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Streszczenie

Obszarem aktualnych badan nad terapiami przeciwnowotworowymi jest projektowanie
ztozonych systemow ukierunkowanego dostarczania lekéw. Takie systemy zwykle obejmuja
zarowno aktywne dostarczanie leku do pozadanego miejsca, jak i kontrolowany mechanizm
jego uwalniania. Chociaz doksorubicyna jest skutecznym lekiem przeciwnowotworowym, jej
stosowanie jest ograniczone ze wzgledu na silne dziatania niepozadane. Rozwigzaniem dziatan
niepozadanych doksorubicyny moga by¢ nosniki leku w postaci magnetoliposomow, bedace
liposomami z wbudowanymi nanoczasteczkami magnetycznymi. Po zatadowaniu leku,
liposomy sg w stanie utrzymaé¢ lek w swoich strukturach i akumulowa¢ si¢ w tkance
nowotworowej. Wlasciwosci magnetyczne magnetycznych no$nikow sa wykorzystywane do
kontrolowanego uwalniania leku na skutek mechanicznego rozerwania dwuwarstwy lipidowej
liposomu. Ten mechanizm uwalniania zachodzi pod wptywem zmiennego pola magnetycznego
niskiej czestotliwosci i moze stanowic¢ dobrg alternatywe dla hipertermii magnetycznej z uwagi
na brak efektow termicznych.

Celem badan bylo opracowanie procedury celowanej terapii przeciwnowotworowej
opartej na zastosowaniu magnetoliposoméw 1 okreslenie cytotoksycznosci uwalnianej
doksorubicyny na modelu komoérkowym in vitro hodowli komorek nowotworowych
I prawidlowych piersi. Zaplanowane procedury syntez nanoczgstek magnetycznych
I liposoméw umozliwiajg otrzymanie magnetoliposomow, a ich zdolno$¢ do kontrolowanego
uwalniania leku okre§lono przez pomiary fluorescencyjne. Okre$lono takze wplyw
zewngtrznego pola magnetycznego na dostarczanie i1 kontrolowane uwalnianie lekow
Z magnetoliposomow, zbadano skuteczno$¢ akumulacji nos$nikow z lekiem w komorkach
nowotworowych oraz mechanizm uwalniania lekow. Badania zywotnosci komorek
prowadzono w hodowli standardowej w monowarstwie oraz trojwymiarowej w formie
sferoidow stanowigcych model wczesnego guza nowotworowego. Badania nad skuteczno$cig
zaproponowanego systemu dostarczania leku z magnetoliposomami prowadzono z uzyciem
opracowanego mikrosystemu przeptywowego do badan uwalniania leku z magnetoliposomow
pod wplywem zmiennego pola magnetycznego oraz dostgpnego mikrosystemu do hodowli
przestrzennej komorek piersi.

Gloéwne zalozenie pracy dotyczylo otrzymania no$nikow lekéw o odpowiednich
wlasciwosciach fizykochemicznych, podatnych na pole magnetyczne w celu ich akumulacji
w komorkach nowotworowych 1 degradacji z uwolnieniem leku w sposob kontrolowany oraz
zwigkszonej cytotoksycznosci wzgledem tych komorek. Podsumowujac, praca badawcza

dostarcza podstawowa wiedz¢ na temat toksyczno$ci i1 potencjalnego zastosowania



magnetoliposomow obcigzonych doksorubicyng jako nosnikoéw lekéw
przeciwnowotworowych.

Stowa kluczowe: nanoczqstki magnetyczne, magnetoliposomy, systemy dostarczania lekow



Abstract

A current cancer therapy research area is the design of complex targeted drug delivery
systems. Such systems commonly include both active drug delivery to the desired site and the
controlled release mechanism. Although doxorubicin is an effective anticancer drug, its use is
limited due to severe side effects. The solution may be drug carriers such as magnetoliposomes,
which are liposomes with embedded magnetic nanoparticles. Once the drug is loaded, the
vesicles are capable of maintain the drug in their structures and accumulate in the tumor tissue.
The magnetic properties of magnetic carriers are used for controlled drug release as a result of
mechanical disruption of the lipid bilayer. This release mechanism occurs under the influence
of a low-frequency alternating magnetic field and can be a good alternative to magnetic
hyperthermia due to the lack of thermal effects.

The aim of the study was to develop the targeted therapy based on the use of
magnetoliposomes and to determine the cytotoxicity of the released doxorubicin against cancer
and normal breast cell cultures. The planned synthesis procedures make it possible to obtain
magnetoliposomes, and their ability to control drug release was determined by fluorescence
measurements. The influence of the external magnetic field on the delivery and controlled
release of drugs from magnetoliposomes was also determined, the effectiveness of the
accumulation of carriers with the drug in cancer cells and the mechanism of drug release were
investigated. Cell viability studies were carried out in a standard culture in a monolayer and in
a three-dimensional culture in the form of spheroids constituting a model of the tumor in the
early stage. Studies on the effectiveness of the proposed system of drug release with
magnetoliposomes in the microscale were carried out using the developed perfusion
microsystem for testing drug release from magnetoliposomes under the influence of a variable
magnetic field and the available flow system for spatial culture.

The main assumption was to obtain drug carriers with appropriate physicochemical and
magnetic properties for accumulation and degradation with drug release in controlled manner
and beneficial cytotoxic effects on breast cancer cells. In conclusion, the research work provides
basic knowledge on the toxicity and potential use of doxorubicin-loaded magnetoliposomes as
carriers of anticancer drugs.

Keywords: magnetic nanoparticles, magnetoliposomes, drug delivery systems
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I PRZEGLAD LITERTUROWY
1. Wprowadzenie

Nowotwory stanowia obecnie pierwsza przyczyn¢ zgondw na $wiecie, wyprzedzajac
choroby uktadu krazenia. Wedlug ostatnich statystyk Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang.
World Health Organisation, WHO) w 2020 roku z tego powodu zmarto prawie 10 milionow
0sob. Najczesciej diagnozowano nowotwory piersi, pluc, okrgznicy i odbytnicy oraz prostaty,

ktére odpowiadajg za okolo 65% zachorowan na nowotwory ogoétem.

Istnieje wiele dostepnych lekéw  przeciwnowotworowych, — wykorzystywanych
w chemioterapiach, jednak ich skuteczne terapeutycznie dawki sg ograniczone ze wzgledu na
brak specyficznosci tkankowej i liczne dziatania niepozadane [1]. Obecnie, w celu ograniczenia
podawania lekow konwencjonalnych i poprawy bezpieczenstwa leczenia farmakologicznego,
stosowane sg no$niki, okreslane jako systemy dostarczania lekow (ang. Drug Delivery Systems,
DDS). Zgodnie z ich definicja sa to preparaty, ktore umozliwiaja kontrolowane wprowadzanie
i dystrybucj¢ leku w organizmie [2]. Na funkcjonalno$¢ i skutecznos¢ DDS sktadajg si¢ etapy
zwigzane z otrzymaniem no$nikow o okreslonych wiasciwosciach fizykochemicznych,
zdolnych do utrzymywania leku wewnatrz struktury i do jego wydajnej dystrybucji
W organizmie z uwzglednieniem kontrolowanego uwalniania leku z no$nika w okre§lonym

miejscu i czasie oraz z okre$long szybkoscig [3].

Systemy dostarczania lekow pozwalaja na lepsze wykorzystanie zwigzkow
przeciwnowotworowych i umozliwiaja wieksza kontrole nad lekiem w czasie krazenia
w krwiobiegu. Przewaga nowoczesnych systemoéw dostarczania lekow w stosunku do lekow
W postaci wolnej wptywa korzystnie na poprawe biodostepnosci 1 klirensu ogolnoustrojowego
terapeutykéw poprzez osiaggniecie optymalnego stezenia leku w docelowej tkance.

Enkapsulacja lekow moze rozwigza¢ problemy z ich stabilnoscig i rozpuszczalnoscia [4-5].
2. Liposomy

Liposomy (LP) sa matymi, kulistymi pgcherzykami o $rednicy w zakresie 0,01 — 1 pm.
Zbudowane sg z jednej badz kilku dwuwarstw fosfolipidowych, o grubosci dwuwarstwy ok.
5 nm, ktore stanowia otoczke zewnetrzng oddzielajacg zawarto$¢ pgcherzykow od srodowiska
zewngtrznego. Przestrzen wewnatrz struktury liposomoéw (Rysunek 1) jest wypelniona woda.

Liposomy wystepuja naturalnie w organizmach zywych, a ich dwuwarstwa jest zbudowana
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analogicznie do blon biologicznych. Podobienstwo wiasciwosci liposomow do blon
biologicznych umozliwia ich przenikanie do wngtrza komoérek, np. na skutek absorbcji
liposomow przez warstwe rogowa naskorka, a nastgpnie fuzji ich otoczki lipidowej
prowadzacej do uwolnienia enkapsutowanej substancji aktywnej i jej dyfuzji do glebszych
warstw. To sprawia, ze struktury te znalazly zastosowanie w przemysle farmaceutycznym
I kosmetycznym jako biodegradowalne i biokompatybilne nos$niki réoznorodnych substancji

zarowno lipofilowych, jak i hydrofilowych [6-8].

fosfolipid

roztwor wodny
wewnatrz liposomu

dwuwarstwa
fosfolipidowa

Rysunek 1. Struktura liposomu (przekroj).

2.1. Klasyfikacja liposomow

Gléwnymi sktadnikami liposomoéw sa fosfolipidy i/lub cholesterol, ktorych rodzaj
i ilo§¢ wpltywa na roznorodne wilasciwosci otrzymywanych pecherzykow. Zmienno$é cech
zwigzana jest ze struktura, liczba warstw, rozmiarem, ksztaltem lipidow, ladunkiem,
przepuszczalno$cig czy sztywnoscia.
Na podstawie liczby dwuwarstw lipidowych budujacych liposomy oraz ich wielko$ci mozna je
podzieli¢ na liposomy wielowarstwowe, do ktorych zalicza sie:
- wielowarstwowe pecherzyki lipidowe (ang. multillamellar vesicles, MLV) majace $rednice
w zakresie 0,4 — 10 um, ich otoczka zawiera wiele dwuwarstw lipidowych, dzieki czemu sg
dobrymi no$nikami substancji lipofilowych. Duzy rozmiar zwigksza mozliwo$¢ rozpoznania
liposomo6w i niemal natychmiastowego usunigcia przez uktad siateczkowo-$rédbtonkowy (ang.
reticuloendothelial system, RES) [9].
- pecherzyki oligolamelarne (ang. oligolamellar vesicles, OLV) ich wielko$¢ miesci si¢ rOwniez

w zakresie 100 — 1000 nm, stanowig produkt uboczny podczas syntezy duzych
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jednowarstwowych liposomow. Posiadajg wiele naktadajacych si¢ podwojnych warstw
lipidowych wptywajacych na wolniejsze uwalnianie z nich substancji aktywnych [10].
liposomy jednowarstwowe, w tym:

- mate jednowarstwowe liposomy (ang. small unilamellar vesicles, SUV), ich $rednica nie
przekracza 100 nm. Charakteryzuja si¢ niskim stosunkiem objetosci fazy wodnej do ilosci
lipidow, z tego wzgledu moga inkorporowa¢ niewielkg ilo§¢ zwigzkéw hydrofilowych.
Posiadaja podwojng warstwe lipidowa o duzym naprezeniu powierzchniowym, co czyni je
strukturami niestabilnymi podatnymi na deformacje, fuzje i agregacj¢. Ze wzgledu na wigkszg
objetos¢ warstwy lipidowej sg wykorzystywane gléwnie jako model blony komodrkowe;.
Niewielki rozmiar wspomaga dystrybucje liposoméw po podaniu dozylnym, dzigki
ograniczonemu wychwytowi przez uktad RES [9-11].

- duze jednowarstwowe liposomy (ang. large unilameller vesicles, LUV) charakteryzujace si¢
srednicg powyzej 100 nm, sg bardziej stabilne, ponadto charakteryzuja si¢ duzym stosunkiem
objetosci fazy wodnej do lipidowe;j, dlatego najczesciej stosowane sg jako nosniki zwigzkow
hydrofilowych. Liposomy te ulegaja jednak szybkiemu rozpoznaniu i usuni¢ciu z krwiobiegu
przez fagocyty. Warstwa lipidowa LUV jest podobna do btony komorkowej 1 jest
wykorzystywana do badan dyfuzji lekow przez membrany biologiczne dzigki zastosowaniu
techniki monowarstw Langmuira [12].

- olbrzymie jednowarstwowe liposomy (ang. giant unilamellar vesicles, GUV) o srednicy
w przedziale 10 — 100 um, nie posiadaja zastosowania w systemach dostarczania lekow, ale sg
uzywane w badaniach modelowych bton komorkowych [13].

- wielopecherzykowe liposomy (ang. multivesicular vesicles, MVV) obejmuja struktury
0 wielkosci powyzej 1 um i powstajg w czasie otrzymywania MLV w wyniku otoczenia

dodatkowa wspdlng podwojng btong lipidowa kilku mniejszych liposomow [14].

2.2. Charakterystyka liposomow

Strukturalnie, liposomy sg jedno- lub wielowarstwowymi pecherzykami kulistymi
zbudowanymi z fosfolipidow. Liposomy mozna wytwarza¢ zarowno z naturalnych, jak

I syntetycznych fosfolipidow [15].
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2.2.1. Naturalne lipidy

Dwuwarstwa lipidowa blon biologicznych jest zbudowana glownie z fosfolipidow.
Czasteczki fosfolipidow posiadajg charakter amfifilowy, to znaczy, ze w swojej strukturze
posiadaja zarowno regiony o wilasciwosciach hydrofilowych (glowa), jak i hydrofobowych
(ogon). Glowa hydrofilowa jest polarng czes$cia zwigzku, ktorg stanowi reszta kwasu
ortofosforowego i glicerol. Za pomoca jednostki glicerolowej do hydrofilowej glowy
przylaczany jest ogon hydrofobowy, ktory zawiera dwa dhugie tancuchy weglowodorowe.
Apolarne tancuchy kwasow ttuszczowych zawierajg od 10 do 24 atomow wegla, a kazdy z nich
posiada od 0 do 6 wigzan podwdjnych [16,17]. Rysunek 2 przedstawia ogdlng budowg
czasteczki fosfolipidowe;j.

<

3

S Reszta kwasu
on —

© ortofosforowego
3

2

e

5 — Glicerol

>

s

Nasycony kwas
thuszezowy

o

___Nienasycony kwas
thuszczowy

Hydrofobowy ogon

Rysunek 2. Schemat budowy czgsteczki fosfolipidowej z dwoma kwasami ttuszczowymi

i zmodyfikowang grupgq fosforanowq przylgczong do szkieletu glicerolowego.

Organizacja fosfolipidow w srodowisku wodnym umozliwia spontaniczne formowanie
si¢ dwuwarstwy, w ktorej cze$¢ hydrofilowa oddzialuje z wodg i tworzy warstwe zewngtrzna,
natomiast hydrofobowe ogony sg skierowane do wewnagtrz [15]. W $rodowisku wodnym
w wyniku oddziatywan z tancuchami kwasow tluszczowych dochodzi do zakrzywienia si¢
dwuwarstwy 1 utworzenia wielowarstwowego pecherzyka [18]. Powstawanie kulistych,
dwuwarstwowych liposoméw zwigzane jest ze zdolno$cia do tworzenia stabilnych,

uporzadkowanych struktur. Kluczowym parametrem w procesie samoorganizacji liposomow
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jest krytyczne stezenie micelizacji (ang. Critical Micelle Concentration, CMC), powyzej
ktorego mozliwe jest otrzymanie zamknigtych struktur. Dla fosfolipidow przedziat CMC
wynosi od 10® do 1012 M, a doktadna jego warto$¢ dla konkretnych liposoméw zalezy od
dhugoséci tancuchow weglowodorowych 1 obecnosci w nich wigzan podwdjnych, ktore
wplywajg na stopien upakowania i sztywno$¢ fosfolipidow [19,20]. Na ksztalt powstajace;j
struktury liposomowej wptywa réwniez geometria czasteczki fosfolipidu, opisywana ilosciowo
krytycznym parametrem upakowania (ang. Critical Packing Parameter, CPP). CPP jest
definiowane przez stosunek objetosci tancucha weglowodorowego do czesci hydrofilowej
i dlugosci tancucha. Tworzenie plaskich struktur dwuwarstwowych dotyczy uktadow
charakteryzujacych si¢ takim samym udziatem cze$ci polarnej, jak i niepolarnej (CPP = 1).
W przypadku przewagi ktorego§ z regionéw dochodzi do powstania struktur o znacznej
krzywiznie pgcherzyka. Fosfolipidy o bardziej rozbudowanym regionie hydrofilowym (CPP <
1) tworzg struktury o wysokiej (dodatniej) krzywiznie, czego przyktadem sg micele. Natomiast,
gdy powierzchnia czgsci hydrofobowej jest wigksza od polarnej (CPP > 1) powstajg odwrocone
micele (ujemna krzywizna) [21,22].

CPP Struktura g

1 g dwuwarstwa , 2

<1 ? micela
‘ Dodatnia krzywizna

A
>1 A odwrocona ' w
- micela §

Ujemna krzywizna

Rysunek 3. Preferowane formy strukturalne lipidow zaleznie od geometrycznego ksztattu [23].

Naturalne fosfolipidy mozna pozyska¢ z réznych zrodet, takich jak soja, zottko jaja [24].
Do grupy fosfolipidow zalicza si¢: fosfatydylocholing, fosfatydyloetanoloamine,
fosfatydyloseryng, fosfatydyloinozytol, fosfatydyloglicerol i kwas fosfatydowy w zaleznosci
od polarnych grup glowy. Liposomy sktadajace si¢ z naturalnych fosfolipidow zawieraja

nienasycone fragmenty lancucha weglowodorowego i sa mniej stabilne niz te uzyskane
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z syntetycznych lipidow [25,26]. Cze$¢ hydrofobowa naturalnych fosfolipidow zawiera dwa
kwasy thuszczowe, jeden z nich to nasycony kwas tluszczowy, np. kwas palmitynowy, kwas
margarynowy, kwas stearynowy, natomiast drugi jest nienasyconym kwasem tluszczowym
i jest nim np. kwas oleinowy (C18:1), kwas linolowy (C18:2) lub kwas arachidonowy (C20:4)
[27].

2.2.2. Lipidy syntetyczne

Syntetyczne fosfolipidy sa wytwarzane przez specyficzne modyfikacje chemiczne
niepolarnych i polarnych regionow naturalnych fosfolipidéow. Te modyfikacje przyczynity sie
do powstania réznorodnych, dobrze zdefiniowanych i skategoryzowanych fosfolipidow [28].
Gltownie, nasycone fosfolipidy syntetyczne ztozone sg z kwasdéw stearynowego lub
palmitynowego [29] lub rzadziej moga zawiera¢ nienasycone kwasy thuszczowe w obu

tancuchach weglowodorowych lub tylko w jednym [30].

2.2.3. Steroidy

Steroidy to hydrofobowe lipidy sktadajace si¢ z czteropierScieniowej struktury
cyklopentanoperhydrofenantrenu. Réznorodno$¢ tej grupy zwiazkéw wynika z mozliwosci
przylaczenia rozmaitych grup funkcyjnych do szkieletu weglowego, zmieniajac ich aktywno$é
biologiczng. Cholesterol jest gtdwnym przyktadem steroidéw, zwykle wykorzystywanym do
tworzenia liposomow celem poprawy ich sztywnosci 1 stabilno$ci. Cholesterol wplywa na
organizacj¢ 1 plynno$¢ dwuwarstwy lipidowej, z tego wzgledu jego dodawana ilo$¢ jest
ograniczona i zazwyczaj nie przekracza 30% w stosunku do catkowitej ilosci lipidow [31,32].
W badaniu poréwnawczym z innym steroidem (p-sitosterolem) dotyczacym wptywu
cholesterolu na cechy blony liposomowej wykazano, ze oba steroidy zmniejszaja pltynnos¢
btony liposomdw, zwigkszajac temperaturge przejscia fazowego (Tm), a takze zwigkszaja

potencjat Zeta oraz powoduja znaczace zmiany wielkosci czastek [33].

2.2.4. Surfaktanty

Surfaktanty ($rodki powierzchniowo czynne) sg stosowane do liposoméw w celu
modyfikacji enkapsulacji zwigzkéw 1 uwalniania ich z liposomow poprzez zmniejszenie

napigcia powierzchniowego pomigdzy réznymi niemieszajacymi si¢ fazami [34]. Surfaktanty

18



to amfifile o pojedynczym tancuchu acylowym, ktore destabilizujg podwdjng warstwe lipidowa
liposomow, czynigc je podatnymi na odksztatcenia. Powszechnie stosowanymi surfaktantami
s3: cholan sodu, Span 60, Span 80, Tween 60 i Tween 80 [35,36]. Liposomy zawierajace
surfaktanty sg szeroko stosowane jako nosniki w dostarczaniu lekéw w celu zwigkszenia
przenikania przez skoére kapsutkowanych s$rodkow terapeutycznych. Przyktadem takich
uktadow liposomowych sa transfersomy, bedace elastycznymi liposomami zbudowanymi
Z lecytyny z cholanu sodu, ktory nadaje im elastyczno$¢. Transfersomy reaguja na cisnienie
osmotyczne ulegajac szybkim odksztalceniom oraz charakteryzuja si¢ zwigkszonym
transdermalnym transportem leku, co umozliwia ich wykorzystanie jako nosnikow do

miejscowego podawania lekow przeciwnadci$nieniowych [37,38].

2.3. Techniki preparatyki liposoméw

Wzrost zainteresowania liposomami jako nos$nikami substancji doprowadzil do
opracowania wielu technik ich wytwarzania. Dobor metod syntezy liposoméw umozliwit
tworzenie pecherzykow o pozadanych wiasciwosciach, np. ich ostateczny rozmiar i tadunek
elektryczny zalezy nie tylko od rodzaju uzytych fosfolipidow, ale i od warunkow, w jakich
powstaja. Ponadto, dostgpne techniki wytwarzania liposomoéw charakteryzuja si¢ rdézng
wydajnoscig zamykania (ang. Encasulation Effeciency, EE) lekow wewnatrz struktury [15].
Metody przygotowania liposoméw obejmujg podstawowe etapy, jakimi sg: suszenie lipidow
Z rozpuszczalnika organicznego, dyspergowanie lipidu w srodowisku wodnym, oczyszczenie
otrzymanych liposomoéw 1 analiza produktu koncowego. W wielu przypadkach, w procesie
tworzenia liposomow taczy sie kilka metod. Niektore z nich sg stosowane dodatkowo, np.
W celu wujednolicenia rozmiaréw (kalibracja liposomdéw) lub oczyszczenia (dializa,

chromatografia). Ponizej opisano najwazniejsze sposoby otrzymywania liposomow:

Hydratacja suchego filmu fosfolipidowego, tzw. metoda Banghama, jest jedna z najprostszych

1 najczesciej uzywanych technik otrzymywania liposoméw wielowarstwowych. W tej metodzie
wykorzystywane s3 oddziatywania amfifilowe pomigdzy czasteczkami lipidow
I rozpuszczalnika. Procedur¢ rozpoczyna si¢ od wytworzenia suchej (pozbawionej
rozpuszczalnikow) warstwy lipidowej. W zwiazku z tym, lipidy najpierw rozprasza si¢
W lotnym rozpuszczalniku organicznym, najczes$ciej w chloroformie, ktory nastgpnie zostaje
catkowicie odparowany w strumieniu azotu. Suchy, cienki film lipidowy, powstaty na dnie
naczynia uwadniany jest roztworem wodnym, co skutkuje samorzutnym formowaniem

zamknigtej struktury. Hydrofilowe leki kapsulkowane wewnatrz fazy wodnej liposomow
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dodawane sg wraz z buforem fosforanowym podczas hydratacji filmu. Natomiast w celu
umieszczenia lekow hydrofobowych w dwuwarstwie fosfolipidowej zostaja one dodane do
roztworu lipidow przed utworzeniem suchego filmu. Powyzsza metoda pozwala na otrzymanie
heterogenicznej mieszaniny liposomow wielowarstwowych o $rednicy od 0,1 pm do 10 pm.
W dalszej cz¢sci procedury otrzymywania liposomow konieczne moga by¢ dodatkowe etapy,
zwigzane z homogenizacja i oczyszczaniem zawiesiny liposomow oraz przeksztatcaniem do
liposomow jednowarstwowych. Pomimo, Ze jest to metoda powszechnie stosowana i do$¢
prosta, gtdbwng jej wada jest stosunkowo niska efektywnos¢ enkapsulacji lekow hydrofilowych

nie przekraczajaca 30% [39-41].

Kalibracja przez filtry poliweglanowe — ekstruzja. Ujednolicenie wielkosci pecherzykow

o0 niejednorodnych rozmiarach mozna uzyska¢ w wyniku ekstruzji, ktéra polega na
kilkukrotnym przeciskaniu MLV przez membrany poliweglanowe o okreslonej wielko$ci
poréw w temperaturze wyzszej niz temperatura przejscia fazowego [42]. Pozwala to na
uzyskanie homogennych, jednowarstwowych pecherzykéw o S$rednicy okres§lonej
zastosowanym rozmiarem poréw w filtrach membranowych (powstanie liposoméw SUV lub
LUV). Wtym celu wykorzystywane sa kalibratory ci$nieniowe lub reczne ekstrudery.
Przeciskanie zawiesiny liposomow za pomocg ekstrudera przebiega w szczelnym ukladzie
dwoch przeciwlegle umieszczonych strzykawek 1 membrany znajdujacej si¢ pomigdzy nimi.
Proces moze by¢ przeprowadzany r¢cznie lub przy uzyciu pompy hydraulicznej. Metodg

cechuje wysoka powtarzalnos$¢ szczegdlnie istotna w zastosowaniach biomedycznych [43].

Sonikacja. Sonikacja jest najszerzej stosowang metodg przygotowania malych
jednowarstwowych liposoméw SUV. W tej technice MLV oraz LUV sg podawane dziataniu
ultradzwiekéw za pomoca sonikatora typu wannowego lub sonikatora zanurzeniowego.
Kilkuminutowa sonikacja w temperaturze powyzej przej$cia fazowego lipidow pozwala na
dezintegracje liposomow 1 otrzymanie pgcherzykow o srednicy ponizej 50 nm. Gtowne wady
tej metody to mata skuteczno$¢ enkapsulacji, mozliwa degradacja fosfolipidow 1 uszkodzenie
struktury zamykanego leku oraz otrzymanie niejednorodnej zawiesiny przez obecno$¢ MLV
wraz z SUV [12,44].

Cykliczne zamrazanie-rozmrazanie. Technika ta polega na naprzemiennym szybkim

zamrazaniu w cieklym azocie 1 powolnym rozmrazaniu powyzej Tm zawiesiny pecherzykow
fosfolipidowych. W wyniku kilkukrotnego powtdérzenia cyklu dochodzi do zamykania lekow
w $rodku liposomoéw na poziomie od 20% do 30%. Stosowanie tej metody pozwala takze na

przeksztatcenie liposomow wielowarstwowych w liposomy jednowarstwowe [45].
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Wstrzykiwanie eteru — metoda dyspersji rozpuszczalnikowej. Metoda ta polega na
rozpuszczeniu lipidow w eterze dietylowym lub mieszaninie eter-metanol, a nastgpnie
powolnym wstrzyknigciu uzyskanych roztworéw do buforu wodnego wraz z lekiem. Podczas
odparowywania rozpuszczalnika w temperaturze 55 — 65°C i pod zmniejszonym ci$nieniem
dochodzi do powstania niejednorodnej mieszaniny liposomow o $rednicy od 70 do 200 nm.
Wada metody dyspersji rozpuszczalnikowej jest kontakt kapsutkowanych lekow

z rozpuszczalnikiem organicznym [46,47].

Wstrzykiwanie etanolu. Etanolowy roztwor lipidow jest wstrzykiwany do szybko mieszanej

buforowej fazy wodnej z lekiem. W wyniku wstrzyknigcia etanolu do wody nastgpuje
samoorganizacja lipidéw z natychmiastowym wytworzeniem liposomow. Powstajace roznej
wielko$ci fragmenty dwuwarstwy lacza si¢ ze sobg ostatecznie otrzymujac niejednorodng
zawiesing liposomow. Wada tej metody jest rowniez trudno$¢ w usunigciu resztek etanolu oraz

koniecznos$¢ stosowania zwigzkow, ktore wykazujg trwatos¢ w alkoholu [48].

Odparowywanie technikg faz odwroconych. Metoda ta opiera si¢ na utworzeniu miceli

odwroconych w wyniku sonikacji dwufazowej mieszaniny sktadajacej si¢ z fazy wodnej
I organicznej, w ktorej rozpuszczone sg lipidy. Powolne odparowywanie rozpuszczalnika
organicznego prowadzi do przeksztatcenia miceli w lepki zel. Podczas ciggltego usuwania,
pozostatosci rozpuszczalnika za pomoca wyparki obrotowej przy zmniejszonym cis$nieniu
obecnos¢ nadmiaru fosfolipidow prowadzi do utworzenia heterogenicznej zawiesiny
liposomdow. Metoda ta cechuje si¢ wysoka wydajnoscig enkapsulacji lekow do 65% w medium
o niskiej sile jonowej. Jednak glownag jej wada jest obecnos¢ w preparacie pozostatosci
rozpuszczalnikow, ktore moga uszkadzaé strukture wprowadzanego leku. Ograniczeniem

podczas zamykania lekow, w szczegdlnosci nietrwatych, jest takze proces sonikacji [49,50].

Dializa. Metoda ta polega na rozpuszczeniu lipidow z uzyciem roztworu detergentow
0 wysokiej wartosci krytycznego stezenia micelarnego. W wyniku stopniowego usuwania
detergentow przez dialize dochodzi do przechodzenia czgsteczek surfaktantu z miceli do
osrodka dyspergujacego. Micele po przekroczeniu CMC ulegajg fuzji i dochodzi do zamknigcia
pecherzykow 1 powstania duzych liposomow jednowarstwowych. Dialize¢ mozna
przeprowadzi¢ w workach dializacyjnych zanurzonych w buforach bezdetergentowych (dializa

rownowagowa) lub z uzyciem ekstruderow [51,52].

Chromatografia zelowo-permeacyjna. Znana rowniez jako chromatografia wykluczania polega

na rozdzielaniu czasteczek ze wzgledu na ich rozmiar. Rozdziat czasteczek mozna

21



przeprowadzi¢ za pomocg kolumny Sephadex G-50 i G-100 zawierajgce jako $rodek
rozdzielajacy porowaty material. Liposomy wigksze od S$rednicy zelu w kolumnie sa
wykluczane z matych poréw zelu, a zatem podczas wymywania przechodzg przez przestrzenie
pomiedzy ziarnami ztoza w stron¢ wylotu kolumny. W przeciwienstwie do tego, mniejsze
czasteczki moga wchodzi¢ do matych poréw i przemieszczajg si¢ znacznie wolniej. Po
przejSciu  zawiesiny przez kolumng pecherzyki liposomoéw sa dobrze rozdzielone od

detergentow i innych niezakapsutkowanych czasteczek, np. lekow, lipidow [12,53].

2.4. Liposomy jako pasywny system dostarczania lekow

Pecherzyki liposomalne sg jednymi z pierwszych i szeroko stosowanych systemow
nanoczastek w dostarczaniu lekéw cytotoksycznych. Zaproponowane jako potencjalny system
dostarczania lekow na poczatku lat 70, staja si¢ niezbedne w zastosowaniach klinicznych,
w obszarach nanomedycyny, takich jak diagnostyka i terapie przeciwnowotworowe [54].
Potencjal liposomoéw jako systemu dostarczania lekow jest zwigzany z ich zdolnoscig do
enkapsulacji zwigzkow, ich przenoszenia i dostarczania do miejsc docelowych. Ze wzgledu na
swoje wlasciwosci fizykochemiczne liposomy sg w stanie utrzymac lek w swoich strukturach,
akumulowa¢ si¢ pasywnie w tkance nowotworowej, a nastepnie przenikaé przez naczynia
krwiono$ne do wnetrza komorek. Celowanie pasywne liposomow z transportowanym lekiem
jest mozliwe dzigki efektowi zwigkszonej przepuszczalnosci i retencji (ang. Enhanced
Permeability and Retention Effect, EPR), ktory wystepuje w szybko dzielacych si¢ komorkach,
jakimi sg komorki nowotworowe (Rysunek 4). Efekt EPR jest zwigzany z szybkim,
nieefektywnym procesem angiogenezy 1 prowadzi do powstania nieprawidtowosci
I nieszczelno$ci naczyn krwiono$nych w obrebie guza [55]. W konsekwencji, nanonosniki
mogg z tatwoscig przenikna¢ z krwiobiegu przez Srodbtonek naczyn krwionosnych guza do
docelowych komodrek nowotworowych, co przyczynia si¢ do zwickszenia selektywnosci
stosowanej procedury terapeutycznej. Ponadto, staby drenaz limfatyczny guza uniemozliwia
sprawne zawrocenie nosnikow do centralnego krwiobiegu, wydtuzajac w ten sposob czas ich
retencji w tkance docelowej. Efektywnos$¢ przenikania liposomow na skutek wspomnianego
efektu bezposrednio zwigzana jest z ich rozmiarem. Pecherzyki te powinny mie¢ $rednice ok.
100 — 1000 nm z preferowang wielkos$cig w dolnej granicy przedziatu. Rozmiar liposoméw
okoto 100 nm zapewnia wnikanie pecherzykoéw do tkanki nowotworowej przez defekty
naczyniowe Srodblonka o zblizonej Srednicy porow 1 dobre zatrzymanie w przestrzeni

srddmiazszowej z powodu braku drenazu. Jednoczesnie taki rozmiar liposomoéw jest zbyt duzy,
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aby wniknag¢ przez $ciang prawidtowo funkcjonujgcych naczyn wlosowatych w tkankach
zdrowych. Selektywne dostarczanie lekow nie jest mozliwe w przypadku matego rozmiaru
nanono$nikow ponizej 100 nm, ktére sa zdolne do przenikania takze do komorek
prawidtowych, co skutkuje efektem podobnym do podania leku w wolnej formie. Dodatkowo
istnieje mozliwos¢ szybkiego usuni¢cia ich z krwiobiegu przez filtracj¢ nerkowa. Bierna
akumulacja liposoméw, jak i zdolno$¢ przenikania przez blony biologiczne poprawia
dystrybucje lekéw do komoérek nowotworowych, w poréwnaniu do podawania lekow w postaci
wolnej [56,57]. Dzigki efektowi EPR wewnatrzguzowe stezenie leku wzrasta 10 — 100-krotnie
w poroéwnaniu z tym, ktore uzyskuje si¢ przy konwencjonalnym podawaniu leku. W tym celu
konieczne sg biodegradowalne nanono$niki, ktore bedg akumulowaé si¢ w wyniku efektu EPR,
a nastepnie uwalnia¢ swoja zawarto$¢ uzyskujac wyzsze stezenie leku wewnatrz guza niz W
osoczu [58]. Ze wzgledu na wystepujacy w nowotworach efekt EPR oraz odpowiednio dtugi
czas krazenia liposoméw we krwi mozliwe jest do uzyskania wyzsze st¢zenie tego nosnika
w tkance nowotworowej. Struktura fosfolipidowa liposomoéw jest przepuszczalna i umozliwia
powolne uwalnianie substancji czynnej. Bierne nakierowanie nosnikéw z lekiem na tkanki
chore w wyniku efektu EPR ogranicza ich akumulacje w tkankach zdrowych, co pozwala na
podniesienie skutecznosci dzialania lekow. Dzigki temu zastosowanie liposoméw pozwala
zmniejszy¢ toksycznos¢ lekow i niepozadane skutki uboczne leczenia przeciwnowotworowego
z ich zastosowaniem. Kolejna zaletg nanono$nikéw o strukturze fosfolipidowej jest mozliwos¢
kontroli ich rozmiaru, tadunku powierzchniowego i sktadu blonowego oraz fatwej modyfikacji
ich powierzchni i dwuwarstwy fosfolipidowej. Poprzez r6znorodnos¢ fizykochemiczng lipidow
mozliwe jest tworzenie rdznego typu liposomoéw uwzgledniajac wlasciwosci kapsutkowanego
leku 1 specyficzne $rodowisko nowotworu, dzigki czemu zwigksza si¢ selektywnos¢

dostarczania leku i jego efektywnos¢ dziatania w miejscu docelowym [59,60].
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Rysunek 4. Schemat przedstawiajgcy zréznicowany wychwyt liposomow i matych czgstek na

podstawie ich wielkosci w (4) normalnej i (B) tkance nowotworowej [61].

Pomimo wielu zalet, ktore poprawiaja wskazniki terapeutyczne lekéw w stosunku do
konwencjonalnego podawania lekow w formie niezwigzanej, skuteczno$¢ dostarczania lekow
za pomoca liposoméw nadal nie jest zadowalajaca. Wiele lekéw wykorzystywanych
w terapiach to silne cytostatyki, ktore nawet w niewielkim stezeniu wykazuja negatywny
wplyw na organizm. Jednak, ze wzgledu na duzy potencjal liposoméw jako nosnikéw lekow,

dalsze modyfikacje moga znaczaco poprawi¢ ich wtasciwosci.
2.5. Projektowanie no$nikéw liposomowych

W opracowaniu systemu dostarczania lekéw w postaci no$nika kapsutkujacego lek,
wazne jest spetnienie kilku krytycznych wymagan. Przede wszystkim uzyte sktadniki powinny
by¢ nietoksyczne, nieimmunogenne, biokompatybilne i biodegradowalne. Istotna jest takze
optymalizacja parametréow fizykochemicznych prowadzaca do uzyskania maksymalnej

stabilnosci struktury liposomow, wysokiej wydajnosci enkapsulacji 1 biodystrybucji lekow.
2.5.1. Sklad blony liposomowej

W przypadku projektowania no$nikéw liposomalnych nalezy zwrdci¢ uwage przede

wszystkim na dobdr lipidow tworzacych liposomy, metode ich syntezy oraz rodzaj
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kapsutkowanego leku. Dwuwarstwa liposomowa jest strukturg, ktora najbardziej rdznicuje
liposomy. Jej glownymi sktadnikami sa mieszaniny wielu fosfolipidow naturalnych badz
syntetycznych. Do czynnikow, ktore maja wplyw na strukture i wtasciwosci fizykochemiczne
dwuwarstwy fosfolipidowej mozna zaliczy¢ m.in. tadunek powierzchniowy, plynnos¢
i temperature przejscia fazowego lipidow oraz modyfikacje wewnatrz dwuwarstwy lub na
powierzchni liposomu. Jednym z waznych parametrow jest stabilno$¢ pecherzykow
liposomowych, ktéra determinuje skuteczno$¢ dostarczania zamknigtego leku do miejsca
docelowego. Rodzaj fosfolipidow, w szczegdlnosci dtugo$¢ tancucha weglowodorowego
I stopien jego nasycenia, wpltywajg na formowanie si¢ liposoméw i zdolno$¢ dwuwarstwy do
utrzymywania leku we wnetrzu no$nika. Ponadto, nienasycone lipidy sa zwigzkami
niestabilnymi, ktére w znacznym stopniu s3 podatne na utlenianie. W wyniku tego dochodzi do
uszkodzen bton liposomowych 1 zmian witasciwosci prowadzacych do przedwczesnego
uwolnienia substancji leczniczej. Wolne rodniki powstajace w procesach peroksydacji kwasoéw

thuszczowych moga szkodliwie oddziatywac na btony komorkowe [62].

2.5.2. Rozmiar liposomow

Wielko$¢ nosnikow liposomowych jest gldwnym parametrem determinujacym
biodystrybucje¢ 1 szybko§¢ usuwania z organizmu przez makrofagi ukladu RES. Liposomy
W organizmie moga oddziatywaé z biatkami obecnymi w osoczu krwi, takimi jak opsoniny,
W wyniku czego nastepuje ich szybsze wychwytywanie przez RES. Podatnos¢ na wychwyt
nos$nikow przez komorki RES oraz na opsonizacj¢ zalezy od rozmiaréw nos$nikow. Duze
liposomy o $rednicy okoto 1000 nm s3 szybciej rozpoznawane przez makrofagi w poréwnaniu
do liposomow mniejszych (okoto 100 nm), wykazujacych dtuzszy czas cyrkulacji we krwi
I zwickszong akumulacj¢ w tkance nowotworowej. Ponadto, wielkos¢ liposoméw oraz liczba
wigzan podwdjnych w tancuchu kwasow thuszczowych jest istotna podczas enkapsulacji lekow
hydrofilowych do fazy wodnej liposoméw. Proces ten zachodzi z najwigksza wydajno$é
W liposomach MLV 1 ulega obnizeniu w przypadku liposoméw jednowarstwowych. Rozmiar
liposomow w zakresie 100 — 1000 nm odpowiada za wydajne dostarczanie lekow do

nowotworow za pomocg efektu EPR [41,63].
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2.5.3. Ladunek powierzchniowy

Kolejnym waznym parametrem jest tadunek powierzchniowy liposomoéw. Grupa
hydrofilowa w fosfolipidach moze posiada¢ r6zny tadunek powierzchniowy. W zaleznosci od
zjonizowania grup polarnych, liposomy zostaty zdefiniowane jako obojetne (NL), kationowe
(CL) 1 anionowe (AL). Rodzaj 1 gestos¢ rozmieszczenia tadunku powierzchniowego maja
wplyw na stabilnos$¢ liposomow, ich biodystrybucje i akumulacje w komoérkach docelowych.
NL sa zbudowane z fosfatydylocholiny, ich wypadkowy tadunek powierzchniowy ma warto$¢
0, poniewaz ujemnie natadowana reszta fosforanowa jest neutralizowana przez dodatni tadunek
atomu azotu w cholinie. W organizmie NL s3 mniej podatne na usuwanie z krwiobiegu przez
system siateczkowo-srodbtonkowy RES, jednak ulegaja wigkszej agregacji w stosunku do
pozostatych no$nikow liposomowych. W przypadku AL ich ujemny tadunek powierzchniowy
jest zwigzany z obecnoscig fosfatydyloseryny, kwasu fosfatydowego lub diacetylofosforanu.
Sa stabilne 1 mniej podatne na agregacje, a obecnos¢ glikolipidow dodatkowo zwigksza ich czas
krazenia w krwiobiegu. Liposomy kationowe, oprocz fosfolipidow, zawieraja dodatnio
natadowane lipidy, jak np. dioleoilo-3-trimetyloamoniowy propan (DOTAP). Stosowane sg
glownie w terapii genowej jako wewnatrzkomodrkowy system dostarczania fragmentow
kwasow nukleinowych. W systemach dostarczania lekéw preferowane sa nosniki obojetne lub
anionowe, poniewaz $cianki naczyn krwiono$nych sa natadowane ujemnie, a zatem
w przypadku kationowych nosnikéw zachodzi¢ bedzie adsorpcja na powierzchni naczyn.
Ponadto, liposomy CL silnie oddzialuja z biatkami surowicy, przez co s3 szybciej
rozpoznawane i wychwytywane przez komorki RES oraz maja krotki okres pottrwania in vivo

[64,65].

2.5.4. Potencjal Zeta

Potencjal Zeta (C), ktéry zalezy od tadunku powierzchniowego, jest wazny dla
stabilno$ci nanoczastek w zawiesinie, a takze jest gldwnym czynnikiem w poczatkowej
adsorpcji nanoczgstek na blonie komodrkowej. Elektrokinetyczny potencjat liposomow
zwigzany jest z wystepowaniem na powierzchni czastek podwojnej warstwy elektrycznej
0 przeciwnie natadowanych jonach. Pierwsza z nich stanowi wewngtrzna warstwa Stern’a,
W ktorej jony sa3 mocno zwigzane z powierzchnig czastki, natomiast zewnetrzna warstwa —
dyfuzyjna, charakteryzuje si¢ stabszym zwigzaniem jonow. W obszarze warstwy dyfuzyjnej

poza oddzialywaniem elektrostatycznym wystepuje obszar, w ktorej ruch jondow jest
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przypadkowy. Potencjal Zeta uwidacznia si¢ przy wzajemnym ruchu czgstek wzgledem
osrodka i definiowany jest jako potencjat wystepujacy na granicy faz powierzchni oddzielajace;j
czastke (liposom) wraz z zaadsorbowanymi jonami od pozostatej czesci warstwy podwojne;.
W przypadku wysokiego i ujemnego lub dodatniego potencjatu, ze wzgl¢du na odpychanie
elektrostatyczne, uktad charakteryzuje si¢ dobrg stabilno$cig i jest mniej podatny na degradacje
chemiczng badz agregacje. Natomiast potencjat zblizony do 0 §wiadczy o niskiej stabilno$ci
uktadu, co wptywa niekorzystnie na wlasciwosci liposomoéw, ktére ulegaja fuzji tworzac

wigksze agregaty [66,67].

