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STRESZCZENIE

Uktady hybrydowe taczace polimery i nieorganiczne nanoczgstki przyciggaja w ostatnich
latach coraz wigckszag uwage naukowcow ze wzgledu na mnogo$¢ ich zastosowan
(m.in. w inzynierii materiatowej, elektronice czy tez biomedycynie), wynikajaca z potaczenia
unikalnych wilasciwosci obu materiatow w jednym kompozycie. W przypadku zastosowan
biomedycznych zaré6wno polimery jak i nieorganiczne nanoczgstki stanowig bardzo wazny
element m.in. nowych lekéw, $rodkoéw terapeutycznych oraz teranostycznych, a takze
materiatéw do zastosowan w inzynierii tkankowej. Niniejsza praca doktorska koncentruje si¢
na otrzymaniu i scharakteryzowaniu polimerowo-nieorganicznych uktadow hybrydowych
zawierajacych nanoczagstki magnetyczne, a takze na ich zastosowaniu w biomedycynie.
Badania zaprezentowane w niniejszej pracy zostaty podzielone na dwie zasadnicze czgsci, ktore
réznig si¢ podejSciem do tworzenia ukladow hybrydowych. Pierwsza cze$¢ prezentuje
nanoczastki magnetyczne domieszkowane cynkiem i pokryte warstwg polimeru, otrzymane
w celu zastosowania w hipertermii magnetycznej, natomiast druga cz¢s¢ pracy przedstawia
warstwy szczotek polimerowych z wbudowanymi nanoczastkami magnetycznymi, ktére moga
znalez¢ zastosowanie jako czute na bodzce podtoza do hodowli komdrkowych. Nieorganiczne
nanoczgstki magnetyczne stanowig ogniwo taczace obie czesci badan.

W pierwszej czesci zsyntezowano metoda wspolstragcania magnetyczne nanoczastki,
ztozone z domieszkowanego tlenku zelaza, optaszczone kationowa pochodng chitozanu.
Otrzymane zawiesiny scharakteryzowano fizykochemicznie poprzez pomiary technikg
spektroskopii absorpcyjnej UV—Vis, pomiar dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) oraz
potencjalu dzeta, obrazowanie za pomocg wysokorozdzielczego transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (HRTEM), matokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego
(SAXS), a takze za pomocg spektroskopii fotoelektronow w zakresie promieniowania X (XPS).
Nastepnie przeprowadzono eksperymenty majace na celu potwierdzenie wiasciwosci
magnetycznych otrzymanych uktadéw za pomocg magnetometru wibracyjnego (VSM) oraz ich
struktury poprzez technik¢ spektrometrii mdssbauerowskiej oraz wysokorozdzielczej
spektroskopii absorpcji promieni X w poblizu progu absorpcji (HERFD XANES). W ostatniej
fazie badan wykonano testy cytotoksycznosci otrzymanych uktadow, eksperymenty hipertermii
magnetycznej oraz in vitro na liniach komoérkowych neuroblastoma. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentow stwierdzono, ze otrzymano superparamagnetyczne
nanoczastki optaszczone warstwg polimeru 0 pozadanych wlasciwosciach magnetycznych

1 biokompatybilnych, ktére nadajag si¢ do =zastosowan w hipertermii magnetycznej,
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umozliwiajac osigganie przez zawiesing w obecno$ci komorek temperatury terapeutycznej
(4146°C).

W drugiej czg$ci pracy otrzymano hybrydowe kompozyty oparte na szczotkach polimeru
kationowego oraz nanoczgstkach magnetycznych, stosujgc stosunkowo tatwg i wydajng metode
tworzenia poprzez inicjowang powierzchniowo kontrolowang polimeryzacj¢ rodnikowa typu
ATRP (ang. atom transfer radical polymerization) wspomagang ultradzwickami. Przed
przeprowadzeniem syntezy ukladow hybrydowych scharakteryzowano nanoczastki
magnetyczne poprzez okreS$lenic zawartosci zelaza za pomocg spektroskopii UV-Vis,
mikroskopii HRTEM, pomiaréw DLS i potencjatu dzeta, a takze zbadano ich wiasciwosci
magnetyczne poprzez pomiary mikroskopii sit magnetycznych (MFM). Otrzymane
nanokompozyty taczace szczotki polimerowe i nanoczastki magnetyczne scharakteryzowano
stosujac mikroskopi¢ sit atomowych (AFM) oraz MFM, pomiary iloSciowego mapowania
nanomechanicznego (QNM), analize XPS, a takze spektrometri¢ mas jondw wtornych (SIMS).
W kolejnym etapie badan przeprowadzono eksperymenty biologiczne in vitro na liniach
komorkowych nauroblastoma, majace na celu sprawdzenie przydatnosci otrzymanych
nanokompozytow jako czulych na bodzce podlozy do hodowli komérkowych. Otrzymane
wyniki §wiadcza o tym, ze podtoza te moga by¢ z powodzeniem stosowane do hodowli
komorek, a takze do ich odrywania pod wpltywem nieinwazyjnego bodzca jakim jest pole
magnetyczne.

Podsumowujac, badania przedstawione w niniejszej pracy poszerzaja —grupe
hybrydowych uktadow polimerowo-nieorganicznych o wlasciwo$ciach magnetycznych, ktore
moga znalez¢ zastosowanie w hipertermii magnetycznej oraz w inzynierii tkankowej,
a uzyskana wiedza moze stanowi¢ baze do dalszych modyfikacji i funkcjonalizacji tego typu

uktadow.
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STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Recently, hybrid systems combining polymers and inorganic nanoparticles have attracted
more and more attention of scientists due to the multitude of their applications (e.g., in materials
science, electronics or biomedicine), resulting from the combination of the unique properties
of both materials in one composite. Considering biomedical applications, both polymers and
inorganic nanoparticles are very important elements of i.a. new drugs, therapeutics and
theranostics agents, as well as materials for applications in tissue engineering. This doctoral
thesis focuses on the development and characterization of polymer-inorganic hybrid systems
containing magnetic nanoparticles, as well as the application of such composites
in biomedicine. The research presented in this thesis has been divided into two main parts,
which differ in the approach to creating hybrid systems. The first part presents zinc doped
magnetic nanoparticles coated with polymer, obtained for application in magnetic
hyperthermia, while the second part presents polymer brush layers with embedded magnetic
nanoparticles that may be used as stimuli responsive substrates for cell culture. Inorganic
magnetic nanoparticles are the connecting link between these two parts of the research.

In the first part of the thesis, magnetic nanoparticles doped with zinc and coated with
a cationic derivative of chitosan were synthesized by co-precipitation method. The obtained
suspensions were characterized physicochemically by UV-Vis absorption spectroscopy,
dynamic light scattering (DLS) and dzeta potential measurements, high-resolution transmission
electron microscopy (HRTEM), small-angle X-ray scattering (SAXS) and X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS). Subsequently, vibration magnetometer experiments (VSM) were carried
out to confirm the magnetic properties of the obtained systems, whereas Mossbauer
spectrometry and high-resolution X-ray absorption spectroscopy near the absorption threshold
(HERFD XANES) were conducted to examine their structure. In the last phase of the research,
cytotoxicity tests of the obtained composites were performed, as well as magnetic hyperthermia
and in vitro experiments on neuroblastoma cell lines. Based on the conducted experiments,
it was found that obtained inorganic-polymer systems with good magnetic and biocompatible
properties may be suitable for use in magnetic hyperthermia, allowing the suspension to reach
the therapeutic temperature (41-46 °C) in the presence of cells.

In the second part of the work, hybrid composites based on cationic polymer brushes and
magnetic nanoparticles were obtained, using a relatively easy and efficient method of synthesis
through atom transfer radical polymerization (ATRP) assisted by ultrasounds. Prior to the

synthesis of hybrid systems, magnetic nanoparticles were characterized by determination
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of iron content via UV-Vis spectroscopy, HRTEM microscopy, DLS and dzeta potential
measurements, and their magnetic properties were examined by magnetic force microscopy
(MFM) measurements. The obtained nanocomposites combining polymer brushes and
magnetic nanoparticles were characterized using atomic force microscopy (AFM) and MFM
spectroscopy, quantitative nanomechanical mapping (QNM) measurements, XPS analysis, and
secondary-ion mass spectroscopy (SIMS). In the next stage of the study, in vitro biological
experiments were carried out on neuroblastoma cell lines to test their suitability as stimuli-
responsive substrates for cell culture. The obtained results show that these hybrid substrates can
be successfully used for cell culture, as well as for their detachment under the influence
of a non-invasive stimulus, such as the magnetic field.

Summarizing, the research presented in this paper extends the group of hybrid polymer-
inorganic systems with magnetic properties that can be used in magnetic hyperthermia and
tissue engineering. Moreover, the knowledge obtained may be a basis for further modification
and functionalisation of such systems.
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WYKAZ OZNACZEN I SKROTOW

AFM—mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy)

ALG—alginian

APTAC—chlorek (3-akrylamidopropylo) trimetyloamoniowy

ATRP—polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu (ang. Atom Transfer Radical Polymerization)
BIB—bromek bromoizobutyrylu

BLI—obrazowanie bioluminescencji (ang. Bioluminescence Imaging)

BMP-2—bialko morfogenetyczne koéci (ang. Bone Morphogenetic Protein)

BSA—surowicza albumina bydlgca (ang. Bovine Serum Albumin)

Ch—chitozan

CCh(+)—kationowa pochodna chitozanu

CRP—Kkontrolowana polimeryzacja rodnikowa (ang. Controlled Radical Polymerization)
CTA—czynnik przenoszacy tancuch (ang. Chain Transfer Agent)

CVD—chemiczne osadzanie z fazy gazowej (ang. Chemical Vapour Deposition)
DMAPAAmM—N,N-dimetyloaminopropyloakrylamid

DMEM—pozywka do hodowli komérek (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
DLS—dynamiczne rozpraszanie §wiatta (ang. Dynamic Light Scattering)
PDMAA—poli(N,N-dimetyloakrylamid)

ECM—macierz zewnatrzkomoérkowa (ang. Extracellular Matrix)

FBS—surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum)

FL I—obrazowanie fluorescencji (ang. Fluorescence Imaging)

FRP—konwencjonalna polimeryzacja wolnorodnikowa (ang. Free Radical Polymerization)
HA—kwas hialuronowy

HERFD XANES—wysoko rozdzielcza spektroskopia absorpcji promieni X w poblizu progu absorpcji (ang.
High-Energy Resolution Fluorescence Detected X-ray Absorption Near Edge Structure)
HRTEM—wysoko-rozdzielcza transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. High-Resolution Transmission
Electron Microscopy)

IL—interferencyjna litografia laserowa

ILP—parametr w hipertermii magnetycznej, uwzgledniajacy natezenie i czgstotliwos¢ pola magnetycznego
(ang. Intrinsic Loss Power)

IMP—polimeryzacja z wykorzystaniem inifertera (ang. Iniferter-Mediated Polymerization)
ITO—tlenek indu domieszkowany tlenkiem cyny (ang. Indium Tin Oxide)

LbL—metoda uzyskiwania cienkich filmow ,,warstwa po warstwie” (ang. Layer-by-Layer)
LCST—dolna krytyczna temperatura rozpuszczalnosci (ang. Lower Critical Solution Temperature)
MACS—magnetyczne sortowanie komorek (ang. Magnetic Assisted Cell Sorting)
MFM—mikroskopia sit magnetycznych (ang. Magnetic Force Microscopy)

MH—hipertermia magnetyczna (ang. Magnetic Hyperthermia)

MMUS—ultrasonografia z bodZzcem magnetycznym (ang. Magneto-Motive UltraSound)

MR I—obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego (ang. Magnetic Resonance Imaging)
MTT—Dbromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy

NMP—polimeryzacja rodnikowa modyfikowana trwatymi rodnikami nitroksylowymi (ang. Nitroxide-Mediated
Polymerization)

PAA—kwas poliakrylowy

PAH—poli(chlorowodorek alliloaminy)

PBAE—poli(B-amino ester)

PBS—buforowana fosforanem sol fizjologiczna (ang. Phosphate Buffered Saline)
PCBMAA—poli(metakrylamid karboksybetainy)

PCL—polikaprolakton

PDADMAC—ypoli(chlorek diallilodimetyloamoniowy)

PDAEMA—poli(metakrylan N,N-dietyloaminoetylu)

PDIl—wspotczynnik dyspersyjnosci (ang. Polydispersity Index)

PDMAEMA—poli(metakrylan 2-(dimetyloamino)etylu)

PEG—poli(tlenek etylenu)

PEGMEMA—metakrylan eteru metylowego poli(glikolu etylenowego)

PEIl—polietylenoimina

PEO—tlenek polietylenu

PF-MFM—mikroskopia MFM w trybie PeakForce

PGMA—poli(metakrylanu glicydylu)

PHEAA—poli(N-hydroksyetyloakrylamid)

15



PHEMA—poli(metakrylanu 2-hydroksyetylu)

PHMAA—poli[N-(2-hydroksypropylo)metakrylamid]

PIMP—polimeryzacja z wykorzystaniem fotoinifertera (ang. Photolniferter-Mediated Polymerization)
PLA—polilaktyd

PLL—poli-L-lizyna

PMAA—kwas polimetakrylowy

PMDETA—N,N,N’,N" N"-pentametylodietylenotriamina

PMETAC—chlorek poli[(2-metakryloksy)etylotrimetyloamoniowy]

PNAAPBA—poli(kwas N-akrylo-m-fenyloboronowy)

PNIPAM—poli(N-izopropyloakrylamid)

PDEGMA—poli(metakrylan eteru monometylowego glikolu dietylenowego)

POEGMA—poli(metakrylan glikolu oligoetylenowego)

PPEGMA—polimetakrylan poli(glikolu etylenowego)

PPy—polipirol

PRE—efekt trwalego rodnika (ang. Persistent Radical Effect)

PSBMA—poli(metakrylan sulfobetainy)

PSS—polistyrenosulfonian sodu

P4VP—poli-4-winylopirydyna

PVD—fizyczne osadzanie z fazy gazowej (ang. Physical Vapour Deposition)

PVP—poli(winylopirolidon)

QNM—iloéciowe mapowanie nanomechaniczne (ang. Quantitative Nanomechanical Mapping)
RAFT—polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem tancucha (ang. Reversible
Addition—Fragmentation Chain Transfer Polymerization)

RGD—sekwencja peptydowa sktadajaca si¢ z aminokwasow argininy, glicyny i kwasu asparaginowego (Arg-
Gly-Asp)

RMS—sérednia kwadratowa (ang. Root Mean Square)

ROP—polimeryzacja z otwarciem pier$cienia (ang. Ring-Opening Polymerization)

SAM—warstwy samoorganizujace si¢ (ang. Self-Assembled Monolayer)

SAR—wspoélczynnik absorpcji swoistej (ang. Specific Absorption Rate)

SAXS—rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matym katem (ang. Small Angle X-ray Scattering)
SI-ATRP—powierzchniowo-inicjowana polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu
SIMS—spektrometria mas jonéw wtornych (ang. Secondary lon Mass Spectrometry)
SI-NMP—powierzchniowo-inicjowana polimeryzacja rodnikowa modyfikowana trwatymi rodnikami
nitroksylowymi

SI-PIMP—powierzchniowo-inicjowana polimeryzacja z wykorzystaniem fotoinifertera
SI-RAFT—powierzchniowo-inicjowana polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym
przeniesieniem tancucha

SPECT—tomografia emisyjna pojedynczych fotonow (ang. Single-Photon Emission Computed Tomography)
SPION—superparamagnetyczne nanoczgstki tlenku zelaza (ang. SuperParamagnetic Iron Oxide Nanoparticles)
SPION-CCh(+)—superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza zmodyfikowane wylgcznie chitozanem
kationowym

SPION-Zn-CCh(+)—superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza zmodyfikowane chitozanem
kationowym oraz domieszkowane jonami cynku

TEA—trietyloamina

USG—obrazowanie ultradzwigkami (ang. UltraSonoGraphy)

VSM—magnetometr wibracyjny (ang. Vibrating Sample Magnetometer)

XPS—spektroskopia fotoelektronow w zakresie promieniowania X (ang. X-ray Photoelectron Spectroscopy)
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1. WPROWADZENIE | CEL PRACY

W ostatnich latach wiele uwagi poswiecono polimerowo-nieorganicznym uktadom
kompozytowym, ktore, w wielu zastosowaniach, stanowig alternatyw¢ w stosunku
do materialow sktadajacych si¢ wytacznie z jednego rodzaju substancji. Wykorzystanie metod
nanotechnologii podczas tworzenia takich hybrydowych uktadéow daje nowe, bardzo szerokie
mozliwo$ci zastosowania w inzynierii materiatowej [1], elektronice [2] czy tez biomedycynie
[3]. Nanomateriaty niejednokrotnie wykazuja nowe, niewystepujagce w skali makro
wlasciwosci, co spowodowalo duze zainteresowanie oraz intensywny rozwdj nanotechnologii
jako interdyscyplinarnej dziedziny badan. Potgczenie polimerow 1 nanoczgstek
nieorganicznych (czastek, ktorych zaden z wymiaréw nie przekracza 100 nm [4]) powoduje
nadanie obu materialom nowych wilasciwosci taczacych cechy obu sktadowych, takich jak
wigksza wytrzymatos¢ mechaniczna polimeréw i lepsza stabilno$¢ nanoczastek. Dzigki temu
hybrydowe uktady znajduja zastosowanie m.in. w teranostyce, hodowli komorek, wytwarzaniu
sensoréw i urzadzen fotowoltaicznych oraz w atramentach magnetycznych.

Nanoczgstki sg od Kkilku dekad intensywnie badane pod katem zastosowan
biomedycznych [5]. Do najczesciej uzywanych w biomedycynie nanoczastek mozna zaliczy¢
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (SPION, ang. SuperParamagnetic Iron Oxide
Nanoparticles), ktore dzieki unikalnym wiasciwosciom znalazly zastosowanie jako $rodki
kontrastowe w obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego (MRI, ang. Magnetic
Resonance Imaging), nosniki dostarczania lekow, a takze jako ogniwo taczace aplikacje
diagnostyczne i terapeutyczne [6,7]. Ich szczegdlna przydatnos¢ dotyczy zarowno teranostyki,
np. podawania lekow przy kontroli obrazu, sterowanie barierg krew-mozg za pomoca obrazu,
jak rowniez inzynierii tkankowej. Interesujagcym kierunkiem badan, ktéry nie zostat jeszcze
doglebnie przebadany, sg szczotki polimerowe sterowane magnetycznie. Moga one znalezé
zastosowanie jako podloza w kontrolowanej adhezji i odrywaniu komoérek [8]. W dziedzinie
hodowli komorkowych warto zaznaczy¢, ze wigkszo$¢ zywych organizmow nie jest bardzo
wrazliwa na pole magnetyczne, czynigc ten rodzaj kontroli powierzchni potencjalnie
nieinwazyjnym, szczegélnie w przypadku odrywania komorek. Niemniej jednak polimery
samoistnie reagujace na pole magnetyczne sg rzadkie 1 ogdlnie wykazujg stabg skutecznos¢.
Dlatego stworzenie podtoza czutego na pole magnetyczne wymaga osadzenia w warstwie
szczotek polimerowych magnetycznych czastek i utworzenia nanokompozytu. Réznorodne

kierunki badan nanoczastek SPION podkreslajga ich wszechstronno$¢ 1 dajg nadziejg
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na wilaczenie do przyszlej praktyki medycznej wielu materialdow na bazie nanoczastek tlenku
zelaza.

Celem badan prowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej bylo otrzymanie
i scharakteryzowanie hybrydowych polimerowo-nieorganicznych uktadéw bazujgcych
na nanoczgstkach magnetycznych. Moje badania podzielitam na dwie zasadnicze czgsci,
réznigce si¢ podejsciem do tworzenia polimerowo-nicorganicznego uktadu: pierwsza z nich
prezentuje nanoczgstki domieszkowane cynkiem i pokryte polimerem do zastosowan
w hipertermii magnetycznej, natomiast druga przedstawia warstwy szczotek polimerowych
z wbudowanymi nanoczastkami, ktére mogg zosta¢ wykorzystane jako czule na bodzce podtoza
do hodowli komodrkowych. Ogniwo taczace obie Cze$ci badan stanowig zastosowane

nieorganiczne nanoczastki magnetyczne.
2. CZESC LITERATUROWA

2.1. Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (SPION)

Wigkszo$¢ magnetycznych nanoczastek stosowanych w biomedycynie i przemysle
posiada rdzenie sktadajace si¢ z magnetytu (Fe3Os) I maghemitu (y-Fe203). Oba te tlenki sa
w temperaturze pokojowej ferrimagnetykami [9]. Oznacza to, ze elementarne momenty
magnetyczne sg antyroOwnolegle, jednak ze wzgledu na wystepujace pomiedzy nimi
nierownosci, dochodzi do indukowania spontanicznego namagnesowania materiatu [10].
Magnetyt wykazuje najwicksze namagnesowanie wsrod tlenkow zelaza. Jego temperatura
Néela (odpowiednik temperatury Curie), czyli temperatura, powyzej ktorej tlenek traci swoje
wlasciwosci ferrimagnetyczne i staje si¢ paramagnetykiem, wynosi 850 K. Magnetyt powstaje
w wyniku spalania Zelaza w tlenie 1 jest tlenkiem charakteryzujagcym si¢ duza odpornoscia
na dzialanie kwasow 1 utleniaczy. W jego strukturze spinelowej luki oktaedryczne sa
zajmowane przez jony Fe?* oraz Fe®*" rozmieszczone przypadkowo, natomiast luki
tetraedryczne s zajmowane wytacznie przez jony Fe®*. Maghemit natomiast charakteryzuje sie
temperaturg Néela w zakresie 820-986 K. Wystepuje w naturze jako produkt wietrzenia
magnetytu, z ktorym tworzy state ciggle roztwory lub jako produkt ogrzewania innych tlenkow
zelaza. Struktura krystalograficzna maghemitu przypomina strukture odwrdconego spinelu
magnetytu, jednak jedna trzecia luk zajmowanych przez jony Fe?* zajmuja wakancje
kationowe, a pozostale luki s3 wypetnione jonami Fe**. Po zmnigjszeniu rozmiaru struktur
zarOwno magnetytu jak 1 maghemitu do rozmiarow rzedu od kilku do kilkudziesigciu
nanometrow, czastki tych tlenkow wykazuja unikalne wlasciwos$ci superparamagnetyczne [11].

