku organicznym
mieszalnym z woda, w ktérym maja wysoka rozpuszczalno$¢. Nastepnie roztwor
rozpuszczalnika dodaje si¢ do nierozpuszczalnika objetosciowo o duzo wigkszym stosunku
do rozpuszczalnika organicznego, takiego jak woda lub roztwory buforowe. Rzeczywiscie, NP
powstaja w wyniku szybkiej dyfuzji rozpuszczalnika polimeru do nierozpuszczalnika,
co prowadzi do wytracenia polimeru i utworzenia NP [1]. Na koniec rozpuszczalnik organiczny
usuwa si¢ przez odparowanie. Technika ta nie wymaga sonikacji ani wysokich temperatur,
w przeciwienstwie do niektérych proceséw emulsyjnych [7]. Pozwala uzyska¢ wysoka
skutecznos¢ enkapsulacji, jest procesem ekonomicznym 1 prostym do implementacji [8].
Jednakze nanoprecypitacja ogranicza si¢ do caltkowicie mieszalnych z woda rozpuszczalnikow
1 mozna ja stosowac jedynie do skutecznego wtaczania lekow lipofilowych do NP [7].

Zbadano nanoprecypitacj¢ w celu wytwarzania szerokiego spektrum sktadnikow
hydrofobowych, w tym lekéw hydrofobowych, polimerow, biatek hydrofobowych itp. Okoto
40% klinicznie zatwierdzonych lekow 1 90% opracowywanych lekéw to leki hydrofobowe
o niskiej rozpuszczalnosci w wodzie [9]-[11]. Zamykanie lekéw hydrofobowych w NP
zapewnia kilka korzySci, w tym poprawe rozpuszczalnosci i1 szybkosci rozpuszczania
w §rodowisku wodnym, zwigkszajagc w ten sposob ich biodostepnos$¢, poprawe stabilnosci
chemicznej niektorych lekow i kontrolg kinetyki uwalniania lekow, aby uzyska¢ dodatkowe
funkcje 1 pozadane wilasciwosci, m.in. wydluzenie okresu cyrkulacji leku w krwiobiegu
czy podawanie dwoch lekow jednoczesnie dajac efekt synergistyczny [12], [13]. Jednakze
czyste NP leku sa niestabilne 1 majg tendencje do agregacji. Dlatego $rodki powierzchniowo
czynne, polimery lub lipidy zwykle wspolstraca si¢ z lekami, aby ustabilizowaé czastki [14].
Nanoprecypitacja jest bardzo prostym i szybkim procesem wytwarzania NP polimerowych.

Pozostaja jednak pewne wyzwania, m.in. stabilno$¢ czastek, precyzyjna kontrola ich wielko$ci
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1 rozktadu wielkos$ci, pomys$ine tadowanie NP hydrofobowych oraz kontrolowane uwalnianie

enkapsulowanych substancji.

1.1.1. Mechanizm precypitacji

Nanoprecypitacja polega na obnizeniu jakosci rozpuszczalnika do rozpuszczania
gléwnego sktadnika tworzacego NP. Takg réznice w jakosci rozpuszczalnika mozna osiggnac
poprzez zmian¢ pH, st¢zenia soli, warunkow rozpuszczalnosci lub poprzez dodanie fazy
nierozpuszczalnika [15]. Proces nanoprecypitacji obejmuje cztery etapy: wytwarzanie
przesycenia, zarodkowanie, wzrost 1 koagulacje [16]. Szybkos¢ kazdego etapu determinuje
wielko$¢ czastek, a sila napedowa tych zjawisk jest stosunek stezenia polimeru
do rozpuszczalnosci polimeru w mieszaninie rozpuszczalnika 1 nierozpuszczalnika.
Krytycznym czynnikiem jednolitego tworzenia czastek jest oddzielenie etapéw zarodkowania
1 wzrostu [17], [18]. Korzystnie, warunki procesu powinny umozliwia¢ wysoki stopien
zarodkowania silnie zalezny od przesycenia i niskie tempo wzrostu [19]. Przesycenie
ma miejsce, gdy roztwor zawiera wigcej rozpuszczonej substancji niz wynika z rownowagowe;j
warto$ci  nasycenia. W rzeczywistosci dodatek nierozpuszczalnika zmniejsza  sile
rozpuszczalnika organicznego do rozproszenia substancji, co wprowadza uklad w stan
przesycenia. Wspolczynnik przesycenia (S) wyraza si¢ w nastgpujacy sposob:
&

Ceo

S= (1)

gdzie C; jest rozpuszczalnos$cig substancji 1, a Cy, jest stezeniem rownowagowym.

Szybkos¢ przesycenia moze wplywaé na koncowe wilasciwosci NP, gdzie wyzsze przesycenie
prowadzi do zmniejszenia wielkosci czastek. W celu uzyskania stabilnosci termodynamicznej,
po przesyceniu rozpoczyna si¢ etap zarodkowania. Wystepuje, gdy przesycenie uktadu osiaga
granice poziomu krytycznego, ktory jest specyficzny dla stosunku rozpuszczalnika
do nierozpuszczalnika. Innymi stowy, aby utworzy¢ zarodki, nalezy pokonac barierg
energetyczng (AG).

3.,3
AG = lé6mo°v (2)

3kp2T2(InS)?

gdzie o jest napigciem migdzyfazowym na granicy faz ciato stale-ciecz, v jest objetoscia

molowg substancji rozpuszczonej, kg jest stalg Boltzmanna, T jest temperaturg [20].
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Lokalne wahania stg¢zenia spowodowane przesyceniem prowadza do powstania
zarodkow pierwotnych, ktére z kolei zwigkszajg swoj rozmiar w wyniku potaczenia czasteczek
substancji rozpuszczonej, az osiggng rozmiar krytyczny, ktory jest stabilny przed
rozpuszczeniem. Etap zarodkowania jest kontynuowany az do momentu, gdy wzrost
wcezesniejszych zarodkow wyczerpie przesycenie roztworu. Szybkos¢ zarodkowania (N,)
w zaleznosci od stopnia przesycenia S wytrgcanej substancji w roztworze mozna wyrazic¢
za pomocg nast¢pujacego rownania matematycznego [20], [21].

16mo3v?2

N, =c.exp |——————
r pl 3kg3T3(InS,)?

)

gdzie c jest stalg.

Zarodkowanie zatrzymuje si¢, gdy stezenie substancji rozpuszczonej spadnie ponizej
krytycznego st¢zenia przesycenia, a zarodki rosng w wyniku kondensacji lub koagulacji.
Kondensacja polega na dodawaniu pojedynczych czasteczek do powierzchni czastek. Odbywa
si¢ to w dwoch etapach: etap dyfuzji, w ktérym substancja rozpuszczona jest transportowana
z plynu masowego przez warstwe graniczng roztworu przylegajaca do powierzchni zarodkow
oraz etap osadzania, w ktorym zaadsorbowane czasteczki substancji rozpuszczonej
sg integrowane z macierzg zarodkoéw. Kiedy stgzenie niezaadsorbowanej substancji
rozpuszczonej spadnie ponizej rOwnowagowego stezenia nasycenia, kondensacja ustaje.
Szybkos¢ kondensacji zmniejsza si¢ w wyniku koagulacji [20], [21]. Z drugiej strony
koagulacja polega na przyleganiu czastek do siebie. Zachodzi to wtedy, gdy oddziatywania
przyciagajace (van der Waalsa, oddziatywania hydrofobowe itp.) sg silniejsze od oddziatywan
odpychajacych (odpychanie steryczne lub elektrostatyczne). Czynnikiem decydujacym o etapie
koagulacji jest czgstotliwos$¢ zderzen, ktora zalezy od st¢zenia czastek, wielkosci 1 ich ruchu.
Liczba zderzen prowadzacych do koagulacji nazywana jest efektywnoscia zderzen i zalezy
od stosunku przyciagania 1 odpychania interakcji pomigdzy czastkami. Aby zabezpieczy¢
czastki przed koagulacja, podczas przygotowania mozna doda¢ Srodki stabilizujgce. Takie

srodki moga adsorbowac si¢ na powierzchni NP 1 wprowadza¢ interakcj¢ odpychajaca [16].

1.1.2. Parametry majace wplyw na proces otrzymywania nanoczastek metoda
nanoprecypitacji
W nanoprecypitacji modyfikacja wielu parametrow powoduje istotne zmiany

wlasciwosci fizycznych NP pod wzgledem m.in. wielkosci, rozktadu $rednic, skutecznosci

enkapsulacji leku [21]. Wpltyw parametréw procesu, takich jak rodzaj, ilo$¢ 1 masa
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czasteczkowa polimeru, rodzaj rozpuszczalnika i nierozpuszczalnika, stosunek objetosci
uzytego rozpuszczalnika do nierozpuszczalnika, wptyw stabilizatora i szybkos$¢ mieszania majg
duzy wptyw na wielko§¢ NP [22]-[24]. Ze wzgledu na wzrost lepkosci utrudniajacy dyfuzje
polimeru zrozpuszczalnika do nierozpuszczalnika, wzrost stezenia polimeru prowadzi
do powstania wigkszych NP [23]. Mniejsze NP w waskim zakresie wielkos$ci sg produkowane
przez rozpuszczalniki o wysokich wspotczynnikach dyfuzji, takie jak aceton i acetonitryl [25].
Ustalono réwniez, ze zmniejszenie stosunku objetosciowego  rozpuszczalnika
do nierozpuszczalnika powoduje zmniejszenie rozmiarow NP [26]. Wykazano, ze charakter
stabilizatora 1 jego st¢zenie wplywaja na wielkos¢ NP [27], [28]. Badania dowiodly,
ze zwigkszenie ilosci $rodka powierzchniowo czynnego (np. Pluronic®F-127) zmniejsza
wielkos$¢ NP, poprzez obnizenie napigcia miedzyfazowego [29].

Poniewaz nanoprecypitacja jest procesem kontrolowanym kinetycznie, precyzyjna
kontrola wlasciwosci NP stanowi wyzwanie [20], [30], [31]. Wplyw parametrow procesu,
takich jak: stezenie polimeru [31], [32] rodzaj rozpuszczalnika [33], szybko$¢ mieszania [20],
[34], [35] silnie wplywa na wytwarzanie NP polimerowych, a w szczego6lnosci na ich $rednig

wielkos¢ NP 1 rozktad wielkosci [36]—[39].

1.1.2.1. Mieszanie

Kinetycznie kontrolowany charakter nanoprecypitacji powoduje, ze sposob 1 szybkosé
mieszania dwoch faz moze silnie wptywaé na tworzenie si¢ NP, a poprzez to na wielkos$¢,
rozktad wielkosci oraz zdolno$¢ do inkorporacji leku [20], [40]. Wiaza si¢ z tym rdzne
parametry, ktore bezposrednio wptywajg na kinetyke tworzenia czastek. Nalezag do nich
stezenie polimeru oraz zastosowany rozpuszczalnik organiczny. Podczas gdy ten pierwszy
wplywa na odlegtosci dyfuzji, drugi wplywa na granicg¢ rozpuszczalnosci polimeru
w mieszaninie woda-rozpuszczalnik [41].

Mieszanie jest procesem zlozonym, ktory mozna scharakteryzowac¢ kilkoma skalami
czasowymi charakteryzujacymi rozne etapy rozprowadzania jednego materiatlu w drugim,
a nastgpnie homogenizacj¢ mieszaniny. Mieszanie wptywa na redystrybucj¢ przesycenia (S)
zdefiniowanego réwnaniem (4), w calym uktadzie. Rozcieficza ono przesycony roztwér mniej
przesyconymi lub nienasyconymi ptynami, a takze umozliwia kontakt utworzonych wczesniej
czastek z obszarami o wigkszym przesyceniu. W tych obszarach czastki moga rosnac,
co naturalnie prowadzi do zmniejszenia ogdlnego przesycenia. Zwigkszanie szybkosci

mieszania skraca takze okres, w ktorym przesycenie jest wysokie. Etapy zarodkowania
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1 wzrostu zwykle r6znig si¢ znacznie pod wzgledem wrazliwos$ci na przesycenie, co wyjasnia

wptyw rozktadu przesycenia na wielkos$¢ czastek.

S =Cp—Cx* 4

gdzie c; to st¢zenie sktadnika w roztworze, a ¢ *; to rozpuszczalnos$¢ substancii i.

Wartosci stopnia przesycenia (S, rown. (1), podrozdziat 1.1.1.) oraz przesycenia
okreslaja nadwyzke aktualnego stgzenia wytrgcanej substancji w stosunku do stezenia
rownowagowego w danych warunkach i wraz ze stopniem przesycenia stanowig miar¢ sity
napedowej procesu precypitacji [42]. Ogoélnie przyjmuje sie, ze tworzenie NP
W nanoprecypitacji staje si¢ wrazliwe na mieszanie, gdy charakterystyczny czas mieszania (tm)
jest wiekszy niz czas krytyczny (ti, zwykle zalezny od uktadu i warunkéw), podczas gdy
jest praktycznie niezalezny od mieszania, jesli tm< tx (tj.dla ,szybkiego mieszania”
w nanoprecypitacji btyskawicznej, ang. flash nanoprecipitation) [34], [43], [44].

Na poziomie molekularnym zostalo to zinterpretowane w kategoriach wzglgdnych
szybkosci trzech procesow: mieszania fazy wodnej 1 organicznej, zwigzanych z czasem
mieszania  (tm), reorganizacji lub  zapadania si¢  fancuchéw  polimerowych
(z charakterystycznym czasem t,) oraz spotkania tancuchéw polimerowych w wyniku dyfuzji
(tayr) [45], [46]. Uwaza sie, ze w przypadku szybkiego mieszania, zapadanie si¢ tancucha jest
szybsze niz dyfuzyjne spotkanie fancuchow polimerowych. W tym przypadku zapadanie si¢
tahcuchéw polimerowych prowadzi do powstawania czastek pierwotnych w procesie
kontrolowanym przez dyfuzj¢, przy niewielkim lub Zadnym wptywie rzeczywistego mieszania
na tworzenie si¢ NP. Z drugiej strony, jesli mieszanie jest powolne (duzy tm > tx), oczekuje si¢
stopniowego zapadania si¢ tancuchow polimerowych, co prowadzi do wydtuzenia efektywnego
czasu zapadania si¢ tancuchow, z t; ~ tm. W konsekwencji dyfuzyjne spotkania tancuchow
konkurujg z ich reorganizacja wraz z tworzeniem si¢ NP, co prowadzi do wyraznego wplywu
szybkoS$ci mieszania na wytwarzanie NP.

Mieszanie jest szczegdlnie waznym parametrem w przypadku prowadzenia procesu
nanoprecypitacji w ukladach mikroprzeptywowych. Jesli mieszanie w systemie
jest wystarczajaco szybkie, czastki sg blokowane kinetycznie, a ich §rednice i rozktad wielko$ci
mozna kontrolowa¢ [47]. Trudno nad nimi zapanowa¢ w duzych systemach, w ktorych
mieszanie jest wolniejsze, czastki agreguja, a dojrzewanie Ostwalda zwigksza
polidyspersyjno$¢. Niemniej jednak udane wytwarzanie NP metoda nanoprecypitacji wcigz

napotyka szereg wyzwan, takich jak niska wydajnos¢ produkcji, duze réznice miedzy partiami,
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krotki czas przebywania 1 niespetniajagce norm zwigkszenie skali procesu produkcyjnego.
Dlatego zdecydowanie pozadane jest podejscie, ktore pozwala na otrzymywanie NP
o pozadanych wilasciwosciach fizykochemicznych w sposob wysokowydajny i powtarzalny
[48]. Konwencjonalne metody zwykle stosowane do otrzymywania polimerowych NP
(tj. metoda dozowania kroplami fazy organicznej do fazy wodnej) zazwyczaj powoduja
otrzymanie produktu o szerokim rozktadzie wielko$ci ze wzgledu na brak precyzyjnej kontroli
nad procesem mieszania. Alternatywnie do wytwarzania NP mozna zastosowa¢ technike
mikroprzeplywowg, poniewaz pozwala ona na szybkie mieszanie i precyzyjng kontrole réznych
strumieni w celu uzyskania kontroli nad wielko$cig 1 rozktadem NP [49]-[53]. Sa dwa sposoby
kontrolowania nanoprecypitacji poprzez mieszanie. Jednym z nich jest wytworzenie
turbulentnego mieszania, takiego jak nanoprecypitacja btyskawiczna, a drugim zmniejszenie
odleglosci dyfuzji w warunkach przeptywu laminarnego, takich jak nanoprecypitacja oparta
na mikroprzeplywach [40]. Technika mikroprzeptywowa zostanie szerzej opisana
w podrozdziale 1.1.3. Dodatkowo warto zaznaczy¢, ze w przypadku metody nanoprecypitacji
wymagana jest umiarkowana szybko$¢ mieszania zamiast duzych szybkos$ci mieszania,

ktora podnosi temperaturg [39], [54], [55].

1.1.2.2. Temperatura

Temperatura jest kolejnym istotnym parametrem w procesie nanoprecypitacji.
Jest powigzana z mieszaniem, gdyz jak wspomniano wyzej, duze szybko$ci mieszania,
ktore skutkuja mniejszym, czyli pozadanym rozmiarem NP, moga prowadzi¢ do wzrostu
temperatury uktadu. Temperatura odgrywa kluczowa role wptywajac na wielkos¢ czastek,
dyfuzje i temperature zeszklenia nanokompozytéw polimerowych.

W metodzie nanoprecypitacji, temperatura zostala uznana za wazny czynnik okreslajacy
wielkos¢ NP, poprzez usprawnienie procesu dyfuzji rozpuszczalnika. W wysokich
temperaturach dyfuzja translacyjna polimeréw moze zosta¢ przyspieszona ze wzgledu na duza
odksztatcalnos¢ powierzchni NP. I odwrotnie, w nizszych temperaturach odksztalcalno$¢
powierzchni NP maleje, naktadajac duze bariery nadmiaru wolnej energii na dyfuzj¢ polimeru,
co prowadzi do spowolnienia dyfuzji [56].

Dotychczas w literaturze opisane zostaty przypadki, gdzie w metodzie nanoprecypitacji
badano temperature uktadu siggajaca do 50°C, czyli nizszej od temperatury wrzenia wigkszo$ci
mieszalnych z wodg rozpuszczalnikow organicznych [57]. Dlatego mozna postawi¢ hipotezg,
ze jesli temperatura nanoprecypitacji jest wyzsza niz temperatura wrzenia rozpuszczalnika

organicznego, dodanie polimeru/roztworu organicznego do gorgcej wody moze doprowadzié
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do powstania czagstek polimerowych w wyniku wrzenia i szybkiego odparowania
rozpuszczalnika organicznego [57].

Zhang 1 in. badali wplyw temperatury na proces precypitacji amorficznych NP
antybiotyku (acetylu cefuroksymu) i stwierdzili, Ze nizsza temperatura precypitacji prowadzita
do powstawania mniejszych NP [58]. Wynikalo to prawdopodobnie z faktu, ze w niskiej
temperaturze rozpuszczalno$¢ leku zmniejszala sig¢, a strefa metastabilno$ci stawata si¢ wezsza,
co ulatwiato osiggnigcie wysokiego przesycenia po zmieszaniu faz. Dodatkowo, zarodkowanie
jest procesem, ktory wigze si¢ ze spadkiem energii swobodnej i wydzielaniem ciepta, dlatego
nizsze temperatury sprzyjalty wyzszemu tempu zarodkowania. Jednocze$nie, nizsze
temperatury moglty hamowac wzrost czastek [59]. W rezultacie, przy niskiej temperaturze,
polaczenie duzej szybkosci zarodkowania 1 matej szybkosci wzrostu prowadzilo
do powstawania mniejszych czastek [58]. Z kolei wyzZsza temperatura nanoprecypitacji
poprawiata mieszanie ptynow dzigki zmniejszeniu lepkosci 1 zwiekszeniu dyfuzyjnosci, co,

jak przewidywano, obnizato indeks polidyspersyjnosci (PDI) [60].

1.1.2.3. Natezenie przeptywu faz, stosunek objetosci faz

Stosunek fazy organicznej do wodnej jest kolejnym czynnikiem majagcym wplyw
na rozmiar NP polimerowych utworzonych w procesie nanoprecypitacji. Zwiekszenie objgtosci
fazy organicznej w stosunku do fazy wodnej moze prowadzi¢ do wigkszych rozmiarow NP,
poniewaz wigksza ilo§¢ polimeru rozpuszczonego w fazie organicznej ma tendencje
do tworzenia wigkszych agregatow podczas procesOw desolwatacji 1 koalescencji. Z drugiej
strony, wiceksza 1lo$¢ rozpuszczalnika organicznego umozliwia lepszg dyfuzje 1 zapobiega
koalescencji kropel, co sprzyja tworzeniu mniejszych czastek. Dodatkowo wigksza objetosée
fazy wodnej moze sprzyjac¢ szybszemu i bardziej efektywnemu rozproszeniu polimeru, co moze
prowadzi¢ do mniejszych 1 bardziej jednorodnych NP [24], [61], [62].

Rivas 1 in. [21] stwierdzili, ze zwigkszenie objetosci fazy organicznej z 1 ml do 5 ml
przy statej objetosci fazy wodnej prowadzito do zmniejszenia rozmiaru NP z 430 nm do
345 nm. Z kolei, przy wyzszych stosunkach fazy wodnej do organicznej, proces dyfuzji
rozpuszczalnika do fazy wodnej staje si¢ szybszy, co moze prowadzi¢ do szybkiego wytracania
polimeru i tworzenia wigkszych czastek [63]. Ponadto, stosunek objetosciowy rozpuszczalnika
do nierozpuszczalnika odgrywa kluczowa rolg w ciagltej produkcji jednolitych NP hydrozelu
alkoholu poliwinylowego. Nanoprecypitacja membranowa pozwolita na ciagle otrzymywanie

jednolitych NP hydrozelowych, a stosunek objetosciowy rozpuszczalnika
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do nierozpuszczalnika zostal zidentyfikowany jako najwazniejszy czynnik wptywajacy
na proces nanoprecypitacji [64].

Othman i in. prowadzili badania w urzadzeniu mikroprzeptywowym przy statej
szybkosci przepltywu fazy wodnej (Qw), 1 zmiennej szybkosci przeptywu fazy organicznej
(Qorg). Analizowany stosunek R = Quw/Qorg byt z zakresu 1,5 do 10. Rozmiar NP malat
wraz ze wzrostem R, poniewaz po utworzeniu zarodki NP sg bardziej rozcienczone, co hamuje

szybko$¢ wzrostu czastek w procesie nukleacji, okreslong wzorem:

dl
o = Kg(Ci—C%)° 5)

gdzie Kj; jest stalg szybkosci wzrostu czgstek, a C; i C * s3 odpowiednio stezeniem polimeru
na powierzchni czastek i stezeniem nasycenia.
Warto$¢ parametru b wynosi zwykle od 1 do 3 [65], dt okre§la zmiana czasu, a ,,(...) jako
charakterystyczny wymiar [ przyjmuje si¢ zwykle dtugo$¢ odcinka prostej przechodzacej przez
srodek ciezkosci czastki i przecinajacej jej dwie przeciwlegte krawedzie, badz tez jako $rednice
kuli o tej samej szybkosci opadania co rozwazana czastka.”[42].

Zwigkszona objetos¢ wody zmniejsza rowniez tendencj¢ do agregacji czastek
ze wzgledu na nizsza czestotliwosé, z jaka czastki zderzaja si¢ i przylegaja do siebie [49],
co potwierdzaja rowniez wyniki Zhao 1 in. [65]. Agregacja czastek jest najbardziej
prawdopodobna w poblizu wylotu z uktadu mikroprzeplywowego, gdzie lokalne st¢zenia NP
sg wysokie. Ponadto wyzszy wspotczynnik natezenia przeptywu zapewnia szybsze mieszanie
w systemie mikroprzeptywowym [66].

Podsumowujac, stosunek fazy organicznej do wodnej jest kluczowym parametrem
wplywajacym na rozmiar NP polimerowych w procesie nanoprecypitacji. Optymalizacja tego
parametru moze prowadzi¢ do uzyskania NP o pozadanych wilasciwos$ciach, co jest istotne

dla zastosowan w dostarczaniu lekow 1 inzynierii tkankowe;.

1.1.3. Techniki mikroprzeptywowe

W ciagu ostatnich kilku dekad bylismy $wiadkami pojawienia si¢ i rozwoju platform
mikroprzeptywowych jako alternatywnych drog syntezy chemicznej zaréwno w kierunku
czastek, jak 1 materiatow [67]. Do otrzymywania NP polimerowych wykorzystuje si¢
technologi¢ mikroprzeptywowa o wysokim stopniu kontroli nad wielkoscig, ksztaltem
1 skladem czastek [68]. Podej$cie to zapewnia skalowalny proces wytwarzania tych materialow

1 ma potencjalne zastosowania w dostarczaniu lekéw 1 diagnostyce [18], [53], [69], [70].
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Technika  mikroprzeptywowa opiera si¢ na procesie  nanoprecypitacji
w mikroskalowych kanatach. Systemy mikroprzeptywowe projektowane sg tak, aby umozliwié¢
kontrole szybkos$ci mieszania mi¢dzy fazami rozpuszczalnika i nierozpuszczalnika, wyraznie
wykazujac liczne zalety w otrzymywaniu NP w porownaniu z klasycznymi procesami
nanoprecypitacji. Co wazne, miniaturyzacja procesu pozwala na znaczne zmniejszenie zuzycia
odczynnikow, szybsza analizg, lepsza kontrole nad warunkami procesu, niskie zuzycie energii
i nizsze koszty [68], [71]. Ponadto, maja t¢ zalete, ze nadaja si¢ do ponownego uzycia.

Na przyktad Vladisavljevic i in. [72] wytworzyli monodyspersyjne mikroczastki
poli(kwasu mlekowego) (PLA) i polikaprolaktonu (PCL) wykorzystujac metode emulsyfikacji
w szklanym urzadzeniu kapilarnym skupiajacym przeptyw. Badali oni wplyw szybkos$ci
przeptywu dwoch faz i struktury geometrycznej urzadzenia na wielkos$¢ czastek. Stwierdzili,
ze wielkos$¢ czastek zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem stosunku nat¢zenia przeptywu fazy ciaglej
do fazy rozproszonej. Yang i in. [73] przygotowali mikrokapsutki PCL przy uzyciu metody
emulsyfikacji mikroprzeptywowej. Wykazali oni, ze mikrokapsutki PCL moga by¢ stosowane
jako inteligentny system dostarczania lekow.

Waskie kanaty w urzadzeniach mikroprzepltywowych o $rednicy w zakresie od 1 do
100 um [71] skuteczniej utrzymujg sity Scinajace i polozenie czastek podczas przeptywu, co
utatwia tworzenie wysoce wydajnych dyspersji. Dodatkowo wymiary kanalu o $rednicy
mniejszej niz 100 pm pozwalajg na uzyskanie wysokiego cisnienia w kanale bez calkowitej
utraty przeptywu. NP polimerowe mozna formutowaé przy pomocy mikroprzeplywow w celu
poprawy ich wtasciwosci [70]. Poniewaz urzadzenia mikroprzeptywowe mozna zaprojektowac
jako bardzo wydajne mieszalniki, szybko§¢ mieszania rozpuszczalnika i nierozpuszczalnika
moze przesung¢ szybkos¢ wytragcania w strone etapu wysokiego zarodkowania, a nie etapu
wzrostu [19]. Co wigcej, stosujac precyzyjny sprzet dozujacy (np. pompy strzykawkowe),
mozliwe jest odtworzenie protokotu syntezy bez zmiany charakterystyki NP.

Na poziomie molekularnym reakcja zachodzi, gdy dwie czasteczki zderzajg si¢ ze soba,
co w ujeciu makroskopowym nazywamy mieszaniem reagentow. Czgsto osiggnigcie
jednorodnego roztworu w reaktorach okresowych poprzez mieszanie zajmuje kilka minut,
co znacznie przekracza czas zycia zderzenia molekularnego (<ps) i moze powodowac
niekorzystne konsekwencje, takie jak intensywne wydzielanie ciepta 1 zmniejszenie
wydajnosci, szczegolnie w przypadku procesoOw o szybkiej kinetyce. Mieszanie
w mikroptynach r6zni si¢ od mieszania w roztworach. Kluczowy parametr, liczba Reynoldsa

(Re), wyjasnia tg rdznice:
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_ dup
Re = p (6)

gdzie d jest charakterystyczng skalg dlugosci kanatu, a u, p i u to odpowiednio predkosc,
gestos¢ 1 lepkos¢ dynamiczna ptynu.