2.5.5. Plynnos$¢ blony

Fosfolipidy charakteryzujg si¢ temperaturg przejscia fazowego Tm, ktora okresla stan
fizyczny dwuwarstwy — ponizej tej wartosci btona liposomowa wystepuje w fazie zelowej Lg,
a powyzej ulega przemianie do fazy ptynno-krystalicznej L,. W fazie Zelowej liposomy
posiadaja sztywna i dobrze zorganizowang dwuwarstwe fosfolipidowa, dzigki czemu jest mniej
przepuszczalna dla substancji zamknigte] wewnatrz. Natomiast dwuwarstwa w fazie plynne;j
staje si¢ rozluzniona i nieuporzadkowana, co skutkuje wyciekiem leku z wnetrza liposomow.
Przepuszczalno$¢ dwuwarstwy mozna modyfikowaé przez dobdr fosfolipidow o okreslonej
temperaturze przejscia fazowego. Warto$¢ Tm dla poszczegdlnych fosfolipidow jest rozna
i wynosi od -20°C do 90°C. Szeroki przedziat tych wartosci zalezy od budowy tancuchow
fosfolipidow. Ich dtugos¢ oraz stopien nasycenia reszt kwasow ttuszczowych maja wptyw na
upakowanie i plynno$¢ blony liposomowej. Obecnos¢ podwdjnego wigzania w tancuchu
weglowodorowym kwasu thuszczowego powoduje jego zakrzywienie. Na skutek gorszego
dopasowania do siebie sgsiadujgcych czgsteczek dochodzi do rozluznienia struktury i wzrostu

ptynnosci dwuwarstwy, ktora charakteryzuje si¢ gorszg zdolnosciag do utrzymywania leku [68].

Przej$cie fazowe dwuwarstwy fosfolipidowej polega na zmianie jej parametrow
fizykochemicznych podczas dostarczania do uktadu energii w postaci ciepta. Przepuszczalnos$¢
dwuwarstwy w liposomowych nosnikach lekow jest cecha niekorzystng, poniewaz zbyt
wczesne uwolnienie leku prowadzi do obnizenia wydajnosci nosnikéw w dostarczaniu
terapeutykow do miejsca docelowego [17,69]. Dlatego przy projektowaniu takich no$nikéw
leku nalezy uwzglednia¢ warunki panujagce w miejscu docelowym. W temperaturze
fizjologicznej liposomy ztozone z fosfolipidow o wysokiej Tm (> 37°C) beda wykazywac
stabszg przepuszczalno$¢ dwuwarstwy wobec kapsutkowanych w ich wnetrzu lekow. Z kolei,

liposomy z niska Tm (< 37°C) beda ulegaé przejs$ciu fazowemu prowadzac do przedwczesnego
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uwolnienia transportowanego leku. Niekiedy modyfikacje sktadu dwuwarstwy fosfolipidowej,
celem podwyzszenia warto$ci temperatury przej$cia fazowego, dotyczg wlaczenia niewielkich
frakcji zwigzkow. Najczesciej jest to cholesterol, dodawany do blony liposomowej w stezeniu
30% mol w stosunku do lipidow. Cholesterol wystepuje naturalnie w blonach biologicznych,
podobnie jak fosfolipidy jest zwigzkiem amfifilowym. W zwigzku z tym podczas witaczania do
dwuwarstwy grupy hydroksylowe ustawiaja si¢ w kierunku czesci hydrofilowej, a sztywna
struktura pierscieni cholesterolu wbudowuje si¢ rownolegle do ogonéw fosfolipidow, co
znacznie ogranicza plynno$s¢ dwuwarstwy. Zwickszona stabilno$¢ liposomow po
wprowadzeniu cholesterolu jest uzyskiwana dla matych pecherzykéw o srednicy okoto 100 nm,

zbudowanych z dtugotancuchowych, nasyconych fosfolipidow fosfatydylocholiny [32,70].

2.5.6. Powloka hydrofilowa

Modyfikacje polegajace na wprowadzeniu dodatkowych czastek na powierzchnig
liposoméw moga poprawiac ich stabilno$¢, wydhuzy¢ okres pottrwania we krwi 1 zapobiegad
wykryciu przez uklad odpornosciowy. Hydrofilowe czasteczki polimeréw sa zwigzane
kowalencyjnie poprzez wigzania estrowe lub dwusiarczkowe z powierzchnig liposomu tworzac
ostonke hydropolimerowa. Najczesciej, do otrzymywania sterycznie stabilizowanych
liposoméw (znanych rowniez jako liposomy stealth) wykorzystuje sie¢ glikol polietylenowy
PEG [71,72].

Podsumowujac, cechy otrzymanego no$nika liposomowego s3 istotne przy jego
zastosowaniu. Dlatego etapy projektowania i syntezy musza by¢ starannie zaplanowane, aby
uzyska¢ wydajny system dostarczania lekow. Uwzgledniajagc warunki fizjologiczne panujace
w miejscu docelowym istotne jest, aby mieszanina lipidow charakteryzowata si¢ Tm > 37°C,
dzigki czemu otrzymane liposomy beda stabilne w organizmie i efektywnie dostarczaé
kapsulkowany lek. Ponizej 37°C dwuwarstwa charakteryzuje si¢ wigksza przepuszczalnoscia,

a wigc liposomy beda przedwczesnie uwalniac lek.

2.6. Celowane dostarczanie i kontrolowane uwalnianie lekow

W $wietle dotychczasowej wiedzy wykazano, ze liposomy sga niewystarczajace jako
samodzielny system dostarczania lekow. Gtoéwne wady no$nikow liposomowych to powolny
transport 1 akumulacja w nowotworze, podatno$¢ na fagocytoze i niedostateczne uwalnianie

leku w miejscu docelowym. Lek, docierajac do tkanki nowotworowej pozostaje wcigz
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zamkniety w liposomach, a wigc nie jest biodostgpny. Stad tez nieustannie poszukuje si¢
sposobdw na rozwigzanie powyzszych problemow. Znaczace wysitki w zakresie projektowania
1 opracowywania nowatorskich systeméw dostarczania lekow do celowanej chemioterapii
przeciwnowotworowej nadal stanowig powazne wyzwanie. Gléwnym kierunkiem badan jest

ulepszanie systemu dostarczania leku, ktore obejmuje dwa gldéwne podejscia.

Pierwsze dotyczy aktywnego, ukierunkowanego prowadzenia nosnika z lekiem do
miejsca docelowego. Istnieja dwa glowne mechanizmy: celowanie pasywne, opisywane
wczesniej w rozdziale 2.4. 1 celowanie aktywne. Pasywna akumulacja liposoméw w tkankach
nowotworowych za posrednictwem efektu EPR jest niedostateczna aby zapewni¢ pozadang
ilo$¢ leku w miejscu docelowym. Ze wzgledu na nieprecyzyjna i powolng dystrybucje
wymagane jest stosowanie no$nikéw, pozostajacych wystarczajaco dlugo w krwiobiegu.
Ponadto, nie we wszystkich guzach wystgpuje porowatos¢ naczyn 1 wysoki stopien
unaczynienia guza. Okre$lona trwato$¢ i czas krazenia preparatu liposomalnego wraz
z powolnym dziataniem (pasywna akumulacja) uniemozliwia petne dostarczenie leku i stwarza
potrzebe do aktywnego celowania przez funkcjonalizacje powierzchni réznymi ligandami
kierujacymi, takimi jak biatka, peptydy, aptamery czy kwasy nukleinowe. Przytaczenie tych
zwigzkéw do liposoméw moze jeszcze bardziej poprawi¢ skuteczno$¢ i1 specyficznosé
ukierunkowanego dostarczania lekow do miejsc docelowych. Strategia celowania, obejmujaca
gtownie liposomy sprzezone z ligandami, polega na uzyskaniu specyficznego ukierunkowania
na nowotwor w wyniku interakcji migdzy ligandem a receptorem ulegajacym nadekspres;ji
w komorkach nowotworowych [57,58,73]. Do powierzchni liposoméw najczesciej przytaczane
sa zwigzki, takie jak witaminy — kwas foliowy, glikoproteiny — transferryna, lipoproteiny —
apolipoproteina B oraz przeciwciata, posiadajace wysokie powinowactwo do nowotworu
spowodowane obecno$cig charakterystycznych ugrupowan kierujacych, ktore wigza si¢ ze
specyficznymi receptorami na powierzchni komoérek nowotworowych. Przyktadem
potencjalnego ligandu kierujgcego jest kwas foliowy. Receptor kwasu foliowego jest wysoce
selektywnym markerem nowotworowym, jego nadmierna ekspresja wystepuje W wielu
nowotworach, takich jak rak jajnika, jelita grubego i piersi i jednocze$nie nie jest obecna
w wigkszosci prawidtowych tkanek. Wykazano, ze potaczenie kwasu foliowego z liposomami
utatwia, specyficzne dla nowotworu, dostarczanie lekéw przeciwnowotworowych. Podobnie
jak inne ligandy o niskiej masie czasteczkowej, kwas foliowy charakteryzuje si¢ prosta
koniugacja z nosnikiem, brakiem immunogennosci i niskim kosztem. Jednak w wielu r6znych

rodzajach ligandow celujacych, ich stosowanie moze by¢ ograniczone w zaleznosci 0od miejsca
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wystepowania nowotworu. W zdrowych komoérkach czesto zachodzi ekspresja tych samych
receptoréw, CO powoduje nizszg specyficznosé i powinowactwo interakcji ligand-receptor
w komorkach nowotworowych. W tym przypadku wydajnos¢ i selektywnos¢ dostarczania
lekéw przeciwnowotworowych z wykorzystaniem liposoméw sprz¢zonych z ligandem do guza
nowotworowego ulega obnizeniu. Inne wazne czynniki, ktére nalezy wzig¢ pod uwagg,
obejmuja poziom ekspresji receptora w komodrkach nowotworowych, zdolno$¢ i szybkos¢
internalizacji, powinowactwo wigzania receptora, rozmiary ligandéw, ich immunogenno$¢
i dostepnos¢ [74-76]. Dostarczanie lekow za pomoca liposomow czesto jest nieefektywne
z powodu niekontrolowanego i stosunkowo powolnego uwalniania enkapsulowanych lekoéw
W miejscu guza. Stwarza to potrzebe opracowania liposomow reagujacych na bodzce, ktore
moga spowodowac szybkie uwalnianie lekow w odpowiedzi na czynniki wewnetrzne lub

zewngetrzne.

Drugim podejsciem podnoszacym skutecznos¢ dostarczania lekéw za pomoca liposomow
jest wprowadzenie kontrolowanego uwalniania leku w okre§lonym miejscu i czasie. Liposomy
reagujace na bodzce staly si¢ obiecujagcym sposobem dostarczania i uwalniania lekdw w sposob
selektywny. Specyficzne zrédto wewnatrzkomorkowej lub zewnatrzkomorkowej aktywacji za
pomoca czynnikéw chemicznych, biochemicznych lub fizycznych moze modyfikowa¢ stan
strukturalny liposomow, prowadzac w ten sposob do zainicjowania uwalniania leku
w srodowisku nowotworu. Aktywacja uwalniania polega na kontrolowanym wycieku lekow
w miejscu docelowym na skutek zastosowania bodzcow zewnetrznych, takich jak:
ultradzwieki, $wiatlo, temperatura wobec liposomow wrazliwych na nie. Inny sposob
inicjowania uwalniania lekow z liposomow jest kontrolowany wewnetrznie i zalezy od
zmiennosci $rodowiska nowotworu w stosunku do $rodowiska tkanek prawidtowych.
W komorkach nowotworowych, z powodu zwiekszonej aktywnos$ci metabolicznej, wystepuje
zmniejszone stezenie tlenu, nizsze pH oraz wyzszy poziom GSH, co w rezultacie tworzy
wysoce redukujace 1 kwasne srodowisko w poréwnaniu do srodowiska komorek prawidtowych
[77]. W zwiazku z tym, mechanizm rozpadu kapsutki moze by¢ inicjowany bodzcami
srodowiskowymi, takimi jak: pH, enzymy, redoks, hipoksja [78,79]. W odpowiedzi na
odmienne warunki srodowiskowe w obrebie guza nowotworowego, odpowiednia konstrukcja
liposomow pozwala na uwolnienie leku — najczesciej stosowane sg liposomy (lipidy) wrazliwe
na pH. W warunkach niskiego pH dochodzi do zmian w przepuszczalnosci btony liposoméw
wrazliwych na pH na skutek protonowania/deprotonowania grup aminowych dwuwarstw

lipidowych [80]. Innym przyktadem jest zastosowanie liposomow fuzjogennych, ktore
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W wyniku przylaczenia biatka wirusowego sa zdolne do uwolnienia leku bezposrednio do
cytoplazmy [81]. Istnieje wiele mozliwosci modyfikacji i tworzenia funkcjonalnych,
wydajnych nanosystemow za pomocg formulacji liposomalnych, ktére zapewniaja zwigkszong
specyficznos¢ w stosunku do komoérek nowotworowych. Ostatnio coraz wigcej uwagi skupia
si¢ na selektywnym dziataniu pola magnetycznego. W ramach tej pracy rowniez opracowano
no$nik liposomalny, do ktérego wprowadzenie nanczgstek magnetycznych pozwolito na
utworzenie podatnego na pole magnetyczne systemu DDS. Pole magnetyczne zostato
wykorzystywane zaréwno do celowania nosnikiem z lekiem w komorki nowotworowe, jak
i jako bodziec zewnetrzny do inicjowania uwalniania leku w miejscu docelowym. Jednym
z takich lekow, ktory powinien by¢ dostarczany w formie enkapsutowanej do komorek
nowotworowych jest doksorubicyna ze wzgledu na swoje dzialanie niepozadane wobec

komorek prawidtowych.

2.7. Doksorubicyna i Doxil

Niezmienng pozycje w leczeniu nowotworéOw piersi zajmujg silne S$rodki
chemioterapeutyczne z grupy antybiotykow antracyklinowych. Sa to zwiazki interkalujace
DNA, prowadzace do rozpadu DNA i zahamowania proliferacji komorek nowotworowych.
Doksorubicyna (DOX) wytwarzana przez bakterie Streptomyces peucetius, ma duze znaczenie
kliniczne jako lek przeciwnowotworowy. Pomimo silnej aktywnosci przeciwnowotworowe;j,
konwencjonalne stosowanie doksorubicyny jako leku wolnego jest ograniczone przez
wystepowanie licznych dziatan niepozadanych, takich jak: trudnosci farmakokinetyczne,
kardiomiopati¢ i lekooporno$¢ w zwigzku z dlugotrwatym leczeniem przeciwnowotworowym
[82,83].

W celu ominigcia stosowania postaci wolnej doksorubicyny zostaty opracowane m.in.
specjalne otoczki tabletek, dzigki ktérym otrzymano preparaty o przedtuzonym uwalnianiu
substancji leczniczej, plastry z lekami, ktore dodatkowo umozliwiajg przenikanie przez skore
lub opracowane no$niki nanoczgstek w celu uwiezienia i dostarczenia lekow do miejsc
chorobowych. Komercyjnie dostepnym nanonos$nikiem, zawierajacym doksorubicyne
zamknieta w liposomach, jest Doxil®, ktory byl pierwszym tego typu preparatem
dopuszczonym do leczenia (zatwierdzonym przez Agencje Zywnosci i Lekéw, FDA w 1995).
Dwuwarstwa liposomu tego preparatu zlozona jest z mieszaniny fosfatydylocholiny
i cholesterolu, o wysokiej Tm = 53°C i otoczona warstwa zewnetrzng glikolu polietylenowego

(PEG). Liposomalny preparat z chlorowodorkiem doksorubicyny zostal zatwierdzony
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W leczeniu migsaka Kaposiego zwigzanego z AIDS, szpiczaka mnogiego, raka piersi 1 jajnika.
Jego zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej polega na zmniejszeniu cigzkich skutkow
ubocznych: kardiotoksycznosci i mielosupresji obserwowanych w przypadku podania wolnej
doksorubicyny oraz silniejszym  dzialaniu  przeciwnowotworowym  wynikajacym
z utrzymywania wysokiego stezenia leku w tkance nowotworowej. Dostarczanie leku do
miejsca wystepowania nowotworu zachodzi z udziatem liposomow, ktore posiadaja zdolnosé
do biernej akumulacji ze wzgledu na efekt EPR i powolnego uwalniania leku. Zastosowanie
otoczki PEG pozwala na przedtuzony czas krazenia leku we Krwi i unikaniu wychwytu
liposomu przez uktad RES. Korzysci stosowania zakapsutkowanej DOX umozliwiajg
stosowanie mniejszych dawek terapeutycznych ze wzgledu na mniejsza niz wolna DOX
objetos¢ dystrybucji. Ten parametr farmakokinetyczny okresla teoretyczng objetos¢ ptynow
ustrojowych, w ktorej cytostatyk po rownomiernej dystrybucji, osiggatby identyczne st¢zenie
jak we krwi. Pokazuje to, ze liposomalna doksorubicyna jest rozdystrybuowana jedynie
w naczyniach krwionosnych, podczas gdy wolna forma tego leku jest rozprowadzana na
wszystkie tkanki organizmu [84-86]. Jak wcze$niej wspomniano, przy obecnych osiggnigciach
naukowych liposomy nie sg wystarczajace jako samodzielny no$nik leku. Istniejace nowe
rozwigzania maja na celu poprawe skutecznosci istniejacych no$nikow lekow, a tym samym
terapii przeciwnowotworowej przez: ochron¢ lekoéw, celowane dostarczanie, kontrolowane
uwalnianie w okre§lonym miejscu, czasie 1 z pozagdanym profilem 1 znaczne ograniczenie
dziatah niepozadanych. Modyfikacje liposomdw, w tym omawiane szerzej magnetoliposomy,

maja duzy potencjat do zastosowania klinicznego [87-89].

3. Nanoczastki magnetyczne

Materialy magnetyczne charakteryzuja si¢ roznymi wtasciwosciami magnetycznymi, ktore

definiowane sg przez takie wielkosci jak:

Moment magnetyczny — jest miarg wielkosci pola magnetycznego wytwarzanego w wyniku
przemieszczania si¢ fadunkow elektrycznych umieszczonych w polu magnetycznym. Sktadowa
momentu magnetycznego moze by¢ zwigzana z ruchem elektronu dookota wilasnej osi
(spinowy moment magnetyczny) lub wokot jadra atomowego (orbitalny moment
magnetyczny). Oba te efekty magnetyczne oraz momenty magnetyczne jader sumujg si¢ dajac
catkowity moment magnetyczny atomu. W przypadku gdy momenty magnetyczne wewnatrz
materialu sg ze sobg stabo sprzezone, wystepuje zjawisko paramagnetyzmu, natomiast gdy

sprzgzenie jest duze wyrdznia si¢ rdznego typu oddziatywania magnetyczne.
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Podatno$¢ magnetyczna — jest kolejnym parametrem charakteryzujacym wilasciwosci
magnetyczne materiatow i stuzy okresleniu wielkosci namagnesowania materiatu w funkcji
natezenia przylozonego pola magnetycznego H. Stan, w ktéorym wzrost natezenia pola
magnetycznego nie powoduje wzrostu namagnesowania materiatu okreslany jest

namagnesowaniem nasycenia [90].

Remanencja, namagnesowanie resztkowe to namagnesowanie pozostate w materiale

ferromagnetycznym (takim jak zelazo) po usunigciu zewngtrznego pola magnetycznego.

Koercja magnetyczna to warto$¢ natezenia zewnetrznego pola magnetycznego, przy ktérym

namagnesowanie resztkowe materialu magnetycznie twardego (magnesu) zmniejsza si¢ do zera

[90,91].
3.1. Magnetyzm

Materiaty magnetyczne cechujg si¢ silnymi oddzialywaniami migdzy momentami
magnetycznymi pojedynczych, sasiadujagcych atoméw lub czastek, ktoére powoduja
spontaniczne uporzadkowanie momentdw magnetycznych w okre§lonym kierunku. Na
postawie wartosci wypadkowych momentéw magnetycznych oraz orientacji momentéw
magnetycznych mozna wyrézni¢ grupy, magnetykoéw: ferromagnetyki, ferrimagnetyki
i antyferromagnetyki. Zachowanie momentéw magnetycznych dla poszczegdlnych typow

materialow magnetycznych przedstawiono na Rysunku 5 [92].

Ferromagnetyzm Ferrimagnetyzm Antyferromagnetyzm

Rysunek 5. Schematyczne przedstawienie orientacji momentow magnetycznych (strzatki)
w ferromagnetykach, ferrimagnetykach i antyferromagnetykach w zerowym polu

magnetycznym.

Ferromagnetyki to materiaty o duzych momentach magnetycznych, ktére w poréwnaniu
do innych magnetykéw potrafig osiggnaé¢ wyzsze namagnesowanie przy stabszym polu
magnetycznym. Takie zjawisko jest spowodowane obecnosciag atomow o momentach
magnetycznych réznych od zera, ktore sg silnie sprz¢zone 1 utozone réwnolegle wzgledem

siebie. Spontanicznie namagnesowane mate obszary zwane domenami posiadajg
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uporzadkowane momenty magnetyczne i jednorodne namagnesowanie. Sgsiednie domeny sg
przedzielone $cianami domenowymi, w ktorych wystepuje zmiana orientacji momentow.
Roézne kierunki namagnesowania domen mogg si¢ wzajemnie znosi¢ (wypadkowy moment
magnetyczny probki bedzie zerowy) i w tym przypadku pomimo spontanicznego silnego
namagnesowania materiat moze w zerowym polu nie wykazywa¢ namagnesowania.
Wilasciwosci magnetyczne materiatéw ulegaja zmianie w zaleznoSci od temperatury
I w przypadku ferromagnetykow jest ona definiowana krytyczng warto$cig, zwang temperatura
Curie Tc. Przekroczenie wartosci progowej Tc powoduje utrate wlasciwosci
ferromagnetycznych na skutek podwyzszonej temperatury. W tych warunkach materiat traci
ferromagnetyczne uporzadkowanie momentéw magnetycznych, namagnesowanie maleje do
zera 1 wowczas probka staje si¢ paramagnetyczna [93]. Ferromagnetyki charakteryzuje takze
histereza magnetyczna, ktéra oznacza, ze na obecny stan namagnesowania wptywa nie tylko
natezenie przylozonego pola magnetycznego, ale i roéwniez stany namagnesowania
poprzedzajace aktualny stan namagnesowania. Na skutek wcze$niejszych namagnesowan
ferromagnetyku usunigcie pola magnetycznego powoduje, ze probka jest wcigz
namagnesowana. Wynika to z nieodwracalnych procesé6w przemieszczania si¢ $cian
domenowych i obracania momentéw magnetycznych w domenach, ktoére uniemozliwiajg
przywrdcenie stanu wyjsciowego (sprzed namagnesowania) domen przy zerowym polu
magnetycznym. Opisane zjawisko posiada typowy przebieg krzywej namagnesowania, ktory
przedstawiono na przyktadzie zelaza na Rysunku 6. Poczatkowo, przy zerowym zewngtrznym
polu magnetycznym (Ho = 0) probka nie jest namagnesowana. Stopniowo zwickszajac wartos¢
indukcji Ho rosnie namagnesowanie probki H. Krzywa A to krzywa pierwotnego
namagnesowania, poniewaz ma swoOj poczatek w punkcie 0,0. Po osiggnieciu przez
ferromagnetyk stanu nasycenia magnetycznego, w ktorym dalsze zwigkszanie wartosci Ho nie
wplywa na namagnesowanie probki, w uktadzie stopniowo zmniejszano zewngtrzne pole
magnetyczne do Ho = 0. Namagnesowanie probki ulega zmniejszeniu, jednak przebieg krzywej
namagnesowania (krzywa B) jest r6zny od poczatkowej (krzywa A). Ponadto, przy catkowitym
usunigciu zewngtrznego pola magnetycznego warto$¢ indukcji probki H jest niezerowe
(pozostato§¢ magnetyczna), a wiec jest ona trwale namagnesowana. W kolejnym kroku,
zastosowanie zewngtrznego pola magnetycznego o przeciwnym zwrocie (na wykresie: ujemna
warto$¢ Ho) pozwala usungé namagnesowanie probki, a warto$¢ pola przeciwnego okresla si¢
jako koercja (pole koercji). Dalsze zwigkszanie pola zewnetrznego powoduje wzrost
namagnesowania probki do momentu osiggnigcia stanu nasycenia i jej zmniejszanie podczas

obnizania indukcji magnetycznej. W tym przypadku przebieg namagnesowania jest zgodny
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Zz krzywa C na wykresie. W opisywanym przypadku, niemozliwy jest powrdt na krzywa
namagnesowania stanu wyjsciowego (0,0). Krzywa namagnesowania osiagneta petle,
rejestrowang od stanu nasycenia materialu przez stan nasycenia w przeciwnym Kkierunku
i Z powrotem. Podsumowujgc, ponizszy wykres przedstawiajacy histereze magnetyczng
potwierdza, ze na namagnesowanie ferromagnetykow ma wptyw zaro6wno warto$¢ natgzenia
pola magnetycznego, jaka ma w danym momencie pole zewngetrzne (stan obecny), jak i1 we
wszystkich stanach poprzednich [94,95]. Do grupy ferromagnetykéw oprocz wspomnianego
zelaza nalezg tez inne metale jak: kobalt, nikiel, gadolin oraz niektore ich stopy i zwigzki
[96,97].
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Rysunek 6. Schemat przebiegu krzywej namagnesowania i petli histerezy, wykres zaleznosci
indukcji magnetycznej Zelaza umieszczonego w polu magnetycznym: krzywa pierwotnego
namagnesowania probki (A), krzywa uzyskana przy obnizaniu wartosci pola zewnetrznego (B),

krzywa ponownego namagnesowania probki (C), petla histerezy (BC).
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Ferromagnetyki charakteryzuja si¢ r6zng podatnos$ciag magnetyczng dlatego zostaty

podzielone na:

- materialy magnetycznie migkkie, ktore posiadajg waska petle histerezy, tatwo i silnie si¢
magnesuja ze wzgledu na duzg podatno§¢ magnetyczng, réwnie tatwo ulegaja
rozmagnesowaniu przez matg remanencj¢ magnetyczng; maja matg warto$¢ pola koercji, dzigki

czemu straty energii zwigzane z histereza (przemagnesowaniem) sg niewielkie.

- materialy magnetycznie twarde o szerokiej petli histerezy, charakteryzuje je duza koercja
I wysoka remanencja magnetyczna (trwate namagnesowanie), dzigki czemu moga by¢

stosowane do wyrobu magnesow trwatych [98].

Ferrimagnetyki wykazuja podobne do ferromagnetykéw zachowania w polu
magnetycznym. Posiadaja domeny magnetyczne, w ktorych wystepuja zjawiska histerezy
i nasycenia namagnesowania. Material moze spontanicznie si¢ namagnesowaé w temperaturze
pokojowej, a jego wlasciwosci magnetyczne zanikaja powyzej temperatury Néela, ktora jest
odpowiednikiem temperatury Curie dla ferromagnetykow. Jednak w tych uktadach utrata
magnetyzacji zachodzi przy duzo nizszych wartosciach temperatury. Orientacja momentow
magnetycznych w ferrimagnetykach jest przeciwna (antyréwnolegla). Przeciwstawne,
uporzagdkowane momenty w tych materiatach maja r6zne wartos$ci, dzigki czemu wypadkowy
moment magnetyczny jest niezerowy 1 umozliwia magnetyzacj¢. Do materiatow
uporzadkowanych ferrimagnetycznie nalezy wiekszos$¢ ferrytow bedacych tlenkami metali
zawierajacymi tlenek zelaza Fe2Os. Magnetyt (FesOs) stanowi dobry przykiad, poniewaz
w jego przypadku silny magnetyzm jonow zelaza przewaza nad magnetyzmem jondéw tlenu
[99].

W antyferromagnetykach wystepuje podobna do ferrimagnetykéw struktura
magnetyczna, w ktore] momenty magnetyczne w podsieciach uporzadkowane sa
antyrownolegle, jednak w tym przypadku sg tej samej wielkosci i dochodzi do wzajemnej
kompensacji momentéw magnetycznych. Catkowite namagnesowanie materiatu jest wtedy
réwne zeru. W zwiazku z tym, przy braku zewngtrznego pola magnetycznego uklad nie
wykazuje spontanicznego namagnesowania ponizej temperatury Neela. Klasycznym

przyktadem materiatu antyferromagnetycznego jest tlenek manganu (I1) MnO [100].
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3.2. Nanoczastki magnetyczne tlenku zelaza

Zelazo jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych pierwiastkéw na Ziemi.
Wystepuje naturalnie jako gtowny sktadnik mineratow takich jak hematyt (a-Fe2O3), magnetyt
(FesO4), maghemit (y-Fe203), syderyt (FeCOs), limonit (Fe.Os3-nH20), piryt (FeSz), goetyt
(FeOOH) i zelazo rodzime (Fe) [101]. Metal ten posiada wlasciwosci magnetyczne i jest
zaliczany do materialtow magnetycznych, ktére wykazuja ferromagnetyzm (ponizej

temperatury Curie) lub ferrimagnetyzm (ponizej temperatury Néela).

3.2.1. Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza

Unikalne 1 specyficzne wlasciwo$ci magnetycznych nanoczastek magnetycznych (ang.
Magnetic Nanoparticles, MNP) wynikaja przede wszystkim z ich niewielkiego rozmiaru.
Podczas zmniejszania rozmiaru materiatu do rozmiarow nanometrycznych uzyskiwany jest
stan, w ktorym wielko$¢ ferromagnetyka jest mniejsza od $ciany domenowej oddzielajacej
sasiadujagce domeny. Przy braku mozliwosci utworzenia oddzielnych domen, nanoczastki
magnetyczne wystepuja jako jednodomenowe. Podstawa do tworzenia czastek
jednodomenowych znajduje swoje wyjasnienie w zaleznos$ciach energetycznych. Jest to
korzystniejszy uktad, w ktorym energia magnetostatyczna czastki o krytycznym rozmiarze jest

mniejsza niz tzw. energia bariery potrzebna do wytworzenia $cian domenowych [102].

Najlepiej zbadanymi nanoczgstkami magnetycznymi do zastosowan biomedycznych sg
magnetyt (FesOs) i maghemit (y-Fe20z). Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza
(ang. Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles, SPION) zbudowane z magnetytu,
przyciagaja uwage ze wzgledu na ich dobre wlasciwosci magnetyczne. Wielko$¢ nanoczastek
magnetycznych jest kluczowym wyznacznikiem ich wlasciwosci magnetycznych. Tlenki
zelaza o wielko$ci mniejszej niz okoto 20 — 30 nm zawierajg pojedyncza domen¢ magnetyczng
z pojedynczym momentem magnetycznym i nie oddzialuja z sgsiednimi domenami. Po
zastosowaniu zewnetrznego pola magnetycznego, moment magnetyczny jednodomenowych
MNP dopasowuje si¢ do kierunku pola, uzyskujac ustalony kierunek namagnesowania.
Rownomierne namagnesowanie i brak interakcji z sgsiednimi domenami powoduje utrate
magnetyzacji po usuni¢ciu pola magnetycznego. Zjawisko to okreslane jest jako
superparamagnetyzm i 0znacza, ze w nieobecno$ci zewngetrznego pola magnetycznego domeny
powracajag do stanu nieuporzadkowanego z powodu ich szybkiego odwrocenia momentu

magnetycznego (Rysunek 7-A). W tym przypadku (nanoczastek jednodomenowych), zar6wno
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parametry pola magnetycznego, jak i magnetyzacja resztkowa sa rowne zero. Namagnesowanie
superparamagnetyku (M) w funkcji zewnetrznego pola magnetycznego (B) przedstawia

Rysunek 7-B i opisuje ponizsze rownanie:

B 1
M=MS-L/L), L&) = coth(x)- =
kBT X

gdzie oznacza Ms oznacza namagnesowanie nasycenia, 4 to wypadkowy moment magnetyczny
nanoczastki jednodomenowej, kg jest stalg Boltzmanna, T to temperatura, a L(x) to funkcja
Langevina. Wlasciwosci superparamagnetyczne nanoczastek sa szczegodlnie istotne
W zastosowaniach biomedycznych jako no$niki lekoéw, poniewaz pozwalajg zachowac
stabilno$¢ koloidalng SPION oraz chroniag przed potencjalnym zatkaniem naczyn
krwiono$nych. Dodatkowo, nanoczastki tlenkow zelaza matych rozmiaréw charakteryzujg si¢
duzym stosunkiem powierzchni do objetosci, co poprawia stopien wigzania lek-no$nik
I biodystrybucje¢ leku w organizmie. Waznym czynnikiem jest takze mozliwos¢ modyfikacji
powierzchni nanoczastek magnetycznych, biokompatybilnos¢ tkankowa i komorkowa oraz

tatwos¢ ich pdzniejszego usunigcia z organizmu przez filtracje nerkowa [103,104].

Ferromagnetyzm _ Superparamagnetyzm M

5

Pole
magnetyczne

5

N

Brak pola
magnetycznego

Rysunek 7. Zachowanie magnetyczne ferromagnetycznych i superparamagnetycznych
nanoczgsteczek w zewnetrznym polu magnetycznym  (A), Kkrzywa namagnesowania

superparamagnetyku umieszczonego w polu magnetycznym (B).

3.2.2. Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza w zastosowaniach in vivo

Potencjal superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza jest coraz czg$ciej
wykorzystywany zaré6wno w celach diagnostycznych, jak 1 terapeutycznych, a takze
W monitorowaniu skuteczno$ci terapii. Przydatno$¢ SPION jako s$rodkéw kontrastowych

W obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego (ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI)
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umozliwia diagnoze postgpujacych chordob w ich wezesnych stadiach 1 wczesniejsze leczenie
[105]. Przez dozylne wstrzyknigcie $rodka kontrastowego, SPION sg pobierane z naczyn
krwiono$nych przez lita tkanke nowotworowa umozliwiajagc obrazowanie tkanek migkkich.
Obrazowanie w diagnostyce nowotworow z uzyciem nanoczastek tlenku zelaza moze by¢
bardziej skuteczne niz z wykorzystaniem tradycyjnych $rodkow kontrastowych (jod, bar,
zwigzki gadolinu) ze wzgledu na ich maty rozmiar i dobre wiasciwos$ci optyczne zapewniajace
dobry kontrast badania MRI. Zdolno$¢ akumulacji nanoczastek w guzach dzigki efektowi EPR
prowadzi do zwigkszenia ich selektywno$ci przez dluzszy czas, co wzmacnia doktadnosé
obrazow przez kontrast miedzy guzem a otaczajacg zdrowa tkankg [106]. Nanoczgstki majg
robwniez ogromne zastosowanie w celowanej terapii przeciwnowotworowej przy uzyciu
hipertermii magnetycznej (ang. Magnetic Hyperthermia, HM) lub poprzez dostarczanie
chemioterapeutykow do okreslonego miejsca. Podstawa stosowania terapii hipertermicznej jest
wykorzystanie roéznic we wrazliwosci komodrkowej na wzrost temperatury (do 45°C).
Nanoczastki magnetyczne docierajg i akumulujg si¢ w guzie, a zatem wytwarzanie energii
cieplnej w zmiennym polu magnetycznym (ang. Alternating Magnetic Field, AMF) pozwala
na skuteczne niszczenie komorek nowotworowych, ktore dodatkowo sg bardziej wrazliwe na
gwaltowne zmiany temperatury. Miejscowe podniesienie temperatury moze spowodowac
zmniejszenie guza. Hipertermia czgsto stanowi uzupelnienie innych metod leczenia

nowotworow, takich jak radioterapia i chemioterapia [107,108].

Nanoczastki magnetyczne moga réwniez zwigkszy¢ skuteczno$¢ dostarczania lekow
przeciwnowotworowych. Sg one wykorzystanie w systemach dostarczania lekow, w ktérych
nanoczastki wigzg lek do swojej powierzchni i naprowadzajag go do miejsca wystepowania
nowotworu za pomocg zewngetrznego pola magnetycznego. W przypadku terapii celowanej
nowotworow transportowany lek jest uwalniany miejscowo, a nanoczastki FesOs stanowigce
jego nosnik sg stabilne w krwiobiegu 1 poprawiaja jego akumulacj¢ w obrebie guza, co
zapewnia skuteczne dostarczenie lekow w dawce terapeutycznej [109]. Nanoczastki te moga

réwniez przenosi¢ inne zwigzki terapeutyczne jak np. geny, przeciwciala czy biatka [110].

3.3. Metody syntezy nanoczastek magnetycznych

Metody wytwarzania nanoczgstek mozna podzieli¢ na metody ,,0ddolne”, okreslane
takze jako bottom-up, polegajgce na budowaniu struktury nanometrycznej z pojedynczych
atomow lub czasteczek i metody ,,0dgérne”, tzw. top-down, polegajace na rozdrabnianiu

mikrometrycznej struktury do skali nanometrycznej. W celu uzyskania nanoczastek tlenkow
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metali o wysokiej stabilno$ci i duzej czystosci chemicznej, a takze o pozgdanych rozmiarach
stosuje si¢ metody bottom-up obejmujace strategie chemiczne, takie jak wspotstracanie,
rozktad termiczny, metody zol-zel, metody hydro- i solwotermiczng oraz metody emulsyjne
[111,112]. Wigkszo$¢ metod chemicznych pozwala modyfikowaé warunki reakcji syntezy
w celu uzyskania superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza o wilasciwosSciach
fizykochemicznych odpowiednich do zastosowan w biomedycynie: wielko$¢, ksztatt, fadunek
powierzchniowy. Najbardziej rozpowszechniong metoda jest wspoélstracanie, ktore polega na
wspotstragcaniu stechiometrycznej mieszaniny soli zelaza (II) i zelaza (III) w $Srodowisku
wodnym w warunkach zasadowych i przy braku dostepu tlenu. Dodanie zasady do wodnego
roztworu jonow Fe?* i Fe3* (stechiometria 1:2) powoduje catkowite wytracenie czarnego osadu
sferycznych nanoczastek magnetytu o jednakowych rozmiarach, a ogolna reakcja przebiega

wedlug schematu:
Fe?* + 2Fe3* + 80H  —» Fes0a} + 4H,0

Najwazniejsza zaleta metody wspotstraceniowe] jest mozliwo$¢ wytwarzania nanoczastek
0 kontrolowanej wielkosci, ktora zalezy od rodzaju uzytych soli metalu, stosunku Fe?" i Fe3*,

pH i sily jonowej. Metode charakteryzuje prostota, duza wydajno$¢ i niskie koszty [113].

Wiasciwosci magnetyczne nanoczastek tlenku Zelaza sa determinowane przez szereg
czynnikéw takich jak skiad, wielkos¢ 1 ksztalt, a takze sposob ich otrzymywania. Z tego
wzgledu optymalizacja syntezy nanoczgstek stanowi kluczowe wyzwanie na drodze do
uzyskania pozadanych wiasciwosci. Wielkos¢ i struktura krystaliczna magnetycznych
nanoczastek decyduja o ich unikalnych wiasciwosciach, wysokie warto$ci namagnesowania
nanoczastek czynig je uzytecznymi, m.in. jako $rodki kontrastowe MRI lub systemy
dostarczania lekow. W obu przypadkach preferowane sg nanoczastki o waskim rozktadzie

wielkosci i jednorodnym sktadzie [114,115].
3.4. Modyfikacje powierzchni superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza

Gléwnym ograniczeniem no$nikéw magnetycznych do zastosowan in vivo jest ich
nieswoista biodystrybucja. Po podaniu do krwiobiegu nanoczastki maja tendencj¢ do
aglomeracji poprzez oddzialywania van der Waalsa, adsorbuja biatka osocza (glownie
opsoniny) i w konsekwencji tworzg duze skupiska. Agregaty te sg szybko usuwane z krazenia
przez makrofagi obecne w ptucach, watrobie i §ledzionie (w narzadach uktadu RES), zanim

dotrg do miejsca docelowego. Proces dystrybucji tkankowej zalezy od parametrow

40



fizykochemicznych nanoczastek tlenku zelaza takich jak: wielkos¢, ich morfologia i tadunek
powierzchniowy, majacych wplyw na zdolno$¢ wigzania opsonin, tempo opsonizacji
I wychwytu komorkowego przez uktad fagocytarny. W celu poprawy stabilnosci nanoczastek
w krwiobiegu, a takze ich biodystrybucji, nalezy kontrolowa¢ ich rozmiary. Powlekanie
nanoczgstek magnetycznych powtoka pozwala zredukowac sity przyciggajace i przeciwdziatac¢
aglomerowaniu. Ponadto, otoczka zapewnia odpowiednie wiasciwos$ci powierzchniowe rdzenia
nanoczastek. Utrzymywanie rozmiar6w poprzez zapobieganie agregacji w polaczeniu
Z hydrofilowa powierzchnig nanoczastek zmniejsza skutecznos$¢ procesu opsonizacji. Ladunek
powierzchniowy SPION moze takze wptywac na ich interakcje komérkowa, zwlaszcza podczas
endocytozy i fagocytozy [116]. Nanoczastki o dodatnio natadowanej powierzchni posiadaja
wysoki niespecyficzny wspdlczynnik wychwytu komoérkowego 1 krétki okres pottrwania we
krwi. Dlatego najbardziej pozadane sa nanoczastki obojetne lub lekko ujemnie natadowane,
aby zapewni¢ zmniejszong adsorpcj¢ bialek osocza na ich powierzchni [117]. W celu
stabilizacji i ograniczenia niespecyficznych interakcji z otoczeniem w warunkach
fizjologicznych stosuje si¢ modyfikacje powierzchni SPION. Jedng z mozliwosci jest tworzenie
kilku warstw nieorganicznych powierzchni: metalicznych, tlenkowych Iub z uzyciem
polimerow organicznych. Powloki nieorganiczne to warstwy metali, takich jak np. ztoto lub
gadolin lub tlenkow jak np. krzemionki [118]. Tego typu powloke zewngtrzna najczesciej
stosuje si¢ w przypadku nanoczagstek tlenku zelaza. Do optaszczania nanostruktur czesto
wykorzystuje si¢ materiaty polimerowe, ktore mozna podzieli¢ na naturalne i syntetyczne.
Naturalne polimery obejmuja mi¢dzy innymi powtoki takie jak dekstran, chitozan czy Zelatyna
[119]. Polimery na bazie poli(glikolu etylenowego) (PEG), poli(kwasu mlekowego-ko-
glikolowego) (PLGA) lub poli(alkohol winylowy) (PVA) sa typowymi syntetycznymi
nanopowtokami o wysokim potencjale aplikacyjnym zapewniajacym biokompatybilnos¢.
Polimerami powszechnie stosowanymi do pokrywania powierzchni nanoczastek sa polimery
PEG 1 kopolimery na bazie PEG, ktore sg przylaczane kowalencyjnie do powierzchni SPION.
Ogromng zaleta polimeru PEG jest zdolno$s¢ do wydtuzania czasu krazenia nanoczastek
w krwiobiegu poprzez zapobieganie ich opsonizacji i ograniczenie wychwytu przez uktad
siateczkowo-srodblonkowy. Ponadto, polimer ten moze poprawia¢ zawieszanie nanoczastek

magnetycznych w roztworze, dzigki zapewnieniu im hydrofilowej powierzchni [120-122].

Ogodlnoustrojowe stosowanie SPION jest ograniczone ze wzgledu na ich szybkie
usuwanie z krwi przez uktad RES, a zatem zmniejszenie stezenia nanoczastek docierajacych do

miejsca docelowego. W celu ograniczenia wychwytu SPION korzystne jest nie tylko ich
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powlekanie, ale i funkcjonalizacja za pomocg ugrupowania celujagcego. Sposob przytaczania
ligandéw kierujacych zalezy od grupy funkcyjnej obecnej na zastosowanej powtoce SPION.
Obejmuja one koniugacje ligandow na powierzchni MNP za pomocg oddziatywan fizycznych
lub wigzan kowalencyjnych. Pierwszy sposob polega na sprze¢zeniu ligandow z powierzchnig
SPION np. przez oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie natadowanymi peptydami czy
czasteczkami DNA lub przez oddziatywania hydrofobowe/hydrofilowe. Druga mozliwo$¢
przylaczania ligandow polega na bezposrednim sprzezeniu z aminowymi lub hydroksylowymi
grupami funkcyjnymi obecnymi na powierzchni nanoczastek pokrytych polimerem. Obie
strategie umozliwiajg tworzenie specyficznych, trwalych wigzan przytgczonego ligandu
Z receptorem nadmiernie eksponowanym na powierzchni komorek nowotworowych
zapewniajgc precyzyjne dostarczenie leku. Ligandy wykorzystywane powszechnie
W dostarczaniu lekéw przeciwnowotworowych to transferryna, kwas foliowy czy nablonkowy
czynnik wzrostu [103,123]. Podsumowujgc, obecnos¢ i charakter powtoki, stan natadowania
oraz funkcjonalizacja ligandem celujacym wplywaja korzystnie na biokompatybilno$¢
nanoczastek, w tym stabilno$¢, dystrybucje w krwiobiegu. Celowanie magnetycznych
nanonos$nikow za posrednictwem ligandow oraz wydluzenie ich cyrkulacji we krwi jest
szczegolnie istotne podczas dostarczania lekdw w obszary o ograniczonym ukrwieniu, gdzie

wymagany jest dtuzszy czas, aby zapewni¢ wystarczajacg ilos$¢ leku miejscu docelowym.

3.5. Systemy dostarczania lekow

Leczenie nowotworéw z wykorzystaniem nanoczgstek magnetycznych, zarowno
stosowanych w terapiach hipertermicznych, jak 1 pelniagcych role no$nikow lekow
przeciwnowotworowych jest niedostateczne. Gtéwna przyczyna dostarczania lekéw z uzyciem
nanoczastek magnetycznych jako no$nikéw dotyczy pdzniejszego uwolnienia lekéw z tych
no$nikéw z odpowiednia szybkoscia. W wigkszosci przypadkéw lek zaadsorbowany na
nanoczastkach po zaaplikowaniu pacjentowi jest uwalniany z powierzchni zbyt szybko
I obserwuje si¢ efekt wyrzutu (ang. burst effect, BB). Z tego powodu ilos¢ leku docierajgca do
nowotworu moze by¢ niewystarczajgca, aby skutecznie niszczy¢ komorki nowotworowe.
Ponadto, wysoce stabilne wigzania kowalencyjne pomiedzy czasteczkami leku
a powierzchniowymi grupami funkcyjnymi MNP uniemozliwiajg uwolnienie leku w miejscu
docelowym poprzez zerwania wigzania [124]. W zwiagzku z rosngcymi oczekiwaniami
wzgledem DDS dotyczacych kontrolowanego dostarczania 1 uwalniania lekow, coraz czesciej

tworzone sa wielofunkcyjne platformy no$nikowe. W tym przypadku nanoczastki magnetyczne
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moga by¢ potaczone z innymi no$nikami w celu zwigkszenia skuteczno$ci dostarczania

I kontrolowanego uwalniania lekéw w miejscu docelowym.