Zjawisko superparamagnetyzmu wystepuje, gdy energia termiczna staje si¢ porownywalna lub
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wigksza od energii zwigzanej z anizotropiag magnetyczna. To z kolei umozliwia pokonanie
bariery energetycznej anizotropii i prowadzi do istnienia stabilnej magnetyzacji [12].
Przytozenie zewngtrznego pola magnetycznego do nanoczastek SPION powoduje sprzgganie
atomowych momentéw magnetycznych i wytworzenie nadzwyczaj duzego wypadkowego
momentu magnetycznego, co umozliwia m.in. magnetyczne sterowanie nanoczastkami SPION.
Wypadkowy moment magnetyczny w obecno$ci zewngtrznego pola magnetycznego ulega
uporzadkowaniu zgodnie z przylozonym polem magnetycznym, a jego Usuni¢cie moze
spowodowac utrate uporzadkowania i relaksacj¢ magnetyzacji w przypadkowych kierunkach

(Rys. 1) [13].

przytozenie zabranie
zewnetrznego zewnetrznego
pola magnetycznego pola magentycznego

brak zewnetrznego
pola magnetycznego

ferromagnetyki

. 0o Op 0¢
e O

Rys. 1. Zachowanie domen magnetycznych w ferromagnetykach i momentow magnetycznych w
superparamagnetycznych nanoczgstkach tlenku Zelaza wzgledem zewnetrznego pola
magnetycznego (adaptacja na podstawie Belyanina, 2017).

Nanoczastki SPION, oprocz wysokiej warto$ci magnetyzacji, maja szereg cennych
wlasciwosci umozliwiajacych ich biomedyczne zastosowanie. Rozmiar mieszczacy si¢
w zakresie od 1 do 100 nm, ktory jest porownywalny z rozmiarem perforacji komorkowych,
wiruséw, biatek, lipidow czy grubosci tancuchéw DNA sprawia, ze nanoczastki sa W Stanie
oddziatywa¢ z obiektami biologicznymi (Rys. 2) [13]. Moga takze bez wigkszych przeszkod

przechodzi¢ przez najmniejsze naczynia krwionosne, cho¢ zalezy to od perforacji $rédbtonka
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wyscielajacego naczynia krwionos$ne. Wielkos$¢ przestrzeni migdzykomodrkowych jest rézna
w zalezno$ci od narzadu: komorki $rodbtonka w uktadzie nerwowym przylegaja Scisle
do siebie, natomiast w migs$niach, ptucach czy skorze perforacje w warstwie komorek wynosza
ok. 6 nm. Odstepy migdzy komodrkami srodbtonka w nerkach, jelitach oraz niektérych
gruczotach mieszczg si¢ w zakresie 50-60 nm, a najwigksze perforacje (100-1000 nm)
charakteryzuja szpik kostny, watrobg i §ledziong [14]. To wlasnie do watroby i sledziony, czyli
organéw o najwiekszych przestrzeniach mi¢edzykomorkowych oraz bogatych w makrofagi
i liposomy, powinna trafia¢ wigkszos¢ nanoczgstek po spelieniu swojej roli w organizmie.
Sa one tam gromadzone oraz dalej rozkladane na wolne zelazo i wydalane z organizmu,
co $wiadczy o ich biodegradowalnos$ci [15].

Komorka

DNA Antyciato Wirus Bakteria AN GEOWOEOWS

Rys. 2. Skala wielkosci nanoczgstek SPION w porownaniu do roznych biomolekut
(adaptacja na podstawie Belyanina, 2017).

W kwestii rozmiaru istotny jest takze waski rozklad wielkoSci nanoczastek, ktory zapewnia
jednolite wlasciwosci fizyczne i chemiczne [16]. Nanoczastki SPION charakteryzuja si¢
ponadto niska toksyczno$cia oOraz wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci,
wystarczajagcym do wydajnej funkcjonalizacji powierzchniowej [17,18]. Wiasciwosci
nanoczgstek magnetycznych sg w znacznym stopniu zwigzane z metodg syntezy, jednak dzigki

funkcjonalizacji powierzchni mozna je modyfikowaé w zaleznosci od potrzeb.

2.1.1. Metody otrzymywania SPION

Metody syntetyczne prowadzace do otrzymania SPION obejmujg strategie biologiczne,
fizyczne i chemiczne, ktore w roznym stopniu sa wykorzystywane w badaniach naukowych
(Rys. 3).
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Metody biologiczne (2%) Metody fizyczne (8%)

Elektronolitografia
Grzyby 3%

Mielenie mechaniczne
12%

Rosliny
2%

11% Piroliza
AZT;/ZO'—/ indukowana
Biatka o ‘ laserowo
66% \ Bakterie 14%
21% ) . Pulsacyjna
Osadzanie fazy gazowej ablacja laserowa
19% 15%

Metody chemiczne (90%)

Sonoliza
14% Mikroemulsja

20%

Termoliza
9%\

Elektroliza
3%
Metody

Wspéistracanie hydrotermalne
28% 26%

Rys. 3. Porownanie ilosci opublikowanych prac na temat otrzymywania SPION trzema roznymi
strategiami (adaptacja na podstawie Ali, 2016).

Dobor metody otrzymywania nanoczastek magnetycznych zalezy od oczekiwanego ksztaltu,
rozmiaru, pozadanych wtasciwosci oraz dalszego przeznaczenia nanoczastek.

Roézne organizmy (np. bakterie, ptaki, ryby) potrafia wytwarza¢ nanoczgstki, ktore
wspomagaja ich nawigacje dziatajac jak czujniki pola magnetycznego. Z kolei rosliny,
wytwarzaja naturalne zmineralizowane nanoczastki magnetyczne niezbedne do ich wzrostu.
Innym przyktadem organizméw zywych produkujacych magnetyczne nanoczastki sg grzyby,
ktore bronigc si¢ przed wysokim stezeniem jondéw metali, wydzielaja enzymy zdolne
do redukcji jonow metali, cO moze powodowaé powstawanie nanoczastek SPION [19,20].
Biologiczne metody otrzymywania nanoczgstek SPION bazujg gtéwnie na dwoch pokrewnych
metodach: wytwarzaniu przez bakterie magnetotaktyczne oraz przez zastosowanie in vitro
biatek wyizolowanych z tych bakterii. Bakterie magnetotaktyczne wyksztatcity zdolnos¢
syntezy drobnych (2045 nm), wewnatrzkomorkowych i zwigzanych z membrang nanoczastek
magnetytu. Pozyskuje si¢ je poprzez rozerwanie $ciany komorkowej i separacje magnetyczna.
Uzyskane nanoczastki maja otoczke fosfolipidowa, co zapewnia im biokompatybilnos¢,
wysoka stabilno$¢ 1 tatwos¢ modyfikowania. Niektore z biatek, wyizolowanych z bton
magnetosomowych bakterii magnetotaktycznych réwniez pozwalaja na synteze nanoczastek
SPION, ktorg przeprowadza si¢ w zelu polimerowym. W wyniku tej syntezy uzyskuje

si¢ nanoczastki o strukturze i wilasciwos$ciach charakterystycznych dla danych bakterii
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magnetotaktycznych [21]. Ograniczenia metod biologicznych wigza si¢ glownie
zZ pracochtonnoscia oraz dlugim czasem syntezy. Ponadto namnazanie tego typu beztlenowych
bakterii jest trudne, gdyz jakikolwiek kontakt z powietrzem powoduje ich obumarcie.
Co za tym idzie, metody te nic sg zbyt wydajne i stosunkowo trudne w otrzymywaniu
na wigksza skale [22].

Metody fizyczne otrzymywania nanoczastek SPION dotycza gldwnie podejscia
okreslanego w nanotechnologii jako ,,z gory na dof” (ang. top-down), czyli osiggania
nanometrycznych obiektow poprzez zmniejszanie rozmiaru lub fragmentacje np. mechaniczne
mielenie tych juz istniejacych, pirolize indukowang laserowo, litografi¢ wigzka elektronowa,
poprzez kondensacje prekursorow z fazy cieklej lub gazowej [23]. Gtownymi wadami
fizycznych technik jest brak kontroli nad uzyskiwanym rozmiarem i ksztattem nanoczastek oraz
silna agregacja nanoczastek [16,24—26]. Pomimo tych trudnos$ci, skuteczna w uzyskiwaniu
drobnych proszkéw magnetycznych o $redniej wielko$ci nanoczastek w zakresie 20-50 nm
I stosunkowo waskim rozktadzie rozmiaréw okazata si¢ metoda ablacji laserowej w roztworze
(LASIS, ang. Laser Ablation Synthesis in Solution). Polega ona na dziataniu na ciekty roztwor
umieszczony w naczyniu wigzka laserowa o duzej mocy. Jest to wszechstronna technika
syntezy roznych materiatow w réznych rozpuszczalnikach. Uzyskano nig rowniez nanoczastki
magnetytu i maghemitu o sredniej wielkosci czastek ok. 30 nm [26]. Uwzgledniajac ten postep,
mimo wszystko, metody fizyczne otrzymywania nanoczastek SPION sa mato konkurencyjne
ze wzgledu na koniecznos¢ wysokich naktadow energetycznych, koniecznych do uzyskania
nanoczgstek o odpowiednim rozmiarze.

Najpopularniejszym sposobem otrzymywania nanoczastek SPION sg metody chemiczne.
Sa one prostsze 1 bardziej wydajne, przy jednoczesnej duzej kontroli wielko$ci, skladu,
a czasem nawet ksztattu nanoczastek [16]. Metody chemiczne wykorzystuja podejscie ,,z dotu
do gory” (ang. bottom-up), polegajace na laczeniu ze sobg poszczegdlnych sktadowych
(np. molekut), co prowadzi do tworzenia wigkszych obiektoéw 0 nanometrycznych wymiarach.
Wsrod duzej liczby metod chemicznych mozna wymieni¢ m.in.: metody elektrochemiczne
[27], metody hydrotermalne i solwotermalne [28], termolize [29], sonolize¢ [30], metody
dwufazowe (mikroemulsje woda-w-oleju (w/0) i olej-w-wodzie (o/w)) [31], metody zol-Zel [6]
oraz wspoistragcanie [6,32,33]. Synteza elektrochemiczna nanoczgstek, jak kazda
elektrochemiczna technika, polega zasadniczo na przepuszczaniu pradu elektrycznego
pomiedzy dwiema lub wigcej elektrodami (anoda i katoda) umieszczonymi w elektrolicie.
Produkcja jonow zelaza i tlenu oraz kompleksowanie zachodza na anodzie lub blisko niej,

natomiast katoda redukuje jony zelaza z pomocg odpowiednich stabilizatorow [33]. Wsrod
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zalet tej metody mozna wymieni¢ mozliwos$¢ kontroli wielkos$ci czastek poprzez dostosowanie
gestosci pradu lub potencjatu do uktadu, brak konieczno$ci stosowania wysokiej temperatury
czy prowadzenie syntezy w obecnosci srodkow powierzchniowo czynnych i1 uniknigcie
agregacji nanoczgstek [27]. Technika ta jest jednak dos¢ ztozona i wymaga specjalistycznej
aparatury, a uzyskane materialy zwykle wykazuja amorficzne zanieczyszczenia [33,34].
Metody hydrotermalne mozna zdefiniowac jako reakcje chemiczne w rozpuszczalnikach
zamknietych szczelnie w naczyniach, w ktorych temperature rozpuszczalnika mozna poprzez
ogrzewanie doprowadzi¢ do punktow krytycznych (punkt wspoétistnienia temperatury
krytycznej i ci$nienia krytycznego). Gdy rozpuszczalnikiem jest woda, proces ten nosi nazwe
syntezy hydrotermalnej, a gdy stosuje si¢ rozpuszczalniki organiczne to jest to synteza
solwotermalna [35]. W metodach tych wielko$¢ i ksztalt nanoczastek SPION mozna
zoptymalizowa¢ poprzez czas reakcji, temperaturg, stezenie i stosunek reagentow, rodzaj
rozpuszczalnika, site¢ kompleksowania oraz stosowanie prekursorow. Glowng trudnoscig tych
metod jest konieczno$¢ zastosowania specjalistycznego sprzetu oraz ich skalowalnosc [33].
Nanoczastki tlenku Zelaza mozna syntezowa¢ rowniez przez dekompozycje
metaloorganicznych prekursorow (termoliza lub sonoliza) [6]. Termoliza wykorzystuje ciepto,
a sonoliza energi¢ ultradzwickow w celu spowodowania kawitacji mikropecherzykow
w os$rodkach wodnych, w ktorych zachodza reakcje przeksztatcenia soli zelaza w magnetyczne
nanoczastki (Rys. 4a). Wiasciwosci fizykochemiczne wytworzonych nanoczastek mozna
kontrolowa¢, zmieniajac moc i €zas wystawienia na dziatanie temperatury lub ultradzwickow.
W przypadku termolizy mozna uzyska¢ nanoczastki krystaliczne, natomiast stosujgc sonolizg
otrzymuje si¢ zazwyczaj amorficzne nanoczastki [30]. Jak dotad metoda rozktadu termicznego
jest najczgsciej stosowana do przygotowania nanoczastek tlenku zelaza o réznych ksztattach,
takich jak nanokrysztaly, nanoszeSciany i nanosfery [29,35]. W przypadku tych metod
trudnoscia sg zwigzane z pozostalo$cig surfaktantow, ktoére wptywaja na mozliwo$¢ osiagnigcia
dobrze zmodyfikowanych powierzchni w dalszych modyfikacjach. Podobne ograniczenia
wigzg si¢ z syntezg dwufazowa (mikroemulsyjng). Czasteczki $rodka powierzchniowo
Czynnego moga spontanicznie tworzy¢ nanokrople o réznych rozmiarach, micele (1-10 nm)
lub emulsje typu w/o lub o/w (10-100 nm). W syntezie mikroemulsyjnej wodne roztwory soli
zelaza sg zamykane w nanokapsutach przez powtoke srodka powierzchniowo czynnego, ktora
oddziela je od otaczajgcego roztworu organicznego (Rys. 4b). Taki nanoreaktor stabilizowany
surfaktantem zapewnia zamknigta przestrzen, ktora ogranicza zarodkowanie nanoczastek

SPION i ich wzrost. W metodzie tej, podobnie jak w termolizie i sonolizie, oczyszczenie
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SPION z pozostatosci surfaktantow oraz powigkszenie skali produkcji moze by¢

problematyczne.
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Przedostatnia grupa metod, opisang w tym rozdziale sa metody zol-Zel. Opierajg si¢ one
na hydroksylowaniu i kondensacji prekursorow molekularnych (najczesciej alkoholanowych)
w roztworze, z ktorych powstaje zol czgstek o rozmiarach nanometrycznych (Rys. 4c). Dalsza
kondensacja i polimeryzacja nieorganiczna prowadzg do powstania tréjwymiarowego mokrego
zelu. W kolejnych etapach konieczna jest obrobka cieplna w celu uzyskania krystalicznej
struktury. Wtasciwosci zelu sg $ci§le zalezne od struktury utworzonej podczas powstawania
zolu w procesie zol-zel. Na kinetyke, wzrost, hydrolize i kondensacje, a w konsekwencji
strukture 1 wtasciwos$ci zelu ma wptyw rozpuszczalnik, temperatura, stezenie prekursorow, pH
oraz mieszanie [6]. Uzyskany zel mozna wykorzysta¢ do wytwarzania réznego rodzaju
nanostruktur i nanomateriatéw, takich jak kserozele, aerozele i proszki. Wérdd zalet syntezy
zol-zel mozna wymienic¢ krotki czas przetwarzania, dobrg kontrolg stechiometrii i wytwarzanie
nanoczastek o waskim rozktadzie rozmiaru w niskiej temperaturze [36]. Jednak potrzeba
pozniejszej obrobki cieplnej otrzymanych produktéw oraz zanieczyszczenie otrzymanych
materialdéw ubocznymi produktami reakcji stanowig istotne ograniczenie tej metody.

Najprostsza, a przy tym skuteczng i bardzo wydajng droga chemiczng do syntezy
nanoczastek SPION wydaje si¢ by¢ metoda wspotstracania. Nanoczastki SPION uzyskuje si¢
W niej poprzez reakcje wspotstracania soli zelaza, np. FeCly i FeCls z zasada (amoniak,
wodorotlenek sodu), prowadzong zwykle w temperaturze pokojowej (Rys. 4d), opisang

réwnaniem (1):

Fe?* 4+ 2Fe3* 4+ 80H™ — Fe;0, + 4H,0 (1)
2Fe;0, + 0,50, + 9H,0 — 6 Fe(OH); (2)
2Fe304 + 0,5 02 - 3Y_F6203 (3)

Catkowite stracenie tlenku FesOs powinno nastapi¢ w mieszaninie jondw zelaza o stosunku
molowym Fe?*/Fe®" rownym 1:2, przy pH mieszczacym sie w zakresie od 7,5 do 14
i w atmosferze inertnego gazu. Nieutleniajgca atmosfera ogranicza zachodzenie reakcji
opisanych roéwnaniami (2) i1 (3), ktore mogg limitowac proces powstawania nanoczgstek
magnetytu oraz wptyna¢ negatywnie na ich chemiczne i fizyczne wlasciwosci [33]. W metodzie
tej istnieje kilka parametrow determinujgcych wielkos¢ i monodyspersje otrzymywanych
nanoczastek SPION. Im wyzsza wartos¢ pH roztworu (dodanie zasady) i sily jonowej tym
mniejsze otrzymuje si¢ nanoczastki. ROwniez niska temperatura, wysoki stopien mieszania 0raz
pecherzyki obojetnego gazu mieszajace roztwor soli redukujg rozmiar nanoczgstek [32]. Istotng

zaleta tej techniki jest srodowisko wodne syntezy, dzigki czemu nie trzeba stosowaé
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toksycznych prekursoréw, rozpuszczalnikow organicznych czy surfaktantoéw. Ponadto
mozliwe jest wprowadzanie modyfikacji (np. pokrycie powierzchni polimerem) zaréwno
w takcie syntezy jak i po otrzymaniu nanoczastek. Metoda wspoélstrgcania, mimo iz czasem
prowadzi do agregacji nanoczgstek, jest czesto stosowang i opisywang w literaturze technika
otrzymywania nanoczastek SPION do zastosowan biomedycznych [6].

Podsumowujac, opracowano wiele metod otrzymywania nanoczastek SPION, dzigki
czemu mozna wybra¢ odpowiednig zgodnie z wymaganiami eksperymentalnymi i pozagdanymi
wilasciwo$ciami nanoczgstek. Na ten moment metody fizyczne ze wzgledu na brak dobrej
kontroli nad rozmiarem i ksztaltem nanoczgstek oraz ich silng agregacje nie sg zbyt szeroko
stosowane. Podobnie metody biologiczne, przez wzglad na ograniczenia w efektywnosci oraz
trudno$ci w hodowaniu bakterii magnetotaktycznych, stanowig niewielkg czg$¢ wszystkich
metod otrzymywania nanoczastek SPION. Metody chemiczne ze wzgledu na swoja prostote,
dostepnos¢ i efektywnosé, zaréwno pod wzgledem rozmiaru jak i ksztaltu nanoczastek,
stanowig najwigksza cze$¢ wszystkich stosowanych technik. Wsrod nich za$ najwiecej zalet,
w kontekscie planowanych zastosowan, ma technika wspoélstracania i dlatego w niniejszej

pracy wykorzystano t¢ technik¢ do otrzymania nanoczastek SPION.

2.1.2. Zastosowania SPION

Nanoczastki SPION znajduja zastosowanie w wielu dziedzinach, m.in. w: ochronie
srodowiska (usuwanie zanieczyszczen, rekultywacja i uzdatnianie wody) [25], katalizie
(odzyskiwanie katalizatorow po reakcji) [24] czy magnetycznych urzadzeniach
do przechowywania danych [33], jednak z perspektywy badan prowadzonych w ramach tej
pracy najistotniejsze jest zapoznanie si¢ z ich biomedycznymi zastosowaniami. Nanoczastki
tlenkow Zelaza moga by¢ wykorzystywane zaréwno w aplikacjach diagnostycznych jak
I terapeutycznych, a dzigki r6znym modyfikacjom, stanowig one takze doskonate nanouktady
do zastosowan teranostycznych, bedacych potaczeniem diagnostyki i leczenia [37-39].

Jedng z technik diagnostycznych, w ktorej stosuje si¢ nanoczastki SPION jest
obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (MRI, ang. Magnetic Resonance Imaging).
Jest to bardzo skuteczna i nieinwazyjna metoda obrazowania, opierajaca si¢ na relaksacji
protonow w tkankach. Nanoczastki SPION akumulujac si¢ w okreslonych tkankach skracaja
czas relaksacji protondbw W porownaniu do otaczajacych tkanek i stuza jako S$rodek
kontrastujacy. Ich przydatnosé¢ jako srodkow cieniujacych byta testowana in vitro oraz in vivo
we wczesnym wykrywaniu nowotwordow, znakowaniu komorek i obrazowaniu molekularnym

[40,41]. Ponadto znalazly zastosowanie w wizualizacji guzow i przerzutow w watrobie,
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$ledzionie i weztach chtonnych, w angiografii jako $rodka gromadzacego krew oraz
w wizualizacji zmian zapalnych, takich jak blaszki miazdzycowe [38]. Badania prowadzone na
myszach pokazuja, ze filtracja przez nerki 1 usuwanie wraz z moczem, stanowiag gtéwng droga
wydalania nanoczastek SPION z organizmu [42]. Nanoczastki te staly si¢ obiecujaca
alternatywa wzgledem stosowanych aktualnie $rodkow kontrastujacych, zawierajacych
substancje paramagnetyczne o zbyt stabych wlasciwosciach magnetycznych czy tez opartych
na zwigzkach toksycznego gadolinu, ktore mogg by¢ stosowane tylko u ograniczonej grupy
pacjentow ze wzgledu na powodowanie nefrogennego widknienia uktadowego [43]. Aktualnie
duza cz¢$¢ badan naukowych dotyczacych SPION jako $rodkéw kontrastujacych do MRI
skupia si¢ na projektowaniu odpowiednich pokry¢ w celu poprawy biokompatybilnosci lub
celowanego dostarczania kontrastow. Celem jest zmodyfikowanie powierzchni nanoczastek
m.in. peptydami, biatkami, przeciwciatami, grupami funkcyjnymi, weglowodanami,
aptamerami, RNA, DNA oraz polimerami, aby zwigkszy¢ specyficzne ukierunkowanie
np. na guzy nowotworowe [30].