Z réwnania tego wynika, ze wraz ze zmniejszeniem charakterystycznych wymiarow uktadu
zmniejsza si¢ rowniez liczba Reynoldsa. Gdy Re < 2000, system wchodzi w tzw. rezim
przeplywu laminarnego, tzn. opiera si¢ glownie na dyfuzji molekularnej na granicy faz
i wymaga do$¢ dlugiej $ciezki przeptywu by osiggna¢ intensywne mieszanie [74]. Przeptyw
laminarny, dzi¢ki stalym liniom strumieni ptynu, umozliwia precyzyjne sterowanie tymi
strumieniami, a transfer masy w urzadzeniu mikroprzeptywowym odbywa si¢ gtéwnie przez
pasywna dyfuzje molekularng i adwekeje [75].

W systemach mikroprzeptywowych stosuje si¢ dwa gldwne rodzaje kontroli przeptywu:
kontrole ci$nienia i kontrol¢ objetosci. Ze wzgledu na ograniczong wielkos¢ 1 objetos$¢ takich
urzadzen, intensyfikacja przeptywu jest zazwyczaj trudna. Jednym z rozwigzan tego problemu
jest zastosowanie przegrod w kanatach mikroreaktora (ang. static mixer), ktore zwigkszaja
intensywno$¢ mieszania [76].

Oprocz liczby Reynoldsa, liczba Pecleta (rownanie (7)) rowniez dostarcza informacji

na temat transportu w przeptywie.

Pe = — (7)

gdzie D to wspdlczynnik dyfuzji, a liczba Pecleta opisuje stosunek konwekcyjnego
do dyfuzyjnego transportu czasteczek ptynu.
Z réwnania (7) wynika, Ze zmniejszenie wymiarow uktadu prowadzi do zmniejszenia liczby
Pecleta.

W uktadach mikroprzeptywowych sily kapilarne dominujg nad sitami grawitacyjnymi
w miar¢ zmniejszania wymiaréw charakterystycznych systemu, co pozwolito na opracowanie
wielu urzadzen analitycznych, takich jak glukometry i testy cigzowe [77]. Wreszcie, czasy
reakcji w systemach mikroprzeptywowych sa znacznie krotsze niz w konwencjonalnych
urzadzeniach. Wynika to z mniejszych wymiaréw systemoéw, co prowadzi do krétszego czasu

dyfuzji dla danej czasteczki. Przyblizenie czasu dyfuzji przedstawiono na rownaniu (8):
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t== )

gdzie x jest odlegloscig przebyta przez jedng czasteczke substancji rozpuszczonej wzdtuz
jednej osi po czasie t, a D jest wspotczynnikiem dyfuzji substancji rozpuszczone;j.

Z powyzszego rownania wynika, ze:
t o x2 )

W zwigzku z tym staje si¢ jasne, ze wraz ze zmniejszeniem charakterystycznych wymiaréw
uktadu, czas dyfuzji czasteczek w tym uktadzie ulega skrdoceniu, co prowadzi do skrdocenia
czasu reakcji w urzadzeniach mikroprzeptywowych. Staje si¢ to coraz wazniejsze,
gdy rozwazane s3 wigksze czasteczki o nizszym wspodlczynniku dyfuzji, takie jak DNA [78].
Powyzsze zjawiska zostaly wykorzystane w urzadzeniach, ktére mogg postuzy¢ w badaniach
biologicznych i chemicznych. Praktyczne zastosowania mikroprzeplywowych nanosystemow
dostarczania lekéw zostaly zademonstrowane na przyktad w udanej produkcji szczepionek
mRNA zamknietych w nanoczastkach lipidowych przez Pfizer-BioNTech i1 Moderna
na COVID-19. Sukces ten nie tylko zapobiega cigzkim przypadkom COVID-19 na calym
swiecie, ale takze pokazuje wykonalno$¢ skalowania mikroprzeptywowych nanosystemow

dostarczania lekéw do zastosowan klinicznych.

1.1.4. Kryteria wyboru polimeru

Wybdr polimeréw uzywanych w procesie nanoprecypitacji zalezy od kilku kryteriow,
takich jak biozgodno$¢, rozpuszczalno$s¢ w odpowiednich rozpuszczalnikach, stabilno$¢
chemiczna, biodegradacja i1 bioakumulacja oraz mozliwo$¢ funkcjonalizacji powierzchni.
Nanoprecypitacja jest rutynowo stosowana w przypadku otrzymywania NP z roéznych
polimeréw, w tym poli(kwasu mlekowego) (PLA), poli(kwasu mlekowo-ko-glikolowego)
(PLGA), poli(cyjanoakrylanu alkilu) (PACA), poli(kaprolaktonu) (PCL), poli(metakrylanu
metylu) (PMMA) 1 ich kopolimerow z poli(glikolem etylenowym) (PEG); jednak wplyw
chemii polimeru na powstawanie NP podczas nanoprecypitacji zostat niewystarczajgco
zbadany. W kilku przypadkach oceniano wplyw masy czasteczkowej polimeru, ale nie wykazat
on wigkszego wptywu na wielko$¢ czastek [79], [80]. Niedawno ustalono wptyw charakteru
1 stezenia natadowanych grup w polimerach na wielkos¢ NP powstalych w procesie
nanoprecypitacji [81]. Juz niewielkie ilo$ci natadowanych grup umozliwily otrzymanie NP
polimerowych zawierajacych barwnik o rozmiarach do 10 nm. Poréwnujac NP polimerowe
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zawierajace barwnik wykonane z PLGA, PMMA i1 PCL pod wzgledem ich wlasciwosci
fluorescencyjnych, pokazano, w jaki sposob chemi¢ polimerow mozna wykorzysta¢
do poprawy ich jasnosci [82]. Jednak do chwili obecnej w duzej mierze brakuje bardziej
ogolnych badan na temat roli chemii polimeréw [83]. Z drugiej strony zaobserwowano rowniez,
ze charakter polimeru, zwlaszcza jego sktad chemiczny i struktura, moze wptywac na synteze
i wilasciwosci NP. Na przyktad wzgledna i catkowita dlugos¢ blokow hydrofilowych
w kopolimerach blokowych mozna wykorzysta¢ do kontrolowania tworzenia si¢ czastek.

Teori¢ opisujacg proces zarodkowania w roztworach przesyconych, prowadzacy
do powstania nanodyspersji, przedstawil Lamer [84]. Ostateczny rozmiar NP po zakonczeniu
agregacji jest silnie skorelowany ze stezeniem polimeru, a co za tym idzie z lepkoscia roztworu
[32]. Aby umozliwi¢ prawidtowe formowanie si¢ NP, lepko$¢ roztworu powinna by¢ na tyle
niska, aby zapobiec splataniom mi¢dzy tancuchami polimeru. Jesli takie splatania wystepuja,
moga skutecznie uniemozliwi¢ tworzenie si¢ NP [85]. Dodatkowo, wtasciwosci polimeru
odgrywaja kluczowa rolg¢ w ograniczaniu wzrostu NP w trakcie dojrzewania Ostwalda.
W przeciwnym razie, aby zapobiec nadmiernemu wzrostowi, konieczne jest zastosowanie
srodkow stabilizujacych [32]. Poniewaz podczas nanoprecypitacji cata ilos¢ polimeru jest
roéwnomiernie rozprowadzona w roztworze, preferowanym ksztattem powstajacych czastek jest
kula.

Stezenie, przy ktérym roztwor polimeru staje si¢ wystarczajgco rozcienczony,
aby osiggna¢ stan metastabilny 1 umozliwi¢ zarodkowanie polimeru, okresla si¢ mianem
regionu ,,ouzo”. Nazwa ta pochodzi od greckiego aperitifu, ktory metnieje w wyniku
spontanicznej emulgacji wody 1 anetolu [85]. Efekt ten, poza nanoprecypitacja, znajduje
zastosowanie roOwniez w innych procesach zwigzanych z chemia polimerow. Przyktadem moze
by¢ wykorzystanie spontanicznej emulgacji w technikach polimeryzacji do wytwarzania
polimerowych NP [86] lub tworzenia oligomerow, ktore nastgpnie kondensuja, prowadzac
do powstawania nanokapsuitek [85].

Kénkénen 1 in. w swoich badaniach wykazali, ze stopien polimeryzacji (lub masa
czasteczkowa) polimeru wykazuje ujemna korelacje z PDI. Oznacza to, ze polimery o wyzszej
masie czasteczkowej prowadza do powstania czastek o wezszym PDI [60]. Zjawisko to mozna
czgSciowo wyjasni¢ wyzszym stopniem przesycenia, osigganym w przypadku polimerdéw
o duzej masie czgsteczkowej, ze wzgledu na ich nizsza rozpuszczalnos¢. Wysokie przesycenie
sprzyja procesowi zarodkowania zamiast wzrostu czgstek, co skutkuje formowaniem matych

czastek o niskim PDI [17], [60].
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W przypadku polimerowych NP stosowanych w biomedycynie kluczowym wymogiem
jest uzycie polimeréw biodegradowalnych, ktoére sa biozgodne i nietoksyczne. Wsrod
polimerow naturalnych najczgéciej stosowanym materialem jest chitozan [87]-[89].
Alternatywe dla polimeréw naturalnych stanowig biodegradowalne poliestry, takie jak PLA
[79], [90], PLGA [91], [92] i PCL [93], [94], ktére réwniez cechuja si¢ biozgodnoscia,
stabilno$cig 1 nietoksyczno$cig [95]. Dwa biozgodne polimery — PLA i PCL nie wykazuja
zadnych niepozadanych efektéw miejscowych ani ogolnoustrojowych w zastosowaniach
terapeutycznych in vivo [22]. PCL jest bardziej hydrofobowy niz PGA (poliglikolid) 1 PLA,
co sprawia, ze ma najmniejszg szybkos¢ degradacji sposrod tych trzech polimerow. Kolejnos¢
szybkosci degradacji in vivo dla tych biodegradowalnych polimerow jest nastepujgca:
PCL<PLA<PGA. Dzi¢ki bardzo wolnej degradacji in vivo oraz wysokiej przepuszczalnosci
dla lekow, PCL jest idealnym materialem do zastosowan wymagajacych dlugiego czasu
rozktadu [96]-[98]. To czyni go istotnym kandydatem w rozwoju systemow dostarczania
lekow. Oprocz niskiej szybkosci degradacji, plastycznos¢ jest kolejng unikalng wlasciwoscia
PCL. W poréwnaniu do PLA i PGA charakteryzuje si¢ niskag wytrzymato$ciag na rozcigganie
(ok. 23 MPa), ale jednocze$nie bardzo duzym wydluzeniem przy zerwaniu, wynoszacym
az 4700% [10]. Dzigki temu PCL jest doskonatym elastycznym biomaterialem, ktory moze by¢
wykorzystywany w réznorodnych zastosowaniach biomedycznych [97].

PCL jest wytwarzany w procesie polimeryzacji z otwarciem pierScienia cyklicznego
monomeru &- kaprolaktonu 1 zostat po raz pierwszy zbadany przez grup¢ Carothers juz w latach
trzydziestych XX wieku [99]. Charakteryzuje si¢ bardzo niska temperaturg zeszklenia (Tg)
wynoszacg -60°C oraz niskg temperaturg topnienia (Tm, 59—64°C), co umozliwia stosunkowo
fatwe wytwarzanie nanosystemow dostarczania substancji w warunkach niskotemperaturowych
[98]. Co wigcej, PCL wykazuje doskonala kompatybilno$¢ mieszania z innymi polimerami,
utatwiajac dostosowanie pozadanych wlasciwosci, takich jak kinetyka degradacji
czy hydrofilowos¢ [100], [101]. Catkowity czas degradacji PCL trwa od 2 do 5 lat, a proces ten
zachodzi w dwoch etapach. W pierwsze] fazie dochodzi do nieenzymatycznego
hydrolitycznego rozszczepienia grup estrowych. W drugiej fazie, gdy polimer staje si¢ bardziej
krystaliczny 1 jego masa czasteczkowa spada ponizej 3000 g/mol, nastgpuje degradacja
wewnatrzkomorkowa. Dowodem na to jest obserwacja fragmentow PCL w fagosomach?

makrofagdw oraz komorek olbrzymich w fibroblastach [102]. Te wyniki potwierdzaja, ze PCL

8 Pecherzyk powstajacy okresowo w komorce w przebiegu fagocytozy lub pinocytozy, przyczyniajacy sie do
trawienia i zuzytkowania substancji wchlonigtych do komarki.
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moze by¢ catkowicie resorbowany 1 degradowany poprzez mechanizm wewnatrzkomorkowy
po obnizeniu masy czasteczkowej do 3000 g/mol lub mniej, co czyni go obiecujacym

materialem w zastosowaniach biomedycznych.

o)
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n

Rysunek 1. Wzoér strukturalny PCL.

1.1.5. Kryteria wyboru rozpuszczalnika

Odpowiednio dobrane rozpuszczalniki sg uzywane do tworzenia NP dla roéznych
zastosowan biomedycznych, takich jak dostarczanie lekow, obrazowanie medyczne i inzynieria
tkankowa. Istnieje kilka kryteriow wyboru rozpuszczalnika, tj. rozpuszczalnik musi skutecznie
rozpuszcza¢ polimer, ktory ma by¢ uzyty do formowania NP, rozpuszczalnik musi by¢
mieszalny z woda, aby umozliwi¢ efektywna nanoprecypitacje, dodatkowo powinien by¢ tatwo
usuwalny po procesie. Niski poziom toksyczno$ci rowniez jest kluczowy.

Rozpuszczalno$¢ polimeru w danym rozpuszczalniku zalezy od kilku czynnikow, takich
jak temperatura, witasciwosci fizyczne polimeru oraz jego charakter chemiczny.
Do przewidywania zdolno$ci polimeru do rozpuszczania w danym rozpuszczalniku
wykorzystuje si¢ parametry rozpuszczalno$ci Hildebranda (réwnanie (10)) oraz Hansena
(rownanie (11)). Parametry te zazwyczaj pozostajg wzglednie stale w réznych temperaturach
[103]. Jesli parametry rozpuszczalnosci rozpuszczalnika 1 polimeru sg do siebie zblizone,
istnieje wigksze prawdopodobienstwo, ze polimer ulegnie rozpuszczeniu w danym

rozpuszczalniku [ 104]. Parametr rozpuszczalno$ci Hildebranda (HSI, 6) wyraza si¢ rOwnaniem:

8§ =+/CED = —“W{;_RT) (10)
gdzie § — HSI wyrazony w jednostkach (cal/cm®)*> w USA a jednostka SI to MPa%>, CED —
gesto$é energii kohezji, AHv — to entalpia parowania, R — to stala gazowa (8314 J kmol!' K),
T — temperatura, V — objetos¢ molowa.

Podstawowg zasadg stosowania parametru rozpuszczalnosci jest ,,podobne rozpuszcza
podobne”, czyli ciecze o podobnych parametrach rozpuszczalnosci bedg si¢ miesza¢. Roéwniez

polimery beda rozpuszcza¢ si¢ w rozpuszczalnikach, ktérych parametry rozpuszczalno$ci
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sg podobne. Wskaznik rozpuszczalnosci Hansena (HSP) jest rozszerzeniem HSI 1 wyraza si¢

nastgpujacym wzorem:

Ra2 = 4(5D2 - 6D1)2 + (5P2 - 6P1)2 + (61-12 - 51‘11)2 (11)

gdzie Ra — parametr rozpuszczalno$ci Hildebranda, 6, — energia pochodzaca od oddziatywan
migdzyczasteczkowych, 6p — energia oddzialywan migdzy dipolami, &y — energia
miedzyczasteczkowych oddziatywan wodorowych.

Hansen zaproponowal rozszerzenie HSI do trzech skladowych parametréw
rozpuszczalno$¢ 6p, 6p, Oy tzw. parametrow Hansena [105]. Jak wspomniano wcze$niej,
materialy o podobnych wartosciach HSP maja wysokie powinowactwo do siebie. Jesli dwa
punkty w przestrzeni HSP, reprezentujace dane zwiazki, znajduja si¢ blisko siebie,
prawdopodobienstwo rozpuszczenia jednego zwiazku w drugim jest wysokie. W przypadku
polimeréw tylko te rozpuszczalniki, ktére mieszcza si¢ w okreslonej odlegtosci od punktu
odpowiadajacego polimerowi w przestrzeni HSP, s3 w stanie go rozpusci¢. Ten zakres
odleglo$ci zazwyczaj przedstawia si¢ jako elipsoide, a jedynie rozpuszczalniki wewnatrz
tej elipsoidy moga skutecznie rozpuszczaé polimer. Jezeli o§ dyspersji elipsoidy zostanie
podwojona, przestrzen rozpuszczalnosci przyjmuje ksztalt zblizony do sfery. W tej przestrzeni
odlegto$¢ wspotrzednych rozpuszczalnika od punktu centralnego sfery, okreslonego przez
parametry polimeru (6p1, 6p1, Oy1), Wyraza sie jako 8py, 8p,, Oy. Wskaznik RED (wzgledna
réznica energii uktadu, ang. Relative Energy Difference), czyli stosunek Ra/ Ro pozwala
oceni¢, jak dobrze rozpuszczalnik nadaje si¢ do rozpuszczenia danego polimeru.

Odleglo$¢ Ra w réwnaniu (11) mozna poréwnaé z promieniem rozpuszczalno$ci polimeru
(Ro). Jezeli:

e RED <1 - mamy duze prawdopodobienstwo, ze rozpuszczalnik rozpusci polimer,

e RED>1 - mamy duze prawdopodobienstwo, ze rozpuszczalnik nie rozpusci polimeru

e RED =1 - rozpuszczalnik bedzie powodowac pecznienie polimeru.
Na przyktad, parametry rozpuszczalnosci 8y, 6p, 8y dla PCL wynosza, odpowiednio, 17,8, 6,1
1 7,8 [106], a dla acetonu majg wartos¢, odpowiednio,15,5, 10,4 i 7,0. Po podstawieniu
tych warto$ci do réwnania (11) otrzymuje si¢ Ra = 6,3. Biorac pod uwage, iz dla PCL Ro =7,1
[106], otrzymujemy RED < 1. To oznacza, iz aceton bedzie dobrze rozpuszczal PCL.
W przypadku tetrahydrofuranu Ra osiagga warto$¢ 2, RED < 1, tzn. Ze jest lepszym
rozpuszczalnikiem dla PCL niz aceton.

Aby doktadniej zrozumie¢ wplyw rozpuszczalnikdw na proces nanoprecypitacji,

Othman 1 in. [49] przeanalizowali szereg lotnych rozpuszczalnikow, takich jak aceton (Ac),
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tetrahydrofuran (THF), dimetylosulfotlenek (DMSO), alkohol izopropylowy (IPA), etanol
(EtOH) oraz mleczan etylu (EL). W swoich badaniach uwzglednili parametr interakcji
rozpuszczalnik-woda (Xrozp-woda). ktory opisuje oddziatywania migdzy rozpuszczalnikiem

awoda [107]:

1% 2
Xrozp—woda = % (8rozp - 5woda) (12)

gdzie V., to objetos¢ molowa rozpuszczalnika, R to uniwersalna stata gazowa, T to
temperatura bezwzgledna, a 8,57 1 Owoqq to parametry catkowitej rozpuszczalnosci
odpowiednio rozpuszczalnika i wody.

Wartosci parametru Xrozp-wodq Obliczone za pomoca rownania (12) uktadaja si¢ w nastepujace;j
kolejnosci: EtOH<DMSO<IPA<Ac<THF<EL. Rozpuszczalniki o wysokim powinowactwie
do wody, charakteryzujgce si¢ niskimi wartosciami  Xrozp-woda» SPIZyjajg szybkiemu
procesowi dyfuzji oraz migracji polimeru do fazy wodnej, co prowadzi do powstawania
mniejszych NP [79], [108]. W konteks$cie tej analizy THF wyr6znia si¢ stosunkowo niskim
powinowactwem do wody w pordOwnaniu zinnymi badanymi rozpuszczalnikami. Moze
to wynika¢ z niskiej polarnos$ci tego rozpuszczalnika, co wptywa na jego ograniczong zdolnos¢
do interakcji z woda.

Toksyczno$¢ rozpuszczalnikow jest istotnym aspektem, ktory nalezy uwzglednié
w zastosowaniach farmaceutycznych. Sposrod wymienionych wcze$niej rozpuszczalnikow
wszystkie, z wyjatkiem THF, zostaty sklasyfikowane przez amerykanska Agencje ds. Zywnosci
1 Lekow (FDA) jako rozpuszczalniki klasy 3. Poczatkowo dopuszczalna dzienna ekspozycja
(PDE) dla THF wynosita 121 mg/dzien, co rowniez kwalifikowato go do klasy 3. Jednak nowe
dane toksykologiczne obnizyty PDE dla THF do 7,2 mg/dzien, co sklonito FDA
do rekomendacji przeniesienia THF z klasy 3 do klasy 2 [49], [109].

W przypadku NP obecnos¢ rozpuszczalnikdw organicznych moze przyspieszac proces
dojrzewania Ostwalda, czyli zwigkszania rozktadu wielko$ci czastek. Zjawisko to polega
na rozpuszczaniu mniejszych czastek 1 wzroscie wigkszych, co wynika z zaleznoS$ci
rozpuszczalnosci od promienia czastek [62]. Liu 1 in. badali wplyw rozpuszczalnos$ci karotenu
na szybkos$¢ dojrzewania Ostwalda w roztworach THF-woda. Zmiana stosunku objetosci
rozpuszczalnika do nierozpuszczalnika (THF/woda) z 1:4 do 1:20 zmniejszyta rozpuszczalnos¢
karotenu az 40-krotnie 1 spowolnita §rednig szybko$§¢ wzrostu czastek 10-krotnie [110]. Dlatego

kluczowym etapem w procesie przygotowywania stabilnych NP jest jak najszybsze usunigcie
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rozpuszczalnika organicznego. Dzigki temu mozna ograniczy¢ proces dojrzewania Ostwalda
i uzyska¢ bardziej stabilny preparat NP.

Rozpuszczalniki organiczne wykorzystywane w procesie nanoprecypitacji powinny by¢
dobrze mieszalne z wodg (faza wodna), co wspomaga proces dyfuzji i wptywa na kontrolg
wielkosci NP. Pozadana jest takze niska temperatura wrzenia rozpuszczalnika, poniewaz
utatwia to jego odparowanie z fazy organicznej, co sprzyja efektywnemu formowaniu si¢
nanoczastek. Wybor odpowiedniego rozpuszczalnika zalezy zatem od jego zdolnoS$ci
do rozpuszczania konkretnego polimeru, polarnosci (determinujgcej mieszalno$¢ z wodg) oraz

temperatury wrzenia [24].

1.1.6. Surfaktanty

W  procesach nanoprecypitacji czgsto (cho¢ nie zawsze) stosuje si¢ Srodki
powierzchniowo czynne, takie jak alkohole poliwinylowe, poloksamery 1 polisorbaty, w celu
zmniejszenia napigcia miedzyfazowego w strefie rozpuszczalnik-nierozpuszczalnik,
co umozliwia wytwarzanie NP o waskim rozktadzie wielko$ci [111]. Obnizenie napigcia
migdzyfazowego wplywa na rozpuszczalno§¢ 1 dynamik¢ mieszania polimeru,
co w konsekwencji determinuje wielko$¢ powstajacych czastek [112]. Oprécz funkcji
stabilizujacych, srodki powierzchniowo czynne oddziatujg takze na wlasciwosci biologiczne
czastek, takie jak efektywnos¢ wychwytu komorkowego [113]. Surfaktanty sg kluczowe dla
dlugoterminowe;j stabilnosci NP, przeciwdzialajac agregacji wynikajacej z wysokiej energii
powierzchniowej czastek [114].

Mechanizm stabilizacji NP opiera si¢ na odpychaniu sterycznym, ktore stabilizuje
czastki poprzez ich rozmieszczenie na granicy faz wodnej 1 organicznej [115]. Niejonowe
srodki powierzchniowo czynne adsorbuja si¢ na powierzchni NP w sposdb zwarty,
co skutecznie zapobiega ich taczeniu si¢ (koalescencji) oraz eliminuje oddziatywania van der
Waalsa miedzy czastkami. Rodzaj i st¢zenie srodka powierzchniowo czynnego maja kluczowe
znaczenie nie tylko dla stabilnos$ci czastek, ale takze wptywaja na efektywnos¢ enkapsulacji
substancji aktywnych, szybkos$¢ uwalniania oraz wtasciwos$ci farmakokinetyczne NP.

Czesto stosowanymi biozgodnymi surfaktantami sg Tween®80 (T80) i Pluronic®F-127
(F127). T80, znany réwniez jako polisorbat 80, jest niejonowym $rodkiem powierzchniowo
czynnym powszechnie wykorzystywanym w produkcji polimerowych NP [116]. Sktada si¢
z mieszaniny polioksyetylenowych pochodnych sorbitanu oraz kwasu oleinowego (rys. 2).

T80 jest uznawany za bezpieczny dla organizmu ludzkiego i1 znajduje szerokie zastosowanie
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w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym. Co wigcej, T80 ma zdolno$¢ wspomagania
przenikania NP przez btony komodrkowe, co jest szczegdlnie istotne w kontekscie systemow
dostarczania lekéw. Umozliwia to skuteczniejszy transport substancji aktywnych

do docelowych miejsc w organizmie, zwickszajac efektywnos¢ terapii [117].

w+z+x+y=20

Rysunek 2. Wzoér strukturalny T80.

F127 to hydrofilowy niejonowy $rodek powierzchniowo czynny, zatwierdzony przez
FDA do stosowania w systemach dostarczania lekow u ludzi [118]. Zawiera dwa hydrofilowe
tancuchy poli(glikolu etylenowego) i hydrofobowy segment poli(glikolu propylenowego),
co ilustruje rys. 3. Dzi¢ki tej strukturze F127 skutecznie stabilizuje wodne emulsje. F127 nie
tylko wptywa na rozmiar NP 1 zapobiega ich agregacji, ale takze jest skutecznym stabilizatorem
do dlugotrwalego przechowywania zawiesin NP oraz $§rodkiem ochronnym w procesie
liofilizacji. Dodatkowo, dzigki swojej amfifilowej naturze, wykazuje wlasciwos$ci bioadhezyjne

1 zwigksza rozpuszczalnos$¢ lekéw hydrofobowych [114].

HoJrcHZCHZOHCHchoHCHchzo{fH

C Hs
Rysunek 3. Wzor strukturalny F127.

Fonte i in. przeanalizowali wptyw stabilizatoréw takich jak PVA, T80 1 F127, na rozmiar
oraz stabilno§¢ NP PLGA po procesie liofilizacji. Stabilizatory te zmniejszaja napigcie
powierzchniowe i sprzyjaja rozproszeniu czastek po liofilizacji. Zmniejszenie rozmiaru czastek
prowadzi do znacznego zwigkszenia ich powierzchni, co wspomaga stabilizacje NP.

Po liofilizacji niektére preparaty NP moga ulega¢ aglomeracji. Jednak wykazano, ze dzigki
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zastosowaniu stabilizatoréw mozna je stosunkowo fatwo ponownie zawiesi¢ w wodzie. Analizy
potwierdzity rowniez, ze wzrost st¢zenia Srodka powierzchniowo czynnego ogolnie prowadzi
do zmniejszenia indeksu polidyspersyjnosci (PDI). Wyjatek stanowily preparaty, w ktorych
jako stabilizator zastosowano T80 [119].