4. Magnetoliposomy

Omawiane w poprzednich rozdziatach nosniki lekow: liposomy i nanoczgstki magnetyczne
tlenku zelaza mogg zosta¢ polaczone tworzgc nanostruktury zwane magnetoliposomami
(MLP). Ich wielko$¢ waha si¢ w przedziale 100 — 150 nm, ale ostateczny rozmiar zalezy od
metody syntezy liposomow [125]. Skuteczno$¢ magnetoliposoméw jako nosnikoéw leku jest
zwigzana z wlasciwo$ciami poszczegolnych sktadnikéw, tj. liposoméw 1 nanoczastek.
Liposomy, ze wzgledu na kulistg strukture moga kapsutkowa¢ w swoich wnetrzach leki
przeciwnowotworowe. Natomiast obecno$¢ w nosniku nanoczgstek magnetycznych tlenku
zelaza umozliwia celowanie magnetyczne i selektywng akumulacje no$nikéw w miejsce
przytozonego pola magnetycznego oraz pozniejsze kontrolowane magnetycznie uwalnianie
lekéw w miejscu docelowym [126]. No$nik leku jest kierowany w obreb tkanki nowotworowe;j
za pomocg statego zewngtrznego pola magnetycznego. Zmienne pole magnetyczne moze by¢
wykorzystane jako egzogenny bodziec wyzwalajacy kontrolowane uwalnianie leku na skutek
degradacji nosnika. Okreslona podatno$¢ nanoczastek magnetycznych tlenku Zelaza
umieszczonych w polu magnetycznym zwigzana jest z wykazywaniem przez nie odpowiednich

wlasciwosci superparamagnetycznych [127].

4.1. Rodzaje magnetoliposomow

Nanoczastki magnetyczne, w zaleznosci od charakteru ich powierzchni, mogg by¢
W rdzZny sposob rozmieszczone w strukturze liposomoéw. Magnetoliposomy mozna formowac
za pomocy trzech réznych podejs¢: kapsutkowanie hydrofilowych nanoczastek magnetycznych
w wodnym rdzeniu liposomdw, inkorporacja hydrofobowych nanoczastek w dwuwarstwie
fosfolipidowej oraz przez zwigzanie nanoczastek na powierzchni liposoméw (Rysunek 8).
Wyzej wymienione struktury nalezy dobiera¢ odpowiednio do aplikacji, poniewaz kazda ma
swoje zalety 1 wady. Na przyktad, obecnos¢ wewnatrz liposomdéw zarowno nanoczastek jak
i leku zmniejsza skuteczno$¢ tadowania lekow. Jednak jest to najbardziej poznany sposob
Zuwagi na latwos$¢ inkorporacji nanoczastek do rdzenia wodnego liposoméw. Z kolei
osadzanie MNP w dwuwarstwie stwarza pewne ograniczenia dotyczace pojemnosci

I rozmiarow membrany MLP. Jej grubo$¢ wynosi okoto 6 nm, a wigc wprowadzane sg
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nanoczastki nie wigksze niz 10 nm. Pod wplywem nanoczastek magnetycznych dwuwarstwa
ulega uwypukleniu i staje si¢ sztywniejsza. W celu skutecznego wprowadzenia nanoczastek do
liposoméw konieczne jest powlekanie powierzchni nanoczastek. Powloka nie tylko zapobiega
agregacji, ale 1 nadaje odpowiednie witasciwosci powierzchni nanoczgstek magnetycznych
utatwiajac ich wprowadzanie w okreslone miejsca liposomu. MNP powlekane sg najczesciej
kwasem cytrynowym, ktory zapewnia nanoczastkom wilasciwosci hydrofilowe, dzigki czemu
mogg zosta¢ wprowadzone do wnetrza wodnego liposoméw. Natomiast hydrofobowe
nanoczastki powlekane kwasem oleinowym lub oleiloaming wykazuja tendencje do

lokalizowania si¢ w dwuwarstwie fosfolipidowej [128,129].

B

dwuwarstwa
fosfolipidowa

nanoczastki
magnetyczne

Rysunek 8. Schematyczne przedstawienie giownych typow budowy magnetoliposomow
dotyczqcych rozmieszczenia nanoczgstek magnetycznych: kapsutkowanie hydrofilowych
nanoczgstek w wodnym rdzeniu liposomow (A); inkorporacja hydrofobowych nanoczgstek
W dwuwarstwie fosfolipidowej (B); zwigzanie nanoczgstek magnetycznych na powierzchni

liposomow (C).

4.2. Mechanizm dostarczania i uwalniania lekéw z magnetoliposomow

Wiasciwosci magnetyczne magnetoliposoméw pozwalajg na precyzyjne dostarczanie
lekow z wykorzystaniem pola magnetycznego. Do tych celow wykorzystywane sa
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza, ktore sa podatne na silne namagnesowanie
pod wptywem pola magnetycznego. Po przylozeniu pola magnetycznego nanoczastki orientuja
si¢ zgodnie z kierunkiem pola magnetycznego, a w przypadku jego usunigcia nie wykazuja
trwalego namagnesowania. Takie zachowanie jest uwarunkowane matymi rozmiarami
nanoczastek, ktore dzigki temu s3 jednodomenowe 1 z pojedynczym momentem

magnetycznym, co zostalo omoéwione powyzej, w rozdziale 3.2.1. W takim uktadzie
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odzialywania miedzy czastkami sg stabsze, dlatego po usuni¢ciu pola magnetycznego

nanoczastki s3 w stanie wroci¢ do stanu nieuporzadkowania [130,131].

Magnetyczne kierowanie magnetoliposomami umozliwia wydajng akumulacje
nosnikow w obrebie tkanki nowotworowej poprzez zastosowanie statego pola magnetycznego.
W innych warunkach pola magnetycznego mozliwe jest uzyskanie kontrolowanego uwolnienia
lekow zamknietych w nos$nikach. Wykorzystywane zmienne pole magnetyczne zmienia
zachowanie nanoczastek, ktére inicjujg degradacj¢ nosnika i wyplyw leku. Omawiane
wczesniej wlasciwosci fizykochemiczne nanoczastek, w szczegdlnosci ich maty rozmiar, maja
ogromny wplyw na wilasciwosci magnetyczne. Jedynie superparamagnetyczne nanoczastki
moga inicjowac efektywne, lokalne uwalnianie leku z liposoméw. Sposob degradacji nosnika

jest uzalezniony od czestotliwo$ci zmiennego pola magnetycznego.

4.2.1. Hipertermia magnetyczna

Mechanizm uwalniania z wykorzystaniem hipertermii magnetycznej polega na
wytwarzaniu ciepta przez MNP w polu magnetycznym o wysokiej czgstotliwosci, ktore
zwigksza przepuszczalno$¢ bton liposomalnych dla wprowadzonych substancji. W hipertermii
magnetycznej efektem ekspozycji nanoczastek magnetycznych na dziatanie pola
magnetycznego jest ich przemagnesowanie, a dostarczona ilo$¢ energii pola magnetycznego
zostaje zmieniona w cieplo. W przypadku jednodomenowych, superparamagnetycznych
nanoczastek tlenku zelaza straty relaksacyjne zwigzane ze zmiang kierunku momentu
magnetycznego wewnatrz nanoczastki i w mniejszym stopniu z fizyczng rotacja calej
nanoczastki mogg powodowac¢ miejscowe nagrzewanie si¢ magnetoliposomow. Ze wzgledu na
krotki czas relaksacji wykorzystywane jest zmienne pole magnetyczne wysokiej czgstotliwosci
(ang. Alternating Magnetic Field — High Frequency, AMF-HF) [104,132]. W zakresie
czestotliwosci 100 kHz — 1 MHz dochodzi do wydzielenia ciepta przez nanoczastki poddane
dziataniu pola magnetycznego, ktore powoduje reorientacj¢ ich momentow magnetycznych.
Hipertermia wywotana AMF-HF moze by¢ czynnikiem inicjujgcym degradacje nosnika
liposomalnego zawierajacego nanoczastki magnetyczne. Liposomy charakteryzuje temperatura
przejscia fazowego, ktéora warunkuje utrzymywanie leku we wnetrzu struktury. Kiedy te
liposomy sg wypelnione nanoczastkami magnetycznymi i lekami, mozna stworzy¢ interesujacy
system kontrolowanego dostarczania lekow. Dostarczona z ukladu magnetycznego energia
W postaci ciepta po przekroczeniu warto$ci progowej Tm powoduje przej$cie fazowe

dwuwarstwy fosfolipidowej. Ten efekt magnetokaloryczny umozliwia aktywacje uwalniania
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leku z MLP w obecnos$ci AMF-HF przez miejscowy wzrost temperatury w btonie liposomow
I indukowanie zmian w jej przepuszczalnosci, ktora zmienia si¢ wraz ze wzrostem temperatury
[133]. W tych warunkach (> T¢) dochodzi do zmiany uporzadkowania czasteczek fosfolipidow,
czego wynikiem jest destabilizacja i zwigkszenie ptynnosci membrany. Przez nieszczelnosci
mozliwe jest przenikanie rozpuszczonego leku przez membrang. Upakowanie lipidow
w dwuwarstwie, jak wspomniano powyzej, zalezy od stopnia nasycenia reszt kwasow
thuszczowych oraz od ilosci atomow wegla wchodzacych w sktad lipidow. Taka budowa ma
wplyw na wartosci Tm lipidow. Z tego powodu skuteczne zastosowanie podejscia
magnetotermicznego wymaga zastosowania termoczutych nanonosnikow liposomalnych do
uwalniania z nich leku [56]. Nanoczastki magnetyczne moga by¢ wykorzystywane do
wytwarzania zardowno tagodnej hipertermii (42 — 46°C), jak 1 hipertermii
wysokotemperaturowej (> 46°C). Jednak, juz przy tagodniejszych warunkach wzrostu
temperatury tkanki nowotworowe podatne sg na jej dzialanie, poniewaz charakteryzuja si¢
wigksza wrazliwo$cia na wyzsze temperatury niz komorki prawidtowe [134]. W tych
warunkach dochodzi do lokalnego niedotlenienia i zakwaszenia guza, a w koncu do martwicy.
Hipertermia w zakresie wyzszych temperatur wywotuje natychmiastowa martwice tkanki
poprzez jej odwodnienie, denaturacje bialek i uszkodzenie bton komorkowych (ablacja
termiczna) i jest rzadko stosowana ze wzgledu na negatywny wpltyw na zywotno$¢ komorek
zdrowych. Zaleta stosowania hipertermii  magnetycznej do uwalniania lekow
Z magnetoliposomow jest mozliwos$¢ indukowania ciepta tylko w $cisle okreslonej objetosci,
w ktorej znajduja si¢ nanoczastki magnetyczne. Jednak, w tym ukladzie ciepto zostaje szybko
rozproszone w miejscu docelowym, co stwarza potrzebe dtugotrwatej ekspozycji nosnikdéw na
AMF-HF. Nalezy przy tym zwrdci¢ uwagg na to, ze Zywy organizm nie moze by¢ wystawiony
na dziatanie zmiennego pola magnetycznego o dowolnie duzym natg¢zeniu i czestotliwosci,
poniewaz mogg si¢ w nim indukowac prady wirowe prowadzace do ogrzania calego ciata lub
jego znacznej czesci, ograniczajac kliniczng przydatno$¢ stosowanej procedury [135-137].
Atkinson i Brezovich zaproponowali maksymalny limit iloczynu pola magnetycznego
i czestotliwosci Hxf = 4,85x108 [Am™ x Hz] jako limit dla terapii hipertermig magnetyczna,

ktory ustalono na podstawie dyskomfortu pacjenta podczas jednogodzinnego leczenia [138].

Postepy w dziedzinie nanotechnologii przyczynity si¢ do rozwoju obiecujacej metody
leczenia nowotworéw z wykorzystaniem hipertermii oraz magnetoliposomow, jednak
niekontrolowany wzrost ciepta podczas uwalniania lekéw stanowi istotng wade

uniemozliwiajacg szerokie stosowanie terapii magnetotermiczne;.
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4.2.2. Degradacja mechaniczna

Alternatywnym, stosunkowo nowym podejSciem aktywacji uwalniania lekow
z magnetoliposoméw w obecnosci AMF jest degradacja mechaniczna no$nika. Pole
magnetyczne niskiej czestotliwosci moze by¢ odpowiednie do zastosowan zwigzanych
Z dostarczaniem lekdéw przy minimalnym ogrzewaniu. Ten sposob kontrolowanego uwalniania
leku polega na uzyciu zmiennego pola magnetycznego niskiej czestotliwosci (ang. Alternating
Magnetic Field — Low Frequency, AMF-LF) w zakresie 3 — 300 Hz. Podczas ekspozycji w
warunkach niskiej czestotliwosci ruchy superparamagnetycznych nanoczgstek magnetycznych
stajg si¢ dominujace, co prowadzi do mechanicznego rozerwania dwuwarstwy lipidowej
I uwolnienia leku z liposomow. Drgania nanoczgstek magnetycznych ograniczone jedynie do
dwuwarstwy liposomowej moga wspomaga¢ magnetomechaniczne uwalnianie lekéw przez
szybszg i efektywniejsza deformacje btony liposomu. Obecnie rosnie zainteresowanie nad
kontrolowanym uwalnianiem leku z no$nikow magnetycznych pod wptywem AMF-LF. Proces
rozpadu MLP przebiega bez naglego wzrostu temperatury i magnetycznie indukowanych
pradoéw wirowych, co zapobiega uszkodzeniom i zmniejszeniu zywotnosci zdrowych komorek
otaczajacych guz. Aktywacja magnetomechanicznego uwalniania lekow za pomocg AMF-LF
zapewnia znacznie lepszg selektywnos$¢ oddziatywania pola magnetycznego na MNP niz
hipertermia magnetyczna, ktorej dzialanie determinowane jest przez przewodno$¢ cieplng

srodowiska [78,104].

5. Mikrosystemy przeplywowe

Miniaturyzacja urzadzen obecna jest praktycznie w kazdym obszarze naszego
otoczenia. Obecnie miniaturyzowane systemy analityczne znajdujg coraz wigcej zastosowan
W analizie $Srodowiskowej, diagnostyce medycznej oraz w przemysle farmaceutycznym
i kosmetycznym [139]. Do prowadzenia procesow biochemicznych i bioanalityki
wykorzystywane sa mikrourzadzenia analityczne zwane systemami Lab-on-a-Chip (LOC).
Natomiast mikrofluidyka zajmuje sie badaniami na matych objetosciach ptynow (10 do 10°°
L) z wykorzystaniem komor 1 kanaldéw mikroprzeptywowych o wymiarach 10 — 100 pm.
Opracowywanie urzadzen LOC wykorzystujacych mikroprzeptywy stwarza nowe rozwigzania
do zastosowan w wielu obszarach inzynierii biomedycznej, réwniez w badaniach

komorkowych [140-142].
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5.1. Charakterystyka mikrosystemow do badan komérkowych

Mikrosystemy przeptywowe umozliwiaja prowadzenie wieloetapowej i kompleksowej
analizy, zintegrowanej w jednym urzadzeniu. Znalazly one szerokie zastosowanie w inzynierii
komorkowej jako systemy Cell-on-a-Chip (COC), ze wzgledu na wiele zalet uzytecznych
W badaniach biologicznych. Przede wszystkim mikrouktady umozliwiaja stworzenie
specyficznego mikrosrodowiska komoérkowego z pelng kontrolg ich proliferacji. Naturalne
odzwierciedlenie warunkéw wzrostu komorek jest uzyskiwane przez prowadzenie hodowli
w warunkach dynamicznych z regulacja szybkosci transport ptynow. Nieustanny przeptyw
medium hodowlanego umozliwia ciggle dostarczanie substancji odzywczych 1 badanych
zwigzkow oraz ocen¢ wpltywu bodzcow zewnetrznych na hodowle komorkowe w czasie
rzeczywistym. W systemach Cell-on-a-Chip mozliwa jest takze szybka wymiana ciepta oraz
wydajny transport masy. Hodowle komorkowe prowadzone w mikrosystemach charakteryzuja
si¢, podobnie jak w warunkach in vivo, wysokim stosunkiem powierzchni do objg¢tosci (ang.
Surface Area to Volume ratio, SAV). W tych warunkach zachodzi lepsze zaopatrywanie
komoérek w sktadniki odzywcze i tlen. Warunki fizjologiczne, ktéore mozna odtworzyc
w urzadzeniach COC zapewniaja naturalne Srodowisko wzrostu komoérek w poréwnaniu do

hodowli prowadzonych standardowymi metodami [143,144].

5.2. Materialy konstrukcyjne do wytwarzania mikrosystemow przeplywowych

Wsrod materiatow stosowanych do wytwarzania mikrourzadzen przeznaczonych do
hodowli komoérek mozna wyr6zni¢: materialy konstrukcyjne, ktore wykorzystuje si¢ do
otrzymania mikrostruktur (sieci mikrokanatow i mikrokomoér hodowlanych) oraz biomateriaty,
stuzace modyfikacji powierzchni mikrokanatow badz uzyskaniu przestrzennego ulozenia
komorek. Przy wyborze odpowiednich materiatbw ma wplyw rodzaj badanych komorek
i przeznaczenie opracowywanego mikrosystemu Cell-on-a-Chip. Materialy wykorzystywane
do wytwarzania mikrosystemow COC powinny by¢ nietoksyczne dla komoérek oraz umozliwiaé
ich wzrost 1 wymian¢ gazowa z otoczeniem celem utrzymywania wilasciwego natlenienia
komorek. Kolejng wazng wtasciwoscig jest transparentno$¢ mikrosystemow dajgca mozliwosé

statej obserwacji mikroskopowej prowadzonych w nich hodowli komérkowych [145].

Powszechnie wykorzystywanymi materiatami do konstrukcji mikrosystemow Cell-on-
a-Chip sa szkto i materiaty polimerowe. Wynika to z pozgdanych wtasciwos$ci tych materiatow

takich jak biokompatybilno$¢ i przezroczystos¢. Szkto, ze wzgledu na hydrofilowy charakter
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powierzchni jest odpowiednim materiatem dla COC przeznaczonych do hodowli komorek
adherentnych. Jednak, nie moze by¢ wykorzystywany jako jedyny material mikrouktadu,
poniewaz jest nieprzepuszczalne dla gazow [146]. Materialem elastomerowym najczesciej
stosowanym w mikrourzgdzeniach COC to poli(dimetylosiloksan) — PDMS. Charakteryzuje go
dobra przepuszczalno$¢ gazowa, wysoka elastycznos¢, istotna dla wtasciwego zaopatrywania
komoérek w tlen oraz termostabilno$¢. Podczas sieciowania PDMS z duza doktadnoscia (do
100 pm) odwzorowuje mikrostruktury mikrosystemu. Powierzchnia polimerowa PDMS
W odrdznieniu od powierzchni szkla ma charakter hydrofobowy i uniemozliwia adhezje
komorek do powierzchni ptytki mikrouktadu, tym samym stwarza to warunki, w ktorych
komorki maja tendencje do agregacji i mozliwos$¢ tworzenia hodowli przestrzennych (3D)
[147]. PDMS i szklo czesto sa elementami laczonymi w konstrukcji mikrosystemow
hybrydowych, w ktorych wykorzystuje si¢ ich specyficzne wiasciwos$ci. Innymi przyktadami
materialow stosowanych do wytwarzania mikrouktadow sg polimery termoplastyczne takie jak:
poli(metakrylan metylu) — PMMA, poliwgglan — PC, polistyren — PS, cykliczny kopolimer
poliolefinowy — COC [148,149].

Wewngetrza powierzchnia mikrosystemu moze by¢ modyfikowana przez powlekanie
powierzchni mikrokanatlow i mikrokomor biomateriatami. Ich zastosowanie ma na celu
poprawe wlasciwosci powierzchni utatwiajgc wzrost komorek. W tym celu stosowane sg biatka
wchodzace w sklad naturalnej macierzy zewnatrzkomorkowej, na przykiad kolagen,

fibronektyna, witronektyna czy laminina [150].

5.3. Metody wytwarzania mikrosysteméw

Istnieje wiele technologii wytwarzania mikrosystemow w zaleznosci od rodzaju
materiatu konstrukcyjnego. W przypadku obrobki szkta, do metod gldwnie stosowanych przy
wytwarzaniu mikrouktadéw mozna zaliczy¢ fotolitografie, mokre trawienie i reaktywne
trawienie jonowe (ang. Reactive lon Etching, RIE) [151]. Natomiast najcze¢sciej
wykorzystywang metodg wytwarzania mikrokanalbw w PDMS jest metoda replikacyjna
(odlewu). W tej metodzie konieczne jest wcze$niejsze wytworzenie pieczatki
z odzwierciedlong strukturg mikrosystemu. Pieczatke z mikrostrukturami kanatéw i komor
(wzo6r) mozna otrzymac na plytce szklanej lub w ptytce polimerowej. W pierwszym przypadku
wykorzystuje si¢ standardowo fotolitografie, ktora polega na otrzymaniu wczesniej
zaprojektowanego wzoru =za pomoca materialu $wiatloczulego i naswietlenia Qo

promieniowaniem UV. Nastgpnie, na drodze mokrego trawienia z usieciowanego materiatu
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zostaje odwzorowany ksztatt mikrosystemu stanowigcy wypukla forme¢ mikrowzorow
(pozostata cze$¢ nieusieciowanego materiatu, niebedaca wzorem, zostaje odmyta). W drugim
przypadku, matryce ze wzorem moze takze stanowi¢ ptytka polimerowa PMMA, ktorg poddaje
si¢ obrobce metodami mikrofrezowania lub laserowg [152]. Otrzymana z odzwierciedlong
strukturg mikrosystemu na ptytce szklanej lub w ptytce polimerowej stanowi matryce do
wytwarzania mikrosysteméw w PDMS za pomoca metody odlewu. W tym celu wykonana
pieczatka jest pokrywana mieszaning prepolimeru PDMS z odczynnikiem sieciujagcym
i poddana inkubacji termicznej celem sieciowania. Usieciowana warstwa PDMS zostaje
oddzielona od pieczatki, w wyniku czego uzyskuje si¢ doktadne odzwierciedlenie wzoru
z matrycy. Po wywierceniu w plytce polimerowej otworow wlotowych i wylotowych, jej
powierzchnia po aktywacji plazma tlenowa jest uszczelniana przez trwale taczenie z inng plytka
gladka (bez wzoru) szklang lub kolejng warstwa polimeru PDMS, rzadko z ptytka ceramiczng
i krzemowg. Mikrosystem z umieszczonymi we¢zykami doprowadzajacymi i odprowadzajacymi
roztwory badz zawiesing komérkowa po sterylizacji jest gotowy do prowadzenia w nim badan

lub hodowli komorek [153,154].

Zarébwno dobor materiatu konstrukcyjnego, jak i parametry wptywajace na hodowle
komorek w mikrosystemach przeptywowych sa waznymi zmiennymi, uwzglednianymi
podczas opracowywania i optymalizacji mikrouktadu. Istotng cecha, w przypadku komorek
wprowadzonych do mikrosystemu przeptywowego, jest ich podatnos¢ na niekorzystne zmiany
w morfologii i niewtasciwa proliferacja, wynikajaca z wrazliwosci komorek na negatywny stres
hydrodynamiczny. Z tego powodu, podczas projektowania mikrosystemow wykorzystywanych
w inzynierii komoérkowej konieczna jest optymalizacja parametrow dotyczacych geometrii
mikrokanatow i mikrokomoér hodowlanych, predkosci przeptywu medium oraz efektywnej
objetosci hodowli (ang. Effective Culture Volume, ECV), ktéra jest wyznacznikiem zdolnosci

komorek do kontrolowania swojego mikrosrodowiska podczas wzrostu [155].

5.4. Hodowle komérkowe w ukladach Cell-on-a-Chip

Potencjal, ktory stwarzaja systemy Cell-on-a-Chip, pozwolit na ich wykorzystanie
w badaniach skuteczno$ci terapii przeciwnowotworowych. Do glownych zalet takich
mikrosystemow mozna zaliczy¢ mozliwos¢ doktadniejszego odtworzenia srodowiska
nowotworu 1 warunkéw panujagcych w organizmie zywym, ktore mozna uzyska przez
odpowiednig geometri¢ mikrouktadow. Struktury mikrosystemoéw zawieraja mikrokomory

hodowlane przeznaczone do wzrostu komoérek oraz sie¢ mikrokanatéw, umozliwiajaca
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wprowadzenie do mikrosystemu zawiesin komorkowych oraz zapewniajgca nieustanne
doprowadzanie sktadnikow odzywczych, badanych zwigzkow i odprowadzanie metabolitow.
Dodatkowo, w specjalnie zaprojektowanych mikrosystemach mozliwe jest osiggnigcie
trojwymiarowych hodowli komoérkowych, w tym sferoidow stanowigcych model

nieunaczynionego guza nowotworowego [156].

5.4.1. Hodowla komérek 2D — monowarstwa

Podstawowym typem hodowli komoérkowej, zaréwno w mikroskali jak
i w standardowych warunkach, jest hodowla dwuwymiarowa, w ktorej komorki namnazajg sie
na podtozu jako warstwa jednokomorkowa. Hodowla komoérek w postaci monowarstwy jest
glownie wykorzystywana w poczatkowych etapach badan cytotoksycznosci nowych zwiazkow
np. o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Model hodowli komérkowej 2D w mikrosystemie
przeptywowym umozliwia badania cytotoksycznosci zwigzkow przeciwnowotworowych
podawanych jako roztwoér leku lub w zawiesinie w formie zwigzanej np. z odpowiednim
no$nikiem, ocene proliferacji i migracji komorek po zastosowaniu bodzcow zewnetrznych oraz
badania skuteczno$ci wybranych terapii przeciwnowotworowych. W odr6znieniu od
standardowych badan na ptytkach wielodotkowych, prowadzenie badan w mikrosystemie
pozwala na utrzymywanie hodowli w warunkach dynamicznych — przeptywu substancji.
Niemniej jednak, w dalszym ciggu hodowle 2D nie pozwalaja na pelne odzwierciedlenie
warunkow $srodowiska in vivo, w ktorym komorki podlegaja specyficznym interakcjom migdzy
sobg 1 macierza zewnatrzkomorkowa. Jest to zwigzane przede wszystkim z kontrolowanym
wzrostem 1 okre$lonym utozeniem komorek, co prowadzi do nabywania przez te hodowle
innych cech morfologicznych, fizjologicznych oraz zmian w ekspresji gendw. Ponadto,
W hodowlach jednowarstwowych, ze wzgledu na statg dostepnos¢ do substancji odzywczych
i tlenu, powstajace komorki tworzg jednolita fenotypowo kulturg. Wyniki badan
cytotoksycznosci lekow przeciwnowotworowych moga zatem ro6znic si¢ od tych prowadzonych
w warunkach in vivo. Z tego powodu moga pojawi¢ si¢ btedy w ustaleniu dawki skutecznej
badanego leku oraz ogolnej ocenie skuteczno$ci nowych nosnikow lekéw np. w terapiach

przeciwnowotworowych [157,158].
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5.4.2. Hodowla przestrzenna komérek 3D — sferoidy wielokomérkowe

Poprawe warunkow hodowli, majaca na celu przyblizenie badanych modeli do
warunkow in vivo, mozna osiagna¢ przez opracowanie mikrosystemow do otrzymywania
bardziej zaawansowanych modeli komoérkowych. W tego typu uktadach mozliwy jest
przestrzenny wzrost komorek, ktory uzyskiwany jest przez zastosowanie hydrozeli, rusztowan,
nanowtokien lub odpowiednio zaprojektowanej geometrii mikrosystemu. Komodrki moga
tworzy¢ trojwymiarowa hodowle w postaci wielowarstwowych lub wielokomérkowych
agregatow oraz w formie sferoidéw. Jednym z modeli doswiadczalnych w badaniach
onkologicznych sa sferoidy begdace agregatami komorek nowotworowych (Rysunek 9). Sa
strukturami wykazujacymi cechy guza wzrastajagcego W warunkach in vivo we wczesnej fazie
I stanowig forme¢ posrednig migdzy komérkami z hodowli w postaci monowarstwy a guzem
powstajagcym spontanicznie. Trojwymiarowa hodowla sferoidéw uzyskana w mikrosystemie
przeptywowym charakteryzuje si¢ obecno$cia komorek zrdéznicowanych fenotypowo,
bedacymi w trzech fazach cyklu: proliferacji, spoczynkowej, martwiczej. Wiekszos¢
dzielacych si¢ komorek w sferoidach znajduje si¢ w kilku zewnetrznych warstwach, natomiast
centralna jego czg$¢ stanowi rdzen martwiczy. Charakterystyczna budowa sferoidu zwigzana
jest z ograniczong perfuzja sktadnikow odzywczych do wnetrza agregatu i usuwaniem z niej
szkodliwych produktéw przemiany materii [159,160]. Podobnie jak w organizmie, hodowle
przestrzenne prowadzone w mikrosystemach sg otaczane gesta macierzg zewnatrzkomorkowa
(ang. extracellular matrix, ECM), ktora scala komoérki ze sobg i warunkuje tym samym ich
przestrzenny uktad. Trojwymiarowa struktura umozliwia powstawanie wzajemnych interakcji
miedzy komorkami 1 ECM, oddzialtywania wewnatrzkomérkowych szlakéw sygnatowych
i ekspresj¢  genow. Zastosowanie sferoidow, jako modelu wczesnego stadium
beznaczyniowego guza nowotworowego umozliwia symulacje¢ warunkéw mikrosrodowiska
rozwoju guzéw, dlatego znalazto szerokie wykorzystanie w badaniach nad skutecznoscia

terapii przeciwnowotworowych [161].
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Rysunek 9. Struktura sferoidu z charakterystycznym gradientem tlenu, sktadnikéw odzywczych

i produktow przemiany materii.

Mikrouktady umozliwiajace spontaniczng samoorganizacj¢ komoérek do sferoidow
wykazuja duzy potencjat jako narzgdzia do badan skuteczno$ci i mechanizmu dziatania
nos$nikow a takze do oceny cytotoksycznosci lekow przeciwnowotworowych uwalnianych
Z no$nikoéw. Ponadto, odpowiedz cytotoksyczna sferoidow i guzow in vivo na badane zwiagzki
przeciwnowotworowe jest zblizona. Kolejnym parametrem przyblizajacym warunki panujace
W organizmie jest wspomniany ciagly przeplyw medium hodowlanego w mikrostrukturach.
Odzwierciedla on krazenie plyndw ustrojowych w organizmie i moze dostarcza¢ informacje
0 stabilno$ci no$nikéw. Mozliwa jest takze ocena wplywu bodzcow zewngtrznych,

stosowanych w okreslonych terapiach, na komorki w czasie rzeczywistym [162,163].

Rozw¢j technologii wytwarzania systeméw mikroprzeptywowych doprowadzit do
opracowania zaawansowanych mikrourzadzen, ktére obejmuja modele narzadu na chipie
(Organ-on-a-Chip) mogace nasladowa¢ fizjologie organdw i procesow chorobowych oraz
umozliwia¢ badania wobec komorek nowotworowych z wytworzonymi na drodze angiogenezy
wlasnym unaczynieniem oraz badania interakcji miedzy nowotworem a ukladem

odpornosciowym przy uzyciu probek biopsyjnych pochodzacych od ludzi [164].

5.4.3. Przyklady mikrosystemoéw Cell-on-a-Chip

Zalety, jakie posiadajg mikrosystemy Cell-on-a-Chip czynig je dobrymi narzedziami do
badan przesiewowych lekow. Troéjwymiarowa (3D) hodowla komorkowa jest obiecujagcym
podejsciem w nasladowaniu strukturalnych i fizjologicznych warunkéw guzéw in vivo
w porownaniu do hodowli komodrkowych dwuwymiarowych. Ponizej, przedstawiono

przyktady geometrii mikrouktadéow opracowanych i stosowanych do hodowli komorek 3D,
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a nastgpnie do oceny cytotoksycznosci réznych zwigzkéw przeciwnowotworowych w formie

wolnej lub zwigzane;j.

Agarwal i wsp. [165] uzyli technologii kapsulkowania mikroprzeptywowego do
uzyskania trojwymiarowego mikrosrodowiska unaczynionych ludzkich mikroguzéw piersi
z komoérek MCF-7 (Rysunek 10). W pierwszym etapie otrzymano beznaczyniowe mikroguzy
MCF-7. W tym celu, komoérki nowotworowe zamknigto 1 hodowano w rdzeniu kolagenowym
mikrokapsutek z powlokg hydrozelows, uzyskujgc zminiaturyzowang hodowle 3D. Nastepnie,
w wyniku rozpuszczenia alginianowej otoczki mikrokapsutek i1 tgczenia si¢ mikroguzow
z komorkami $rodbtonka i innymi komorkami zrgbowymi otrzymano model unaczynionego
guza 3D. Unaczynione nowotwory hodowane w opracowanym mikrosystemie poddawano
dzialaniu wolnej doksorubicyny i doksorubicyny zamknietej w nanoczastkach sktadajacych si¢
z lipidu, fullerenu i krzemionki. Przedstawione wyniki potwierdzity mozliwos¢ oceny
skutecznosci przeciwnowotworowej chemioterapeutykéw z wykorzystaniem proponowanego
modelu komorkowego oraz mikrosysteméw. Dodatkowo, unaczyniony model 3D guza moze
by¢ przydatny do badan wptywu mikrosrodowiska, w tym interakcji komorka-komorka
i komorka-ECM, oraz samego unaczynienia na lekoopornos¢ na leki przeciwnowotworowe,

progresje guza i przerzuty.
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Rysunek 10. Urzgdzenie mikroprzeptywowe do kapsutkowania i hodowli komorek (A),
tworzenie mikroguzow w mikrokapsutkach (B), tworzenie unaczynionego guza 3D (C) [165].

W kolejnym przyktadzie, Lim i wsp. [166] opracowali mikrourzadzenie przeptywowe
do hodowli sferoidéw z generatorem gradientu stezenia. Mikrosystem ten umozliwial tworzenie
sferoidow oraz ich dalsza hodowle poddawang dziataniu lekow przeciwnowotworowych
w réznych stezeniach. Urzadzenie sktadato si¢ z mikrostudzienek potaczonych kilkoma

serpentynowymi mikrokanatami, ktore pozwalaly na uzyskanie roztworé6w o réznych
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stezeniach badanego leku (Rysunek 11). W prezentowanym mikrosystemie z powodzeniem
otrzymano sferoidy komorek nowotworowych okreznicy HCT116, ktére nastgpnie
wykorzystano do badan cytotoksycznosci leku przeciwnowotworowego — irynotekanu.
Zywotno$é komorek w sferoidzie zmniejszata sie proporcjonalnie wraz ze wzrostem stezenia
leku w kolejnych kanatach. Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze opracowany
mikrosystem moze stanowi¢ potencjalng platform¢ do badan przesiewowych skutecznosci

lekow przeciwnowotworowych.

Generator
gradientu

Otwor do
7 wprowadzania komorek
---- s=—r---s=T Mikrostudzienka z hodowla

Rysunek 11. Mikroprzepltywowe urzgdzenie do hodowli sferoidow z generatorem gradientu
stezen [166].

Jeong i wsp. [167] otrzymali trojwymiarowy model wspothodowli dwoch typow
komoérek w mikrosystemie przeptywowym, ktory wykorzystali do analizy lekoopornosci
komorek rosngcych w postaci kokultury oraz do badania interakcji miedzy komorkami
nowotworowymi a fibroblastami, ktore odzwierciedlajg mikrosrodowisko guza. Struktura
mikrourzadzenia przeplywowego skladala si¢ z 4 jednostek, a kazda z nich 7 kanatow
wprowadzajacych komorki lub medium hodowlanego (Rysunek 12). Sferoidy ludzkich
komorek raka jelita grubego (HT-29) zawierajgce kolagen hodowano razem z prawidtowymi
fibroblastami jelita grubego (CCD-18Co) w odlegtosci umozliwiajacej ich wzajemnag
aktywacje. W otrzymanych kokulturach, aktywno$¢  cytotoksyczna  leku
przeciwnowotworowego — paklitakselu byta znacznie mniejsza w poréwnaniu do monokultury
komorek nowotworowych. Zmniejszona wrazliwos¢ kokultury moze by¢ zwiagzana ze
zmianami zwigzanymi z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym, ktérego wynikiem jest

pozbawienie komorek tgcznosci z innymi komoérkami istotnej w progresji nowotworow. Wielu
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badaczy sugerowalo, ze fibroblasty odgrywaja kluczowg role¢ w opornosci na leki, ktora zalezy

od mikro$rodowiska guza.

" N § R R F Y ¥ )
TN T T Y Y Y Y

Kanaty
wprowadzajace
medium

ssaesoss| | N
00000000|A /NA

Kanaly wprowadzajace

fibroblasty
Kanat wprowadzajacy

komorki nowotworowe

Rysunek 12. Projekt mikrourzqdzenia przeptywoweg0 do wspothodowli sferoidow guza
| fibroblastow jelita grubego [167].

6. Podsumowanie czesci literaturowej

Terapia przeciwnowotworowa z wykorzystaniem magnetoliposomow jako systemow
dostarczania lekow jest obiecujaca metoda leczenia nowotwordw, ktoéra w dalszym ciagu jest
szeroko badana. W duzym stopniu badania te s po$wigcane tworzeniu zaawansowanych
struktur no$nikowych, ktére bylyby zdolne do selektywnego dostarczania lekow do tkanek
nowotworowych i jego uwolnienia w sposob kontrolowany. Rozwigzaniem tego problemu
moga by¢ magnetoliposomy, ktore ze wzgledu na swoje wlasciwosci magnetyczne pozwalajg
na kontrole dystrybucji leku za pomoca zewngtrznego pola magnetycznego. Pomimo duzej
ilosci obecnie opracowanych magnetoliposoméw w dalszym ciggu niezbgdne jest tworzenie
nowych, skuteczniejszych nanostruktur. W przypadku magnetoliposoméw, nowe podejscie
dotyczy opracowania alternatywnego mechanizmu uwalniania leku. Wielu autorow badan
zwraca uwage na potrzebe unikania hipertermii magnetycznej podczas uwalniania lekoéw
z magnetoliposomow. Gtowne jej wady to m.in. trudnosci w kontrolowaniu wydzielanego
ciepta 1 niepozadany wplywu wysokiej temperatury na komoérki prawidtowe, otaczajace
nowotwor. Powyzsze czynniki utrudniajg potencjalne zastosowanie magnetoliposomow

i hipertermii magnetycznej w procedurach terapeutycznych.

Ze wzgledu na potencjal magnetoliposoméw jako nos$nikow lekdéw, istnieje duze
zainteresowanie nimi wsrod naukowcow. Jednak tylko czgs¢ badan prowadzonych z uzyciem

tych no$nikow przechodzi do badan przedklinicznych, ktore w pierwszej fazie dotycza badan
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komorkowych in vitro, a w drugiej fazie obejmujg testy na zwierzetach. Na tle prowadzonych
badan niewiele z nich jest wykonywanych z udziatem zwierzat gtéwnie ze wzgledu na aspekty
etyczne. W zwiazku z tym, poszukuje si¢ alternatywnych, tatwo dostepnych narzgdzi, ktore
umozliwityby prowadzenie badan komérkowych w warunkach zblizonych do warunkéw in
Vivo panujacych w organizmie cztowieka. Jednym z takich przyktadéw sg mikrosystemy
przeptywowe Cell-on-a-Chip (COC), ktére stanowig ogromny potencjal w badaniach
skutecznosci, bezpieczenstwa/toksycznosci nowych lekéw, systemow dostarczania lekow czy
terapii przeciwnowotworowych. Ich przewaga nad klasycznymi hodowlami komorkowymi in
Vitro jest mozliwo$¢ prowadzenia badan w warunkach przeptywowych. Warunki przeptywowe
wystepuja takze w modelach zwierzecych, w ktorych testowane leki sa podawane dozylne.
Jednak, w poréwnaniu do badan z udzialem zwierzat mikrosystemy COC s3a narzedziem
systemowym, wielokrotnego uzytku, co oznacza mozliwo$¢ prowadzenia wigkszej ilosci badan
poprzez: wytwarzanie duzej liczby mikrosystemow (mate wymiary), struktur¢ mikrosystemu
(np. duza liczba kanatéw, zastosowanie generatora gradientu stezen) lub mozliwosé
kilkukrotnego uzycia tego samego mikrouktadu. Ponadto, guzy (sferoidy) w tych uktadach
moga by¢ zbudowane z ludzkich komoérek nowotworowych. Zastosowanie mikrosystemow

przeptywowych mogtoby zatem zapewnic¢ postep i dalszy rozwdj wielu badan.

Podsumowujgc, w ramach tej pracy zaplanowano otrzymanie magnetoliposomow,
z ktorych uwalnianie leku odbywatoby si¢ na drodze mechanicznego rozpadu no$nika bez
udziatu efektow magnetotermicznych. W pracy przewidziano takze badania opracowanych
nanono$nikow na réznych modelach komorkowych in vitro (hodowla 2D oraz sferoidy)
ludzkiego nowotworu piersi. Zaplanowano rowniez wykorzystanie mikrosystemow
przeplywowych do oceny uwalniania leku z nanono$nikdw oraz do hodowli sferoidow

wielokomoérkowych.
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I PRACA BADAWCZA

1. Tezyicele pracy

Celowane leczenie nowotworu stanowi obiecujaca forme terapii onkologicznej ze
wzgledu na mozliwo$¢ poprawy skutecznosci leczenia oraz zmniejszenie skutkéw ubocznych
powodowanych przez silne cytostatyki. Moze to zostal osiggniete przez projektowanie
ztozonych struktur, ktore tacza nosnik kapsutkujacy lek w swojej strukturze oraz mechanizm,
ktéry umozliwialby dostarczenie tych nos$nikéw do miejsc docelowych i1 pdzniejsze
kontrolowane uwolnienie leku. Obiecujacymi przyktadami nos$nikow lekéw  sa
magnetoliposomy, ktére wykazuja odpowiednie wiasciwosci magnetyczne zaréwno do
aktywnego celowania, jak 1 kontrolowanego uwalniania leku pod wpltywem pola
magnetycznego. Mechanizm uwalniania lekow z wngtrza magnetoliposoméw jest uzalezniony
od stosowanego pola magnetycznego 1 polega gtownie na hipertermii magnetycznej. Obecnie
coraz wigcej proponowanych alternatywnych rozwigzan nie wykorzystuje miejscowego
wzrostu temperatury do uwalniania lekow z no$nikow. Dostgpne komercyjnie réznorodne
struktury lipidowe pozwalajg na skuteczne utworzenie liposomow stabilnych termicznie
(warunki fizjologiczne), a zintegrowanie ich z nanoczastkami magnetycznymi sprawia, ze
otrzymane no$niki sa podatne magnetycznie. Umozliwia to wykorzystanie zewnetrznego
statego pola magnetycznego do kierowania otrzymanymi magnetoliposomami oraz zmiennego
pola magnetycznego do kontrolowanego uwalniania z nich lekow. Na podstawie szczegélowej
analizy doniesien literaturowych pod katem dominujacych mechanizmow uwalniania

lek6w z nanono$nikéw magnetycznych, sformulowano 4 gléwne hipotezy badawcze:

1. Nanoczastki magnetyczne mozna wbudowac¢ do dwuwarstwy lipidowej liposomow, tworzac

magnetoliposomy.
2. Magnetoliposomy moga petni¢ funkcjg¢ no$nikow lekow przeciwnowotworowych.

3. Pole magnetyczne niskiej czgstotliwosci moze by¢ wykorzystane do wydajnej degradacji
opracowanych magnetoliposomow, a w konsekwencji uwalniania enkapsutlowanego leku.

Natomiast stale pole magnetyczne moze by¢ wykorzystane do aktywnego dostarczania lekow.