Nanoczastki SPION sa w diagnostyce wykorzystywane nie tylko do obrazowania.
Ze wzgledu na ich zachowanie magnetyczne mozna je rowniez stosowa¢ do magnetycznego
sortowania komorek (MACS, ang. Magnetic Assisted Cell Sorting), standardowej metody
separacji niektérych populacji komoérek z zawiesin biologicznych. W MACS nanoczastki
magnetyczne sa sprz¢zone z odpowiednimi przeciwciatami, ktore wigzg si¢ ze specyficznymi
antygenami wyeksponowanymi na btonach komorek docelowych. Stosujac pole magnetyczne
mozna oddzieli¢ populacje komorek zwigzanych z nanoczastkami od niezwiazanej frakcji [16].
Metoda MACS jest szeroko stosowana w przedklinicznych i klinicznych badaniach nad
nowotworami, do sortowania biatych krwinek oraz komoérek macierzystych. Istotne znaczenie
SPION w magnetycznym sortowaniu komorek podkresla fakt, ze mozna je ukierunkowaé
na wylapywanie krazacych komoérek nowotworowych, ktére pojawiaja sie w krwi obwodowej
juz we wczesnym stadium ztosliwosci. Konwencjonalne techniki izolacji, oparte jedynie
na wiasciwosciach fizycznych takich jak rozmiar komorki, nie sa w stanie wykry¢ tych
komorek nowotworowych na tak wczesnym etapie. MACS zapewnia takze o wiele wyzsza
czuto$é, dzigki czemu jest skutecznym i niezawodnym narz¢dziem diagnostycznym [38].

Kolejnym diagnostycznym podejéciem sg biosensory oparte na magnetycznych
nanoczgstkach. Nanoczastki SPION sg w takich czujnikach sprze¢zone z ligandami, takimi jak
przeciwciala lub oligonukleotydy, ktére po zwigzaniu si¢ ze strong docelowa zaczynaja si¢
grupowac. Indukuje to spadek czasu relaksacji otaczajacych czasteczek wody, ktéry mozna
wykry¢ za pomocg NMR lub MRI [33]. Opracowano takie diagnostyczne systemy rezonansu
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magnetycznego do wykrywania kwaséw nukleinowych, bialek oraz patogenow
w nieoczyszczonych probkach biologicznych. Przetestowano je takze w wykrywaniu
biomarkerow nowotworowych, chordb sercowo-naczyniowych, proceséw zapalnych oraz
do identyfikacji pacjentdéw zagrozonych pekni¢ciem blaszki miazdzycowej. Biosensory oparte
na nanoczastkach SPION zapewniaja wysoka czuto$¢ przy niskich kosztach produkc;ji i tatwej
skalowalno$ci, co stanowi o ich duzej przydatnosci w diagnostyce [38].

Nanoczgstki SPION, dzigki stosunkowo tatwej funkcjonalizacji stanowig takze ogniwo
taczace rozne techniki badawcze. Pozwalaja na zastosowanie wigcej niz jednej metody
diagnostycznej po jednorazowym podaniu $rodka kontrastujacego na bazie SPION,
co zmniejsza dawke konieczng do diagnozy. Ponadto odpowiedni dobor dwoch technik
diagnostycznych taczonych przez nanoczastki SPION zwigcksza doktadnos$¢ badania przez
zrekompensowanie niedoskonatosci danej techniki zaletami innej. Przyktad moze stanowié
potaczenie metody MRI, ktora charakteryzuje si¢ niska czuloscig i wysoka rozdzielczo$cia
przestrzenng z technikami o lepszej czuto$ci i stabszej rozdzielczosci, takimi jak pozytonowa
tomografia emisyjna (PET, ang. Positron Emission Tomography), obrazowaniem fluorescencji
(FLI, ang. Fluorescence Imaging), obrazowaniem bioluminescencji (BLI, ang.
Bioluminescence Imaging) czy pozytonowa tomografig emisyjna (PET, ang. Positron Emission
Tomography) lub tomografig emisyjng pojedynczych fotonéw (SPECT, ang. Single-Photon
Emission Computed Tomography). W przypadku potaczenia MRI-FLI/BLI do nanoczastek
stanowigcych $rodek kontrastujacy przylaczane sa chemicznie lub adsorbowane sondy
fluorescencyjne. Powszechnie stosowane sa kropki kwantowe (CdSe/ZnS), barwniki (Cy5.5)
oraz domieszkowane nanoluminofory [44]. Jednoczesne wykorzystanie MRI-PET/SPECT
wymaga z kolei chemicznego przytaczenia radioizotopow do nanoczastek SPION. Najczgsciej
stosuje si¢ 8F, 84Cu, 12%| dla PET oraz ®™Tc, *In, 6’Ga dla SPECT [45]. Innym ciekawym
pofaczeniem, w ktorym nie ma potrzeby modyfikowania powierzchni nanoczastek, jest
skojarzenie techniki MRI i obrazowania ultradzwickami (USG, ang. UltraSonoGraphy).
Zastosowanie nanoczastek tlenku zelaza w USG przyczynito si¢ do powstania nowej techniki
jaka jest ultrasonografia z bodzcem magnetycznym (MMUS, ang. Magneto-Motive.
UltraSound). W MMUS skoncentrowane impulsowe pole magnetyczne o duzej intensywnosci
przyktadane do nanoczastek SPION indukuje ich ruch, ktory jest obserwowany za pomocg
USG. Potgczenie MMUS-USG lub MMUS-MRI pozwala zwizualizowaé SPION w badanej
strukturze anatomicznej i ma potencjal w obrazowaniu na poziomie komorkowym czy
molekularnym, $ledzeniu komoérek macierzystych, a takze w monitorowaniu dostarczania

lekow [46].
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Oproécz celow diagnostycznych nanoczastki SPION znalazty takze zastosowanie jako
srodki terapeutyczne i teranostyczne. Podawanie farmaceutykow klasycznymi drogami wigze
si¢ z wieloma ograniczeniami, takimi jak wystepowanie efektow ubocznych czy brak
efektywnosci zwigzany ze zbyt niskim stezeniem w leczonym miejscu. Powodem tego jest
ograniczona dyfuzja przez bariery biologiczne oraz stosunkowo staba specyficznos$¢ lekow
wzgledem miejsca dzialania. Alternatywa jest koncepcja kontrolowanego dostarczania lekow.
Polega ona na umieszczeniu farmaceutyku poprzez przylaczenie, zaadsorbowanie lub
zsolubizowanie wewnatrz no$nika, ktory dzieki swoim wtasciwosciom doprowadza i uwalnia
substancj¢ czynng w okreslonym miejscu w organizmie [47]. Wtasnie takim nosnikiem moga
by¢ nanoczastki SPION. Ich powierzchnia jest modyfikowana za pomoca substancji
leczniczych 1 okreslonych ugrupowan (przeciwciala, aptamery, peptydy itp.), ktoére zwigkszaja
selektywnos$¢ 1 zdolnos$¢ przenikania przez bariery biologiczne. Jedng z gldwnych zalet takiej
terapii jest kierowanie nosnika i wzrost lokalnej koncentracji leku, co znacznie wzmacnia jej
skutecznos$¢.

Nalezy zauwazy¢, ze rozne metody dostarczania terapeutycznych nanoczastek
magnetycznych mozna stosowac rownoczesnie, co poszerza mozliwo$ci substancji leczniczych
[13,38]. Powierzchnia moze by¢ takze modyfikowana za pomocg nieorganicznych powtok
takich, jak: zloto, krzemionka lub gadolin. Przyktadowo pokrycie nanoczastek warstwa ztota
(Au) zapewnia mozliwo$¢ osadzania monowarstw tioli zakonczonych kwasem
karboksylowym, co dodatkowo daje mozliwo$¢ funkcjonalizacji powierzchni za pomoca
interesujgcych  ligandow 1 zastosowanie w  kontrolowanym  dostarczaniu lekoéw
antynowotworowych [25,48]. Ztota otoczka chroni rdzen magnetyczny nanoczastek SPION
przed utlenianiem, korozja, agregacja 1 poprawia jego biokompatybilnos¢, a takze
antybakteryjnos¢ [49]. Ponadto na powloce ze zlota zachodza unikalne zjawiska
zlokalizowanego powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR) oraz wzmocnionego
powierzchniowo rozpraszania Ramana, ktore dodajg nanoczastkom SPION unikatowe
wlasciwosci optyczne [13]. Z kolei otoczka krzemionkowa na powierzchni SPION redukuje
toksycznos$¢ nanoczastek, zapobiega ich agregacji w cieczy i poprawia stabilno$¢ chemiczna,
co jest istotne w stosowaniu ich jako srodkéw terapeutycznych [50].

W ostatnim czasie wykazano takze, ze nanoczastki SPION majg zdolno$¢ zmieniania
polaryzacji makrofagow, w ktorych si¢ akumuluja. Makrofagi jako cze$¢ wrodzonego uktadu
odpornos$ciowego, odgrywaja wazng role w progresji nowotworu ztosliwego. Wykazano,
ze komorki nowotworowe sa w stanie przesunaé réznicowanie makrofagow w kierunku

fenotypu wspomagajacego wzrost guza. Po wystawieniu na dziatanie nanoczastek tlenku zelaza
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zaobserwowano przesuni¢cie polaryzacji makrofagéw w kierunku aktywnos$ci prozapalnej
I przeciwnowotworowej [38]. Innym terapeutycznym zastosowaniem nanoczastek SPION jest
inzynieria tkankowa, majaca na celu regeneracj¢ komorek 1 tkanek. Nanoczastki magnetyczne
wykorzystuje si¢ w niej w celu zwigkszenia ilosci komorek i ich gl¢bszego ulokowania
na rusztowaniach za pomoca magnesu, co ma wplyw na powstawanie tkanek [51]. Bardzo
popularne w ostatnim czasie jest rowniez zastosowanie nanoczgstek SPION w hipertermii
magnetycznej (MH, ang. Magnetic Hyperthermia). Ze wzglgdu na znaczgcg role tej metody
W niniejszej pracy, zagadnienie to zostanie szerzej omowione w rozdziale 2.1.3.

Wsrod zastosowan teranostycznych SPION sa rowniez bardzo szeroko wykorzystywane.
Dzigki modyfikacji powierzchni nanoczastek za pomoca aptamerow lub przeciwcial oraz
niezbednych lacznikow, mozliwe jest tworzenie takich potaczen technik diagnostycznych
i terapeutycznych, jak: MRI i chemioterapia, MH i tomografia komputerowa, MH
i kontrolowane dostarczanie lekéw, MRI i MH czy MH i chemioterapia/radioterapia.
Utworzenie zintegrowanego systemu terapeutycznego umozliwia zdiagnozowanie problemu,
wdrozenie ukierunkowanej terapii oraz monitorowanie odpowiedzi na leczenie. Przykladem
moze by¢ zastosowanie SPION jako $rodka kontrastujacego, majacego na celu $ledzenie reakcji

organizmu na dostarczony lek [13].

2.1.3. SPION w hipertermii magnetycznej

Wykorzystanie ciepla jako narzedzia terapeutycznego w onkologii sigga juz poczatkow
poprzedniego wieku [52]. Hipertermia jest rodzajem leczenia opartego na wzro$cie temperatury
w tkankach, prowadzgcym do $mierci lub dysfunkcji traktowanych w ten sposob komorek [53].
Hipertermia dzieli si¢ na trzy gtowne kategorie w zaleznosci od wielkosci leczonego regionu:
hipertermia catego ciata, regionalna (caty narzad) i lokalna [15]. Lokalne podniesienie
temperatury pozwala ograniczy¢ leczenie tylko do chorobowo zmienionych obszarow, co jest
szczeg6lnie wazne w przypadku leczenia przeciwnowotworowego. Konwencjonalne terapie
(np. chemioterapia, radioterapia) sa cz¢sto zwigzane z uszkodzeniami, jakie powoduja one
w zdrowych tkankach 1 moga inicjowa¢ dtugotrwate dzialania niepozadane. Stad miejscowe
i odpowiednio zlokalizowane podnoszenie temperatury jest jednym z gtdéwnych wyzwan, jakie
nalezy podja¢ w terapii metodg MH [53-55]. Skutecznym rozwigzaniem jest podejScie oparte
na potaczeniu oscylujacego pola magnetycznego 1 nanoczastek magnetycznych, zwykle
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza i nanoferrytow [56,57]. Wystawienie

nanoczgstek magnetycznych rozproszonych w danym osrodku na zmienne pole magnetyczne
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powoduje lokalne podniesienie temperatury osiggnicte przez konwersj¢ energii oscylacji

nanoczastek (Rys. 5) [55].
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Rys. 5. Schematyczne przedstawienie zasady dziatania hipertermii magnetycznej (MH) z
zastosowaniem nanoczgstek SPION (adaptacja na podstawie Latorre, 2009).
Relaksacja nanoczastki i wytworzenie ciepta moze nastgpowaé na dwa sposoby: poprzez
fizyczng rotacje calej nanoczastki (relaksacja Browna) lub przez zmiane kierunku
namagnesowania Wewnatrz nanoczastki, bez jej fizycznego obrotu (relaksacja Néela).
Efektywny czas relaksacji (czas reakcji pewnej objetosci nanoczastek na zmiang pola
magnetycznego) jest zdominowany przez krétszy z czasow dwoch powyzszych relaksacji, przy
czym relaksacja Browna dominuje przy wigkszych czastkach (powyzej kilkunastu
nanometréw), a Néela przy matych czastkach (ponizej kilkunastu nanometrow). Relaksacja
Browna zalezy silnie od wlasciwosci cieczy, w ktorej zawieszone sg nanoczastki, natomiast
relaksacja Néela jest bardziej zwigzana z wlasciwos$ciami magnetycznymi nanoczastki [15].
Parametrem charakterystycznym dla MH jest wspotczynnik absorpcji swoistej (SAR, ang.
Specific Absorption Rate). Okre$la on ilosciowo zdolnos¢ koloidow magnetycznych

do pochtaniania energii ze zmiennego pola magnetycznego i mozna go opisa¢ rownaniem (4):

SAR=c-&. 1 4)

At mmpmag

gdzie: C to pojemnos¢ cieplna osrodka (dla wody C = 4,189 g_]—K), T—temperatura [K],

. . AT . . .
t—czas [S], Mmag—masa zelaza w probce. Czion ¢ Wyznacza sig poprzez dopasowanie prostej

do poczatkowego prostoliniowego fragmentu wykresu zalezno$ci temperatury od czasu
i odczytanie wspotczynnika nachylenia tej prostej. Eksperymentalnie okre§lone warto§ci SAR
wykazuja silng zalezno$¢ od rodzaju probki, jednak inne parametry otoczenia, takie jak lepkos¢,
ciepto wlasciwe, przewodno$¢ cieplna moga rowniez znaczaco wptywac na efektywny wzrost
temperatury [58,59]. Zalezno$¢ od zastosowanego pola magnetycznego i jego czgstotliwosci
stanowi pewne ograniczenie w wykorzystaniu parametru SAR, ze wzgledu na trudnosé

w poréwnaniu z wynikami innych grup badawczych [60]. Aby unikna¢ tego ograniczenia
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mozna wyznaczy¢ parametr ILP (ang. Intrinsic Loss Power), ktory uwzglednia nate¢zenie

i czestotliwo$¢ pola magnetycznego. Jego wartos¢ oblicza si¢ korzystajac z rownania (5):

— SAR 5
ILP == ()

gdzie: H — natezenie pola magnetycznego, f — czestotliwos$¢ pola magnetycznego.

Obecnie wiadomo, ze zdrowe komorki sg w stanie przetrwac¢ temperaturg nawet do 42°C.
Komorki nowotworowe natomiast, z powodu nieefektywnego przeptywu krwi i transportu tlenu
przez nowo utworzone niedojrzale naczynia krwiono$ne w obrgbie nowotwordéw, znajduja si¢
w srodowisku kwasowym i pozbawionym skladnikéw odzywczych, ktore nadaje im wigksza
wrazliwos$¢ termiczng. Istotne jest wiec to, ze komorki nowotworowe sg bardziej wrazliwe na
podwyzszenie temperatury niz komoérki zdrowe [61]. Biologiczne skutki MH moga by¢
dwojakie: uwrazliwienie komérek nowotworowych na promieniowanie (kwasowe srodowisko
sprawia, ze komorki nowotworowe sg bardziej niz zdrowe odporne na promieniowanie) lub
bezposredni efekt cytotoksyczny [55,62]. Optymalny zakres temperatury stosowanej w MH
wynosi ok. 41-46°C, poniewaz ogrzewanie powyzej ok. 48°C, powodujgce martwicg komorek,
moze wigzac si¢ z ryzykiem uwolnienia toksyn z uszkodzonego guza. Zwigkszenie temperatury
powyzej 41°C dodatkowo uszkadza naczynia krwiono$ne i zmniejsza przeplyw krwi
powodujac tym samym lokalne niedotlenienia i zakwaszenie guza, co w efekcie moze
prowadzi¢ do jego martwicy [56,63].

Istotng zaleta MH jest to, ze pole magnetyczne, bedace bodzcem wzbudzajagcym
wydzielanie ciepla, jest sterowane zdalnie i dziata bezkontaktowo (przenika przez tkanki).
Dzigki temu MH jest interesujacym zabiegiem, mogacym wyeliminowa¢ niedostepne, glebokie
guzy, ktorych czgsto nie mozna leczy¢ chirurgicznie. Ponadto ogrzewanie komorek
nowotworowych jest od wielu lat dobrze znane jako terapia skojarzona z radio- i chemioterapia
[55]. Badania eksperymentalne dotyczace MH sg obecnie ukierunkowane na znalezienie takich
magnetycznych nanoczastek oraz parametrow pola magnetycznego, ktore powodowatyby
najwydajniejszy proces ogrzewania. Umozliwialoby to wprowadzanie do organizmu
najmniejszej] mozliwej dawki nanoczastek. Istnieje wiele doniesien literaturowych o réznych
zawiesinach SPION stosowanych w MH. Powstat nawet komercyjny $rodek oparty
na nanoczastkach magnetycznych NanoTherm™, ktory jest stosowany w leczeniu
nowotworow mozgu w Unii Europejskiej od 2011 roku, a w Polsce dopiero od roku 2019 i jest
dostepny tylko w Szpitalu Klinicznym w Lublinie [64]. Badania z uzyciem tego srodka wydaja
si¢ zachecajace, jednakze dawka wymagana do osiggnigcia efektu terapeutycznego jest

stosunkowo wysoka (112 mg/ml) [37]. W literaturze spotyka si¢ zwykle nizsze st¢zenia,
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mieszczace si¢ w zakresie od 2,0 do 20,0 mg/ml [18,55,65-68], jednak niektorzy autorzy
sugeruja konieczno$¢ dalszego obnizania stezen w takich zastosowaniach biologicznych
[56,69-72]. Sktad SPION mozna modyfikowa¢ przez domieszkowanie réznymi metalami
(Mn, Ni, Co, Zn), co prowadzi do powstawania nanoferrytow, ktore mogg wykazywacé lepsze
wlasciwosci magnetyczne w celu wydajniejszego ogrzewania w MH. Na szczeg6lng uwage
zastuguja tutaj nanoczastki, ktorych struktura zostata zmodyfikowana cynkiem, ze wzgledu na
jego biokompatybilno$¢ i endogennos¢ [71]. Cynk jest pierwiastkiem $ladowym obecnym
w organizmie czlowieka w ilosci 2-3 g, a jego toksyczna dawka jest stosunkowo wysoka
(do 450 mg/dzien) [73]. Ze wzglgdu na to, ze SAR i efektywny wzrost temperatury zalezg silnie
takze od lepkosci cieczy, ciepta wiasciwego, przewodno$ci cieplnej, ale takze sily
oddziatywania nanoczastek z czasteczkami rozpuszczalnika, nie tylko domieszkowanie
nanoczgstek, ale réwniez funkcjonalizacja ich powierzchni przy uzyciu np. otoczki
polimerowej powinna by¢ stosowana, aby zwickszy¢ efektywnosé MH [59]. Silnie solwatowa
powloka oddziatujaca z czasteczkami rozpuszczalnika, moze znaczaco zwigkszy¢ tarcie
pomiedzy oscylujagcymi nanoczastkami, a tym samym zwiekszy¢ temperature generowang pod
wplywem zewngtrznego pola magnetycznego. MH dzigki nanoczastkom SPION, moze by¢
takze wykorzystywana w potaczeniu z kontrolowanym dostarczaniem lekoéw, gdzie dziatajac
zewnetrznym polem magnetycznym mozna np. podgrza¢ nanoczastki znajdujace si¢ w otoczce
leku i uwolni¢ substancje aktywna. Mozna wigc wnioskowac, ze MH z wykorzystaniem

nanoczastek SPION jest bardzo obiecujaca technikg zarowno terapeutyczng jak i teranostyczna.