Dobdr stezenia surfaktantow jest kluczowym czynnikiem w procesie otrzymywania NP
przeznaczonych do zastosowan biomedycznych. Chociaz T80 jest szeroko stosowany
w preparatach farmaceutycznych, jego wysokie stezenia moga prowadzi¢ do toksycznosci
1 wywolywac reakcje alergiczne [120]. Badania wskazuja, ze T80 moze powodowaé efekty
uboczne, takie jak nadwrazliwo$¢ oraz zmiany w immunologicznej odpowiedzi komorkowej,
zwlaszcza przy dlugotrwalym stosowaniu lub w wysokich dawkach [121]. W poréwnaniu
do T80, F127 wykazuje nizszg immunogenno$¢, co czyni go bezpieczniejszym wyborem
w przypadku zastosowan wymagajacych dlugoterminowej stabilnosci [121], [122]. Dlatego
tez stezenie oraz sposob uzycia surfaktantow powinny by¢ starannie dobrane,
aby zminimalizowa¢ ryzyko toksyczno$ci, jednocze$nie maksymalizujac stabilnos¢

1 skuteczno$¢ polimerowych NP.

1.1.7. Zalety 1 ograniczenia nanoprecypitacji

Metode nanoprecypitacji mozna uzna¢ za malo inwazyjng, a za razem precyzyjna
procedure, wymagajaca minimalnego zaplecza sprzetowegoi niskich kosztéw energii [32].
Chociaz przewidywanie wielkosci i ksztaltu czastek moze by¢ trudne, stosunkowo fatwo mozna
kontrolowa¢ ich formowanie poprzez zmiang¢ st¢zenia polimeru, stosunku rozpuszczalnika
do nierozpuszczalnika oraz parametrow procesowych [123], [124]. W odr6znieniu od metody
emulsyfikacji/dyfuzji rozpuszczalnika, nanoprecypitacja nie wymaga stosowania srodkow
powierzchniowo czynnych, ktére moga wplywa¢ na wlasciwosci powierzchniowe
lub powodowa¢ efekty toksyczne [123]. Jednak jak wspomniano wcze$niej, sa one czgsto
stosowane, jednak konieczny jest dobor odpowiednich stezen. W przeciwienstwie
do emulsyfikacji/odparowania rozpuszczalnika, ktora zazwyczaj wykorzystuje wysoce lotne
rozpuszczalniki organiczne, takie jak dichlorometan czy heksan, nanoprecypitacja umozliwia
rowniez uzycie nielotnych rozpuszczalnikéw, takich jak dimetylosulfotlenek (DMSO)
lub dimetyloacetamid (DMA), ktore nie moga by¢ tatwo usunigte jedynie poprzez mieszanie
lub tagodne ogrzewanie. Metoda nanoprecypitacji mozna otrzymac¢ NP charakteryzujace si¢
wysoka wydajnoscig enkapsulacji lekow hydrofobowych [21], jednak nie jest odpowiednia

do enkapsulacji substancji hydrofilowych (np. bialek) ze wzgledu na ich stabg rozpuszczalno$¢
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w rozpuszczalnikach organicznych stosowanych w nanoprecypitacji. Ponadto, nawet
po utworzeniu NP istnieje ryzyko wycieku substancji aktywnych z matrycy czastek do fazy
wodnej [39], [125]. Hydrofilowe leki sa zazwyczaj stabo inkorporowane w matrycy
polimerowej. Aby temu zaradzi¢, podejmowano proby zwiekszenia ich enkapsulacji poprzez
zmiang¢ pH (np. w przypadku chlorowodorku prokainy) [126] lub wybdr odpowiednich
rozpuszczalnikow 1 nierozpuszczalnikow (np. polarne 1 aprotonowe rozpuszczalniki
do enkapsulacji bialek) [127]. Dzigki tym rozwigzaniom mozna poprawi¢ skuteczno$é
uwiezienia hydrofilowych substancji w NP, co czyni nanoprecypitacj¢ bardziej uniwersalng

metoda.

1.2. Metody charakterystyki nanoczastek

Wiasciwosci  fizykochemiczne  nanomaterialow  maja  kluczowy — wplyw
na ich zachowanie w $rodowisku biologicznym. Dlatego doktadna charakterystyka NP jest
niezbedna, aby uzyska¢ wiarygodne dane dotyczace ich dziatania i bezpieczenstwa.
Charakterystyka ta jest szczegdlnie istotna w kontekscie czynnikow wplywajacych
na bezpieczenstwo, takich jak wtasciwosci fizyczne (np. rozmiar czastek [128], ksztatt [129],
tadunek powierzchniowy [130]) oraz chemiczne (np. zanieczyszczenie [131], funkcjonalizacja
powierzchni [132]).

Rozmiar NP jest jednym z kluczowych parametrow definiujacych ich wlasciwosci. UE
(Unia Europejska) wydata dyrektywe (2011/696/UE), ktéra precyzuje definicje nanomateriatu
[133]. Dokument ten rozszerzyt powszechnie przyjety zakres wielkosci 1-100 nm, ktory
tradycyjnie okresla nanomateriaty. Zgodnie z dyrektywa, material jest uznawany
za nanomaterial, jesli przynajmniej jeden jego wymiar zewnetrzny wynosi <100 nm. Ponadto,
nawet mieszaniny czgstek o réznych rozmiarach mogg by¢ klasyfikowane jako nanomateriaty,
jesli co najmniej 50% czastek w probee (liczbowo) ma wielko§¢ <100 nm. W zwigzku z tym
precyzyjne okres$lenie rozkladu wielko$ci czastek w mieszaninie nabiera szczegdlnego
znaczenia. Obecnie wazna jest nie tylko znajomo$¢ $redniej wielkosci NP, ale takze ich
liczbowego rozktadu w probee [134]. Najczesciej stosowang metodg do pomiaru wielkosci NP
jest dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS), ktore umozliwia szybkie i precyzyjne okreslenie

ich rozmiaru oraz rozkladu wielkosci.
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1.2.1. Metoda dynamicznego rozpraszania §wiatta (DLS)

Dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS), zwane réwniez spektroskopig korelacji
fotonow (PCS) [135] lub quasi-elastycznym rozpraszaniem $swiatta [136] jest wazng technika
stosowang w nauce i przemysle. Umozliwia badanie wlasciwos$ci zawiesin, roztwordéw
koloidow, biologicznych roztworéw, makromolekut i polimerdw. Jest to nieinwazyjna metoda,
ktora pozwala na analiz¢ czastek w szerokim zakresie rozmiaréw, od okoto 1 nm do kilku pm
(w zalezno$ci od czutosci aparatu). Podczas pomiaru wigzka Swiatta rozprasza si¢ na czastkach
w zawiesinie, ktore znajduja si¢ w cigglym, losowym ruchu Browna. Poprzez zmiany nat¢zenia
rozproszonego $wiatta, spowodowane tym ruchem, uzyskuje si¢ informacj¢ dotyczaca
wspoOtczynnika dyfuzji badanych czastek. W przypadku czastek sferycznych pozwala
to na obliczenie ich promienia hydrodynamicznego Ry przy wykorzystaniu rownania Stokes’a
— FEinstein’a. Jest to promien hipotetycznej twardej kuli, ktéra porusza si¢ z taka samag
predkoscia dyfuzji jak badane czastki [137], [138].

__ kT
6TNRp

(13)

t

gdzie kp - stata Boltzmanna (1,38064852 - 1073 J/K), T - temperatura, ) — lepko$¢ dynamiczna
i1 Ry, - promien hydrodynamiczny.

W rzeczywistosci jednak rozproszone czastki s3 uwodnione lub solwatowane, a ich
ksztalt moze odbiega¢ od idealnej sfery. Dodatkowo, ich powierzchnia (tzw. korona)
jest dynamiczna i zalezy od sily jonowej, obecno$ci innych czastek w srodowisku oraz rodzaju
rozpuszczalnikéw [139], [140]. Na Rys. 4 przedstawiono schemat dziatania uktadu DLS.
System sktada si¢ z lasera (najczesciej He-Ne, o dtugosci fali 633 nm), ktéry oswietla probke,
oraz detektora ustawionego pod katem rozpraszania (0). Detektor mierzy natezenie Swiatla
rozproszonego 1(0, t). Zwykle $wiatlo padajace i rozproszone jest formowane za pomoca
elementow optycznych, takich jak apertury, szczeliny lub soczewki. Obszar probki, z ktorego
rejestrowany jest sygnat, to strefa przecigcia wigzki padajacej 1 rozproszonej (zaznaczona
na schemacie kolorem niebieskim, rys. 4). Najczegsciej stosowane katy pomiaru to 90° lub 173°

[137], [141].
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Rysunek 4. Zasada pomiarow metoda DLS.

Oswietlone czastki znajduja si¢ pod wptywem pola elektromagnetycznego padajacej
wigzki. Na ich tadunki dziata przyspieszajaca sita, co powoduje emisje §wiatla w rdéznych
kierunkach. Jesli oswietlone obszary r6znig si¢ optycznie, tzn. majg rozne stale dielektryczne,
rozproszone $wiatlo bedzie mialo rézne amplitudy. Oznacza to, Ze rozpraszanie S$wiatla
jest efektem lokalnych zmian statej dielektrycznej w badanym o$rodku. Czasteczki
w zawiesinie sg w ciggtym ruchu Browna, co prowadzi do dynamicznych zmian lokalnej statej
dielektrycznej. Te zmiany bezposrednio wplywaja na intensywno$¢ i charakter rozproszonego

$wiatla [133].

1.2.1.1. Teoria rozpraszania Rayleigh’a i Mie

Jednym z zalozen klasycznej teorii rozpraszania, wprowadzonej przez Lorda
Rayleigh’a, jest to, Ze rozmiar czastek jest znacznie mniejszy od dtugosci fali swiatla. W takich
warunkach zdyspergowane NP rozpraszaja $wiatto padajace proporcjonalnie do szdstej potegi
ich promieni [142]. Jes$li rozmiar czastek wynosi mniej niz 1/10 dtugosci fali Swiatla (tj. A/10),
rozproszenie jest elastyczne, co oznacza, ze energia rozproszonego $wiatta jest taka sama jak
Swiatla padajacego, a intensywno$¢ rozpraszania nie zalezy od kata [143]. Przykladowo,

dla lasera He-Ne o dlugosci fali 633 nm, dotyczy to czastek o rozmiarach mniejszych niz 60 nm.
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Jednakze, gdy wielko$¢ czastek przekracza ten prog (A/10), wowczas rozpraszanie Rayleigha
zostaje zastagpione anizotropowym rozpraszaniem Mie. W tym przypadku rozproszone $wiatto
ma nierOwng energi¢ (rozpraszanie nieelastyczne) w stosunku do $wiatla padajacego,
a intensywnos$¢ rozpraszania staje si¢ zalezna od kata [144]. Jak pokazano na rys. 5, Swiatto
rozproszone jest najsilniejsze w kierunku zgodnym z propagacja $wiatla padajacego [145].
Dzigki teorii Mie mozna przeliczy¢ rozktad intensywno$ci rozproszonego promieniowania
na rozktad objetosci lub liczby czastek, co czyni ja szczegodlnie uzyteczng w analizie wigkszych

czastek [144].

Rozpraszanie Rozpraszanie Mie Rozpraszanie Mie
Rayleigh’a na matych czastkach na duzych czgstkach

Dtugos¢ fali
padajacego lasera A

Rysunek 5. Schematyczne przedstawienie réznic pomigdzy rozpraszaniem Rayleigh’a i Mie.

Gdy rozmiar czastki przekracza dlugos¢ fali, rozproszone promieniowanie ma wigkszg
intensywno$¢ w kierunku zgodnym z kierunkiem fali padajacej. Natomiast, gdy rozmiar czastki
jest porownywalny z dlugoscig fali, intensywno$¢ $wiatla rozproszonego zmienia si¢
w zaleznos$ci od kata obserwacji, tworzac charakterystyczne minima i maksima. Teoria Mie,
ktora dokladnie rozwigzuje rownania Maxwella, przewiduje te zmiany intensywnosci
w zakresie, gdzie §rednica czastki d ~ L. Z kolei $wiatlo rozproszone przez czastki o wymiarach
mniejszych niz dlugo$¢ fali jest rozpraszane izotropowo, czyli z rdwng intensywnos$cig
we wszystkich kierunkach. W takich przypadkach wystarczajaca jest prostsza teoria

Rayleigh’a, ktora opisuje rozproszenie w tym zakresie rozmiarow.
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1.2.1.2. Polidyspersyjnos¢

Polidysersyjno$¢ jest parametrem uzywanym do okre§lania szerokosci rozktadu
wielkosci czastek. Przy zatozeniu, ze czastki nalezg do jednej populacji opisywanej rozktadem
Gaussa, wskaznik polidyspersyjnosci (PDI) bedzie zwigzany z odchyleniem standardowym
W nastepujacy sposob:

0.2
PDI = 7z (14)

Gdzie o — odchylenie standardowe, Z — $redni wazony promien hydrodynamiczny [141].

1.2.1.3. Potencjat zeta

Zeta potencjat (ZP, (), zwany takze potencjatem elektrokinetycznym, jest kluczowym
parametrem kontrolujacym oddziatywania elektrostatyczne w  dyspersjach czastek.
Jest szczegOlnie istotny dla analizy stabilno$ci dyspersji koloidalnych [146]. Mozna
go stosowa¢ do optymalizacji receptur zawiesin i emulsji oraz jako pomoc w przewidywaniu
dlugoterminowe;j stabilnosci [147]. Wigkszo$¢ dyspersji koloidalnych w o$rodkach wodnych
posiada tadunek elektryczny, a jego rozklad na powierzchni czastek wpltywa na jonowa
strukture otaczajacej warstwy granicznej. Rozklad tadunku na powierzchni czastki tworzy
podwojna warstwe elektryczng (EDL), ktora sktada si¢ z dwoch regionéw: wewngtrznego
(warstwa Sterna), gdzie jony s silnie zwigzane, oraz zewng¢trznego (rozproszonego), gdzie jony
sg stabiej zwigzane (rys. 6). Grubos¢ tej podwdjne] warstwy elektrycznej zalezy od rodzaju
1 stezenia jonow w roztworze. Wynosi ona zwykle kilka nm 1 okreslana jest parametrem
zwanym odlegtoécig Debye’a (k~1). Dlugo$é Debye’a mozna oszacowaé za pomocg pomiardw
przewodnosci, zgodnie z metoda opisang przez Dukhina 1 Goetza. Metoda ta jest ujeta
w Miedzynarodowej Normie ISO 13099, Cze¢s¢ 1: 2012, ,,Uktady koloidalne — Metody

wyznaczania potencjatu Zeta” [148]. Ponizsze rownanie przedstawia wzor na takie obliczenia:
K = |— (15)

gdzie k — przewodnos$¢, € — przenikalno$¢ dielektryczna, D — wspolczynnik dyfuzji.
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Lub:

-1 __  [&r&okBT
ko= \/ 2N 4e2] (16)

gdzie &, — wzgledna przenikalno$¢ dielektryczna, &, — przenikalno$¢ dieletryczna prozni,
kg — stala Boltzmanna, T — temperatura, N, — stala Avogadra, e — fadunek elementarny, I — sita
jonowa.

W warstwie dyfuzyjnej wystepuje granica, okreslana jako plaszczyzna poslizgu,
ktora wyznacza obszar, w ktorym jony i czastki tworzg stabilng strukturg. Podczas ruchu
czastki (np. w wyniku elektroforezy), jony znajdujace si¢ w obrgbie tej granicy poruszajg si¢
razem z czastkg. Natomiast jony znajdujace si¢ poza tg granica pozostaja w stacjonarnej fazie
dyspergujacej. Potencjal na tej granicy (powierzchnia $cinania hydrodynamicznego

lub ptaszczyzny poslizgu) okreslany jest mianem potencjatu zeta [133].

Podwojna
warstwa
elektryczna

Plaszczyzna poslizgu

&t Potencjal powierzchniowy

(& Potencjal zeta

mVv

QOdlegto$¢ od powierzchni czgstki
Rysunek 6. Schemat przedstawiajacy podwojng warstwe elektryczng otaczajacg czastke w osrodku

wodnym oraz potozenie ptaszczyzny poslizgu. Potencjat zeta to potencjat elektryczny w plaszczyznie

poslizgu.
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ZP nie mozna zmierzy¢ bezposrednio 1 oblicza si¢ go na podstawie ruchliwosci
elektroforetycznej natadowanych czastek pod przytozonym polem elektrycznym. Ruchliwo$é

elektroforetyczng czastek (u,) oblicza si¢ ze wzoru:
174
he =1 a7

gdzie V — predkos¢ natadowanych czastek w polu elektrycznym, E — nat¢zenie pola

elektrycznego.
ZP powigzany jest z ruchliwos$cig elektroforetyczng (rownanie Henry’ego):
_ 2er800f (Ka)
e — 37 (18)

gdzie €, — wzgledna przenikalno$¢ dielektryczna, €, — przenikalno$¢ dieletryczna prozni, 1 —
wspotczynnik lepkosci, f(Ka) — funkcja Henry’ego; K — odwrotno$¢ grubosci podwojnej
warstwy elektrycznej (promienia Debye’a), a — promien czastki, K - a — stosunek promienia
czastki do promienia podwoéjnej warstwy elektrycznej; dla roztwordow wodnych
o umiarkowanym stezeniu elektrolitu najczgséciej stosuje si¢ przyblizenie Smoluchowskiego,
gdzie f(Ka) — 1,5 [146].

Wielko$¢ ZP dostarcza informacji o stabilnosci dyspersji lub roztworu koloidalnego.
Czastki o duzej bezwzglednej wartosci ZP wykazuja wzajemne odpychanie, co przeciwdziata
ich agregacji. Przyjmuje si¢ ze dyspersja jest stabilna, jesli || > 30 mV.

Na warto$¢ ZP maja wplyw rézne czynniki, takie jak pH 1 przewodnos$¢ roztworu.
Grubos$é podwojnej warstwy elektrycznej (odlegtos¢ Debye’a k1) zalezy od stezenia jonow
w roztworze. A zatem im wigksza sila jonowa roztworu, tym mniejsza odlegltos¢ Debye’a.
Warto zauwazy¢, ze zmiana grubosci EDL moze wptywac na dyfuzje czastki, co z kolei moze

zmienia¢ warto$¢ mierzonego promienia hydrodynamicznego czastki za pomoca metody DLS.

1.2.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) o wysokiej rozdzielczosci doskonale
nadaje si¢ do charakteryzowania wielkos$ci, ksztattu i morfologii NP, poniewaz niezbgdne
przygotowanie probki i uzyskanie obrazu sg stosunkowo szybkie i proste. Zasada pomiaru
za pomocg SEM polega na poddaniu probki ekspozycji na wigzke elektrondéw, uformowang
przez elektrono- optyczny uklad mikroskopu, ktora jednoczesnie skanuje powierzchni¢ probki

linia po linii. Pod wptywem wiazki elektrondw, probka emituje rozne sygnaty, ktore odbierane

46



sa przez detektor, a nastepnie otrzymany sygnat zostaje przetworzony na obraz probki.
Uzyskany obraz jest obrazem wirtualnym, zbudowanym na podstawie sygnatow emitowanych
przez probke. Sygnaly wytwarzane podczas interakcji elektron — probka dostarczaja wielu
informacji na temat badanej probki, takich jak: morfologia, rozmiar badanego zwiazku,

czy struktura krystaliczna.

1.3. Zamykanie substancji w nanoczastkach

W ostatnich latach enkapsulacja lekow w NP z polimerow syntetycznych i naturalnych
stala si¢ jednym z najczesciej badanych systemoéw dostarczania lekéw. Powstale nanosystemy
cechuja si¢ wysoka biozgodnoscia i biodegradowalno$cia, zapewniaja powtarzalnosé
W procesie wytwarzania i nadajg si¢ do masowej produkcji [149]. Sa projektowane tak,
aby byly stabilne, mialy wysoka pojemno$¢ tadunkowa i umozliwialy transport jednego
lub kilku sktadnikéw aktywnych (zarowno o podobnych, jak i réznych wiasciwosciach
fizykochemicznych) w jednym preparacie. Takie rozwigzania sg szczegélnie atrakcyjne
w konteks$cie dostarczania lekéw roznymi drogami oraz w realizacji wielozadaniowych
strategii terapeutycznych [150]-[152]. Parametry takie jak rozmiar, tadunek powierzchniowy
1 morfologia nanoczastek mozna precyzyjnie kontrolowac poprzez odpowiednie dostosowanie
warunkéw syntezy. Jednak osiagnigcie pozadanych wlasciwosci jest wyzwaniem, poniewaz
zalezg one od wielu zmiennych, takich jak rodzaj substancji aktywnej, typ 1 dlugos$¢ polimeru
czy metoda przygotowania [153]-[155].

Pierwsza generacja terapii opartych na NP obejmowala systemy lipidowe, takie jak
liposomy i1 micele, ktore sg obecnie zatwierdzone przez FDA [156]. Systemy te moga zawierac
nieorganiczne NP, takie jak ztoto lub NP magnetyczne [157]. Takie wlasciwosci umozliwity
rozw0j funkcjonalnych nanosystemow dostarczania lekoéw, obrazowania oraz terapii.
Co wigcej, nanostruktury wspomagaja transport lekéw slabo rozpuszczalnych w wodzie
bezposrednio do miejsca docelowego. NP lekéw wykazuja rowniez wyzsza biodostepnosé
po podaniu doustnym dzieki mechanizmom absorpcyjnej endocytozy® [158].

Wielko§¢ NP oraz mechanizmy ich usuwania maja kluczowe znaczenie przy
projektowaniu skutecznych preparatow farmaceutycznych [159]. Na przyktad Toti i in. opisali

PLGA NP o wielkosci od 100 do 300 nm, ktore byly efektywnie internalizowane przez komoérki

b To proces zachodzacy w komoérkach, w ktérym materiaty zewnatrzkomoérkowe lub ladunek sa transportowane
do przedziatlow wewnatrzkomorkowych poprzez wpuklenie blony komorkowej i wytworzenie pecherzyka.
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srodblonka ssakOw poprzez mechanizmy endocytozy i pinocytozy®, co umozliwialo
dlugotrwate uwalnianie leku [160].

Jednym z najwigkszych wyzwan zwigzanych z nanono$nikami jest zwickszenie
ich zdolnosci do transportowania substancji aktywnych, co pozwala na podanie mniejszej
dawki, wystarczajacej jednak do osiggnigcia terapeutycznego stezenia leku w miejscu
docelowym. Taki proces pozwala zminimalizowa¢ ryzyko toksycznosci i skutkow ubocznych
[158], [161]. Dodatkowe wyzwania obejmuja poprawe stabilnosci NP oraz precyzyjna kontrole
nad profilem uwalniania leku.

W procesie opracowania nanonosnikoéw substancji aktywnych konieczna jest analiza
szeregu parametrow, takich jak efektywnos$¢ enkapsulacji, procent zaladowania substancja
i profil uwalniania substancji aktywnych NP. Cz¢sto w tych testach wykorzystuje si¢ substancje
modelowe, takie jak barwniki fluorescencyjne, dzieki ktorym mozna oceni¢ w badaniach

in vitro miejsce, w ktorym gromadzi si¢ uwalniana z NP substancja aktywna.

1.3.1. Enkapsulacja substancji hydrofobowych

Enkapsulacja hydrofobowych barwnikow fluorescencyjnych w NP polimerowych
ma istotne znaczenie w réznych dziedzinach nauki i technologii [162]. Hydrofobowe barwniki,
takie jak fluoresceina, sg szeroko stosowane ze wzgledu na swoje wyjatkowe wihasciwosci
optyczne oraz zastosowanie w badaniach fluorescencyjnych [163]. Ponadto, cz¢sto peinig
funkcje substancji modelowych w badaniach nad transportem zwiazkéw aktywnych przez NP
[164]. Zamknigcie tych barwnikow w hydrofobowym rdzeniu NP tworzy warstwe ochronna,
ktora chroni barwniki przed czasteczkami wody, co znaczaco zwicksza ich stabilno$¢

oraz funkcjonalno$¢ w srodowisku badawczym 1 aplikacyjnym [165].

¢ To forma endocytozy, gdzie pochtaniany jest ptyn pozakomoérkowy wraz z rozpuszczonymi substancjami.
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Rysunek 7. Schemat enkapsulacji substancji aktywnych w NP.

Opracowano rozne metody zamykania hydrofobowych barwnikow fluorescencyjnych
w NP polimerowych, oferujac badaczom elastyczno$¢ 1 kontrole nad procesem enkapsulacji
[162], [166]. Na przyklad metoda wymiany rozpuszczalnika umozliwia skuteczne zamknigcie
zwigzkow hydrofobowych w NP, oferujac innowacyjne podejscie do zwigkszenia wydajnosci
i stabilnosci enkapsulacji [167]. Z kolei technika polimeryzacji miniemulsyjnej pozwala
na inkorporacje roznych barwnikéw za pomoca kopolimeréow, co umozliwia dostosowanie
procesu do specyficznych wlasciwosci barwnikow [165], [166]. Stosowanie takich
nowoczesnych strategii, ktére umozliwiaja kontrolowanie zamknigcia barwnikow
w hydrofobowym rdzeniu NP, znaczaco zwigksza ich wydajnos¢ oraz potencjat zastosowan
w wielu dziedzinach nauki 1 technologii. Enkapsulacja hydrofobowych barwnikow
fluorescencyjnych w NP polimerowych otwiera szerokie mozliwo$ci zastosowan w réznych
dziedzinach [168]. Zamykajac barwniki w NP polimerowych lub liposomach poprzez
oddziatywania hydrofobowe, naukowcy mogg tworzy¢ wszechstronne platformy o réznych
funkcjach [162]. Barwniki te moga by¢ wykorzystywane jako czasteczki kontrastujace
do obrazowania in vivo, czujniki polarnosci i sztywnosci, a takze jako narzedzia do analiz

opartych na fluorescencji [165], [167].

1.3.2. Parametry oceniajace efektywnos¢ enkapsulacji substancji
w nanoczastkach

Istnieje kilka parametrow, ktore nalezy podda¢ analizie w przypadku enkapsulacji

substancji aktywnych w NP. Efektywnos¢ enkapsulacji (E Ey,), jest to procent masy substancji
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aktywnej zamknigte] w NP wzgledem catkowitej ilo$ci substancji uzytej w procesie. Wysoka
EE jest kluczowa dla zmniejszenia ilosci marnowanego leku i zapewnienia odpowiedniej dawki
terapeutycznej [169], [170].

Mceata—Msubstancji niezwigzanej
EEy, = / 7279 %100 (19)
Mcata

Procent zatadowania substancja (barwnikiem/lekiem) (DL,) wyraza stosunek masy
substancji aktywnej do masy NP. Wysokie warto§ci DL% oznaczaja, ze wiecej leku
jest dostarczane na jednostke masy NP, co jest korzystne dla zmniejszenia dawki

i potencjalnych skutkéw ubocznych [170], [171].

DLy, = mcam—msubs::ncjiniezwiqzanej «100 20)
NP

Badanie uwalniania substancji aktywnej z NP w czasie pozwala na oceng,
jak efektywnie 1w jakim tempie substancja ta jest uwalniana w $rodowisku biologicznym.
Idealne NP powinny zapewnia¢ kontrolowane, przedluzone uwalnianie, minimalizujac
przy tym przedwczesne uwalnianie (ang. burst release) [96], [172].

Skutecznos¢ tadowania i enkapsulacji to zmienne zwigzane z oznaczaniem ilosciowym
wlaczonych skladnikéw aktywnych w NP. Parametry te mozna okresli¢ metodami
analitycznymi, takimi jak spektrofotometria w zakresie promieniowania UV, wysokosprawna
chromatografia cieczowa lub chromatografia gazowa (w przypadku lotnych substancji

czynnych, tj. olejkdéw eterycznych) [21].

1.3.3. Mechanizm uwalniania substancji enkapsulowanych z nanoczastek

NP uwalniajg substancje terapeutyczne poprzez transportowanie ich poczatkowo
z matrycy polimerowej na zewng¢trzng powierzchnig, a nastgpnie do otaczajacego srodowiska.
Proces uwalniania leku przebiega wedlug r6znych mechanizmoéw lub ich kombinacji, co mozna
opisa¢ za pomocg modeli matematycznych [149].