4. Mikrosystemy przeptywowe moga Stanowi¢ narzedzia shuzace do oceny skutecznoS$ci
dostarczania lekow do komorek hodowanych w postaci sferoidow z wykorzystaniem

magnetoliposomow.
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Gloéwny cel pracy bedzie dotyczy¢ opracowania potencjalnego systemu dostarczania
i uwalniania lekow przeciwnowotworowych z wykorzystaniem magnetoliposomow jako
nanono$nikow. W pracy postanowiono zaprojektowaé magnetyczny nosnik lekow dziatajacy
w warunkach niskiej czgstotliwosci pola magnetycznego 1 prowadzacy do uwolnienia leku na
drodze jego mechanicznej degradacji. Otrzymane w ramach tej pracy magnetoliposomy beda
przetestowane ze wzgledu na zgodno$¢ z kryteriami stawianymi nowoopracowanym systemom
dostarczania lekow dotyczacymi m.in. ztagodzenia skutkéw ubocznych lekow na komorki
prawidlowe i skoncentrowaniu terapii cytostatycznej wytacznie na tkance nowotworowej.
W pierwszej czgsci pracy zaplanowano synteze i charakterystyke fizykochemiczng
magnetoliposomow z zalozeniem wprowadzenia nanoczastek magnetycznych do dwuwarstwy
lipidowej liposoméw. W celu oceny mozliwosci wykorzystania otrzymanych
magnetoliposoméw w systemach dostarczania lekow konieczne bedzie okreslenie ich
wilasciwosci fizycznych (morfologia, rozmiar), wlasciwosci magnetycznych oraz wydajnosSci
enkapsulacji lekow 1 stabilnosci nosnikow w warunkach fizjologicznych. Fosfolipidy
w odpowiednich warunkach formujg liposomy, ktorych wngtrze wypelniane jest roztworem
wodnym i rozpuszczonymi w nim zwigzkami. Postawiono, wiec hipoteze, ze proces
zamykania i tworzenia magnetoliposoméw daje mozliwos¢ wprowadzania do wnetrza
otrzymanych magnetoliposoméw substancji aktywnych o charakterze hydrofilowym.
W zwigzku z dalszymi  etapami  syntezy, zaplanowano enkapsulacj¢ lekow
przeciwnowotworowych do opracowywanych magnetoliposomow. W tej pracy, za modelowy
lek przeciwnowotworowy, postanowiono wybra¢ doksorubicyne i z jej uzyciem
przeprowadzi¢ wigkszo$¢ badan. W ramach pracy zaplanowano tez enkapsulacj¢ innego leku —
mitoksantronu. Zastosowane pole magnetyczne ma wplyw na kierowanie nosnikiem do zrodta
tego pola lub moze inicjowa¢ uwalnianie zamknigtego w nosnikach leku. W przypadku
uwalniania leku, podczas ktorego wykorzystywane jest zmienne pole magnetyczne, istotnym
sg takze parametry pola, ktore majg wptyw na zachowanie nanoczastek magnetycznych i ich
oddziatywanie na dwuwarstwe liposomu. W realizacji tego etapu badan przyj¢to opisang
wczesniej hipoteze, Zze otrzymane magnetoliposomy z doksorubicyna mozna Kierowaé
magnetycznie w kierunku magnesu stalego oraz w sposob kontrolowany inicjowaé
uwalnianie z nich lekéw pod wplywem zmiennego pola magnetycznego niskiej
czestotliwosci na drodze mechanicznego rozpadu nosnika i bez udzialu efektu
hipertermicznego. W tej czgéci pracy zaplanowano badania wplywu zmiennego pola
magnetycznego niskiej czestotliwosci na degradacje nos$nikow i1 uwalnianie leku, ktérego

wynikiem bedzie wyznaczenie profili uwalniania w warunkach odpowiadajacych srodowiskom
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komorek nowotworowych 1 prawidtlowych. W kolejnym etapie badan eksperymentalnych
Zostanie okres$lona takze zdolno$¢ magnetoliposoméw do celowanej akumulacji za pomoca
stalego pola magnetycznego. W celu oceny potencjalnego zastosowania biomedycznego
magnetoliposoméw mozna przeprowadzi¢ szereg badan biologicznych pozwalajagcych na
okreslenie wplywu pola magnetycznego na skuteczno$¢ dostarczania i uwalniania lekoéw
Z magnetoliposomow wzgledem komodrek nowotworowych i prawidtowych piersi. Kolejny
etap pracy zostanie po$§wigcony badaniom komorkowym nad wzajemnymi zalezno$ciami
wlasciwosci magnetycznych magnetoliposomow 1 parametrow pola magnetycznego. Celem
tego etapu bedzie optymalizacja parametrow pola magnetycznego okreslona na podstawie
cytotoksycznosci magnetoliposoméw z lekiem wobec komoérek nowotworowych. W badaniach
biologicznych zostang wykorzystane standardowe metody hodowli komérkowych, a w dalsze;j
czgsci zaawansowany model komorkowy bedacy trojwymiarowym modelem guza
nowotworowego (sferoidy), ktorego hodowla bedzie prowadzona w warunkach
przeplywowych w odpowiednim mikrosystemie. Na tym etapie badan, zweryfikowana bedzie
czwarta hipoteza pracy, ze mikrosystem przeplywowy do hodowli sferoidow moze by¢
wykorzystany do oceny  skutecznosci  dostarczania  lekow  zamknietych
w magnetoliposomach i ich cytotoksycznego wplywu. Badania te mogg umozliwi¢ lepsze
odwzorowanie naturalnego wzrostu komoérek niz w monowarstwie i tym samym uzyskanie

bardziej wiarygodnej odpowiedzi komoérkowej na dziatanie cytotoksyczne uwalnianego leku.

2. Materialy i metodyka badan

2.1. Synteza nanoczastek magnetycznych i magnetoliposomow

Odczynniki stosowane do syntezy magnetoliposomow

e Nanoczastki magnetyczne:
o chlorek zelaza (II), tetrahydrat FeCl>-4H>O,
o chlorek zelaza (I1I), heksahydrat FeClz-6H20 (Sigma Aldrich);
e Lipidy:
o 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC),
o 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DSPC) (Sigma Aldrich);
e Potrojnie destylowana woda MilliQ (Millipore Systems);
e Cholesterol (Sigma Aldrich);
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Amoniak (Chempur);

Kwas oleinowy (Sigma Aldrich);

Aceton (POCH S.A);

Etanol (POCH S.A));

Heksan (Sigma Aldrich);

Chloroform (POCH S.A));

Bufor fosforanowy, ang. Phosphate Buffered Saline, PBS (Sigma Aldrich);
Chlorowodorek doksorubicyny (DOX) (Lancrix);

Chlorowodorek mitoksantronu (MTX) (Sigma Aldrich);

Triton™ X-100 (Sigma Aldrich).

Pozostate materialy

Paski pH (Lach-Ner);

Strzykawki mikrolitrowe 500 uL — Hamilton (Bionovo);

Membrany poliwgglanowe o $rednicy poréw 100 nm — Whatman® (Sigma Aldrich);
Filtry do ekstrudera (Sigma Aldrich);

Kolumna Sephadex G-25 (GE Healthcare);

Siatka do mikroskopu elektronowego (400 mesh) miedziana (Agar Scientific);
Szalka platynowa do analizy termicznej;

Cela kapilarna pomiarowa;

Kuweta kwarcowa 10 mm QS (Hellma);

Argon czysty;

Naczynia i drobny sprzet laboratoryjny.

Aparatura potrzebna w trakcie syntezy magnetoliposomow

Waga techniczna model THB-600 (Radwag);

Mieszalnik magnetyczny (Heidolph);

Myjka ultradzwigkowa (Polsonic);

Ekstruder (Avanti Polar Lipids);

Cewki magnetyczne w uktadzie Helmholtza (na zamoéwienie), panel sterujacy,
generator pola magnetycznego (Accuro sp. z 0.0.);

Termostat cyrkulacyjny (JULABO);

Multimetr laboratoryjny CHITAI-5501
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e Multimetr laboratoryjny 34401A (Hewlett-Packard);

e Czujnik Halla;

e Transmisyjny mikroskop elektronowy (ang. Transmission Electron Microscope, TEM)
Libra 120 Plus (Zeiss);

e Analizator Zetasizer Nano ZS (Malvern);

e Analizator Termograwimetryczny TGA Q50V20.10 (TA. Instruments);

e Magnetometr wibracyjny VSM MPMS 7T (Quantum Design);

e Spektrofluorymetr FluoroMax-3 (HORIBA Jobin Yvon);

Synteza nosnikow lekow — magnetoliposomow

Synteza magnetoliposoméw przebiegata dwuetapowo 1 skladata si¢ z nastgpujacych
procedur: syntezy nanoczgstek magnetycznych i1 wiasciwej syntezy magnetoliposomow

wypehionych lekiem.
Synteza superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza

Procedura syntezy polegata na otrzymaniu superparamagnetycznych nanoczgstek na
bazie tlenku zelaza o kontrolowanym rozktadzie wielkosci < 10 nm, optymalnych
wlasciwosciach magnetycznych 1 wlasciwosciach powierzchni odpowiednich do pézniejszego
wbudowania w btong liposoméw. Umiejscowienie nanoczgstek SPION w dwuwarstwie
hydrofobowej liposomow jest mozliwe dzigki modyfikacji ich powierzchni warstwa
organiczng. SPION zbudowane sa z magnetytu i otrzymane z mieszaniny tlenku zelaza (II)
i (ITT) przy uzyciu metody wspotstracania [168]. Podczas syntezy wprowadzono dodatkowy
etap — powlekanie kwasem oleinowym powierzchni nanoczgstek w celu nadania nanoczgstkom

charakteru hydrofobowego 1 otrzymania jednorodnego rozktadu ich wielkosci.

Procedure¢ syntezy rozpoczgto od zmieszania prekursoréw nieorganicznych
w stechiometrycznej ilosci 12,4 g FeClz-6H20 i 4,6 g FeCl>-4H20 i rozpuszczenia w 150 mL
wody MiliQ®. Nastepnie mieszaning ogrzano do 45°C z cigglym mieszaniem podczas calej
syntezy i odtleniano w atmosferze argonu, aby unikna¢ utleniania Fe?*. Kolejno dodano 11 mL
25% roztworu amoniaku 1 zaobserwowano wytrgcenie czarnego osadu nanoczgstek. Po 30
minutach intensywnego mieszania i odtleniania dodano 3 mL kwasu oleinowego celem
hydrofobowego pokrycia nanoczastek, a zawiesing ogrzano do 80°C z energicznym
mieszaniem. Po 1 godzinie osad zdekantowano magnetycznie i kilkakrotnie przemyto woda

i etanolem w celu usunigcia nadmiaru kwasu oleinowego. Supernatant odrzucono, a osad
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osuszono w celu usunigcia wszelkich pozostatosci rozpuszczalnika organicznego. Procedura ta
pozwolita na otrzymanie 400 mg suchego produktu. Do dalszej procedury nanoczastki

zawieszano w heksanie.
Synteza magnetoliposomow

Magnetoliposomy  otrzymano w  wyniku  inkorporacji ~ hydrofobowych
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza do hydrofobowej dwuwarstwy lipidowe;j
liposomu. Procedura syntezy magnetoliposoméw polegata na wytworzeniu cienkiego filmu

lipidowego na dnie naczynka i zostata opisana w rozdziale 2.3.

Tabela 1. Lipidy stosowane do syntezy magnetoliposomow

Mmm Tm

Lipid Struktura [g/mol] [°C]

1,2-dipalmitoilo-sn- W it
0/\:(\ ] B

glicero-3-fosfocholina, 0T 734 41
DPPC WWO Ho 0 \
o
1,2-distearoilo-sn- W 9
glicero-3-fosfocholina, O OO~ 790,155

O H [on |
DSPC \Jﬁw/\/\qu/\/waw/ﬁr

W tym celu przygotowano mieszaning sktadajaca si¢ z dwoch lipidéow (Tabela 1): 1,2-
dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DPPC) oraz 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny
(DSPC) w stosunku molowym 4,5 : 1. Dobrane lipidy charakteryzuja si¢ pozadang w tej pracy
temperaturg przejscia fazowego (Tm > 37°C), a dlugos¢ tancuchow weglowodorowych jest
odpowiednia, aby umozliwic ich tatwe zamykanie z utworzeniem pgcherzykoéw liposomalnych.
Do mieszaniny lipidow dodano 5% masy wagowej hydrofobowych nanoczastek
magnetycznych i rozpuszczono w 50 — 100 uL chloroformu. Rozpuszczalnik organiczny
kolejno odparowano w atmosferze argonu z wytworzeniem cienkiego filmu lipid-nanoczastka
na dnie i dolnych $ciankach naczynka. Film uwodniono odpowiednig objetoscig roztworu PBS
0 pH 7,4 tak, aby stezenie koncowe wynosito 1 mg lipidow na 1 mL buforu. W kolejnym etapie
wykonano procedur¢ o$miu cykli naprzemiennego zamrazania ciektym azotem i rozmrazania
probki w tazni wodnej (50°C). Pomigdzy cyklami nastgpowato rozbijanie z wykorzystaniem
ultradzwiekéw. W wyniku tej procedury, polegajacej na samorzutnym procesie zamykania
liposomow, zaktadano uzyskanie pgcherzykow o duzym rozkladzie wielkosci. W zwigzku

ztym zawiesing przetloczono przez poliwgglanowa membrang o porach 100 nm
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w 11 powtorzeniach. W przypadku syntezy liposoméw procedura byta podobna do procedury
przygotowywania magnetoliposomow, jednak do mieszaniny lipidow przed utworzeniem

cienkiego filmu nie dodawano nanoczastek magnetycznych.
Enkapsulacja lekow przeciwnowotworowych

Doksorubicyne kapsutkowano w procesie biernego zamykania leku wewnagtrz
magnetoliposomu. 0,2 mM roztwoér chlorowodorku doksorubicyny rozpuszczono w 150 mM
buforze PBS i podano do filmu lipidowo-nanoczastkowego podczas etapu uwadniania
magnetoliposomow. Ilo§¢ uzytej doksorubicyny byla uzalezniona od jej rozpuszczalnosci
w buforze PBS. W literaturze rozpuszczalno$¢ DOX jest okreslana na poziomie ok. 0,9 mM
w roznych buforach. W trakcie tej pracy niemozliwe byto rozpuszczenie DOX w buforze PBS
w ilosci wigkszej niz 0,2 mM [169]. Po cyklach zamrazania/rozmrazania i przeciskania,
zawiesing magnetoliposomow zawierajacych doksorubicyng oczyszczono z nadmiaru leku przy
uzyciu kolumn Sephadex G-25. Kolumng uprzednio przygotowano wysycajac ztoze buforem
PBS trzykrotnie przepuszczajac po 1 mL buforu. Kolejno na kolumng podawano zawiesing
magnetoliposomow 1 eluowano buforem PBS. Otrzymane magnetoliposomy petnig role
dwufunkcyjnych no$nikéw lekéw, ktéora dotyczy zaré6wno zdolnosci kapsutkowania
i utrzymywania w swojej strukturze leku, jak i jego uwolnienia w wyniku rozpadu pgcherzyka
liposomalnego. Aktywne dostarczanie powinno umozliwia¢ dostgpnos¢ leku po dostarczeniu
nosnika do nowotworu 1 selektywne dziatanie cytotoksyczne wzgledem komorek

nowotworowych.
Zrédlo pola magnetycznego

Celowana akumulacja w obrebie guza i degradacja magnetoliposoméw moze zachodzié¢
w komorkach nowotworowych pod wplywem pola magnetycznego i odpowiednich
wilasciwosci magnetycznych hydrofobowych nanoczastek magnetycznych osadzonych
w dwuwarstwie liposomoéw. Kierowanie magnetyczne no$nikiem leku nastepuje przy
zastosowaniu statego pola magnetycznego. Natomiast kontrolowane uwalnianie doksorubicyny
z wnetrza magnetoliposoméw inicjowane jest zmiennym polem magnetycznym. Zrédto
zmiennego pola magnetycznego niskiej czestotliwosci stanowit komercyjnie dostgpny zestaw
MAGNETUS 2 firmy Accuro. Zestaw zawieral generator pola magnetycznego, Sterownik
I cewke magnetyczng o $rednicy 30 cm. Zestaw ma szerokie zastosowanie w rehabilitacji i jest
wykorzystywany do fizykoterapii zmiennym polem magnetycznym niskiej czestotliwosci.

Panel sterujacy zestawu do magnetoterapii umozliwial zmiang¢ parametrow pola
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magnetycznego: indukcji magnetycznej w przedziale 1 — 12 mT, niskiej czgstotliwosci
20 — 50 Hz i profilu napigcia zasilajacego cewki: sinus, prostokat lub profil liniowy. Przedziat
warto$ci indukcji 1 czestotliwosci odpowiadat dopuszczalnym zakresom parametrow
stosowanych w konwencjonalnej magnetoterapii. Na potrzeby badan prowadzonych w ramach
tej pracy cewke z zestawu zastgpiono utozonymi rownolegle cewkami Helmholtza, ktére
sktadaja si¢ z dwoch identycznych cewek magnetycznych. Zestaw do magnetoterapii
z cewkami Helmholtza przedstawiono na Rysunku 13. Cewki te maja $rednicg 10 cm,
dopasowang do wymiarow ptytki wielodotkowej. Cewki ustawiono naprzeciwko siebie
w odlegtos$ci miedzy cewkami rownej promieniowi cewek. Taki uktad moze zapewni¢ duzy
obszar jednorodnego pola magnetycznego migdzy cewkami [170], nieosiggany przy
zastosowaniu duzej cewki rehabilitacyjnej stosowanej w magnetoterapii. Z powodu zmian
cewek magnetycznych oraz umieszczania probek w przestrzeni pomiedzy cewkami rzeczywista
indukcja pola magnetycznego moze si¢ r6zni¢ od tych ustawionych na panelu sterujacym.
Dlatego tez wykonano pomiary nat¢zenia pola magnetycznego dla poszczegdlnych,
ustawianych na panelu sterownika wartosci indukcji i czestotliwoséci. Pomiary napigcia

prowadzono z uzyciem czujnika Halla podtagczonego do multimetréw laboratoryjnych.

Podczas badan ptytke wielodotkowg z materiatem biologicznym ogrzewano do 37°C za
pomoca termostatu grzewczego z systemem kanatow doprowadzajacych ogrzang wode.
Wezyki umieszczono w otworach w polimerze i otrzymano stolik utatwiajacy umieszczenie
plytki pomiedzy cewkami. Na stoliku, pod ptytka wielodotkowa umieszczano dodatkowo
ptytke ceramiczng celem uzyskania roéwnomiernego rozktadu temperatury w ptlytce

wielodotkowej zawierajacej badane komorki.
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Rysunek 13. Zestaw do badan magnetoliposomow w zmiennym polu magnetycznym niskiej
czestotliwosci: generator pola magnetycznego, panel sterujgcy 1 cewki magnetyczne

Helmholtza, ponizej: system ogrzewajgcy.

2.2. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych nanoczastek

Analiza morfologii nanoczgstek

Transmisyjny mikroskop elektronowy. Obrazy TEM zostaly zarejestrowane

W Laboratorium Badan Strukturalnych i Fizykochemicznych Uniwersytetu Warszawskiego.
Mikrofotografie probek z transmisyjnej mikroskopii elektronowej wykonano przy uzyciu
mikroskopu Zeiss Libra 120 Plus wyposazonego w filtr energii (EF-TEM), pracujacego przy
120 kV. Do analizy prébek: SPION, MLP, krople 10 — 15 pL rozcienczonej zawiesiny
umieszczano na miedzianej siatce (400 mesh) pokrytej weglem/formvarem, a obrazy

uzyskiwano po odparowaniu rozpuszczalnika.
Analiza powtoki kwasu oleinowego

Analiza termograwimetryczna (ang. Thermogravimetric Analysis, TGA). Stabilno$¢é

termiczng zsyntetyzowanych nanoczastek magnetycznych pokrytych kwasem oleinowym

okreslono za pomoca analizy termograwimetrycznej (TGA, Q50V20.10). Termogram TGA
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zarejestrowano dla probki 11 mg proszku umieszczonej na platynowej szalce. Eksperymenty
prowadzono przy szybkosci ogrzewania probki 7°C/min w zakresie temperatur 0 — 1000°C

w atmosferze azotu, tak aby mozliwy byt rozktad powtoki organicznej na nanoczastkach.
Analiza fizykochemiczna otrzymanych nanoczgstek

Dynamiczne rozpraszanie $wiatla (ang. Dynamic Light Scattering, DLS), wskaznik

polidyspersyjnosci (ang. polydispersity index, PDI) i potencjat Zeta. Stabilno$¢ preparatow

(liposomy, magnetoliposomy) oceniano mierzac wielkos¢ hydrodynamiczng, rozktad wielkosci
czastek i potencjat Zeta za pomoca urzadzenia Zetasizer wyposazonego w laser He-Ne 0 mocy
4 mW (A = 632,8 nm) jako zrodlo $wiatta. Srednia $rednice hydrodynamiczng i rozktad
wielkos$ci probek mierzono metoda dynamicznego rozpraszania $wiatla po rozcienczeniu
probki w buforze PBS. Pomiary wykonano w jednorazowych kapilarnych kuwetach
w temperaturze 25°C. Potencjal Zeta preparatdéw mierzono przy uzyciu tego samego przyrzadu
przez analiz¢ fazowa rozpraszania $wiatta w celu okreslenia ruchliwosci elektroforetycznej
naladowanych zawiesin koloidalnych. Wszystkie analizy przeprowadzono w trzech

powtdrzeniach.
Badania wlasciwosci magnetycznych

Magnetometria wibracyjna (ang. Vibrating Sample Magnetometer, VSM). Pomiary

namagnesowania wykonano w Instytucie Fizyki Doswiadczalnej Wydzialu Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego przy uzyciu magnetometru wibracyjnego. Zalezno$¢
namagnesowania mierzono w dwoéch temperaturach: 200 K 1 300 K przy przytozonym polu

magnetycznym w zakresie od -4 do 4 T.
Pomiary spektrofluorymetryczne

Doksorubicyna posiada wtasciwosci fluorescencyjne, dzigki czemu mozliwa jest ocena
stezenia czgsteczek DOX technika spektrofluorymetryczng. Jednak fluorescencja DOX
wewnatrz magnetoliposomow moze by¢ znacznie wygaszona w poréwnaniu z wolng DOX ze
wzgledu na jej wysoce zagregowany stan wewnatrz magnetoliposomoéw [171]. W zwigzku
z tym, wykonywano pomiary intensywnosci fluorescencji DOX poza nosnikiem w wyniku jego
degradacji chemicznej, biernego wyptywu lub kontrolowanego uwolnienia pod wplywem
AMF-LF. Wodne zawiesiny magnetoliposoméw z DOX umieszczano w kuwecie kwarcowej
I wzbudzano falg o dlugosci 480 nm, intensywno$¢ fluorescencji doksorubicyny mierzono przy
Xem = 590 nm.
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2.3. Hodowla komérkowa

Linie komorkowe

e MCF-7 — ludzka linia komoérkowa raka sutka (American Type Culture Collection,
ATCC);

e MCF-10A - ludzka linia komoérek nabtonkowych wyizolowana z gruczotu sutkowego
(American Type Culture Collection, ATCC);

Odczynniki
W pracy z materiatem biologicznym stosowano ponizsze odczynniki:

e Buforowana sol fizjologiczna (Sigma Aldrich);

e TrypleExpress (Life Technologies);

e Podstawowe medium hodowlane (ang. Dublecco Essential Medium Eagle, DMEM)
(BioWest);

e Podstawowe medium hodowlane (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12, DMEM F-12) (Sigma Aldrich);

e Plodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum, FBS) (Gibco);

e L-glutamina (Sigma Aldrich);

e Penicylina i streptomycyna (Sigma Aldrich);

e Surowica konska (ang. Horse Serum, HS) (Sigma Aldrich);

e Insulina ludzka (Sigma Aldrich);

e Hydrokortyzon (Sigma Aldrich);

e Czynnik wzrostu naskorka (ang. Epidermal Growth Factor, EGF) (Sigma Aldrich);

e Dimetylosulfotlenek (DMSO) (Sigma Aldrich).

Pozostale materiaty

e Plytki do liczenia gestosci zawiesiny komorkowej z komorg Thoma (Brand);

e Butelki do hodowli komorkowej (Sarstedt);

e Ptytki wielodotkowe (GenoPlast);

e Igty iniekcyjne (dispoFine);

e Pipety serologiczne, pipety Pasteura, probowki wirdéwkowe, ependorfy, strzykawki,
krioprobowki (GenoPlast);

e Mr. Frosty™ pojemnik do zamrazania (Thermo Scientific™).
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Aparatura
W pracy korzystano z ponizszej aparatury do hodowli komoérkowe;:

e Inkubator CO, HERA-Cell 150 (Thermo Scientific);
e Wirowka Universal 32 Tabletop Centrifuge (Hettich);
e Komora laminarna Lamil 10 (Karstulan Metalli OY);

e Mikroskop odwrécony (Olympus IX 71).

Rutynowy pasaz komorek

Do hodowli poszczegdlnych linii komoérkowych stosowano medium hodowlane
0 nastepujacym sktadzie:
e Medium hodowlane komérek MCF-7: baza DMEM, 10% FBS, 1% (v/v) L-glutaminy,
1% (v/v) penicyliny i streptomycyny;
e Medium hodowlane komérek MCF-10A: baza DMEM-F12, 5% (v/v) HS, 10 pg mL*
ludzkiej insuliny, 0,5 pg mL™* hydrokortyzonu, 10 ng mL™* EGF.
Obie linie komoérkowe wykorzystywane w badaniach hodowano w inkubatorze: 37°C,
5% CO2 i pasazowano co kilka dni po osiggnieciu przez komorki 90% konfluencji. W tym celu
zuzyte medium usuwano z butelki hodowlanej. Komorki przeptukiwano 1 mL roztworu soli
PBS bez jonow Ca?*, Mg?*, a nastepnie inkubowano (37°C, 5% CO2) przy uzyciu 1 mL 0,25%
roztworu trypsyny z EDTA do momentu zaokraglenia i oderwania komoérek od powierzchni
butelki hodowlanej. Po tym czasie 1/3 odklejonych komoérek pozostawiano w butelce
hodowlanej w celu dalszego namnazania i dodawano 5 mL §wiezego medium hodowlanego.
W przypadku czwartego pasazu komorki przenoszono do nowej butelki hodowlanej. Pozostata
zawiesing komorkowa wykorzystywano do badan. Wszystkie hodowle komorkowe byty wolne
od mykoplazmy.

Dtugoterminowe przechowywanie

Celem dluzszego przechowywania linii komoérkowych 2/3 zawiesiny komorkowe;j
uzyskanej po trypsynizacji mieszano z dodatkiem 1 — 1,5 mL medium do mrozenia (90% FBS
+ 10% DMSO) i przenoszono do chlodnej krioprobéwki, a nastgpnie zamrazano w specjalnym
pojemniku do mrozenia z izopropanolem do -20°C. Preparaty ulegaty zamrozeniu z szybkoscia

-1°C/min, co umozliwialo po6zZniejsze rozmrozenie komorek z wysokim stopniem
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przezywalnosci. Komorki przechowywane dtuzej niz 3 dni przenoszono z pojemnika do

ciektego azotu.

Rozmrazanie komorek

Aby rozpocza¢ hodowlg komodrkowa wyjeta z zamrazarki krioprobowke ogrzewano
W reku do momentu uptynnienia medium z komoérkami. Nastepnie zawarto$¢ krioprobowki
przenoszono do butelki hodowlanej z 5 mL ogrzanego do okoto 37°C medium hodowlanego.
W celu usunigcia DMSO, po 24 h wymieniano medium hodowlane. Po 2-3 pasazach komorki

wykorzystywano do badan.
Przygotowywanie zawiesiny komorkowej do badan

W celu otrzymania zawiesiny komoérkowej przeprowadzano pasazowanie komorek
zgodnie z procedurg opisang powyzej. Komorki poddane dziataniu trypsyny przenoszono do
probowki wirowkowej (15 mL), dodawano 1 mL medium hodowlanego i zwirowano
(2000 RPM, 3 min). Supernatant usuwano, a pozostaty osad komorkowy zawieszano w 1 mL
swiezego medium hodowlanego, z czego pobierano 20 pL zawiesiny komorek i naktadano na
ptytke z komorg Thoma celem liczenia i okreslenia ggstosci komorek. W zaleznosci od $redniej
liczby komorek zliczonej z trzech gtownych kwadratéw komory, zawiesing odpowiednio
rozcienczano. W zaleznosci od rodzaju prowadzonego do$wiadczenia komorki wysiewano
z gestoscia zawiesiny 10* komérek mL™? w przypadku standardowych badan na ptytkach

wielodotkowych lub 4 x 10° komoérek mL? w przypadku badaf w mikrouktadach
przeplywowych.

Wysiewanie komorek na plytki wielodotkowe

Komoérki wysiewano na przezroczyste, ptaskodenne 12- lub 96-dotkowe plytki
hodowlane. W tym celu 1 mL lub 100 pL zawiesiny komorek (10* komoérek mL™?)
wprowadzano do kazdego dotka. Nastepnie, ptytki inkubowano przez 24 h (37°C, 5% CO3). Po

tym czasie przeprowadzano odpowiednie testy komorkowe, opisane w dalszej czesci metodyki.
2.4. Mikrosystemy przeplywowe

Odczynniki stosowane do wytwarzania mikrouktadow
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e Poli(dimetylosiloksan), PDMS i odczynnik sieciujacy Cross-Linking Agent, Sylgrad
184 (Dow Corning);
e Alkohol etylowy (70% v, POCh, Poland).

Pozostate materialy

e Film kapilarny (Pro/Cap 50, Chromaline)

e Ptytka z poli(metakrylanu metylu), PMMA (Polimart);

e Wezyki Tygon R3607 o $rednicy wewnetrznej 0,19 mm i grubosci scianki 0,91 mm
(Ismatec);

e Ciekly azot.
Aparatura do wytwarzania i uzytkowania mikrouktadow

e Mikrofrezarka CNC Miromilling Machine (Minitech Machinery Co.);

e Waga techniczna model THB-600 (Radwag);

e Eksykator z pompa prozniowa (Kartell);

e Suszarka laboratoryjna (Binder);

e Wiertarka Dremel Multi (Dremel);

e Urzadzenie Plasma System do wytwarzania plazmy tlenowej (Diener Electronics);
e Lampa UV o dlugosci fali: 365 nm, mocy: 100 W (Black Ray);

e Pompa perystaltyczna (Ismatec).
Wytwarzanie mikrosystemow przeptywowych

Wytwarzanie mikrosystemow przeplywowych obejmuje etapy zwigzane z otrzymaniem
pieczatki z odwzorowang mikrostrukturg kanatow oraz z wykonaniem mikrouktadu, ktérych

etapy opisano szczegotowo ponizej. W pracy wykorzystano 2 mikrosystemy przeptywowe:

Mikrosystem | przeznaczony do badan magnetoliposoméw w przeptywie. Wzor

z geometrig mikrokanatéw otrzymany na masce fotolitograficznej odwzorowywano na filmie
kapilarnym na ptytce szklanej i otrzymano pieczatke, ktora wykorzystano do wytworzenia

mikrouktadu w polimerze PDMS.

Mikrosystem 1l przeznaczony do hodowli sferoidow w warunkach przeptywowych.

Pieczatke, zawierajaca sie¢ mikrokanatow 1 mikrokomoér hodowlanych wytworzono na plytce
PMMA technika mikrofrezowania, a mikrouktad wykonano metoda podwdjnego odlewu

w PDMS [172].
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Wykonanie maski fotolitograficznej (mikrosystem 1)

Projekt wzoru mikrouktadu przygotowano w programie graficznym CorelDraw
i wydrukowano na folii poliestrowej z uzyciem drukarki o wysokiej rozdzielczo$ci 3600 dpi.

Taki wydruk stanowit fotomaske do dalszych etapow technologii wytwarzania mikrosystemow.
Wykonanie pieczgtki (mikrosystem I)

Wzér z przygotowanej uprzednio maski fotolitograficznej odwzorowywano na cienkim
materiale s$wiatloczutym — film kapilarny (grubos¢ emulsji 50 pm) na umieszczonej
powierzchni ptytki szklanej. W tym celu na szkle umieszczono film kapilarny i wydrukowang
maske fotolitograficzng, a nastgpnie cato$¢ naswietlano promieniowaniem ultrafioletowym
przez 90 sekund. Wzor geometrii mikrouktadu na masce jest przezroczysty, a pozostata cz¢s$¢
maski czarna. Podczas naswietlania promieniowanie przechodzi jedynie przez czgsé
przezroczysta (wzor) i w tej czesSci dochodzi do usieciowana emulsji na filmie. Wzor sieci
mikrokanatéw z maski zostaje odwzorowany na warstwie $wiattoczulej poddawanej
usieciowaniu. Pozostata cz¢$¢ filmu, ostonigta czarng powierzchnig maski byta nienaswietlona
(nieusieciowana), a wigc usuni¢to ja przez wymywanie strumieniem wody i suszenie
sprezonym powietrzem. W wyniku kilkukrotnego powtdrzenia tej czynno$ci odmyto
pozostato$ci substancji $wiattoczulej 1 otrzymano pieczatke z wypuklym wzorem struktury
mikrouktadu. Caty proces otrzymywania pieczatki prowadzono przy zottym swietle ze wzgledu
na wykorzystywanie materialbw $wiatloczulych. Schemat wytwarzania pieczatki
przedstawiono na Rysunku 14. Geometri¢ mikrosystemu I omowiono w dalszej czesci

doswiadczalnej w rozdziale 6.1.

72



AL L e

I .

film kapilarny
plytka szklana

@ : nienaswietlona czesé filmu

\ .
naswietlona czg¢sé filmu
wymywanie wodg

‘ @ nienaswietlonej czesei filmu

pieczatka z wypuklym wzorem

Rysunek 14. Schemat przedstawiajgcy wytwarzanie pieczqtki ze wzorem metodq fotolitografii.
Wykonanie mikrouktadu 1

Mikrouktady przeznaczone do badan magnetoliposoméw wykonano metoda
replikacyjng [173] (Rysunek 15). Wykonang wczesniej pieczatke umieszczono w odpowiednio
przygotowanej formie. Nastgpnie nieusieciowany prepolimer PDMS z odczynnikiem
sieciujgcym zmieszano w stosunku wagowym 10:1. Mieszaning odgazowano W eksykatorze
Z pompa proézniows, wylano do formy z pieczatka i pozostawiono do usieciowania (70°C,
1,5h). Usieciowang warstw¢ PDMS oddzielono od matrycy uzyskujac gotowa plytke
polimerowa z wglebieniami odpowiadajacymi mikrokomorom i mikrokanatom (dolna czes¢
mikrouktadu). Podobnie otrzymano drugg ptytke polimerowa (gorna cze¢$¢ mikrouktadu), ktora
stanowila warstwe uszczelniajgcg. W tym celu ptynny PDMS wylano na gtadka ptytke szklang.
Po usieciowaniu ptytke polimerowa oddzielono od szkta, a nast¢pnie chtodzono w ciektym
azocie 1 wywiercono otwory o $rednicy 1 mm w miejscach wlotu 1 wylotow z mikrosystemu.
Obie czesci mikrouktadu odttuszczono z uzyciem detergentu, przemyto woda destylowana
I wysuszono sprezonym powietrzem. Gotowe ptytki PDMS trwale potgczono z uzyciem
plazmy tlenowej do aktywowania powierzchni ptytek (ptytka z otworami i ptytka od strony
mikrostruktury uktadu). Po trwatym potgczeniu obu warstw w wykonanych wczesniej otworach

Zamieszczono wezyki.
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pieczatka ze wzorem umieszczenie pieczatki wylanie nieusiecirowanego
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usieciowanie PDMS natozenie gdrnej, usieciowane] gotowy mikrosystem
(dolna wartwa) warstwy PDMS z wywierconymi Z umieszczonymi
70°C przez 1,5 h otworami wezykami

(po aktywacj1 w plazmie tlenowej)

Rysunek 15. Schemat wytwarzania mikrosystemu przeptywowego z PDMS metodq replikacyjng
[152].

Geometria mikrosystemu przeptywowego do hodowli sferoidéow (mikrosystem I1)

Mikrosystem do hodowli sferoidow opracowano w Katedrze Biotechnologii Medycznej
Politechniki Warszawskiej [174]. Projekt mikrouktadu przedstawiono na Rysunku 16. Wzor
mikrosystemu Il otrzymano w ptytce PMMA. Otrzymana pieczatka zawiera sie¢ mikrokanatow
o wymiarach szerokosci i glebokosci 100 pm oraz mikrokomér hodowlanych o $rednicy
2,7 mm. Mikrosystem sktada si¢ z 12 mikrokomoér hodowlanych rozmieszczonych w trzech
rzedach, po 4 mikrokomory w kazdym. Kazda mikrokomora posiada 7 mikrodotkow
z zaokraglonym dnem i glebokosci 500 pum. U-ksztattne mikrodotki sg przeznaczone do
formowania sferoidow. Proces ten w tym przypadku polega na grawitacyjnym opadaniu
komoérek w mikrokomorach hodowlanych. Zaokraglony ksztatt mikrodotkow sprzyja
powstawaniu agregatow komorkowych i formowaniu sferoidow o prawidtowej, kulistej
strukturze. Mikrouktad posiada jeden otwor wlotowy =zaopatrujacy wszystkie rzedy
mikrokanaléw z mikrokomorami hodowlanymi, natomiast kazdy mikrokanat posiada odrgbny
otwoér wylotowy. Pomiedzy wlotem a rozgalezieniem gldéwnego mikrokanalu wystepuje
dodatkowy otwor odpowiadajacy za odpowietrzenie mikrosystemu. Obecno$¢ pecherzykow

powietrza w mikrostrukturach jest powszechnym zjawiskiem, ktére negatywnie oddziatuje na
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prowadzong wewnatrz hodowle komorek. Dziatanie uktadu odpowietrzajacego polega
wytloczeniu pecherzy zalegajacego powietrza z wylotdow przez naprzemienne otwieranie
I zamykanie poszczegdlnych otworéw. Po wprowadzeniu zawiesiny komorek wszystkie
otwory zostaly zamknigte. Komorki w mikrodotkach agregowaty tworzac sferoidy. Po ich
otrzymaniu, nagromadzone w otworach powietrze zostalo usunicte przez otwarcie dwoch
pierwszych otworéw (wlotowy i odpowietrzajacy) i przepuszczenie medium hodowlanego.
W celu usunigcia powietrza w drugiej czesci mikrouktadu, otwor odpowietrzajacy zostat
zamkniety 1 zostaly otwarte otwory wylotowe. W ten sposob oprdcz usunigcia powietrza
Z wylotow mozliwa byla wymiana medium hodowlanego i1 dostarczanie sktadnikow

odzywczych do sferoidow.

A System odpowietrzajgcy Ranziligiauing

Komora
hodowlana

wylotowe

Rysunek 16. Schemat przedstawiajgcy projekt geometrii mikrouktadu (A), wytworzony
mikrosystem (B). Twérca projektu: A. Zuchowska, P.416105.

Wykonanie mikrouktadu I1

Mikrouktady przeznaczone do hodowli komorkowej przestrzennej (sferoidow)
wykonano wedtug wcze$niej zaproponowanego 1 zoptymalizowanego projektu. Odwzorowanie
struktury z pieczatki wykonano na drodze podwdjnego odlewu. W tej metodzie otrzymywane
sg dwie formy wzoru: pierwotna, ktora posiada wzor identyczny jak w pieczatce oraz wtorna,
ktora posiada ksztatt odwrotny do finalnej struktury mikrouktadu i jest uzyskiwana z formy
pierwotnej. W przypadku tego mikrosystemu, pieczatke z pierwotnym wzorem Sieci
mikrokomor hodowlanych i mikrokanatow stanowita ptytka poli(metakrylanu metylu), w ktore;j
w procesie mikrofrezowania wykonano odpowiednig geometri¢. Pltytke PMMA umyto,
osuszono i umieszczono w formie. Baz¢ polimerowa PDMS i czynnik sieciujacy zmieszano

w stosunku wagowym 9:1. Po odgazowaniu i wylaniu mieszaniny do formy prowadzono proces
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sieciowania (70°C, 1,5 h). Nastepnie, oddzielong warstwe PDMS (forma wtorna) od ptytki
PMMA poddano starzeniu termicznemu (100°C, 48 h). W nastgpnym etapie starzona forma
wtorna stanowila matryce w kolejnym procesie sieciowania ptynnego PDMS. Po rozdzieleniu
warstw uzyskano gotowa ptytke polimerowsa, w ktorej odwzorowano mikrostrukture pierwotng
z ptytki PMMA. Druga warstwe mikrouktadu stanowita ptaska ptytka polimerowa, w ktorej
wywiercono jedynie otwory na wezyki. Ptytki PDMS odtluszczono i potaczono za pomoca

aktywacji plazmg tlenowa. W wykonanych wcze$niej otworach umieszczono wezyki.
Przygotowanie mikrosystemu Il do badan

Przeplyw roztworow w mikrosystemie generowano za pomocg pompy perystaltycznej.
Mikrouktady, do ktérych wprowadzano komorki, wymagaly wczesniejszej sterylizacji.
Obejmowata ona poddanie mikrosystemu dziataniu promieniowania ultrafioletowego przez 30
min oraz przeptukanie mikrokanatéw i mikrokomor hodowlanych 70%v/v roztworem etanolu.
Po procesie sterylizacji mikrouktady napetniono medium hodowlanym i inkubowano
W odpowiednich warunkach (37°C, 5% CO2) przez 24 h. Po tym czasie mikrouktad byt gotowy

do wprowadzenia zawiesiny komorkowe;.
Prowadzenie hodowli komorkowej (sferoidow) w mikrosystemie Il

Wprowadzanie komoérek do odpowiednio przygotowanych mikrosystemow polegato na
uzyskaniu zawiesiny komoérkowej ze standardowej hodowli komoérkowej. Nastepnie
przygotowano zawiesine o gestosci 4 x 10® komoérek mL™? i wprowadzono do mikrouktadu
Z szybkoscig przeptywu 10 uL mL™. Proces wprowadzania komorek kontrolowano stosujac
obserwacj¢ mikroskopowa w celu potwierdzenia rownomiernego rozmieszczenia komorek
w kolejnych rzgdach mikrokomor. Mikrouklad z wprowadzonymi komorkami poddano
inkubacji (37°C, 5% CO.), podczas ktorej zachodzita proliferacja komorek. Kazdg hodowle
w mikrokomorze poddawano dalszej obserwacji co 24 h, oceniajac w ten sposob proces
agregowania oraz morfologi¢ komoérek i uzyskanych sferoidow. W tym czasie, co 24 h

wymieniano réwniez medium hodowlane na §wieze (5 uL mL™, 20 min).
2.5. Badania in vitro otrzymanych magnetoliposoméw

Odczynniki stosowane do testow komorkowych

e Bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy  (MTT)  (Sigma
Aldrich);
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e Zestaw do oznaczania aktywnosci LDH, LDH-Cytotoxicity Assay Kit (Bio Vision);
e Kalceina AM (ang. Calcein-AM, CAM) (Sigma Aldrich);

e Jodek propidyny (ang. Propidium iodide solution, PI) (Sigma Aldrich);

e Hoechst 33258 (Sigma Aldrich);

e Zestaw odczynnikow CytoFLEX (Beckman Coulter);

e Aneksyna V-FITC (Sigma Aldrich);

e Bufor wigzacy aneksyne V (Sigma Aldrich);

e alamarBlue® (AbD Serotec);

Pozostate materialy

e Szalki konfokalne ze szklanym dnem przeznaczone do hodowli komoérek (Greiner Bio-
One);

Aparatura stosowana do testow komorkowych

e Czytnik ptytek wielodotkowych CYTATION 3 (BioTek);

e Spektrofotometr z funkcja czytnika ptytek; Varian Cary Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer (Agilent);

e Odwrécony mikroskop fluorescencyjny (Olympus IX71);

e Mikroskop konfokalny FluoView (Olympus CLSM);

e Cytometr przeptywowy CytoFLEX (Beckman Coulter).

Analiza aktywnosci metabolicznej komorek —test MTT

Test MTT przeprowadzono w celu oznaczenia aktywno$ci cytotoksycznej
chemioterapeutykow (doksorubicyny i mitoksantronu) wobec komorek nowotworowych
I prawidtowych piersi. W tej metodzie aktywnos$¢ oksydoredukcyjna mitochondriéw okre§lana
jest na podstawie zdolnosci enzymu do redukcji barwnika MTT, ktora zachodzi jedynie
w zywych komoérkach. W wyniku dziatania dehydrogenazy mitochondrialnej Zotta,
rozpuszczalna w wodzie sO0l tetrazolowa jest przeksztalcana do fioletowych,
nierozpuszczalnych krysztalow formazanu. Intensywno$¢ zabarwienia roztworu po
rozpuszczeniu krysztalow mierzona jest spektrofotometrycznie, a ilo$¢ zredukowanego MTT

jest proporcjonalna do liczby aktywnych metabolicznie komdrek zywych.