2.2, Cienkie warstwy polimerowe na powierzchni

Szeroko zakrojone badania w dziedzinie nauk o powierzchni umozliwity projektowanie
I opracowywanie cienkich warstw oraz powlok funkcjonalnych o wlasciwosciach
dostosowanych do pozadanych zastosowan [74]. Takie cienkie warstwy mozna opisaé jako
warstwy materiatu nieorganicznego lub organicznego o grubosci od jednego nanometra do
kilku mikrometréw, ktorych jeden wymiar jest znacznie mniejszy niz pozostale dwa wymiary.
Cienkie filmy moga sktada¢ si¢ z pojedynczej warstwy Czasteczek lub stanowi¢ strukture
wielowarstwowa i mozna je osadza¢ na réznorodnych rodzajach i ksztaltach podtozy. Badania
cienkich warstw doprowadzity bezposrednio lub posrednio do rozwoju wielu nowych obszarow
badan w fizyce i chemii ciata stalego, w tym inZynierii powierzchni, ktére opieraja si¢
na zjawiskach charakterystycznych dla grubo$ci, geometrii 1 struktury bardzo cienkiego filmu
[75]. Inzynieria powierzchni obejmuje zmiang whasciwosci powierzchni materiatow, a takze

dodanie nowych wielofunkcyjnych wilasciwos$ci powierzchni, m.in.: katalitycznych,
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elektrycznych, optycznych, termicznych, chemicznych czy biologicznych. Istnieje wiele metod
otrzymywania cienkich warstw, a wsérod nich mozna wyrdznié¢: metode pokrywania wirowego
,,Spin-coating ”, metode zanurzania ,,dip-coating”, chemiczng (CVD, ang. Chemical Vapour
Deposition) lub fizyczng (PVD, ang. Physical Vapour Deposition) depozycj¢ z fazy gazowej,
samoorganizujace si¢ monowarstwy (SAM, ang. Self-Assembled Monolayer), metode ,,warstwa
po warstwie” (LbL, ang. Layer-by-Layer) oraz szczepienie z powierzchni szczotek
polimerowych [76]. Cienkie filmy znalazty bardzo szerokie zastosowanie, m.in.: w kontroli
tarcia (smary) [77], elementach elektronicznych [78], powlokach z barierg termiczng [79],
zapewnianiu odpornos$ci na zuzycie i korozj¢ oraz wielu innych [74]. Jednak najbardziej
interesujacym z perspektywy badan zawartyCh w niniejszej pracy obszarem zastosowan jest
biomedycyna, w ktorej zastosowano cienkie warstwy w bioimplantach, otoczkach do
kontrolowanego dostarczania lekow, hodowlach komoérkowych, czy w powtokach
przeciwdrobnoustrojowych [74,80]. Ze wzgledu na ogromng roéznorodno$¢ stosowania
cienkich filmow, ten rozdziat koncentruje si¢ wytacznie na polimerowych cienkich warstwach.
Do gtownych przyktadow cienkich filmoéw polimerowych mozna zaliczy¢: szczotki
polimerowe szczepione z powierzchni, warstwy LbL, filmy na powierzchni czgstek
funkcjonalnych (nanoczastki, micele), warstwy z kopolimeréow blokowych lub usieciowanych
polimerow, warstwy w formie membran oraz filmy hybrydowe taczace polimery i materiaty

nieorganiczne (Rys. 6) [81].

e 4l

szczotki szczotki warstwy LbL filmy hybrydowe
homopolimerowe kopolimerowe
Pyt
seper EEE2
: cienkie filmy
filmy na czastkach cienkie warstwy polimeréw membrany
funkcjonalnych kopolimerow blokowych usieciowanych

Rys. 6. Najpopularniejsze formy cienkich warstw polimerowych na powierzchni
(adaptacja na podstawie Tokarev, 2009).

2.2.1. Filmy polimerowe uzyskiwane metoda ,,warstwa po warstwie” (LbL)

Jedna z najprostszych i zarazem najpowszechniej stosowanych metod tworzenia cienkich
filmow jest metoda ,,warstwa po warstwie”, czyli sekwencyjna adsorpcja natadowanych

substancji na granicy faz ciato state-roztwor [82]. Metoda ta zyskata popularno$é po tym, jak
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zostala szczegotowo opisana w latach 90. ubiegtego wieku przez Dechera [83,84]. Tworzenie
filmow LbL obejmuje naprzemienng adsorpcj¢ oddziatujacych ze sobg makroczgsteczek
(najczesciej o przeciwnym tadunku) prowadzaca do wytworzenia wielowarstwowych filmow.
W typowej procedurze stale podtoze (o dowolnym ksztalcie) zanurza si¢ na kilka lub
kilkadziesigt minut w wodnym roztworze polielektrolitu, a nastgpnie sptukuje w celu usunigcia
stabo zaadsorbowanych czasteczek. Nastepnie podlozone z naniesiong pierwsza warstwa
polimeru jest zanurzane w roztworze przeciwnie natadowanego polielektrolitu, co powoduje
jego adsorpcje oraz powstanie fadunku powierzchniowego o przeciwnym znaku. Proces mozna
naprzemiennie powtarzaé, az do uzyskania pozadanej grubosci filmu (Rys. 7) [85]. Poza
zanurzaniem w roztworze, cienkie warstwy LbL mozna rowniez tworzy¢ poprzez spryskiwanie
powierzchni adsorbentu oraz technikg ,,spin-assisted ”, ktora polega na nanoszeniu cienkiej
warstwy roztworu substancji adsorbujacej na plaska, wirujaca dookota wlasnej osi z okreslong

szybkoscig powierzchni¢ adsorbentu.
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powierzchnia sferyczna

Rys. 7. Schemat nanoszenia warstw polimerow w metodzie LbL na powierzchni plaskiej (@)
i sferycznej (b) (adaptacja na podstawie Akiba, 2017).

Chociaz obecnie wigkszo§¢ filmow LbL jest wytwarzana przy uzyciu oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy poszczegdlnymi warstwami, nie jest to warunek konieczny.
Istnieje wiele innych oddzialywan, ktoére z powodzeniem zastosowano do osadzania warstw
LbL, m.in.: oddzialywanie donor-akceptor, wigzania wodorowe, cykle adsorpcji i suszenia,
wigzania kowalencyjne, tworzenie stereokomplekséw lub specyficzne rozpoznawanie [86].
Metoda LbL umozliwia tworzenie warstw o kontrolowalnych witasciwosciach 1 funkcjach,
bedac jednoczesnie metoda prosta, niedroga, bardzo precyzyjna w zakresie kontroli grubosci

1 pozwalajaca na korzystanie z szerokiego wachlarza substratow. Odpowiedni dobor
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naktadanych substancji pozwala bezposrednio nadawac powierzchni pozadang funkcjonalno$¢.
Zaleta techniki LbL jest rowniez to, ze filmy mozna osadza¢ na réznych statych podtozach,
niezaleznie od rodzaju, rozmiaru oraz topologii substratu, m.in. na: metalach, szkle, ceramice
1 probkach biologicznych. Ponadto grubos¢ powtoki mozna regulowa¢ z nanometryczng
doktadnoscig poprzez zmiang liczby osadzonych warstw [85].

Istnieje wiele czynnikow, ktore wptywaja na proces tworzenia si¢ filmow LbL. Naleza
do nich miedzy innymi gestos¢ tadunku na czasteczce polielektrolitu, ktora musi kompensowaé
tadunki warstw poprzednich oraz zapewni¢ wystarczajace oddzialywania do utworzenia
kolejnych multiwarstw [87]. Istotna jest réwniez gigtko$¢ czasteczki, odpowiadajaca
za tworzenie si¢ splatan tancuchow polimerowych, taczacych warstwy w filmie. Kolejnym
parametrem jest zmiana pH, ktora powoduje protonacj¢ lub deprotonacj¢ grup jonowych. Zbyt
mata ilo§¢ grup jonowych implikuje niewielka gestos¢ tadunku, a zbyt duza jonizacja
polielektrolitu powoduje rozprostowanie tancucha i zmiang¢ konformacji (rozciagnigcie
tancucha), co zmniejsza grubos¢ i szorstkos¢ powstajacych filmoéw. Zmiana pH reguluje takze
przepuszczalnos$¢ filmow polielektrolitowych, gdyz moze ostabia¢ wigzania miedzy warstwami
poprzez zmiang Stopnia dysocjacji i ufatwia¢ migracje substancji aktywnych. Innym
czynnikiem jest sita jonowa, ktorej wplyw na elektrostatyczne oddziatywania moze zmieniaé
konformacje tancuchéw i jednoczesnie grubos$é warstwy. Dodatek soli powoduje takze spadek

lepkosci elektrolitu [88].

2.2.1.1. Polielektrolity stosowane w metodzie LbL

Cienkie warstwy polielektrolitowe stanowig prosty i wydajny sposoéb modyfikowania
i funkcjonalizacji réznych powierzchni. Rodzaj polielektrolitu stosowanego w metodzie LbL
decyduje 0 wilasciwosciach filmu, dlatego jego wybor stanowi istotny element tej techniki.
Polielektrolity sg to polimery jonowe, w ktorych dostatecznie duza liczba merow zawiera grupy
jonowe lub grupy posiadajace zdolno$¢ jonizacji [89]. Moga by¢ zwigzkami naturalnymi jak
rébwniez syntetycznymi zbudowanymi z makroczasteczek o duzej ilosci tadunkéw grup
jonowych (w tancuchu glownym lub grupach bocznych) oraz odpowiednich przeciwjondéw,
zapewniajacych elektroobojetnos¢ uktadu. Wsrdd polielektrolitow, uwzgledniajac rodzaj grup
jonowych, wyrdézniamy trzy podstawowe grupy: polielektrolity kationowe, polielektrolity
anionowe oraz poliamfolity. Polikationy to polimery zbudowane z dodatnio natadowanych
merow i rownowaznej ilosci anionow w roli przeciwjonow. Polianiony natomiast to polimery
zbudowane z ujemnie naladowanych meréw 1 réwnowaznej ilosci kationdw jako

przeciwjondéw. Ostatnim wymienionym rodzajem polielektrolitow sg poliamfolity, ktore
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sktadaja si¢ z makroczasteczek zawierajacych zaré6wno grupy anionowe jak i kationowe.
W tworzeniu filméw LbL najczesciej stosowane sa polielektrolity syntetyczne takie jak:
polietylenoimina (PEI), poli(chlorek diallilodimetyloamoniowy) (PDADMAC), poli-L-lizyna
(PLL), polistyrenosulfonian sodu (PSS) i kwas poliakrylowy (PAA), a takze polimery
pochodzenia naturalnego np. chitozan (Ch), kwas hialuronowy (HA) i alginian (ALG) [90].
PEI to staby polikation, ktory wystepuje w postaci liniowej, gdzie tancuch zawiera
drugorzedowe atomy azotu oraz rozgalezionej, w ktorej tancuch posiada w strukturze
pierwszo-, drugo- i trzeciorzgdowe atomy azotu. Wykazuje on silne mozliwosci
kompleksowania materialu genetycznego oraz wyjatkowe zdolnosci transfekcyjne. Jest
stosowany w produkcji papieru i plyt pilsniowych, procesie galwanizacji cynku i kadmu,
oczyszczaniu wody z metali cigzkich, a takze w produkcji wegla. PEl znalazt réwniez
zastosowanie w badaniach dotyczacych terapii genowej, jednak cytotoksycznos¢ w badaniach
in vitro jest przeszkodg w stosowaniu go w badaniach klinicznych [91]. Do grupy dodatnio
natadowanych polielektrolitoéw nalezy takze PDADMAC, ktory jest szeroko stosowany jako
flokulant. W potaczeniu z mezoporowatg krzemionka tworzy elastyczny system no$nikow do
kontrolowanego dostarczania lekow [92]. Ponadto moze by¢ wykorzystywany w czujnikach
chemicznych i bioczujnikach. Innym stabym polikationem jest PLL, ktora posiada dodatnio
naladowany tancuch aminokwasowy, ktéry ma jeden bromowodorek na jednostke lizyny,
zapewniajacy rozpuszczalno$¢ w wodzie. PLL jest szeroko stosowana jako cienka powloka
zwigkszajaca adhezjg, rozprzestrzenianie si¢ oraz proliferacj¢ komorek na réznych
powierzchniach. Zostala wykorzystana do hodowli szerokiej gamy typéw komorek [93].
W podobnej roli wykorzystuje si¢ polianionowy ALG, ktory jest liniowym polisacharydem
pochodzacym z brazowych alg lub bakterii [91]. Innymi anionowymi polielektrolitami sag PSS
oraz PAA, posiadajace szereg tadunkow ujemnych wzdtuz tancucha gtownego. Oba te polimery
cechuje duza odporno$¢ na degradacje fizyczna, biologiczng i chemiczng w warunkach in vivo.
Dzigki czemu moga by¢ bardziej efektywnymi stabilizatorami zapobiegajacymi agregacji
nanoczastek oraz nosnikami lekow [94]. Oprocz ALG wsrdd polielektrolitow pochodzenia
naturalnego mozemy wyrdzni¢ takze HA, ktory jest anionowym polisacharydem. Wystepuje
naturalnie w organizmie, m.in. w: tkankach tgcznych, ciele szklistym oka, mazi stawowej,
skorze, chrzastce i aorcie [95]. Cechuje si¢ korzystnymi wiasciwos$ciami fizykochemicznymi
oraz biokompatybilno$cig, a takze peini funkcje organizujaco stabilizujgce biatek w niektorych
tkankach. Dzigki temu znalazt zastosowanie w kontrolowanym dostarczaniu lekéw oraz
inzynierii tkankowej [96]. Ostatnim z wymienionych polielektrolitéw pochodzenia naturalnego

jest Ch, ktory wyrdznia si¢ sposrdd innych, naturalnie wystepujacych polisacharydow,

37



kationowym charakterem w lekko kwasnym srodowisku. Jest nietoksyczny i biokompatybilny,
CO sprawia, ze jest szeroko stosowany w biomedycynie. Jako polikation moze z powodzeniem
by¢ taczony z polianionami w metodzie LbL, co prowadzi do powstania cienkich
wielowarstwowych filméw. Te z kolei moga zosta¢ wykorzystane w inzynierii tkankowej,
dostarczaniu lekéw lub sztuczne matryce nasladujace mikrosrodowisko pozakomorkowe [97].
Ch jest takze doskonalym stabilizatorem, jednak temat ten zostanie szerzej rozwinigty

w rozdziale 2.3.1.

2.2.1.2. Zastosowania filmow polimerowych otrzymywanych metoda LbL

Cienkie warstwy, ktorych wytwarzanie bazuje na metodzie LbL, charakteryzuja si¢
wicloma zaletami, takimi jak: fatwo$¢ i niski koszt otrzymywania, wysoka trwato$¢ oraz
odpornos$¢ na dziatanie rozpuszczalnikéw wodnych i1 organicznych, elastycznos¢, a takze
réznorodno$¢ podtozy i substratow, ktére mozna w tej metodzie wykorzystaé. Te wlasciwosci
w polaczeniu z czynnikami umozliwiajagcymi Sterowanie reakcjg warstw polielektrolitow
sprawiaja, ze filmy LbL sg niezwykle wszechstronng formg cienkich powtok polimerowych.
Znalazty one zastosowanie zarowno w przemysle jak i w aplikacjach biomedycznych. Precyzja
filméw LbL w taczeniu polimeréw i réoznych czastek, takich jak DNA, nanoczastki, kropki
kwantowe lub czasteczki funkcjonalne, umozliwia wykorzystanie ich w urzadzeniach
elektronicznych, inteligentnych  powierzchniach  (przetaczalnych, antyrefleksyjnych,
antystatycznych), ogniwach stonecznych czy membranach o kontrolowanej przepuszczalnosci.
Innym powszechnym zastosowaniem warstw LbL sg rowniez powtoki ochronne. Stosuje si¢ je
przyktadowo w farbach antykorozyjnych, powlokach antygraffiti oraz powlokach
samonaprawiajacych si¢ [98]. Jednak najbardziej interesujace z perspektywy przedstawionych
badan zastosowania cienkich warstw polimerowych LbL, mozna znalezé w biologii i
biomedycynie.

Wyjatkowos¢ filmoéw LbL do zastosowan biomedycznych wynika gtownie z mozliwosci
budowania w kontrolowany sposob multiwarstwowych stabilnych cienkich warstw. Dzigki
temu z powodzeniem wykorzystuje si¢ je w badaniach nad kontrolowanym uwalnianiem lekow.
Glownym problemem w tworzeniu nosnikow do kontrolowanego uwalniania lekéw jest
efektywnos¢ wprowadzania leku, poniewaz duza czgs$¢ czasteczek terapeutycznych zostaje na
powierzchni no$nika i powoduje, czesto opisywany w literaturze, gwattowny wyrzut leku na
poczatku (ang. burst release), a dopiero pdézniej nastepuje kontrolowane uwalnianie leku
znajdujgcego si¢ wewnatrz nosnika. Cienkie warstwy LbL wykorzystujg lek jako jedng

z warstw w filmie, stabilizowang elektrostatycznie, wigzaniami wodorowymi lub kombinacja
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tych oddzialywan. Daje to mozliwos¢ wprowadzenia duzych stezen lekéw o duzej gestosci bez
probleméw ze stabilno$cig. Dodatkowo mozliwe jest umieszczenie nawet kilku lekow,
o roznych profilach uwalniania, w podzielonych na segmenty regionach filmu LbL, co pozwala
na ich sekwencyjne uwalnianie lub zalezne od czasu dostarczanie etapowe. Inng korzyscia jest
réwniez mozliwos$¢ stworzenia réznych trybow uwalniania leku stosujac $rodki pasywnej

I aktywnej destabilizacji, pecznienia i degradacji filmu LbL (Rys. 8) [98].
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Rys. 8. Mechanizmy uwalniania lekow z czulych i nieczutych na bodzce cienkich warstw
polimerowych wytworzonych metodg LbL (adaptacja na podstawie Alkekhia, 2020).
Jednym z lekow, ktorego dostarczanie jest problematyczne ze wzgledu na szybkie
eliminowanie z organizmu po doustnym podaniu, jest gentamycyna. Jest to lek
przeciwbakteryjny, powszechnie stosowany w szpitalach na zakazenia skory, kosci i tkanek
miegkkich. Lek ten jest rowniez wprowadzany do cementu kostnego jako pokrycie implantow
ortopedycznych w celu zapobiegania infekcjom. Ograniczeniem jest tutaj stezenie leku, gdyz
gentamycyna moze by¢ wprowadzana do cementu kostnego w niewielkich stezeniach aby nie
zaburza¢ integralnosci cementu, w zwigzku z czym nie jest mozliwe wyleczenie juz istniejgcej
infekcji, a jedynie jej zapobieganie [99]. Bezposrednie warstwowanie dodatnio natadowane;
czasteczki leku siarczanu gentamycyny naprzemiennie z ujemnie natadowanymi
polielektrolitami w metodzie LbL pozwala na wytworzenie cienkich warstw uwalniajacych
gentamycyne 0 grubosci mikrometrycznej przy jednoczesnym zapewnieniu jednolitej powtoki
na implantach ortopedycznych, szwach czy implantach sercowo-naczyniowych [100].

Innym podejsciem w przypadku lekow nie obdarzonych fadunkiem i hydrofobowych jest
stosowanie policyklodekstryn do izolowania leku (najczesciej przeciwzapalnego lub

antybiotyku), a nastepnie umieszczenie takiego nosnika w wielowarstwowym cienkim filmie.
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Uwalnianie leku w takich warstwach LbL jest liniowe, bez poczatkowego gwattownego
wyrzutu leku. Mozliwa jest rowniez kombinacja obu powyzszych podej$¢é poprzez potaczenie
bezposredniego wprowadzenia jednego leku z zastosowaniem no$nika dla innego leku i
rowniez wprowadzeniem go do filmu LbL [98]. Kolejnym przyktadem moze by¢
wykorzystanie filméw LbL do uwalniania lekow za pomoca pH przy wykorzystaniu miceli lub
liposomow jako no$nikdéw. Tworzy si¢ filmy skladajace si¢ z naprzemiennie zatadowanych
lekiem miceli zbudowanych z blokowych polimerdéw (np. polikaprolaktonu (PCL), poli(tlenku
etylenu) (PEG) i PAA), ktore w niskim pH majg grubo$¢ w skali mikrometrycznej i tworza
spojne powloki. Gdy jednak podda si¢ je dzialaniu roztworu o pH réwnym ok. 7,4, to grupy
kwasowe staja si¢ wysoce naladowane, co powoduje zerwanie wigzan wodorowych
i elektrostatyczne odpychanie implikujace szybkie rozktadanie si¢ filmu i uwolnienie
zawarto$ci. Takie podejscie moze by¢ przydatne w szybkim dostarczaniu lekow do rany lub
uwalniania substancji leczniczych w miejscach, w ktérych trudno je utrzymac przez dtuzszy
czas (np. jezyk lub policzek) [101].

Oprocz dostarczania lekow, cienkie polimerowe warstwy otrzymywane metodg LbL
sg szeroko wykorzystywane w medycynie regeneracyjnej i inzynierii tkankowej. Pozwalaja
opracowywa¢ funkcjonalne biomaterialy, ktore nasladuja srodowisko in vivo, stanowigc
rusztowania i czasteczki sygnalizacyjne dla komorek zachowujgc aktywno$¢ wrazliwych
biomolekut, pokonujac wiele wyzwan przed ktoérymi stoi dostarczanie szczepionek do komorek
prezentujacych antygen, a takze wptywajac na mikrobiom [90]. W przypadku wielu implantow
medycznych kluczowg kwestig jest promowanie adhezji komorek i1 integracji tkanek przy
jednoczesnym zapobieganiu przylegania bakterii. Problem ten zyskat miano ,,wyscigu na
powierzchni¢”, a naukowcy probuja go rozwigza¢ na wiele sposobow. Cienkie warstwy
wykorzystano w takich badaniach przyktadowo naktadajac czute na pH i hialuronidazg filmy
polimerowe metoda LbL na tytanowe nanorurki wypetnione biatkiem morfogenetycznym kosci
(BMP-2). Tak zaprojektowane powtoki skutecznie zmniejszyly przyczepnosé i wzrost bakterii
przy jednoczesnym promowaniu roznicowania osteoblastow in vitro [102].