W przypadku NP wrazliwych na bodzce [173], uwalnianie substancji aktywnych
jest regulowane przez trzy gléwne mechanizmy: (i) standardowe uwalnianie kontrolowane
dyfuzja; (ii) degradacja NP z biodegradowalnych polimerow; oraz (iii) uwalnianie wywotane
warunkami $rodowiskowymi, takimi jak pH, temperatura lub promieniowanie. Proces

uwalniania rozpoczyna si¢, gdy polimer absorbuje wode z otoczenia dzigki swojej porowate]
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strukturze. Pory w matrycy powiekszajg si¢ 1 zwickszajg swojg liczbe, co umozliwia dyfuzje
substancji aktywnej na zasadzie gradientu stgzen.

W przypadku matych czasteczek hydrofobowych transport moze odbywac¢ si¢ poprzez
bezposrednia dyfuzje¢ przez tancuchy polimerowe. Takie uwalnianie wystepuje
w nierozktadalnych systemach dostarczania leku, gdzie szybko$¢ procesu zalezy glownie
od wlasciwosci membrany polimerowej, takich jak jej przepuszczalno$¢ i grubo$¢, a nie
od gradientu stgzen. Porowato$¢ nanostruktury moze rowniez powodowac powstawanie
cisnienia osmotycznego, umozliwiajacego aktywny transport substancji w procesie nazywanym
pompowaniem osmotycznym. Kontrolowane przez dyfuzje¢ uwalnianie leku zalezy

od efektywnego wspolczynnika dyfuzji substancji przez matryce polimerowa [174].

1.4. Badanie interakcji nanoczastek z komorkami

Fibroblasty odgrywaja kluczowa role w rozwoju wielu nowotworow zto§liwych, w tym
raka endometrium. Ich udzial we wzroscie guza, procesach przerzutowych i opornosci
na terapie sprawia, ze sg obiecujacym celem dla strategii terapeutycznych wykorzystujacych
NP. Badania pokazuja, ze celowanie w fibroblasty za pomoca NP moze znacznie zwigkszy¢
skuteczno$¢ leczenia nowotwordow.

Fibroblasty zwigzane z rakiem (CAF), odgrywaja kluczowa role w ksztalttowaniu
mikrosrodowiska guza (TME). CAF wspieraja progresj¢ nowotworu poprzez przebudowe
macierzy zewnatrzkomorkowej, wydzielanie czynnikOw wzrostu oraz interakcje z komorkami
nowotworowymi, co prowadzi do rozwoju bardziej agresywnych fenotypow guza.
W przypadku raka endometrium ich dziatanie promuje wzrost guza, angiogenezg i zdolnosci
przerzutowe, a takze wspiera opornos¢ na terapie przeciwnowotworowe [175], [176].

NP stanowig nowoczesne narzedzie do celowania w fibroblasty w leczeniu
nowotworow. Moga by¢ zaprojektowane w taki sposob, aby dostarcza¢ srodki terapeutyczne
bezposrednio do fibroblastow, zaktocajac ich funkcje wspierajaca TME. Na przyktad Zhang
iin. [176] opisali wykorzystanie systemow opartych na NP do precyzyjnego celowania
w fibroblasty w réznych nowotworach, w tym w raku endometrium, co pozwolito na poprawe
dostarczania lekow 1 efektow terapeutycznych.

Niektore NP maja wlasciwosci teranostyczne, co oznacza, ze moga jednoczes$nie
dostarcza¢ leki 1 markery obrazowania. Pozwala to nie tylko na terapi¢, ale rowniez
na monitorowanie odpowiedzi guza w czasie rzeczywistym, co ulatwia lepsze zarzadzanie
leczeniem. Dodatkowo, NP mogag by¢ zaprojektowane do jednoczesnego dostarczania wielu

lekéw, ktore dzialajg synergistycznie. Na przyktad polaczenie chemioterapii z modulatorami
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TME pozwala na atakowanie zaro6wno komorek nowotworowych, jak i fibroblastow,
zmniejszajac ich role wspierajaca rozwoj guza [175], [177].

Fibroblasty sg integralng cze$cig progresji raka endometrium i innych nowotwordéw
ztosliwych, co czyni je strategicznym celem dla terapii opartych na NP. Terapie tego typu
oferujag nowe mozliwosci zwigkszenia skutecznosci leczenia poprzez rownoczesne dziatanie

na komorki nowotworowe 1 mikrosrodowisko guza.

1.5. Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza

Nanoczastki tlenku zelaza (ang. Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles, SPION)
to NP, ktore wykazuja wilasciwosci superparamagnetyczne — wlasciwos¢, ktora zanika
W momencie usuni¢cia zewngtrznego pola magnetycznego, co zapobiega ich agregacji
w roztworze. SPIONy maja wielko$¢ zazwyczaj ponizej 100 nm 1 sa najczgséciej zbudowane
z magnetytu (FesOs) lub maghemitu (y-Fe20s) [178], [179]. SPIONy znajduja szerokie
zastosowanie w roznych dziedzinach biomedycyny, w tym sa akredytowane przez FDA
do stosowania jako $rodki kontrastowe w obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego
(RM), dzigki czemu mozna uzyskac lepsze obrazy tkanek i organéw [180]. Moga by¢ uzywane
do celowanego dostarczania lekéw [181], w terapii hipertermicznej, gdzie sa podgrzewane
za pomocg pola magnetycznego do temperatury, ktora jest szkodliwa dla komorek rakowych,
ale nie uszkadza zdrowych tkanek, dzigki temu mozna selektywnie niszczy¢ komorki
nowotworowe [182], [183]. Dodatkowo moga by¢ uzywane do izolowania i oczyszczania
biomolekut, takich jak DNA, RNA czy biatka, dzigki swoim wlasciwosciom magnetycznym,
ktore pozwalajg na tatwe oddzielanie ich od reszty probki pod wplywem pola magnetycznego
[184].

SPIONy moga by¢ integrowane z NP polimerowymi, tworzac hybrydowe systemy,
ktore tacza wlasciwosci magnetyczne SPIONOw z zaletami NP polimerowych. Powlekanie
SPIONO6w polimerami moze poprawi¢ ich stabilnos¢ w roztworach biologicznych,
zapobiegajac ich agregacji i1 degradacji. Dodatkowo, polimerowe powtoki moga by¢
zaprojektowane tak, aby kontrolowa¢ uwalnianie lekéw, ktore sa zwigzane z SPIONami,
co umozliwia precyzyjne dostarczanie terapeutyczne. Powlekanie SPIONOw biozgodnymi
polimerami, takimi jak PEG (polietylenoglikol) czy ich zamykanie w PCL, moze zmniejszy¢
ich toksyczno$¢ 1 poprawi¢ ich biozgodnos$¢, co jest kluczowe dla zastosowan in vivo.
Powierzchnia NP polimerowych moze by¢ funkcjonalizowana réznymi grupami chemicznymi

lub biologicznymi, co umozliwia celowane dostarczanie do okreslonych komorek lub tkanek.
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2. Cele 1 zalozenia pracy

Celem pracy bylo opracowanie metody syntezy biozgodnych transporterow lekow,

bazujac na syntetycznym polimerze polikaprolaktonie (PCL), o rozmiarze zblizonym

do 100 nm oraz projektowanie ich biozgodnos$ci podczas badan in vitro. Kluczowym aspektem

tej pracy jest wykorzystanie zasad inzynierii chemicznej do kontrolowanego wytwarzania NP

o okreslonych wtasciwos$ciach, tj. rozmiarze, rozktadzie rozmiaru, oraz potencjale zeta (().

Aby to osiggnac¢, zastosowano zaawansowane metody, takie jak mikroprzeptywowe systemy

do produkgji 1 separacji NP, ktore stanowig innowacje w tej dziedzinie.

Sformutowano nastepujace hipotezy badawcze:

1.

Kontrolowane wytwarzanie biozgodnych PCL NP jest mozliwe dzigki zastosowaniu
metody nanoprecypitacji oraz mikroprzeptywowych systemow produkcji, ktore
umozliwiajg precyzyjng regulacje kluczowych wtasciwosci produktu.

Wptyw parametréw procesowych, takich jak stezenie polimeru, stosunek faz
oraz warunki mieszania, maja kluczowe znaczenie w uzyskaniu nanoczastek
o pozadanych wilasciwos$ciach, takich jak rozmiar zblizony do 100 nm i kontrolowany
profil uwalniania substancji aktywnych, w tym hydrofobowych barwnikow
fluorescencyjnych.

Integracja superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza (SPIONow) z PCL NP
umozliwia stworzenie hybrydowych systemoéw o wiasciwosciach magnetycznych
taczacych zalety SPIONOw i PCL, co rozszerza potencjalne zastosowania tych
nanoczgstek w terapiach ukierunkowanych i1 obrazowaniu medycznym. Dodatkowo,
zastosowanie uktadu mikroprzeptywowego z magnesem neodymowym znaczaco
usprawnia separacj¢ nanoczastek magnetycznych, skracajac czas oczyszczania
produktu i zwigkszajac wydajnos¢ procesu.

Model numeryczny nanoprecypitacji, oparty na réwnaniach dyfuzji 1 koalescencji,
umozliwia przewidywanie rozmiaru NP, co stanowi efektywne narzedzie wspomagajace

projektowanie procesow syntezy NP.

Te tezy odzwierciedlajg interdyscyplinarny charakter pracy, faczacy inzynieri¢ chemiczna,

bioinzynieri¢ 1 biomedycyne, oraz osiagniecia w zakresie precyzyjnej syntezy, modelowania

procesOw 1 zastosowania funkcjonalnych nanomateriatow.
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3. Materialy 1 metody

3.1.  Wybor polimeru 1 stosunku przeptywu fazy wodnej do organiczne;j

Pierwszy etap badan obejmowal analize wpltywu stezen polimeréw oraz stosunku
przeplywu faz wodnej 1 organicznej na proces nanoprecypitacji, w celu uzyskania NP
o mozliwie najmniejszych rozmiarach i waskim rozktadzie srednic. Do syntezy wykorzystano
polikaprolakton (PCL) oraz kopolimer kwasu mlekowego 1 glikolowego (PLGA).
Jako rozpuszczalniki organiczne zastosowano dichlorometan (DCM) oraz dimetylosulfotlenek
(DMSO), a proces prowadzono z wykorzystaniem prostego uktadu mikroprzepltywowego.
Na tym etapie zbadano réwniez wptyw parametru R, definiujagcego stosunek przeptywu fazy

wodnej (Qw ) do fazy organicznej (Qorg) na rozktad srednic NP.

3.2.  Wybor rozpuszczalnikéw organicznych

Drugi etap polegal na doborze mniej toksycznych rozpuszczalnikéw organicznych,
ktére umozliwialyby zarowno syntez¢ NP o waskim rozktadzie wielko$ci, jak i fatwe usuniecie
rozpuszczalnika po zakonczeniu procesu. Oprocz DCM i DMSO zastosowano octan etylu (OE),

tetrahydrofuran (THF), toluen (Tol), aceton (Ac) oraz etanol (EtOH).

3.3.  Wybor surfaktantu

Kolejnym etapem bylo wprowadzenie surfaktantow, w celu stabilizacji zawiesin NP
oraz ograniczenia ich agregacji. W tym celu wykorzystano Tween®80 (T80)
oraz Pluronic®F- 127 (F127), ktéore sa powszechnie stosowane ze wzgledu na swoja
biozgodno$¢ i zdolnos¢ do tworzenia stabilnych uktadéw koloidalnych. Po wyborze rodzaju
surfaktantu przeprowadzono systematyczne badania w celu optymalizacji jego stezenia.
Analizowano stezenia w zakresie od 0,01% wag./obj. do 1% wag./obj. w fazie wodne;.
Kryterium doboru odpowiedniego stezenia byla minimalizacja $rednicy hydrodynamicznej NP,
zmniejszenie indeksu polidyspersyjnosci (PDI) oraz zapewnienie stabilnosci koloidalnej
uktadu przez okreslony czas przechowywania. Tak przeprowadzona analiza pozwolita
na wybor najbardziej efektywnego stezenia surfaktantu, ktore zostalo wykorzystane

w kolejnych etapach badan nad syntezg i funkcjonalizacjg NP.

3.4. Metody syntezy nanoczastek polimerowych

Syntez¢ NP polimerowych metoda nanoprecypitacji prowadzono w temperaturze

pokojowej. Analizowano trzy warianty laczenia fazy wodnej z organiczng. Pierwsza metoda
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(dozowanie kroplami, DNP) polegata na wykorzystaniu pompy strzykawkowej do stopniowego
dozowania fazy organicznej do fazy wodnej przy stalym mieszaniu na mieszadle
magnetycznym. Taki kontrolowany sposob dozowania miat na celu powolne mieszanie faz,
co mogto sprzyjac lepszej kontroli nad wielkos$cig czastek i ich jednorodnos$cia. Druga metoda
(jednorazowe wstrzyknigcie, WNP) polegata na jednorazowym wstrzyknieciu catej objetosci
fazy organicznej do fazy wodnej podczas cigglego mieszania na mieszadle magnetycznym.
Ten sposob, bedacy szybszym wariantem taczenia faz, mial na celu wywotanie
natychmiastowego wytragcenia NP oraz skrocenie czasu procesu. Trzecig metoda (uktad
mikroprzeptywowy, MNP) bylo wykorzystanie specjalnie zaprojektowanego uktadu
mikroprzeptywowego, ktory umozliwia precyzyjna kontrole nad przeptywem obu faz
w mikroskali, co zapewnia jednorodne i kontrolowane warunki wytragcania NP.
Mikroprzeptywowy uktad moze minimalizowa¢ rdéznice w rozmiarze czastek oraz
ich polidyspersyjno$¢, dzigki rOwnomiernemu i stabilnemu mieszaniu faz. Kazda z tych metod
oferuje rozne zalety 1 ograniczenia, a ich zastosowanie pozwolito na wyciagniecie wnioskow
dotyczacych wplywu sposobu laczenia faz na jakos¢ i1 stabilno$¢ uzyskiwanych NP.

Schematyczne przedstawienie opisanych metod przedstawiono na rys. 8.
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Dozowanie kroplami  Jednorazowe wstrzykniecie = Uklad mikroprzeplywowy
(DNP) (WNP) (MNP)

Faza Faza
Faza Faza
orgamczn orgamczna .
a wodna organiczna

Zawiesina NP

Rysunek 8. Schemat metod taczenia faz do otrzymywania PCL NP metodg nanoprecypitacji.

3.4.1. Metoda dozowania kroplami (DNP)

Na rys. 9 przedstawiono uktad uzyty do metody dozowania fazy organicznej kroplami.
W strzykawce na pompie strzykawkowej umieszczono faz¢ organiczng, do ktorego
przytaczono wezyk PTFE, zakonczony igla 25G. Koncowka igly znajdowata si¢ w fazie wodnej
umieszczonej w naczyniu na mieszadle magnetycznym, szybko$¢ mieszania ustawiono
na 1000 obr./min. Po zakonczeniu dozowania fazy organicznej zawiesing NP pozostawiono
na mieszadle magnetycznym na 10 min. Nastgpnym krokiem bylo odparowanie

rozpuszczalnika.
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Rysunek 9. Aparatura do nanoprecypitacji metoda dozowania fazy organicznej kroplami (1 - pompa
strzykawkowa z fazg organiczng, 2 - wezyk z PTFE doprowadzajacy faze organiczng do wodne;j,

3 - zlewka z faza wodna w tazni wodnej na mieszadle magnetycznym.

3.4.2. Metoda jednorazowego wstrzykni¢ecia (WNP)

Druga metoda polega na podaniu catosci fazy organicznej przy uzyciu strzykawki
lub pipety automatycznej do fazy wodnej przy statej szybkosci mieszania (1000 obr./min).
Po zmieszaniu faz, zawiesing NP pozostawiono na mieszadle magnetycznym na 10 min.

Nastgpnym krokiem byto odparowanie rozpuszczalnika.

3.4.3. Uktady mikroprzeptywowe (MNP)

Pierwsze eksperymenty prowadzono na prostym uktadzie mikroprzeptywowym
przedstawionym na rys. 10. Celem byta weryfikacja czy metoda mikroprzeplywowa moze

postuzy¢ do otrzymywania polimerowych NP.
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Rysunek 10. Schemat uktadu mikroprzeplywowego skladajacego si¢ z 4 igiet (3 wloty, 1 wylot)
umieszczonych pomiedzy 2 szkietkami nakrywkowymi. Wloty A i niebieskie strzatlki odnosza
si¢ do fazy wodnej, a wlot B i strzatka czerwona do fazy organicznej, wylot z uktadu oznaczony

jest czarng strzatka.

Po wstepnym sprawdzeniu metody, kolejnym krokiem bylo wytworzenie
zaawansowanego systemu mikroprzeptywowego, za pomoca ktérego doskonalono proces
wytwarzania polimerowych NP metoda nanoprecypitacji.

Dr inz. Piotr Kowalczyk zaprojektowal urzadzenie mikroprzeptywowe
z wykorzystaniem oprogramowania Blender 3.0 (rys. 11A). Geometria kanatu wewnetrznego
zostala wydrukowana na drukarce 3D przy uzyciu drukarki ZMorph VX (ZMorph, Wroctaw,
Polska). Zastosowanym materiatem drukarskim byt Zarnik acetonitryl-butadien-styren (ABS)
o $rednicy 1,75 mm (ZMorph). Wydrukowany model nastepnie umieszczono w prostokatnej
formie, a nastepnie nalozono zywicg¢ polidimetylosiloksanowa (PDMS) — Sylgard 184 Silicone
Elastomer (Dow Chemical, Midland, MI, USA). Przed natozeniem zmieszang zywicg
odgazowano pod préznig. Po 15 minutach utwardzania w temperaturze 90°C, wydrukowany
w 3D model usunigto, a pustg przestrzen pozostawiong przez model przykryto drugim ptaskim
kawalkiem czesciowo utwardzonego PDMS 1 1 kg odwaznikiem w celu doci$nigcia elementow
do siebie. UloZone urzadzenie utwardzano dalej w temperaturze 90°C przez noc. Na wlotach
i wylotach chipa PDMS =zainstalowano rurke silikonowa o $§rednicy 3 mm i uszczelniono

niewielka iloscig kleju silikonowego.
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Wloty (A i B)

(A)

d =1mm

@ =2,83mm d,=2mm Wylot

@=2,83 mm

@® faza wodna
@ faza organiczna

Faza wodna

Faza Y
< organiczna T%é ‘%‘Eb @ @

Dyfuzja pomiedzy faza
wodng a organiczng

Rysunek 11. (A) Schemat urzadzenia mikroprzeptywowego oraz zdjecie prezentujace wytworzony

uktad. (B) Proponowany mechanizm otrzymywania NP. Utworzono przy uzyciu BioRender.com.

Rysunek 1TA przedstawia konstrukcje zastosowanego urzadzenia
mikroprzepltywowego. Posiada dwa wloty i1 jeden wylot. Organiczna faze¢ rozproszona
wprowadzono z kanatu centralnego (wlot B), a faze ciagla (roztwoér wodny) wprowadzono
przez wlot A. Faze organiczng i wodng pompowano za pomocg pomp strzykawkowych.
Do potaczenia strzykawki z urzagdzeniem mikroprzeplywowym wykorzystano wezyki PTFE
(faza organiczna) i silikonowe (faza wodna). Zawiesing NP zbierano do naczynia ustawionego
na mieszadle magnetycznym, mieszano 10 min. Nastgpnym krokiem bylo odparowanie

rozpuszczalnika.

3.4.4. Dodatek etanolu jako wspotrozpuszczalnika

Po przeanalizowaniu danych literaturowych [185] postanowiono zbada¢ wptyw dodatku
etanolu (EtOH) do fazy organicznej na proces formowania NP polimerowych
oraz na pozniejszy etap ich oczyszczania. EtOH, jako wspotrozpuszczalnik dobrze mieszajacy
si¢ zwoda, wspomaga dyfuzje THF do fazy wodnej podczas nanoprecypitacji, co moze
wptywac na wielko$¢ 1 jednorodno$¢ powstajacych NP.

W celu optymalizacji procesu, dodawano EtOH w r6znych proporcjach wzgledem THF
do fazy organicznej przed etapem mieszania z fazg wodng. Taka modyfikacja miata na celu

poprawe kontroli nad procesem wytrgcania czastek, zmniejszenie ich polidyspersyjnosci
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oraz utatwienie pdzniejszego usuwania pozostatosci rozpuszczalnikow w trakcie oczyszczania.
Dodatkowo, do fazy organicznej wprowadzano 0,1% obj./obj. roztworu 0,1M wodorotlenku
sodu (NaOH), co mialo wplyna¢ na stabilno$¢ czastek w zawiesinie i sprzyjac¢ ich lepszej
separacji w pozniejszych etapach. Taki zabieg pozwalat nie tylko na zwigkszenie wydajnosci
procesu formowania NP, ale réwniez na uproszczenie ich dalszego oczyszczania,

co jest kluczowe dla uzyskania stabilnej, jednorodnej zawiesiny.

3.5. Odparowanie rozpuszczalnikow

Kolejnym etapem, po polaczeniu fazy wodnej z organiczng i wytworzeniu NP, bylo
usuniecie rozpuszczalnikéw organicznych poprzez odparowanie. Odparowanie prowadzono
na 2 sposoby, z uzyciem wyparki obrotowej oraz poprzez odparowanie na mieszadle
magnetycznym (odparowanie swobodne).

a) Wyparka obrotowa - badane zawiesiny NP byly umieszczane w kolbie na wyparce
rotacyjnej 1odparowywane w temperaturze 35°C przy obnizonym ci$nieniu
maksymalnie do 40 mbar, przez okoto 60 minut.

b) Odparowanie swobodne - naczynie z zawiesing NP umieszczano na mieszadle
magnetycznym na okoto 24-48 godz. przy obrotach 250-400 obr./min.,

az do catkowitego usuniecia rozpuszczalnika organicznego.

3.6. Oczyszczanie 1 zatgzanie zawiesin nanoczastek

W metodzie nanoprecypitacji po wytworzeniu NP, konieczne jest usunigcie pozostatosci
rozpuszczalnika, nieenkapsulowanych substancji aktywnych oraz nadmiaru surfaktantu, w celu
uzyskania czystej, jednorodnej zawiesiny NP. Standardowe metody, takie jak ultrafiltracja,
dializa, wirowanie oraz liofilizacja, zapewniajg efektywne oczyszczanie, jednak moga wigzac
si¢ z pewnymi problemami. Czgstym wyzwaniem jest agregacja NP, szczeg6lnie podczas
procesu liofilizacji, co utrudnia ich pdzniejsza redyspersj¢. Dodatkowo, w przypadku
ultrafiltracji 1 dializy moze dochodzi¢ do blokowania membran przez NP, co wplywa
na wydajnos¢ procesu i wymaga dostosowania warunkow, takich jak ci$nienie i czas filtracji.
Typowe techniki filtracyjne obejmuja uzycie filtrow membranowych o odpowiednich
rozmiarach porow (zwykle w zakresie 0,2—0,45 pm), ktore sg zdolne do zatrzymania wigkszych

czastek 1 zanieczyszczen, przepuszczajac jedynie czyste NP o pozadanym rozmiarze.

60



W niektorych przypadkach stosuje si¢ rowniez ultrafiltracje, ktoéra umozliwia doktadniejsze
oczyszczenie oraz koncentracj¢ NP, szczeg6lnie przy duzych objetosciach probek.

Po odparowaniu rozpuszczalnika w celu oczyszczenia filtrowano zawiesiny NP
z wykorzystaniem filtrow strzykawkowych 0,45 um z regenerowanej celulozy (RC). Nastepnie

probki zatgzano na wyparce obrotowej i ponownie filtrowano.

3.7. Badanie wplywu temperatury fazy wodnej na rozmiar polimerowych

nanoczgstek

Temperatura procesu ma niezwykle wazny wptyw na wytwarzanie NP, dlatego zbadano
wplyw temperatury fazy wodnej na rozmiar otrzymywanych czastek PCL NP. Zbadano rozktad
Srednic dla szeregu temperatur fazy wodnej: 20, 40, 60, 80°C. Po dodaniu catej fazy
organicznej, zawiesing NP chlodzono w kapieli lodowej. F127 dodawano po odparowaniu
rozpuszczalnika na wyparce rotacyjnej a rozmiar NP badano przed i po dodaniu surfaktantu
(0,5% wag./obj.). Nastepnie przeprowadzono analize dla roéznych stezen polimeru
przy temperaturze fazy wodnej 20°C 1 80°C. Probki badano z wykorzystaniem DLS przed

i po dodaniu surfaktantu.

3.8. Badanie stabilnosci zawiesin nanoczastek

Badania stabilno$ci NP obejmowaly dostosowanie warunkow liofilizacji, jednej
z najpowszechniejszych metod dlugoterminowego przechowywania uktadéw koloidalnych.
Zawiesiny NP zamrazano w temperaturze -20°C 1 -80°C z dodatkiem stabilizatora (F127)
1 krioprotektantu (trehalozy, T). Przeprowadzono 3 cykle liofilizacji, po kazdym cyklu

wysuszone NP zawieszano w wodzie (1 godz., 1000 obr./min.) i analizowano z wykorzystaniem

DLS.
3.9. Analiza fizykochemiczna

3.9.1. Dynamiczne rozpraszanie Swiatla

Rozktady wielkos$ci czastek analizowano metodg DLS przy uzyciu Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments). Pomiary przeprowadzono w temperaturze 25°C 1 przy kacie
rozproszenia 173°. Czastki zawieszone w probce poruszaja si¢ ruchami Browna, co powoduje
zmiany intensywnos$ci §wiatla docierajacego do detektora. Oprogramowanie Zetasizer (wersja

7.11) oblicza $rednig srednice hydrodynamiczng 1 PDI w oparciu o analiz¢ czasowej korelacji
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intensywnosci §wiatta rozproszonego przez zawiesine czastek. Sredni rozmiar czastek (podany
jako $rednia $rednica w nanometrach + SD) jest obliczany przez oprogramowanie urzadzenia
na podstawie sygnatu sity czastek zgodnie z normg ISO (ISO 13321: 1996E 1 22412). Wskaznik
polidyspersyjnosci jest bezwymiarowa warto$cig wyrazajacg szerokos$¢ rozktadu wielkosci
czastek emulsji, tj. jednorodnos¢ analizowanej probki, obliczong zgodnie z normg ISO 13321:
1996E 1 22412. Przed pomiarem DLS nie przeprowadzono zadnej obrobki wstgpnej
(np. filtrowania), zeby mie¢ peten zakres otrzymanych $rednic. Wszystkie pomiary
przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

Ladunek powierzchniowy otrzymanych NP, charakteryzowany przez potencjat zeta (0),
mierzono za pomoca urzadzenia Zetasizer Nano ZS w temperaturze 25°C. Badane byty
zawiesiny NP w wodzie ultraczystej z dodatkiem 0,1M buforu PBS (pH 7,4) w stosunku
objetosciowym 9:1. Wszystkie pomiary przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.

Warto$ci $rednie $rednic NP 1 PDI wyrazono jako S$rednie = SD. Przeprowadzono
analizg statystyczng za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) dla p < 0,05
z testem post hoc Tukeya (OriginPRO 2020b, OriginLab Corporation).

3.9.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Zawiesiny wybranych PCL NP (okoto 1 ml) umieszczano w eppendorfach. Nastepnie
dzigki uprzejmosci dr inz Michata Wojasinskiego zostawaly poddawane analizie
z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego (SEM, SU8230, Hitachi) znajdujacego si¢
w Centrum Zaawansowanych Materiatéw 1 Technologii (CEZAMAT). Po analizie wielko$ci
czastek 1potencjatu { w sekcji 3.9.1., probki rozcienczono 1000 razy ultraczysta woda
1 przygotowano do obrazowania. Rozcienczone zawiesiny NP (10 pL) umieszczono
na powierzchni  ptytki krzemowej, ktéra najpierw przyklejono tasmag weglowa
do aluminiowego krdc¢ca. Zawiesiny na powierzchni plytek krzemowych pozostawiono
do odparowania przez noc w temperaturze otoczenia. Takie przygotowanie pozwolito
na obrazowanie oddzielnych NP jako pojedynczych czastek na powierzchni ptytki krzemowe;.
Obrazy zostaty zebrane przy napigciu przyspieszajagcym 10 kV, przy odlegtosci roboczej okoto
10 mm, przy uzyciu gornego detektora elektronéw rozproszonych (SE(U)). Dla kazdej
analizowanej probki wykonano minimum 5 obrazow 1 wybrano reprezentatywne.