W tym celu linie komérkowe MCF-7 i MCF-10A wysiano z gestoscig 1 x 10* komorek
na studzienke na standardowych 96-dotkowych ptytkach hodowlanych. Nastepnie komorki
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inkubowano przez 24 godziny, aby zapewni¢ odpowiednig adhezj¢ do dna dotka. Nastepnie
pozywke usuni¢to, a komorki potraktowano $wiezo przygotowanymi roztworami badanych
nanomateriatdow w pozywce hodowlanej (100 pL na studzienke). Badanymi nanomateriatami
byly: nanoczastki magnetyczne oraz liposomy i magnetoliposomy bez leku i z lekiem. Probki
kontrolne wykonano bez badanych nanomateriatow, dlatego hodowlg komdérkowsa inkubowano
tylko ze $wieza pozywka. Po 24 h inkubacji z badanymi nanomateriatami medium zastapiono
100 pL roztworu MTT (0,5 mg mL* w PBS). Nastepnie komorki inkubowano przez 4 godziny
1 chroniono przed §wiatlem. Nastepnie supernatant ostroznie usuni¢to, a wytrgcone fioletowe
krysztaty formazanu rozpuszczono przez dodanie 100 pL DMSO i kilkuminutowg inkubacje.
Intensywnos$¢ powstatego barwnego roztworu mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci
fali 570 nm przy uzyciu czytnika ptytek. Ilos¢ zredukowanego MTT jest proporcjonalna do
aktywnosci oksydacyjnej mitochondriow, jak rowniez do liczby zywych (aktywnych
metabolicznie) komorek w populacji. Wyniki zywotno$ci komorkowej sg $rednig trzech
niezaleznych eksperymentow i przedstawiono je jako procent zywotnosci w stosunku do grup
kontrolnych (komoérki niepoddawane inkubacji z badanymi nanomateriatami). Roznice
w zywotno$ci komorek migdzy probkami o réznych stgzeniach okre§lono jako statystycznie

istotne przy p < 0,05 za pomocg analizy wariancji (ANOVA).
Analiza aktywnosci metabolicznej komorek — test dehydrogenazy mleczanowej LDH

Oceng stopnia toksycznosci badanych zwigzkow wobec komorek przeprowadzono
z uzyciem testu LDH. Zasada dziatania testu wykorzystuje specyficzne reakcje enzymatyczne,
w  wyniku ktorych dochodzi do powstania barwnego produktu o0znaczanego
spektrofotometrycznie. LDH to enzym cytozolowy, ktory w warunkach prawidlowych jest
nieobecny w $Srodowisku zewngtrznym komorki. Uszkodzenie mechaniczne integralno$ci blony
komorkowej lub $mier¢ komorki spowodowane dziataniem badanych lekow skutkuje
uwolnieniem enzymu z komoérek do otoczenia. Reakcje enzymatyczne w tym teécie zachodza
w dwoch etapach. W pierwszym etapie, enzym LDH, uwolniony z komorek, Katalizuje
przeksztalcenie mleczanu do pirogronianu z przeniesieniem atomu wodoru na NAD®.
W drugim etapie zachodzi przeniesienie atomu wodoru przez diaforeze na sol tetrazolowa,
ktora ulega redukcji do formazanu. Ilo$¢ oznaczonego LDH odpowiada stopniu uszkodzenia
btony komorkowej i toksycznosci badanej substancji lub innych czynnikow (np. pola

magnetycznego) wobec komorek.

Wysianie komoérek na plytki  wielodotkowe 1 inkubacjg z badanymi

nanomateriatami/lekami prowadzono w sposob identyczny jak przy wczesniej opisywanym
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tescie MTT. Ostatniego dnia wykonano test oznaczania aktywno$ci dehydrogenazy
mleczanowej. W tym celu pobrano supernatant znad hodowli komorek (50 pL) i dodano do
nowego dotka ptytki. Nast¢pnie, dodano mieszaning testowa LDH w objetosci rownej objetosci
pobranego medium i poddano 30-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej i przy braku
dostepu $wiatta. Pomiar absorbancji wykonano przy dlugosci fali 490 nm. Dane uzyskano
Z dwoch niezaleznych eksperymentdéw, a wyniki aktywno$ci enzymatycznej LDH wyrazono

jako procent w stosunku do kontroli.
Barwienie roznicowe — kalceina AM i jodek propidyny

W celu okreslenia zywotnosci komorek (martwych/zywych) w prowadzonych
hodowlach wykonano barwienie réznicowe. Przygotowano roztwory kalceiny AM w stgzeniu
koncowym 4 puM i jodku propidyny w stezeniu koncowym 40 uM w medium hodowlanym.
Kalceina AM jest zwigzkiem niefluorescencyjnym, przenikajacym przez blony komorkowe.
Aktywnos$¢ esterazy w cytoplazmie zywych komorek umozliwia przeksztalcenie CAM
W nieprzepuszczalng dla btony kalceing emitujacg silna, zielong fluorescencje (dlugos¢ fali
wzbudzenia 490 nm, dtugos¢ fali emisji 515 nm). Koncentracja kalceiny jest mozliwa jedynie
w komorkach z nienaruszonymi btonami plazmatycznymi, a wigc CAM zabarwia na zielono
jedynie zywe komorki.

Jodek propidyny jest zwigzkiem nieprzepuszczalnym dla blon komoérkowych. W przypadku
uszkodzen integralnosci btony komorkowej w procesie apoptozy i nekrozy, Pl wnika do
wnetrza komorki 1 interkaluje z kwasami nukleinowymi, emitujac czerwong fluorescencje jader
komorkowych (dtugosé fali wzbudzenia 535 nm i emisji 617 nm). Jodek propidyny stosowany
jest wylacznie do barwienia komorek martwych. Barwienie roznicowe komorek rosngcych
W monowarstwie wykonywano na plytkach wielodotkowych 1 sferoidéw hodowanych

w mikrosystemie II. Ponizej opisano procedurg ich barwienia.
o Plytki wielodotkowe

Po 24-godzinnej inkubacji komorek piersi z badanym zwiazkiem usunigto medium
hodowlane znad monowarstwy komoérkowej. Nastepnie, do kazdego dotka dodano 100 pL
mieszaniny roztworow CAM 1 PI. Hodowle z barwnikami inkubowano bez dostepu $wiatta
przez 10 minut (37°C, 5% CO32). Po tym czasie, zabarwione CAM komorki zywe (zielone
obiekty) 1 zabarwione Pl komorki martwe (czerwone obiekty) obserwowano w ciemnosci

z wykorzystaniem odwréconego mikroskopu fluorescencyjnego.
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o  Mikrouktad I

W przypadku wybarwiania sferoidéw hodowanych w mikrouktadach mieszaning
barwnikéw wprowadzano do mikrouktadéw przez 15 minut (5 pL min™?), inkubowano przez
10 minut w ciemnosci (37°C, 5% COz) i obserwowano z uzyciem mikroskopu jak w przypadku

ptytek wielodotkowych.
Barwienie roznicowe — Hoechst 33258

Przydatno$¢ nosnikéw magnetoliposomowych do efektywnego transportu leku do
komorki okreslono przez ocene komorek barwionych przy uzyciu Hoechst 33258 i obserwacj¢
z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Hoechst 33258 jest barwnikiem fluorescencyjnym
stosowanym do barwienia DNA w zywych komorkach. Hoechst 33258, zawiera dodatkowg
grupe etylowa, przez co jest bardziej lipofilowy i jest zdolny do przenikania przez nienaruszone
btony biologiczne. Wzbudzany §wiatlem ultrafioletowym przy dtugosci fali okolo 345 nm
emituje niebieskie $wiatlo fluorescencji, barwigc jadra komorkowe (dtugosé fali emisji przy

485 nm).

Komorki MCF-7 i MCF-10A wysiano do 4-komorowej szalki konfokalnej do hodowli
komoérek ze szklanym dnem z gestoscig 1 x 10* komérek na komore. Komérki hodowano
w standardowych warunkach przez 24 h (37°C, 5% CO.), aby zapewni¢ ich adhezje do
powierzchni szalki. Nastepnie medium zastgpiono $wiezym z dodatkiem DOX w stezeniu
1ugmL? lub doksorubicyny zamknigtej w magnetoliposomach (dox-MLP) w stezeniu
0,01 mgmL?. Tlo$¢ wolnego leku odpowiadata ilosci tego leku zatadowanego do
magnetoliposomow. Obrazowanie mikroskopowe wybarwionych jader komorek wykonano po
24 h inkubacji no$nikow z lekiem. Po usunigciu medium hodowlanego ze zwigzkami, komorki
przeplukano buforem PBS, kolejno po usunigciu buforu dodano 500 pL barwnik Hoechst
33258, chronigc przed §wiatlem. Komorki z barwnikiem inkubowano przez 15 min, po czym
wyptukano barwnik i zastgpiono medium hodowlanym. Szalke umieszczano w odpowiednim
holderze i przenoszono do mikroskopu konfokalnego. Obserwacj¢ mikroskopowa prowadzono
dla doksorubicyny przy Awzs = 490 nm, Aem = 590 nm, natomiast dla Hoechst 33258 przy
Awzb = 345 nm, Aem = 485 nm.
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Cytometria przeptywowa
o Okreslenie typu smierci komorkowej

Linie komorkowe MCF-7 i MCF-10A wysiano na 12-dotkowa ptytke hodowlang zgodnie
z wczesniej opisang procedurg dla ptytek wiclodotkowych (rozdziat 2.3.). Do dotka dodano
1 mL zawiesiny komorek w gestoéci 1 x 10% komérek mL™. Po 24 h standardowej inkubacii
medium usunieto, a komorki poddano inkubacji z dox-MLP w stezeniu 0,001 mg mL™* (ponizej
dawki ICsg) przez 24 h. Po inkubacji komorki odklejono od powierzchni dna przy uzyciu buforu
PBS i trypsyny. Nastepnie komoérki dwukrotnie zwirowano (2000 rpm, 3 min), odrzucajac
supernatant 1 zawieszajac osad w 100 uL. buforu wigzacego aneksyne i inkubowano z 5 pL
aneksyny V-FITC i 5 ul roztworu jodku propidyny przez 15 minut w temperaturze pokojowej
w ciemnosci. Nastepnie do wszystkich probéwek dodano 400 pL buforu wiazacego aneksyne.
Procent zywych, apoptotycznych 1 pé6znych komorek apoptycznych/nekrotycznych okreslono
za pomoca cytometrii przeplywowej. Kazdorazowo analizie poddawano 10000 komorek.
Proces apoptozy jest okreslany przez wykrycie fosfatydyloseryny, sygnat apoptyczny prowadzi
do przeniesienia tego fosfolipidu z wewngtrznej warstwy btony komorkowej (komorki zywe)
na jej powierzchni¢. Aneksyna V sprzezona z barwnikiem fluorescencyjnym FITC stuzy do
wykrycia fosfatydyloseryny. Jodek propidyny pozwala na jednoczesne badanie integralno$ci
btony komodrkowej [175]. Analiza technikg cytometrii przepltywowej pozwala wyodrebnic
cztery typy populacji komodrek: komorki zywe — niebarwione zadnym odczynnikiem; komorki
nekrotyczne — zabarwione jedynie jodkiem propidyny; komorki apoptotyczne wezesnej fazy —
barwione aneksyng V w réznym stopniu oraz komorki apoptyczne — zabarwione jednoczesnie

obydwoma odczynnikami.
o Shkutecznosé wnikania dox-MLP do komdrek

Wysianie komorek na ptytke i ich inkubacja z dox-MLP w stezeniu 1 ug mL™ prowadzono
analogicznie jak przy okreslaniu typu $mierci komorkowej. Po odklejeniu komorek i ich
odwirowaniu, osad zawieszono w 1 mL medium hodowlanym. Zawiesing komorkowa
przeniesiono do jednorazowej probowki i analizowano ilo$ciowo skuteczno$¢ wnikania
magnetoliposomow z lekiem do komorek za pomocg cytometru przeptywowego. Analize
dokonano porownujgc sygnat uzyskany dla komoérek z probki kontrolnej (bez dox-MLP),
a sygnalem pochodzacym od komorek, ktore zakumulowaty nosnik z lekiem. Kazdorazowo

analizie poddawano 10000 komorek.
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Test alamarBlue®

Test alamarBlue® przeprowadzono w celu oceny aktywnos$ci enzymatycznej procesow
utleniania i redukcji. W tescie tym stosowana resazuryna dziata jako wskaznik do ilo§ciowego
pomiaru zywotnosci komorek. W wyniku zachodzacych w zywych komadrkach procesow redox
niebieska niefluorescencyjna resazuryna jest przeksztalcana w resorufing o rozowej
fluorescencji (dtugos¢ fali wzbudzenia 552 nm, dtugosé¢ fali emisji 583 nm). Intensywno$¢

mierzonej fluorescencji powstatego produktu jest proporcjonalna do liczby zywych komorek.

Po 24 h lub 48 h czasie inkubacji komoérek z badanymi: dox-MLP lub DOX,
wprowadzono do mikrosystemu 10% roztwor alamarBlue® przez 15 min z predkoscia
przeptywu 5 pL min?. Nastepnie komorki inkubowano przez 15 minut (37°C, 5% CO2)
I chroniono przed $wiattem. Po tym czasie mikrosystem umieszczono w dopasowanym
holderze i zmierzono intensywnos$¢ fluorescencji za pomoca czytnika ptytek. Wyniki
przedstawiono na wykresach jako procent proliferacji/zywotno$ci komorkowej w stosunku do

grup kontrolnych, niepodanych inkubacji z badanymi zwigzkami.

W przypadku prowadzenia hodowli dhugoterminowej okre§lano jej zywotnosé
w kazdym dniu hodowli. Z tego wzglgdu po wykonanym pomiarze wprowadzono do
mikrosystemu $wieze medium hodowlanym i kontynuowano standardowsg inkubacj¢ komorek
przez nastepne 24 h, po czym powtdrzono procedurg testu alamarBlue®. Wyniki wyrazono
jako procent proliferacji/zywotnosci komoérkowej w stosunku do grup kontrolnych
Z poszczegolnych dni hodowli. Roznice w zywotnos$ci sferoidéw migdzy probkami o r6znych
stezeniach okreslono jako statystycznie istotne przy p < 0,05 za pomoca analizy wariancji

ANOVA.
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3. Magnetoliposomy

3.1. Charakterystyka fizykochemiczna superparamagnetycznych nanoczastek tlenku

zelaza

Nanoczastki magnetyczne tlenku zelaza przygotowano metodg wspotstracania,
a otrzymane produkty magnetyczne scharakteryzowano przy uzyciu technik przedstawionych
w dalszej czgsci rozdziatu. Dobdr metody syntezy nanoczastek magnetycznych uwzgledniat
konieczno$¢ otrzymania nanoczastek o wlasciwosciach superparamagnetycznych, dzigki
ktorym wykazuja wysokie namagnesowanie jedynie w obecno$ci zewngtrznego pola
magnetycznego. Takie zachowanie magnetyczne czyni nanoczastki tlenku zelaza dobrymi
kandydatami jako platformy no$nikowe w ukierunkowanym dostarczaniu lekéw. Koniugat
nanoczastek z lekiem lub innym no$nikiem moze by¢ kierowany do okreSlonego miejsca za
pomocg zewngetrznego, stalego pola magnetycznego i uwalnia¢ lek w zmiennym polu
magnetycznym. Wlasciwosci superparamagnetyczne determinowane sg przez parametry
fizyczne nanoczastek, takie jak wielko$¢, magnetyzm oraz hydrofobowosé, czyli ogdlng
konstrukcje rdzen-powloka nanoczgstek. Okreslone cechy nanoczastek uzyskiwano na
poszczegdlnych etapach syntezy poprzez optymalizacje jej parametrow. Maty rozmiar
nanoczastek wplywa na wyzsze namagnesowanie zapewniajac silniejsze oddziatywanie
magnetoliposoméw z polem magnetycznym. Umieszczenie nanoczastek w dwuwarstwie
lipidowej limitowane jest jej gruboscig, dlatego synteza byla ukierunkowana na otrzymanie
MNP o $rednicy ponizej 10 nm. Zastosowanie powtoki wokot rdzenia nanoczastek zapobiegato
ich agregacji, a powierzchnia hydrofobowa, uzyskana przez powlekanie kwasem oleinowym,
sprzyjata wiaczaniu MNP do hydrofobowej dwuwarstwy fosfolipidowej. Umieszczenie
hydrofobowych nanoczastek w dwuwarstwie fosfolipidowej liposoméw jest korzystne
z powodu ich oddzielenia od kapsutkowanego leku, ktory wprowadzany jest do wewnatrz
nosnika, dzieki czemu oddziatywanie MNP w polu magnetycznym ograniczone jest jedynie do
zewnetrznej czesci magnetoliposomu. Obecnos$¢ nanoczastek magnetycznych w dwuwarstwie
zwieksza sztywno$¢ blony magnetoliposoméw, a zatem prawdopodobnie zwigksza jej
podatnos¢ na pekanie na skutek drgan mechanicznych nanoczastek pod wpltywem zmiennego
pola magnetycznego niskiej czgstotliwosci. Ponadto, nanoczastki magnetyczne o Srednicy
okoto 8 nm s3 zbyt mate, aby ich drgania w zmiennym polu magnetycznym byly w stanie
wytwarza¢ ciepto do Tm liposoméw niezbedne do przemiany fazowej dwuwarstwy i jej

uplynnienia.

83



Nanoczgstki magnetyczne tlenku zelaza pokryte kwasem oleinowym oa-FesOs
scharakteryzowano za pomoca technik TEM, TGA i VSM. Obraz TEM na Rysunku 17-A
przedstawia nanoczastki, ktore sg sferyczne i polidyspersyjne. Uzyskany obraz mikroskopowy
wskazuje réwniez na niski stopien agregacji nanoczastek, a zatem pokrycie powierzchni
powtoka kwasu oleinowego moze $wiadczy¢ o ich dobrym rozdzieleniu. Rozktad wielkosci
uzyskany z analizy obrazu TEM przedstawiono na Rysunku 17-B. Na podstawie wynikow
przedstawionych na histogramie mozna stwierdzi¢, ze otrzymane nanoczastki magnetyczne
posiadaty srednice w zakresie od 5 do 12 nm, przy sredniej wielkosci od 8 do 9 nm. Nastepnie
metoda termograwimetryczng oznaczono ilo$¢ (termowageg) otoczki organicznej kwasu
oleinowego na powierzchni nanoczastek. Analiza TGA (krzywa na Rysunku 17-C) w badanym
zakresie temperatur 0 — 1000°C przedstawia ubytek masy nanoczastek przez termiczny rozktad
frakcji organicznej do tlenkéw wegla i wegla, ale bez zmiany struktury nanoczgstek.
W przypadku kwasu oleinowego jego rozktad zachodzi do temperatury 500°C, co zostato
zarejestrowane na krzywej TGA. Zgodnie z przebiegiem tej krzywej mozna okresli¢, ze $redni
udziat powloki kwasu oleinowego wokot rdzenia magnetycznego stanowi niewiele ponad 30%

masy probki.
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Rysunek 17. Charakterystyka superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza (SPION).
Mikrograf TEM nanoczgstek oa-Fe30a, skala: 50 nm (A), histogram przedstawiajgcy wielkosé
i rozktad wielkosci nanoczgstek (B), analiza termograwimetryczna pokazujgca zawartosé

otoczki kwasu oleinowego wokét rdzenia ferrimagnetycznego (C).
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Jak opisano wczesniej W rozdziale 3.2.1., podstawowym warunkiem zastosowania
magnetycznych nanoczgstek na bazie tlenku zelaza w obszarze ukierunkowanego dostarczania
lekéw jest ich zachowanie superparamagnetyczne. W kolejnych badaniach okreslono
wlasciwosci magnetyczne nanoczastek tlenku zelaza, a analiza pomiaré6w magnetycznych
pozwolita okresli¢ warto$¢ namagnesowania nasycenia (Ms) i koercje, ktore moga wskazywac
na zachowanie superparamagnetyczne nanoczastek. Namagnesowanie izotermiczne zbadano za
pomoca magnetometru W funkcji nat¢zenia pola magnetycznego mierzonego w statej
temperaturze: 200 K i 300 K. Otrzymane krzywe namagnesowania oa-FezO4 przedstawiono na
Rysunku 18. Przebieg krzywej namagnesowania jest podobny dla obu badanych temperatur.
Poczatkowo, wraz ze wzrostem nate¢zenia pola magnetycznego namagnesowanie probki rosnie
z charakterystycznym gwaltownym wzrostem namagnesowania dla pola w zakresie od -1 do
1 T. Probka osigga nasycenie namagnesowania, ktére wynosi okoto 47,5 emu gt w przypadku
200 K i 43 emu g dla 300 K. Zgodnie z przewidywaniami wartosci nasycenia magnetycznego
nanoczastek byly nizsze niz w przypadku fazy objetosciowej magnetytu. Réznice moga
najprawdopodobniej wynika¢ z obecnosci powtoki organicznej, ktéra w badanej probce
stanowita ponad 30% masy. Na wartosci Ms moze mie¢ wptyw takze wielko$¢ otrzymanych
nanoczastek, ktora w takim zakresie wielkosci zapewnia wysoki stosunek powierzchni do
objetosci (anizotropia powierzchni). Nasycenie magnetyczne otrzymanych nanoczastek
W porownaniu do literaturowych wartosci innych nanoczastek o podobnych rozmiarach sg
zblizone.

Niska koercja oraz wysokie i szybkie nasycenie namagnesowania przy niskim polu
magnetycznym charakteryzuje namagnesowanie bardzo duzych momentéw magnetycznych
poszczegolnych nanoczastek, jednoczesnie momenty magnetyczne w obrebie nanoczastek nie
sg sprzezone. Takie zachowanie magnetyczne mozna przypisa¢ wiasciwosciom
superparamagnetycznym nanoczastek, ktore ze wzgledu na maty rozmiar sg jednodomenowe
iz tego wzgledu posiadaja duzy moment magnetyczny. Ponadto, ksztalt pokazanych na
wykresie krzywych magnesowania wykazuje podobienstwo do ksztattu typowego dla stanu
superparamagnetycznego. Dla probki badanej w temperaturze zblizonej do temperatury
fizjologicznej wysoka warto$¢ magnetyzacji, w szczegdlnosci pomijalnie mata warto$¢ pola
koercji sa pozadane w zastosowaniach biomedycznych ze wzgledu na niska agregacje
nanoczastek magnetycznych w krwiobiegu.

Opisywane wiasciwosci magnetyczne oa-FesOs wobec stalego pola magnetycznego
zostato przedstawione na Rysunku 19. Przylozenie magnesu neodymowego powoduje szybkie

i silne przycigganie nanoczastek magnetycznych, natomiast po usunig¢ciu magnesu nanoczastki
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rownie szybko powracajg do stanu nieuporzadkowania. Tak wiec uzyskane SPION sg

kierowane przez zewngtrzne pole magnetyczne, ale nie wykazuja magnetyzmu po usunigciu

pola magnetycznego.
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Rysunek 18. Krzywe magnesowania dla oa-FezOs w funkcji zewnetrznego pola magnetycznego
mierzone temperaturze 200 K i 300 K.

Rysunek 19. Nanoczgstki magnetyczne 0a-Fes3Os (A); zachowane magnetyczne w obecnosci
magnesu statego (B) i po jego usunieciu (C).

Podsumowujac, otrzymane hydrofobowe nanoczastki magnetyczne posiadaja wtasciwy
rozmiar, charakter powierzchniowy 1 wlasciwosci magnetyczne. Przedstawiona powyzej
charakterystyka fizykochemiczna oa-FesOs4 wskazuje, ze sa one odpowiednie do zastosowan

biomedycznych i moga by¢ wykorzystane jako wektor kierujacy nosnikow lekéw, w tym
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przypadku przez immobilizacjc w dwuwarstwie fosfolipidowej =z utworzeniem

magnetoliposoméow.
3.2. Charakterystyka fizykochemiczna liposoméw i magnetoliposoméw

Formulacje pecherzykowe sktadajace si¢ z lipidow (liposomy) oraz liposomoéw
Z nanoczastkami magnetycznymi (magnetoliposomy) scharakteryzowano za pomocg
pomiardw wielkosci, polidyspersyjnosci i potencjatu . Wszystkie dane zebrano
i przedstawiono w Tabeli 2 umieszczonej w dalszej czesci podrozdziatu. Srednice
hydrodynamiczne obu typow no$nikow sg odpowiednie, aby umozliwia¢ akumulacje w guzie
nowotworowym w wyniku efektu EPR. Efekt ten mozliwy jest w przypadku nosnikow
0 wielkosci 100 — 1000 nm z preferowanym rozmiarem w dolnej granicy przedziatu. Zmierzono
$rednice hydrodynamiczng nosnikow. Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw DLS,
ktorych wynik przedstawiono na Rysunku 17 (kolorem czerwonym i zielonym), otrzymano
rozktady monodyspersyjne 0 $rednicach hydrodynamicznych wynoszacych 111 +£ 5 nm dla
liposomow i 112 + 11 nm dla magnetoliposoméw. Wielko$¢ pecherzykow réwniez nie zmienita
si¢ istotnie po 24 godzinach, co sugeruje, ze struktury te pozostawaly stabilne w badanym
czasie. Podczas syntezy LP 1 MLP podawano rozpuszczong doksorubicyn¢ w celu biernego
wprowadzenia i enkapsulacji wewnatrz no$nika. Wymiary nosnikéw po wprowadzeniu leku
wynosity odpowiednio 120 = 9 nm i 126 + 15 nm (Rysunek 20, kolor niebieski
I pomaranczowy), co wskazuje, ze zaladowanie no$nikow doksorubicyng nie wptywa istotnie
na ich parametry fizykochemiczne, takie jak rozmiar i ksztalt. Polidyspersyjnos¢ jest
charakterystyczna dla wielko$ci. Rozktad wielko$ci no$nikéw zatadowanych lekiem byt waski
w zakresie 0,21 — 0,22, co wskazuje na jednorodny charakter preparatu koloidalnego. Ponadto,
w badanych probkach liposomdéw 1 magnetoliposomow nie zarejestrowano dodatkowych
sygnatow pochodzacych od struktur innej wielkosci, co moze potwierdzi¢ skutecznos$¢ procesu
wyttaczania zawiesiny (LP, MLP) przez membrang¢ poliweglanowa i jej oczyszczania

chromatograficznego na kolumnie Sephadex.
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Rysunek 20. Srednica hydrodynamiczna nosnikéw wyznaczona technikq DLS, przedstawiono
rozktad rozmiarow dla liposomow (kolor czerwony) i liposomow zawierajgcych doksorubicyng
(dox-LP) (kolor niebieski) (A) oraz dla magnetoliposoméw (kolor zielony) i magnetoliposoméw

zawierajgcych doksorubicyne (kolor pomaranczowy) (B).

Okreslenie wydajno$ci wprowadzania leku do nos$nikow jest istotne w dalszych
badaniach biologicznych w celu ustalenia dawki leku podawanej komorkom, w tym dawki ICsg
reprezentujacej stezenie leku, przy ktorym substancja wywiera dziatanie cytotoksyczne dla
potowy badanej populacji komorek. Procentowg zawarto$¢ zamknigtej w nosniku
doksorubicyny okreslono przez ogrzewanie zawiesiny dox-LP i dox-MLP powyzej temperatury
przejscia fazowego (> 50°C) celem uptynnienia dwuwarstwy lipidowej oraz przez degradacje
chemiczng niejonowym surfaktantem Triton™ X-100 dodanym do roztworéw badanych
nosnikow. Uwolniong w ten sposob ilo§¢ leku okreslono technikg spektrofluorymetryczna.
Zmierzona wartos$¢ podzielona przez poczatkowa ilos¢ leku uzytego do syntezy MLP pozwolita

na obliczenie wydajnosci tadowania leku do nosnikow. Na podstawie otrzymanych wynikéw
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okreslono skuteczno$¢ enkapsulacji doksorubicyny do liposoméw i magnetoliposoméw
wynoszaca dla obu nosnikow okoto 40%. Zmierzono wartos¢ potencjalu Zeta, poniewaz
pozwala ona na oceng stabilnosci dyspersji koloidalnych, a jej zmiana w przypadku no$nikoéw
kapsutkowanych moze wskazywa¢ na uwalnianie leku do buforu. Potencjaly Zeta byly
nieznacznie ujemne i wynosity odpowiednio -1,4 £ 0,7 mV dla liposomoéow i -2,1 + 0,9 mV dla
magnetoliposomow, co wskazuje na bipolarny charakter lipidow DPPC i DSPC. Mozliwo$¢
powstawania liposomoéw wynika z korzystnej rownowagi hydrofilowo-lipofilowej oraz silnej
preferencji do tworzenia zamknig¢tych struktur dwuwarstwowych. Liposomy powstajg
Z obojetnych lipidow, a ich stabilno$¢ w zawiesinie jest utrzymywana dzigki sitom hydratacji
pomiedzy hydrofilowymi glowami polarnymi lipidow a czasteczkami wody. Eadunek
powierzchniowy otrzymanych formulacji pozostal niezmieniony po wprowadzeniu
doksorubicyny, co moze wskazywac na skuteczng enkapsulacje leku.

Podsumowujac, otrzymane nos$niki charakteryzuja si¢ dobra stabilnoscig koloidalng.
Jednak ze wzgledu na warto$¢ potencjalu Zeta bliska zeru, zawiesina wodna no$nikow bedzie
wykazywac¢ sktonno$¢ do flokulacji i taczeniu w wigksze agregaty, ktore nastepnie ulegaja
sedymentacji. W zwiazku z tym, do badan kazdorazowo przeprowadzano nowsg syntez¢ LP,
MLP, oceniono takze stabilno$¢ dox-MLP w dtuzszym czasie (> 24 h) ze wzgledu na 24 h

inkubacj¢ dox-MLP z komoérkami podczas badan cytotoksycznosci.

Tabela 2. Charakterystyka liposomow i magnetoliposomow.

Prébka Rozmiar Rozmiar PDI Wydajnosé Potencjal Zeta
po1h[nm] po 24 h[nm] enkapsulacji [%6] [mV]
LP 111£5 118+9 - - -
MLP 11211 121 £7 - - -
dox-LP 120+ 9 - 0,22 +0,01 42 £ 1 -1,4+£0,7
dox-MLP 126+ 15 - 0,21 + 0,02 40+2 -2,1+£0,9

Magnetoliposomy zobrazowano metoda TEM (Rysunek 21), przedstawiajac duzy
jednowarstwowy pecherzyk z wbudowanymi nanoczastkami magnetycznymi. Roznice
w gestosci elektronowej nanostruktur pozwalaja na zlokalizowanie nanoczastek widocznych
jako kilka ciemniejszych obszarow oraz czgsci lipidowej widocznej jako duzy jasniejszy
obszar. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter SPION i dwuwarstwy fosfolipidowej zaktadano
inkorporacj¢ nanoczastek w blonie magnetoliposomu. Obiekty obserwowane w mikroskopie
TEM musza by¢ suche, a wigc podczas odparowywania wody ulegaja sptaszczeniu. Pomimo

tego mozna Stwierdzi¢, ze jako hydrofobowe nanoczgstki magnetyczne zostaly wbudowane
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w dwuwarstwe fosfolipidowg. Nanoczastki oa-Fe3Os w magnetoliposomach wykazuja
tendencje do osadzania si¢ w postaci skupisk kilku nanoczastek. Srednica magnetoliposomu na
podstawie obrazu TEM wynosi okoto 300 nm i jest znacznie zawyzona w porownaniu do
danych DLS. Réznice te moga wynika¢ z wspomnianego sptaszczenia pecherzyka na siatce

mikroskopu w prozni przed pomiarem.

liposom

nanoczastki
tlenku zelaza

100 nm

Rysunek 21. Obraz TEM magnetoliposomu z wbudowanymi hydrofobowymi nanoczgstkami

tlenku zelaza, skala: 100 nm.

Stosunek masowy SPION do lipidéow tworzacych magnetoliposomy wynosit 5%
masowych SPION wzgledem masy lipidéw. Sprawdzono zatem, czy ilo$¢ nanoczgstek
magnetycznych jest odpowiednia do zastosowan w no$niku lekéw. Dla otrzymanych MLP iloé¢
wprowadzonych SPION jest wystarczajaca, aby moc doprowadzi¢ pecherzyki w kierunku
magnesu umieszczonego w poblizu ich zawiesiny. Potwierdza to Rysunek 22, ktory
przedstawia dwie mikroprobowki z zawiesing MLP, przy jednej z nich umieszczono magnes
neodymowy. Magnetoliposomy w kréotkim czasie gromadzity si¢ w postaci zottego osadu na
dnie mikroproboéwki po stronie przylozonego magnesu. Usunigcie magnesu i delikatne
zamieszanie probka powoduje ponowne zawieszenie MLP w cieczy. W tym samym czasie
zawiesina MLP w mikroprobowce bez magnesu nie wykazywata takich zmian. Ponadto, po
dluzszym czasie (24 h) magnetoliposomy nie ulegaty sedymentacji. Ruch magnetoliposomow
w obecnosci pola magnetycznego jest mozliwy przy odpowiedniej ilosci wbudowanych
SPION, ktéra umozliwia doprowadzenie magnetoliposoméw w kierunku magnesu. Wyzsza
zawartos$¢ nanoczastek (> 5% masowych nanoczgstek) powoduje ich agregacj¢ poza nosnikiem
ze wzgledu na wigksza $rednice skupiska niz grubo$¢ dwuwarstwy. Natomiast mniejsze ilosci
SPION moga by¢ niewystarczajace, aby zapewnia¢ odpowiednie wlasciwosci magnetyczne do

celowanego kierowania magnetoliposomow [176].
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Rysunek 22. Zawiesina magnetoliposomow bez przylozenia magnesu statego (A)

i Z przylozonym w poblizu magnesem (B).

3.3. Stabilno$¢ magnetoliposoméw zawierajacych doksorubicyne

Stabilno$¢ magnetoliposoméw w srodowisku fizjologicznym jest waznym parametrem
farmakokinetycznym w badaniach biologicznych. Zbyt szybkie uwalnianie lekow z nosnika
moze znacznie ograniczy¢ jego ilo§¢ w miejscu docelowym oraz wywotywac cytotoksyczny
wplyw na otaczajagce komorki prawidtowe. Odpowiednia stabilno$¢ magnetoliposomow
umozliwia dobre utrzymanie leku w strukturze nosnika i uwolnienie zawartosci jedynie pod
wptywem bodZca magnetycznego, dzigki czemu proces ten jest kontrolowany i moze zachodzi¢
po dostarczeniu dox-MLP do komoérek nowotworowych.

Degradacja magnetoliposomow odbywa si¢ w $ci$le okreslonych warunkach pola
magnetycznego niskiej czgstotliwosci. Rozpad MLP i uwolnienie leku nastgpuje na skutek
oddziatywan mechanicznych nanoczastek magnetycznych umieszczonym w  polu
magnetycznym. W tym przypadku zatozono, ze nanoczastki nie generuja ciepta (hipertermia
magnetyczna), ktore mogtoby doprowadzi¢ do przemianie fazowej oraz, ze temperatura
fizjologiczna 37°C, w ktorej prowadzone sg badania komérkowe, nie powoduje uptynnienia
MLP. W celu potwierdzenia przypuszczen dotyczacych odpowiedniej stabilnosci dox-MLP
monitorowano wyciek tego leku w funkcji czasu w 37°C w warunkach pH odpowiednich dla
komorek nowotworowych i prawidtowych piersi. Procentowa ilo$¢ uwalnianej DOX okre$lono
w stosunku do poczatkowej zawartosci leku zamknigtego w magnetoliposomach (Rysunek 23).
W warunkach hodowli komoérek nowotworowych (pH 5,2, 37°C) uktad lek-nos$nik pozostawat
stabilny. Po 24 godzinach inkubacji nie zaobserwowano nadmiernego wyptywu leku, ktory

mogltby $wiadczy¢é o uptynnieniu liposoméw na skutek podwyzszonej temperatury i/lub
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niskiego pH. Podobny efekt obserwowano dla pH 7,4 i 37°C, ktére odpowiadato warunkom

hodowli komoérek prawidtowych, dodatkowo w tym pH prowadzony jest proces syntezy

magnetoliposoméow.
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Rysunek 23. Profile biernego uwalniania DOX z magnetoliposomow w buforze fosforanowym
(pH 7,4) i octanowym (pH 5,2) w 37°C.

Stabilno$¢ termiczng oceniono przez badanie uwalniania leku z magnetoliposoméw
w zakresie 30 — 50°C. Na podstawie profilu uwalniania dox-MLP, przedstawionego na
Rysunku 24, stwierdzono gwaltowne uwolnienie leku w temperaturze powyzej 43°C. Ponizej
tej warto$ci nanosystem dox-MLP byt stabilny. Temperatura uwalniania DOX z no$nikow
stanowi temperature przejscia fazowego dla magnetoliposoméw zbudowanych z SPION
i mieszaniny lipidow DPPC:DSPC zmieszanych w stosunku 9:2. Tm wptywa bezposrednio na
stabilno$¢ dwuwarstw fosfolipidowych, a przekroczenie tej wartosci powoduje przejscie
fazowe ze stanu statego do cieklego. Upakowanie dwuwarstwy fosfolipidowej ulega wowczas
rozluznieniu, co prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci btony i w konsekwencji do
uwolnienia leku.

Ciepto dostarczane przez ogrzewanie probki magnetoliposomdéw za pomocg termostatu
grzewczego, w temperaturze powyzej 43°C prowadzi do uwolnienia doksorubicyny. Jest to
temperatura szacunkowa, a do szczegdétowego badania przemian fazowych dwuwarstwy
lipidowej przydatne bytyby badania termoanalityczne jak np. skaningowa kalorymetria
r6znicowa (ang. Differential Scanning Calorimetry, DSC), w ktorej mozliwe byloby
rejestrowanie zmian cieplnych w nos$niku pojawiajacych si¢ przy kontrolowanym wzroscie

temperatury. Pomimo braku wspomnianych badan, okreslenie profili uwalniania DOX z MLP
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moze by¢ wystarczajace do stwierdzenia, ze badany no$nik jest stabilny w temperaturze
fizjologicznej. A prowadzone w dalszej czgséci pracy badania komoérkowe mogg wykluczyé

niekontrolowany wzrost temperatury w uktadzie, ktory wptywatby na zywotnos¢ komorkowa.

Ilo$¢ uwolnionej doksorubicyny [%0]

30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Temperatura [°C]

Rysunek 24. Profil uwalniania DOX z magnetoliposomow w funkcji temperatury. Pomiar ilosci
uwolnionej DOX wykonano po 30 minutach inkubacji w zakresie temperatur 30 — 50°C.

Podsumowujac ten etap badan, pomiary ilosci uwalnianej] DOX z magnetoliposomow
w 37°C 1 w roznych pH, pomiary DLS oraz profil uwalniania DOX w funkcji temperatury
pozwolity na jednoznaczne stwierdzenie, ze otrzymane magnetoliposomy s3 stabilne
w warunkach fizjologicznych hodowli komoérkowej podczas 24 h. inkubacji. Hydrofobowe
SPION umieszczone w dwuwarstwie MLP nie wptywaja na stabilno$¢ nosnika i1 jego zdolno$¢
do utrzymania leku. Dobra stabilno$¢ tego no$nika i brak nadmiernego wyptywu leku
w warunkach do$wiadczalnych wskazuja na dobre utrzymywanie leku we wnetrzu kapsuiki.
Niewielka ilos¢ uwalnianego leku z takich uktadéw wynika z nieszczelno$ci dwuwarstwy

lipidowej liposomow i nie jest wskazuje na rozpad no$nikow.

3.4. Uwalnianie doksorubicyny z magnetoliposomoéw pod wplywem zmiennego pola

magnetycznego

W  kolejnym etapie badan ocenian0 Stopien uwalniania doksorubicyny

Z magnetoliposomow degradujacych w zmiennym polu magnetycznym. Kinetyke uwalniania
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leku monitorowano przez 70 minut technikg spektrofluorymetryczng. Kontrolowane
uwalnianie doksorubicyny oceniono przez pordwnanie uwalniania leku z magnetoliposoméw
w obecno$ci zmiennego pola magnetycznego niskiej czestotliwosci z wczesniejszymi
badaniami bez zastosowania pola magnetycznego. Przeanalizowano rowniez profile uwalniania
DOX z magnetoliposomoéw w zaleznosci od pH, odpowiadajace srodowisku komorkowemu:
fizjologicznemu i nowotworowemu, co przedstawiono na Rysunku 25. Jak pokazano na
wykresie, nie zaobserwowano znacznego uwalniania kapsutkowanego leku w obu prébkach
bez inkubacji w polu magnetycznym. Wyciek DOX byt minimalny na poziomie 5% (czerwona
i czarna krzywa) w stosunku do zatadowanego leku, co $wiadczy o dobrym utrzymaniu DOX
w zaprojektowanych nosnikach. Natomiast zastosowanie AMF-LF spowodowato znaczny
wzrost szybkos$ci uwalniania leku do obu roztworow (pH 5,2 i pH 7,4), osiagajac 40 — 50%
zatadowanego leku (niebieska i zielona krzywa) po okoto 0,5 h inkubacji w polu magnetycznym
i pozostajac na statym poziomie w dalszym badanym czasie. Obserwowany efekt zwickszonego
wycieku DOX dotyczyt magnetoliposoméw poddanych dziataniu pola magnetycznego, przy
jednoczesnym wykluczeniu wptywu na ten efekt warunkéw pH. Przeprowadzone badania
wskazuja na podatno$¢ magnetoliposoméw do uwalniania znacznej ilosci leku jedynie pod
wptywem bodzca magnetycznego, a wigc doksorubicyna uwalniana jest w sposob
kontrolowany. Badania stabilno$ci magnetoliposomow Wykazaty uwalnianie w sposob bierny
niewielkiej ilosci doksorubicyny, jednakze istotnym jest, ze to pod wptywem zmiennego pola

magnetycznego ilo$¢ uwalnianego leku znaczaco wzrasta.
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Rysunek 25. Profile aktywnego uwalniania doksorubicyny z magnetoliposoméw w buforze
fosforanowym (pH 7,4) i octanowym (pH 5,2) w 37°C bez i W obecnosci zmiennego pola

magnetycznego niskiej czestotliwosci.

Rozpad magnetoliposoméw przedstawiono rowniez na obrazie TEM (Rysunek 26),
z ktorego wynika, ze po 1 h inkubacji w zmiennym polu magnetycznym magnetoliposomy
ulegly zniszczeniu. Pozostato$ci magnetoliposoméw widoczne sg jako rozdzielone struktury
nosnika. Liposomy lub agregaty lipidow znacznie zmniejszyty swoja $rednice w stosunku do
srednicy MLP z wcze$niejszego obrazu TEM (Rysunek 21, MLP), zachowujac swoj okragly
ksztalt badz ulegajac deformacji. Wokot zdegradowanych pecherzykow obecne sg liczne

uwolnione nanoczgstki magnetyczne.

zdegradowane

& V magnetoliposomy

uwolnione nanoczastki
magnetyczne

Rysunek 26. Obraz TEM magnetoliposomow poddanych dzialaniu zmiennego pola

magnetycznego niskiej czestotliwosci, skala: 100 nm.

Uwalnianie leku z magnetoliposoméw jest kontrolowane zewnetrznie i moze byé
zwigzane ze zdolnoscig DOX, jako hydrofilowej czasteczki, do dyfuzji przez zdegradowang
pod wptywem AMF-LF membrang MLP. Na przepuszczalno$¢ dwuwarstwy miata wplyw
obecno$¢ nanoczastek 0a-FesOas, ktore poddane dziataniu pola magnetycznego inicjowaty
rozpad dwuwarstwy lipidowej. Potwierdzaja to badania uwalniania DOX, w ktorych
poréwnywano ilos¢ uwolnionej DOX z magnetoliposoméw pod wptywem 1 przy braku pola
magnetycznego niskiej czestotliwosci. Jednoznacznie wskazano, ze jedynie dla
magnetoliposomow inkubowanych w polu magnetycznym doksorubicyna uwalniana byta

w wigkszych ilo§ciach w poréwnaniu do no$nikow niepoddanych inkubacji magnetyczne;.
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Istotnym jest, ze podczas inkubacji magnetycznej pod wpltywem AMF-LF ilos¢
uwolnionej doksorubicyny dochodzita do okoto 50% w czasie 40 min, a nast¢pnie pozostawata
na tym samym poziomie. Moze to oznaczaé, ze 40 minutowa inkubacja byla wystarczajaca, aby
doprowadzi¢ do rozpadu magnetoliposoméw. W zwiazku z tym, rzeczywista ilos¢ uwolnione;j
doksorubicyny moze by¢ wigksza od ilosci tego leku zarejestrowanego przez pomiar
intensywnosci fluorescencji DOX. Zmniejszenie intensywnosci fluorescencji DOX moze by¢
zwigzane z czeSciowa stratag energii  emisji podczas uwalniania doksorubicyny
z magnetoliposomow pod wptywem AMF-LF. W wyniku czego, mogto dojs¢ do cze$ciowego
autowygaszenia fluorescencji DOX przy wysokich stezeniach rozpuszczonego leku. Czegsciowe
wygaszenie fluorescencji DOX moze by¢ takze spowodowane uwolnieniem nanoczastek
magnetycznych oa-FesOs4 i ich bezposrednim oddziatywaniem w wyniku zderzen ze
wzbudzong czasteczka leku [177]. Inne, mozliwe wyjasnienie wynika z mechanizmu
uwalniania lekow z magnetoliposomoéw, ktore zachodzi na drodze degradacji mechanicznej
MLP. Magnetoliposomy ulegaja zniszczeniu pod wptywem AMF-LF. Proces ten jest
nieodwracalny, wiec w dluzszym czasie mozliwe jest dalsze uwalnianie doksorubicyny
z no$nikéw nawet po wytaczeniu pola magnetycznego [127]. Jednak w tej pracy nie bylo to
badane. Efekt ten jest odmienny z danymi literaturowymi podanymi przez grupe Amstad i wsp.
[178], z ktorych wynika, Zze uwalnianie substancji z magnetoliposoméw moze zostaé
zatrzymane po przerwaniu stymulacji magnetycznej i ponownie wznowione po wiaczeniu pola.
Jednak w tym przypadku zwigkszona przepuszczalno$¢ liposomow pod wptywem AMF-LF
0 czgstotliwosci 230 kHz jest wynikiem ciepla wytwarzanego lokalnie przez nanoczastki
magnetyczne, ktore rozpraszane do otaczajacej dwuwarstwy liposomdw podnosi temperature
do Tm blony lipidowej. Mechanizm dziatania nanoczastek magnetycznych na magnetoliposomy
moze mie¢ wplyw na sposob i kinetyke uwalniania leku z magnetoliposomow.