Rowniez dostarczanie komodrek do przeszczepu, terapii komoérkowej 1 inZynierii
tkankowej generuje mozliwo$¢ zastosowania cienkich multiwarstw LbL. W hodowlach
komorkowych stosuje si¢ nos$niki (rusztowania, pgcherzyki), ktore wspomagaja przezywanie
komorek, ich wzrost oraz potencjalne réznicowanie. Dzigki wytwarzaniu cienkich warstw
taczacych BMP-2 na przemian z siarczanem chondroityny (komponentem tkanki chrzestnej)
oraz degradowalnym polikationem PBAE (poli(f-amino ester)), mozliwe jest dostarczanie

BMP-2 w kontrolowany sposob, uzalezniony od ilo$ci warstw i wspomaganie wzrostu komorek
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[103]. Z kolei poprzez warstwowe powlekanie osteokondukcyjnych kompozytowych
rusztowan z PCL i trojfosforanu wapnia za pomoca BMP-2 zawierajacego warstwy LbL mozna
stworzy¢ matryce do inzynierii tkankowej. Po wszczepieniu takich rusztowan w obszary
migsniowe U szczurdw, wokot rusztowania formuje si¢ kos¢, ktéra powstaje w wyniku
,rekrutowania” przez BMP-2 komorek macierzystych ze szpiku kostnego do miejsca
implantacji, indukowania ich ré6znicowania do komorek kosciotworczych oraz ich proliferacji
[104]. Pokrycia LbL w formie cienkich warstw wspomnianej wczesniej PLL stosuje si¢ rowniez
w pokrywaniu ptytek wielodotkowych do hodowli komoérkowych oraz podtozy w celu

poprawienia adhezji komoérek [93].
2.2.2. Szczotki polimerowe

Wsrod cienkich warstw polimerowych na szczeg6lng uwage, ze wzgledu na unikalne
wlasciwosci, zastuguja szczotki polimerowe, ktorych grubos¢ siega od Kilku nanometréw do
kilku mikrometréow. Ogolnie przyjeta definicja opisuje szczotke polimerowa jako uktad
sktadajacy si¢ z tancuchoéw polimerowych, rozciggnietych w kierunku prostopadtym do
podtoza i zwigzanych jednym koncem z podtozem, przy czym odlegtosci pomigdzy miejscami
naszczepien tych tancuchéw (d) sg mniejsze niz S$rednice kigbkow statystycznych
przyjmowanych przez te makroczasteczki w roztworze (h), a takze mniejsze niz wysokosc¢
rozprostowanego tancucha polimerowego (H). Naszczepienie tancuchow na powierzchnie¢
powoduje ich rozprostowanie, dzieki czemu w danym rozpuszczalniku wysoko$¢ szczotki (H)
jest wieksza niz S$rednica klebkow statystycznych przyjmowanych przez nieszczepione
tancuchy (h) tego samego polimeru w tym samym rozpuszczalniku. Poréwnanie wszystkich

tych wielko$ci przedstawiono na Rys. 9.

Rys. 9. Schemat szczotki polimerowej z zaznaczong wysokoscig szczotki (H), odlegloscig
pomiedzy punktami szczepienia (d) oraz Srednicq kigbka statystycznego W roztworze (h)
(Zrodto: opracowanie wlasne).
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Cienkie warstwy zlozone ze szczotek polimerowych rozciagajacych si¢ wzdhuz kierunku
prostopadtego do powierzchni szczepionej, moga wykazywaé wlasciwosci odmienne od tych
charakterystycznych dla tancuchow w roztworze, czy tez w klasycznym filmie polimerowym.
Bliskie sgsiadowanie naszczepionych tancuchéw wplywa na ich rozcigganie majace na celu
unikanie zajmowania tej samej przestrzeni co sgsiednie lancuchy. Stopien rozciaggnigcia
konformacji tancucha jest uzalezniony gtownie 0d gestosci naszczepienia tancuchéw na
podtoze [105,106]. Szczotki polimerowe mozna przytwierdzi¢ do powierzchni bardzo wielu
materiatdow o r6znorodnych ksztattach. Wsrod ptaskich powierzchni, do naszczepienia szczotek
polimerowych wykorzystuje si¢ podtoza wykonane m.in. z: krzemu [107], tlenku glinu [108],
ztota [109], grafenu [110], tytanu [111], a takze filméw polimerowych [112]. Coraz wigksza
popularno$¢ w ostatnich latach zyskuje takze naszczepianie szczotek polimerowych na
powierzchnie sferyczne takie, jak nanoczastki metaliczne [113] i nanoczastki krzemionkowe
[114], ale tez materialy o innych ksztaltach, m.in.: widkna celulozowe [115], nanorurki
weglowe [116], tancuchy polimerowe [117], biwarstwy lipidowe [118], biatka oraz
mikroorganizmy [119].

Szczotki polimerowe mozna podzielic na kilka grup uwzgledniajac ich strukture,
warunkowang w duzej mierze przez gegsto$¢ naszczepienia, a takze typ materialu z jakiego
zostaly zsyntezowane. Gdy mamy do czynienia ze szczotkami polimerowymi o duzej gestosci
naszczepienia, tancuchy polimerowe sa bardzo blisko siebie, przez co silnie na siebie
oddziatuja, co powoduje ich intensywne rozprostowanie i mate splatanie. Wraz ze spadkiem
gestosci naszczepienia, stabng oddzialywania mi¢dzy tancuchami, co powoduje zmniejszenie
rozciagnigcia tancucha i zmiang konformacji na cze$ciowo-rozrzedzong (ang. semi-dilute).
Dalsze zmniejszanie gestosci naszczepienia 1 doprowadzenie do sytuacji, w ktorej odlegtos¢
miedzy naszczepionymi tancuchami (d) jest wigksza niz $rednica kigbka polimerowego (h)
w roztworze powoduje, ze tancuchy polimerowe przyjmuja konformacj¢ ,,grzybowa” (ang.

mushroom) [120]. Opisane konformacje tancuchow polimerowych przedstawiono na Rys. 10.
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Rys. 10. llustracja roznych konformacji tancucha polimerowego, w zaleznosci od gestosci
naszczepienia na powierzchni (adaptacja na podstawie Goto, 2016).
Na strukture¢ tancuchow i zachowanie szczotek polimerowych wptyw ma rowniez rodzaj
rozpuszczalnika w jakim si¢ znajduja. Jezeli fancuchy polimerowe budujace szczotki sa dobrze
solwatowane przez czasteczki rozpuszczalnika, to utrzymujg one wyprostowang strukture,
natomiast zty rozpuszczalnik spowoduje zwinigcie tancuchow. W przypadku szczotek
polimerowych otrzymanych z polielektrolitow, dobor odpowiedniego rozpuszczalnika pozwala
na uzyskanie specznienia warstwy polimerowej w wyniku dziatania tadunkow obecnych
w tancuchach oraz wzajemnych sit odpychajacych jednoimiennie natadowanych grup [106].
Szczotki polimerowe mozna pogrupowac rowniez ze wzgledu architekture i rodzaj
materiatu z jakiego sg zbudowane. Mozemy wyrdzni¢ szczotki homopolimerowe, gdzie
wszystkie tancuchy na catej dlugosci sg zbudowane z jednego rodzaju meréw, a takze szczotki
homopolimerowe mieszane, w ktorych pomigdzy tancuchy jednego polimeru naszczepia sig
makroczasteczki z innego (jednego lub wiecej) rodzaju polimeru. Kolejnym przyktadem sa
szczotki kopolimerowe blokowe, ktore sa ztozone z co najmniej dwoch segmentdw roéznych
polimeréw w tym samym tancuchu. Istnieja takze szczotki kopolimerowe nieregularne
(beztadne), czyli tancuchy polimerowe sktadajace si¢ z dwoch roéznych powtarzajacych sig
jednostek, ktore sa losowo rozmieszczone wzdluz tancucha polimerowego. Innymi
przyktadami rodzajow szczotek polimerowych sg: szczotki o tancuchach w ksztalcie litery Y;
szczotki usieciowane, w ktorych poszczegélne tancuchy sg ze soba polaczone; szczotki
o tancuchach rozgat¢zionych; a takze szczotki polimerowe obdarzone fadunkiem, wynikajacym
z obecno$ci w tancuchu natadowanych grup funkcyjnych [119]. Wymienione wybrane typy
szczotek polimerowych przedstawiono na Rys. 11.
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Rys. 11. Rozme rodzaje szczotek polimerowych naszczepionych z plaskiej powierzchni:
(a) szczotki homopolimerowe, (b) szczotki homopolimerowe mieszane, (c) szczotki
kopolimerowe blokowe, (d) szczotki kopolimerowe losowe, (e) szczotki o mieszanych
tancuchach w  ksztalcie litery Y, (f) szczotki usieciowane, (g) szczotki o lancuchach
rozgalezionych, (b) szczotki obdarzone ladunkiem (adaptacja na podstawie Zoppe, 2017).

Jak wcze$niej wspomniano, ze wzgledu na swoja strukture, szczotki polimerowe
wykazuja nowe cechy w poréwnaniu do *lancuchéw polimerowych niezwigzanych
z powierzchnig. Przede wszystkim szczotki polimerowe wykazujg zwykle wigksza stabilno$é
I 0odpornos¢ na czynniki zewngtrzne niz inne filmy polimerowe. Inna, istotng z perspektywy
potencjatu aplikacyjnego wlasciwoscig jest opisana wczesniej mozliwo$¢ otrzymywania
szczotek polimerowych na réznorodnych, pod wzgledem ksztattu i rodzaju, powierzchniach.
Mozliwe jest takze uzyskiwanie tancuchow polimerowych wzbogaconych ré6znymi grupami
funkcyjnymi. Ponadto nie bez znaczenia jest wysokie uporzadkowanie *tancuchow
polimerowych, determinowane przez prostopadta do powierzchni orientacje, a takze
stosunkowo tatwa kontrola gestosci naszczepienia oraz wysokosci otrzymywanych cienkich
warstw polimerowych. Szczotki polimerowe wykazuja réwniez czuto$¢ na rézne bodzce
zewnetrzne, gdyz tancuchy w szczotkach maja wigksza swobod¢ ruchu niz w klasycznych
filmach. Tymi bodzcami moga by¢ zmiany: temperatury, pH, sity jonowej, potencjatu
elektrycznego czy zmiana rozpuszczalnika [121]. Na wyzej wymienione wiasciwosci maja
wplyw rozne czynniki, wsrodd ktorych najistotniejsze to rodzaj polimeru oraz zastosowana

metoda otrzymywania szczotek polimerowych.
2.2.2.1. Metody otrzymywania szczotek polimerowych

Otrzymywanie szczotek polimerowych bazuje na reakcjach polimeryzacji, czyli

reakcjach w ktorych mate czasteczki (monomery) sa przeksztalcane w zwiazki
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wielkoczasteczkowe (polimerowe). Uwzgledniajac przebieg reakcji mozemy wyr6ézni¢ dwa
glowne typy polimeryzacji: stopniowa (polikondensacj¢ i poliaddycje) oraz tancuchowsg
(jonowa, koordynacyjng i1 rodnikowg). Polimeryzacje stopniowe przebiegaja stosunkowo
powoli, co wynika z wielu posrednich etapéw taczenia si¢ drobin monomeru: powstawanie
dimeru, trimeru itd. W tym rodzaju polimeryzacji, polimer tworzy si¢ dopiero po osiggnigciu
duzych stopni przereagowania, a poprzedza to etap zaniku monomeru oraz dhugie
utrzymywanie si¢ Wysokiego stezenia oligomerow. Inaczej jest w przypadku polimeryzacji
fancuchowej, gdzie podczas przebiegu reakcji w uktadzie znajdujg si¢ rownoczes$nie zaréwno
monomer jak i powstajacy polimer, ktorego tancuch narasta w szybkim tempie. Ten typ
polimeryzacji charakteryzuje si¢ wystepowaniem czterech podstawowych etapdw: inicjacji,
propagacji, przeniesienia tancucha oraz terminacji (zakonczenia reakcji).

Ogromne zainteresowanie szczotkami polimerowymi na przestrzeni ostatnich lat
doprowadzito do wielu nowatorskich metod ich otrzymywania. Dwa podstawowe podejscia
obejmujg ,,szczepienie do” (ang. grafting to) oraz ,,szczepienie z” (ang. grafting from). Ich

schematyczne zobrazowanie przedstawiono na Rys. 12.
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Rys. 12. Schemat przedstawiajqgcy dwie strategie syntezy szczotek polimerowych: ,,szczepienie
do” oraz ,,szczepienie ” (adaptacja na podstawie Kim, 2015).

Pierwsza z tych strategii polega na bezposrednim zakotwiczaniu, istniejacych juz w roztworze
1 reagujacych z powierzchnig, tancuchdéw polimerowych. ,,Szczepienie do” jest najczesciej
realizowane w dwoch gltownych procesach: adsorpcji fizycznej, zwiazanej z oddziatywaniami
elektrostatycznymi, van der Waalsa i wigzaniami wodorowymi, oraz chemisorpcji, w ktorej
zwykle tworzone sg silne wigzania kowalencyjne. W przypadku adsorpcji fizycznej dochodzi
do odwracalnej samoorganizacji tancuchéw polimerowych lub kopolimerowych na danej
powierzchni. Wsrod zalet tego procesu mozna wymieni¢ wiasnie odwracalnos$¢, tatwosé
przeprowadzenia oraz mozliwo$¢ zaprojektowania struktury i gestosci szczepienia szczotek

poprzez odpowiednig modyfikacj¢ polimeru i dobor wlasciwego rozpuszczalnika. Adsorpcja
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fizyczna ma jednak rowniez wady, takie jak niestabilno$¢ otrzymanych szczotek czy trudno$é
w otrzymaniu wystarczajagco grubej 1 gesto szczepionej warstwy, co jest zwigzane
Z czeSciowym przestanianiem miejsc aktywnych na powierzchni przez zaadsorbowane
tancuchy polimerowe. Inng metoda jest adsorpcja chemiczna, ktéra jest procesem
nieodwracalnym, dzigki utworzeniu wigzan kowalencyjnych. W wyniku tego powstaja szczotki
wytrzymate i duzo bardziej odporne na dziatanie czynnikéw zewnetrznych. W metodzie tej
mozliwe jest uzyskiwanie réznorodnych szczotek poprzez funkcjonalizacje koncow tancuchow
polimerowych lub funkcjonalizacje samego podtoza. Jednak rowniez ta metoda nie jest wolna
od wad. Najwicksza z nich jest niska efektywno$¢ zwigzana z trudno$ciag w przylaczeniu do
powierzchni duzej iloéci polimeru oraz stosunkowo niewielka szybkos$¢ procesu. Wynika to,
podobnie jak w przypadku adsorpcji fizycznej, z niskiej dostepnosci reaktywnych miejsc na
powierzchni, spowodowanej gestniejacym z czasem filmem polimerowym. Zatem zaréwno
adsorpcja fizyczng jak i chemisorpcja uzyskuje si¢ szczotki o niewielkiej wysokosci i niskiej
gestosci powierzchniowej [122].

W wyniku tych ograniczen druga strategia, czyli ,,szczepienie z” stato si¢ preferowang
przez badaczy opcja otrzymywania szczotek polimerowych. Podej$cie to polega na uzyskaniu
warstwy szczotek polimerowych poprzez narastanie tancucha z powierzchni, co pozwala
wyeliminowa¢ zasygnalizowane problemy zwigzane z pierwsza strategia. Aby otrzymaé
szczotki polimerowe droga ,,szczepienia z” konieczne jest osadzenie na danej powierzchni
warstwy inicjatora, a nastepnie przeprowadzenie polimeryzacji. Stad tez wzigta si¢ nazwa
reakcji tego typu, ktore sg okreslane mianem polimeryzacji inicjowanych powierzchniowo.
Wsrod zalet tego podejscia mozna wymieni¢ dobrg kontrolg nad gestoScig szczepienia szczotek
poprzez odpowiedni doboér stezenie inicjatora, mozliwo$¢ sterowania dtugoscia otrzymanych
szczotek poprzez czas polimeryzacji, a takze tatwo$¢ w zmienianiu sktadu szczotek.
»dzczepienie z” jest szeroko stosowane w réznych technikach polimeryzacji, takich jak:
polimeryzacja z otwarciem pierScienia (ROP, ang. Ring-Opening Polymerization),
polimeryzacja kationowa lub anionowa czy konwencjonalna polimeryzacja wolnorodnikowa
(FRP, ang. Free Radical Polymerization) [123]. Ostatnia z nich jest jedng z najbardziej
uzytecznych metod wytwarzania polimeréw na skale przemystowa. Polimeryzacja rodnikowa
Charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscig 1 powtarzalno$cia, duzg iloscig reaktywnych
monomerdw, nieskomplikowang technologia polimeryzacji, wysoka tolerancja na
zanieczyszczenia, mozliwoscia stosowania wody jako rozpuszczalnika, a takze przewidywalng
kinetyka procesu, szczegdtowo opisang w literaturze. Jednak metoda ta posiada pewne

ograniczenia. Jednym z nich jest niewielka mozliwo$¢ kontrolowania przebiegu reakcji
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zwigzana z naturg samych rodnikow, ktore sg bardzo reaktywne chemicznie i niestabilne.
Innym istotnym ograniczeniem jest trudno$¢ wytworzenia kopolimeréw blokowych, ktore
stanowig atrakcyjng pod wzgledem aplikacyjnym grupe szczotek polimerowych. Ograniczenia
te stanowity bodziec do powstania nowych, eliminujacych je, metod polimeryzacji, takich jak
kontrolowana polimeryzacja rodnikowa (CRP, ang. Controlled Radical Polymerization).
Polimeryzacja CRP, nazywana réwniez polimeryzacja rodnikowa z odwracalng
dezaktywacja, pozwala kontrolowa¢ chwilowe stg¢zenie rodnikow, biorgcych udziat w reakcji
polimeryzacji, co sprawia, ze otrzymywane polimery sg dobrze zdefiniowane 1 wykazuja niska
dyspersyjnos¢. Polimeryzacja CRP wykazuje podobienstwo do polimeryzacji zyjacej, czyli
polimeryzacji, w ktorej wyeliminowano lub znaczgco ograniczono reakcje terminacji
(przeniesienia ‘tancucha). Dzigki temu raz zapoczatkowana propagacja aktywnych
makroczasteczek, biegnie az do catkowitego przereagowania monomeru lub przerwania reakcji
po okreslonym czasie. Mozliwe jest takze dodanie nowej porcji tego samego lub innego
monomeru, co powoduje dalsza propagacj¢ i umozliwia utworzenie kopolimeréw blokowych.
Duze znaczenie w tej polimeryzacji ma takze szybka inicjacja oraz spowolniona propagacja.
Rezultatem jest teoretycznie dowolnie dtugi czas istnienia aktywnych makroczasteczek oraz
réwnomierny wzrost fancucha [124]. W przypadku polimeryzacji rodnikowej nie da si¢ jednak
przeprowadzi¢ idealnej polimeryzacji zyjacej. Wynika to z wrazliwoéci rodnikéw na
srodowisko polimeryzacji, ktéra uniemozliwia catkowite wyeliminowanie procesu terminacji.
Dlatego do opisu tego typu reakcji stosuje si¢ czasem okreslenie ,,polimeryzacja pseudozyjaca”.
Wsrod najbardziej znanych kontrolowanych polimeryzacji rodnikowych mozna wyr6znié:
polimeryzacj¢ rodnikowa z udzialem trwatych rodnikéw nitroksylowych (NMP, ang.
Nitroxide-Mediated Polymerization), polimeryzacj¢ rodnikowa z wykorzystaniem inifertera
(IMP, ang. Iniferter-Mediated Polymerization), polimeryzacj¢ z odwracalnym addycyjno-
fragmentacyjnym przeniesieniem tancucha (RAFT, ang. Reversible Addition—Fragmentation
Chain Transfer Polymerization) oraz polimeryzacj¢ rodnikowg z przeniesieniem atomu (ATRP,
ang. Atom Transfer Radical Polymerization). Wszystkie powyzsze polimeryzacje wystepuja
rowniez w odmianie powierzchniowo-inicjowanej, ktorej najszerzej stosowanym do
modyfikacji powierzchni przyktadem jest powierzchniowo-inicjowana polimeryzacja
z przeniesieniem atomu (SI-ATRP, ang. Surface-Initiated Atom Transfer Radical
Polymerization) [123,125,126]. Polimeryzacje CRP staly si¢ w ostatnich latach bardzo
popularne, co jest spowodowane: wysoka skuteczno$cig, szerokim wyborem monomerdw,
tagodnymi warunkami reakcji, uzyskiwaniem polimerow o jednolitej masie czasteczkowe;j,

tatwoscig kontrolowania procesu polimeryzacji, a takze mozliwo$cig otrzymania struktur
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o skomplikowanej strukturze, w tym kopolimerow blokowych [127]. W dalszej czegSci pracy
krotko opisane zostang wyzej wymienione rodzaje kontrolowanych polimeryzacji
rodnikowych, z bardziej szczegdétowym omowieniem polimeryzacji ATRP oraz SI-ATRP,
najistotniejszych z perspektywy przeprowadzonych badan.

Polimeryzacja NMP, w poroéwnaniu do innych technik CRP, jest wykorzystywana
W mniejszym stopniu, gtéwnie ze wzglgdu na poczatkowe ograniczenie do niewielkiego
zakresu monomerow (styrenu i jego pochodnych). Jednak rozwoj stabilnych nitroksydow
znacznie rozszerzyl grupe monomerow (akrylanow 1 akrylamidow) kompatybilnych
z procesem NMP. Polimeryzacja NMP wykorzystuje efekt trwalego rodnika (PRE, ang.
Persistent Radical Effect), powstajacego razem z reaktywnym rodnikiem, zdolnym do
propagacji, w procesie homolitycznego rozpadu inicjatora — alkoksyaminy, w podwyzszonej
temperaturze. Trwaty rodnik, nazywany nitroksydem, nie reaguje z monomerami, ale moze si¢
odwracalnie tgczy¢ z aktywnym rodnikiem. Zatem kontrola w procesie NMP polega na bardzo
szybkich procesach aktywacji i dezaktywacji wzrastajacych rodnikow za sprawg stabilnego
rodnika nitroksylowego, ktory odgrywa role czynnika kontrolujacego. Dzigki PRE rosnace
tancuchy polimerowe majg strukture opartg gtownie na alkoksyaminie w formie ,,uspionej”,
ktora jest zdolna do homolitycznego rozszczepienia W celu ponownego wytworzenia rodnika
aktywnego i nitroksydu. Polimeryzacja NMP ma réwniez swoja powierzchniowo-inicjowana
odmiang (SI-NMP), w ktorej szczepi si¢ na powierzchni¢ inicjatory zawierajace grupy
alkoksyaminowe (bezposredni wzrost tancucha od inicjatora) lub wolnorodnikowe (rozpad
inicjatora). Dla lepszej kontroli procesu, w obu przypadkach dodaje si¢ nadmiar rodnikoéw
nitroksylowych, ktora ograniczaja szybko$¢ procesu terminacji zwigzanego z przesuni¢ciem
stalej rOwnowagi reakcji w kierunku dezaktywacji makrorodnikéw. Do zalet tej metody mozna
zaliczy¢: brak konieczno$ci uzywania katalizatorow, co eliminuje dodatkowe etapy
oczyszczania i ogranicza prawdopodobienstwo wprowadzenia zanieczyszczen. Jest to cecha
szczegllnie przydatna w zastosowaniach biomedycznych i elektronicznych [128]. Jednak
konieczno$¢ stosowania wysokich temperatur, a takze dlugotrwaty proces oczyszczania
powierzchni ze wzgledu na dodatek wolnego inicjatora sprawia, ze polimeryzacja NMP wcigz
nie cieszy si¢ popularno$cig wérdd badaczy zajmujacych si¢ szczotkami polimerowymi.