SPIONy jak i PCL-SP NP obserwowano przy uzyciu tego samego mikroskopu SEM,
niemniej wykorzystano inny tryb preparacji probek. Zawiesiny NP poddawano rozbiciu

w myjce ultradzwigkowej (SONOSWISS SW 1H) przez 30 s. Nastepnie nanoszono 2 pL
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zawiesiny na siatke TEM (Siatki z pokryciem: Lacey Carbon, miedziane, 200 mesh, - Agar
Scientific) i po 30 s usuwano nadmiar kawatkiem bibuly filtracyjnej oraz suszono na wolnym
powietrzu przez 10 minut. Nastgpnie czastki PCL obrazowano w mikroskopie przy napigciu
przyspieszajacym 10 kV, przy odlegtosci roboczej okoto 8,6 mm oraz pradzie 10 pA, a czastki
tlenku zelaza przy 30 kV oraz 20 pA.

3.9.3. Spektroskopia Fourierowska w podczerwieni

Analiz¢ oddziatywan chemicznych liofilizowanych pustych NP i zawierajacych
barwnik NP przeprowadzono za pomocg spektroskopii Fourierowskiej w podczerwieni (FTIR)
przy uzyciu Nicolet 6700 FTIR (ThermoFisher Scientific). Probki przygotowano przez
zmieszanie drobnego proszku probki uzyskanego po liofilizacji z bromkiem potasu (KBr),
a nastepnie sprasowano z wykorzystaniem prasy (200 bar) oraz pastylkarki. Zakres skanowania
wynosit 4000-500 cm™.

Przeprowadzone badania (3.1. - 3.9.) umozliwily wybdr metod oraz parametrow
procesowych, ktore pozwolily na powtarzalne otrzymywanie NP polimerowych o matych
rozmiarach i niskich warto§ciach PDI. Wybrane warianty zostaly nast¢pnie wykorzystane
w badaniach enkapsulacji 1 uwalniania hydrofobowego barwnika fluorescencyjnego

oraz w analizach interakcji NP z komoérkami.
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3.10. Enkapsulacja i uwalnianie barwnika in vitro

Do zbadania procesu enkapsulacji substancji i jej uwalniania z PCL NP wykorzystano
fluoresceing (rys. 12), hydrofobowy barwnik fluorescencyjny, stuzacy jako substancja
modelowa przenoszenia zwigzkow aktywnych przez NP. Analizowano efektywno$¢
enkapsulacji (EE%, zgodnie z rownaniem (19), 1.3.2.), procent zaladowania NP barwnikiem

(DL%, zgodnie z rGwnaniem (20), 1.3.2.) oraz uwalnianie barwnika z NP w czasie.

HO O OH

O

O

Rysunek 12. Wzér strukturalny fluoresceiny.

Uwalnianie fluoresceiny z NP badano in vitro dla trzech probek wytworzonych metoda
DNP 1 MNP. Wybrano frakcje NP z 1% PCL, poniewaz charakteryzowatly si¢ one najmniejsza
srednig Srednicg 1 wartoscig PDI. Uwalnianie fluoresceiny z PCL NP badano przy uzyciu
membrany dializacyjnej z regenerowanej celulozy (RC) o odcigciu molekularnym 12 000 —
14 000 Daltonow (Spectra/Por Membranes, Spectrum Laboratories, Inc.). Membrany
dializacyjne napetniano 3 ml wybranych preparatow, zamykano klipsami dializacyjnymi,
a nastgpnie umieszczano w szklanym naczyniu zawierajagcym 200 ml roztworu PBS (10 mM,
pH 7,4) i DMSO (4:1 obj./obj.). Eksperymenty przeprowadzono w temperaturze pokojowe;j
przez 24 godziny, z zachowaniem catkowitego zanurzenia probki. Po 0, 1, 2, 3, 4 i 24 godz.
pobierano 1 ml medium, zastgpowano je takg samg objetoscig swiezego roztworu PBS i DMSO,
a nastgpnie natychmiast analizowano za pomocg spektrofotometru UV-Vis przy 490 nm (BMG,
Labtechnologies). Kazdy pomiar wykonano w trzech powtorzeniach. Roztwory fluoresceiny
w zakresie od 0,001 do 0,1 mg/ml przygotowano w celu skonstruowania krzywej kalibracyjne;j,
ktora zostala wykorzystana do ilo§ciowego okreslenia tadunku uwalnianego z NP, zgodnie

Z nastepujacym rownaniem:
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y =102,17x + 0,1401 (21)
gdzie x oznacza stezenie fluoresceiny (mg/ml), a y absorbancje UV/Vis (nm). Warto$¢ R?
wyniosta 0,9912. Nie zaobserwowano interferencji przy Amax fluoresceiny 490 nm z innymi

sktadnikami badanego roztworu.

3.11. Badania komoérkowe

Aby okreslic  kontrolowane uwalnianie tadunku z fluorescencyjnych NP,
przeprowadzono inkubacje NP z komorkami ssakow. Do hodowli linii komorkowe;j
fibroblastow mysich L1929 i ludzkich komoérek kostniakomigsaka o morfologii fibroblastow,
MG63, dodano NP zawierajace fluoresceing. Kriotuba z komoérkami L929 zostala dostarczona
z hodowli prowadzonej w Centrum Zaawansowanych Technologii 1 Materiatow (CEZAMAT)
przez dr inz. Pauling Trzaskowska, a kriotuba z komérkami MG63 z hodowli prowadzone;j

przez mgr inz. Rafata Podgorskiego na Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesowe;.

3.11.1. Hodowla komorek

Dzien 1. Suplementacja pozywKki i rozmrozenie komorek

Medium DMEM zasuplementowano poprzez dodanie FBS (koncowe stezenie
10% obj./obj.), PenStrep (1% obj./obj.), L-glutaminy (1% obj./obj.), zawartos¢ butelki
dokladnie wymieszano. Ogrzano suplementowane medium hodowlane w 1azni wodnej
do temperatury 37°C. Przygotowano butelke hodowlang T75 — napetniono medium w obje¢tosci
5 ml iumieszczono w inkubatorze. Nastepnie rozmrozono komorki (odpowiednio 1929
lub MG63) poprzez ogrzewanie w tazni wodnej, przeniesiono kriotube z komoérkami do komory
laminarnej, wczesniej spryskujac etanolem. Pod komorg komorki przeniesiono z kriotuby
do Falconu, dodano kroplami medium hodowlane do objetosci 5 ml i komorki zwirowano
(5- 10 min, 192 RCF) w celu usunigcia krioprotektantu. Odpipetowano supernatant znad
zwirowanych komorek, pellet zawieszono w 2 ml §wiezego medium hodowlanego. Zawiesing
komorkowsg przeniesiono do butelki hodowlanej, dopelniono medium do objetosci 15 ml.

Komorki obejrzano pod mikroskopem, podpisano naczynie i umieszczono w inkubatorze.

Dzien 5. Pasaz komorek i sterylizacja szkielek
Po osiggnieciu konfluencji przeprowadzono pasaz komorek. Odciggnigto pozywke

znad zadherowanych komorek, przeptukano dwukrotnie buforem PBS bez jonéw wapnia

65



1 magnezu (jony te zaburzaja dzialanie enzymu trypsyny). Nastepnie w celu odklejenia
komorek od podioza, dodano 2 ml roztworu trypsyny, butelk¢ umieszczono na 2 min
w inkubatorze. Po odklejeniu komoérek od podltoza dodano 4 ml $wiezego medium
hodowlanego zawierajgcego jony wapnia i magnezu w celu dezaktywacji trypsyny i zawartos¢
butelki przeniesiono do Falcona. Komorki zwirowano (5 min, 192 RCF), nastepnie usuni¢to
supernatant, komoérki zawieszono w 2 ml $wiezego medium hodowlanego. Umieszczono
zawiesing komoérek w 6 butelkach hodowlanych, uzupetniono medium do 15 ml i butelki
umieszczono w inkubatorze.

Nastepnie przeprowadzono sterylizacje szkietek do hodowli komoérek w ptytce
24- dotkowej. Przygotowano sterylny (przefiltrowany na filtrze 0,22 um) 70% roztwér EtOH
pod komora, i w ptytce dotkowej zalano szkietka po 1 ml EtOH na 30 min. Pod komorg
laminarng przeniesiono szkietka do nowych dotkow przeptukujac sterylnym DPBS, nastgpnie
zalano szkietka w dotkach DPBS (po 1 ml) i inkubowano w inkubatorze 12-24 godz.

Przed wysianiem na szkietkach komorek przeniesiono szkietka do nowych dotkow.

Dzien 7. Test MTT i obserwacje z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego

W celu przygotowania zawiesiny komorkowej postepowano jak w procedurze pasazu.
Po zwirowaniu komorek, policzono ilo$¢ komoérek za pomoca hemocytometru, stosujac
barwienie btekitem trypanu, aby rozr6zni¢ komorki zywe 1 martwe. Przygotowano zawiesing
komorkowa o gestosci 1 x 10° kom/ml. Szkietka sterylne umieszczono w dotkach ptytki 24-
dotkowej. Rozcienczong zawiesing komérkowa wysiano odpowiednio do ptytek 96-dotkowych

do testu MTT oraz 24-dotkowych ze szkietkami do obserwacji na mikroskopie konfokalnym.

3.11.2. Test cytotoksycznosci MTT

Test MTT jest obecnie najczesciej stosowany do oceny dziatania cytotoksycznego
1 zalecany jako referencyjny przez mi¢dzynarodowe organizacje normotworcze oraz ISO [186].
Test MTT jest oparty na zdolnoSci enzymu - dehydrogenazy mitochondrialnej
do przeksztatcania pomaranczowej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5
dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) do nierozpuszczalnego formazanu, bedacego
ciemnoniebieskim produktem powyzszej reakcji [187]. Po rozpuszczeniu krysztatow
formazanu w DMSO lub izopropanolu, powstaje barwny roztwor, ktoérego intensywno$é
zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie w zakresie dlugosci fal 492-570 nm. Ilos¢

barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalna do aktywnosci oksydacyjnej
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mitochondriow komoérki, a w $cisle okreslonych warunkach doswiadczalnych do liczby
aktywnych metabolicznie (zywych) komodrek w populacji [188].

Zawiesiny NP wybrane do badan komorkowych sterylizowano z wykorzystaniem
swiatlta UV- C (zakres dtugosci fal od 200 do 280 nm) pod komorg laminarng. Czas sterylizacji
wynosit 3 godziny. Nastgpnie sterylne zawiesiny NP rozcienczano medium hodowlanym
bez czerwieni fenolowej do testowanych st¢zen od 0,01 do 10 mg/ml. Przygotowane
rozcienczone zawiesiny NP byly wykorzystane od razu po przygotowaniu.

Zywotno$¢ komoérek MG63 i L929 okreslono przy uzyciu standardowego testu MTT,
24 godziny po ekspozycji na NP. Jak wspomniano wyzej, komoérki zawieszone w pozywce
hodowlanej o gestosci 1 x 10°/ml wysiano do 96-dotkowych ptytek i hodowano
przez 24 godziny w 37°C i 5% COa». Nastgpnego dnia wysterylizowano st¢zone zawiesiny NP
pod komora laminarng lampa UV. Sterylne NP rozcienczono medium hodowlanym
bez czerwieni fenolowej do wybranych warto$ci badanych stezen. Po 24 godz. inkubacji
odciggnigto medium z dotkow testowych ptytki 96-dotkowej, naniesiono kolejne rozcienczenia
NP na ptytke — 0,01; 0,1; 1,0 1 10 mg/ml — (12 dotkéw na wariant). Nietraktowane komorki
stuzyty jako pozytywna kontrola zywotnosci. Komorki inkubowano w standardowych
warunkach przez 24 godziny. Nastepnie usuni¢to medium zawierajace NP, komorki
przeplukano trzykrotnie PBS, dodano roztwér MTT w medium bez czerwieni fenolowej
(koncowe stezenie MTT 1 mg/ml) i inkubowano (3 godz., 37°C). Roztwér MTT usunigto bez
naruszenia komorek, dodano 100 pl/dotek DMSO, ptlytki delikatnie wytrzasano (5 min) w celu
rozpuszczenia krysztatow formazanu i odczytano absorbancj¢ na czytniku mikroptytek

przy 570 nm 1 650 nm.

3.11.3. Mikroskopia konfokalna

Badane komorki zawieszone w pozywce hodowlanej o stezeniu 1 x 10° kom/ml wysiano
na 24- dotkowa ptytke ze szkietkami w kazdym dotku i hodowano przez 24 godziny w 37°C
15% CO2. W migdzyczasie przygotowano sterylne zawiesiny NP z barwnikiem w medium
hodowlanym w 2 stezeniach - 1,0 mg/ml 1 0,1 mg/ml. Nastgpnie komorki traktowano NP
w stezeniach 1 mg/ml 1 0,1 mg/ml (I ml na dolek) przez 1 godz., 2 godz. 1 24 godz.
w standardowych warunkach. W danym punkcie czasowym usuwano zawiesing NP i dodawano
Swieze medium, inkubowano przez 2 godz. Po stymulacji komorki utrwalono 4% PFA
przez 15 minut, po tym czasie usuni¢to roztwor PFA 1 przeplukano komoérki PBS (3-krotnie

na wytrzasarce w temperaturze pokojowej (RT). Nastgpnie w celu permeabilizacji btony
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komorkowej inkubowano komorki z 0,2% roztworem Tritonu X-100 wPBS w RT
przez 8 minut na wytrzasarce, po czym usuni¢to roztwor Tritonu i przeptukano komorki PBS
(3- krotnie na wytrzagsarce, RT). Kolejnym etapem bylo blokowanie komorek
7 0,1% roztworem BSA w PBS w RT przez 60 minut na wytrzasarce. Po tym czasie usuni¢to
roztwor BSA 1 przeptukano doktadnie 3- krotnie PBS. W celu wybarwienia jader komorkowych
utrwalone komorki inkubowano z roztworem DAPI (300 nM w PBS) w RT przez 6 minut
w ciemnosci, po czym usuni¢to DAPI, przeptukano komodrki PBS (3-krotnie). Nastepnie
szkietka z komérkami przeniesiono do nowej ptytki 24-dotkowej, materiaty zalano buforem
PBS, owini¢to parafilmem oraz folig aluminiows i tak przygotowang plytke przechowywano
w lodowce. Komoérki wizualizowano za pomoca mikroskopu konfokalnego (Zeiss)
przy odpowiednich dtugos$ciach fal dla fluoresceiny (wzbudzenie 470 nm, emisja 519 nm)
1 DAPI (wzbudzenie 358 nm, emisja 461 nm) przy powigkszeniu 20%. Dla kazdego wariantu

eksperymentu wykonano cztery niezalezne powtorzenia.

3.12. Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (SPIONYy)

Ten etap pracy obejmowal zamknigcie NP tlenku zelaza w PCL NP. Na wstepie
zsyntetyzowano SPIONy w 2 wariantach, pokryte kwasem oleinowym (OA-SP)
oraz bez pokrycia (SP), przeprowadzono ich analize fizykochemiczna, a nastgpnie przy
wykorzystaniu metody nanoprecypitacji otrzymywano PCL NP zawierajace SPIONy
(PCL- SP NP). Kolejnym etapem byto usprawnienie etapu oczyszczania PCL-SP NP. W tym
celu zaprojektowano specjalny uklad przeptywowy, w ktorym przy pomocy magnesu

neodymowego oczyszczano NP.

3.12.1. Synteza NP tlenku zZelaza

Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (SPIONOw) otrzymano metoda
wspoOtstracania. Proces ten polegat na jednoczesnym straceniu jondw Fe?* i Fe** w zasadowym
srodowisku, co prowadzilo do powstania tlenku Zelaza o strukturze magnetytu (FesOa).
W tym celu odwazono 5,56 g (0,020 mol) FeSO4-7H20 oraz 11,60 g (0,043 mol) FeCls-6H-O.
W kolbie okragtodennej na mieszadle magnetycznym umieszczono 350 ml ultraczystej wody,
przez 5 min przepuszczano argon zeby stworzy¢ warunki beztlenowe, nastgpnie mieszadto
magnetyczne ustawiono na 1200 obr./min., do kolby dodano odwazony siarczan Zelaza

oraz chlorek zelaza, mieszano az do catkowitego rozpuszczenia. Nastepnie kolbg przeniesiono
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pod wyciag, zatozono chtodnicg, aby unikna¢ dostgpu tlenu, u gory chtodnicy umieszczono
balonik wypetniony argonem. W strzykawce na pompie strzykawkowej umieszczono 30 ml
25% wody amoniakalnej, dodawano cato$¢ z szybko$cig 5 ml/min przez 30 min w temperaturze
100°C. Roztwor zmienil barwg z ceglanej na czarng. Dla wariantu z kwasem oleinowym,
kolejnym krokiem byto dodanie 5 ml kwasu oleinowego, cato$¢ mieszano w temperaturze
100°C przez 30 min. Dzi¢ki temu pokryciu z kwasu oleinowego nanoczastki zyskaty charakter
hydrofobowy. Nastgpnym etapem bylo oczyszczanie. Nalezato otrzymane czastki Fe3Os
przeptuka¢ EtOH w celu usunigcia nadmiaru kwasu oleinowego, a nastgpnie kilkakrotnie woda.
Zawiesiny NP wirowano w celu oczyszczenia i1 zatezenia (12000 obr./min., 10 min).
Odwirowane NP tlenku zelaza zawieszono w acetonie w st¢zeniu 25 mg/ml i przechowywano
w lodowce. Otrzymane NP zmierzono za pomoca DLS w celu okreslenia ich rozktadu
rozmiaréw 1 potencjatu { analogicznie do PCL NP jak opisano w 3.9.1. Rozmiar i morfologi¢
badano réwniez za pomoca SEM jak opisano w 3.9.2. SPION6w wysuszono i przeprowadzono

analize FTIR zgodnie z procedurg opisang w 3.9.3.

3.12.2. Synteza PCL NP zawierajacych SPIONy

Tabela 1. Badane stezenia SPION6w w PCL NP.

Nazwa SPO SPO1 SP10 SP20
Stezenie
SPIONGwW [%] 0 ! 10 20

Do probowki eppendorfa odwazono PCL, dodano THF oraz odpowiednie stezenie
SPIONO6w (wagowo na mase uzytego PCL). Do eppendorfa wrzucono rowniez kulke szklang,
zeby zintensyfikowa¢ mieszanie fazy organicznej. Eppendorfy z fazg organiczng wytrzasano
na wytrzasarce do ptytek przez okoto 24 godz. Nastepnie dodano EtOH (1:2 EtOH/THF
obj./obj.), 0,1M NaOH, doktadnie wymieszano.

Do kolby okragtodennej dodano ultraczysta H,O, kolb¢ umieszczono na statywie
w myjce ultradzwigkowej oraz umieszczono w $rodku mieszadlo mechaniczne. Mieszanie
ustawiono na 1000 obr./min. Do kolby dodano faze organiczng za pomoca jednorazowego
wstrzykniecia 1 zawiesing doktadnie mieszano przez okoto 1 godz. az do odparowania THF.
W miedzyczasie mieszaninge ochtadzano poprzez dodawanie lodu do myjki ultradzwigkowe;j

by temperatura w myjce nie przekraczata 30°C.
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Rysunek 13. (A) Uktad do nanoprecypitacji PCL NP ze SPIONami, z mieszaniem mechanicznym
na myjce ultradzwigkowej. (B) Zawiesina PCL NP (SP20) po nanoprecypitacji i odparowaniu

rozpuszczalnika organicznego.

Otrzymane zawiesiny PCL-SP NP (rys. 13B) mierzono za pomocg DLS oraz wizualizowano
za pomocg SEM. Nastepnie w celu oczyszczenia NP probki wirowano i1 przeptukiwano woda
MiliQ. Proces wirowania w celu oczyszczenia NP jest dtugotrwaly, dlatego poszukiwano innej

metody separacji PCL-SP NP.

3.12.3. Metoda separacji

Z pomocg mgr inz. Daniela Wylezinskiego zaprojektowano i wytworzono uktad
mikroprzepltywowy, w ktorym umieszczano magnes neodymowy do szybkiego oczyszczania
i separacji NP (rys. 14). Zalozenie bylo takie, Ze po zmieszaniu fazy organicznej z wodna,
po odparowaniu rozpuszczalnika organicznego lub gdy w mieszaninie byt on jeszcze obecny,
otrzymang zawiesing przepuszczano przez uktad z magnesem. Poprzez sity magnetyczne
PCL- SP NP zatrzymywaty si¢ w ukladzie a reszta, tj. THF oraz nadmiar wody wyptywat
z uktadu. Nastepnie magnes wyjmowano z uktadu i odseparowane PCL-SP NP wyptukiwano

czysta woda MiliQ. Nastepnie poddawano je analizie fizykochemiczne;j.
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Rysunek 14. Uktad przeptywowy z miejscem na magnes neodymowy do szybkiej separacji PCL-SP NP.

Przygotowano zawiesing NP jak opisano wczesniej. Po zmieszaniu fazy organicznej
i wodnej pominigto odparowanie rozpuszczalnika na wyparce rotacyjnej, calos¢ zawiesiny
umieszczono w strzykawce 60 ml na pompie strzykawkowe;j. Strzykawke potaczono wezykiem
silikonowym (d zew = 4 mm, d wew = 2 mm) z uktadem, magnes umieszczono w uktadzie,
do wylotu z uktadu podtaczono wezyk i jego drugi koniec umieszczono w zlewce. Dozowanie
ustawiono na 5 ml/min, po przej$ciu calos$ci zawiesiny przez uktad magnes wyjeto i wyptukano
woda PCL-SP NP z kanatow uktadu (rys. 15). Nastepnie NP badano z wykorzystaniem DLS

1 SEM jak opisano wczesnie;.
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Rysunek 15. Uktad do separacji PCL-SP NP na uktadzie przeplywowym z magnesem neodymowym.
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4. Wyniki

4.1. Wybor polimeru i dobor parametru R

Przeprowadzono eksperyment wstepny na podstawie pracy Xu i in. [189]. W tym celu

wykorzystano PLGA oraz par¢ rozpuszczalnikow, DCM/DMSO w stosunku objetosciowym

1/10. Jako ze DCM jest dobrym rozpuszczalnikiem dla PCL przeprowadzono réwnolegle

eksperyment z uzyciem PCL. Analizowane parametry zebrano na rys. 16.

Stezenie Stosunek przeplywu
PCL/PLGA fazy wodnej do organicznej
(wag./obj.) parametr R
10
20
0 50
1% T oo DLS
150
200
0,1%
0,5%
1% 200 DLS
2%
5%

Rysunek 16. Schemat testowanych parametrow procesowych.
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Rysunek 17. Srednia $rednica i PDI czgstek otrzymanych metoda mikroprzeptywowa przy roznych

wartosciach R dla PLGA (A) i PCL (B) (st¢zenie polimeru 1% = 10 mg/ml). Brak réznic istotnych

statystycznie.
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Wyniki pokazuja, ze dla PLGA jak i PCL najmniejsze czastki o stosunkowo niskim PDI
uzyskano dla R=200.
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Rysunek 18. Zalezno$¢ $redniej $rednicy i PDI od stezenia uzytego polimeru dla PLGA (A) i PCL (B).

Brak roznic istotnych statystycznie.

Dla PLGA najmniejszy rozmiar czastek (ok. 120 nm) i dobrag wartos¢ PDI otrzymano
dla stezenia polimeru 0,5%, a dla PCL w przypadku stezenia 0,2% (ok. 110 nm) przy PDI
ok. 0,15. PCL pozwolito na otrzymanie mniejszych NP w szerszym zakresie badanych st¢zen
niz PLGA. Jednoczynnikowa analiza wariancji nie wykazala statystycznie istotnych réznic
miedzy $rednimi grupowymi pomiedzy PCL a PLGA narys. 171 18.

W dalszych badaniach przyjeto R=200, poniewaz ten stosunek przeptywu faz pozwolit

na wytworzenie NP o najmniejszych rozmiarach i PDI (rys. 19).

A
SU8230 11.5kV 5.9mm x50.0k SE(UL) 1.00um  SU8230 11.5kV 5.9mm x100k SE(UL)

Rysunek 19. NP wytworzone przy wykorzystaniu prostego uktadu mikroprzeptywowego, R=200, 0,1%
PCL, DCM/DMSO. (A) skala 1 um, (B) skala 500 nm.
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4.2.  Wybor rozpuszczalnikow organicznych

W kolejnym etapie badan skupiono si¢ na wyborze pary rozpuszczalnikéw oraz doborze
ich stosunku. Badania prowadzono dla 3 st¢zen polimeru: 1%, 2% oraz 5% (wag./obj.)
(rys. 20). Pozadane bylo otrzymanie NP o jednorodnym rozktadzie (PDI < 0,3) i o jak
najmniejszym rozmiarze. W tabeli 2 przedstawiono zestawienie rozpuszczalnikow

organicznych wykorzystywanych w pracy.

Tabela 2. Pary rozpuszczalnikoéw wykorzystywane w pracy.

Rozpuszczalniki
Mieszalne z woda Niemieszalne z woda
Dimetylosulfotlenek (DMSO) Dichlorometan (DCM)*
Aceton (Ac) Toluen (Tol)*
Tetrahydrofuran (THF)* Octan etylu (OE)

*rozpuszczalniki, ktére dobrze rozpuszczajg PCL.

Stezenie Stosunek przeplywu Rozpuszczalniki
PCL fazy wodnej do organicznej (1/10,1/20)
(wag./obj.) parametr R
Lo, DCM/DMSO
0
Wi 0 gugop DS
3% THF

Rysunek 20. Schemat testowanych parametréw i analizowanych rozpuszczalnikow.
Poniewaz jak wynika z Tabeli 1. THF jest dobrym rozpuszczalnikiem PCL oraz jest mieszalny
z woda, uwzgledniono rowniez wykorzystanie THF jako jedynego rozpuszczalnika w fazie

organicznej. Ponizej (rys. 21) zebrano wyniki analizy DLS dla testowanych rozpuszczalnikow.
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Rysunek 21. Procent intensywnosci sygnatu w zalezno$ci od rozmiaru NP dla uzytych
Yy Yy y yty
rozpuszczalnikow.
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Z testowanych par rozpuszczalnikoéw najbardziej jednorodne NP i o najmniejszym
rozmiarze uzyskano przy uzyciu DCM/DMSO w stosunku 1:20 z 1% PCL. Jednak
przy wykorzystaniu  THF jako jedynego rozpuszczalnika otrzymano pojedyncze piki
dla kazdego z badanych stezen. Swiadczy to o uzyskaniu bardziej jednorodnych zawiesin NP
niz w przypadku wykorzystania par rozpuszczalnikow. Wnioski z wykresow (rys. 21) pokazuja,
ze zardwno stezenie PCL, jak 1 wybor oraz stosunek rozpuszczalnikow maja kluczowy wptyw
na rozktad wielkos$ci NP. We wszystkich uktadach rozpuszczalnikow zwigkszenie stezenia PCL
z 1% do 5% skutkowalo zwigkszeniem rozmiaréw czastek 1 szerszymi rozktadami rozmiarow.

Przedstawione wyniki pokazuja, ze najlepszymi sktadowymi fazy organicznej s3 PCL i THF.

SU8230 11.5kV 5.9mm x100k SE(UL)

Rysunek 22. NP wytworzone przy wykorzystaniu uktadu mikroprzeptywowego, R=200, 5% PCL, THF,
skala 500 nm.

4.3. Wybdr surfaktantu

Kolejnym parametrem zbadanym w pracy byt dodatek surfaktantow do fazy wodne;,
w celu poprawy stabilizacji NP 1 zniwelowania agregacji. Analizowano Tween® 80 (T80)
1 Pluronic®F-127 (F127), $rodki powierzchniowo czynne, ktdre sg zatwierdzone przez FDA

do zastosowan u ludzi w systemach dostarczania lekow.
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Stezenie Surfaktanty Stezenie

surfaktantu
PCL fak
(wag./obj.) (wag./obj.)
o S ™o o S
5% Fl127 0,5% DLS
1% 0.1%
8% o F127 —» 03% -~ DILS
10% 0.5%
1%

Rysunek 23. Schemat badanych stezen PCL i surfaktantu.
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Rysunek 24. Zalezno$¢ $redniej $rednicy 1 PDI dla preparatow bez i z uzyciem 2 surfaktantow, T80
1 F127.
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SU8230 11.5kV 5.9mm x26.0k SE(UL)

Rysunek 25. NP otrzymane z wykorzystaniem uktadu mikroprzeptywowego, R=200. 5% PCL 1 T80 (A)
i F127 (B). Skala 2 pm.