Niska czestotliwo$¢ pola magnetycznego (< 50 Hz) moze wskazywaé na skuteczne
uwalnianie DOX pod wplywem mechanicznych ruchéw nanoczastek magnetycznych.
Prowadzi to do pekniecia kapsutki, ktore jest niezalezne od miejscowego nagrzewania si¢
dwuwarstwy w wyniku hipertermii magnetycznej. W zakresie niskich czestotliwos$ci jest to
dominujacy sposob degradacji nosnika w poréwnaniu z zakresami wysokich czestotliwosci,
w ktorych uwalnianie leku zachodzi wylacznie z udzialem hipertermii magnetyczne;.
Prowadzone na tym etapie badania uwzgledniaty przede wszystkim okreslenie parametrow
fizykochemicznych magnetoliposomow istotnych w systemach dostarczania lekow, o czym
wspomniano w pierwszej czesci pracy oraz wptywu czynnikow zewngtrznych srodowiska (pH,

temperatura) na stabilno$¢ nosnikow. Dotychczas ustalono, ze nos$nik jest stabilny w warunkach
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fizjologicznych (37°C, pH 7,4/pH 5,2), a jego zdolno$¢ do uwalniania znacznej ilosci leku jest
zalezna od $cisle okreslonych parametrow pola magnetycznego (nat¢zenia i czasu
oddziatywania). W poréownaniu do wielu znanych =z literatury magnetoliposoméw
[131,179,180] znaczng przewagg magnetoliposomow otrzymanych w ramach tej pracy jest
mechanizm uwalniania leku na drodze mechanicznego rozpadu nosnika. Gtownym zatozeniem
byto ztagodzenie efektu termicznego nanoczastek magnetycznych, ktory prowadzi do
uptynnienia liposoméw na rzecz zwigkszenia intensywnos$ci drgan mechanicznych
powodujacych rozpad nosnika. Na podstawie przeprowadzonych badan wykluczono efekt
hipertermiczny nanoczastek 0a-FesOs w trakcie stymulacji magnetycznej niskiej
czestotliwosci. Kolejnym potwierdzeniem braku wydzielania przez nanoczastki magnetyczne
ciepta moga by¢ badania wptywu SPION i MLP na zywotno$¢ komérek omoéwione w dalszej
czesSci pracy (rozdziat 4.1.).

Eksperymentalny profil uwalniania leku dopasowano do jednego z dostepnych modeli
matematycznych celem okreslenia Kinetyki i gtownego mechanizmu wyptywu DOX przez
nanostruktury liposomalne. Literatura opisuje szereg teoretycznych i empirycznych modeli
uwalniania leku. Wigkszo$¢ dostepnych modeli uwalniania leku uwzglednia uwalnianie lekow
z roéznych matryc polimerowych lub formulacji. Modele te opieraja si¢ na funkcjach
matematycznych opisujacych profile uwalniania lekéw z nos$nikoéw w czasie. Uwalnianie lekow
z no$nikow w funkcji czasu zalezy od witasciwosci fizykochemicznych kapsutkowanej
substancji, rodzaju biomateriatu, z ktérego wykonany jest no$nik, jego ksztattu i struktury oraz
czynnikow $rodowiskowych, w tym bodzcow inicjujacych uwolnienie leku. Wiasciwosci
magnetyczne badanych magnetoliposoméw umozliwiajg inicjowanie uwalniania leku
w odpowiedzi na bodziec magnetyczny. Profil uwalniania w tych uktadach moze mie¢ rozny
ksztatt w stosunku do standardowego procesu uwalniania lekow z nosnikéw opisywanego
kinetyka zerowego (stata szybko$¢ uwalniania) lub pierwszego rzedu (szybko$¢ zalezna od
stezenia uwalnianego leku). Sposrod takich modeli jak: model Kinetyki zerowego rzedu
i pierwszego rzedu, Gompertza, Higuchiego, Korsmeyera-Peppasa, modelem najbardziej
odpowiadajagcym uzyskanym wynikom byt potempiryczny model Korsmeyera-Peppasa, co
przedstawiono na Rysunku 27 na wykresie 27-A (linia ciaggla) i w tabeli 27-B. Wybrany model
opisuje uwalnianie leku z uktadéow polimerowych, w tym sferycznych i zamknigtych
w kapsutkach uktadow no$nikow lekow, takich jak liposomy. Rownanie modelu Korsmeyera-

Peppasa przedstawia wzor:

M, ] -
M, [4k" =1
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gdzie % oznacza utamek doksorubicyny uwolniony w czasie t, ktory powinien by¢ mniejszy
1

niz 0,6, a k jest stalg szybko$ci uwalniania, n oznacza wyktadnik roéwnania. Na podstawie
robwnania tego modelu wyznaczono parametr n, ktéorego warto$¢ charakteryzuje rdzne
mechanizmy transportu substancji z matrycy. W przypadku ukladéw sferycznych wartos$¢
n ponizej 0,45 dotyczy mechanizmu dyfuzji wg prawa Ficka, okres§lany tez jako przypadek I
(ang. case | diffusional). Dla przedziatu 0,45 < n < 0,89 mechanizm uwalniania lekéw ma
charakter anomalny. W przypadku gdy n = 0,89 mechanizm uwalniania leku zachodzi zgodnie
z mechanizmem zerowego rze¢du, co odpowiada transportowi relaksacyjnemu i jest okreslany
jako przypadek Il (ang. case Il transport), natomiast dla wartosci n powyzej 0,89 mechanizm
okreslany jest jako transport super zerowego rzedu (ang. super case Il transport) [181].
Zgodnie z obliczonym parametrem n dla magnetoliposoméw stwierdzono, ze po degradacji
membrany MLP pod wptywem AMF-LF, doksorubicyna uwalniana jest na drodze dyfuzji

przez swobodny wyptyw z wngtrza nos$nika do buforu lub medium hodowlanego.
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70 1
— 60 -
?B\ — s 8 ® 8 % 0 4 @ o 4
£ = 50 A . H Model Korsmeyer-
% £ 401 . Probka mel:lium Peppas'a
gg 309 7 Kn n R?
gg 201 /. dox- 74 9065 0423 0963
=% 104 MLP 52 11,173 0386 0,947
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Czas|[min]

Rysunek 27. Kinetyka uwalniania DOX w pH 7,4 zgodnie z modelem Korsmeyera-Peppasa (A),
dane kinetyczne uzyskane z uwalniania DOXw pH 7,4 i 5,2 przy uzyciu rownania Korsmeyera-

Peppasa (B).

Na podstawie przeprowadzonych badan laboratoryjnych (profile uwalniania 1 obraz
TEM) oraz teoretycznych (model Korsmeyera-Peppasa) ustalono, ze magnetoliposomy ulegaja
zniszczeniu pod wptywem AMF-LF, w wyniku czego dochodzi do wyptywu znacznych ilo$ci
leku. Wiasciwo$ci magnetoliposomoéw 1 kinetyka procesu uwalniania pozwala na wskazanie
gtdwnego mechanizmu odpowiadajacego za uwalnianie doksorubicyny, ktory jest inicjowany
drganiem nanoczgstek magnetycznych w zmiennym polu magnetycznym o czgstotliwosci
50Hz. W wyniku oddziatywan mechanicznych MNP z dwuwarstwa fosfolipidowa
magnetoliposomow dochodzi do jej pekania. Brak znacznego niekontrolowanego wzrostu

temperatury na skutek umieszczenia nanoczastek magnetycznych w polu magnetycznym oraz
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wysoka temperatura przejécia fazowego mieszaniny lipidow tworzacych magnetoliposomy
potwierdzajag rowniez, ze uwalnianie leku z nosnikéw nie zachodzi przy udziale efektu
hipertermicznego powodujacego uplynnienie lipidow. Brak wpltywu podwyzszonej
temperatury (temperatura fizjologiczna) na stabilno$¢ magnetoliposoméw moze oznaczac, ze

efekt ten nie wystepuje lub moze on wystepowac¢ w niewielkim, pomijalnym stopniu.

3.5. Optymalizacja parametrow pola magnetycznego niskiej czestotliwosci

Uwalnianie doksorubicyny z wn¢trza magnetoliposomow odbywa si¢ dzigki
wlasciwosciom magnetycznym hydrofobowych nanoczastek magnetycznych osadzonych
w dwuwarstwie magnetoliposoméw. Jako zrodto zmiennego pola magnetycznego
wykorzystano cewki Helmholtza zbudowane z dwoéch identycznych cewek magnetycznych
utozonych wspotosiowo wzgledem siebie w odleglosci rownej promieniowi kazdej z nich.
Generator pola magnetycznego zostat podtaczony do gniazdka elektrycznego 230 V (50 Hz).
Dla parametréw zmiennego pola magnetycznego 7 mT 1 50 Hz napigcie na generatorze
wynosito 37 V, nat¢zenie przeptywajacego pradu 0,4 A, opor 4 Q. Jak wspomniano w rozdziale
2.1., cewka rehabilitacyjna, bedaca czgscig komercyjnego zestawu MAGNETUS 2 zostata
zastgpiona cewkami Helmholtza dostosowanymi do warunkéw prowadzonych badan
laboratoryjnych. Ze wzglgdu na nowy uktad cewek dokonano pomiaru rzeczywistego natezenia
pola magnetycznego panujgcego pomiedzy tymi cewkami dla poszczegolnych parametrow
ustawionych na panelu sterujgcym. Wyniki S$redniego rzeczywistego nat¢zenia pola
magnetycznego dla pojedynczej cewki magnetycznej przedstawiono w Tabeli 3, a pomiar
prowadzono w $rodkowej czgsci cewki i przy jej krawedzi. Natomiast Tabela 4 przedstawia
pomiary dla cewek Helmholtza dokonane w przestrzeni migdzy nimi. Zmierzone natezenie pola
magnetycznego w pojedynczej cewce jest niejednorodne oraz znacznie przewyzsza parametry
ustawione na panelu sterujacym. Ponadto, w czasie pracy zestawu z pojedyncza cewka
magnetyczng dochodzito do zbyt mocnego nagrzewania si¢ cewki, co mogto prowadzi¢ do jej
uszkodzenia. W przypadku uktadu cewek Helmholtza dla czestotliwosci 50 Hz rzeczywiste
natgzenie pola magnetycznego charakteryzowato si¢ nizszymi warto$ciami, zblizonymi do
wartos$ci ustawionych na panelu sterownika. Wraz ze zmniejszeniem wartos$ci czestotliwosci
zmiennego pola magnetycznego do 20, 30 1 40 Hz zmierzone nat¢zenie tego pola wynosito
W przyblizeniu odpowiednio 67, 50, 48 mT (przy ustanowionej na sterowniku indukcji 1 mT).
Uktad dwoch cewek Helmholtza pozwalat uzyskac jednorodne pole magnetyczne w przestrzeni

miedzy cewkami. Do dalszych badan wybrano odpowiednie do badan parametry pola
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magnetycznego, czyli takie w ktorych osiggnieto najwyzszg warto$¢ indukcji, jednoczesnie
nieprzekraczajacej dopuszczalnego zakresu (1 — 12 mT) stosowanego w terapii pulsacyjnym
polem magnetycznym — magnetoterapii.

Tabela 3. Natezenie zmiennego pola magnetycznego w pojedynczej cewCe magnetycznej

Para_metry Napiecie zmierzone [mV] Indukcja [mT]
ustawione na
sterowniku srodek cewki bok cewki srodek cewki bok cewki
1 mT 50 Hzsinus 2,3 8,1 20,26 67,43
3mT 50Hz sinus 58 74 48,73 61,74
7mT 50Hz sinus 6,7 12,6 56,04 104,03

Tabela 4. Natezenie zmiennego pola magnetycznego w cewkach Helmholtza

Parametry N?plecw Indukcja
) Zmierzone .
ustawione na ity aeple pomiedzy
sterowniku cewkami [m
[mv] [mT]
1 mT 50 Hz sinus 0,14 2,69
3 mT 50 Hz sinus 0,32 4,16
7mT 50 HZ-SI.FIUS, 0,88 8.71
prostokat, liniowy
1 mT 20 Hz sinus 8,1 67,43
1 mT 30 Hz sinus 6 50,35
1 mT 40 Hz sinus 5,8 48 73

4. Badania cytotoksyczno$ci opracowanych nanonos$nikow na liniach kemérkowych

piersi
4.1. Testy cytotoksycznosci — biokompatybilnos¢

Pierwszym etapem w badaniach z wykorzystaniem linii komoérkowych MCF-10A
(normalna ludzka pier$) i MCF-7 (ludzki nowotwor piersi) jest okreslenie cytotoksyczno$ci
otrzymanych magnetoliposomoéw bez leku, ich poszczegdlnych sktadnikow oraz warunkow
pola magnetycznego (Rysunek 28, 29). Cytotoksyczno$¢ okreslono na podstawie pomiaru
zywotnosci komorek po inkubacji z réznymi stezeniami badanych nanomateriatoéw (SPION,
LP, MLP). Zywotno$¢ komorek okre$lono za pomoca standardowego testu MTT i wyrazono
jako procent zywotnosci w porownaniu do grup kontrolnych. Test MTT opiera si¢ na redukcji
z6ltego, rozpuszczalnego w wodzie MTT (bromku (3-(4,5-dimetylotiazolilo-2)-2,5-

difenylotetrazoliowego) do fioletowych nierozpuszczalnych krysztalow formazanu
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wytwarzanych w wyniku aktywnosci dehydrogenaz mitochondrialnych obecnych w zywych
komorkach. Barwny produkt reakcji oznacza si¢ spektrofotometrycznie. W przypadku
no$nikéw zatadowanych doksorubicyna, zbadano wplyw uwalnianego leku na komorki
W wyniku biernego wyptywu i pod wptywem AMF-LF.

Ocen¢ cytotoksyczno$ci SPION, liposomow, magnetoliposomow 1 liposomow
Z doksorubicyng wzgledem linii komoérkowych przeprowadzono w nastepujacych wariantach
eksperymentow. Zywotno$¢ komorek okreslono:

e po 24 h standardowej inkubacji badanych nanomateriatéw z komorkami w 5% CO>

w 37°C,
e po 24 h, wtym 1 h inkubacji w zmiennym polu magnetycznym (50 Hz, 7 mT — panel,
8,71 mT — rzeczywista) i 23 h standardowej inkubacji.

Komorki MCF-7 oraz MCF-10A inkubowano z medium hodowlanym zawierajacym
nanostruktury (SPION, LP, MLP) w zakresie 0 — 10% wag. SPION do lipidéw w przypadku
nanoczastek magnetycznych oraz 0 — 0,01 mg mL™? dla liposoméw, magnetoliposoméow
i liposomow z lekiem. Po inkubacji, wykonano test MTT i okre$lono wplyw badanych
nanomateriatbw na zywotno$¢ komorek. Jak pokazuja wykresy (Rysunek 28), nie
zaobserwowano istotnych efektow cytotoksycznych po 24 h. inkubacji komorek piersi
z SPION, liposomami, magnetoliposomami i liposomami z doksorubicyng. W kazdym
przypadku zywotno$¢ komorek nowotworowych i prawidlowych byla wysoka. Przy
najwickszym z badanych stezen 0,01 mg mL*? (Rysunek 28-B-D) komoérki zachowywaty
zywotno$¢ na poziomie wyzszym niz 70%. Stgzenie badanego materialu mozna okresli¢ jako
nietoksyczne, jesli zywotno$¢ komorek przekracza 70% [182]. Wysoka zywotnos¢é komorkowa
wskazuje na stosunkowo dobrg biokompatybilnos¢ tych nanomateriatow w badanych

stezeniach w standardowych warunkach hodowli komorkowych.
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Rysunek 28. Porownanie cytotoksycznosci badanych nanomateriatow wzgledem linii
komaorkowej nowotworowej prawidlowej MCF-10A i MCF-7 po 24 h inkubacji z nanoczgstkami
magnetycznymi (A), liposomami (B), magnetoliposomami (C), liposomami obcigzonymi
doksorubicyng (D). Odchylenie standardowe populacji przedstawiono w postaci stupkow
bledow na wykresach, liczba eksperymentow: n = 3, poziom istotnosci statystycznej: *p < 0,05

oznaczany gwiazdkq * nad stupkiem wykresu.

Nastepnie oceniono cytotoksyczno$¢ badanych nanomateriatow w polaczeniu
z ekspozycja na zmienne pole magnetyczne niskiej czgstotliwosci (50 Hz, 8,71 mT) przez 1 h.
Wplyw pola magnetycznego na cytotoksycznos¢ SPION, liposoméw, magnetoliposomow
i liposoméw z doksorubicyng byt minimalny (Rysunek 29). We wszystkich wariantach
komorki prawidlowe i nowotworowe zachowywaty zywotnos¢ powyzej 70% w badanych

zakresach stezen.
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Rysunek 29. Porownanie cytotoksycznosci badanych nanomaterialow wzgledem linii
komorkowej prawidtowej MCF-10A i nowotworowej MCF-7 po 24 h inkubacji (1 h w zmiennym
polu magnetycznym + 23 h w 37°C) z nanoczgstkami magnetycznymi (A), liposomami (B),

magnetoliposomami (C), liposomami obcigzonymi doksorubicyng (D). n = 3, *p < 0,05.

W celu potwierdzenia wynikoéw cytotoksycznosci badanych nanomateriatow,
uzyskanych za pomoca testu MTT, wykonano dodatkowo barwienie réznicowe. Wyniki tej
metody przedstawiono jedynie dla najwyzszego badanego stezenia liposomow z doksorubicyng
na Rysunku 30. W hodowli kontrolnej (bez dox-LP) komoérek prawidtowych MCF-10A
i nowotworowych MCF-7 byly obecne tylko zywe komorki (zielone obiekty). W hodowli
komorek inkubowanych z dox-LP przez 1+23 h obserwowano nieliczne martwe komorki
(czerwone obiekty), co potwierdza niewielki wptyw na zmniejszenie zywotnosci komorkowej
otrzymanych testem MTT. Ponadto, w hodowli nowotworowej liczba komorek martwych byta
nieznacznie wigksza, co moze $§wiadczy¢ o ich wigkszej wrazliwosci na dziatanie biernie
uwalnianej doksorubicyny. Podsumowujac, obrazy mikroskopowe sa zgodne z wczesniejszymi
wynikami cytotoksycznosci MTT (Rysunek 29) wzgledem komoérek MCF-10A i MCF-7
pokazanych na przyktadzie dox-LP w stezeniu 0,01 mg mL™.
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Rysunek 30. Barwienie fluorescencyjne komérek MCF-10A | MCF-7 kalceing-AM i jodkiem
propidyny po inkubacji z dox-LP w stezeniu 0,01 mg mL* i ekspozycji na zmienne pole

magnetyczne, skala 50 um.
4.2. Testy cytotoksyczno$ci — magnetocytotoksycznosé

Kolejnym etapem moich badan byta ocena wptywu zmiennego pola magnetycznego
i efektu cytotoksycznego wywolanego przez uwalniang z magnetoliposomow doksorubicyne
(Rysunek 31). W tym przypadku badan pomiar zywotno$ci komoérkowej okre§lono w drugim
wariancie inkubacji, czyli po 24 h z poczatkowa 1 h inkubacji w zmiennym polu magnetycznym
(50 Hz, 8,71 mT, 37°C) i dalszymi 23 h standardowej inkubacji (37°C). Cytotoksycznos¢
doksorubicyny wobec komorek piersi okreslono przez poréwnanie z danymi cytotoksycznosci
magnetoliposoméw zawierajacych lek przy braku i w potaczeniu z inkubacja w polu
magnetycznym (Rysunek 31-A). Zywotno$¢ komorek nowotworowych w obu przypadkach
ulegta zmniejszeniu. Jednak w znacznym stopniu nastapito to po inkubacji komoérek z dox-MLP
w polu magnetycznym. Efekt cytotoksyczny uwalnianej doksorubicyny w czasie 1 h inkubacji
w polu magnetycznym wystapit przy stezeniu 0,0025 mg mL™. A przy najwyzszym badanym
stezeniu magnetoliposoméw z doksorubicyna — 0,01 mg mL? zywotnosci komorek MCF-7
wyniosta mniej niz 20%, podczas gdy zywotno$¢ komorek niepoddawanych inkubacji
magnetycznej (AMF-LF) w catym zakresie badanych stgzen utrzymywata si¢ na poziomie
powyzej 67%. Zmniejszenie zywotnosci komorkowej w obu wariantach jest spowodowane
biernym uwalnianiem doksorubicyny ze struktury magnetoliposomu. Jednakze uwalnianie leku

wspomagane polem magnetycznym znaczaco zwiekszyto efekt cytotoksyczny. Zywotnoéé
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komorek prawidtowych byla na wysokim poziomie (powyzej 70%) niezaleznie od

zastosowania inkubacji w AMF-LF lub bez niej.
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Rysunek 31. Pordwnanie cytotoksycznosci badanych nanomateriatow wzgledem linii
komorkowej nowotworowej MCF-T (A) i prawidlowej MCF-10A (B) po 24 h inkubacji (1 h
W zmiennym polu magnetycznym + 23 h w 37°C) n = 3, *p < 0,05. Barwienie fluorescencyjne
komorek kalceing-AM i jodkiem propidyny po inkubacji ze wzrastajgcymi stezeniami dox-MLP
i ekspozycji na zmienne pole magnetyczne, skala 50 um (C).
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Skuteczno$¢ magnetoliposoméw jako nosnikow doksorubicyny byta nast¢pnie oceniana
przez poréwnanie cytotoksycznosci dox-MLP w stosunku do komorek prawidlowych po
inkubacji standardowej i w polu magnetycznym. Wyniki przedstawiono na Rysunku 31-B.
Zywotno$é¢ komorek prawidtowych nieznacznie malala wraz ze wzrostem stezen dox-MLP,
jednak nie powodowato to efektu cytotoksycznego. Nie obserwowano réwniez istotnych réznic
w zywotnosci tych komorek w przypadku zastosowania lub braku inkubacji magnetyczne;.
W porownaniu  do komoérek nowotworowych utrzymywaly wysoka zywotnosé.
Magnetoliposomy zawierajagce doksorubicyne, poddane dziataniu zmiennego pola
magnetycznego byly cytotoksyczne dla komorek MCF-7 w zakresie badanych stezen od
0,0025mg mL? do 0,01 mg mL™ Dla poréwnania komorki prawidtowe zachowywaty
zywotno$é powyzej 70% nawet przy stezeniu dox-MLP wynoszacym 0,01 mg mL™. Wyniki
barwienia réznicowego sg spojne z powyzszymi wynikami testu MTT (Rysunek 31-C). Proby
kontrolne komoérek MCF-7 i MCF-10A stanowig populacje komoérek zywych. Natomiast po
podaniu zawiesin dox-MLP inkubowanych w polu magnetycznym liczba zywych komorek
zmniejszata si¢ a liczba martwych komorek wzrastata proporcjonalnie do zwigkszajacego si¢
stezenia dox-MLP. Zmiany w liczebnosci komoérek zywych 1 martwych byly bardziej
zauwazalne dla komoérek nowotworowych w poréwnaniu do prawidtowych i odpowiadaty
wynikom zywotnosci uzyskanych po przeprowadzeniu testu MTT.

W celu okre$lenia skuteczno$ci uwalniania doksorubicyny z magnetoliposomow i jej
dziatania cytotoksycznego przeprowadzono dodatkowo badania Zywotnosci komorkowej po
podaniu doksorubicyny w wolnej formie (Rysunek 32). Badany zakres stgzen wolnej
doksorubicyny zostat obliczony i odpowiadat stgzeniu leku zamknietego w MLP dla badanego
zakresu stezen dox-MLP, tzn., ze 1 ug mL™? wolnej DOX odpowiadat stezeniu DOX w dox-
MLP o wartosci 0,01 mg mL™*. W przypadku komorek nowotworowych MCF-7 po 24 h
inkubacji z wolng doksorubicyng zywotno$¢ znacznie zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem
stezenia DOX. Efekt cytotoksyczny wystepowal przy stezeniu DOX wynoszacym
0,125 pg mL2. Zywotnoé¢ komoérek prawidtowych MCF-10A byta wyzsza niz komoérek
nowotworowych w kazdym z badanych stgzen, a istotne roéznice w cytotoksycznosci leku

pomiedzy tymi komérkami wystapity przy stezeniu 0,125 ug mL™.
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Rysunek 32. Porownanie cytotoksycznosci wolnej doksorubicyny wobec linii komorkowych
MCF-7 i MCF-10A po 24 h inkubacji (1 h w zmiennym polu magnetycznym + 23 h w 37°C).
n=3,*p<0,05.

Przeprowadzone badania cytotoksycznosci i magnetocytotoksycznosci potwierdzaja, ze
otrzymane magnetoliposomy nie sg cytotoksyczne. Niewielka ilos¢ doksorubicyny uwalniania
w wyplywie biernym jest takze nietoksyczna wobec badanych linii komérkowych. Natomiast
lek uwolniony z no$nika pod wplywem zmiennego pola magnetycznego niskiej czgstotliwosci
wykazuje dziatanie toksyczne jedynie wobec komoérek nowotworowych. Selektywnos¢ DOX
wobec komoérek nowotworowych moze wynika¢ ze zwiekszonej wrazliwosci komorek MCF-7
na badany cytostatyk oraz znaczacych réznic w morfologii, metabolizmie i przepuszczalnosci
miedzy komorkami prawidtowymi a nowotworowymi [183].

Podsumowujac, glowny cel badan dotyczyt kontrolowanego uwalniania doksorubicyny
z magnetoliposomoéw wspomaganego zmiennym polem magnetycznym niskiej czestotliwosci.
Potwierdzono to poprzez poréwnanie ilosci uwalnianej doksorubicyny z MLP pod wpltywem
pola magnetycznego i bez jego udzialu a nastepnie przez szereg badan biologicznych
z wykorzystaniem komorek piersi. Na podstawie przeprowadzonych badan, mozna stwierdzic,
ze badany no$nik z lekiem jest stabilny, a podczas inkubacji z komérkami nie zmienia ich
zywotnosci. Efekt cytotoksyczny dox-MLP wystepuje jedynie pod wpltywem bodzca
magnetycznego — zmiennego pola magnetycznego niskiej czgstotliwosci. Doksorubicyna moze
by¢ uwalniana ze struktury liposomalnej podczas inkubacji z materialem biologicznym

W sposob pasywny. Laczny wptyw pasywny 1 wspomagany polem magnetycznym powoduje
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skuteczne uwolnienie DOX 1 cytotoksyczne dziatanie na komodrki nowotworowe. Jak
wspomniano wyzej, selektywnos¢ DOX wobec komorek nowotworowych moze by¢ rowniez
konsekwencja zwickszonej wrazliwosci komorek MCF-7 na doksorubicyne. W komorkach
MCEF-7 obserwowano znaczne zmniejszenie zywotnosci po inkubacji magnetycznej z dox-MLP
W poréwnaniu do komoérek prawidtowych. Wyniki badan zywotnosci komoérek poddanych
dziataniu niezakapsutkowanej doksorubicyny w st¢zeniu odpowiadajagcym stezeniu leku
w magnetoliposomach potwierdzity wigkszg podatnos¢ komoérek nowotworowych na dziatanie
cytotoksyczne wolnej DOX i jej selektywnos¢ wobec tych komorek.

Podsumowujac, nosniki reagujace na bodzce magnetyczne staly si¢ obiecujagcym
sposobem dostarczania i uwalniania lekow w sposob selektywny w miejscu docelowym.
Gléwnym wskazaniem do otrzymania magnetoliposomow byta kontrolowana degradacja
mechaniczna nosnika, zalezna jedynie od okreSlonych parametrow pola magnetycznego.
Uwalnianie leku nie nastgpilo w wyniku gwattownego wzrostu temperatury powyzej Tm
badanych magnetoliposoméw (okoto 43°C) inicjujac uplynnienie dwuwarstwy lipidowej
I wyptyw leku. Dzigki temu mozliwe bylo utrzymywanie standardowych warunkéw hodowli
komorkowej i jej prawidlowej zywotno$ci w grupie kontrolnej (bez leku). Struktura
I wlasciwosci nosnika liposomowego wraz z nanoczgstkami magnetycznymi odpowiadaly za
specyficzne dzialanie no$nika. Magnetoliposomy spetniajg rowniez kryteria stawiane no$nikom
w badaniach biologicznych. Badania biologiczne jednoznacznie wykazaty brak
cytotoksycznosci struktur tworzacych magnetoliposomy (nanoczastki magnetyczne, liposomy
i liposomy z DOX) wobec linii komorkowych piersi zardbwno podczas standardowej inkubacji
komorkowej jak i w polagczeniu z ekspozycja w polu magnetycznym. W przypadku
magnetoliposomoéow zawierajacych DOX zaobserwowano istotny wptyw zmiennego pola
magnetycznego na uwalnianie leku. Aktywacja no$nikow dox-MLP za pomoca tego bodzca
spowodowata wydajne uwalnianie doksorubicyny w stosunku do dox-LP, co zostato
potwierdzone za pomocg testu MTT. W przypadku dox-MLP pozadany efekt cytotoksyczny
zostat uzyskany jedynie w komodrkach nowotworowych piersi. Ponadto stosowane wartosci
pola magnetycznego zawieraja si¢ w przedziale 1 — 12 mT, ktory jest przyjety

W magnetoterapiach.
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4.3. Wplyw parametrow pola magnetycznego AMF-LF i dox-MLP na zywotno$¢

komorkowa — dobdr parametréw pola magnetycznego

Kolejny etap mojej pracy dotyczyt optymalizacji parametréw pola magnetycznego
stosowanego w konwencjonalnej magnetoterapii w celu uzyskania maksymalnego efektu
magnetocytotoksycznego. Oddziatywanie zmiennego pola magnetycznego niskiej
czestotliwosci zwigzane jest z fizycznymi parametrami pola. Do tych parametréw naleza:
czestotliwos¢, indukcja magnetyczna i profil napigcia zasilajacego cewki (ksztatt przebiegu).
Te czynniki w polaczeniu z podatnymi magnetycznie nosnikami lekow moga wplywaé na
stezenie uwalnianej doksorubicyny z MLP oraz na szybko$¢ tego procesu, co bedzie miato
wplyw rowniez na koncowy efekt magnetocytotoksyczny wobec badanych komorek. Efekt
magnetocytotoksyczny sprawdzano dla poszczegdlnych parametréw pola magnetycznego na
podstawie pomiaru zywotnos$ci komorek nowotworowych piersi MCF-7 po 24 h inkubacji
(wtym 1 h w polu magnetycznym) z dox-MLP. Parametrami wyjsciowymi pola
magnetycznego na sterowniku sg: 1 mT, 50 Hz i sinusoidalny profil napig¢cia zasilajacego uktad
cewek. Parametry pola magnetycznego na wykresach dotycza parametrow ustawionych na
panelu sterujacym, rzeczywista indukcja jest inna, zostata zmierzona i przedstawiona w Tabeli

4 (rozdziat 3.5.).
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Rysunek 33. Optymalizacja parametréw zmiennego pola magnetycznego: zmiana indukcji
magnetycznej (A), niskiej czestotliwosci (B), profilu napiecia zasilajgcego cewki (C) i ich efekt
magnetocytotoksyczny wobec komorek nowotworowych MCF-7 po 24 h. inkubacji (1 h
w zmiennym polu magnetycznym + 23 h w 37°C). n = 3, *p < 0,05.
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W pierwszym przypadku okreslono zywotno$¢ komodrek po inkubacji magnetycznej
0 roznej warto$ci indukcji magnetycznej pomiedzy cewkami: 1, 31 7 mT (przy ustawionych na
panelu pozostaltych parametrow: 50 Hz, sinus). Rzeczywista indukcja miedzy cewkami
wynosita odpowiednio: 2,69, 4,16, 8,71 mT. Wyniki przedstawiono na wykresie (Rysunek 33-
A). Zwigkszenie indukcji magnetycznej miato wplyw na dox-MLP i obserwowano
zmniejszenie zywotnosci komorek nowotworowych MCF-7. W badanych stezeniach dox-
MLP, zywotno$¢ komoérek nowotworowych spadta do okolo 20% dla wartosci indukcji
magnetycznej 1 i 3 mT przy stezeniu dox-MLP 0,05 mg mL™ oraz dla 7 mT przy stezeniu
0,01 mg mL™,

W kolejnym etapie badano wpltyw niskiej czgstotliwosci o roznej warto$ci na nosnik
dox-MLP i efekt cytotoksyczny uwalnianego leku (Rysunek 33-B). Dla zmiennego parametru
— czestotliwos$ci, w badanych warto$ciach 20, 30, 40 1 50 Hz (1 mT, sinus) nie zaobserwowano
réznic w zywotnosci komorek MCF-7. Zmniejszenie czgstotliwosci ustawionej na panelu
powodowato osigganie wysokiej rzeczywistej indukcji magnetycznej, dla 20 Hz wartos$¢ ta
wynosita 67,43 mT. Pomimo wysokiej indukcji, zmiana czestotliwosci nie wptyneta na
koncowy efekt cytotoksyczny w badanym stezeniu magnetoliposoméw z doksorubicyna.

Podobnie jest w przypadku oceny rdéznic zywotnosci komorkowej dla roznych
przebiegéw napigcia na generatorze (Rysunek 33-C). Zmiana ksztaltu z sinusoidalnego na
prostokatny lub liniowy (1 mT, 50 Hz) nie powoduje istotnej rdéznicy.

Podsumowujac, zbadano wplyw zmiany parametréw zmiennego pola magnetycznego
na cytotoksycznos¢ dox-MLP wobec komoérek nowotworowych. Przy badanym stezeniu
no$nikow z lekiem réznice w zywotnosci komoérkowej wystepowaly jedynie dla zmiennej
wartosci indukcji magnetycznej. Dlatego tez w badaniach wykorzystywano indukcje
magnetyczng 7 mT (o wartosci rzeczywistej 8,71 mT). Pozostate parametry, jak czgstotliwosé
1 przebieg napigcia zasilajacego, nie mialy wptywu na zywotnos¢ komorek, co oznacza, ze
w kazdym wariancie warunkow pola magnetycznego uwalniania doksorubicyna powodowata
podobny efekt cytotoksyczny. Mozna tez przypuszcza, ze zmiana tych parametréw nie
wptywa na efektywno$¢ degradacji magnetoliposomow i uwalniania z nich leku.

Oprécz powyzszych badan, we wszystkich badaniach komoérkowych stosowano
czestotliwos¢ 50 Hz, poniewaz przy nizszych warto$ciach czestotliwosci dochodzito do zbyt
mocnego nagrzewania si¢ zwojow cewek. Ze wzgledu na konieczno$¢ 1 h inkubacji w polu
magnetycznym ciagly wzrost temperatury w ukladzie, przekraczajacy 37°C powodowat

trudnosci w utrzymywaniu statej temperatury fizjologicznej. Wzrost temperatury powyzej

112



temperatury fizjologicznej miat negatywny wptyw na zywotno$¢ komorek nowotworowych
MCF-7, w prébach kontrolnych bez dox-MLP obecne byty liczne komoérki martwe.

Literatura donosi o zastosowaniu zmiennego pola magnetycznego niskiej czestotliwosci
do kontrolowanego uwalniania leku z MLP, przy zastosowaniu cewek samodzielnej
konstrukcji. Nappini i wsp. [78] zastosowali sinusoidalne pole magnetyczne generowane przez
pekniety pier§cien ferrytowy zawierajacy solenoid, przez ktory przeprowadzono zmienny prad
elektryczny z generatora. W takich uktadach cz¢stym problemem jest uzyskanie jednorodnych
warunkow pola magnetycznego, ktora jest kluczowa do prawidtowego przeprowadzania badan
uwalniania lekow z no$nikow 1 jego wptywu cytotoksycznego na komorki. Autorzy stwierdzili,
ze ze wzgledu na konstrukcje aparatury doswiadczalnej pole magnetyczne wewnatrz niej nie
jest izotropowe. W konsekwencji probka podlegata gradientom pola magnetycznego, ktérych
nie mozna unikngé. W wielu badaniach magnetycznych prowadzonych na samodzielnie
przygotowanych cewkach magnetycznych nie podawano informacji o jednorodnosci pola
magnetycznego lub czgstotliwosci pola wytworzonego w opracowanych aparaturach.
W przypadku cytowanego artykutu zakres AMF-LF wynosit 0,2 — 6 kHz, a wigc jest znacznie
wyzszy od stosowanego AMF-LF podczas moich badan (50 Hz). W obu przypadkach
zastosowano zmienne pole magnetyczne niskiej czestotliwosci, co w literaturze ma zakres
szeroki i umowny.

W swojej pracy skupitam si¢ na uzyskaniu jednorodnych warunkéw pola
magnetycznego w zaproponowanym zestawie eksperymentalnym. Istotnym bylo takze
uzyskanie niskiej czestotliwosci pola magnetycznego, ktore wptywato na drgania nanoczastek
magnetycznych 1 prowadzilo do magnetomechanicznego rozpadu magnetoliposomow.
Dodatkowo, stosowane w pracy parametry pola natgzenia i czestotliwosci odpowiadaty
europejskim i §wiatowym standardom w rehabilitacji leczniczej (magnetoterapii), a wiec sg to

parametry bezpieczne dla pacjentow.

4.4. Okreslenie typu smierci komorkowej po magnetoterapii komorek z dox-MLP

Waznym zagadnieniem dotyczacym rozwoju nowych strategii terapeutycznych jest
mozliwy mechanizm dzialania nowych lekow/platform dostarczania lekow. Zdolno$¢ do
indukowania apoptozy w komodrkach uwazana jest obecnie za najbardziej skuteczne podejscie.
W celu zbadania mechanizmu $mierci komorkowej powodowana przez uwalniang W polu
magnetycznym doksorubicyne przeprowadzono analize¢ z wykorzystaniem cytometrii

przeptywowej. W obecnosci aneksyny (V) modyfikowanej FITC i jodku propidyny okreslono
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procentowy udzial komoérek apoptycznych i nekrotycznych w badanej populacji komorek. Jak
przedstawiono na wykresach (Rysunek 34), zaréwno dla linii komdorkowej nowotworowe;j jak
i prawidtowej, dominujagcym typem $mierci komodrkowej jest apoptoza. Liczba komorek
nowotworowych w stanie apoptozy byta dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu do liczby komoérek

prawidtowych w badanej populac;ji.
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Rysunek 34. Analiza typu smierci komorkowej linii MCF-T7 1 MCF-10A4 przy uzyciu cytometrii
przeplywowej. Pomiar wykonany po 24 h inkubacji komorek z dox-MLP w stezeniu 0,001 mg

mL™: 1 h inkubacji w zmiennym polu magnetycznym i 23 h standardowej inkubacji.
4.5. Badania integralnosci blony komorkowej

Dziatanie cytostatyczne doksorubicyny uwalnianej z magnetoliposomoéw pod wptywem
AMF-LF okreslano takze przez pomiar aktywnosci enzymu cytoplazmatycznego
dehydrogenazy mleczanowej (test LDH). Obecno$¢ tego enzymu w medium hodowlanym
Swiadczy o uszkodzeniu blon komorkowych, co wplywa na zmniejszenie Zywotnosci
komorkowej. Na Rysunku 35 przedstawiono zmiany poziomu aktywnosci enzymatycznej
cytoplazmatycznej dehydrogenazy mleczanowej w hodowli komoérkowej MCF-7 oraz
MCF-10A po 24 h inkubacji z dox-MLP. Dziatanie uwolnionej z nos$nika doksorubicyny
spowodowato uwalnianie LDH z hodowli badanych linii komérkowych. Zaréwno w przypadku
komorek nowotworowych, jak 1 prawidtowych aktywno$¢ enzymu wzrastata wraz ze wzrostem
stezenia dox-MLP. Jednak poziom aktywnosci LDH byl wyzszy w przypadku komorek
nowotworowych. Swiadczy to o wiekszej zdolnosci DOX, po uwolnieniu z nanonosnika
wewnatrz komorek, do przerwania integralnosci blon komoérkowych w komorkach
nowotworowych 1 moze stanowi¢ potencjalng przyczyne zwigkszonej wrazliwosci tych

komorek na doksorubicyng.
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Rysunek 35. Wplyw uwalnianej z magnetoliposoméw doksorubicyny biernie i po inkubacji

W AMF-LF na aktywnos¢ LDH — integralnos¢ btony komorkowej wzgledem linii komorkowej
MCF-7 (A) i MCF-10A (B).

4.6. Analiza obecnosci dox-MLP w komérkach za pomoca mikroskopu konfokalnego

Wptyw dziatania zmiennego pola magnetycznego i uwalnianej z magnetoliposomow
doksorubicyny na wybrane komoérki badano rowniez za pomoca mikroskopii konfokalne;j.
Obserwacja mikroskopowa umozliwita zbadanie dostarczania przez magnetoliposomy
doksorubicyny do prowadzonych hodowli komorkowych. Rysunek 36 przedstawia obrazy
reprezentacyjnych komoérek MCF-7 i MCF-10A po 24 godzinach inkubacji z MLP
zawierajacych lek. Jadra komorek, ktore byly wczesniej traktowane barwnikiem Hoechst,
emitowaly $wiatto niebieskie, podczas gdy DOX emitowata §wiatto czerwone. W komorkach
nowotworowych MCF-7 doksorubicyna akumulowata si¢ glownie w jadrze komérkowym,
natomiast w komorkach prawidtowych MCF-10A lek obserwowano w cytoplazmie.
Dodatkowo wykonano wizualizacj¢ przestrzenng jader komodrkowych z akumulowang
doksorubicyng. Badania potwierdzily, ze lek w wigkszym stopniu wnika do jader

komorkowych komorek nowotworowych MCF-7 (Rysunek 37).
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Rysunek 36. Akumulacja dox-MLP w jgdrach linii komérkowych MCF-7 i MCF-10A. Obrazy
wykonano przy uzyciu mikroskopii konfokalnej po 24 h inkubacji z nanosnikami, w tym 1 h

inkubacji w zmiennym polu magnetycznym.
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Rysunek 37. Akumulacja dox-MLP w jgdrach linii komérkowych MCF-7 i MCF-10A. Obrazy
wykonano w projekcji 3D przy uzyciu mikroskopii konfokalnej po 24 h inkubacji z nanosnikami,

w tym 1 h inkubacji w zmiennym polu magnetycznym.

4.7. Dyskusja dotychczasowych wynikéw

W ostatnich latach $§wiatowy rozwo6j wrazliwych na bodzce systemow dostarczania
lekow stal si¢ bardzo atrakcyjnym obszarem aktualnych badan nad terapiami
przeciwnowotworowymi. Postgp ten doprowadzil rowniez do wielu osiagnie¢ w dziedzinie
dostarczania lekéw o kontrolowanym uwalnianiu z wykorzystaniem magnetoliposomow [184].
Modyfikacje w zakresie opracowywania struktur no$nikowych wykazywaly tendencje do
tworzenia multifunkcjonalnych platform ulepszajacych parametry, takie jak utrzymanie lekow
w ich strukturze, akumulacje w miejscach docelowych i aktywny mechanizm uwalniania leku.

W ostatnich latach prowadzono badania nad wykorzystaniem magnetoliposomow
w zaawansowanych  terapiach przeciwnowotworowych.  Podstawowe  podejscie
W projektowaniu tych nanono$nikéw lekow opierato si¢ na skutecznym niszczeniu komorek
nowotworowych na skutek wywotanej hipertermii magnetycznej [131,179,180]. Zatem efekt
cytotoksyczny magnetoliposoméw zatadowanych lekiem wynikal z jednoczesnego efektu
hipertermii magnetycznej i uwalnianych tych zwigzkéw z kapsutek na skutek lokalnie
podwyzszonej temperatury [56]. Z tego powodu, dobdr lipidow uwzglednial otrzymanie
termoczulych magnetoliposomow. W efekcie tym wzrost temperatury wywotany
rozpraszaniem ciepta przez nanoczastki magnetyczne umieszczone w zmiennym polu
magnetycznym wysokiej czestotliwosci wplywal na zwigkszenie przepuszczalnosci
dwuwarstwy. W wielu badaniach zastosowano lipidy charakteryzujace si¢ Tm W zakresie
39 —42°C, czyli w zakresie tolerowanej hipertermii lub w przedziale 41 — 46°C, rzadziej
opracowywano nosniki o wyzszej Tm.

Przyktadem wykorzystania magnetoliposoméw 1 hipertermii magnetycznej byly
badania przeprowadzone przez Ribeiro i wsp. [55]. Ciekawym podejsciem byto wielolekowe
zaladowanie magnetoliposomow. Nanoczgstki magnetyczne, gemcytabina i paklitaksel zostaly
zamknigte w termoczutych liposomach z wysoka wydajnoscia i wykazywaly réwnie wydajne
uwalnianie lekow z preparatow poddanych dziataniu AMF-HF. Uzyskany efekt hipertermiczny
w temperaturze 41 - 43°C powodowal zmiany w strukturze dwuwarstwowej
magnetoliposoméw z nieprzepuszczalnej na wysoce przepuszczalng. Ponadto, autorzy zbadali

wplyw cytotoksyczny magnetoliposomow z lekami poddanych inkubacji w polu
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magnetycznym oraz wylaczny wptyw hipertermii magnetycznej na komorki raka piersi. Na
podstawie wynikow badan stwierdzono, ze magnetoliposomy zaladowane lekami mogg by¢
wykorzystywane w leczeniu skojarzonym obejmujacym hipertermi¢ i kontrolowane uwalnianie
lekéw chemioterapeutycznych.

