STRESZCZENIE

Niniejsza praca doktorska dotyczy syntezy, charakterystyki i oceny uzytkowej
wielowarstwowych nano- oraz mikrono$nikow hydrozelowych, zatadowanych substancjami
aktywnymi  pochodzenia naturalnego oraz otulonych  funkcjonalnymi  filmami
polielektrolitowymi. Zaprojektowane uktady wytworzono na drodze emulgowania pod
normalnym ci$nieniem, emulgowania pod wysokim ci$nieniem - homogenizacja
wysokocisnieniowa (ang. high pressure homogenization, HPH) i ekstruzji z zelowaniem
jonowym. Dzieki etapowi planowania eksperymentu i doborze odpowiednich parametrow
procesowych, otrzymano produkty o sprecyzowanych cechach uzytkowych i okreslonej
funkcjonalnos$ci: pozadany rozmiar, niska polidyspersyjnos¢, wysoka wydajnosé enkapsulacji
i przestrzen zatadunkowa, odpowiedni czas potowicznego uwalniania substancji aktywnej oraz
odpowiednie  wlasciwosci  biologiczne  (aktywno$¢  przeciwnowotworowa  lub
przeciwdrobnoustrojowa). Uzyskane nano- i mikrono$niki hydrozelowe stanowily stabilne
uktady przeznaczone do dostarczania substancji aktywnych pochodzenia ro$linnego o
aktywnosci przeciwnowotworowej lub bakteriobdjczej w sposdb réwnoczesny lub nastepczy w
tzw. chemioterapii skojarzonej (ang. combination therapy).

Na kazdym etapie realizowanych prac badawczych wykonano planowanie eksperymentu
umozliwiajace wyselekcjonowanie najkorzystniejszych parametrow procesu otrzymywania
nos$nikow oraz dobranie odpowiednich sktadnikow budulcowych w celu otrzymania uktadow
spetniajacych kryteria zarowno fizykochemiczne, jak i biologiczne, ktore sa stawiane wspot-
czesnym systemom dostarczania lekow (ang. Drug Delivery Systems, DDS). Do syntezy nano-
i mikroczastek hydrozelowych zastosowano biokompatybilne i biodegradowalne materiaty
takie jak polielektrolity naturalne (alginian sodu, chitozan) i syntetyczne (kwas poliakrylowy,
chloroworek polialliloaminy). Wielowarstwowe nano- i mikroczastki hydrozelowe otrzymano
dwuetapowo. W pierwszym etapie enkapsulowano zwigzki chemoterapeutyczne (chemopre-
wencyjne): kurkumina (KUR), resweratrol (RES) i galusan epigallokatechiny (EGCG) lub
substancj¢ bakteriobojcza: ekstrakt z owocow zurawiny (EOZ) w rdzeniu polimerowym. W
drugim etapie otrzymane nosniki funkcjonalizowano biokompatybilnymi filmami polielektro-
litowymi, stosujgc technike warstwa-po-warstwie (ang. Layer-by-layer, LbL) w celu
otrzymania uktadow wielofunkcyjnych. Uzyskane w ten sposdb no$niki stanowig nowoczesne
formulacje taczace w sobie kilka funkcji dzigki czemu mogg by¢ wykorzystywane w terapiach
skojarzonych.

Charakterystyka otrzymanych nano- i mikroczastek hydrozelowych obejmowata okreslenie
ich rozmiardw 1 indeksow polidyspersyjnosci (ang. Polydispersity Index, Pdl) oraz

zobrazowanie morfologii. Mikrono$niki zostaty scharakteryzowane za pomocg technik takich