W poréwnaniu do T80, F127 ma wyzsza mase czasteczkowa, co moze wpltywaé
na $redni rozmiar NP. Rys. 24 pokazuje, ze dodatek surfaktantéw wplywa na zmniejszenie PDI.
Dodatkowo zarowno wykres z rys. 24 jak i obrazy SEM (rys. 25) pokazuja, ze NP otrzymane
z wykorzystaniem F127 mialy mniejszy rozktad rozmiaréw. Dalej prowadzono badania
z wykorzystaniem F127, analizowano rdzne st¢zenia F127 zeby dobraé takie, ktore pozwoli

na stabilizacje otrzymanych NP, przy zachowaniu niskiego PDI.
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Tabela 3. Srednia $rednica i PDI dla NP otrzymanych dla réznych stezen PCL z wykorzystaniem réznych

stezen F127.
Lp. Stezenie PCL Stezenie F127 [%] Srednia $rednica + SD PDI +SD
[%] wag./obj. [nm] [-]
1 0,1 189 +2 0,12 + 0,02
2 | 0,3 182+£0 0,20 + 0,02
3 0,5 140 + 1 0,14+ 0,01
4 1,0 139+1 0,16 £ 0,02
5 0,1 136 +£3 0,14 +0,03
6 0,3 203 +2 0,16 + 0,02
7 : 0,5 139+1 0,17 £0,01
8 1,0 149+ 6 0,32 +0,02
9 0,1 183+ 1 0,22 + 0,01
10 0,3 160 £2 0,22 +0,01
11 10 0,5 160 £+ 1 0,22 +£0,02
12 1,0 164 +3 0,32+ 0,02

Po analizie przedstawionych wynikow mozna stwierdzi¢, ze warto$ci $rednich $rednic
NP dla poszczegdlnych wariantow nie rdznig si¢ statystycznie istotnie od siebie, pozostaja
w zakresie nano-rozmiaréw. Wartosci indeksow PDI osiggaja wartosci z zakresu 0,12
przy najnizszym stezeniu PCL, do 0,32 przy najwyzszym stezeniu PCL. Wplyw ilosci stgzenia
srodka powierzchniowo czynnego jest wyraznie widoczny dla wszystkich wariantow.
W przypadku NP zawierajacych 0,1% F127 oraz 1% polimeru wraz ze wzrostem stezenia
surfaktantu maleje Srednia $rednica NP, jednak rosnie PDI NP, co §wiadczy o otrzymaniu NP
o wigkszym rozktadzie rozmiarow. Podobna zalezno$¢ dotyczaca PDI pojawia si¢ w przypadku
probek zawierajacych 5% 1 10% PCL. Dodatek surfaktantu pozwala na stabilizacje
otrzymanych zawiesin NP 1 ograniczenie agregacji czastek, jednak jego stezenie w procesie
otrzymywania NP ma duzy wptyw na ich wilasciwosci. Widzimy, ze najmniejszy rozmiar
jak 1 PDI w przypadku wszystkich testowanych stezen PCL otrzymano dla 0,5% wag./obj.
F127. Przeprowadzone badania pozwolily na wybdr polimeru, rozpuszczalnika oraz

surfaktantu, (Tabela 4).
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Tabela 4. Zestawienie wybranych odczynnikow do otrzymywania PCL NP.

. i Stezenie
Polimer Rozpuszczalnik R Surfaktant
surfaktantu
PCL THF 200 F127 0,5 % wag./obj.
4.4. Metody laczenia faz
Stezenie Stezenie Metoda laczenia
PCL F127 faz
(wag./obj.) (wag./obj.)
0,1%
0,5% MNP
1% > 05% DNP DLS
2% WNP
5%

Rysunek 26. Schemat testowanych parametrow (stezenie PCL, metoda taczenia faz).
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Rysunek 27. Rozktad rozmiaréow NP dla probek otrzymanych metoda jednorazowego wstrzyknigcia
(WNP), mikroprzeptywowa (MNP) i dozowania kroplami fazy organicznej do wodnej (DNP). Procent

intensywnosci sygnatu w zaleznos$ci od rozmiaru czastek. 0,1, 0,5, 1, 2, 5% - st¢zenie uzytego PCL.

Metoda pojedynczego wstrzyknigcia zapewnia szeroki rozktad wielkosci, co wskazuje
na znaczne roznice w wielkosci NP. Ta metoda jest szybka, jednak pozwala uzyska¢ wigksze
Srednie rozmiary czastek w porownaniu z innymi metodami, szczegdlnie przy wyzszych
stezeniach PCL (2% 1 5%). Metoda dozowania kroplowego wykazuje lepsza kontrolg wielko$ci
czastek w poréwnaniu z metoda pojedynczego wstrzyknigcia. Rozktad wielkos$ci jest wezszy,
chociaz wielko$¢ czastek nadal wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia. Uktad mikroprzepltywowy
pozwala na otrzymanie najmniejszych i1 najbardziej jednolitych NP we wszystkich badanych

stezeniach polimeru. Metoda ta konsekwentnie zapewnia waski rozktad wielkosci czastek.
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4.5. Odparowanie rozpuszczalnikow organicznych

Zalezno$¢ rozmiaru i PDI wybranych NP (1% PCL) od metody usuwania

rozpuszczalnika zostat przedstawiony na rys. 28.

(A) (B)
200 - Wyparka obrotowa 04 - Wyparka obrotowa
QOdparowanie swobodne Odparowanie swobodne
,_*| *
E 1501 I . T '—|T
5 I
8 I T % I l
= I . I o T .
T 100 —F = 5 0.2+ B
e a l
g
o
o t
& 501
0 0,0
DNP WNP MNP DNP WNP MNP

Rysunek 28. Poréwnanie wptywu metody odparowania rozpuszczalnika na rozmiar (A) i PDI (B) NP

dla 3 analizowanych metod aczenia faz. *p < 0,05.

Mozemy stwierdzié, ze obie badane wartosci, $rednia $rednica i PDI, byty mniejsze dla wyparki
obrotowej, przy czym w przypadku PDI roznice te byly statystycznie istotne. Metoda
odparowania na wyparce pozwala na szybsze usuni¢cie rozpuszczalnika, co wplywa na rozmiar
NP. Szybkie usuwanie rozpuszczalnika organicznego z zawiesin NP pozwala unikng¢ wzrostu
w wyniku dojrzewania Ostwalda. Ponadto, jest to pomocne w przypadku wytwarzania NP
lekow hydrofobowych, ktore maja zwigkszong rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach
organicznych [62].

W otrzymywanych zawiesinach NP wykorzystywany jest F127, ktory przy odparowaniu
rozpuszczalnika z wykorzystaniem wyparki rotacyjnej powoduje mocne pienienie si¢
zawiesiny, co wplywa na czas procesu. W celu usunigcia tego problemu postanowiono
sprawdzi¢, czy dodatek surfaktantu po odparowaniu rozpuszczalnika zamiast przed procesem
wytwarzania NP, pozwoli na osiggni¢cie takich samych efektow i pomoze w skrdceniu procesu
odparowania rozpuszczalnika. Po odparowaniu NP niezawierajacych surfaktantu, zmierzono
rozmiar NP na DLS, nastepnie do zawiesiny NP dodawano 0,5% wag./obj., doktadnie mieszano
na mieszadle magnetycznym okoto 30 minut i ponownie analizowano z wykorzystaniem DLS.

Wyniki zestawiono na rys. 29.
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Rysunek 29. Srednia $rednica (A) i PDI (B) NP przed i po dodaniu surfaktantu. *p < 0,05.

Wyniki przedstawione na rys. 29 pokazuja, ze dodanie surfaktantu w pdzniejszym etapie
otrzymywania NP, tj. po odparowaniu rozpuszczalnika, daje podobne rezultaty co przy
dodawaniu F127 do fazy wodnej. Rozmiar NP (rys. 29A) wzrasta po dodaniu F127
dla wszystkich badanych stezeh PCL, a PDI maleje dla stgzenia 2% 1 5%. W wyniku
jednoczynnikowej analizy wariancji uzyskano istotny statystycznie efekt zmiennej $rednicy
przed i po dodaniem F127 (p < 0,05), natomiast w przypadku PDI (rys. 29B) analiza
nie wykazala statystycznie istotnych réznic. W zawiesinie NP bez F127 przy odparowaniu nie
nastepuje pienienie, co znacznie skraca czas procesu (do 20 minut). Nasuwa si¢ wniosek,
ze mozliwe jest stosowanie F127 po odparowaniu rozpuszczalnika w celu skrocenia czasu

odparowywania, co pozwoli na osiggnigcie podobnej stabilizacji zawiesiny NP.
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4.6. Oczyszczanie 1 zat¢zanie zawiesin nanoczastek

Etap oczyszczania
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Rysunek 30. Zmiany w S$redniej $rednicy oraz PDI po kazdym z etapéw oczyszczania. Zatezanie

prowadzono na wyparce obrotowej. 1% PCL, 0,5% F127.

Przedstawione wyniki pokazaty, ze filtracja probek z 1% PCL pozwala na oczyszczenie
zawiesin NP z agregatow 1 NP o wigkszych rozmiarach. Problemem jest wydajnos¢ filtracji,
gdyz czastki agreguja i zostajg na filtrze. Dlatego szukano rozwigzan na usprawnienie
oczyszczania zawiesin NP lub uzyskanie wezszych rozmiaréw bardziej stabilnych czastek

w zawiesinie 1 catkowite pominigcie etapu oczyszczania.

Dodanie wspolrozpuszczalnika i NaOH

Dodanie EtOH do fazy organicznej spowalnia proces precypitacji, dajac zarodkom
wiecej czasu na wzrost, jednak korzystnie wplywajac na rozktad rozmiarow czastek, o czym
Swiadczg warto$ci PDI (Tabela 5 1 6). Dodatkowo dodanie NaOH do procesu nanoprecypitacji
zwigkszylo stabilno$¢ i jednorodno§¢ PCL NP poprzez utworzenie $srodowiska zasadowego,

ktére wplywa na rozpuszczalno$¢ [190], indukuje tadunek powierzchniowy w celu
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wzmocnienia odziatywan repulsywnych pomiedzy NP oraz kontroluje wielkos¢ i rozktad
czastek [61], [190]. Najlepsze rezultaty uzyskano przy stosunku 2:1 (THF/EtOH). EtOH miesza
si¢ z wodg lepiej niz THF i wspomaga dyfuzj¢ rozpuszczalnika do fazy wodnej. Dodatek EtOH
jako wspotrozpuszczalnika pozwolit na otrzymanie metoda jednorazowego wstrzyknigcia

bardziej stabilnych i jednorodnych zawiesin, ktore nie wymagatly dalszego oczyszczania.

Stezenie Stosunek
PCL objetosciowy
THF/EtOH
1:2
1% 1l »  DLS
2:1

Rysunek 31. Schemat badanych parametrow (stosunek objetosciowy THF/EtOH).

Tabela 5. Rozmiar i PDI wybranych WNP otrzymanych z dodatkiem EtOH w stosunku w stosunku 1:1
i 1:2 (THF/EtOH). Zawiesiny NP otrzymane bez dodatku surfaktantu.

Stosunek Srednia
objetosciowy Objetos [ml] $rednica + PDI£SD [-] Potencjal &
THF | EtOH | THF | EtOH | H,O | SD [nm] [mV]
48 164 +1 0,043 + 0,008 -10
4 8 96 80+5 0,084 + 0,012 -11
: ? 48 119+2 0,034 + 0,009 -12
10 20 220 231+6 0,114 £0,018 -8
48 155+4 0,049 £+ 0,003 -10
4 4 96 121 +£3 0,065 £ 0,012 -11
: ! 48 162 +3 0,094 + 0,013 -12
10 10 220 248 +9 0,078 £ 0,007 -9
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Tabela 6. Rozmiar i PDI wybranych WNP (1% PCL) otrzymanych z dodatkiem EtOH w stosunku 2:1
(THF/EtOH). Zawiesiny otrzymane bez dodatku surfaktantu.

Stosunek Objetos¢ [ml] Srednia
srednica+ | PDI+SD [-] | Potencjat { [mV]
THF | EtOH | THF | EtOH | H.0 | ¢p [nm]
4 2 48 141+2 | 0,059 + 0,005 -14
2 1 8 4 96 153+3 | 0,063 + 0,007 -15
12 6 144 186+5 | 0,056 + 0,005 -11

Wyniki z Tabeli 5. pokazuja, ze przy tej samej objetosci wody, im mniejsza ilos¢ fazy
organicznej, tym mniejszy rozmiar czastek oraz PDI, co jest potwierdzeniem wynikoéw
uzyskanych przez Pulingam i in. [24] oraz Miladi i in. [61]. Zwigkszona ilo§¢ wody zmniejsza
tendencje czastek do aglomeracji, poniewaz czastki zderzaja si¢ 1 sklejaja rzadziej.
Przy szybszym procesie mieszania krytyczne przesycenie wymagane do zarodkowania zostaje
osiggnigte szybciej, co skutkuje utworzeniem wickszej liczby zarodkow, ktérych wzrost jest
ograniczony ilo$cig polimeru dostepnego w fazie ciektej. Dlatego im wigksza liczba zarodkow,

tym mniejszy jest rozmiar NP.

SU8230 10.0kV 11.5mm x50.0k SE(U)

Rysunek 32. NP otrzymane z dodatkiem EtOH i 0,1M NaOH metoda DNP (A), MNP (B), WNP (C).
Bez surfaktantu. Skala 1 pm.

Na obrazach SEM przedstawiono NP otrzymane trzema badanymi metodami laczenia faz
(DNP, MNP, WNP), z dodatkiem EtOH i NaOH, i1 bez uzycia surfaktantu. W przypadku metody
mikroprzeplywowej oraz jednorazowego wstrzyknigcia (rys. 32B i C) otrzymane NP sg kuliste
o jednorodnej powierzchni, w przypadku metody dozowania kroplami majg mniej regularne
ksztatty. Obrazy pokazuja, ze dodatek wspoirozpuszczalnika oraz NaOH poprawit znaczaco

ksztatt i morfologie NP.
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4.7. Wpltyw temperatury fazy wodnej] na rozmiar otrzymywanych

nanoczastek
Stezenie Stezenie F127 Temperatura
PCL (wag./obj.) fazy wodnej
(wag./obj.)
20°C
40°C
0 - 0, B
1% 0,5% 60°C
80°C
1%
3% o 20°C
5% 0,5% 80°C
10%

Rysunek 33. Schemat testowanych parametréw (stezenie PCL, temperatura fazy wodnej).
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Rysunek 34. Wyniki DLS dla WNP (1% PCL) otrzymanych przy réznych temperaturach fazy wodnej
przed i po dodaniu F127. * p < 0,05.

Analiza pokazata, ze wyzsza temperatura fazy wodnej pozwala na zmniejszenie
rozmiaru NP zwtaszcza w przypadku 60°C 1 80°C 1 zmiany te sg statystycznie nieistotne,
w porownaniu rozmiaru 1 PDI pomiedzy reszta analizowanych temperatur zmiany
sg statystycznie istotne. Wartosci PDI dla temperatury 20°C byly najmniejsze zar6wno przed,

jak 1 po dodaniu F127, a zmiany PDI pomig¢dzy analizowanymi temperaturami sg statystycznie
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nieistotne. Zwiekszenie temperatury fazy wodnej z 20°C do 40°C prowadzito do zwigkszenia
srednicy PCL NP. Przypisuje si¢ to wickszej mobilnosci czasteczek PCL w podwyzszonych
temperaturach, co utatwia tworzenie wigkszych aglomeratéw przed szybkim schtodzeniem.
Natomiast przy temperaturze powyzej 60°C, czyli temperaturze powyzej temperatury topnienia
PCL, wartosci $redniej $rednicy PCL NP zmniejszaja si¢ do ok. 150 nm bez surfaktantu
1170 nm po dodaniu F127. Dodanie F127 po odparowaniu rozpuszczalnika zmniejszyto
rozkltad rozmiaréw NP we wszystkich badanych temperaturach, jednak zmiany te nie sg

statystycznie istotne.
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Rysunek 35. Wyniki DLS dla WNP otrzymanych z wykorzystaniem réznych stezen PCL
przy temperaturze wody 20°C i1 80°C przed i po dodaniu F127.

Niezaleznie od st¢zenia uzytego polimeru wyzsze temperatury fazy wodnej prowadza
do wigkszych rozktadow rozmiarow NP, zwlaszcza przy wyzszych st¢zeniach uzytego PCL.
Wyniki podkreslajg rolg temperatury fazy wodnej 1 dodatku srodka powierzchniowo czynnego
w formulacji NP. Podwyzszone temperatury utatwiajg tworzenie wigkszych NP ze wzgledu
na zwiekszong mobilno$¢ tancucha polimerowego. Jednak dodatek F127 tagodzi ten efekt

poprzez stabilizacje zawiesiny NP, prowadzac do bardziej jednolitego rozktadu wielkosci.
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4.8. Badanie stabilno$ci zawiesin nanoczastek polimerowych

Stezenie Stezenie F127 Trehaloza Temperatura
PCL (wag./obj.) (wag./wag.) Zamrazania
(wag./obj.)
10%
0% -20°C
1% — oy —————— 20 —— o
0,5% 50% -80°C
0,3% 0%
1% B 0,5% > 20 —» -80°C
0,8% 50%

Rysunek 36. Schemat badanych stgzen krioprotektantu, surfaktantu oraz badane temperatury zamrazania

zawiesin NP.

W tabelach 7 1 8 przedstawiono jedynie warianty zawierajace zarowno T, jak i F127 (nr probki
2 1 4), gdyz w przypadku braku F127, liofilizowanych PCL NP nie udato si¢ ich ponownie

zawiesi¢ w wodzie.

Tabela 7. Wartoséci $redniej Srednicy NP liofilizowanych przed i po kazdym z 3 cykli liofilizacji

z dodatkiem réznych stezen F127 i T, w roznych temperaturach zamrazania (temp. z.) NP.

Temp. z. 7 . .
Nr Stezenie [°C] Srednia Srednica [nm]
probki | T [%)] przed po 1 po 2 po 3
-20 | -80 e T I T
liofilizacja liofilizacji | liofilizacji | liofilizacji
+ 156 173 184
2 50 + 104 140 155 164
4 + 150 230 264 277
+ 222 255 309
+ 155 171 173
2 20 + 101 137 147 159
4 + 149 227 259 266
+ 227 259 302
+ 164 182 192
2 10 + 101 143 154 168
4 + 148 208 250 303
+ 216 259 293
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Tabela 8. Wartos$ci PDI NP liofilizowanych przed i po kazdym z 3 cykli liofilizacji z dodatkiem réznych

stezen F127 1 T, w r6znych temperaturach zamrazania (temp. z.) NP.

NF | Stezenic Temp. z. [°C] e — 1PDI [-] 53 3
/ . 0 _ _

probki | T[%] |20 | 80 | ;i neia | liofilizacii | liofilizacji | liofilizacii

N 0,266 0,342 0,357

2 . " 0,195 0266 | 0289 | 0313

4 i 0,087 0.211 %.2% =

¥ ! 0,247 0,296 0,384

N 0,312 0,357 0,324

2 N " 0,153 0,279 0,276 0,298

4 * 0,009 0,229 S oo

¥ ! 0,249 0,262 0,302

N 0,313 0,354 0,382

2 N " 0,145 0,302 0,288 0,207

4 * 0,109 0.198 o220 o

" ’ 0,245 0,261 0,291

Wyniki DLS pokazaty, ze w przypadku zawiesin PCL NP lepsze rezultaty osiagnigto
dla mrozenia w temperaturze -80°C. Réznice w $redniej §rednicy oraz PDI dla poszczegdlnych
cykli liofilizacji sg statystycznie istotne (p < 0,05).

Wiedzac, ze konieczna jest obecno$¢ surfaktantu do ponownego zawieszenia czastek
po liofilizacji, w kolejnym badaniu analizowano 3 rdzne stezenia F127 oraz 3 st¢zenia
trehalozy. Surfaktant dodawano do zawiesin NP po odparowaniu rozpuszczalnika. Zawiesiny

NP zamrazano w -80°C.
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Tabela 9. Wartosci $redniej $rednicy NP liofilizowanych przed i po kazdym z 3 cykli liofilizacji

z dodatkiem r6éznych stezen F127 1 T.

Stezenie Flg7 Stezenie T [% przed Sred;n(;alsrednlcap[:gl] 003
[Yo wag./obj.] | wag./wag ] liofilizacja | liofilizacji | liofilizacji | liofilizacji

0 476 441 462

0,8 20 160 309 322 331

50 259 271 271

0 214 263 259

0,5 20 116 199 225 247

50 183 200 202

0 325 329 379

0,3 20 109 284 207 342

50 251 287 207

Tabela 10. Warto$ci PDI NP liofilizowanych przed i po kazdym z 3 cykli liofilizacji z dodatkiem roznych

stezen F1271T.

S(::e;ienie F127 | Steienie T [% orzed 50 1PD' L] 502 503
[%6 wag./obj | wag./wag | liofilizacja | liofilizacji | liofilizacji | liofilizacji

0 0,323 0,267 0,257

0,8 20 0,143 0,249 0,218 0,203

50 0,199 0,179 0,204

0 0,303 0,264 0,318

0,5 20 0,096 0,279 0,259 0,275

50 0,257 0,271 0,264

0 0,463 0,351 0,391

0,3 20 0,185 0,359 0,356 0,359

50 0,351 0,327 0,351

Po kazdym cyklu liofilizacji zauwazono wzrost rozmiaru oraz PDI i r6znice s3 statystycznie
istotne. Najmniejsze PDI uzyskano dla najwyzszego st¢zenia F127 (0,8% wag./obj.) 1 trehalozy
(50% wag./wag.). Najnizsze warto$ci $redniej Srednicy otrzymano przy stezeniu F127 0,5%

wag./obj. 1 trehalozy 50% wag./wag.
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4.9. Enkapsulacja barwnika hydrofobowego

4.9.1. DLS

W tabeli 11 przedstawiono $rednig $rednice i PDI NP bez dodatku fluoresceiny, w tabeli 12

przedstawiono $rednig Srednice i PDI NP z fluoresceina.

Tabela 11. Srednia $rednica i PDI NP bez dodatku fluoresceiny.

DNP MNP
. . ., . Srednia

Stqzelgle PCL | Srednia srednica PDI  SD [-] ¢rednica + SD PDI + SD [-]
[%] + SD [nm)] [nm]
0,1 122+2 0,183 +£0,010 122+ 1 0,147 £ 0,010
0,5 150 £ 4 0,090 + 0,008 140 £2 0,150 = 0,007
1,0 189 £2 0,146 £ 0,016 121 +4 0,140 £ 0,008
2,0 171 £3 0,187 £0,011 184+ 1 0,060 £ 0,006
5,0 139 +£2 0,252+ 0,010 188 £3 0,123 + 0,020

Tabela 12. Srednia $rednica i PDI NP z fluoresceina.

DNP , MNP
. . ., ) Srednia

Stezenie PCL | Srednia $rednica PDI+SD[-] | érednica SD PDI + SD [-]

[%] + SD [nm]
[nm]

0,1 159+3 0,424 + 0,069 167+5 0,201 + 0,003
0,5 136 +5 0,585 + 0,008 130 £2 0,199 + 0,004
1,0 151+0 0,653 + 0,002 127 +£3 0,180 = 0,009
2,0 185+4 0,154 + 0,006 141+5 0,146 0,013
5,0 106 £2 0,609 £ 0,004 193 £2 0,214 + 0,007

MNP miaty bardziej jednorodne rozmiary, nawet przy zastosowaniu wyzszych stezen polimeru.
Metoda mikroprzeptywowa umozliwita wytworzenie NP o pozadanej wielkosci 1 PDI
w szerszym zakresie st¢zen polimeru niz DNP. Dodanie fluoresceiny do NP zwigksza
ich rozmiar, jednak zmiany te sag statystycznie nieistotne. Wplyw na PDI jest statystycznie
istotny 1 szczeg6lnie widoczny w przypadku DNP, gdzie maksymalna wartos¢ wyniosta
az 0,653 przy stezeniu PCL 1%.

NP miaty ujemny tadunek powierzchniowy, co moze wynika¢ z obecno$ci grupy
karbonylowej na powierzchni polimeru PCL [191]. Warto$ci potencjalu zeta wahaty sie
od - 14,6 do -21,0 mV we wszystkich wariantach, a metoda otrzymywania i zmiany stg¢Zenia
polimeru nie miaty wptywu na te warto$ci. W rezultacie mozna wywnioskowaé, ze NP

pozostang fizycznie stabilne [170].
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4.9.2. SEM

SU8230 10.0kV 10.0mm x10.0k SE(U)

Rysunek 37. (A) DNP i (B) MNP zawierajace barwnik. Oba warianty przygotowane w obecnos$ci
0,5% wag./obj. F127. Powigkszone zdjecia przedstawiajg najmniejsze NP z analizowanych probek.

Skala na powigkszonych zdjeciach to 1 um.

Morfologie NP zawierajacych fluoresceing wizualizowano za pomoca SEM,
a przygotowane NP oceniono pod wzgledem wielkosci 1 ksztattu. Reprezentatywne obrazy 1%
DNP i MNP PCL przedstawiono na rys. 37. NP maja gladkie powierzchnie, MNP (rys. 37B)
maj3 mniejsza srednig $rednicg 1 wezszy rozktad wielkosci niz DNP (rys. 37A), co jest spdjne
z warto$ciami uzyskanymi przy uzyciu techniki DLS. DNP maja wydtuzone ksztalty, podczas
gdy MNP sa prawie kuliste w wyniku kontrolowanego procesu formowania. Urzadzenie
mikroprzeptywowe ma krotki czas mieszania i czas przebywania, co zapobiega nadmiernemu
wzrostowi czastek. Z drugiej strony, w metodzie kroplowej mechanizmy zarodkowania
1 wzrostu NP nie mogg by¢ rozdzielone ze wzgledu na brak precyzyjnej kontroli nad warunkami
mieszania, co prowadzi do nadmiernego wzrostu czastek, ktéry wptywa na ich rozmiar i ksztat
[71], [192], [193]. Morfologia NP wydaje si¢ by¢ lekko znieksztalcona, co mozna przypisac
fatwemu rozpuszczaniu $rodka powierzchniowo czynnego na powierzchni NP. Dodatek

fluoresceiny nie wptywa na morfologi¢ otrzymywanych NP.

4.9.3. FTIR

Na rys. 38 przedstawiono widma otrzymane dzigki analizie spektroskopii
fourierowskiej w podczerwieni. Wykazano, ze badane probki zawieralty wszystkie

charakterystyczne grupy funkcyjne.
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Rysunek 38. Widmo FTIR czystej fluoresceiny (A), 1,0% PCL MNP z (B) i bez (C) fluoresceiny.

MNP wykazaty charakterystyczne dla PCL pasma C-Hx przy 2940 cm™ i 2869 cm™ oraz pik
odpowiadajacy grupie karbonylowej przy 1722 cm™. Pasmo przy 2867 cm’! bylo zwigzane
z drganiami rozciggajacymi wigzania C—H z Pluronic®F-127; przy 1187 cm™ pojawilo sie
pasmo rozciggania wigzania C—0O. Dla fluoresceiny zaobserwowano rozciggnigcie C=C

w zakresie 1643—1465 cm™ .

4.9 4. Uwalnianie barwnika in vitro

Narys. 39 przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy intensywnoscig fluorescencji a rosngcym

stezeniem PCL w NP otrzymanych metodag DNP oraz MNP.
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Rysunek 39. Zalezno$¢ pomiedzy intensywnoscia fluorescencji a rosnagcym stezeniem DNP i MNP

zawierajacych fluoresceine.