Innym sposobem otrzymywania szczotek polimerowych jest IMP. Wyro6znia si¢ sposrod
pozostatych technik obecno$cig inifertera — zwigzku zdolnego do jednoczesnej inicjacji,
przeniesienia aktywnosci tancucha oraz dezaktywowania reakcji polimeryzacji, stad tez jego
nazwa, bedaca akronimem od angielskich stow: Initiator-Transfer Agent-Terminator. Iniferter

ulega rozpadowi na dwa aktywne rodniki, a rozktad ten zachodzi przy najstabszym wigzaniu.
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Bardziej reaktywny rodnik bierze udzial w inicjacji oraz propagacji tancucha polimerowego,
natomiast drugi, mniej reaktywny, rodnik jest odpowiedzialny za terminacj¢ narastajacego
tancucha polimerowego. Inifertery mozemy pogrupowaé pod wzgledem ich budowy oraz
czynnika rozktadajgcego na aktywne rodniki. W pierwszym przypadku wyrozniamy inifertery
A-B, w ktorych po rozpadzie powstaja dwa rodniki o réznej aktywnosci (A" i B?) oraz A-A
ktorych rozpad powoduje powstanie dwoch jednakowych rodnikow (A"). Iniferterami A-B
mogg by¢ aminy, alkoksyaminy, halogenki lub tiole, natomiast inifertery A—A to najczgsciej
nadtlenki, disiarczki oraz pochodne tetrafenyloetanu [129]. Rozpatrujgc czynnik zewnetrzny
wywotujacy rozpad inifertera, wyrézniamy termoinifertery, gdzie czynnikiem jest temperatura
[130] oraz fotoinifertery, w ktorych rozpad zachodzi w wyniku dostarczenia energii §wietlnej
[131]. Ciekawa mozliwoscia, jaka daje ten typ polimeryzacji, jest opcja modyfikacji struktury
inifertera poprzez zmiang ilosci wigzan ulegajacych rozpadowi. Pozwala to na uzyskanie
polimeréw o roznej architekturze (polimery liniowe, gwiazdziste, itp.). Szczegdlny rodzaj
polimeryzacji IMP, jakim jest polimeryzacja z wykorzystaniem fotoinifertera (PIMP, ang.
Photolniferter-Mediated Polymerization) takze ma swojg powierzchniowo-inicjowang
odmiang (SI-PIMP). Wtedy fotoiniferter jest szczepiony na powierzchni, a po umieszczeniu
probki w naczyniu i dodaniu rozpuszczonego monomeru uzyskujemy gotowy uktad do
fotopolimeryzacji. Dzigki temu jest to jedna z najprostszych i najbardziej uniwersalnych metod
syntezy szczotek polimerowych. Wérod wad tej metody mozna wymieni¢ stabsza kontrole
procesu niz w NMP czy, opisanej w dalszej czesci tego rozdziatu, polimeryzacji RAFT, a takze
brak mozliwosci zastosowania PIMP do syntezy szczotek na podtozach sferycznych lub
porowatych, ze wzgledu na nierdwnomierny dostep §wiatta. Ponadto konieczny jest dostep do
sprzetu, umozliwiajacego rownomierne naswietlanie o statej intensywnosci.

Kolejnym z wymienionych rodzajow polimeryzacji CRP jest polimeryzacja RAFT, czyli
polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem tancucha. Reakcja
ta opiera si¢ na degeneracyjnym mechanizmie przenoszenia tancucha, w ktérym zachodzi
wymiana nietrwatych grup koncowych miedzy aktywnymi rodnikami i czasteczkami
nieaktywnymi. Charakterystycznymi elementami tej polimeryzacji sg inicjatory przenoszenia
tancucha oraz przenos$niki tancucha (CTA, ang. Chain Transfer Agent), sktadajace si¢ z grupy
stabilizujgcej oraz grupy inicjujacej. Na poczatku reakcji zachodzi proces inicjacji i generacji
rodnika, co powoduje powstanie propagujacego tancucha polimerowego. Lancuch ten szybko
reaguje ze §rodkiem CTA, ktory sfunkcjonalizuje koniec tancucha z ugrupowaniem CTA,
powodujac jego uspienie. Pozostala cz¢§¢ CTA zainicjuje nowy, drugi fancuch polimeru, ktory

pozniej zareaguje z tancuchem sfunkcjonalizowanym CTA. W takim $rodowisku tancuchy
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polimerowe s3 na przemian u$pione lub aktywne i rosng z podobna szybkoscia, co sprawia, ze
majg poréwnywalng dlugos¢. Odwracalne sekwencje addycji-fragmentacji powoduja bardzo
szybkie 1 odwracalne procesy przenoszenia tancucha, co z kolei obniza st¢zenie centrow
reaktywnych (sytuacja analogiczna do odwracalnych procesow aktywacji 1 dezaktywacji
w NMP). Ten typ polimeryzacji wystepuje takze w formie inicjowanej powierzchniowo
(SI-RAFT). Uogo6lniony schemat polimeryzacji SI-RAFT przedstawiono na Rys. 13.

a) SI-RAFT podejscie R

Monomer(M)
kadd S Z k. I"'M""""""""‘S Z
R 71’ Py — DI e
" Kadd P’S k'ﬁ

Propagaqa

b) SI-RAFT podejscie Z
Pn

R Monomer (M) S
»—S . kadd >—S k.B J.L
7 +P + RD —_— g-MmMmMM-R
add k-ﬁ Propagacja

Rys. 13. Uogdlniony mechanizm polimeryzacji SI-RAFT: (a) podejscie typu R, (b) podejscie
typu Z. Symbol kp oznacza statqg szybkosci reakcji propagacyi, kadd i K 0Znaczajq state szybkosci
odpowiednich procesow addycji, natomiast k-add | Kg state szybkosci odpowiednich procesow
fragmentacji (adaptacja na podstawie Wu, 2015).
Realizowane s3 w niej dwa podejscia: podejscie typu R polega na tym, ze grupa inicjujaca jest
Zwigzana z powierzchnig 1 po aktywacji reaguje z monomerem bezposrednio z powierzchni;
natomiast w podejsciu typu Z wiasciwy wzrost lancucha nastg¢puje w roztworze poprzez
odchodzaca inicjujaca grupe R, ulegajaca odwracalnej addycji-fragmentacji z pozostalg cz¢sécia
CTA. Wsérdd zalet polimeryzacji RAFT mozna wymieni¢ jej prostotg, szeroka game
monomerdéw oraz lagodne warunki prowadzenia reakcji. Niestety, konieczno$¢ uzywania
inicjatora rodnikowego w roztworze, powodujacego w przypadku syntezy szczotek problemy
z oczyszczaniem powierzchni po reakcji, a takze staba dostgpnos¢ komercyjnych czynnikoéw
przenoszenia tancucha typu RAFT, ogranicza zastosowanie tej metody [132,133].

Jedng z najczesciej uzywanych metod CRP jest polimeryzacja rodnikowa
z przeniesieniem atomu (ATRP), o czym moze $wiadczy¢ fakt, ze w okoto 60% pracach
dotyczacych kontrolowanych polimeryzacji stosuje si¢ wtasnie ten typ polimeryzacji. 25 lat
temu prof. Krzysztof Matyjaszewski opublikowat artykut [134], w ktorym po raz pierwszy
zaprezentowal metode ATRP. Typowymi elementami uktadu reakcyjnego w polimeryzacji
ATRP, ktorej mechanizm przedstawiono na Rys. 14, sg: alkilowy lub arylowy inicjator

z przeciwjonem (Pn—X); metal przejsciowy (Mt™), zdolny do zmiany stopnia utlenienia; ligand
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(L), zdolny do utworzenia kompleksu z centrum metalicznym (Mt™/L); przeciwjon (X), ktory
tworzy wigzanie kowalencyjne lub jonowe z metalem przejsciowym (najczesciej jony

halogenkow); monomer oraz rozpuszczalnik.

kr:kr

P,-X + Mt™/L —=_ P, + X-Mt™ 1L
Cdezakt
: k
(X=Br, Cl, ...) Q‘_p) ~ PP,

Monomer

Rys. 14. Schemat Kklasycznej reakcji ATRP w roztworze, gdzie Kakt | Kdezakt oznaczajq
odpowiednio state szybkosci aktywacji i dezaktywacji (adaptacja na podstawie Matyjaszewski,
2018).

W wyniku homolitycznego rozpadu wigzania wegiel-przeciwjon w inicjatorze (Pn—X), ktorego
aktywatorem jest kompleks soli metalu przejsciowego (Mt™/L), dochodzi do przeniesienia
halogenku (X) na kompleks aktywacyjny ze statg szybkosci (Kak). W rezultacie nastgpuje
zwickszenie stopnia utlenienia metalu przejéciowego 0 1 (X—Mt™1/L), a na czasteczce
inicjatora wytwarza si¢ reaktywny rodnik (Pn"), ktory jest zdolny do reagowania z czasteczkami
monomeru ze stalg szybkosci (Kp) lub ulegania procesom terminacji (potgczenie z innym
rodnikiem, reakcja dysproporcjonowania) ze stalg szybko$ci (ki). Propagujacy rodnik,
w idealnym procesie, jest dezaktywowany ze stalg szybkosci (Kdezakt) po bardzo krotkim czasie
(rzedu milisekund) poprzez powrotne przeniesienie przeciwjonu z kompleksu aktywacyjnego
i wytworzenie wigzania wegiel-przeciwjon. Zatem ATRP wykorzystuje efekt stabilnego
rodnika nieulegajacego propagacji, ktorego rolg petni kompleks metalu przejsciowego. Procesy
aktywacji i dezaktywacji sa odwracalne i nastepujg bardzo szybko, a dynamiczna stata

kakt
dezakt

rownowagi kyrrp = p jest przesunieta w kierunku dezaktywacji fancucha. Tak szybka

dezaktywacja silnie ogranicza st¢zenie reaktywnych rodnikow i spowalnia procesy terminacji
tancucha, ktore sa niepozadane z perspektywy polimeryzacji zyjacej [135]. Stata Katrp,
a zarazem szybkoS$¢ polimeryzacji oraz jej kontrolowalnos$c¢ silnie zalezy od rodzaju kompleksu
aktywacyjnego i1 uzytego inicjatora. Jako metalu przejSciowego w aktywatorze uzywa si¢
glownie miedzi (w postaci bromkéw lub chlorkéw), ze wzgledu na najwicksza efektywnosc jej
kompleksow oraz mozliwos¢ stosowania szerokiej gamy monomerow [136]. Innymi metalami
przejsciowymi stosowanymi w ATRP sg m.in.: Ti, Mo, Re, Fe, Ru, Rh oraz Ni [137]. Do
najczesciej  stosowanych  ligandow  nalezg  natomiast  wielokleszczowe — aminy

zwigzki na bazie pirydyn, np.: tris(2-(dimetyloamino)etylo)amina (MesTREN) [138],
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N,N,N’,N",N"-pentametylodietylenotriamina (PMDETA) [139] lub bipirydyna (bpy) [140].
Reakcja ATRP umozliwia otrzymywanie polimerow zarbwno w roztworze jak i szczepionych
z powierzchni (SI-ATRP).

Najistotniejsza rdéznica pomiedzy ATRP w roztworze i SI-ATRP polega na tym, ze
w przypadku reakcji w roztworze inicjator jest swobodng czasteczka, natomiast polimeryzacja
powierzchniowo-inicjowana wymaga wczesniejszego kowalencyjnego przytwierdzenia

inicjatora do powierzchni, stanowigcej podtoze do syntezy szczotek polimerowych (Rys. 15).

Kdezakt
(X=Br, Cl, ...) Propagacja

Monomer (M)
Kakt kp
X + Cu(l)-X/L Iiﬂ—j + Cu(ll)-X/L —>= MMMMMM-X

Rys. 15. Schemat powierzchniowo-inicjowanej polimeryzacji ATRP (adaptacja na podstawie
Wu, 2015).

Ilos¢ inicjatora stosowanego w tej odmianie ATRP, szczegdlnie w przypadku ptaskich
powierzchni, jest wielokrotnie mniejsza niz w reakcji w roztworze i zalezy od wielkosci
podtoza. W celu poprawienia kontroli nad procesem otrzymywania szczotek szczepionych
z powierzchni czgsto dodaje si¢ niewielka ilo$¢ wolnego inicjatora lub soli metalu
przejsciowego do roztworu, aby zapewni¢ juz na poczatku reakcji wysokie st¢zenie
dezaktywatora. Metoda SI-ATRP i ATRP w roztworze roznig si¢ takze Stopniem
przereagowania monomeru, ktory dla reakcji zachodzacej na powierzchni ptaskiej jest
niewielki ze wzgledu na stosunkowo mata, w poréwnaniu do reakcji w roztworze, ilos¢
tahcuchéw zwigzanych z powierzchnig. W stosunku do reakcji w roztworze, pewnym
utrudnieniem tej techniki jest konieczno$¢ samodzielnej syntezy inicjatorow
powierzchniowych. Zazwyczaj otrzymuje si¢ je poprzez klasyczng syntezg¢ organiczng lub
bezposrednio na powierzchni szczepienia w kilku etapach. Etapowa synteza inicjatora
powierzchniowego w uproszeniu rozpoczyna si¢ od zanurzenia odpowiednio 0czyszczonej
powierzchni w roztworze zwigzku, ktory posiada na jednym koncu grupe zdolng do utworzenia
wigzania kowalencyjnego z powierzchnia, a na drugim koncu grupe, ktéra moze przereagowac
z wlasciwg czasteczka inicjatora ATRP (najczesciej jest to bromek bromoizobutyrylu (BIB).
Po zakonczeniu reakcji, tak zmodyfikowang powierzchni¢ oczyszcza si¢ obficie
rozpuszczalnikami, a nastgepnie wprowadza do roztworu wlasciwego inicjatora ATRP.
Zachodzi reakcja pomigdzy grupami koncowymi zwigzku zwigzanego z powierzchnia

a inicjatorem, wigzaca go trwale z powierzchnig podioza. Metoda ta, pomimo kilku etapow,
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jest stosunkowo prosta i jest szczegdlnie przydatna w syntezie inicjatoréw, ktorych klasyczne
oczyszczanie (kolumna chromatograficzna, destylacja) jest trudna [141]. Polimeryzacja ATRP
zarowno w roztworze jak 1 jej wersja powierzchniowo-inicjowana jest jedng
z najefektywniejszych metod polimeryzacji stosowanych w dzisiejszych czasach. Umozliwia
uzyskanie polimerdw o niskiej dyspersji, a jej dobrze przebadany mechanizm oraz
pseudozyjacy charakter zapewnia $cista kontrole nad dlugos$cia otrzymywanych tancuchow.
Ponadto przy jej uzyciu mozliwe jest otrzymanie szczotek polimerowych i kopolimerowych na
powierzchniach réznego rodzaju 1 ksztaltu, przy uzyciu szerokiej gamy monomerow
(ograniczona stosowalnos¢ w przypadku monomerdéw zawierajacych w strukturze pirydyne lub
grupy karboksylowe) [142]. Otrzymane ta metodg cienkie warstwy w postaci szczotek
polimerowych charakteryzuja si¢ wysoka odpornoscia na zanieczyszczenia 1 wysoka
trwatoscig, co sprawilo, ze staty si¢ przedmiotem znacznej liczby badan naukowych w ciggu

ostatnich dwoch dekad.

2.2.2.2, Zastosowania szczotek polimerowych

Szczotki polimerowe staly si¢ bardzo wszechstronnym narz¢dziem do modyfikacji
réznych powierzchni, dzigki czemu znalazty potencjalne zastosowanie w wielu dziedzinach
nauki, przemystu czy ochrony s$rodowiska. Jednym z przyktadow takich zastosowan sg
elementy konstrukcyjne do budowy wiekszych, czgsto hybrydowych, nanostruktur o r6znych
ksztaltach. Wykorzystuje si¢ w tym przypadku zaréwno homopolimery jak i kopolimery
blokowe, ktore umozliwiajg otrzymanie nanostruktur kulistych, rurowych czy wioknistych.
[143]. Szczotki polimerowe utatwily rowniez tworzenie podtozy wykazujacych wiasciwosci
elektrochemiczne, nanomechaniczne, fotochemiczne czy tez czule na bodzce. Dzigki
kompatybilnosci z wieloma powierzchniami i nanomateriatami zwigzanymi z energig, szczotki
polimerowe wykorzystuje si¢ z powodzeniem W projektowaniu urzadzen do magazynowania
I przetwarzania energii. Stanowig one Kkluczowe jednostki strukturalne i funkcjonalne
m.in. w ogniwach stonecznych, organicznych rodnikach, ogniwach fotoelektrochemicznych,
akumulatorach litowo-jonowych, superkondensatorach czy ogniwach paliwowych [144].
Szczotki polimerowe znalazlty rowniez zastosowanie W: pokryciach redukujgcych tarcie [145],
emulsjach stabilizowanych ciatami statymi [146], katalizie [119] oraz modyfikowaniu fazy
stacjonarnej w kolumnach chromatograficznych [147]. Szczotki polimerowe staty si¢ takze
waznym elementem uktadow taczacych polimery i nieorganiczne nanoczastki. Opis takich

systemow znajduje si¢ w rozdziale 2.3 dotyczacym uktadéw hybrydowych.
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Interesujagcym zastosowaniem szczotek polimerowych jest wykorzystanie ich jako
szablondow do syntezy nanoczastek i cienkich powtok nieorganicznych. Najczesciej
wykorzystywanymi szablonami sg szczotki polimerowe otrzymane z: poli(metakrylanu
2-hydroksyetylu) (PHEMA) zmodyfikowanego bezwodnikiem bursztynowym,
poli(metakrylanu 2-(dimetyloamino)etylu) (PDMAEMA), chlorku poli[(2-
metakryloksy)etylotrimetyloamoniowego] (PMETAC) czy poli-4-winylopirydyny (P4VP).
Lancuchy szczotek sg zazwyczaj modyfikowane metalicznymi prekursorami poprzez
zanurzenie w wodnych roztworach soli metali, a po chemicznej redukcji tych soli powstaja
nanoczastki. Nastepnie szablon ze szczotek polimerowych jest usuwany i otrzymuje si¢ folie
metalowe. Mozliwe jest takze uzyskiwanie bardziej skomplikowanych struktur. Przyktadowo
osadzenie szablonowych szczotek polimerowych na powierzchni rdzenia krzemionkowego
zamiast ptaskiej powierzchni, a nastepnie usuniecie go, prowadzi do otrzymania wydrazone;j
czastki o powloce polimerowej z wbudowanymi nanoczastkami. W wyniku takiego
szablonowania mozna otrzymac¢ nanoczastki: srebra, ztota, platyny, miedzi, niklu, palladu, PbS,
CdS czy CdSe. Oprocz nanoczastek metalicznych, dzigki utworzeniu szablonu ze szczotek
polimerowych mozna otrzyma¢ takze inne nieorganiczne nanoczastki i filmy. Przyktadem
moga by¢ szczotki polimerowe otrzymane z metakrylanu eteru metylowego poli(glikolu
etylenowego) (PEGMEMA) wykorzystane do syntezy filmow z TiO2 lub szczotki otrzymane
z poli(N-izopropyloakrylamidu) (PNIPAM), ktore zastosowano jako szablon do otrzymania
vaterytu — mineratu stanowigcego odmiang polimorficzng weglanu wapnia CaCOz. Szczotki
z PDMAEMA zostaly takze uzyte do tworzenia cienkich wzorzystych filméw z TiO2
i krzemionki, a szablony otrzymane z kwasu polimetakrylowego (PMAA) postuzyly do
uzyskania trojwymiarowych mikro strukturyzowanych filméw kalcytowych [119].

Szczegblnie duzym zainteresowaniem cieszg si¢ biologiczne i biomedyczne zastosowania
szczotek polimerowych, na ktorych koncentruje si¢ dalsza czg¢$¢ niniejszego podrozdziatu.
W zastosowaniach biomedycznych czesto wymagana jest funkcjonalizacja powierzchni danego
materiatu, ktora ma na celu zapewnienie lub poprawienie oczekiwanych wtasciwosci. Jednym
z biomedycznych zastosowan szczotek polimerowych sa biosensory. W takich uktadach
stosowano przyktadowo szczotki kopolimerowe, o wysokiej adhezji, ktore otrzymano
z poli(metakrylamidu karboksybetainy) (PCBMAA) oraz poli[N-(2-
hydroksypropylo)metakrylamidu] (PHMAA). Celem bylo stworzenie efektywnej platformy
sensorowej do analizy réznych ztozonych probek zywnosci. Innym podejsciem jest
zastosowanie szczotek polimerowych jako warstwy zapobiegajacej zanieczyszczeniom, ktore

moglyby obnizy¢ czutos¢ sensorow. Szczotki polimerowe, otrzymane z poli(metakrylanu
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glicydylu) (PGMA) i PHEMA, przymocowane do przewodzacego polimeru, zastosowano
réwniez w stworzeniu nowych czujnikoéw glukozy do kowalencyjnego wychwycenia oksydazy
glukozowej. Wprowadzenie warstwy szczotek spowodowato odporno$¢ sensora na
niespecyficzng adsorpcj¢ biatka, zwigkszajac w ten sposob czuto$¢ oraz selektywnosc
wykrywania glukozy. Ponadto warstwa PHEMA postuzyta do osiggniecia znacznie wigkszej
pojemnosci czujnika [148]. Innym analitem, ktorego wykrywanie jest wspomagane przez
szczotki polimerowe z poli(metakrylanu glikolu oligoetylenowego) (POEGMA), jest nadtlenek
wodoru [149]. Takze spektrometria mas jest dziedzing, w ktorej wiasciwosci adhezyjne
szczotek polimerowych okazaty si¢ obiecujace. Warstwy szczotek petnia w niej rolg powtok
o wysokiej zdolno$ci wigzania, naktadanych na ptytki do analizy w MALDI-TOF MS, w celu
poprawienie wykrywalnosci peptydéw. Wykorzystano w tym celu szczotki PHEMA na
podtozu wykonanym ze ztota, ktore sfunkcjonalizowano kompleksami nitrylotrioctanu
zelaza(IIT). Stworzenie takiego ukladu umozliwito selektywne wigzanie fosfopeptydow
I wykrywanie ich na poziomie femtomolowym [119].