jak mikroskopia optyczna (ang. Optical Oicroscopy, OM), skaningowa mikroskopia
elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM) i skaningowa laserowa mikroskopia
konfokalna (ang. Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM). Natomiast charakterystyke
nanono$nikow wykonano z wykorzystaniem nast¢pujgcych metod: dynamiczne rozpraszanie
$wiatta (ang. Dynamic Light Scattering, DLS), transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang.
Transmission Electron Microscopy, TEM), skaningowa mikroskopia elektronowa (ang.
Scanning Electron Microscopy, SEM) oraz mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force
Microscopy, AFM). Przeprowadzone badania pozwolily wyselekcjonowaé nosniki o
najkorzystniejszych parametrach fizykochemicznych. Otrzymane mikrono$niki w zaleznosci
od zastosowanej metodologii miaty rozmiary w zakresie 30-70 pm badz 600-1000 pm i
charakteryzowaty si¢ wspotczynnikiem polidyspersyjnosci PdI<l. Z kolei otrzymane
nanonos$niki posiadaty $rednice w zakresie 100-200 nm i indeks polidyspersyjnosci PdI<0,3.
Ponadto, wszystkie badane czastki hydrozelowe mialy sferyczny ksztalt. Wykorzystujac
spektroskopi¢ w podczerwieni (ang. Fourier Transformed Infrared Spectroscopy, FTIR) oraz
spektroskopi¢ w zakresie nadfioletowym i widzialnym (ang. Ultraviolet/Visible Spectroscopy,
UV-Vis) potwierdzono skuteczng enkapsulacje substancji aktywnych w nos$nikach. Otrzymane
uktady charakteryzowaly si¢ dobrg i dlugotrwalg stabilnoscig koloidalng. Mikrowaga
kwarcowa z kontrola dyssypacji energii (ang. Quartz Crystal Microbalance with Dissipation
Monitoring, QCM-D) i elipsometria spektroskopowa (ang. Spectroscopic Ellipsometry, ES)
pozwolily zbada¢ kinetyk¢ adsorpcji 1 wlasciwosci  wiskoelastyczne  filmow
polielektrolitowych, wykorzystywanych do otulania no$nikow. Badanie szybkosci uwalniania
substancji aktywnych z wytworzonych czastek hydrozelowych potwierdzito ich zdolnos¢ do
uwalniania enkapsulowanych zwigzkéw w sposob kontrolowany.

Ostatni etap niniejszej pracy obejmowal oceng¢ biologiczng wybranych produktow:
aktywnos$¢ cytotoksyczng dotyczacag oddziatywania in vitro nano- i mikronosnikoéw z ludzkimi
liniami komodrek nowotworowych (rak pecherza moczowego 5637) Ilub aktywno$é
przeciwdrobno-ustrojowg mikrono$nikow wzgledem szczepu bakterii  Gram-dodatniej
(Staphylococcus aureus PCM 2054) i Gram-ujemnej (Serratia marcescens PCM 549).
Cytotoksyczno$¢ otrzymanych czagstek badano przy uzyciu testu soli tetrazolowej (ang. (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) assay, MTT) oraz testu sulforodaminy
B (ang. Sulforhodamine B Assay, SRB). Natomiast wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
mikrono$nikow badano metoda dyfuzyjno-krazkowa (ang. Disc Diffusion Test, DDT). Wyniki
aktywnosci biologicznej potwierdzity skuteczny efekt cytotoksyczny badanych uktadow wobec
komorek nowotworowych oraz ich dobre dziatanie antybakteryjne przeciwko Staphylococcus

aureus i Serratia marcescens.



Otrzymane rezultaty wskazuja, ze wytworzone nano- i mikroczastki hydrozelowe stanowia
efektywne nosniki zdolne do enkapsulacji zarowno hydrofilowych, jak i hydrofobowych zwia-
zkow biologicznie czynnych. Zastosowanie planowania eksperymentu pozwolito uproscié
proces otrzymywania nano- i mikronosnikéw, obnizy¢ jej koszty, jednoczesnie zwickszajac
optacalno$¢ procesu. Dobor kluczowych parametrow kontrolnych procesu wytwarzania
nosnikow pozwolit opracowaé efektywne rozwigzanie technologiczne, uzyskujac produkt o
pozadanych wiasciwosciach. Zaprezentowane w dysertacji wyniki sg podstawg do dalszych
badan nad zastosowaniem otrzymanych struktur jako skutecznych systemow dostarczania

lekow.