Przygotowano NP z r6znymi ilo§ciami uzytego polimeru i proporcjonalnymi ilo§ciami
uzytego barwnika. Na podstawie danych przedstawionych na rys. 39 mozna zaobserwowac,
ze intensywnos$¢ fluorescencji fluoresceiny wyraznie wzrasta wraz ze wzrostem stezenia DNP
1 MNP zawierajacych fluoresceing. Warto zauwazy¢, ze wartosci intensywnosci fluorescencji
dla DNP sa wyzsze w poréwnaniu do tych dla MNP.

Uwalnianie barwnika in vitro z DNP 1 MNP zawierajacych fluoresceing
przeprowadzono w PBS (10 mM, pH 7,4) zawierajacym DMSO (4:1 obj./obj.). DMSO
zastosowano w celu rozpuszczenia hydrofobowego barwnika. Ze wzgledu na brak
rozpuszczalno$ci  fluoresceiny w wodzie, dodanie tego skladnika zwiekszajacego
rozpuszczalnos¢ bylo konieczne w celu zapewnienia calkowitego zanurzenia probki
1 osiggnigcia wykrywalnych stezen UV/VIS podczas badan uwalniania [194].

Rys. 40 ilustruje, ze NP PCL =zawierajace barwnik wykazywaly standardowy
dwufazowy wzor uwalniania barwnika z matrycy NP. Profil uwalniania barwnika wykazywat
poczatkowe gwattowne uwalnianie na poziomie 44% dla DNP 1 49% dla MNP w ciagu
pierwszych 4 godzin, a nast¢pnie utrzymujace si¢ uwalnianie barwnika z matrycy polimerowej
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przez 24 godziny. Poczatkowa faze uwalniania barwnika przypisuje si¢ gtoéwnie desorpcji
lub dyfuzji barwnika znajdujacego si¢ na duzej powierzchni NP lub luzno zwigzanego
z matrycg polimerowa. Uwaza si¢, ze pozostaly nieuwolniony barwnik jest $cisle zwigzany
z czasteczkami PCL i/lub dobrze uwigziony w matrycy NP i pochodzi gldwnie z dyfuz;ji
lub erozji matrycy przy catkowitym zanurzeniu probki. Jesli dyfuzja barwnika jest szybsza

niz erozja matrycy, mechanizm uwalniania jest w duzej mierze kontrolowany przez proces

dyfuzji [71], [195]-[198].
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Rysunek 40. Skumulowane profile uwalniania fluoresceiny z 1% PCL DNP i MNP z trzech niezaleznych

pomiaréw. Probki mierzono po 0, 1, 2, 3, 4 i 24 godz. Dane przedstawiono jako $rednie £+ SD.

W tym badaniu obie grupy mialy stosunkowo mate $rednie $rednice - DNP 151 nm
a MNP 127 nm. Podczas eksperymentu zauwazono, ze DNP wykazywaly nizsze skumulowane
uwalnianie barwnika wynoszace 48% w poréwnaniu do MNP, ktére wykazywaly stosunkowo
wyzsze skumulowane uwalnianie wynoszace 55%. Roéznice t¢ mozna wyjasni¢ faktem,
ze mniejsze NP maja wigkszg powierzchnig, co skutkuje wyzszym stezeniem czasteczek
barwnika na powierzchni NP, co ostatecznie prowadzi do szybszego uwalniania barwnika

[195], [196], [199]. Obserwacja ta ma znaczace implikacje w dziedzinie dostarczania lekow,
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poniewaz zapewnia glebsze zrozumienie wptywu wielkos$ci czastek na kinetyke uwalniania
leku.
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Rysunek 41. Wydajnos$¢ enkapsulacji (EE%) barwnika oraz % zaladowania (DL%) barwnikiem dla 1%
PCL DNP i MNP.

Wydajno$¢ enkapsulacji (EE%) oraz % zatadowania fluoresceiny (DL%) w DNP i MNP

przedstawiono na rys. 41. Oba parametry osiagnety wyzsze wartosci dla MNP (odpowiednio
97,22% 1 6,48%).
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4.10. Badania komorkowe

4.10.1.

Testy MTT przeprowadzono dla wariantow NP zebranych w Tabeli 13.

Test cytotoksycznosci MTT

Tabela 13. Wariant NP wykorzystane do testow MTT (rys. 42 i 43).

Stezenie NP (mg/ml)

Stezenie | Stegzenie . . Rozmiar
Metoda PCL [%] | F127 [%] Fluoresceina | Rozpuszczalnik [hm] PDI [-]
MNP 0.5 + THF 120 0,100
WNP 1 ’ i THF/EtOH 178 0,165
- (2:1) 152 0,056
120 ~
MG63
L929
E 100 \ '|' ‘ - “'
c
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O ]
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Rysunek 42. Ocena cytotoksycznosci 1,0% MNP PCL w dwoch roznych liniach komoérkowych,

komorkach kostniakomigsaka MG63 1 linii komoérkowej fibroblastow mysich L929. Wartosci

reprezentujg $rednie = SD (n = 6).

Wedlug normy ISO 10993-5:2009, material mozna uzna¢ za nietoksyczny, jesli

zywotno$¢ komorek po kontakcie z badanym materiatem wynosi powyzej 70% [186]. Komorki

nowotworowe MG63 po inkubacji z PCL MNP nie wykazaly zauwazalnej toksycznosci.

Ten nietoksyczny trend mozna zaobserwowa¢ az do 10 mg/ml, gdyz przy tym stgzeniu NP

zywotnos¢ komorek spadta do 86%. Dla pordwnania, komorki L929 byty bardziej wrazliwe
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na NP, zywotno$¢ komorek przy stezeniu NP 10 mg/ml spadta do 79%. Dlatego mozemy
stwierdzi¢, ze badane NP sg nietoksyczne dla komorek linii L929 i MG63.
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Rysunek 43. Ocena cytotoksycznosci 1,0% WNP PCL z i bez F127 z wykorzystaniem komorek linii

komoérkowej L.929. Wartosci reprezentuja srednie = SD (n = 6).

Przeprowadzono rowniez test MTT dla WNP otrzymanych z dodatkiem EtOH 1 NaOH
z 1 bez surfaktantu. PCL WNP otrzymane z wykorzystaniem EtOH jako wspotrozpuszczalnika
réwniez mozna uzna¢ za nietoksyczne dla komorek linii komérkowej L929 w badanym zakresie
stezen. Natomiast obecno$¢ 0,5% F127 wag./obj. spowodowata spadek zywotno$ci komoérek

w stosunku do wariantow bez F127, jednak nie sg to roznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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4.10.2. Mikroskopia konfokalna

; -

(A) L929
1h

h -
(E) L929
24h ,

Rysunek 44. Obrazy z mikroskopu konfokalnego komorek 1929 i MG63 po 1, 2 i 24 godz. inkubacji

w temperaturze 37°C z MNP PCL o $rednicy 120 nm (stezenie NP 1 mg/ml). Fluoresceina (po lewej),
DAPI (w $rodku), razem (po prawej). Powigkszenie 20x, 1% PCL.
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Badania komorkowe potwierdzity dane uzyskane za pomoca testu MTT, jak pokazano
na rys. 44. NP zawierajace barwnik fluorescencyjny wydawaly si¢ skuteczne w dostarczaniu
tadunku w ciagu zaledwie godziny zaréwno do komoérek normalnych, jak i nowotworowych.
Rys. 44 przedstawia obrazy komorek inkubowanych z NP w stezeniu 1 mg/ml. Dla stezenia NP
0,1 mg/ml wyniki byly podobne.

4.11. Superparamagnetyczne nanoczgstki tlenku zelaza

4.11.1. Otrzymane NP tlenku Zelaza

Rysunek 45 przedstawia NP tlenku Zelaza pokryte kwasem oleinowym otrzymane metoda

opisana w sekcji 3.12.1.

Rysunek 45. Otrzymane NP tlenku zelaza. (A) OA-SPIONy zawieszone w acetonie. (B) Wysuszone
SPIONYy.
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SU8230 20.0kV 8.2mm x300k BFSTEM 100nm  SU8230 15.0kV 8.3mm x300k BFSTEM s 00nm

Rysunek 46. Obrazy SEM przedstawiajace otrzymane NP tlenku zelaza (A) pokryte kwasem oleinowym
(OA-SP) oraz (B) bez pokrycia (SP).

Na podstawie obrazow SEM przedstawionych na rys. 46 mozna zaobserwowaé rdznice
w morfologii i agregacji NP tlenku zelaza w zalezno$ci od obecno$ci pokrycia kwasem
oleinowym. Obraz 48A przedstawia nanoczastki tlenku zelaza pokryte kwasem oleinowym
(OA-SP). NP wydaja si¢ by¢ dobrze rozdzielone, co sugeruje, ze powtoka kwasu oleinowego
dziala jako stabilizator, zapobiegajac agregacji. Pokrycie kwasem oleinowym skutkuje bardziej
negatywnym potencjalem zeta (ZP -25 mV), co moze sprzyja¢ stabilno$ci koloidalnej przez
wzajemne odpychanie si¢ czastek. Rys. 48B obrazuje NP tlenku Zelaza bez pokrycia (SP).
Widoczna jest tendencja do wigkszej agregacji, co moze wynika¢ z braku powloki
stabilizujacej, takiej jak kwas oleinowy. Potencjal zeta tych czastek jest mniej ujemny

(ZP - 15 mV), co wskazuje na nizszy poziom stabilno$ci elektrostatycznej w poréwnaniu
do OA-SP.
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4.11.2.

Analiza fizykochemiczna PCL-SP NP
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Rysunek 47. Widmo FTIR PCL NP zawierajacych rozne stezenia OA-SPIONow (B-D). (A) widmo
samych PCL NP, (E) widmo dla samych OA-SPIONow.

Widmo FTIR tlenku Zelaza (rys. 47E) wykazuje silne pasma w obszarze niskich czestotliwo$ci

(1000-500 cm™) ze wzgledu na szkielet tlenku zelaza. Typowe pasma kwasu oleinowego

to np. pasmo C=0 w zakresie okoto 1700 cm™ (pochodzace z grupy karboksylowej) 1 pasma

CH: w zakresie 2800-3000 cm™ [200] (co jest zgodne z przedstawionym wyzej widmem FTIR

rys. 47E). Jednakze sygnaty te moga by¢ trudne do odroznienia od pasm PCL, zwlaszcza jesli

stosunek SPION6w do PCL jest niski, poniewaz intensywne pasma PCL moga maskowac

sygnaty kwasu oleinowego. Wykrycie samego rdzenia SPION6Ow (FesO4 lub Fe20s) jest jeszcze
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trudniejsze przy uzyciu FTIR, poniewaz tlenki zelaza nie majg silnych pasm w zakresie
podczerwieni, a pasma charakterystyczne dla grup funkcyjnych PCL i kwasu oleinowego

dominuja w widmie.

SU8230 30.0kV 8.2mm x50.0k BFSTEM

Rysunek 48. Czastka PCL-SP NP zawierajaca NP tlenku Zelaza (SP20).

Najbardziej obiecujacy okazat si¢ wariant SP20, tj, z 20% stgzeniem OA-SP. Na rys. 48
wida¢ wyraznie SPIONy znajdujace si¢ wewnatrz PCL NP. Przedstawiona czastka ma §rednicg
okoto 700 nm. Jest to stosunkowo duza $rednica NP, jednak na tym etapie najistotniejsze byto

zamknigcie NP tlenku zelaza w PCL NP.
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4.11.3. Separacja magnetyczna w uktadzie przeptywowym

Rysunek 49. PCL-SP NP zatrzymane w uktadzie z wykorzystaniem magnesu neodymowego.
Narys. 49 przedstawiono uktad mikroprzeptywowy, w kanatach ktérego dzieki uzyciu magnesu

neodymowego zatrzymano PCL-SP NP. Jest to efetywna metoda pozwalajaca na szybkie

oczyszczenie zawiesin NP magnetycznych.
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SU8230 10.0kV 8.2mm x30.0k BFSTEM 1.00pm

Rysunek 50. PCL-SP NP po oczyszczeniu na magnesie neodymowym.

Na obrazie SEM (rys. 50) widoczne sg zarowno PCL-SP NP, jak i niezwigzane SPIONy.
Obserwacja ta potwierdza, ze zastosowanie uktadu przeptywowego z magnesem neodymowym
stanowi skuteczng metod¢ separacji magnetycznych nanoczastek. Nalezy jednak zauwazy¢,
ze istnieje potrzeba poprawy wydajnosci enkapsulacji SPION6w w nanoczastkach PCL. Mimo

to uzyskane wyniki stanowig solidng podstawe do dalszych badan w tym obszarze.
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5. Whnioski

Zebrane analizy umozliwilty dobor najkorzystniejszych parametréw procesowych
imetod wytwarzania, ktore pozwolity na powtarzalne otrzymywanie polimerowych NP
o zadanych wlasciwosciach, tj. jak najmniejszym rozmiarze oraz jak najmniejszej wartosci
PDL.

PLGA jest polimerem dobrze poznanym i wykorzystywanym w badaniach
na nanomateriatach juz od kilku dekad, co potwierdza literatura [2], [111], [126], [153], [201]-
[204]. Wstepne wyniki badan przeprowadzonych w tej pracy wykazaly obiecujacy potencjat
PCL, co sktonito do jego dalszego wykorzystania w pracach nad nanono$nikami lekow.

Faza organiczna ztozona z 1% PCL w THF w badanym zakresie analizowanych
parametrow dawata najlepsze rezultaty, a dodatek F127 do fazy wodnej w stezeniu 0,5%
wag./obj. umozliwiat stabilizacje otrzymanych zawiesin NP. Metoda mikroprzeplywowa oraz
dozowanie fazy organicznej kroplami pozwolity na lepsza kontrole procesu nanoprecypitacji,
jednak po dodaniu EtOH jako wspotrozpuszczalnika oraz NaOH mozliwe bylo wykorzystanie
szybkiej metody jednorazowego wstrzyknigcia do otrzymania stabilnych zawiesin NP
o powtarzalnych rozmiarach ponizej 200 nm i PDI ok. 0,1 bez dodatku surfaktantu.

Przeprowadzone badania pozwolity na istotne usprawnienie procesu formowania PCL
NP, dzigki dopracowaniu sktadu faz organicznej 1 wodnej oraz zastosowaniu odpowiednich
metod nanoprecypitacji. W rezultacie proces stal si¢ bardziej efektywny, eliminujac
koniecznos$¢ stosowania surfaktantow w fazie wodnej podczas nanoprecypitacji. Wprowadzono
rowniez mozliwos¢ dodawania surfaktantu dopiero po odparowaniu rozpuszczalnika,
co skrocito czas calego procesu przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej stabilnosci zawiesin.
Ta strategia znaczaco upros$cita i przyspieszyta proces formowania NP, czyniac go bardziej
wydajnym i praktycznym zaréwno dla zastosowan laboratoryjnych, jak i przemystowych.

Zbadano réwniez wpltyw temperatury fazy wodnej na wtasciwosci NP. Stwierdzono,
ze rozmiar NP byl istotnie mniejszy przy temperaturze fazy wodnej 80°C, natomiast wartosci
PDI byty nizsze przy temperaturze 20°C, cho¢ roznice te nie byty statystycznie istotne. Analiza
stabilno$ci wykazata konieczno$¢ zastosowania zarowno stabilizatora, jak i krioprotektantu
w zawiesinach NP przed procesem liofilizacji.

W przypadku enkapsulacji barwnika hydrofobowego w PCL NP, obie zastosowane
metody nanoprecypitacji pozwolity na otrzymanie NP o matych rozmiarach i niskim PDI,
jednak MNP z barwnikiem mialy szerszy zakres rozmiarow (127-193 nm) i nizsze PDI

(0,146- 0,214) niz DNP (106-185 nm, PDI 0,154-0,653). Potencjat { jest cennym parametrem
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do przewidywania stabilnosci przechowywania dyspersji koloidalnych, o czym donosza Thode
i in [205]. Gdy potencjat { wykazuje wysokie warto$ci ujemne, wskazuje to na obecnos¢
odpychania elektrostatycznego miedzy czastkami, co zapobiega agregacji i stabilizuje
dyspersje NP [170], [206], [207]. Co wigcej, ujemnie naladowane NP maja niskg toksycznos¢
dla komorek [208]. By osiggna¢ bardziej stabilny koloid i zapobiec niekontrolowanej agregacji
swiezo utworzonych czastek, do mieszaniny dodawano NaOH w celu zwigkszenia sily jonowe;,
co wspomagato stabilizacj¢ ukladu poprzez wzmocnienie odpychania elektrostatycznego
miedzy czastkami. Wartosci potencjatu ( dla opisywanych DNP i MNP byly z zakresu
- 14,6 do -21 mV, co $wiadczy o tym, ze otrzymane NP pozostang fizycznie stabilne. Z obrazow
SEM jasno wynika, ze przygotowane NP miaty gladkie powierzchnie. Uwalnianie fluoresceiny
zardowno z DNP, jak i MNP przebiegalo dwuetapowo. Wdrozenie systemu kontrolowanego
1 przedluzonego uwalniania jest wysoce pozadane dla skutecznego utrzymania optymalnego
poziomu terapeutycznego leku przez dtuzszy czas [209], [210]. MNP, ktore sa mniejsze 1 maja
wyzszy EE% 1 DL% niz DNP, moga lepiej nadawaé si¢ do zastosowan wymagajacych
szybszego uwalniania leku.

Aby oceni¢ przenikanie NP do komorek i efekty celowania NP z barwnikiem, wychwyt
komorkowy MNP przeprowadzono przy uzyciu linii komérkowych L929 1 MG63. Do badania
wybrano barwnik lipofilowy — fluoresceing, ze wzgledu na jej staba rozpuszczalno$¢ w wodzie
1 tatwos¢ enkapsulacji w hydrofobowych rdzeniach nanoczastek [211]. Internalizacj¢ NP
zawierajacych fluoresceing inkubowanych przez 1, 2 i 24 godziny wizualizowano za pomoca
mikroskopu konfokalnego. Aby obserwowac rozktady komorkowe NP, zastosowano zielong
fluorescencje z fluoresceiny 1 niebieska fluorescencje ze znakowania jader DAPI. Fakt,
ze pobieranie NP przez komorki 1929 1 MG63 bylo znacznie wyzsze po 24 godzinach
w porownaniu z 1 lub 2 godzinami inkubacji, podkresla zalezng od czasu akumulacje tych NP
w komorkach. Wykazano, ze wielko$¢ czastek determinuje zarowno mechanizm i szybkos¢
wychwytu wewnatrzkomorkowego, jak 1 zdolnos¢ czastki do przenikania przez tkanke [212],
[213]. Rzeczywiscie, rozmiar czastki moze wptywaé¢ na wydajnos¢ i droge jej wychwytu
komorkowego, wplywajac na jej adhezje¢ 1 interakcj¢ z komérkami [214]. Jakosciowe podejscie
do fluorescencji komorkowej ujawnito stopniowy wzrost w ciggu 24 godzin, z dowodem
znacznego wzrostu uwalniania barwnika w czasie. Co wigcej, po 24 godzinach mozna
zaobserwowac, ze barwnik kumulowat si¢ w obszarach wokot jadra. Wyniki te wskazuja, ze NP
zawierajace fluoresceine uwalniajg swoj fadunek wewnatrzkomorkowo.

Jednym z gléwnych problemoéw zwigzanych z wizualizacja NP polikaprolaktonowych

za pomoca mikroskopii elektronowej jest specyficzne §rodowisko, jakie wymaga ten rodzaj
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mikroskopu, zwlaszcza warunki prézni. PCL charakteryzuje si¢ niska temperaturg topnienia
(okoto 60°C), a przy wysokich powigkszeniach wigzka elektronow moze wywolywac lokalne
nagrzewanie nanoczastek. To prowadzi do ich topienia lub deformacji, co utrudnia uzyskanie
wiarygodnych obrazéw oraz doktadng ocen¢ ich morfologii.

Dodatkowym utrudnieniem jest obecno$¢ surfaktantu, takiego jak F127, ktory czesto
jest stosowany do stabilizacji nanoczastek w trakcie syntezy. Surfaktant moze tworzy¢ warstwe
na powierzchni nanoczastek oraz siatki TEM, co zaburza kontrast i rozdzielczo$¢ obrazu
w mikroskopie elektronowym. Pod wptywem prézni oraz ciepta generowanego przez wiazke
elektronow, surfaktant moze si¢ degradowac lub odparowywac, co jeszcze bardziej komplikuje
wizualizacj¢ PCL NP. Dlatego konieczne moze by¢ stosowanie takich technik, jak powlekanie
nanoczastek materiatami przewodzacymi Iub dopasowanie parametrow mikroskopu,
np. zmniejszenie energii wigzki elektronow, aby unikngé zniszczenia probek podczas
obrazowania.

Napylanie probek metalami cigzkimi, takimi jak ztoto lub platyna, rzeczywiscie moze
wplyna¢ negatywnie na zdolno$¢ wizualizacji SPIONO6w zamknigtych w nanoczastkach
polimerowych poprzez uniemozliwienie wykorzystania funkcji S(T)EM. Proces napylania jest
zwykle stosowany w celu poprawy przewodnictwa probek, co pozwala na uzyskanie lepszej
jakosci obrazow w SEM. Alternatywnym rozwigzaniem mogloby by¢ stosowanie
niskonapigciowej mikroskopii elektronowej (ang. low voltage SEM), ktdéra zmniejsza potrzebe
powlekania probek metalami, lub innych technik obrazowania, takich jak transmisyjna
mikroskopia elektronowa (TEM), ktora moze lepiej ukaza¢ wewngtrzne struktury bez potrzeby
napylania. W ten sposdéb mozna uzyskac lepszy kontrast pomiedzy SPIONami a polimerem,
unikajac wplywu metalowej powloki na jakos¢ obrazow.

Dzigki metodzie nanoprecypitacji mozliwe jest otrzymanie PCL-SP NP. SPIONy
znajdujg szerokie zastosowanie w réznych dziedzinach biomedycyny, w tym sg akredytowane
przez FDA do stosowania jako S$rodki kontrastowe w obrazowaniu metoda rezonansu
magnetycznego, dzigki czemu mozna uzyskac lepsze obrazy tkanek 1 organow [180]. Moga by¢
uzywane do celowanego dostarczania lekéw [181], w terapii hipertermicznej,
gdzie s3 podgrzewane za pomocg pola magnetycznego do temperatury, ktora jest szkodliwa
dla komorek rakowych, ale nie uszkadza zdrowych tkanek, dzigki temu mozna selektywnie
niszczy¢ komoérki nowotworowe [182], [183]. Dodatkowo moga by¢ uzywane do izolowania
1 oczyszczania biomolekut, takich jak DNA, RNA czy biatka, dzigki swoim wlasciwosciom
magnetycznym, ktore pozwalajg na tatwe oddzielanie ich od reszty probki pod wpltywem pola

magnetycznego [184]. Dalsze badania powinny koncentrowac si¢ na zwigkszeniu wydajnosci
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zamykania SPION6w w PCL NP. Zastosowanie uktadu przeptywowego z magnesem
neodymowym umozliwito skuteczng separacj¢ otrzymanych PCL-SP NP, co znaczaco skraca
czas oczyszczania otrzymanego produktu. Dzigki temu mozliwe jest wyeliminowanie etapu

wirowania lub dlugotrwatego procesu sedymentacji NP, co upraszcza i przyspiesza caly proces.
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6. Model

6.1. Wprowadzenie

Wszechstronno$¢ nanoprecypitacji opiera si¢ na szeregu regulowanych parametrow,
ktore zapewniaja elastyczno$¢ w otrzymywaniu NP o roznych wlasciwosciach, co czyni ja
korzystng technologia produkcyjna. Jednak ta wszechstronno$¢ staje si¢ mieczem obosiecznym
podczas projektowania. Wynika to z faktu, Ze znalezienie odpowiedniej kombinacji istotnych
parametrow w celu osiaggnigcia pozadanej wydajnosci jest skomplikowane. Z jednej strony,
liczba mozliwych kombinacji parametrow rosnie wykladniczo wraz z liczbg zmiennych
zwigzanych z metoda nanoprecypitacji. Co wigcej, scharakteryzowanie otrzymanych NP
wymaga dodatkowego czasu i wysitku, co sprawia, ze optymalizacja preparatdw jest procesem
czasochtonnym i wymagajacym duzych zasobdw. Dlatego tez istnieje pilne zapotrzebowanie
na narzedzia, ktore moga przewidywaé idealne parametry w czasie rzeczywistym,
aby przyspieszy¢ otrzymywanie pozadanych produktéw [215].

Symulacje komputerowe moga by¢ wykorzystywane jako wstepne narzgdzie
przesiewowe przed przeprowadzeniem prob eksperymentalnych, prowadzac do znacznego
usprawnienia procesu a tym samym zmniejszenia zuzycia odczynnikow i kosztéw procesu
[216].

Istnieje wiele sposobdw podejscia do numerycznego modelowania procesu
nanoprecypitacji. Wsrdd nich trzy grupy modeli wydaja si¢ by¢ najbardziej uzyteczne:
(1) oparte na dynamice molekularnej (MD), (ii) oparte na modelu bilansu populacji, zwykle
w potaczeniu z obliczeniowag dynamikg ptynow (CFD), oraz (iii) oparte na bezposrednich
roOwnaniach opisujacych dyfuzje 1 koalescencj¢ czastek. Pierwsza z wymienionych grup, grupa
oparta na MD, przewiduje bezposrednie $ledzenie (makro)czasteczek zaangazowanych
w tworzenie czastek, a takze czasteczek rozpuszczalnikéw organicznych, wody i §rodkow
powierzchniowo czynnych.

Chociaz metody z tej grupy pozwalajg na osiggniecie wysokiej doktadnosci, wymagaja
rowniez duzej mocy obliczeniowej, co ogranicza ich zastosowanie jako narzedzia
do planowania eksperymentu - znaczenie tej grupy metod jest raczej poznawcze. Stad tez
metody te stosowane sg gtownie w przypadku rozwazania interakcji réznych substancji

tworzacych nanoczastke podczas nanoprecypitacji, np. w powlekaniu [217], enkapsulacji [218]

itp.
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Druga z wymienionych metod numerycznych polega na potaczeniu algorytmu CFD
z bilansem populacji [219]. Algorytm CFD jest wykorzystywany do rozwigzywania uktadu
roéwnan dynamiki ptynéw. Ogromng zaleta tego podejscia jest mozliwos¢ opisania wptywu
turbulencji przeplywu na dynamike powstawania NP poprzez zastosowanie odpowiednich
technik zamknigcia, np. modelu podsiatkowego Smagorinsky'ego-Lilly'ego [220]. Sam model
populacji jest tu uwzgledniony w postaci kwadraturowej metody momentow (QMOM) [221]
lub jej modyfikacji: bezposredniej kwadraturowej metody momentow (DQMOM) [222]
lub warunkowej kwadraturowej metody momentéw (CQMOM) [219]. Pomimo swoich
niewatpliwych zalet, ta grupa modeli wymaga réwniez stosunkowo duzej mocy obliczeniowe;,
dlatego jest stosowana gtownie w uktadach o ztozonym polu przeptywu, zwtaszcza w obecnosci
przeplywu turbulentnego.
Wreszcie, ostatnia grupa modeli, oparta bezpos$rednio na rownaniach dyfuzji
i koalescencji, jest najcze$ciej  wykorzystywana ~w  modelowaniu  numerycznym
nanoprecypitacji.
Niniejsze badania miaty na celu sprawdzenie, czy przedstawiony model moze
z powodzeniem przewidywaé rozklad wielko$ci formutowanych PCL NP przy szeregu
zmiennych majacych wplyw na finalny rozmiar NP:
(1) dodatek EtOH jako wspotrozpuszczalnika
(2) zmienne stezenie PCL

(3) dodatek surfaktantu (F127) w r6znych stgzeniach

6.2. Opis wykorzystanego modelu

Badania numeryczne opieraja si¢ na modelu zaproponowanym przez Lebouille i in.