Rozwoj systemow dostarczania lekéw wrazliwych na bodzce jest aktualnym obszarem
badan nad terapiami przeciwnowotworowymi przez Ribeiro i wsp. [185]. Magnetoliposomy
reagujagce na zmiany pH mozna stosowaé¢ do inicjowania uwalniania leku na skutek
specyficznych zmian $rodowiska nowotworowego. Autorzy wykorzystali odmienne cechy
mikrosrodowiska nowotwordw i uzyskali kontrolowane uwalnianie pochodnych tienopirydyny
z magnetoliposomoéw w warunkach kwasowych. Wydzielanie do uktadu ciepta przez
nanoczastki poddane dziataniu pola magnetycznego powodowato wzrost temperatury, ktory
dodatkowo sprzyjal uwalnianiu lekow w $rodowisku guza. Dwie nowe przeciwnowotworowe
pochodne tienopirydyny z powodzeniem zamknigto w magnetoliposomach, hydrofilowe
nanoczastki magnetyczne rowniez wiaczono do wnetrza liposomoéw. Na podstawie
przeprowadzonych badan dowiedziono zdolno$¢ skutecznego dostarczania lekéw przez nosniki
w odpowiedzi na zmiany warunkow pH i temperatury.

Ferreira i wsp. [180] wykorzystali powyzsze podejscie do otrzymania termoczutych
magnetoliposomow jako no$nikow gemcytabiny. Zastosowane metody otrzymywania zarOwno
nanoczgstek magnetycznych, jak 1 magnetoliposomow byty porownywalne z niniejszg praca,
dzigki czemu otrzymano no$niki o podobnych parametrach fizykochemicznych. Jednak w tym
przypadku magnetoliposomy byty ztozone z pojedynczego lipidu — DPPC i nanoczastek
magnetycznych powlekanych kwasem cytrynowym. Ze wzgledu na hydrofilowy charakter,
nanoczastki zostalty wraz z lekiem wilaczone do fazy wodnej liposomu. Autorzy wykorzystali
réwniez inne parametry pola magnetycznego do uwalniania leku, a wysoka czgstotliwos$¢ pola
magnetycznego spowodowala degradacje no$nika spowodowang hipertermia magnetyczna.
Uwolnienie leku z nanonos$nikdbw magnetycznych generowane przez zmienne pole
magnetyczne wysokiej czestotliwosci, AMF-HF (356 kHz) nastgpito podczas lokalnego
wzrostu temperatury powyzej 56°C, co doprowadzito do uptynnienia liposomow. Jednak juz
sama inkubacja komoérek w takiej temperaturze moze mie¢ negatywny wplyw na zywotnos¢
komorek. Zatem efekt cytotoksyczny, podobnie jak w poprzednich badaniach, jest
prawdopodobnie tacznym efektem dziatania cytotoksycznego leku uwalnianego z nosnika
i efektu magnetotermicznego emitowanego z uktadu magnetycznego. Autorzy nie przedstawili
badan dotyczacych wptywu podwyzszonej temperatury na zywotno$¢ komorkowa,

w szczegblnosci komorek prawidlowych.
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Podsumowujac, chociaz hipertermia indukowana magnetycznie z wykorzystaniem
magnetoliposoméw jest glownym podejsciem stosowanym w kontrolowanym dostarczaniu
lekéw do guza posiada pewne wady. Glownie sg one zwigzane z badaniami komoérkowymi.
W celu utrzymania hodowli komoérek o prawidtowej zywotnosci oraz wiarygodnej oceny
cytotoksycznos$ci opracowanych nosnikéw istotnym jest zapewnienie standardowych
warunkow hodowli (37°C, 5% COz). W wyniku hipertermii magnetycznej nanoczastki
wydzielajg w sposob niekontrolowany ciepto do uktadu, co jest konieczne do degradacji
nosnika 1 uwolnienia leku. Niewielki wzrost temperatury moze takze obniza¢ zywotnos$¢
komorek nowotworowych. Na podstawie dostepnych w literaturze wynikow badan wykazano,
ze hipertermia moze prowadzi¢ do apoptozy w komorkach nowotworowych, gdyz sa
komorkami bardziej wrazliwymi na zmiany temperatury. Jednak ze wzgledu na trudnosSci
w kontrolowaniu wzrostu temperatury, ktdra czesto znacznie przekracza temperature
fizjologiczng mozliwe jest takze niekorzystnie oddziatywanie hipertermii na komorki
prawidtowe. W przypadku eksperymentow prowadzonych w warunkach in vivo nie jest
mozliwy doktadny pomiar temperatury, z tego wzgledu hipertermiczne ogrzewanie komorek
nowotworowych moze doprowadzi¢ do przegrzania i naruszenia komodrek zdrowych.
Projektuje si¢ wiec ,,inteligentne” nanoczastki, ktore tracg uporzadkowanie ferromagnetyczne
i ulegaja tzw. ,,wylgczeniu” po osiggni¢ciu temperatury krytycznej. Zatem zastosowanie
nanoczgstek o obnizonej temperaturze Curie moze wyeliminowaé¢ mozliwo$¢ przegrzewania
komorek. W celu regulacji Tc wykorzystuje si¢ domieszkowanie nanoczastek magnetycznych
metalami, w tym lantanowcami, co pozwala na ustalenie ich T. w zakresie 42 — 46°C.
W systemach dostarczania lekow, eliminacja wysokich temperatur moze stwarza¢ problemy
w uwalnianiu  lekow z termoczulych no$nikow, np. liposomow. W przypadku
magnetoliposoméw zastosowanie nanoczastek wykorzystuje wzrost temperatury uzyskiwany
na drodze hipertermii magnetycznej, ktory prowadzi do uptynnienia lipidow i uwolnienia
lekow. Jednoczes$nie obnizenie temperatury przejscia fazowego lipidow tworzacych nosnik
ponizej 42°C w warunkach in vivo (37°C) moze nie$¢ ryzyko przedwczesnego uplynnienia
liposoméw na skutek niewielkiego wzrostu temperatury przez inne niz hipertermia
magnetyczna czynniki, np. zwigzane z podwyzszeniem temperatury organizmu przy stanie
zapalnym. Dlatego w swojej pracy postanowilam wykorzysta¢ alternatywny mechanizm
uwalniania leku w wyniku mechanicznego rozpadu magnetoliposomoéw i dziatania niskiej
czestotliwosci AMF. Ponadto, degradacja opracowanych przeze mnie MLP nastepuje przy

czestotliwosci 50 Hz w poréwnaniu do innych badan jest to warto$¢ duzo nizsza i dodatkowo
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miesci si¢ w dopuszczalnym przedziale parametrow stosowanych podczas konwencjonalnej
magnetoterapii prowadzonej za pomoca dost¢pnych na rynku zestawow rehabilitacyjnych.

Dlatego, w celu oceny skutecznosci terapii przeciwnowotworowej wykorzystujacej
hipertermi¢ magnetyczng oprocz badan potwierdzajacych skutecznos¢ wobec komorek
nowotworowych, nalezy rowniez potwierdzi¢ brak wpltywu temperatury wobec komorek
nowotworowych i prawidlowych. Badania prowadzone rownolegle na komorkach
prawidlowych dostarczajg bardziej wiarygodnych wynikow na temat skutecznosci
proponowanej terapii wzgledem komorek nowotworowych. Zgodnie z jej zatozeniem
opracowane nosniki lekow sa skuteczne w przypadku selektywnego dzialania wobec
nowotworow potwierdzane silnym efektem cytotoksycznym wzgledem komorek
nowotworowych i brakiem tego efektu wzgledem komoérek prawidtowych.

W mojej pracy zaproponowano alternatywny sposob degradacji nosnika. Mechanizm
uwalniania doksorubicyny pod wptywem AMF-LF przebiega bez zmiany temperatury.
W warunkach niskiej czestotliwosci (50 Hz) zmiennego pola magnetycznego aktywacja
dox-MLP magnetomechaniczna przewaza nad aktywacjg magnetotermiczng. Takie podejscie
moze by¢ znaczace w ocenie cytotoksyczno$ci opracowanych no$nikow wobec komorek. Brak
wpltywu temperatury 1 magnetycznie indukowanych pradéw wirowych zapobiega
uszkodzeniom i zmniejszeniu zywotnosci zdrowych komorek otaczajacych guz. Kontrolowane
uwalnianie leku z MLP w warunkach nietermicznych i przy uzyciu AMF-LF zostato wczesniej
opisane przez innych autorow [127,186,187]. Najwiecej badan w tym zakresie prowadzita
grupa Nappini i wsp. [188]. Jednak projekt magnetoliposomoéw roznit si¢ od zaproponowanego
przeze mnie, poniewaz ich MLP zawieraly hydrofilowe nanoczgsteczki magnetyczne
uwiezione w wodnym wnetrzu liposoméw. Autorzy przedstawili wyniki i wnioski, ze AMF-LF
silnie wptywa na przepuszczalno§¢ pecherzykdéw, co sugeruje powstawanie porow
w dwuwarstwie lipidowej z powodu zarowno efektow hipertermicznych, jak 1 oscylacji
nanoczastek we wnetrzu pecherzykow przy niskiej czestotliwo$ci pola magnetycznego.
Stosowana czestotliwos¢ o wartosci blisko 6 kHz byta znaczaco wyzsza od stosowanej przeze
mnie (50 Hz), a mimo to autorzy okreslili jg jako niska. W dalszym kroku, autorzy kontynuujac
badania nad wptywem AMF-LF na struktur¢ magnetoliposomow zastosowali hydrofobowe
nanoczastki ferrytu kobaltu, ktére wprowadzono w dwuwarstwe fosfolipidowa. Ten projekt
magnetoliposoméw jest podobny pod wzgledem strukturalnym do magnetoliposomow
opracowanych przeze mnie. Wyniki ich pracy sugeruja, ze uwalnianie karboksyfluoresceiny
odbywa si¢ dwoma ré6znymi mechanizmami, poczatkowo poprzez tworzenie si¢ miejscowych

poréw lub defektéw w btlonie, a nastgpnie poprzez zwigkszong przepuszczalno$¢ btony, co
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moze by¢ zwigzane ze zmiang strukturalng dwuwarstwy. Magnetoliposomy proponowane
W mojej pracy mogg wykazywaé inny mechanizm uwalniania DOX ze wzglgdu na odmienng
kinetyke uwalniania, w tym przypadku zastosowanie AMF-LF spowodowato natychmiastowy
wyciek znacznej ilosci leku, podczas gdy w przytoczonym artykule, karboksyfluoresceina
Z magnetoliposomow uwalniala si¢ powoli z naglym wzrostem po 6 godzinie. Ponadto, autorzy
podkreslaja, ze =za nagly wzrost wyptywu barwnika moze odpowiadaé pekaniu
magnetoliposoméw. Na tej podstawie, w badaniach prowadzonych w ramach mojej pracy
mozna wykluczy¢ mechanizm uwalniania lekow oparty na zwigkszonej przepuszczalnosci
magnetoliposoméw w wyniku uptynnienia dwuwarstwy lipidowej, lub moze on wspotistniec,
ale nie jest gtbwnym mechanizmem odpowiedzialnym za ten proces. Ponadto, wczes$niejsze
badania Joniec i wsp. [127] wskazujg na wptyw 0a-Fe3O4 na dwuwarstwe lipidowa, ktora staje
si¢ sztywniejsza i1 niejednorodna morfologicznie, co moze sprzyja¢ tatwiejszemu pgkaniu
magnetoliposomoéw. Drgania SPION inicjujace pekanie MLP generowane w moich badaniach
wystepowaly w AMF-LF o czgstotliwosci 50 Hz, podczas gdy w cytowanym artykule
czestotliwos$¢ wynosita 5,82 kHz, co moze powodowac rozne zachowanie nanoczastek w polu
magnetycznym i ich wplyw na sposob uwalniania lekow z magnetoliposomow. Badania
W mojej pracy wskazuja, ze przy czestotliwosci 50 Hz nie dochodzi do efektow termicznych
przekraczajacych Tm mieszaniny lipidow DPPC:DSPC. Oprocz réznych warunkow
magnetycznych, wptyw na mechanizm uwalniania moze tez mie¢ odmienny sktad
dwuwarstwy. Do syntezy MLP Nappini i wsp. uzyli jednego, innego lipidu:
L-a-fosfatydylocholiny zottka jaja o réznych whasciwosciach, w tym Tm. Ponadto, ze wzgledu
na konstrukcje aparatury doswiadczalnej pole magnetyczne wewnagtrz cewki nie byto
izotropowe, co w konsekwencji powodowalo, ze probka podlegata gradientom pola
magnetycznego, co utrudnia interpretacje uzyskanych wynikow.

Stigliano i wsp. [189] réwniez zwrocili uwage, ze w wyniku hipertermii magnetycznej
bodzce termomagnetyczne mogg powodowac uszkodzenia otaczajacych guz tkanek zdrowych
z powodu wydzielanego do uktadu ciepta bezposrednio lub posrednio przez indukowane
magnetycznie prady wirowe. Tolerancja i bezpieczenstwo ekspozycji pacjenta na AMF-HF jest
Scisle zwigzane z efektami ubocznymi pradow wirowych, co znacznie ogranicza szerokie
zastosowanie kliniczne hipertermii magnetycznej w leczeniu nowotwordéw. Literatura
[131,179,180] donosi o wielu obiecujgcych badaniach w zakresie hipertermii magnetycznej,
jednak pojawiajace ostatnio nowe badania sugeruja, ze kontrolowane uwalnianie lekow z MLP
poprzez ich stymulacje magnetyczng nie zostalo w pelni wykorzystane. Pole magnetyczne

niskiej czgstotliwosci moze by¢ odpowiednie do zastosowan zwigzanych z dostarczaniem
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lekow bez udziatu efektu magnetotermicznego. Podobne zatozenie przedstawiono w badaniach
prowadzonych przez Spera i wsp. [190]. Autorzy wskazali réwniez na potrzebg¢ badan nad
alternatywnym mechanizmem uwalniania lekéw z magnetoliposoméw niz w wyniku
hipertermii magnetycznej. W zwigzku z tym zaproponowali system dostarczania lekéw oparty
na liposomach o wysokiej temperaturze przejscia fazowego z o0sadzonymi powlekanymi
nanoczastkami magnetycznymi, co mialo na celu utworzenie magnetoliposomow
niewrazliwych na wzrost temperatury, co najmniej do 50°C. Uwalnianie leku
Z magnetoliposomow prowadzono pod wplywem natezenia pola elektromagnetycznego
20 kHz. Autorzy podobnie opisujg hipotetyczny mechanizm uwalniania w warunkach pola
magnetycznego niskiej czestotliwosci. Mechanizm ten wynika z naprgzen mechanicznych
btony liposomu powodowanych oscylacja nanoczgstek, co w konsekwencji prowadzi do
destabilizacji dwuwarstwy, a nie przejscia fazowego lipidow w strukturze liposomu.
Uwalnianie barwnika z proponowanych MLP jest wysokie i wynosi 70%. Jednak warto$¢ ta
jest uzyskiwana w dtuzszym czasie po okoto 70 h przy znacznie wyzszej czestotliwosci pola
magnetycznego niz w mojej pracy.

Podsumowujac, proponowane W literaturze nowe rozwigzania platform no$nikowych,
w tym wykorzystujace magnetoliposomy, obejmuja szereg czynnikow wplywajacych na ogdlng
skuteczno$¢ nosnikow w dostarczaniu lekow. Przy ocenie innowacyjnosci projektowanych
nanosystemow oprocz syntezy potencjalnego nosnika istotne sg jego parametry takie jak
wydajne tadowanie leku, stabilno$¢, skuteczny aktywny mechanizm dostarczania
i kontrolowanego uwalniania leku. Nieodlagcznym etapem badan nad ich potencjalnym
wykorzystaniem sg badania komorkowe potwierdzajace pozadany efekt cytotoksyczny lekow
uwalnianych z kapsulek po dostarczeniu do komodrek nowotworowych. Coraz czgsciej
glownym zaloZzeniem przy opracowywaniu magnetoliposomow jest ich selektywne dziatanie
na nowotwor i kierowanie do miejsca poddawanego terapii powodujac wigksza zdolnos¢ MLP
do akumulacji w obregbie obszaru zmienionego chorobowego. Pozadanym efektem
nakierowywania nosnika z lekiem jest lepsza odpowiedzZ terapeutyczna przy nizszym st¢zeniu
leku niz konwencjonalne leczenie oraz ograniczenie cytotoksycznego wplywu na otaczajgce

guz komorki prawidtowe.
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5. Dostarczanie dox-MLP do komoérek nowotworowych za pomoca stalego pola

magnetycznego

Badania prowadzone z wykorzystaniem ptytek wielodotkowych nie sg wystarczajacym
narzedziem do oceny przydatnosci opracowanych nosnikéw w systemach dostarczania lekow.
Wiasciwosci nosnikow w systemach dostarczania lekow wykorzystujg nie tylko bierng, ale
I aktywng strategic nakierowywania leku do miejsca docelowego. Doswiadczenia
z wykorzystaniem standardowych ptytek ograniczaja ten kilkuetapowy proces dystrybucji
nos$nikow jedynie do bezposredniego podania magnetoliposoméw komoérkom. Gtoéwnym tego
powodem jest brak mozliwosci aktywnego nakierowywania dox-MLP. W tych warunkach
dox-MLP jest podawany wraz z medium bezposrednio do hodowli komdrkowej zawierajacej
tylko jedng lini¢ komorkowa, co znacznie odbiega od warunkéw in vivo, w ktorych nastepuje
ogolnoustrojowe podanie no$nikow i jego aktywna dystrybucja w miejsce wystgpowania
nowotworu. Dlatego tez, kolejne badania poswiecono zagadnieniom dotyczacym aktywnego
dostarczania magnetoliposoméw z lekiem do komorek nowotworowych za pomoca statego

pola magnetycznego.

5.1. Wplyw stalego pola magnetycznego na akumulacj¢ dox-MLP w komorkach

nowotworowych

Kolejny etap badan dotyczyl wptywu statego pola magnetycznego na akumulacje
opracowanych MLP w miejscu docelowym terapii. W tym celu przeprowadzono magnetyczne
kierowanie no$nika z lekiem przez przytozenie magnesu statego w miejsce hodowli komorek
nowotworowych. Po odpowiednim czasie magnetycznego kierowania dox-MLP za pomoca
magnesu stalego komorki poddano nastepnie dziataniu AMF-LF, aby uwolni¢ zakapsutkowang
doksorubicyne. Aby umozliwi¢ celowane dostarczanie, procedure wykonano na szalkach,
ktorych powierzchnie cze$ciowo pokryto polidimetylosiloksanem PDMS. W obszarze
niepokrytym prowadzono monowarstwowa hodowle komorkowa (Rysunek 38). Powierzchnia
studzienek oraz odlegtosci miedzy nimi odpowiadaly wymiarom dotkow ptytek 96-dotkowych
w celu mozliwosci pdzniejszych pomiardw z uzyciem czytnika plytek wielodotkowych.
Komorki wysiano zgodnie ze standardowa procedurg wysiewania komorek na phytki
wielodotkowe. Hodowla komorek mozliwa byta jedynie na powierzchni szalki niepokryte;
polimerem, poniewaz wiasciwosci PDMS zapobiegaja adhezji komorek do powierzchni.

Wptyw uwalnianej z nosnikow doksorubicyny na zywotno$¢ komorkowsg okreslano z uzyciem
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testu MTT. Procedura testu byla prowadzona analogicznie do wczesniejszych badan
zywotnosci, jednak komoérki po podaniu dox-MLP byty najpierw inkubowane w warunkach
standardowych z magnesem stalym umieszczonym pod dnem szalki w miejscu hodowli
komorkowej. Po badanym czasie akumulacji magnes usuni¢to | komorki inkubowano
w zmiennym polu magnetycznym niskiej czestotliwo$ci przez 1 h, a nastepnie w warunkach
standardowych. W trzecim dniu badan wykonano test MTT. Wykonano 2 procedury badan:

I.  okreslenie czasu inkubacji dox-MLP wspomaganej magnesem staltym wobec komorek

MCEF-7,
Il.  selektywne dostarczanie dox-MLP do komérek MCF-7 wspomagane magnesem stalym.
A A-A’

]

magnes B
staly /
warstwa f
PDMS
A" studzienka hodowlana

Rysunek 38. Uktad szalki z dotkami przeznaczonymi do hodowli komorek, widok z gory (A),
w przekroju (A-A4°) i z boku (B).

W pierwszej kolejnosci okreslono wptyw czasu potrzebnego do selektywnej akumulacji
dox-MLP w komoérkach nowotworowych piersi za pomoca magnesu statego. Badany nosnik
byt nakierowywany magnetycznie w trzech czasach: 1 h, 4 h i 6 h. Okreslono rowniez
zywotnos¢ komorek bez zastosowania magnesu statego (0 h) i kontrole bez wprowadzania
nosnika z lekiem. W celu jednolitego przedstawienia wynikow, zywotnos¢ komorkowsa
w badanych probach okreslono w stosunku do kontroli bez dox-MLP (Rysunek 39). Na
podstawie wykonanych badan wykazano, ze zywotno$¢ komoérek MCF-7 ulegta znacznie
obnizeniu w probach z umieszczonym magnesem statym. Zywotnoéé komérek wynosita okoto
20% w trzech badanych czasach inkubacji z magnesem, podczas gdy zywotnos¢ komorek
W probie bez magnesu byla na poziomie 40%. Roéznice w zywotnosci komorek MCF-7
wskazuja na wplyw kierowania magnetycznego magnetoliposoméw z lekiem. Nosnik

dox-MLP akumuluje si¢ w komodrkach nowotworowych w sposob bierny w obu przypadkach,
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jednak obecno$¢ statego pola magnetycznego wspomaga nakierowanie i dostarczanie dox-MLP
do komorek znajdujacych si¢ w poblizu magnesu. Z tego wzgledu lek po uwolnieniu
z nosnikow wykazuje bezposrednie dziatanie cytotoksyczne i skutecznie obniza zywotno$¢
komorek MCF-7. W przypadku réznego czasu akumulacji pod wptywem magnesu statego,
aktywno$¢ metaboliczna komorek nie ulegla istotnym zmianom, a wigc przyjeto stosowac

standardowo 1 h inkubacji z magnesem statym.
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Czas inkubacji wspomaganej magnesem statym [h]

Rysunek 39. Poréwnanie cytotoksycznosci magnetoliposomow z doksorubicyng w stezeniu
0,01 mg mL* wzgledem linii komorkowej nowotworowej MCF-7 po réznym czasie kierowania

magnetycznego magnesem stalym i kolejnej 1 h inkubacji w zmiennym polu magnetycznym.
5.2. Selektywne dostarczanie dox-MLP do komoérek nowotworowych

Potencjalne zastosowanie magnetoliposoméw zawierajacych doksorubicyne w terapii
przeciwnowotworowej zaktada tagodzenie ogdlnoustrojowych skutkow ubocznych leku przez
skoncentrowanie terapii cytostatycznej tylko na tkance nowotworowej. Celowane dostarczanie
doksorubicyny w magnetoliposomach za posrednictwem stalego pola magnetycznego
przylozonego w miejsce wystepowania nowotworu moze wykazywac selektywnos¢ wobec
komorek nowotworowych. W celu odwzorowania celowanej terapii w badaniach
laboratoryjnych, na jednej szalce (przygotowanej jak poprzednio) wysiano komorki
prawidtowe MCF-10A i nowotworowe MCF-7 piersi z gesto$cig zawiesiny 10* komoérek mL*
do poszczegodlnych dotkow. Nastepnie zawiesing magnetoliposoméw wprowadzono do 5 mL

medium hodowlanego DMEM-F12 uzyskujac ste¢zenie dox-MLP w zakresie stezen 0 — 0,01 mg
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mL? i calo$¢ przeniesiono na powierzchnie szalki z hodowlami komérek. Pod dotkami,
w ktérych hodowano komoérki nowotworowe umieszczono magnes staty celem magnetycznego
skierowania magnetoliposomow i zwigckszenia akumulacji nosnikéw w tych komorkach (proba
badana). Probe kontrolng stanowita osobna szalka z wysianymi obiema liniami komoérkowymi,
w ktorej nie zastosowano magnesu pod dotki z komoérkami nowotworowymi. Po 1 h inkubacji
wspomaganej magnesem statlym, usunieto magnes i komorki poddano inkubacji w AMF-LF
(1h), a nastepnie dalszej standardowej inkubacji przez kolejne 22 h. Nastepnie wykonano test
MTT. Zywotnoéé mierzono w odniesieniu do zywotnosci komorkowej bez noénika (Rysunek
40). Zastosowanie aktywnego nacelowania dox-MLP pod wplywem magnesu stalego
spowodowato, ze komorki nowotworowe MCF-7 byly bardziej narazone na cytotoksyczne
dziatanie uwolnionej doksorubicyny niz komorki prawidlowe MCF-10A. W szalce
z zastosowanym magnesem zywotnos¢ komorek MCF-7 wyniosta 14% dla najwyzszego
stezenia dox-MLP 0,01 mg mL? w poréownaniu do zywotnoéci komérek MCF-10A
wynoszacym 86%. Znaczne, 6-krotne obnizenie ich zywotno$ci w stosunku do komorek
zdrowych moze wynika¢ ze zwigkszonej wrazliwo$ci komorek nowotworowych na badany lek
oraz z nakierowania magnesem nosnikow w kierunku tych komorek. Potwierdzeniem
efektywnej (celowanej) akumulacji dox-MLP w komorkach MCF-7 jest fakt, ze zywotnos¢
komorek nowotworowych bez stymulacji statym polem magnetycznym (proba kontrolna)
wynosita 39%, a zatem byla to cytotoksycznosé prawie 3-krotnie mniejsza niz w komorkach
po magnetycznym nakierowywaniu. Ponadto, zywotnos¢ komorek prawidtowych w probie

badanej byta nieznacznie wyzsza w stosunku do zywotnosci komorek MCF-10A w probie

kontrolnej.
A EMCF-10A @MCF-7 (magnes) B EMCF-10A @MCF-7
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Rysunek 40. Porownanie cytotoksycznosci magnetoliposomow z doksorubicyng wzgledem linii
komorkowej prawidtowej MCF-10A i nowotworowej MCF-7 po kierowaniu magnetycznym
magnesem statym i kolejnej 1 h inkubacji w zmiennym polu magnetycznym (A) oraz po 1 h

inkubacji w zmiennym polu magnetycznym (B). n = 3, *p < 0,05.
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Podsumowujac, najbardziej pozadany efekt cytotoksyczny obserwowano w probie
badanej komoérek nowotworowych, w ktorych dostarczanie dox-MLP bylo wspomagane
uzyciem statego pola magnetycznego. Jednoczes$nie, w tym wariancie doswiadczenia komorki
prawidlowe wykazywaty najwyzsza zywotno$¢ w poréwnaniu do procedury I, Rysunek 40-B
(brak magnesu umieszczonego pod hodowlg komoérek MCF-7). Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze magnetyczne nakierowanie doX-MLP wptywa na dostarczanie doksorubicyny do
komorek nowotworowych piersi i jej skuteczniejsze dziatanie cytotoksyczne po uwolnieniu
z nosnika. Zastosowana strategia aktywnego dostarczania dox-MLP z uzyciem stalego pola
magnetycznego spetnia kryteria stawiane nowym systemom dostarczania lekow dotyczace
wielofunkcyjnosci nosnika i fagodzenia skutkow ubocznych leku przez skoncentrowanie terapii

cytostatycznej tylko na tkance nowotworowe;j.

5.3. Badania skutecznosci wnikania dox-MLP wspomaganej stalym polem magnetycznym

do komorek nowotworowych i prawidlowych piersi

W kolejnym etapie okreslano wychwyt komorkowy doksorubicyny z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej. Na podstawie analizy wigzki promieniowania laserowego
przechodzacego przez zawiesing komodrkowa wyznaczono reprezentatywna populacje dla
komorek nowotworowych 1 prawidlowych piersi z rownoczesng detekcja emitowanej
fluorescencji DOX w obrgbie wewnetrznych struktur btonowych cytoplazmy 1 jadra
komorkowego. Wyniki przedstawiono na wykresach jako zalezno$¢ rozproszenia bocznego
SSC-A i rozproszenia czotowego FSC-A (Rysunek 41, kolumna 1) oraz na histogramach
przedstawiajacych zliczong liczb¢ komorek w funkcji intensywnosci sygnalu kanatlu
fluorescencyjnego B525 (Rysunek 41, kolumna II, linia pionowa oddziela komorki
nieposiadajace nos$nikow dox-MLP od komorek, ktére zawieraly dox-MLP). Poréwnano
akumulacje dox-MLP wspomagang magnetycznym kierowaniem magnesem statym do
komorek nowotworowych w stosunku do komorek bez uzycia magnesu statego. Nastepnie
porownano skuteczno$¢ wnikania dox-MLP do komorek prawidlowych MCF-10A podczas
standardowej inkubacji z no$nikiem oraz w przypadku gdy nanonosniki magnetyczne celowo
oddalano od komoérek MCF-10A przez przytozenie magnesu statego przeciwnie do hodowli
komorkowej (na wieczko szalki hodowlanej).

Analiza cytometryczna wykazata znacznie wyzsza skutecznos$¢ wnikania dox-MLP do

komorek nowotworowych MCF-7 — 96,16% w przypadku komorek inkubowanych z magnesem
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statym (Rysunek 41-B) i 66,62% (Rysunek 41-A) dla komoérek inkubowanych standardowo
(bez magnesu). Jednocze$nie wnikanie dox-MLP do komorek prawidlowych charakteryzowato
si¢ nizszg skutecznos$cig, poziom ten wynosit odpowiednio 44,22% i 12,23% (Rysunek 41-CD).
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono wysokg selektywnos¢ dox-MLP wobec
komoérek nowotworowych i skuteczniejsze dostarczanie do tych komorek za pomoca

kierowania magnetycznego.
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Rysunek 41. Analiza autofluorescencji doksorubicyny metodg cytometrii przeptywowej dla linii
komorkowej MCF-7 (A) i MCF10A (C), z uprzednim nakierowywaniem magnesem statym
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wobec komdrek nowotworowych (B) | z nakierowaniem przeciwnie do komorek prawidtowych
(D). Cytometryczny wykres kropkowy przedstawiajgcy zaleznosé intensywnosci rozproszenia
bocznego SSC-A od przedniego FSC-A catej populacji komorek w tym komaorek pojedynczych
(kolumna pierwsza). Histogram obrazujgcy ilosé zliczer komorek wobec intensywnosci sygnatu

kanatu fluorescencyjnego B525 (kolumna druga).

6. Mikrosystemy przeplywowe

6.1. Mikrouklad do badan uwalniania doksorubicyny z magnetoliposomow

Wykorzystanie liposoméw w tym magnetoliposomoéw w dostarczaniu lekow jako
no$nikow polega na krazeniu w krwiobiegu i akumulacji w tkance nowotworowej w wyniku
efektu EPR. Struktury te charakteryzujg si¢ okreslonym czasem krazenia w krwioobiegu ze
wzgledu na ich stabilno$¢ oraz mozliwos$¢ szybkiego rozpoznania przez uklad siateczkowo-
srodblonkowy (uktad RES) prowadzace do usunigcia nosnikow z krazenia. Taki niepozgdany
wychwyt podczas chemioterapii moze znacznie obnizac jej skuteczno$é terapeutyczng. W celu
ograniczenia adsorpcji liposomow, ich powierzchni¢ pokrywa si¢ hydrofilowymi polimerami,
przez co moga pozostawa¢ w ukladzie naczyniowym przez dhuzszy czas w porownaniu do
liposoméw bez otoczki. Wydhluizenie czasu krazenia nos$nikow zwigksza wydajnosé
dostarczania zakapsulkowanego leku do miejsca docelowego. Kolejnym rozwigzaniem,
umozliwiajacym skuteczne dostarczanie lekow jest stosowanie aktywnie celowanych
liposomdw 1 magnetoliposomow. W tym przypadku dostarczanie lekow do miejsc docelowych
z uzyciem wektoréw kierujacych, np. nanoczastek magnetycznych 1 stalego pola
magnetycznego, skraca ich czas przebywania w krwiobiegu, zmniejsza ryzyko wykrycia przez
uktad odpornosciowy oraz dodatkowo umozliwia precyzyjna dystrybucje nosnika. Wydajne
i precyzyjne dostarczenie leku wplywa cytotoksycznie w miejscu docelowym (tkanka
nowotworowa), tym samym ogranicza negatywne skutki uboczne chemioterapeutyku wobec
tkanek zdrowych.

Dotychczasowe badania proponowanych w tej pracy magnetoliposoméw prowadzono
w warunkach statycznych, co mocno ogranicza odtworzenie warunkow in vivo, w ktorych
nosnik przebywa w krwioobiegu. Przyblizenie tych warunkow mozna uzyska¢ w warunkach
laboratoryjnych za pomoca odpowiedniego mikrosystemu przeptywowego. Badania
magnetoliposoméw w warunkach przeptywowych medium hodowlanego miato na celu

okreslenie stabilno$ci i profilu uwalniania doksorubicyny, a w dalszym etapie ocene
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magnetycznej akumulacji dox-MLP do miejsca przytlozenia magnesu statego. Opracowany
mikrouktad przeznaczony do badania kontrolowanego uwalniania lekéw z magnetoliposoméw
przedstawiono na Rysunku 42. Mikrosystem sktadat si¢ z dwoch warstw polimerowych. Jedna
z nich zawierata mikrostruktur¢ sktadajaca si¢ z jednego dtuzszego kanatu doprowadzajgcego,
dwoch rzedow kanatéw z dwiema komorami pomiarowych w kazdym. Okragla komora
pomiarowa ma Srednice 6,5 mm i odpowiadata powierzchni hodowlanej jednego dotka w ptytce
96-dotkowej. Odstep komor w rzedzie umozliwial rejestrowanie uwalniania lekow
w mikrouktadzie za pomocg czytnika plytek wielodotkowych. Druga warstwa polimeru
zawierata jeden otwor wlotowy i dwa otwory wylotowe. Ocene mozliwosci wychwytu
i akumulacji dox-MLP z przeplywajacego roztworu zastosowano magnes staty, ktory
umieszczano pod dolng warstwg ptytki PDMS w miejscach komér pomiarowych z jednego

rzgdu.

Otwor wlotowy
PDMS

Magnes

Otwér wylotowy

A

Rysunek 42. Schemat przedstawiajqcy projekt geometrii mikrouktadu (A), wytworzony

mikrosystem (B).

6.2. Badanie uwalniania dox-MLP w polu magnetycznym w mikroukladzie

przeplywowym

Magnetoliposomy wprowadzano do mikrouktadu z predkoscig przeptywu 10 uL min™,
Procedur¢ uwalniania doksorubicyny z magnetoliposoméw pod wpltywem zmiennego pola
magnetycznego przeprowadzono analogicznie jak w makroskali przez porownanie uwalniania
leku z magnetoliposoméw w obecnosci AMF-LF z uwalnianiem bez zastosowania pola
magnetycznego i w zaleznosci od pH. Magnetoliposomy z doksorubicyng inkubowano bez pola
magnetycznego lub w AMF-LF (8,71 mT, 50 Hz) przez 75 minut, wykonujac pomiar
intensywnosci fluorescencji uwolnionej DOX co 15 minut. Wyniki przedstawiono na Rysunku

43. Pod wptywem AMF-LF uwalnianie doksorubicyny zamknietej w magnetoliposomach
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w czasie 15 minut okreslono na poziomie okoto 50% dla srodowiska nowotworowego (pH 5,2)
i prawidtowego (pH 7,4). W obu przypadkach catkowite uwolnienie w badanym czasie
dochodzito do okoto 60%. Dla probek dox-MLP bez inkubacji w zmiennym polu
magnetycznym zarejestrowano niewielkie uwalnianie kapsutkowanego leku, a wyciek leku
w trakcie badan nie przekraczat 10% dla obu warunkow srodowiskowych.

Przeprowadzone badania potwierdzily skuteczne uwalnianie doksorubicyny
w warunkach przeptywowych jedynie w obecnos$ci zmiennego pola magnetycznego. Pozwala
to takze na stwierdzenie, ze zastosowanie przeptywu nic wplywa na stabilno$¢
magnetoliposoméw oraz ich zdolno$¢ do utrzymywania leku wewnatrz swojej struktury.
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Rysunek 43. Profile aktywnego uwalniania doksorubicyny z magnetoliposomow w buforze
fosforanowym (pH 7,4) i octanowym (pH 5,2) w przeptywie roztworéw 10 uL min, w 37°C bez

i w obecnosci zmiennego pola magnetycznego niskiej czestotliwosci.

W celu okreslenia czy nakierowywanie magnetoliposomow za pomoca stalego pola
magnetycznego moze zwickszy¢ akumulacje enkapsutowanej doksorubicyny w komorach
pomiarowych powtorzono procedure uwalniania lekéw poprzedzajac ja kierowaniem
magnetycznym. W tym celu pod kazda komorg pomiarowa w jednym rzedzie mikrouktadu
umieszczono magnes staly, tak aby pokryt potowe powierzchni dna komory. Inkubacja
wspomagana magnesem stalym trwala 20 minut, nastepnie w celu uwolnienie leku z no$nika,
magnes staly usunigto, przeplyw wylaczono, a mikrouktad umieszczono pomigdzy cewki
Helmholtza i prowadzono inkubacje w AMF-LF. Badania uwalniania doksorubicyny
z magnetoliposomow  prowadzono z wykorzystaniem mikroskopii  fluorescencyjnej,
a fluorescencyjne obrazy uzyskano po degradacji nosnikow i uwolnieniu doksorubicyny, ktora

emitowala Swiatto czerwone (Rysunek 44). Po czasie 10 i 20-minutowej inkubacji w AMF-LF
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ilos¢ uwalnianej DOX byla wigksza w komorach pomiarowych z magnesem stalym
w poréwnaniu do proby kontrolnej bez magnesu. Ponadto, obserwowano wigkszg koncentracje
leku w komorze pomiarowej w miejscu, w ktorym pod powierzchnig komory umieszczono
magnes staly. Wigksza koncentracja leku moze $wiadczy¢ o skutecznym wychwycie dox-MLP
z kanalow przepltywowych i jej akumulacji w okreslone miejsce za pomoca statego pola

magnetycznego.

Kontrola bez magnesu 10 min 20 min

DOX

Rysunek 44. Obrazy fluorescencyjne uwolnionej w AMF-LF doksorubicyny (kontrola) i po
uprzednim nakierowaniu DOX-MLP magnesem stalym. Kolor czerwony byt emitowany przez
DOX, skala 10 um.

Otrzymany mikrosystem Lab-on-a-Chip umozliwit przeprowadzenie podstawowych
badan magnetoliposoméw oraz ich akumulacji w wyniku magnetycznego, celowanego
kierowania dox-MLP z uzyciem magnesu stalego. Badania w mikrouktadzie potwierdzity takze
stabilno$¢ magnetoliposomow w warunkach przeptywowych, ktorg okreslono na podstawie
wyznaczonej ilosci biernie uwalnianej doksorubicyny z nosnikow. W probie kontrolnej (bez
AMF-LF) magnetoliposomy uwalniaty niewielka ilo$¢ doksorubicyny, a wigc byly stabilne
W poroéwnaniu do magnetoliposomdw z proby badanej po zastosowaniu AMF-LF, z ktorych lek
uwalnial si¢ w wigkszej 1losci.

Podsumowujgc, dotychczasowe badania, w tym testy komodrkowe oraz badania
w mikrosystemie przeplywowym dotyczace dostarczania magnetoliposomow kierowanych
magnetycznie oraz kontrolowanego uwalniania leku pod wpltywem zmiennego pola
magnetycznego niskiej czestotliwosci sg wystarczajace do oceny skuteczno$ci systemu
dostarczania lekéw opartego na magnetoliposomach jako potencjalnych no$nikach lekow.
Kryteria stawiane nowoopracowywanym nosnikom dotycza rozwigzywania problemow
zwigzanych z celowanym dostarczaniem lekow przeciwnowotworowych do nowotworow.
Pierwszym zatozeniem byl wlasciwy dobor materiatéw umozliwiajacy otrzymanie no$nika
zdolnego do wydajnego kapsutkowania 1 utrzymywania leku w swojej strukturze. Drugim

wymaganiem byto funkcjonalizacja nosnika w celu jego aktywnego dostarczania i pozniejszego
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uwalniania leku w sposob kontrolowany w dawce skutecznej terapeutycznie. Trzecim
kryterium bylta ocena bezpieczenstwa jego uzycia, co oznacza, ze opracowany nanonosnik
powinien by¢ biokompatybilny i nietoksyczny. Dziatanie cytotoksyczne powinien wykazywac
jedynie uwalniany zwigzek przeciwnowotworowy dopiero po dezintegracji struktury

nanono$nika.

6.3. Badania komérkowe w mikrosystemach przeplywowych

Wykorzystanie mikrosystemow przeptywowych do badan nad skuteczno$cia nosnikow
lekéw przeciwnowotworowych wzgledem zaawansowanych modeli hodowli komoérkowych
jest formg badan posrednia pomiedzy warunkami laboratoryjnymi in vitro (ptytki
wielodotkowe), a warunkami in vivo panujgcymi w organizmie zywym. Glownym parametrem
przyblizajacym do warunkow in Vvivo jest mozliwo$¢ prowadzenia hodowli komorkowej
w warunkach przeptywowych odwzorowujacych naturalny przeptyw w tkankach. Dodatkowo,
stosunek powierzchni do objetoSci oraz obecno$¢ interakcji migdzykomodrkowych
w mikrouktadach sa wysokie i zgodne ze stosunkiem SAV w warunkach in vivo.

Hodowla przestrzenna i warunki przeplywowe umozliwiaja nasladowanie naturalnych
warunkéw wzrostu komoérek wobec standardowej hodowli dwuwymiarowej prowadzonej
w butelkach hodowlanych. Gtoéwna rdznica dotyczy sposobu dostarczania tlenu i substancji
odzywczych do modelu komoérkowego. W przypadku standardowej hodowli komorki sg
utozone w monowarstwie | zostajg zaopatrywane w niezbedne sktadniki jednocze$nie przez
bezposrednie podanie ich wraz z medium, podczas gdy w mikrosystemach mozliwy jest
laminarny przeplyw roztworu. Prowadzenie hodowli w warunkach dynamicznych, w ktorych
zastosowany jest przeplyw medium hodowlanego i badanych substancji, umozliwia otrzymanie
fizykochemicznych wiasciwosci mikrosrodowiska in vivo. Hodowla przestrzenna komorek
w mikrosystemach przeptywowych, w szczegdlnosci sferoidéw, umozliwia réwniez
otrzymanie charakterystycznego dla guza nowotworowego in vivo, warstwowego utozenia
komorek. Ponadto, ze wzgledu na strukture sferoidu dostarczanie sktadnikow jest
nierdbwnomierne. W terapiach przeciwnowotworowych dostarczanie no$nikow z lekiem do
guza nowotworowego jest niejednakowe podobnie jak w sferoidach, a odmiennie niz
w monowarstwie. Ze wzgledu na rdéznice, jakie wystgpuja pomiedzy hodowlami
standardowymi a przestrzennymi, badania cytotoksycznosci opracowanych nosnikow lekow
moga si¢ takze rézni¢. Ocena procedury skutecznos$ci magnetoliposoméw zawierajagcych

doksorubicyne w terapii przeciwnowotworowej wobec hodowli przestrzennej jest zasadna ze
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wzgledu na lepsze odzwierciedlenie warunkéw in vivo hodowli komorek i przyblizenie

odpowiedzi komérkowej na dox-MLP do otrzymywanej w warunkach in vivo.

6.3.1. Hodowla sferoidéw w mikroukladzie przeplywowym

W celu otrzymania przestrzennego modelu sferoidow o wysokiej zywotnosci i nast¢pnie
przeprowadzenia badan cytotoksycznosci po inkubacji z nos$nikiem leku wykorzystano
dostepny mikrosystem przeptywowy. Geometria tego mikrouktadu zostata zoptymalizowana,
aby mozliwe bylo formowanie agregatow komorkowych o powtarzalnej strukturze
trojwymiarowej. Gléwnymi czynnikami, wplywajacymi na tworzenie si¢ sferoidow
w przypadku systeméow Cell-on-a-Chip, sg: geometria mikrostruktur, parametry prowadzenia
hodowli komoérkowej oraz rodzaj wykorzystywanego materiatu. Wtasciwosci hydrofobowe
materiatdéw uniemozliwiaja adhezje komorek do powierzchni podtoza, sprzyjajac ich agregacji
i tworzenie hodowli tréjwymiarowych. Materialem najczesciej wykorzystywanym do
wytwarzania mikrosystemow jest polimer PDMS, ktory poza hydrofobowym charakterem

posiada inne wlasciwosci istotne podczas prowadzenia prawidlowej hodowli komoérkowe;.

6.3.2. Geometria mikroukladu

Jak wspomniano w rozdziale ,,Materiaty i metodyka badan”, mikrosystem przeptywowy
wytworzono wedlug wczesniej zaproponowanego projektu (Tworca projektu: A. Zuchowska
i inni, patent 416105). Geometri¢ mikrouktadu przedstawiono na Rysunku 16, a wytworzony
mikrosystem na ponizszym zdj¢ciu — Rysunek 45.

Rysunek 45. Zdjecie wykonanego mikrosystemu przyplywowego do hodowli sferoidow

(wymiary standardowego szkietka mikroskopowego 76 x 26 mm).

Mikrouktad wykonany z dwoch ptytek polimerowych PDMS oraz zoptymalizowana

geometria mikrostruktur umozliwia tworzenie wielokomorkowych sferoidéw. Jednak istotnym
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czynnikami sg takze parametry wptywajace na hodowle komorkowa prowadzong w warunkach
przeplywowych: efektywna objetos¢ hodowli, wysoki stosunek powierzchni do objetosci
hodowli, stres hydrodynamiczny, sterylne warunki hodowli.