Kolejnym zastosowaniem, pod katem ktorego szczotki polimerowe sg intensywnie
badane, jest dostarczanie lekow. Polimerowe nanoczastki, utworzone przez samoorganizacje¢
szczotek polimerowych z PEG, PAA oraz polilaktydu (PLA), zostaly wykorzystane jako
nosniki doksorubicyny — leku cytostatycznego (przeciwnowotworowego). Nosniki te nie
wykazaly cytotoksycznosci wobec komorek, a dodatkowo sg biokompatybilne. W innych
badaniach wykorzystano szczotki z 6-ramiennego PEG, ktorymi pokryto arkusze tlenku
grafenu, zyskujacego coraz wigksza uwage w dziedzinie dostarczania lekow. Tak
przygotowany nosnik byt stabilny 1 wykazywatl niska toksyczno$¢ wobec komorek raka ptuc
i raka piersi. Po wypetnieniu nos$nika paklitakselem — lekiem cytostatycznym, za pomocg
oddziatywan hydrofobowych uzyskano nanokompleks, ktory wykazal znacznie wigksza
cytotoksycznos¢ wobec komoérek nowotworowych niz wolny lek w takich samych warunkach.
Mogto to by¢ spowodowane wigkszym wychwytem komoérkowym dzigki zastosowaniu
nosnika. Oprocz wprowadzania leku poprzez oddzialywania hydrofobowe, opracowano
rowniez sposob kowalencyjnego wigzania leku z no$nikiem. W tej metodzie paklitaksel byt
przymocowany do konca tancucha PEG, a nastgpnie tak zmodyfikowane *tancuchy
przytwierdzano do powierzchni tlenku grafenu. Wyniki tych badan pokazaty, ze nosnik taczacy
tlenek grafenu i szczotki polimerowe PEG moze by¢ obiecujagcym nosnikiem dostarczajgcym
lek, zwiekszajac jego biodostgpnosé [143].

Szczotki polimerowe moga rowniez przyczynia¢ si¢ do antybakteryjnosci

modyfikowanej powierzchni. Tworzac pokrycia antybakteryjne wykorzystano np. szczotki
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o strukturze hierarchicznej, zsyntezowane z PDMAEMA oraz poli(metakrylanu sulfobetainy)
(PSBMA). PDMAEMA uzyto jako warstwy czyszczacej, a PSBMA jako powtoke
o wilasciwosciach antyprzylegajacych 1 antybakteryjnych. Warstwy byty eksponowane
w zaleznos$ci od tego, czy znajdujg si¢ w suchym czy wodnym $rodowisku. Eksperymenty
bakteriobojcze wykazaly, ze w stanie suchym warstwa szczotek PSBMA ulegla zapadnigciu
si¢, podczas gdy warstwa PDMAEMA spowodowata §mier¢ zdeponowanych na niej bakterii.
W $rodowisku wodnym natomiast dwubiegunowa warstwa zapobiegata przytaczaniu si¢
bakterii i ich gromadzeniu si¢ na powierzchni [150]. W przygotowywaniu powlok
antybakteryjnych stosowane sa szczotki polimerowe otrzymane takze z innych polimerow,
takich  jak poli(N-hydroksyetyloakrylamid) (PHEAA), PEG czy poli(metakrylan
N,N-dietyloaminoetylu) (PDAEMA) [151-153]. Szczotki polimerowe pomagaja takze
zapobiega¢ niekontrolowanej adhezji biatek, komorek lub innych zwigzkow biologicznych,
ktére moga np. obnizy¢ czutos¢ lub efektywnos¢ niektorych urzadzen medycznych (zastawki
serca, cewniki, stenty wiencowe). To czy dana powloka powoduje przyleganie bialek
1 komorek, w duzej mierze zalezy od jej powinowactwa w stosunku do wody: hydrofobowe
powierzchnie sprzyjaja adhezji, natomiast hydrofilowe zapobiegaja jej. Do hydrofilowych
powlok mozna zaliczy¢ neutralne szczotki polimerowe otrzymane przykladowo
z: polimetakrylanu poli(glikolu etylenowego) (PPEGMA) lub PHEMA, a takze szczotki
polimerowe zawierajace jony obojnacze, np. PDAEMA lub POEGMA [149].

Oprocz dziatania zapobiegajacego przyleganiu bakterii, szczotki polimerowe sg szeroko
badane pod katem zwigkszania adhezji komodrek do powierzchni. Chociaz niektore
niesfunkcjonalizowane cienkie warstwy polimerowe umozliwiaja adhezje, rozprzestrzenianie
si¢ 1 hodowle komorek, to duza grupa neutralnych szczotek polimerowych wymaga
funkcjonalizacji za pomoca peptydow lub biatek adhezyjnych. Wsrod tego typu zastosowan
mozna wymieni¢ pokrycia implantdow ortopedycznych (np. protezy, S$ruby, ptytki),
wykorzystywanych w wielu stanach patologicznych 1 chorobach ukfadu mig$niowo-
szkieletowego, takich jak ztamania, osteoporoza czy zapalenie stawdw. Szczotki polimerowe
w takich pokryciach redukuja tarcie i petnig rolg¢ powierzchni wigzacej odpowiednie biatka, co
z kolei poprawia osteointegracje implantu in vivo. Przykladem sa szczotki polimerowe
z POEGMA, ktoérymi zmodyfikowano powierzchnig tytanu (Ti) w celu przytaczenia fragmentu
fibronektyny, specyficznego dla integryn (biatka adhezyjne) oraz sekwencji RGD (Arg-Gly-
Asp), wigzacej integryny. Badania wykazaty, ze tak zmodyfikowana powierzchnia Ti wykazata
znacznie zwigkszong osteointegracj¢ implantu in vivo niz niemodyfikowana powierzchnia Ti

oraz powierzchnia Ti zmodyfikowana tylko RGD [154]. Innymi w ten sposob wykorzystanymi

56



warstwami byty szczotki POEGMA oraz PHEMA sfunkcjonalizowane peptydem
witronektyny, umozliwity dlugoterminowa hodowle pluripotencjalnych  komorek
macierzystych z zachowaniem ekspresji waznych markerow tych komorek. Mozliwe jest
rowniez uzyskanie podlozy powodujacych selektywna adhezje komorek. W tym celu
zastosowano przyktadowo szczotki kopolimerowe z poli(N,N-dimetyloakrylamidu) (PDMAA)
I poli(kwasu N-akrylo-m-fenyloboronowego) (PNAAPBA), ktore stworzyly silniejsze
wigzanie z mysimi hybrydowymi komorkami niz z komérkami ludzkiej biataczki szpikowej
[155]. Niektore badania wykazuja, ze juz same wiasciwosci chemiczne polimerdéw, z ktorych
otrzymywano szczotki polimerowe, maja wptyw na zachowanie komorek hodowanych na ich
powierzchni. Przykladem moze by¢ chiralno§¢ powierzchni w przypadku niektorych
polimeréw: zaobserwowano, ze komodrki znacznie lepiej przylegaja i sa rozptaszczone na
filmach L, podczas gdy na warstwach D komorki byly mocno zaokraglone i zmniejszaty
mozliwie najbardziej powierzchni¢ stykajaca si¢ ze szczotkami [119]. Na przyktadzie szczotek
POEGMA potwierdzono rowniez wplyw chropowatosci powierzchni na zachowanie komorek.
Szorstka powierzchna szczotek POEGMA znaczaco zmniejszata adhezje i rozprzestrzenianie
si¢ komorek pomimo funkcjonalizacji za pomocg RGD [155].

Podobnym podejsciem, cho¢ o nieco innym przeznaczeniu, jest stosowanie szczotek
polimerowych jako sterowalnych podtozy do hodowli komoérkowych. Maja one za zadanie
umozliwi¢ kontrole nad przyleganiem i odrywaniem si¢ komorek, co jest szczeg6lnie przydatne
w przypadku inzynierii tkankowej. Jednak w tym przypadku, wigksze zainteresowanie budzg
podtoza czute na bodzce zewnetrzne [156]. Zostaly one przyblizone w odrebnym podrozdziale
2.2.2.3, ze wzgledu na kluczowe znaczenie tego tematu dla badan zawartych w pracy.

2.2.2.3. Inteligentne podloza polimerowe na bazie szczotek polimerowych

Niektore polimery, jak polimery funkcjonalne lub inteligentne, ulegaja duzym fizycznym
1 chemicznym, czesto odwracalnym, zmianom wiasciwosci w wyniku niewielkich zmian
otaczajacego je srodowiska. Takie materialy moga by¢ wrazliwe na wiele pojedynczych lub
grupowych czynnikéw, takich jak temperatura, wilgotnos¢, pH, dtugos¢ fali oraz intensywno$¢
Swiatla, pole elektryczne lub magnetyczne, ktore indukujag w materiale reakcje w postaci
zmiany koloru, przewodnictwa, powinowactwa wobec wody, a nawet pecznienie, zapadanie si¢
czy zmiang struktury i chropowatos$ci powierzchni. Wszystkie te zmiany mozna wykorzystaé
w  projektowaniu inteligentnych systemoéw, ktore sg szeroko wykorzystywane
w zastosowaniach biomedycznych takich, jak dostarczanie lekéw [157] czy powierzchnie do

hodowli komorkowych [158]. Celem opracowywania takich platform do hodowli
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komorkowych jest wytworzenie arkuszy potaczonych ze sobag komorek, ktore z kolei mogtyby
by¢ zastosowane do tworzenia struktur podobnych do tkanek i organdw do réznych zastosowan
w inzynierii tkankowej. Konwencjonalne techniki odtgczania komorek, takie jak mechaniczne
zeskrobywanie komorek lub ich enzymatyczne odrywanie komorek (np. trypsynowanie), moga
powodowaé niewielkg ilo$¢ uzyskanych komorek, ich degradacje oraz upos$ledzenie
funkcjonalnos$ci [159]. W zwigzku z tym naukowcy poszukujg alternatywnych, mniej
inwazyjnych, metod odrywania komorek od podtoza. Zdecydowana wigkszo$¢ stosowanych
obecnie platform przeznaczonych do odrywania arkuszy komorek opiera si¢ na materiatach
termoaktywnych, jednak zbadano rowniez systemy elektroaktywne, czute na pH, sterowane
$wiattem I czynniki mechaniczne, a takze degradowalne, gdzie komorki odtaczane sg poprzez
usuwanie podtoza [160].

Ze wzgledu na swoja stabilno$¢, odporno$¢ na czynniki zewngtrzne oraz mozliwosé
syntezowania z polimerow funkcjonalnych, szczotki polimerowe okazaly si¢ $wietnym
materialem do stosowania jako inteligentne podloza do hodowli komdrkowych. Ponadto
zapewniaja takie wlasciwosci, jak: kontrolowane pegcznienie 1 zwilzalno$¢, regulowane
parametry makroczasteczkowe (masa molowa, gesto§¢ szczepienia, wspotczynnik
sieciowania), wielofunkcyjny charakter, podatno$¢ na modyfikacje, mozliwo$¢ zmiany ksztattu
czy konformacji tancucha, a takze kompatybilnos¢ z wickszoscia podtozy. W poroéwnaniu do
wspomnianych wcze$niej cienkich folii LbL, szczotki polimerowe ze wzglgdu na brak splatania
tancucha charakteryzuja si¢ wigksza elastycznoS$cia, co sprawia, ze szybciej reaguja na bodzce
zewngtrzne. Jednymi z najlepiej przebadanych i najefektywniejszych szczotek polimerowych,
stuzacymi do przylaczania i uwalniania komorek, sa te wrazliwe na temperature. Generalna
koncepcja bazuje na szczotkach z PNIPAM, na ktoére nanosi si¢ komorki w temperaturze
wyzszej niz dolna krytyczna temperatura rozpuszczalnosci rowna 32°C (T > LCST), kiedy
tancuchy sa skurczone. Oderwanie komorek jest wynikiem ochtodzenia warstwy szczotek do
temperatury ponizej LCST, przez co tancuchy ulegaja rozprostowaniu. Komoérki rosng wige
zazwyczaj w temperaturze ok. 37°C na podilozu hydrofobowym, ktére po obnizeniu
temperatury staje si¢ hydrofilowe, przez co komorki bez trudu si¢ od niego oddzielaja (Rys.
16). Taka forma odrywania komoérek od powierzchni jest mniej inwazyjna niz konwencjonalne

metody [161].
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Rys. 16. Schemat zachowania szczotek polimerowych oraz hodowanych na nich komorek
w zaleznosci od temperatury (adaptacja na podstawie Nagase, 2018).
Szczotki PNIPAM zostaly takze wykorzystane do separacji komoérek. Wykorzystano do tego
fakt, ze rozne typy komorek przylegaja do warstwy szczotek z poréwnywalna szybko$cig
w temperaturze powyzej LCST, jednak szybkos¢ ich odrywania rdzni si¢. Odlaczanie zachodzi
sekwencyjnie, jednoczes$nie dla jednego rodzaju komorek, co pozwala na zastosowania réznych
profili odrywania i odseparowanie ich. W termoczulych podlozach, oprocz szczotek
homopolimerowych z PNIPAM, stosuje si¢ takze jego kopolimery np. z metakrylanem metylu,
N,N-dimetyloaminopropyloakrylamidem (DMAPAAmM) oraz chlorkiem
(3-akrylamidopropylo) trimetyloamoniowego (APTAC). Wartym odnotowania jest fakt, ze
dodatnie kationowego monomeru APTAC w badaniach nad komoérkami jajnika chomika
chinskiego, skutecznie poprawilo proliferacje komorek oraz szybko$¢ odrywania komorek od
termoczutego podtoza [161,162]. Innym przyktadem termoczutego polimeru jest
poli(metakrylan eteru monometylowego glikolu dietylenowego) (PDEGMA). Szczotki z tego
polimeru zostaly wykorzystane do hodowli i termicznego odrywania zar6wno
jednowarstwowych komorek, jak i sferoidow, ktore stajg si¢ W ostatnim czasie coraz bardziej
popularne ze wzgledu na lepsze reprezentowanie zachowania komorek in vivo niz komorki
jednowarstwowe [163]. Termoczute podtoza do hodowli komérkowych wykorzystuja bodziec,
ktory oddzialuje z komoérkami i moze w pewnym stopniu niekorzystnie wptywac na ich
zachowanie. Dlatego istotne jest poszukiwanie materiatu, ktéry umozliwitby bezkontaktowe
oddziatywanie na warstwg szczotek, umozliwiajac sterowanie ich konformacja.

Cechami tymi charakteryzuja si¢ inteligentne Swiattoczute podtoza, oparte na szczotkach

polimerowych, ktore zostaly juz zastosowane jako warstwy do kontrolowanej adhezji
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i odrywania komorek, Swiatto, stanowigce bodziec do zmiany sztywnosci, topografii czy
wspotczynnika usieciowania, jest dostrojone tak, aby byto nieinwazyjne i biokompatybilne dla
komorek. Ponadto moze by¢ ono precyzyjnie zlokalizowane na podtozu, zaprogramowane
w czasie, zdalnie zaadresowane i pozwala na tworzenie ztozonych wzorow na powierzchni bez
kontaktu, ktoére mogloby spowodowac zanieczyszczenie powierzchni. Ostatnie badania
wykazaty, ze cienkie warstwy z azobenzenu sg dobrymi ukladami reagujacymi na $wiatlo,
jednak ich stabg strong jest brak stabilnosci. Dlatego otrzymanie stabilnych i trwale zwigzanych
z podtozem szczotek polimerowych z azobenzenu, stalo si¢ obiecujagcym rozwigzaniem.
Mechanizm adhezji i odrywania komorek na szczotkach azobenzenowych opiera si¢ na
utworzeniu pod wplywem S$wiatlta, za pomoca bezposredniej interferencyjnej litografii
laserowej (IL), nanowzoru na powierzchni warstwy $wiattoczutej. Komorki $rodbtonka zyty
pepowinowej chetnie przylegaja do takiej warstwy, a ich oderwanie nastgpuje W wyniku

ultradzwigkowego usunig¢cia wzoru z warstwy szczotek Rys. 17.
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Rys. 17. Obrazy AFM oraz profile przekrojow (a) przed i (b) po 2-godzinnej ekspozycji szczotek
azobenzenowych na IL. Zdjecie (C) obrazuje powierzchni¢ po ultradzwigkowym usunieciu
wzoru, a w czesci (d) rysunku zilustrowano graficznie zachowanie szczotek oraz komorek na
ich powierzchni (adaptacja na podstawie Kollarigowda, 2017).

60



W badaniach udowodniono, ze komorki, po usunigciu wzoru, oderwaty si¢ od powierzchni
szczotek azobenzenowych a dziatanie ultradzwigkéw nie wplyneto negatywnie na ich
kondycje. Tak wiec wykorzystanie szczotek polimerowych pozwolito stworzy¢
dwuwymiarowe odwracalne powierzchnie do kontrolowanej adhezji oraz tagodnego odrywania
komorek. Takie reagujace na $wiatlo podtoza sg blizsze naturalnemu ECM w poréwnaniu do
termoczutych podlozy, jednak ich ograniczeniem jest zapewnienie odwracalnosci bez

uszkodzenia lub usztywnienia warstwy szczotek azobenzenowych [164].

2.3. Uklady hybrydowe polimerowo-nieorganiczne zawierajace nanoczastki

W ostatniej dekadzie wiele uwagi poswigcono hybrydowym uktadom polimerowo-
nieorganicznym, ze wzgledu na réznorodny, ale komplementarny charakter wlasciwosci
charakterystycznych dla tych dwoéch klas materiatow. Na szczegdlng uwage zastuguje
potaczenie nieorganicznych nanoczastek i polimerow, ktore oferuje mozliwo$é wykorzystania
zalet obu tych jednostek: unikalnych wtasciwosci elektronicznych, termicznych, optycznych
czy magnetycznych nanoobiektow z niezwyktymi wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi
cienkich warstw polimerowych. Do kontrolowanego wytwarzania dobrze zdefiniowanych
hybrydowych nanokompozytoéw stosuje si¢ szereg technik, takich jak: powlekanie czastek
nieorganicznych tancuchami polimerowymi przy uzyciu metod ,,szczepienia do” i ,,szczepienia
2” [165], taczenie nanoczastek i cienkich warstw za pomocg metody LbL [98], wspotstragcanie
nanoczastek w obecnosci polimeru [166], synteza in situ nanoczastek pomi¢dzy tancuchami
polimerowymi szczepionymi powierzchniowo [167], proces samoorganizacji cienkich warstw
polimeréw zmieszanych z nanoczastkami [168] oraz polimeryzacja monomeréw w obecnosci
czastek nieorganicznych [169]. Zatem polimerowo-nieorganiczne uktady hybrydowe uzyskuje
si¢ zazwyczaj poprzez taczenie opisanych wczesniej metod otrzymywania nanoczastek
1 polimerow w roznych konfiguracjach.

W celu lepszego zobrazowania, uktady hybrydowe taczace polimery i nieorganiczne
nanoczastki, mozna podzieli¢ na dwa zasadnicze obszary: pierwszy z nich obejmuje
nanoczastki pokryte polimerami (ang. organics-in-inorganics), natomiast drugi zawiera
matryce polimerowe z wbudowanymi nanoczastkami (ang. inorganics-in-organics) [170].

Zilustrowanie tych dwoch grup uktadéw hybrydowych przedstawiono na Rys. 18.
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Rys. 18. Dwie grupy hybrydowych uktadow polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych
nanoczgstki (Zrodlo: opracowanie wlasne).

Wybor podejscia do tworzenia nanokompozytu polimerowo-nieorganicznego zalezy od
przeznaczenia materiatlu, ktdre narzuca wymagane wtasciwosci i strukturg¢ materiatu. Wsrod
zastosowan uktadéow hybrydowych mozna wymieni¢: hodowle komoérkowe, powtoki
antybakteryjne, r6znego rodzaju sensory, urzadzenia fotowoltaiczne, diody emitujace Swiatlo,
katalizatory i1 wiele innych. Roéznorodnos¢ uzyskiwanych wlasciwosci 1 materiatow
wykorzystywanych do budowy hybrydowych uktadéw prowadzi do bardzo szerokiego obszaru
zastosowan, generowanego przez zaangazowanie bardzo wielu grup badawczych. Ze wzgledu
na to, ze nie sposob opisa¢ wszystkie mozliwe kombinacje i zastosowania, dalsza czg¢$¢ tego
rozdzialu  przedstawia wybrane nanokompozyty polimerowo-nieorganiczne, ktore

wykorzystywane sg glownie w biomedycynie.
2.3.1. Nanoczgstki pokryte polimerami

Struktur¢ nanokompozytu zbudowanego z nanoczastki i polimerowej otoczki, mozna
podzieli¢ na dwie gtowne czesci: rdzen i powloke (ang. core-shell). Poniewaz powtoka jest
pierwsza czgscig, ktora wchodzi w kontakt ze $rodowiskiem, to ona zapobiega agregacji
nanoczastek oraz decyduje o stabilnosci koloidalnej (przy roéznych wartosciach pH,
w obecnosci soli i biatek), biokompatybilnosci, a takze zwilzalnosci powierzchni
(hydrofilowos$¢, hydrofobowos¢). Ponadto powtoka moze generowac, ulepszaé i dostosowywac
inteligentne wlasciwosci, takie jak czuto§¢ na bodzce zewngtrzne (pH, temperatura, Swiatto)
oraz mozliwosci dalszej funkcjonalizacji, np. markerami, srodkami celujacymi czy lekami. Stad
tez odpowiednie pokrycie ma znaczenie, szczeg6lnie w przypadku systemu nanoczastek do
zastosowan biomedycznych, ktory musi spetnia¢ swoje zadanie w zlozonym S$rodowisku

ptynow biologicznych, komorek i tkanek. Oznacza to, ze nanoczastki musza pozosta¢ stabilne
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koloidalnie nie tylko w podtozach zawierajacych sél i biatko, takich jak roztwory buforowe lub
podtoza do hodowli komorkowej, ale takze podczas ich inkubacji z komdrkami biologicznymi
(testy in vitro) lub ich wstrzyknigcia do krwiobiegu (testy in vivo). Powloki polimerowe oprocz
zapewnienia powyzszych warunkow, eliminujg problemy zwigzane z innymi pokryciami
organicznymi (natadowanymi lub amfifilowymi matymi czasteczkami), ktore dotycza ich
stabego wigzania si¢ z powierzchnig nanoczastek, niespecyficznej adsorpcji duzych
biomolekut, destabilizacji poprzez sit¢ jonowg czy tez cytotoksycznosci. Pokrycie polimerowe
zapewnia stabilizacje elektrostatyczng lub przestrzenna, w zalezno$ci od tego czy polimer jest
odpowiednio natadowany czy obojetny. Odpychanie steryczne migdzy dwiema nanoczastkami
pokrytymi polimerem wystepuje, gdy zblizajg si¢ one do siebie, a najbardziej zewngtrzne
warstwy ich powlok polimerowych zaczynaja si¢ przenikaé, co skutkuje zwigkszonym
ci$nieniem osmotycznym mi¢dzy nanoczastkami i zmniejszong entropia konformacyjng
tancuchow polimerowych, dzigki czemu nanoczastki odpychaja si¢ nawzajem. W przypadku
natadowanych polimerdow, tj. polielektrolitoéw, stabilizacja nanoczastek wynika zaréwno
z interakcji sterycznych jak i elektrostatycznych. Jako$¢ zarowno elektrostatycznej jak
i sterycznej stabilizacji silnie zalezy réwniez od rodzaju przytaczenia polimeru do powierzchni
nanoczastek (np. szczepienie kowalencyjne, oddzialywania: wodorowe, koordynacyjne, van
der Waalsa, elektrostatyczne) oraz struktury powtoki (np. kapsutka polimerowa, warstwa LbL,
szczotki polimerowe) [171].