[223]. Zgodnie z tym modelem zmiana stezenia NP jest opisana rownaniem drugiego rzedu:

d
Y (22)

gdzie cyp oznacza stezenie NP, a h jest efektywnos$cig zderzen (h = 1 oznacza, ze zderzenie
dwach czastek zawsze prowadzi do koalescencji, a h = 0 — koalescencja nigdy nie wystepuje).
Warto$¢ ta zalezy od liczby czastek surfaktantu osadzonych na powierzchni NP. Wartos¢
K jest stalg szybkosci koalescencji czastka-czastka. W [223] zaklada sie, ze zderzenie NP,
po ktorym nastgpuje koalescencja, jest wynikiem wyltgcznie dyfuzji, co oznacza, ze szybkos¢

ta jest wyrazona jako:
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K = 4nD'R’ (23)

W powyzszym roéwnaniu D’ oznacza sume¢ wspOtczynnikéw dyfuzji reagujacych czastek,
a R’ jest sumg ich promieni (podczas zderzenia dwoch czastek o tych samych promieniach
R mamy D' =2D i R' = 2R). Najprostszym sposobem obliczenia wspotczynnika dyfuzji

jest rownanie Stokesa-Einsteina:

__ kgT
- 6TTUR

(24)

Za opisem reprezentowanym przez uklad rownan (22-24) stoja dwa dos¢ istotne zatozenia:
- wzgledny ruch powstajacych czastek polimeru jest wynikiem wylacznie dyfuzji (ruch
Browna)
- bardzo krotki (pomijalny) czas mieszania w stosunku do czasu dyfuzji - oznacza to,
ze po dodaniu roztworu PCL w rozpuszczalniku organicznym do wody, rozpuszczalnik ten
natychmiast miesza si¢ z wodg i od poczatku rozpatrywany jest uktad izolowanych czastek
polimeru w ubogim rozpuszczalniku.
Taki zestaw warunkéw opisuje tak zwang koalescencje ograniczong dyfuzja (DLC) [80], ktéra
jest analogiem agregacji ograniczonej dyfuzja (DLA), szeroko stosowanego modelu tworzenia
agregatow czastek statych.

Opis ten nalezy uzna¢ za wystarczajacy dla przypadku dozowania kroplowego.
W przypadku jednorazowego wstrzyknigcia konieczne jest uwzglednienie skonczonego czasu
mieszania. W przypadku mikroprzeptywu nalezy wzig¢ pod uwage, ze oprocz dyfuzji
(laminarne) pole przeplywu ma znaczacy wptyw na dynamike zderzen czastek, co oznacza,
ze rOwnanie (23) musi zosta¢ zastgpione bardziej szczegdétowym opisem ruchu czastek

w przeptywie laminarnym.

6.3. Metody i zakres badan

PCL NP przygotowano metodg WNP jak opisano wczesniej (3.4.2). W skrocie, polimer
rozpuszczono w THF 1 dodano do nierozpuszczalnika metoda jednorazowego wstrzyknigcia.
W przypadku wariantow z etanolem dodatkowym krokiem przed zmieszaniem faz byto dodanie
EtOH do PCL rozpuszczonego w THF (EtOH/THF (1:2) obj./obj.) 1 doktadnie wymieszano.

Nastepnie rozpuszczalniki organiczne odparowano z zawiesiny NP z wykorzystaniem
wyparki obrotowej. Zakres badanych stezen PCL w THF wynosit od 0,03 do 25% wag./obj.,
astezenie F127 w ultraczystej wodzie wynosito od 0,01 do 0,64% wag./obj. We wszystkich
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testach stosowano stale mieszanie magnetyczne 1000 obr./min. Kazdy preparat zostat

przygotowany i zmierzony trzykrotnie.

6.4. Wyniki eksperymentalne

6.4.1. Wplyw stezenia PCL 1 etanolu jako wspodtrozpuszczalnika

Rozwazania modelowe rozpocz¢to od uktadu z EtOH jako wspotrozpuszczalnikiem.
Przy uwzglednieniu faktu, Ze objetos¢ czastki jest proporcjonalna do szescianu jej $rednicy,
roOwnania (22-24) mozna przeksztatci¢ do rownania opisujacego ewolucje srednicy czastki

W czasie t w postaci:

dDp _ 8kgT CpoDi?{,o

dt 3 u D} (25)
gdzie Dy, ¢ jest poczatkowa wartoscig Srednicy czastek. Rozwigzaniem (25) jest:
Y
t\ /3
Du(®) = Dpo (1+77) (26)
gdzie 1.5 = ZC ‘; - jest skalg czasowa koalescencji. Rownanie (26) pozwala nam obliczy¢
poiB

koncowa wartos¢ Srednicy czastek, gdy znamy wartosci poczatkowej Srednicy czastek Dy, g,
czas procesu ¢ i poczgtkowe stezenie liczbowe czastek na jednostke objetosci ¢pg. Ostatnia
wielkos¢ jest powigzana z poczatkowa Srednicg czastek 1 stezeniem masowym PCL ¢ 1pgss

Za pomocg wzoru:

__ Comass __ 6Comass
‘o = my B D}, oPPCL 27
Laczac ze sobg (26) 1 (27) otrzymujemy:
D,(t) =D (1 + 16 BT Comass L)% 28
h — 7RO # mppcL Dy (28)

W powyzszym rownaniu, wszystkie wartosci sa stale poza Cgpgss (ktOra jest jednym
z warunkow eksperymentu), oraz czas formowania czastek ¢ i ich $rednig $rednice poczatkowsq
Dpo. Te ostatnie mozna jednak znalez¢, dopasowujac rozwigzanie (28) do wynikoéw
eksperymentalnych. Na przyklad, dla wynikow uktadu z dodatkiem etanolu, najlepsze
dopasowanie uzyskuje si¢ dla wartosci parametréw podanych w Tabeli 14. Poréwnanie

wynikow teoretycznych i eksperymentalnych przedstawiono na Rys. 51.
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Tabela 14. Parametry state i dopasowane dla modelu wzrostu czastek.

Parametry state Parametry dopasowane
kg [J/K] T[K] | wlmPas]® | ppe [ /o3l | Dno [nm] t [ms]
1,380649 - 10" 300 0,9321 1,145 41,0 16,0

*Przyje¢to jako lepkos¢ wody w temperaturze 300 K

700
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0 ' I 7/ I
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Rysunek 51. Porownanie wptywu stezenia PCL na $rednic¢ hydrodynamiczng NP PCL otrzymanych

eksperymentalnie i za pomocg modelu.

W przypadku braku wspotrozpuszczalnika (EtOH), wzér (28) jest nadal wazny
dla stosunkowo niskiego (do 0,7%) stezenia PCL. R6zZnica migdzy obliczonymi 1 zmierzonymi
warto$ciami $rednicy czastek wzrasta dla wiekszych warto$ci. W szczegdlnosci ta ostatnia
maleje wraz ze wzrostem st¢zenia PCL, czego nie przewiduje réwnanie (28).

Aby opisac ten efekt, Lebouille i wsp. [223] zaproponowali modyfikacje (25) poprzez dodanie

wspolczynnika 4 po prawej stronie tego wzoru:
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dDy _ 8 kgT CPOD}E;,O

= LT () (29)

gdzie x jest zdefiniowana jako ulamek powierzchni czastek zablokowana przez czasteczki
surfaktantu. Wynika z tego, ze gdy x = 0 (brak czasteczek surfaktantu na powierzchni PCL
NP) mamy h(x) =1, a (25) jest nadal wazne. Natomiast gdy x = 1 (surfaktant blokuje
powierzchni¢) koalescencja nie jest mozliwa (h(x) = 0). Poza tymi skrajnymi przypadkami
warto$¢ h(x) pozostaje nieznana. Mozna jednak oczekiwacé, ze dyfuzja czasteczek surfaktantu
jest znacznie szybsza niz dyfuzja czasteczek PCL, a zatem koncowa frakcja x jest osiggana
w stosunkowo  krotkim czasie w poréownaniu z czasem wzrostu czastek. Srodek
powierzchniowo czynny na powierzchni czastek zwicksza efektywny wspotczynnik napigcia
powierzchniowego, spowalniajac w ten sposob sam proces koalescencji. W rzeczywistosci (25)
przewiduje, ze gdy dwie czastki spotykaja si¢, natychmiast tworza koncowa kulista czastke
o objetosci rownej sumie objetosci obu czastek. Gdy s$rodek powierzchniowo czynny
czesciowo blokuje powierzchni¢ czastek, akt koalescencji nie jest juz natychmiastowy.
W pracach Garabediana i Helble [224], [225], dwie 1aczace si¢ krople przyjmuja ksztalt opisany

we wspotrzednych biegunowych r, 9 réwnaniem:
r2(9) = Do b-c(b) - (1 —b-sin?(9)) (30)

gdzie b jest parametrem ksztaltu (b — 1 oznacza dwie oddzielne stykajace sie sfery, b = 0
— jedng wigkszg sfere), a c(b) jest parametrem zapewniajagcym zachowanie objetosci taczacych
si¢ czastek (wiecej szczegotow w [224]. Grubos¢ “szyjki” taczacych si¢ sfer jest uzyskiwana

dla® =T/, i jest rowna:

L = Dpo/b-c(b)-(1—b) (31)

1 zalezy od bezwymiarowego czasu procesu [224]:

L = min (1,0.1436 * Int + 0.5347) (32)

Do

gdzie bezwymiarowy czas 7, bedacy miarg czasu pomigdzy dwoma kolejnymi zderzeniami,
jest proporcjonalny do odwrotnosci czgstotliwosci zderzen, ktéra z kolei jest proporcjonalna

do kwadratu stezenia PCL:

1 1
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Ostateczna $rednica czastek jest nastgpnie obliczana na podstawie (28) 1 korygowana

wspotczynnikiem (32). Wyniki przedstawiono na rys. 52.
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Rysunek 52. Zalezno$¢ $redniej srednicy czastek od stgzenia PCL; wyniki numeryczne z i bez

uwzglednienia niezerowego czasu koalescenc;ji.

6.4.2. Wplyw stezenia surfaktantu

Aby przeanalizowa¢ uktad z surfaktantem, réwnanie (25) powinno by¢ spelnione
ze wspotczynnikiem 4, ktory oznacza stopien blokowania powierzchni przez surfaktant [223].
W ten sposob réwnanie przyjmie postac:
4Dn _ §"LT@ h (34)
dt 3 u Dy
Wspotczynnik 4 zasadniczo zalezy od stezenia czasteczek srodka powierzchniowo czynnego
przytaczonych do powierzchni kropli. Oczywiste jest, ze w przypadku braku surfaktantu
—atakze na poczatku procesu, gdy nie ma czasteczek surfaktantu przyczepionych
do powierzchni czastek, jest rowna zero - powinniSmy przyja¢ h = 1. Dalej,

gdy na powierzchni pojawiaja si¢ czasteczki $rodka powierzchniowo czynnego, warto$¢
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h maleje 1 ostatecznie osigga 0, gdy cata powierzchnia jest zablokowana przez s$rodek
powierzchniowo czynny.

Doktadna posta¢ zaleznosci h(cs,att), gdzie cgq4¢r Oznacza stezenie czasteczek surfaktantu
przytaczonych do powierzchni czastek - nie jest znana [223]. Mozna jednak zatozyc¢,
ze wspotczynnik ten bedzie proporcjonalny do ilorazu powierzchni czastek pokrytych

surfaktantem do catkowitej powierzchni czastek. Catkowita powierzchnia czastek jest dana

réwnaniem:
_
A= Cp T (35)
) ) . . D},
gdzie ¢, jest koncentracjg liczbowg czastek; z prawa zachowania masy mamy ¢, = ¢p D_fél'

Powierzchnia "zablokowana" przez §rodek powierzchniowo czynny moze by¢ wyrazona

W postaci:

2

Aplock = Cs,att% (36)
W powyzszym wzorze, Cgq¢r 0Oznacza stezenie czasteczek Srodka powierzchniowo czynnego
przytaczonych do powierzchni czastki, a a — réwnowazng S$rednice czasteczki $rodka
powierzchniowo czynnego. W rzeczywisto$ci moze ona rozni¢ si¢ od rzeczywistej srednicy
czastki (1 oczekuje si¢, ze bedzie wigksza niz rzeczywista $rednica), poniewaz czasteczki nie
uktadaja si¢ na powierzchni czastki w sposdb zapewniajacy najscislejsze upakowanie.
Zatem warto$¢ wspotczynnika /4 jest podana jako:

__Ablok
h = {1 n fOT AblOk <A (37)
0 winnym razie

Rownanie (33) nalezy réwniez uzupelni¢ réwnaniem opisujacym dyfuzje Srodka

powierzchniowo czynnego do powierzchni czgstek. Rownanie to ma postac:

dCs,att 2 kBT Dh

e 3TD_s Cso0 — Cs,att)cph (38)

W powyzszym réwnaniu, D; oznacza rownowazng dyfuzji srednice czasteczki surfaktantu,
ktora moze — ale nie musi — by¢ rowna a, a cg o, — poczatkowe stezenie surfaktantu.
Roéwnolegle rozwigzanie rownan (34) 1 (38) z warunkami (35-37) daje wyniki przedstawione

narys. 53.
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Rysunek 53. Zalezno$¢ $redniej srednicy NP od stezenia uzytego surfaktantu.

Mozna zatem zauwazy¢, ze wyniki numeryczne - podobnie jak eksperymentalne -
przewiduja spadek Srednicy czastek uzyskanych wraz ze wzrostem st¢zenia Srodka
powierzchniowo czynnego. Jednak przewidywany numerycznie spadek jest wigkszy
niz obserwowany. Moze to wynika¢ z réznych przyczyn, takich jak osadzanie si¢ $rodka
powierzchniowo czynnego na swobodnej powierzchni cieczy lub tworzenie si¢ miceli,

co obniza efektywne stgzenie srodka powierzchniowo czynnego.

6.5. Weryfikacja modelu

Aby zweryfikowa¢ poprawno$¢ modelu, przeprowadzono synteze trzech rdéznych
zawiesin PCL NP o okreslonych wilasciwosciach metoda WNP, ktore nastepnie zmierzono

za pomocg DLS. Wyniki przedstawiono na rysunku 54.
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Rysunek 54. Poréwnanie wartoSci modelowych $redniej $rednicy oraz PDI z eksperymentalnymi

dla 3 probek.

Wyniki eksperymentalne potwierdzily skutecznos¢ modelu w przewidywaniu
parametréw procesowych, zwlaszcza bioragc pod uwage $Srednice otrzymanych NP. Ustalono
akceptowalng roznice 15-20% migdzy wynikami eksperymentalnymi i1 modelowymi,
z zachowaniem trendu (tj. srednica 3 wigksza niz 1, PDI 2 wigksza niz 1). Réznice w $rednicy
wahaty si¢ od 1,5% do 14%, podczas gdy r6znice w PDI byly znacznie wigksze i wynosity
od 22% do 96%. Tak duza réznica w wartosci PDI moze wynika¢ z faktu, Zze model nie

uwzglednia w wystarczajacym stopniu réznic w stezeniu czastek w réznych czgsciach ukladu.

6.6. Dyskusja

Nanoczastki zostaly utworzone przy uzyciu metody nanoprecypitacji, z PCL
jako materialem rdzeniowym i F127 jako stabilizatorem. Do syntezy czastek wykorzystano
metode jednorazowego wstrzykniecia fazy organicznej do fazy wodnej. Dodanie EtOH do fazy
organicznej ma tendencje do zwigkszania $rednicy czastek 1 PDI, poprzez zmniejszenie efektu
solubilizujagcego THF. Prawdopodobnie EtOH spowalnia proces precypitacji, dajac zarodkom
wigcej czasu na wzrost, a tym samym zwigkszajac PDI 1 rozmiar.

Zwigkszenie stgzenia s$rodka powierzchniowo czynnego powoduje zmniejszenie
srednicy czastek. Czasteczki surfaktantu majg tendencje do wyrownywania si¢ z powierzchnig
kropli, co zmniejsza energi¢ swobodna powierzchni styku faz i zapobiega koalescencji kropli
[226]. Mniejsze nanokrople maja wigksza powierzchnie, wiec do stabilizacji NP wymagana jest

wiegksza ilo§¢ §rodka powierzchniowo czynnego [227].
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Zwigkszenie st¢zenia polimeru przy jednoczesnym utrzymaniu statej objetosci fazy
organicznej, powoduje wzrost lepkosci tej fazy. Wyzsza lepko$¢ zwigksza sity oporu
lepkos$ciowego, ktore przeciwdzialaja rozpadowi kropli w emulsji. W rezultacie powstaja
wieksze krople, co skutkuje wigkszymi rozmiarami czastek [228].

Model numeryczny oparty na rownaniu dyfuzji przewiduje koncowg $rednice czastek,
szczegolnie przy niskich stezeniach PCL. Przy wyzszych st¢zeniach nalezy wziag¢ pod uwage
niezerowy czas koalescencji, poniewaz czastki powstajace w tych warunkach sg niesferyczne,
a metody pomiarowe interpretuja to jako zmniejszenie srednicy.

Co wigcej, model numeryczny dla wplywu s$rodka powierzchniowo czynnego
prawidtowo opisuje trend zmniejszania si¢ $rednicy czastek wraz z jego wzrostem stgzenia,
ale niedoszacowuje $rednice przy wysokich stezeniach $rodka powierzchniowo czynnego,
potencjalnie ze wzgledu na wplyw tworzenia si¢ miceli.

Roéznice miedzy warto$ciami eksperymentalnymi a wynikami modelowania mozna
przypisa¢ kilku zatozeniom przyjetym podczas procesu walidacji, ktore moga nie w pelni
odzwierciedla¢ ztozonos¢ rzeczywistych warunkow. Jednym z kluczowych zatozen jest idealne
mieszanie w roztworze, w ktorym stezenie czastek PCL 1 innych sktadnikow, takich jak srodki
powierzchniowo czynne, jest uwazane za jednolite w calym medium. Ta idealizacja pomija
potencjalne lokalne zmiany stezenia, ktore moga wplywac na tworzenie si¢ i stabilno$¢ czastek.
Dodatkowo, model zaktada brak przestrzennej segregacji czastek w oparciu o ich rozmiar,
ignorujac tym samym potencjalne wzorce dystrybucji zalezne od rozmiaru, ktére moga
wystapi¢ podczas wzrostu 1 agregacji czastek.

Kolejne zatozenie dotyczy czasu interakcji miedzy czgstkami, ktéry zostat ustalony
na podstawie danych eksperymentalnych, ale w modelu pozostaje staty (uwzgledniajac jedynie
zalezno$¢ od Srednic oddziatujacych czastek). W rzeczywisto$ci na czas interakcji wptywaja
takie czynniki, jak szybko$¢ suszenia, ktora moze zmienia¢ si¢ w trakcie procesu, prowadzac
do odchylen od modelowych przewidywan. Ponadto model upraszcza dynamike kolizji,
zaktadajac, ze jednoczesnie zderzajg si¢ tylko dwie czastki. To przyblizenie nie odzwierciedla
w pelni zlozono$ci interakcji wieloczasteczkowych, ktore moga wystapi¢, zwlaszcza
w uktadach o wysokim stezeniu czastek. Tego rodzaju interakcje moga by¢ przyczyna
rozbiezno$ci w warto$ciach indeksu polidyspersyjnosci. Niemniej jednak warto zauwazyd¢,

ze zatozenie to nie ma znaczacego wplywu na $rednig Srednice czastek.
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7. Podsumowanie

W  ramach rozprawy  doktorskiej opracowano  biozgodne  nanoczgstki
polikaprolaktonowe metoda nanoprecypitacji zdolne do transportu enkapsulowanych
substancji, stuzace jako potencjalne systemy dostarczania lekéw lub systemy diagnostyczne.
Badania skupialy si¢ na analizie kluczowych parametréw procesowych wplywajacych
na wlasciwosci wytwarzanych NP, takich jak rozmiar, PDI oraz stabilno$¢ koloidalna.

Jednym z istotnych etapow pracy byl wybdr odpowiedniego polimeru oraz jego
stezenia. Wykazano, ze st¢zenie PCL wynoszace 1% wag./obj. umozliwia wytworzenie NP
o malych rozmiarach (ok. 120 nm) i waskim rozktadzie wielkosci (PDI < 0,1). Dla poréwnania,
wyzsze st¢zenia polimeru prowadzity do zwigkszenia rozmiaru NP oraz wzrostu warto$ci PDI,
co wskazuje na trudno$ci w utrzymaniu jednorodnosci koloidalnej przy tych warunkach.
Dodatkowo przeanalizowano wptyw stosunku przeptywu faz (R), ktory okazat si¢ kluczowym
parametrem. Stosunek R=200 zapewnil odpowiednie warunki do formowania czastek
o jednolitym rozktadzie wielkosci zarowno w przypadku PCL, jak i PLGA. Badania
przeprowadzone z wykorzystaniem ukladu mikroprzeptywowego potwierdzity skutecznos¢
zastosowania tego stosunku faz w procesach nanoprecypitacji, niezaleznie od st¢zenia uzytego
polimeru.

Dobor rozpuszczalnika okazat si¢ istotnym aspektem procesu nanoprecypitacji.
Wykorzystanie THF jako jedynego rozpuszczalnika w fazie organicznej pozwolilo uzyskac¢
bardziej jednorodne zawiesiny NP w poréwnaniu z ukladami opartymi na parach
rozpuszczalnikow, takich jak DCM/DMSO. THEF, jako rozpuszczalnik dobrze mieszalny
zwoda, zapewnit warunki sprzyjajace efektywnemu mieszaniu faz i formowaniu czastek
o kontrolowanych wlasciwos$ciach. Dodatkowo, zastosowanie EtOH jako
wspotrozpuszcezalnika zwigkszylo efektywnos$¢ interakcji miedzy faza organiczng a wodna,
co prowadzilo do jeszcze bardziej jednorodnego formowania NP podczas procesu
nanoprecypitacji. Wprowadzenie NaOH do fazy organicznej znaczaco poprawito proces
formowania NP, zwigkszajac ich stabilnos¢ koloidalng i kontrolujac napiecie migdzyfazowe,
co wptyngto na jakos$¢ koncowego produktu.

Kolejnym kluczowym elementem byto zastosowanie surfaktantow do stabilizacji
zawiesin NP. Analiza réznych stezen surfaktantu wykazata, ze Pluronic@F-127 w stezeniu
0,5% wag./obj. skutecznie zapewnia stabilno$§¢ zawiesin oraz ogranicza agregacje czastek,
co jest szczegblnie istotne w przypadku nanoprecypitacji. Dodatkowo, wprowadzenie

modyfikacji polegajacej na dodawaniu surfaktantu po procesie odparowania rozpuszczalnika
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znacznie skrocito czas wytwarzania 1 oczyszczania NP. Eksperymenty wykazaly, ze taka
zmiana nie wptywa negatywnie na jako$¢ uzyskiwanych czastek, zapewniajac porownywalne
wlasciwosci stabilizacyjne oraz parametry fizykochemiczne.

W pracy zbadano réwniez mozliwos¢ enkapsulacji SPIONow w PCL NP. Wyniki
pokazaly, ze zastosowanie SPIONOw pokrytych kwasem oleinowym (OA-SP) sprzyja
zamknigciu nanoczastek tlenku zelaza w NP polimerowych, co pozwala na uzyskanie
hybrydowych systeméw o wlasciwosciach magnetycznych. Badania wykazaly jednak,
ze w zawiesinach nadal mogag wystepowa¢ niezwigzane SPIONy, co sugeruje potrzebe
dalszych prac nad kontrolg procesu enkapsulacji. Specjalnie zaprojektowany uktad
mikroprzeplywowy z magnesem neodymowym umozliwil skuteczng separacj¢ magnetycznych
NP, co znacznie usprawnilo proces oczyszczania, eliminujgc konieczno$¢ stosowania
czasochlonnych metod, takich jak dializa czy wirowanie. Uzyskane hybrydowe systemy
PCL- SP NP wykazywaty wlasciwosci magnetyczne oraz mozliwos¢ dalszego dostosowania
ich parametréw w zalezno$ci od zastosowania.

Dodatkowym elementem pracy bylo opracowanie modelu numerycznego procesu
nanoprecypitacji, opartego na rownaniach dyfuzji i1 koalescencji. Model ten pozwala
na przewidywanie parametrow procesowych niezbednych do syntezy NP o okre§lonych
wiasciwos$ciach, takich jak rozmiar i PDI. Wdrozenie tego podej$cia w praktyce pozwala
na bardziej precyzyjne projektowanie procesOw oraz przeniesienie technologii z poziomu
laboratoryjnego do skali przemystowe;.

Przeprowadzone badania dostarczyty kompleksowych informacji na temat parametrow
procesowych, ktore majg kluczowe znaczenie dla syntezy NP o stabilnych wtasciwosciach.
Opracowane strategie projektowania, wytwarzania, oczyszczania NP polikaprolaktonowych,
w tym hybrydowych PCL-SP NP, otwieraja nowe mozliwo$ci zastosowan w biomedycynie,
takich jak celowane dostarczanie lekéw, obrazowanie medyczne czy terapie wykorzystujace

wlasciwos$ci magnetyczne.
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Materialy 1 sprzet

Materiaty do syntezy polimerowych NP:

kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA) (Purasorb)
polikaprolakton (PCL, o masie czgsteczkowej 14000 g/mol) (Sigma Aldrich/Merck)
dichlorometan (DCM) (Sigma Aldrich/Merck)
dimetylosulfotlenek (DMSO) (Sigma Aldrich/Merck)
Pluronic® F-127 (F127) (Sigma Aldrich/Merck)

Tween® 80 (T80) (Sigma Aldrich/Merck)

fluoresceina (Sigma Aldrich/Merck)

bufor fosforanowy (PBS) (Sigma Aldrich/Merck)

toluen (Chempur)

octan etylu (Chempur)

aceton (Chempur)

alkohol etylowy (96%) (EtOH) (Stanlab)

wodorotlenek sodu (NaOH) (Stanlab)

dihydrat trehalozy (T) (PolAura)

Materiaty do hodowli i testow komérkowych:

medium hodowlane (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium) z i bez czerwieni
fenolowej (Thermo Fisher Scientific)

ptodowa surowica bydleca (FBS, ang. fetal bovine serum) (Thermo Fisher Scientific)
L-glutamina (Thermo Fisher Scientific)

mieszanina antybiotykdw penicylina-streptomycyna (Pen-Strep, 10000 jednostek/ml
penicyliny, 10 mg/ml streptomycyny, klasa do hodowli komoérkowych) (Thermo Fisher
Scientific)

roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami, niezawierajaca jonéw magnezu
(Mg?") i wapnia (Ca*") (DPBS) (Thermo Fisher Scientific)

roztwor trypsyny-EDTA 0,25% z dodatkiem czerwieni fenolowej (Thermo Fisher
Scientific)

roztwor biekitu trypanu 0,4% (Thermo Fisher Scientific)

bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu (MTT) (Sigma-
Aldrich/Merck)

dimetylosulfotlenek (DMSO) (Sigma-Aldrich/Merck)
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e paraformaldehyd (PFA), 4% w PBS (AlfaAesar)

e Dbufor fosforanowy (PBS) (tabletki) (MP Biochemicals)

e surowicza albumina wotowa (BSA) (Sigma Aldrich/Merck)

e Triton X-100 (Sigma Aldrich/Merck)

e 4’ 6-diamidyno-fenyloindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific)

szkietka nakrywkowe (okragte, 12 mm) (Bionovo)
Materiaty do syntezy SPIONoOw:
e uwodniony siarczan zelaza (FeSO4-7H20) (Sigma Aldrich/Merck)
e uwodniony chlorek zelaza (FeCls-6H20) (Acros organics)
e woda amoniakalna 25% (Chempur)
e kwas oleinowy zakupiono od (Chempur)

e alkohol etylowy (96%) (EtOH) (Stanlab)

e pompy strzykawkowe (KD Scientific i Ascor AP-14)
e spektrofotometr UV-Vis (BMG, Labtechnologies)

e mieszadlo magnetyczne (IKA)

¢ mieszadlo mechaniczne (heidolph)

e myjka ultradzwickowa (SONO SWISS SW 3H)

e myjka ultradzwickowa (SONOSWISS SW 1H)

e wyparka obrotowa (heidolph)

e DLS (Malvern, Zetasizer Nano ZS)

e Nicolet 6700 FTIR (ThermoFisher Scientific)

e skaningowy mikroskop elektronowy (SEM, SU8230, Hitachi, Chiyoda)
e skaningowy mikroskop konfokalny (Zeiss)

e drukarka 3D ZMorph VX (ZMorph)
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