Zdolno$¢ komoérek do tworzenia regularnych struktur przestrzennych zalezy od
predkosci przeptywu medium z zawiesing komorkows. Komorki w takich warunkach podlegaja
dzialaniu naprgzen S$cinajagcych w wyniku ciaggltego przeplywu reagentow. Odpowiednia
predkos¢ przepltywu dziata stymulujaco na proliferacj¢ komoérek, co odpowiada naturalnemu
kragzeniu ptynéw w warunkach in vivo. W niewlasciwych warunkach, np. zbyt szybkiego
przeplywu, naprezenia $cinajgce mogg powodowacé niekorzystny dla komorek stres
hydrodynamiczny. Zmiany przepuszczalnosci blony komorkowej lub jej przerwanie, bedace
wynikiem gwattownego przeplywu, wptywaja na wzrost komorek. Nieprawidlowa morfologia
i proliferacja komorek moze uniemozliwia¢ ich taczenie lub powodowaé zmniejszenie
zywotnosci powstatych sferoidow. Optymalna szybkos¢ przeptywu zawiesiny komorkowej dla
komoérek nowotworowych MCF-7 w wykorzystywanym mikrosystemie wynosi 10 pL min?
[174], natomiast dla komoérek prawidlowych MCF-10A, z powodu braku danych

literaturowych, wartos¢ ta okreslono w dalszej czgsci pracy.
6.3.3. Agregacja komorek MCF-10A w mikrosystemie przeptywowym

Jak wspomniano, w wykorzystywanym mikrouktadzie przeptywowym, prowadzone
byly wczesniej hodowle wielokomorkowych sferoidow ztozonych z komoérek MCEF-7.
Parametry hodowli sferoidow tych komorek zostaly zoptymalizowane a prawidlowosé
tworzenia sferoidow okreslona [174]. Dla komorek prawidtowych MCF-10A konieczne byto
wytypowanie warunkow sprzyjajacych tworzeniu prawidlowych sferoidow. Obie linie sg
liniami komoérkowymi piersi, jednak z uwagi na ich odmienny charakter: nowotworowy
i prawidlowy, moga wystepowaé réznice w agregacji i zywotnosci sferoidow. W celu
okres$lenia optymalnych parametrow hodowli komoérkowej MCF-10A, zbadano wpltyw
predkosci przeptywu wprowadzonej zawiesiny komorek na tworzenie sferoidow i odniesiono
do hodowli komorkowej MCF-7. Zawiesiny komorek prawidtowych wprowadzano do
mikrouktadéw z ro6zng szybkoscig przeptywu: 10 uL min?, 15 uL min? i 20 uL min™. Po
otrzymaniu sferoidow o prawidtowej budowie (kulistej) oceniono ich zywotno$¢ za pomoca
testu alamarBlue®, a uzyskane wyniki zestawiono na Rysunku 46. Zaobserwowano, ze
zywotno$¢ komorek MCF-10A utrzymywata si¢ na stalym poziomie dla kazdego z badanych

przeplywoéw wprowadzanej zawiesiny komorkowej. Jest to zgodne z danymi literaturowymi
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[191], ktore potwierdzaja, ze komorki prawidtowe sg bardziej odporne na przeptyw medium
I napr¢zenia $cinajace w porownaniu do komoérek nowotworowych. W ustalonych warunkach
przeptywowych komoérki MCF-7 tworzyly zagregowane sferoidy jedynie dla najnizszego

badanego przeptywu wprowadzonej zawiesiny komorkowe;.
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Rysunek 46. Zywotnos¢ sferoidéow MCF-104 w zaleznosci od szybkosci przephywu medium

Z zawiesing komorkowq.

Dla optymalnej i jednakowej dla obu linii komoérkowych predkosci przeptywu

zawiesiny komoérek — 10 pL min?

oceniano agregacje komorek tworzacych sferoid. Do
okreslenia efektywnosci tego procesu wykorzystano dwa parametry, czyli pole powierzchni
przekroju okreslajace jakos¢ agregacji komorkowej oraz sferyczno$é dostarczajgce informacji
na temat stopnia zagregowania i ksztattu sferoidow. Wyniki przedstawiono na Rysunku 47.
Komorki nowotworowe wykazywaty lepsza zdolnos$¢ do agregacji w porownaniu do komorek
prawidtlowych. Po wprowadzeniu zawiesiny do mikrouktadu w ciggu 1 h komorki MCF-7
tworzyly zwarte agregaty komorkowe, ktoére po 24 h uksztattowaty dobrze zagregowany
sferoid. Podczas prowadzenia hodowli sferoidow MCF-7 zaréwno pole przekroju
poprzecznego jak i sferycznos¢ utrzymywaty si¢ na statym poziomie, co $wiadczy 0 silnych
potaczeniach miedzykomorkowych. Wartos¢ sferycznosci sferoidow MCF-7 bliska warto$ci 1
potwierdza pelng agregacje i utworzenie sferoidow. W hodowli komorek prawidtowych MCF-
10A otrzymano w pelni zagregowane sferoidy, jednak agregacja nastapita nieznacznie pdzniej
niz w komorkach MCF-7. Poczatkowo komorki byly luzno potaczone i wraz z czasem trwania
hodowli tworzyty skupiska komorkowe, osiggajac wlasciwg strukturg sferoidu, podobnie jak
komoérki nowotworowe, po 24 h od wprowadzenia komoérek do mikrouktadu. Otrzymane

sferoidy MCF-7 i MCF-10A miaty prawidlowa zywotno$¢, co potwierdzono wynikiem
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barwienia réznicowego wykonanym trzeciego dnia hodowli komoérek w mikrosystemie
(Rysunek 47-D).

A BmMCF-7 OMCF-10A B mMCF-7 OMCF-10A
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Rysunek 47. Agregowanie komorek tworzgcych sferoidy MCF-7 1 MCF-10A w trakcie

prowadzenia hodowli: pomiar pola powierzchni przekroju sferoidow (A) i sferycznosci
(kwadrat ilorazu dlugosci i szerokosci sferoidu) (B). Obrazy mikroskopowe przedstawiajgce
zmiany morfologiczne w czasie trwania 4-dniowej hodowli sferoidow (C) oraz wynik barwienia

fluorescencyjnego wykonany trzeciego dnia hodowli (D).

Standardowe badania cytotoksycznosci potencjalnych nosnikow lekow trwajg
minimum 3 dni i obejmujg wysianie komoérek na ptytki testowe, podanie badanego
nanomateriatu i ocen¢ zywotnosci komorkowej po wykonanej procedurze terapii. Prowadzenie
tego typu badan z wykorzystaniem modeli trojwymiarowych hodowli komorkowych obejmuje
powyzsze etapy. Jednak w celu osiaggnigcia pozadanego efektu terapeutycznego oceng
skutecznosdci terapii przeprowadza si¢ po dluzszej inkubacji sferoidow z badanym
nanomateriatem. Istotnym jest sprawdzenie, czy w badanym mikrosystemie po otrzymaniu
prawidtowych sferoidow ich zywotno$¢ w dtuzszym czasie prowadzenia hodowli nie ulega
zmianie. Dlatego w kolejnym etapie badan, po utworzeniu sferoidow badano poziom
proliferacji hodowli w celu okreslenia czasu jej trwania bez wptywu na ich strukturg. Podczas
prowadzenia hodowli oceniano ich morfologie wykonujac co 24 h obrazy z uzyciem

odwroconego mikroskopu i 0braz po wybarwieniu réznicowym w ostatnim dniu hodowli.
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W wykorzystywanym mikrosystemie przeptywowym z zastosowaniem odpowiednich
warunkéw prowadzenia hodowli przeprowadzono 4-dniowg hodowle sferoidow MCF-7
I MCF-10A. W czasie czterech dni od otrzymania sferoidow hodowle obu linii komérkowych

charakteryzowaly si¢ stabilng strukturg sferoidow o prawidtowej, wysokiej zywotnosci.

6.3.4. Badania cytotoksycznos$ci dox-MLP na komorkowe sferoidy piersi

Badania cytotoksycznosci dox-MLP prowadzone na hodowle dwuwymiarowe byty
wystarczajace do wstepnej oceny skutecznos$ci proponowanej terapii. Jednak ten rodzaj
hodowli komorkowe;j jest jedynie uproszczonym modelem w stosunku do hodowli in vivo
komoérek  nowotworowych,  hodowla  pozbawiona  jest naturalnej  macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 potaczen migdzykomoérkowych. W przypadku badan nad skutecznos$cia
nosnika w terapii przeciwnowotworowej, w szczegOlnosci okreslenia dawki skutecznej
kapsutkowanego leku wymagane sg modele doswiadczalne umozliwiajace w wigkszym stopniu
odzwierciedlenie mikrosrodowiska nowotworu in vivo. Tréjwymiarowy model komorkowy,
jakimi sg sferoidy, moze by¢ uzywany jako bardziej wiarygodny model w badaniach
przeciwnowotworowych. Prowadzenie tego typu hodowli w mikrosystemie przepltywowym

odwzorowuje kolejne warunki, jakie panuja in vivo, czyli ciagly przeptyw ptyndéw ustrojowych.

6.3.5. Testy cytotoksycznosci dox-MLP

Ostatni etap badan polegal na okresleniu skutecznos$ci terapii przeciwnowotworowej
z wykorzystaniem  magnetoliposoméw  zawierajacych  doksorubicyne 1 stymulacji
magnetycznej wzgledem wielokomérkowych sferoidow odtwarzajacych warunki in vivo
w lepszym stopniu niz monowarstwa. W pierwszym kroku pomiary zywotnosci prowadzono
wedlug standardowej procedury w celu poréwnania aktywnosci cytotoksycznej dox-MLP
w zaleznoéci od do$wiadczalnego modelu komoérkowego. Zywotno$é wielokomérkowych
sferoidow zbudowanych z nowotworowych (MCF-7) lub prawidtowych (MCF-10A) komoérek
piersi oceniano po 24 h inkubacji z magnetoliposomami, w tym 1 h inkubacji magnetycznej
w AMF-LF: 8,71 mT, 50 Hz (Rysunek 48). Pomi¢dzy sferoidami poddanymi stymulacji
magnetycznej 1 z jej pomini¢ciem nie zaobserwowano znacznych roéznic w Zywotnosci.
Sferoidy komorek MCF-7 i MCF-10A utrzymywatly wysoki poziom proliferacji w badanym
zakresie stezen dox-MLP (0,0005 — 0,01 mg mL™?). Najwieksza zmiane poziomu zywotnosci

sferoidow obserwowano w przypadku sferoidow MCF-7 inkubowanych w AMF-LF, ich
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zywotnos¢ wynosita 75% w stosunku do sferoidow MCF-7 bez inkubacji magnetycznej — 88%,
dla stezenia dox-MLP wynoszacego 0,01 mg mL™*. Uwolniona z no$nikéw doksorubicyna nie
powodowata zatem efektu cytotoksycznego wobec sferoidow obu linii komérkowych. Ponadto,
poréwnujac wyniki tego testu z wezesniejszymi testami cytotoksyczno$ci dox-MLP wykazano,
ze komorki tworzace struktury przestrzenne sg znacznie odporniejsze na uwalniang
doksorubicyne niz komorki hodowane jako monowarstwa.
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Rysunek 48. Poréwnanie cytotoksycznosci magnetoliposomow z doksorubicyng W zakresie
stezen 0,0005 — 0,01 mg mL™ wzgledem sferoidow linii komorkowej nowotworowej MCF-T (A)
i prawidtowej MCF-10A (B) po 24 h inkubacji (1 h w zmiennym polu magnetycznym + 23 h
W 37°C) n =2, *p < 0,05.

Ze wzgledu na brak efektu cytotoksycznego w kolejnym kroku zwigkszono zakres
stezenia dox-MLP celem uzyskania r6znic w zywotnosci komorkowej sferoidow. Zwiekszenie
stezenia magnetoliposomow z lekiem spowodowato obnizenie zywotno$ci sferoidow obu linii
komorkowych (Rysunek 49). Jednakze, sferoidy komoérek nowotworowych byly bardziej
podatne na dziatanie uwalnianej pod wptywem AMF-LF doksorubicyny niz sferoidy komorek
prawidlowych w badanych stezeniach dox-MLP. Przy stezeniu dox-MLP 0,04 mg mL*
i inkubacji w polu magnetycznym obserwowano efekt cytotoksyczny dla sferoidow MCF-7,
podczas gdy sferoidy MCF-10A zachowywaly wysoka zywotno$¢ powyzej 80%. Dla
najwyzszego badanego stezenia 0,1 mg mL™ sferoidy komoérek prawidtowych byty okoto
3-krotnie bardziej odporne na dziatanie dox-MLP w polu magnetycznym niz sferoidy komorek
nowotworowych.
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Rysunek 49. Poréwnanie cytotoksycznosci magnetoliposomow z doksorubicyng w zakresie
stezen 0,02 — 0,1 mg mL™* wzgledem sferoidéw linii komorkowej nowotworowej MCF-T (A)
I prawidtowej MCF-10A (B) po 24 h inkubacji (1 h w zmiennym polu magnetycznym + 23 h
w 37°C)n =2, *p < 0,05.

Jak wspomniano wczesniej, w przypadku sferoidéw efekt terapeutyczny moze by¢
obserwowany po dluzszym czasie inkubacji nos$nikow. Zalozono, ze korzystny efekt
cytotoksyczny dox-MLP wzgledem sferoidow mozna osiggnaé przez zastosowani€ nizszego
zakresu stezen (0,0005 — 0,01 mg mL™) z wydluZeniem inkubacji i bez koniecznoéci
zwigkszania dawki dox-MLP. W tym przypadku po utworzeniu sferoidow komorki
inkubowano przez 24 h z dox-MLP, nast¢pnie przeprowadzono inkubacje magnetyczng
w zmiennym pola magnetycznym przez 1 h i ponownie inkubowano w standardowych
warunkach hodowli przez 23 h. Jednocze$nie prowadzono hodowle z pominigciem stymulacji
magnetycznej, a wiec w tym przypadku komorki inkubowano z dox-MLP w warunkach
standardowych przez 48 h. Wyniki cytotoksycznosci dox-MLP wobec komorek
nowotworowych i prawidlowych przedstawiono na Rysunku 50. Po przeprowadzeniu dtuzszej
procedury zaobserwowano istotne zmiany w zywotnosci sferoidow jedynie dla komorek
nowotworowych MCF-7 w stezeniu dox-MLP 0,005 mg mL™? i 0,01 mg mL™. Sferoidy bez
magnetoterapii zachowaly wysoka zywotno$¢ na poziomie odpowiednio 82% i 70%
W porownaniu do tych poddanych dziataniu AMF-LF, ktorych Zywotnos¢ ulegta zmniejszeniu
odpowiednio do 58% i 31%. Jednoczesnie zaobserwowano tez znaczny spadek zywotnoSci
nowotworowych sferoidow w stosunku do wysokiej zywotnosci prawidtlowych sferoidow. Dla
najwyzszego stezenia dox-MLP poddanych AMF-LF komorki prawidlowe posiadaty ponad

2-krotnie wyzsza Zywotnos¢.
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A Bbrak AMF-LF DAMF-LF B Wbrak AMF-LF DAMF-LF

Zywotnos¢ [%]
Zywotnosé [%]

0 0.0005 0.001 0.0025 0.005 0.01 0 0.0005 0.001 0.0025 0.005 0.01
Stezenie magnetoliposoméwz DOX [mg mL1] Stezenie magnetoliposoméwz DOX [mg mL1]

Rysunek 50. Poréwnanie cytotoksycznosci magnetoliposomow z doksorubicyng w zakresie
stezen 0,0005 — 0,01 mg mL™Y wzgledem sferoidow linii komorkowej nowotworowej MCF-T (A)
i prawidtowej MCF-10A (B) po 48 h inkubacji z dox-MLP (24h standardowej inkubacji + 1 h

w zmiennym polu magnetycznym + 23 h standardowej inkubacji) n = 2, *p < 0,05.

Chemioterapia jest jedng z gldéwnych metod nieinwazyjnego leczenia nowotworow.
Stosowane chemioterapeutyki sa silnymi cytostatykami, ktore skutecznie uszkadzajg komorki
nowotworowe charakteryzujace si¢ szybkimi podziatami. Cytotoksyczno$¢ tych lekow
oddziatuje rowniez na inne szybko dzielace si¢ komorki prawidlowe, jak np. komorki szpiku,
przewodu pokarmowego lub mieszkéw wlosowych. W przypadku doksorubicyny najbardziej
niepozadanym skutkiem jest kardiocytotoksycznos¢. Dlatego jej ilo§¢ podawana do krwiobiegu
jest limitowana, co powoduje obnizenie skuteczno$ci leczenia przeciwnowotworowego.
W wielu badaniach cytotoksyczno$ci zwigzkow przeciwnowotworowych brak widocznych
efektow terapeutycznych wymusza wybor pomiedzy zwickszeniem stezenia badanego leku,
ktore moze doprowadzi¢ do znacznego szkodliwego wptywu na komorki prawidtowe badz
wykluczeniem leku z dalszych badan. Z tego wzgledu poszukuje si¢ alternatywnych rozwiazan
majacych na celu ograniczenie skutkow ubocznych chemioterapii bez koniecznosci znacznego
obnizania dawki skutecznej leku. Zastosowanie magnetoliposoméw to jedna z propozycji
enkapsulacji lekow w formie no$nikow. Dotychczas przeprowadzone badania udowodnity, ze
proponowane magnetoliposomy sa zdolne do selektywnej akumulacji do komorek
nowotworowych za pomocg statego pola magnetycznego i kontrolowanego uwalniania leku
pod wplywem zmiennego pola magnetycznego. W terapii przeciwnowotworowej
z wykorzystaniem sferoidow dox-MLP okazaty si¢ rownie skuteczne jak w przypadku testow
ptytkowych. No$nik akumuluje si¢ w sferoidzie wywierajac cytotoksyczne dzialanie po
uwolnieniu doksorubicyny. Jednak ze wzgledu na przestrzenng strukture wymagana jest

Uprzednia inkubacja z nos$nikiem, aby zarejestrowaé efekt terapeutyczny. Wydtuzenie
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procedury testu byto mozliwe dzigki odpowiedniemu mikrosystemowi przepltywowemu, ktory
pozwalal na prowadzenie hodowli dhugoterminowej. Odpowiedz komoérkowa na dziatanie
badanych lekow przeciwnowotworowych wskazuja na réznice zalezne od typu hodowli [192].
Tréjwymiarowe sferoidy posiadajg silne oddziatywania miedzykomorkowe 1 macierz
zewnatrzkomorkowa, co przektada si¢ na ich wigksza odpornos$¢ na badane zwigzki w stosunku
do hodowli w postaci monowarstwy. Badania prowadzone w ramach tego etapu pozwolily na
uzyskanie warunkow lepiej odwzorowujacych srodowisko guza nowotworowego (przeptyw
medium, trojwymiarowy wzrost komorek — sferoidy), dzieki czemu wyniki tych badan sg
bardziej wiarygodne w porownaniu do badan na ptytkach wielodotkowych (warunki statyczne,
monowarstwa) ze wzgledu na lepsze odwzorowanie srodowiska nowotworowego, jakie panuje

W pacjencie.

6.4. Dyskusja wynikow

W literaturze niewiele jest doniesief, ktore umozliwityby doktadne pordwnanie
otrzymanych wynikow do wynikéw prac innych autoréw. Pomimo trudno$ci w znalezieniu
opracowan, ktore wykorzystywatyby podobne magnetoliposomy z doksorubicyng
i prowadzityby dalszag ocene skutecznosci dostarczania leku do sferoidow hodowanych
w mikrosystemie przeptywowym, postanowitam podac¢ kilka przyktadoéw z literatury z obszaru
moich badan. W dokonanym przeze mnie przegladzie literatury nie znalaztam publikacji na
temat badan magnetoliposoméw na sferoidach w mikrosystemie przeptywowym. W ponizszej
dyskusji przedstawitam przyktady mikrosystemow przeznaczonych jedynie do syntezy
no$nikéw lekéw — magnetoliposomoéw, hodowli sferoidéw lub hodowli i badan sferoidow

z zastosowaniem terapii przeciwnowotworowej (fotodynamicznej).

Badania prowadzone przez Torres i wsp. [193] przedstawiaja wykorzystanie technologii
mikroprzeptywowej do syntezy i oczyszczania magnetoliposomow (Rysunek 51). Zasada
dziatania pierwszego (Rysunek 51A) mikrourzadzenia polega na umieszczeniu
w serpentynowym mikrokanale przeptywowym w bliskim kontakcie liposoméw lecytyny
I nanoczastek magnetycznych skoniugowanych (poza mikrosystemem) z polimerem PEG,
czasteczka zawierajaca wigzanie disiarczkowe i antybiotykiem — cefalosporyng. W drugim
mikrosystemie (Rysunek 51B) mozliwa byla dodatkowo do przeprowadzenia separacja
magnetyczna celem oczyszczenia MLP od niekapsutkowanych nanoczastek. W zwigzku z tym,
autorzy umiescili w poblizu gléwnego kanalu mikroprzeptywowego stale magnesy

neodymowe, jak pokazano na Rysunku 51-B. W wyniku przeprowadzonej syntezy pomyslnie
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uzyskano MLP o $rednicach hydrodynamicznych w zakresie od 137 do 787 nm i odpowiedniej
polidyspersyjnosci (PDI <0,5). Ponadto, autorzy osiagngli wydajno$¢ enkapsulacji
otrzymanego uktadu nanoczastka-antybiotyk do liposoméw w przedziale 20% — 90%
w zalezno$ci od szybkosci przeptywu i st¢zenia MNP. Na podstawie wynikow badan
komorkowych stwierdzono dobrg biokompatybilno$¢ otrzymanych MLP, zywotno$¢ komoérek
nowotworowych zoladka i prawidlowych nerki utrzymywata si¢ na poziomie powyzej 80%
W stezeniach MLP nieprzekraczajacych 0,1 mg mL™?. Autorzy wysuneli wniosek, ze
opracowane urzadzenia mikroprzeptywowe umozliwiaja wysokowydajng synteze MLP do
potencjalnego kapsutkowania i wydajnego dostarczania antybiotykow do przewodu
pokarmowego. Niemniej jednak, otrzymane w mikrosystemie MLP nie byly poddawane
dalszym badaniom in vitro w celu oceny skutecznosci dostarczania zamknigtego antybiotyku

i jego wptywu cytotoksycznego po uwolnieniu na badane komorki.

A B
Wilot nanokoniugatow — Wlot nanokoniugatow
S B \ % — \
) = = >
- -
i / —__ —
‘Wilot buforu Wiot buforu Magnes

Rysunek 51. Mikroprzeptywowy uktad doswiadczalny dla fazy syntezy magnetoliposomow (A),

mikroprzepbywowy uktad doswiadczalny dla fazy separacji magnetycznej magnetoliposomow

(B) [193].

Conde i wsp. [194] w swoich badaniach przedstawili platforme mikroprzeptywowa do
wytwarzania magnetoliposomow, ktore nie wymagaja etapow wyttaczania (Rysunek 52).
Poczatkowa procedura syntezy odbywata si¢ poza mikrosystemem i polegata na wytworzeniu
cienkiego filmu lipidowego i rozpuszczeniu w etanolu 1 zawiesinie nanoczastek
magnetycznych. Magnetoliposomy wytworzono przez wstrzyknigcie mieszaniny lipidowo-
nanoczastkowej i1 fazy wodnej przez kanaty, w wyniku czego otrzymano cztery
hydrodynamiczne strumienie do generowania nanono$nikéw. Otrzymang z mikrosystemu
zawiesine magnetoliposomow poddano dziataniu ultradzwiekow, zwirowano w celu usunigcia
niekapsutkowanych MNP i dodatkowo oczyszczano przez dializg. Dla poréwnania wykonano
standardowg procedurg otrzymywania magnetoliposoméw sktadajaca si¢ z metody hydratacji
filmu, wytlaczania przez membrany poliweglanowe w ekstruderze, rozbiciu w ultradzwigkach
I wirowania. W systemie mikroprzeptywowym otrzymano monodyspersyjne magnetoliposomy

o wlasciwosciach  pordwnywalnych do uzyskiwanych tradycyjnymi metodami.
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Magnetoliposomy reagowaty na zewngtrzne gradienty pola magnetycznego, co sugeruje, ze

nanonos$niki te moga by¢ wykorzystywane w badaniach i zastosowaniach w nanomedycynie.

= < PBS
_=——\—\ ‘ . < Lipidy w

etanolu

® Faza PBS z nanoczastkami do enkapsulacji
® Faza lipidowa

Rysunek 52. Platforma mikroprzeptywowa z 10 wlotami. Faza wodna (PBS) zawiera
nanoczgsteczki magnetyczne Ilub substancje hydrofilowe, ktore majq by¢ zamkniete
W liposomach, faza organiczna zawiera lipidy rozpuszczone w etanolu. Zolte i zielone paski
przedstawiajq dystrybucje PBS i lipidow w etanolu w kanale (A). Wytworzone mikrourzgdzenie
w PMMA (B) [194].

W omawianych przyktadach mikrosystemow przeptywowych, wprowadzanie do nich
odpowiednich roztworéw mieszanin lipidowo-nanoczastkowych jest poprzedzane wykonaniem
wielu czynnosci, np. wytworzeniem cienkiego filmu lipidowego, jego hydratacja z MNP
I pozniejszym odparowaniem rozpuszczalnika, co takze zalicza si¢ do etapéw procesu
otrzymywania magnetoliposomoéw. Oznacza to, ze mikrosystemy przeplywowe umozliwiajg
syntez¢ MLP jedynie w koncowym etapie ich wytwarzania. W przypadku mikrosystemu
Torres i wsp. mozliwe bylo oczyszczenie otrzymanych MLP w mikrouktadzie. Natomiast
uConde 1 wsp. etap ten byl dodatkowo wykonywany poza mikrourzadzeniem.
Mikrourzadzenia te nie sa przeznaczone do prowadzenia hodowli komérkowej 1 wykonywania
w nich bezpos$redniej analizy zywotnosci komoérek po podaniu substancji aktywnej. Dlatego,
w celu dalszych badan MLP, np. ich wplywu na Zywotno$¢ komorek przeprowadzano testy
w makroskali na standardowych ptytkach wielodotkowych. W mojej pracy, synteza

magnetoliposoméw odbywata si¢ poza strukturg mikrosystemu, a sam mikrosystem
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przeptywowy byt natomiast wykorzystany do hodowli sferoidéw i nastepnie do prowadzenia
W nim bezposredniej analizy zywotnosci komorek, ktore w postaci sferoidow byty poddawane
dziataniu leku zamknictego w magnetoliposomach i inkubacji w zmiennym polu

magnetycznym.

Sakai i wsp. [195] zaprojektowali i zoptymalizowali mikrourzadzenie przeptywowe do
tworzenia sferoidow z komorek watroby HepG2. Mikrourzadzenie sktadato si¢ ze studzienek
W centralnym obszarze ptytki, ktorych powierzchnie zmodyfikowano chemicznie glikolem
polietylenowym, aby uzyska¢ warstwe nieadhezyjng dla komorek. Podczas pierwszych 10 dni
hodowli komorki proliferowaty, zwigkszajac $rednice sferoidow, a nastgpnie utrzymywaty
jednakowa wielko$¢ przez miesigc. Opracowane przez autoréw mikrourzadzenie moze mieé
szersze zastosowanie w technikach badania sferoidéw réznych komoérek. Natomiast nie jest ono
przystosowane do prowadzenia badan cytotoksycznosci lekow przeciwnowotworowych na
sferoidach i oceny skutecznos$ci dostarczania leku z wykorzystaniem no$nikéw w warunkach

przeplywowych ze wzgledu na geometri¢ stosowanego mikrosystemu (brak mikrokanatow).

Hodowle i badania sferoidéw w mikrosystemie przeptywowym prowadzili Zuchowska
I wsp. [174], a ich system Cell-on-a-Chip zestal wykorzystany przeze mnie w pracy.
Autorzy opracowali model raka ptuc do oceny cytotoksycznosci lekow. W tym celu autorzy
skupili si¢ poczatkowo na otrzymaniu sferoidow z komoérek nowotworowych A549
i prawidtowych MRC-5 o prawidlowej morfologii. Badania koncentrowaty si¢ na okresleniu
postepu agregacji komorek w zaleznos$ci od czynnikow, takich jak: gleboko$¢ mikrostudzienek
hodowlanych, predkos¢ przeptywu wprowadzanych zawiesin komorkowych oraz dodatek
kolagenu do zawiesin komorkowych. Autorzy wykazali, ze powyzsze czynniki miaty istotny
wpltyw na powstawanie sferoidow. W dalszej cze$ci badan autorzy oceniali skutecznosé
procedury terapii fotodynamicznej z uzyciem wybranych fotouczulaczy na hodowle 3D
sferoidow ptuc w opracowanym uktadzie mikroprzeptywowym [196]. Prezentowang platformeg
mikroprzeptywowa mozna bylo réwniez wykorzysta¢, w ramach mojej pracy, do hodowli
sferoidow komorek piersi (MCF-7 1 MCF-10A), co $wiadczy o uniwersalnosci tego
mikronarzedzia. W odrdznieniu od komoérek ptuc wykorzystywanych przez Zuchowska i wsp.,
wykorzystywane przeze mnie komorki piersi, ze wzgledu na wysoka agregacje, nie wymagaty
stosowania dodatku kolagenu do zawiesiny komorek celem uzyskania kulistych sferoidoéw.
Natomiast hodowle sferoidow linii MCF-7 i MCF-10A byly prowadzone przez krotszy czas
niz hodowle sferoidéw komorek ptuc (10-dniowa hodowla). Na potrzeby prowadzonych przeze

mnie badan, czas hodowli sferoidow z prawidlowa struktura (4-dniowa hodowla) byt
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wystarczajacy, aby wykona¢ ocen¢ skutecznosci terapii przeciwnowotworowej
z wykorzystaniem opracowanych magnetoliposomow z doksorubicyna i zmiennego pola

magnetycznego niskiej czestotliwosci.

Prezentowane w literaturze mikrosystemy przeplywowe maja rézne przeznaczenie,
przez co poréwnanie badan w nich prowadzonych do badan realizowanych w ramach mojej
pracy jest trudne. Cze¢$¢ omawianych mikrourzadzen byla przeznaczona jedynie do
wytwarzania magnetoliposomow, ktore w tej pracy byly otrzymywane za pomocg standardowej
procedury, a do mikrosystemu przeptywowego byly wprowadzane dopiero po syntezie wraz
z zaladowanym lekiem. Wprowadzanie dox-MLP do mikrosystemu, w ktorym hodowano
komoérki mialo na celu oceng skuteczno$ci terapii przeciwnowotworowej polegajacej na
podaniu sferoidom nosnika z lekiem i poddaniu ich dziataniu pola magnetycznego AMF-LF.
W mikrosystemie bezposrednio po stymulacji magnetycznej przeprowadzano analize
zywotnosci sferoidow 1 okreslano cytotoksyczno$¢ uwalnianej z magnetoliposomow
doksorubicyny. W ostatnich dwoch opisywanych mikrosystemach prowadzono hodowle
sferoidow [195, 174]. W jednym z nich mozliwa byta do przeprowadzenia jedynie hodowla
i analiza wzrostu i proliferacji sferoidow, natomiast w kolejnym mikrosystemie prowadzono
hodowle i badania nad terapiag fotodynamiczng. W literaturze nie znaleziono badan
poswieconych ocenie magnetoliposomdéw w dostarczaniu 1 kontrolowanym uwalnianiu lekow
przeciwnowotworowych do sferoidow hodowanych w mikrosystemach przeptywowych, co

byto przedmiotem moich badan.

Badania magnetoliposoméw z wykorzystaniem mikrosystemoéw przeptywowych nie sa
czgsto opisywane w literaturze, a prezentowane badania opieraja si¢ glownie na syntezie
nanos$nikow. Natomiast badania skutecznosci MLP w systemach dostarczania lekow
wykonywane sa na hodowlach ~monowarstwowych prowadzonych na ptytkach
wielodotkowych. Dlatego tez, dyskusja moich wynikow w tym obszarze badan jest znaczaco
utrudniona. We wstepnym etapie badan ja rOwniez wykorzystywatam hodowle 2D i pozwolito
mi to na wstgpng charakterystyke odpowiedzi komoérkowych na uktad MLP-lek. Niemniej
jednak miatam na uwadze, ze stopien skomplikowania modeli in vitro bedzie mial rowniez
wplyw na te odpowiedz, dlatego majac dostepne urzadzenia badawcze w postaci
mikrosystemow zdecydowatam si¢ takze oceni¢ skuteczno$¢ opracowanych nanono$nikow

Z lekiem na trgjwymiarowym modelu guza piersi — sferoidow.
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7. Enkapsulacja innych lekéw przeciwnowotworowych do magnetoliposomow -

mitoksantron

Opracowany system dostarczania lekow opiera si¢ na  wykorzystaniu
magnetoliposomow jako nosnikdéw i pola magnetycznego wspomagajacego selektywne
dostarczanie w komorkach nowotworowych piersi. Zdolno$¢ do enkapsulacji leku
i kontrolowanego uwolnienia badano na modelowym leku przeciwnowotworowym —
doksorubicynie. Jednak ogdlnym zalozeniem bylo opracowanie magnetoliposoméw jako
potencjalnych no$nikoéw lekow przeciwnowotworowych. W zwigzku z tym przeprowadzono
dodatkowe badania i wprowadzono do magnetoliposoméw  inny  zwigzek
przeciwnowotworowy — mitoksantron. Badania magnetoliposoméw 2z mitoksantronem
(mtx-MLP) ograniczono jedynie do wyznaczenia profilu uwalniania leku z no$nikéw pod
wpltywem AMF-LF oraz okre$lenia dziatania cytotoksycznego mtx-MLP wobec komorek
nowotworowych i prawidtowych piersi, ktorych hodowle prowadzono jedynie w postaci
monowarstwy. Wszystkie procedury, w tym stymulacj¢ magnetyczng, wykonano analogicznie

jak w przypadku magnetoliposoméw zatadowanych doksorubicyna.

7.1. Uwalnianie mitoksantronu z magnetoliposomoéw w zmiennym polu magnetycznym

Mitoksantron byl wprowadzany do wnetrza magnetoliposomow z wydajnoscia 42%.
Profil uwalniania MTX z magnetoliposoméw (Rysunek 53) mial podobny przebieg jak
w przypadku DOX. Magnetoliposomy po okoto 30 minutach uwolnily wigkszo$¢
zakapsutkowanego leku, z maksymalnym uwolnieniem dochodzacym do 50%. Na podstawie
tych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze magnetoliposomy dobrze utrzymuja w swojej strukturze

rowniez inne leki przeciwnowotworowe, co przedstawiono na przyktadzie mitoksantronu.
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Rysunek 53. Profile aktywnego uwalniania doksorubicyny z magnetoliposoméw W 37°C bez

I w obecnosci zmiennego pola magnetycznego niskiej czestotliwosci.
7.2. Testy cytotoksycznosci mtx-MLP na linie komorkowe piersi (2D)

W nastegpnym etapie sprawdzono, czy uwalniany lek powoduje korzystng
cytotoksyczno$¢ wobec komorek nowotworowych MCF-7 (Rysunek 54). Zostata ona
zaobserwowana po zwigkszeniu stezenia mtx-MLP w poréwnaniu do zakresu stezen dla
dox-MLP, co wskazuje, ze lek ten jest stabszym cytostatykiem wzglgdem badanych komorek
niz doksorubicyna. Dziatanie uwolnionego pod wplywem AMF-LF mitoksantronu (w st¢zeniu
mtx-MLP 0,02 mg mL?) spowodowalo znaczne zmniejszenie zywotnosci komorek
nowotworowych do okoto 40% z jednoczesnym zachowaniem wysokiej zywotnosci komorek
prawidtowych — 75%. Wieksza roéznice w zywotnosci uwidoczniono w kolejnej procedurze
z uprzednim nakierowaniem magnetycznym mtx-MLP za pomoca magnesu statego. W tym
przypadku zZywotno$¢ komorek wynosita odpowiednio 35% dla nowotworowych 1 87% dla
prawidtowych. Wptyw kierowania magnetycznego na dziatanie cytotoksyczne mtx-MLP byt

nieznacznie skuteczniejszy niz cytotoksycznos¢ mtx-MLP bez nakierowania magnesem staltym.
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Rysunek 54. Porownanie cytotoksycznosci magnetoliposomow z mitoksantronem w zakresie
stezenn 0,001 — 0,02 mg mL?t wzgledem linii komérkowej prawidtowej MCF-10A
i nowotworowej MCF-7 po 24 h inkubacji, w tym 1 h w zmiennym polu magnetycznym (A) oraz
po kierowaniu magnetycznym magnesem staltym i kolejnej 1 h inkubacji w zmiennym polu

magnetycznym (B), n = 3, *p < 0,05.

150



111 PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W ramach rozprawy doktorskiej opracowano magnetoliposomy bedace potencjalnym
systemem dostarczania lekéw przeciwnowotworowych do komoérek nowotworowych piersi.
Gtownym zatozeniem nos$nikow lekow byto zwiekszenie ich cytotoksycznosci wobec komoérek
nowotworowych, przy jednoczesnym zmniejszeniu negatywnego wplywu w stosunku do
komorek prawidlowych. W tym celu przeprowadzono szereg badan umozliwiajacych oceng
fizykochemiczng zaprojektowanych i otrzymanych nanono$nikow, ich aktywnego mechanizmu

dostarczania lekow 1 wptywu na linie komoérkowe.

Magnetoliposomy otrzymano w wyniku polaczenia nanoczastek magnetycznych
I liposomow. Proces otrzymywania przebiegat w dwoch etapach i polegal na syntezie
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza powlekanych kwasem oleinowym —
metodg wspolstracania oraz syntezie magnetoliposomow — technikami hydratacji cienkiego
filmu lipidowego z nanoczastkami, zamrazania-rozmrazania i ekstruzji. W trakcie syntezy
otrzymany film uwadniano buforem z poszczegélnymi modelowymi lekami
przeciwnowotworowymi: doksorubicyny i mitoksantronu, co pozwolito na bierne zamknigcie
lekéw w nanonosnikach. W wyniku prowadzonych syntez otrzymano magnetoliposomy,
w ktorych lek byt kapsutkowany do wnetrza liposomow, a nanoczastki magnetyczne zostaty
immobilizowane w dwuwarstwie lipidowej. W ramach tego etapu wykonano charakterystyke
fizykochemiczng nanoczastek i magnetoliposomoéw za pomoca rdznych technik oraz okreslono
catkowity tadunek leku zamknigtego w nosnikach. Zbadano wplyw zmiennego pola
magnetycznego niskiej czestotliwosci na degradacje nosnikow 1 uwalnianie leku, ktorego
wynikiem bylo wyznaczenie profili uwalniania badanych lekéw w  warunkach
odpowiadajacych $srodowisku komorek nowotworowych i prawidtowych (pH 5,2 i pH 7,4).
Mechanizm, ktéry odpowiadat za uwolnienie znacznych ilosci leku byl kontrolowany przez
stymulacj¢ magnetyczng w AMF-LF. Drgania nanoczastek w polu magnetycznym prowadza
do mechanicznych zniszczen dwuwarstwy magnetoliposoméw. Jest to innowacyjne, mniej
znane podejScie w porownaniu do uwalniania lekow z tego typu nanonosnikow na drodze

hipertermii magnetycznej.

Dodatkowo, okreslono celowang akumulacje magnetoliposomow przez kierowanie
magnetyczne w stron¢ przylozonego magnesu statego, ktora nastgpnie Wyznaczono przez

obserwacj¢ mikroskopowa i pomiar ilosci uwalnianego leku po zainicjowanym rozpadzie
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nos$nika. Badania prowadzono w mikrosystemie przeplywowym kompatybilnym z czytnikiem

ptytek wielodotkowych.

Nastepnym celem pracy byto przeprowadzenie badan cytotoksycznos$ci otrzymanych
magnetoliposomow z lekiem z wykorzystaniem linii komorkowych MCF-7 (ludzka linia
komorkowa raka sutka) i MCF-10A (ludzka prawidlowa linia komoérek nablonkowych sutka).
Zakres badan zywotnos$ci komoérkowej dotyczyl porownania cytotoksycznosci nosnikow
Z lekiem w obecno$ci i przy braku zmiennego pola magnetycznego, wplywu uprzedniej
akumulacji no$nikéw i selektywnosci dziatania. Potwierdzono takze efektywno$¢ wnikania
magnetoliposoméw do komodrek z uzyciem cytometrii przeptywowej oraz mikroskopii

konfokalne;j.

Kolejny cel pracy byt poswigcony badaniom nad wzajemnymi zalezno$ciami migdzy
wiasciwo$ciami magnetycznymi magnetoliposomoéw a optymalnymi parametrami pola
magnetycznego, takimi jak jego czegstotliwos¢, indukcja magnetyczna i ksztatt pulsu, dostgpne
w konwencjonalnej magnetoterapii stosowanej w gabinetach rehabilitacyjnych. Wynik prac
umozliwil dobdr parametrow pola magnetycznego, przy ktorych uzyskano maksymalny efekt

cytotoksyczny no$nikéw z lekiem (8,71 mT, 50 Hz).

Ostatnim celem pracy byty dalsze badania aktywnosci biologicznej nanomateriatdéw
ocenianych w warunkach uktadow mikroprzepltywowych z wykorzystaniem hodowli sferoidow
bedacych trojwymiarowym modelem guza nowotworowego. Badania umozliwily
odwzorowanie w wigkszym stopniu niz monowarstwa warunkow panujacych in vivo oraz
otrzymanie lepszej odpowiedzi komorkowej na akumulacje nosnikow i dziatanie cytotoksyczne

uwalnianego leku.

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze
magnetoliposomy stanowia obiecujaca platform¢ nosnikowa lekow przeciwnowotworowych.
Z powodzeniem zakapsulkowano doksorubicyn¢ 1 mitoksantron W opracowanych
magnetoliposomach, a otrzymany uktad nosnik-lek byt stabilny i nietoksyczny dla komorek.
Zastosowanie statego pola magnetycznego umozliwia doprowadzenie magnetoliposomow
nosnika i proces uwalniania leku. Powyzsze wtasciwo$ci magnetoliposoméw sprawiajg, ze
system nanonos$nik-lek jest selektywny, a wigc dziata cytotoksycznie jedynie wobec komorek
nowotworowych piersi. Celowana terapia przeciwnowotworowa z wykorzystaniem

proponowanych magnetoliposomow jest skuteczna i moze stanowi¢ rozwigzanie problemow
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konwencjonalnych preparatow, takich jak np. Doxil®. W tych preparatach doksorubicyna jest
dostarczana w sposob bierny podczas krazenia leku w organizmie, co jest rozwigzaniem
nieefektywnym 1 terapeutycznie mniej skutecznym ze wzgledu na ogolnoustrojowe skutki
uboczne dla zdrowych komoérek spowodowane brakiem aktywnego nakierowania nosnika
i kontrolowanego uwolnienia leku z jego wng¢trza.
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Skroty
AL
AMF
AMF-HF
AMF-LF
BB
CAM
CL
CMC
cocC
cocC
CPP
DDS
DLS
DMSO
DOTAP
DOX
dox-LP
dox-MLP
DPPC
DSC
DSPC
ECM
ECV
EE

EGF
EPR
FBS
FDA
GUV
HM

HS

liposomy anionowe

zmienne pole magnetyczne

zmienne pole magnetyczne wysokiej czgstotliwosci
zmienne pole magnetyczne niskiej czgstotliwosci
efekt wyrzutu

kalceina-AM

liposomy kationowe

krytyczne stg¢zenie micelizacji

Cell-on-a-Chip

cykliczny kopolimer poliolefinowy

krytyczny parametr upakowania

systemy dostarczania lekow

dynamiczne rozpraszanie Swiatta
dimetylosulfotlenek
dioleoilo-3-trimetyloamoniowy propan
doksorubicyna

doksorubicyna zaladowana do magnetoliposomow
doksorubicyna zaladowana do liposoméw
1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
skaningowa kalorymetria r6znicowa
1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
macierz zewnatrzkomorkowa

efektywna objetos¢ hodowli

wydajno$¢ zamykania

czynnik wzrostu naskorka

efekt zwigkszonej przepuszczalnosci i retencji
ptodowa surowica bydlgca

Agencja Zywnoéci i Lekow

olbrzymie jednowarstwowe liposomy
hipertermia magnetyczna

surowica konska
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LDH
LOC
LP
LUV
MCF-10A
MCF-7
MLP
MLV
MNP
MRI
Ms
MTX
mtx-MLP
MVV
NL
oLV
PBS
PC
PDI
PDMS
PEG

Pl
PLGA
PMMA
PS
PVA
RES
RIE
SAV
SPION
SUVv
Tec

dehydrogenaza mleczanowa
Lab-on-a-Chip

liposomy

duze jednowarstwowe liposomy
ludzka linia komorek nabtonkowych sutka
ludzka linia komorkowa raka sutka
magnetoliposomy
wielowarstwowe liposomy
nanoczastki magnetyczne

rezonans magnetyczny
namagnesowanie nasycenia
mitoksantron

mitoksantron zatadowany do magnetoliposomow
wielopecherzykowe liposomy
liposomy obojetne

pecherzyki oligolamelarne

bufor fosforanowy

poliweglan

wskaznik polidyspersyjnosci
poli(dimetylosiloksan)

glikol polietylenowy

jodek propidyny

poli(kwas mlekowy-ko-glikolid)
poli(metakrylan metylu)

polistyren

alkohol poliwinylowy

uktad siateczkowo-§rodbtonkowy
reaktywne trawienie jonowe
stosunek powierzchni do objetosci
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza
mate jednowarstwowe liposomy

temperaturg Curie
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TEM transmisyjny mikroskop elektronowy

TGA analiza termograwimetryczna
Tm temperatura przejscia fazowego
VSM magnetometria wibracyjna
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