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Politechnika Wroctawska @

Rozprawa doktorska

Projektowanie i otrzymywanie nowych bilosomow jako biozgodnej
nanoplatformy wzmacniajqcej terapie fito-fotodynamiczng

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy syntezy, charakterystyki wiadciwosci
fizykochemicznych oraz oceny mozliwosci aplikacyjnych nanostruktur pecherzykowych nowej
generacji (tzw. bilosoméw), przeznaczonych do ko-enkapsulacji zwigzkéw aktywnych o rézne;
rozpuszczalnosei i ich potencjalnego zastosowania w terapii fito-fotodynamicznej (ang. phyto-
photodynamic  therapy, fito-PDT). Dokladne zaplanowanie poszczegblnych —etapdw
eksperymentow, w tym dobér odpowiednich sktadnikéw budulcowych tworzgcych otoczke
nanono$nika, jak roéwniez warunkow i parametréw procesowych, doprowadzity
do opracowania efektywnej i powtarzalnej metody otrzymywania innowacyjnych formulacji
o dobrze zdefiniowanej strukturze i kluczowych cechach uzytkowych: (i) nanoskopowy
rozmiar (< 100 nm); (ii) sferyczny ksztatt; (iii) niski wspotezynnik polidyspersyjnosci (< 0,3);
(iv) stabilno$¢ koloidalna; (v) wysoka wydajno$é enkapsulacji; (vi) wielokierunkowa
aktywno$¢ biologiczna (przeciwdrobnoustrojowa oraz przeciwnowotworowa).

Zaprojektowane uktady koloidalne, zaréwno o ujemnym, jak i dodatnim tadunku
powierzchniowym, zostaly otrzymane w oparcii O procesy samoorganizacji z udzialem
amfifilowych biomolekut, w tym nietoksycznego i wysoce biodegradowalnego fosfolipidu
1,2-diacylo-sn-glicero-3-fosfocholiny (tzw. fosfatydylocholina, PC), bedacego naturalnym
skladnikiem blon biologicznych. W niniejszej pracy do stabilizacji poszczegdlnych
nanonoénikéw zostala wykorzystana sol kwasu zolciowego w postaci cholanu sodu (SC)
i/lub cholesterol (Chol), a powierzchnia nowych pecherzykow zostala pokryta
biokompatybilnym kopolimerem trojblokowym poli(tlenku etylenu) (PEO) i poli(tlenku
propylenu) (PPO) (PEO-PPO-PEO) o nazwie handlowej Pluronic® P123 (w przypadku uktadu
o ujemnym tadunku) lub glikolem polietylenowym, skoniugowanym z usieciowanym
fosfolipidem (tj. N-(karbonylometoksypolietylenoglikolo-2000)- 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-
fosfoetanoloamina, DSPE-PEG 2000), dla uktadu o dodatnim tadunku zewngtrznym, ktorego
dwuwarstwa lipidowa zostata réwniez wzbogacona w lipid kationowy, o udokumentowanym

profilu bezpieczefistwa (1,2-dioleoilo-3-trimetyloamoniopropan, DOTAP).
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W celu potwierdzenia mozliwosci wykorzystania opracowanych ukladéw jako
nosnikéw zwigzkéw aktywnych, zoptymalizowane nanostruktury zostaly zaladowane
podwojnym tadunkiem, tzw. ,hybrydowym cargo”, tj. hydrofilowym fotouczulaczem (bekit
metylenowy lub réz bengalski) oraz hydrofobowym fitozwiazkiem (kurkumina Iub
astaksantyna). Procedura ta zostala wykonana takze ze wzgledu na brak doniesien
literaturowych dotyczacych wzmacniania aktywnosci fotodynamicznej poprzez enkapsulacje
konwencjonalnego fotosensybilizatora (ang. photosensitizer, PS) wraz z naturalnie
wystgpujacym  zwigzkiem chemoprewencyjnym w bilosomach nowej generacji.
Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych ukladéw obejmowata wyznaczenie
podstawowych parametréw, w tym rozmiaru (wyrazonego jako $rednica hydrodynamiczna —
ang. hydrodynamic diameter, Du) i wspolczynnika polidyspersyjnosci (ang. polydispersity
index, Pdl) z wykorzystaniem techniki dynamicznego rozpraszania §wiatta (ang. dynamic light
scattering, DLS), jak réwniez potencjatu zeta ({) w oparciu o technike elektroforetycznego
rozpraszania Swiatta (ang. electrophoretic light scattering, ELS). Morfologia nanostruktur
zostala okreslona za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. transmission
electron microscopy, TEM) oraz mikroskopii sit atomowych (ang. atomic force microscopy,
AFM). Powyzsze badania wykazaly, iz enkapsulacja zwiazkéw aktywnych nie wplywa
zar6wno na rozmiar, powierzchniowy fadunek elektryczny, jak i morfologie opracowanych
pecherzykow. Skuteczno$¢ procesu enkapsulacji zostala potwierdzona przy uzyciu
spektroskopii w zakresie nadfioletu i $wiatla widzialnego (ang. ultraviolet-visible spectroscopy,
UV-Vis) i/lub Fourierowskiej spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni
(ang. attenuated total reflection-Fourier transform infrared spectroscopy, ATR-FTIR).

W trakcie realizacji niniejszej dysertacji istotnym elementem bylo pokazanie
i podkreslenie wszechstronno$ci opracowanych nanono$nikéw w  zastosowaniach
biologicznych, dlatego ostatnia cze$é badan zostala pos$wiecona ocenie skutecznosci
terapeutycznej 1 mozliwosci aplikacyjnych zoptymalizowanych uktadéw pecherzykowych.
W pierwszej kolejnosci zostata okreslona fotostabilno$é oraz zdolno$é¢ do generowania
reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), enkapsulowanych oraz
natywnych fotosensybilizatorow. Badania te potwierdzity, ze opracowane bilosomy, zaréwno
te o ladunku ujemnym, jak i dodatnim, zapobiegaja szybkiemu fotowybielaniu
(ang. photobleaching) zatadowanych zwigzkéw, zwickszajac tym samym ich fotoaktywno$é
w poréwnaniu do postaci natywnej (niezwigzanej z no$nikiem). W ostatnim etapie zostaty
wykonane testy cytotoksycznosci i fotocytotoksycznosei na wybranym szczepie bakteryjnym

(Staphylococcus aureus) i grzybowym (Candida albicans), jak réwniez ludzkich liniach
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komérkowych czerniaka (A375 i Me45) oraz dla pordwnania komérkach prawidtowych linii
keratynocytéow ludzkich (HaCaT). Ponadto, zostaly przeprowadzone badania wychwytu
i lokalizacji komérkowej za pomoca cytometrii przeptywowej (ang. flow cytometry, FC),
mikroskopii fluorescencyjnej (ang. fluorescence microscopy, FM) oraz mikroskopii
holotomograficznej (ang. holotomographic microscopy, HTM). Powyzsze eksperymenty
pokazaty, Zze opracowane nanostruktury nie wywotuja toksyczno$ci wzglgdem komorek, ktore
nie zostaty poddane naswietlaniu oraz w przeciwienstwie do natywnej formy aktywnego cargo
nie powoduja zmian morfologicznych analizowanych komérek. Co istotne, wyniki badan
aktywnosci biologicznej dowiodly nie tylko wysokiej skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej
i przeciwnowotworowej bilosomow zawierajacych podwojne cargo (po wzbudzeniu ich
$wiattem o odpowiedniej dhugosci fali), ale rowniez potwierdzity bezpieczenstwo stosowania
wobec komorek prawidlowych.

Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych eksperymentéw zostalty opracowane
nowe nanostruktury pecherzykowe typu bilosomalnego, o ujemnym oraz o dodatnim fadunku
powierzchniowym, ktére ze wzgledu na odpowiedni rozmiar i wysoka biokompatybilnos¢
7z komérkami skory stanowia doskonata formule bazowa w szezegdlnoscei dla transdermalnego
dostarczania substancji biologicznie czynnych. Zaproponowane podejscie terapeutyczne
(tj. polaczenie dzialania zwigzkow pochodzenia roSlinnego z konwencjonalnymi
fotouczulaczami i ich enkapsulacja w ukladach bilosomalnych) moze sprostac wyzwaniom
zwiazanym z antybiotykoopornoscig i leczeniem Pacjentow z zaawansowanym i przerzutowym
czerniakiem. W zwiazku z powyzszym, zaprezentowane wyniki badan majg wysoki potencjat
aplikacyjny i moga by¢ podstawa do dalszych badan in vivo nad zastosowaniem opracowanych
fotosensybilizatorow nowej generacji, jako tzw. nanofotouczulaczy w leczeniu uzupeiniajgcym

zaréwno nowotwordw skory, jak i innych schorzen dermatologicznych.
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