Polimery, ktore sa stosowane do tworzenia uktadow hybrydowych poprzez pokrywanie
nanoczgstek, mozemy podzieli¢ pod wzgledem ich pochodzenia na dwie zasadnicze grupy:
polimery syntetyczne oraz polimery naturalne (biopolimery). Syntetyczne polimery mozna
precyzyjnie zaprojektowaé, a ich wlasciwosci dostosowaé do zapotrzebowania. Biopolimery
natomiast maja $cisle okreslong strukture, jednak ich ogromna réznorodno$é, wewnetrzna
biokompatybilno$¢ 1 biodegradowalnos¢, rekompensuje mniejszag mozliwo$¢ manipulacji
wlasciwos$ciami [172]. Wsérdéd polimerow syntetycznych, bardzo szeroko stosowanym
polimerem do powlekania czgstek koloidalnych w celu ich zastosowania w biomedycynie, jest
PEG. Polimer ten dzigki hydrofilowemu szkieletowi utrzymuje silng i1 stabilng warstwe
hydratacyjna przez wigzanie wodorowe z czasteczkami wody i zostat sklasyfikowany jako
materiat odporny na niespecyficzng adsorpcje biatka [173]. Ponadto zostat zatwierdzony przez
Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow, przez co powlekane tym polimerem nanoczastki sg
juz dostepne w wielu zastosowaniach terapeutycznych [171]. PEG znalazt zastosowanie
w pokrywaniu kropek kwantowych, gdzie stanowi powloke tlumigca cytotoksycznosé

i zwigkszajaca rozpuszczalno$¢ w wodzie, buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS,
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ang. Phosphate Buffered Saline) i surowiczej albuminie bydlecej (BSA, ang. Bovine Serum
Albumin). Pokrywane PEG kropki kwantowe, ze wzgledu na swoje wiasciwosci
fluorescencyjne odgrywaja istotng role w obrazowaniu nowotworow [174]. Réwniez SPION
oraz nanoczastki ferrytow metali przejSciowych pokrywa si¢ PEG w celu ich stabilizacji,
poprawienia biokompatybilnosci i zastosowania jako $rodki kontrastowe w MRI, przy
jednoczesnym utrzymaniu wiasciwosci magnetycznych porownywalnych z nanoczgstkami
stosowanymi klinicznie [40,175]. Pokrywanie PEG jest rowniez szeroko przeprowadzane na
nanoczgstkach krzemionkowych, zwykle w potaczeniu z barwnikami lub magnetycznymi
nanoczastkami, aby stworzy¢ platformy do obrazowania nowotwordw i zastosowan
terapeutycznych. Wsréd metalicznych nanoczastek, pokrywanych PEG w celu zmniejszenia
toksyczno$ci, znalazly si¢ takze nanoczastki ztota, ktore okazaty si¢ obiecujacym kandydatem
w Kkontrolowanym dostarczaniu lekow oraz jako no$niki $rodkow kontrastowych Iub
wzmacniacze radioterapii [171]. Pokrywane PEG nanoczastki zlota sg takze obiecujacymi
systemami do obrazowania in vivo przy zastosowaniu rozpraszania $wiatta w bliskiej
podczerwieni, a wigec rowniez w terapii fototermicznej [176]. Pomimo wielu zalet w stosunku
do zastosowan biomedycznych, nanoczastki pokrywane PEG charakteryzujg si¢ takze pewnymi
wadami, m.in. immunogennoscig i krotkotrwalg stabilno$cig. W badaniach wykazano, ze
powloki PEG nie zapobiegatly catkowicie adsorpcji biatka na powierzchni nanoczastek (ktora
obniza stabilnos¢), jednak w poréwnaniu do nanoczastek bez pokrycia polimerem znaczaco
zmniejszaty wychwyt komorkowy. Innym ograniczeniem takich uktadow hybrydowych jest
szybkie utlenianie si¢ otoczki PEG, szczegélnie w obecnosci tlenu i jonow metali
przejsciowych, a takze brak mozliwosci dalszej funkcjonalizacji [171]. Innym nieobdarzonym
tadunkiem, szeroko stosowanym w tworzeniu uktadow hybrydowych z nanoczgstkami,
polimerem jest PNIPAM. Jego wrazliwos$¢ na temperature, stabilno$¢ fazowa (brak zmiany
LCST ze zmiang dlugosci tancucha) oraz tatwo$¢ kontroli masy i1 dtugosci tancucha przy uzyciu
CRP sprawita, ze w formie hydrozelu lub szczotek stat si¢ elementem wielu nanokompozytow.
Wsrod nich znalazly si¢ uklady nanoczastek ztota, ktorym pokrycie PNIPAM zapewnito
stabilno$¢ zarowno w wodzie, BSA, jak i PBS [177]. Inny przyktad moga stanowic
nanokompozyty, w ktorych nanoczastki z mezoporowatej krzemionki s3 pokrywane
szczotkami polimerowymi z PNIPAM i wykorzystywane jako nanozawory do kontrolowanego
uwalniania substancji (w tym lekoéw) [178]. Kolejnym pokryciem nanoczastek, otrzymywanym
w wyniku kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej, jest poli(winylopirolidon) (PVP).
Nanoczastki pokryte PVP charakteryzuja si¢ dobra rozpuszczalno$cia w wodzie i niektorych

rozpuszczalnikach organicznych, dzigki czemu mozliwe jest przeniesienie fazowe pomiedzy
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tymi rozpuszczalnikami. Pokryte przez PVP nanoczastki srebra wykazujg wysoka stabilno$¢
I biokompatybilnos$¢, jednak ograniczenie w zastosowaniach biomedycznych stanowi to, ze
powtoka z PVP nie ulega degradacji. Oprécz polimerow neutralnych, uktady hybrydowe
otrzymywane sg takze z polimeréow obdarzonych tadunkiem, tj. polielektrolitow.
Otrzymywanie nanoczastek pokrytych polielektrolitami odbywa si¢ najczesciej za pomoca
metody LbL, a tadunek powierzchniowy takich hybrydowych uktadéw umozliwia dalsza
funkcjonalizacje, poprzez doczepienie natadowanych barwnikoéw, lekow, przeciwcial,
peptydow lub aptamerow do polielektrolitowych powtok. Pokrycia polielektrolitowe sg bardzo
szeroko stosowane w pokrywaniu nanoczastek ze wzgledu na ich zdolno$¢ budowania struktur
wielowarstwowych.  Najpopularniejszymi  syntetycznymi  polikationami, stosowanymi
w pokrywaniu nanoczastek, sg: P4VP, PDMAEMA, PDADMAC oraz PEI, a polianionami:
PMAA oraz PSS. Przykladem moga by¢ uktady utworzone poprzez pokrycie nanoczastek ztota
za pomocg PSS, w ktorych wykazano zmniejszenie toksyczno$ci w porownaniu do nanoczastek
bez warstwy polimerowej. Jednak ograniczenie stanowig wolne ligandy PSS obecne
w roztworze. Nanoczastki pokrywane polielektrolitami czesto adsorbuja na powierzchni
przeciwnie natadowane czastki biologiczne (np. biatka), przez co w zastosowaniach in vivo
najczesciej sg taczone dodatkowo z PEG, aby zapobiec temu zjawisku. Przyktadem moga by¢
kropki kwantowe, pokryte PSS oraz znakowanym PEG, ktore powoduja wigkszy wychwyt
komorkowy w obszarze nowotworu i moga by¢ zastosowane w ich obrazowaniu [171]. Oprocz
klasycznej struktury rdzen powtoka, mozna w przypadku polielektrolitow zastosowac
kombinacje¢ polianionow i polikationow [179].

Ze wzgledu na naturalng biozgodno$¢ i stabilnos¢ w ptynach biologicznych, polimery
pochodzenia naturalnego staly si¢ idealnymi kandydatami na pokrycia nanoczastek do
zastosowan biologicznych. Glownymi grupami biopolimeréw sa polinukleotydy (DNA, RNA),
polipeptydy (biatka, enzymy) oraz polisacharydy (dekstran, celuloza, chitozan). Powtoki
polinukleotydowe nanoczgstek sg stosowane czesciej w transfekcji zywych komorek, nadania
nanoczastkom selektywnosci lub origami DNA, niz w celu zapewnienia stabilnosci czy
biokompatybilnosci. Istnieje kilka artykutéw, w ktorych zastosowano DNA do powlekania
czastek koloidalnych takich jak nanoczastki ztota lub krzemionki [180], jednak pomimo
przestanek o stabilnosci takich uktadow hybrydowych, polinukleotydy nie sg szeroko
wykorzystywane ze wzgledu na kosztowng i ucigzliwg ekstrakcje. Inaczej sytuacja wyglada
w przypadku polipeptydow i bialek, ktore charakteryzuja si¢ mnogoscia funkcji wynikajacych
z obecnosci wielu grup funkcyjnych (m.in. karboksylowych, aminowych, tiolowych,

hydroksylowych, fenylowych) oraz zdolno$¢ do organizowania si¢ w uporzadkowane
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trojwymiarowe struktury. Biatka i polipeptydy sa stosowane w pokrywaniu nanoczastek w celu
zapewnienia biokompatybilno$ci, umozliwienia ich ukierunkowania czy sterowania
aktywno$cig Kkatalityczng. Ponadto pozwalajg nanoczastkom unikngé agregowania oraz
niespecyficznej adsorpcji biatek na powierzchni, a wiec ponickad ukry¢ si¢ w $rodowisku
biologicznym. Inng zaleta jest ich przydatno$¢ w neutralizacji czynnikow chorobotwoérczych
bakterii, w tym zakazen lekoopornych i stanow zapalnych wywotywanych przez bakterie [181].
Najczestszymi nanoczastkami stosowanymi do tworzenia uktadéw hybrydowych z biatkami sg
nanoczastki ztota, ktore dzieki modyfikacji powierzchni zyskuja silng stabilno$¢ zaréwno
w wodzie jak i ptynach ustrojowych, znajduja zastosowanie w dostarczaniu lekow oraz
wykrywaniu réznych czastek biologicznych [171].

W grupie polisacharydow najczgséciej stosowanym pokryciem dla nanoczastek jest
dekstran, bedacy neutralnym polimerem wytwarzanym z sacharozy. Jest dobrze rozpuszczalny
w wodzie oraz niektorych rozpuszczalnikach organicznych oraz charakteryzuje si¢ dobra
biokompatybilno$cig, niska toksycznoscig i zdolno$cig do stabilizacji nanoczastek [182].
Przyktadem uktadu hybrydowego z dekstranem sg $rodki kontrastujace w MRI, zbudowane
z rdzenia magnetycznego w postaci SPION oraz dekstranowej otoczki. Takie nanokompozyty
byly dostepne komercyjnie, jednak zostaly wycofane ze wzgledu na niewystarczajaca
efektywno$¢ zwigzang z duza iloscig polimeru w stosunku do nanoczastki oraz niska
wytrzymalo$¢ polaczenia polimeru z powierzchnia nanoczastki. Sposrod ujemnie
natadowanych polisacharydow, do tworzenia uktadow hybrydowych najczesciej wybierane sg
ALG, znajdujacy si¢ w $cianach komérkowych brazowych alg oraz HA, ktory jest obecny
w organizmie ludzkim, szczegélnie w skorze, plucach, plynie maziowym i we Krwi.
Przyktadowym zastosowaniem ALG jest tworzenie uktadu kropek kwantowych z alginianowsa
otoczka, ktora oprocz zapewnienia stabilnosci i mozliwosci funkcjonalizacji, daje mozliwos¢
wykorzystania np. jako czujnik optyczny do wykrywania ibuprofenu [183]. Tworzy si¢ takze
nos$niki taczace nanoczastki mezoporowatej krzemionki pokryte ALG za pomoca LbL, do
zastosowan w wewnatrzkomorkowym | reagujgcym na pH, dostarczaniu lekoéw
(np. doksorubicyny) [90]. Z kolei hybrydowe systemy nanoczastek pokrytych HA wykazuja
zwigkszong stabilno$¢ i niska agregacje. Przyktadem takiego uktadu moga by¢ nosniki lekow,
zbudowane ze SPION pokrytych stabilizujacymi HA oraz BSA (z przytaczonym
paklitakselem). Uktad ten moze by¢ stosowany zar6wno w leczeniu przeciwnowotworowym
jak 1 w MRI (pokrycie nie ekranuje wtasciwo$ci magnetycznych nanoczastek), zatem jest
obiecujacym uktadem do zastosowan teranostycznych [184]. Innym teranostycznym nos$nikiem

hybrydowym s3 nanoczastki mezoporowatej krzemionki pokryte HA 1 zmodyfikowane
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gadolinem, ktore sg badane pod katem wykorzystania jako no$nik tirapazaminy
(eksperymentalny lek przeciwnowotworowy) i jednoczesnie kontrast do obrazowania w MRI
oraz fluorescencji w bliskiej podczerwieni [90].

Kolejnym naturalnym polimerem, ktory jest bardzo szeroko stosowany w badaniach
dotyczacych diagnostyki, terapeutyki i teranostyki, czesto jako warstwa pokrywajaca
nanoczastki, jest chitozan. Jest to hydrofilowy, biokompatybilny, biodegradowalny
polisacharyd, znajdujacy sie w skorupiakach morskich i otrzymywany przez deacetylacje
chityny. Chitozan jest nieimmunogenny i nietoksyczny oraz wykazuje dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe [185]. Posiada wiele
dostepnych grup aminowych i hydroksylowych, ktére umozliwiaja mu pokrywanie
nanoczastek zarowno polimerowych i lipidowych, jak i nanoczastek metali oraz tlenkow metali.
Nanoczastki pokryte chitozanem wykazujg niezwykla stabilno§¢ w wodzie oraz réznych
buforach, co sprawia, ze znaczaco zwigksza si¢ ich biodostgpno$¢. Polimer ten, oprocz znacznej
poprawy stabilno$ci koloidow, umozliwia takze wzmocnienie ich wtasciwosci oraz dalsza
funkcjonalizacje powierzchni (barwnikami, peptydami, biomarkerami czy antycialami).
Przyktadem moga by¢ uktady hybrydowe taczace nanoczastki ztota lub srebra z powloka
chitozanowa, ktdre oprocz zmniejszenia toksyczno$ci byly w stanie zwigkszy¢ produkcje
reaktywnych form tlenu (ROS) w komorkach raka ptuc w odniesieniu do nanoczastek
powleczonych np. cytrynianem sodu. Ztote nanoczastki z otoczkg chitozanowa zostaly tez
zastosowane w kontrolowanym przez pH dostarczaniu lekéw do zotadka, zapewniajac wyzszg
aktywnos¢ antybakteryjng. Podobnie nanoczastki miedzi, platyny i tytanu pokrywane
chitozanem, ze wzgledu na generowanie wigkszej ilosci ROS znalazly antybakteryjne
zastosowania [186]. Powstaja takze nosniki taczace nanoczastki mezoporowatej krzemionki
oraz chitozan nanoszony za pomocg LbL, do zastosowan w wewnatrzkomorkowym
| reagujacym na pH dostarczaniu doksorubicyny [90]. Bardzo wazna cecha chitozanu jest jego
zdolnos$¢ do chelatowania jonow metali [166]. Dzigki wolnej parze elektronow, azot obecny
w grupie aminowej moze wigzaé si¢ z jonami zelaza znajdujacymi si¢ na powierzchni
nanoczastki tworzac wigzanie koordynacyjne, ktére jest znacznie trwalsze niz wigzanie
wodorowe. Dzieki temu rowniez SPION sg laczone z chitozanem w celu stworzenia
hybrydowych uktadéw. Znalazly one zastosowanie m.in. jako nietoksyczne multifunkcjonalne
srodki kontrastowe w obrazowaniu MRI potaczonym z obrazowaniem fluorescencyjnym [42].
Warto zaznaczy¢, ze nanokompozyty taczace chitozan i nanoczastki sg uwazane za bardziej

efektywne nawet niz te, w ktorych otoczke polimerowa stanowi popularny PEG.
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2.3.2. Nanoczastki w warstwach polimerowych

Drugim rodzajem nanokompozytéw polimerowo-nieorganicznych sa uktady zbudowane
z cienkiej warstwy polimerowej (matrycy) oraz nanoczgstek nieorganicznych wbudowanych
W jej strukturg. Istniejg rozne drogi budowania tego typu nanokompozytow, bazujace gtdéwnie
na syntezie nanoczastek in situ w warstwie polimerowej oraz adsorpcji lub utworzeniu wigzania
wczesniej przygotowanych nanoczastek z polimerowg matrycg. Funkcjonalizacja warstw
polimerowych takich, jak warstwy LbL, szczotki polimerowe czy hydrozele, za pomoca
sktadnikow nieorganicznych, obejmuje wbudowanie m.in. nanoczastek potprzewodnikowych,
metali oraz tlenkéw metali.

Wprowadzenie nanoczastek do warstw LbL powoduje znaczaca poprawe wiasciwosci
mechanicznych. Przyktad mogag stanowi¢ badania, w ktorych do mikroczastek LbL
z PDADMAC i PSS wprowadzono stabilizowane nanoczastki ztota. Badania mechaniczne
pokazaty znaczny wzrost modutu Younga, co oznacza, ze domieszkowanie mikroczastek
polimerowych LbL zlotymi nanoczgstkami, znacznie zwigkszylo sztywnos$¢ polimerowej
warstwy i uczynito jg bardziej odporng na deformacje. Innym przyktadem moze by¢ potaczenie
polielektrolitowych mikrokapsut wielowarstwowych (PEM, ang. polyelectrolyte multilayer),
otrzymanych z poli(chlorowodorku alliloaminy) (PAH) i PSS, z nanorurkami weglowymi.
W tym wypadku, oprécz poprawienia wiasciwosci mechanicznych, wykorzystano szeroka
absorpcje nanorurek weglowych w zakresie IR 1 VIS, co umozliwito zdalng aktywacje
i otwarcie powloki za pomocg lasera. Daje t0 nowe mozliwosci w zastosowaniach
biomedycznych, szczegdlnie w kontrolowanym uwalnianiu substancji [170]. Potrzeba
poprawienia wlasciwosci mechanicznych zachodzi takze w przypadku grubych
1 zelopodobnych powtok LbL, czgsto wytwarzanych przy uzyciu PLL i HA. Nanoczastki zlota
wprowadzone do takich warstw wzmacniajg je 1 usztywniaja oraz umozliwiaja zastosowanie
w kontrolowanym dostarczaniu lekow. Zdalne uwalnianie substancji z polimerowych warstw
PEM mozna osiagna¢ za pomocg roznych bodzcow, w zaleznosci od rodzaju wbudowanych
nanoczastek. W tym celu do warstw PEM wbudowano nanoczastki srebra i zlota, ktore
umozliwity uwalnianie poprzez zwigkszenie lokalnego wzrostu temperatury wywolanego
laserem. Podobne zastosowanie dotyczy nanoczastek ztota wprowadzonych do powtok LbL
wytwarzanych z PLL i HA, gdzie dodatkowo petnig funkcj¢ wzmacniajaca i usztywniajaca.
Oprocz $swiatta laserowego do kontrolowanego uwalniania zastosowano rowniez bodziec
w postaci pola magnetycznego. Wymagato to wprowadzenia do warstwy PEM magnetycznych

nanoczastek (np. SPION), ktére absorbujac pole magnetyczne wytwarzaja lokalny wzrost
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temperatury i zwickszaja przepuszczalnos$¢ otaczajacej warstwy nosnika leku [187]. Rowniez
kropki kwantowe zostaty wprowadzone do multiwarstwowego filmu otrzymanego z PAH oraz
PSS tworzac biokompatybilny i fluorescencyjny uktad hybrydowy. Po przylgczeniu
przeciwciata monoklonalnego, ukierunkowanego na komoérki nowotworowe raka piersi, taki
nanokompozyt stanowi czuly i selektywny czynnik fluorescencyjnie znakujacy komorki
nowotworowe [188]. Kompozytowe filmy LbL, zawierajace nieorganiczne nanoczastki, takie
jak nanoczastki srebra lub tlenku grafenu, pozwalaja takze tworzy¢ powtoki antybakteryjne,
ktore znajdujg zastosowanie W implantologii [98].

Szczotki polimerowe, ze wzgledu na brak splatania tancucha charakteryzuja si¢ wicksza
elastycznoscig, trwatoScig i Szybsza reakcja na bodzce zewngtrzne, co sprawia, ze sa bardzo
dobrym kandydatem do stanowienia matrycy polimerowej w uktadach hybrydowych. Poza
tym, zwigzane z powierzchnig tancuchy polimerowe, stanowig makroczasteczkowy reaktor do
syntezy nanoczastek oraz rusztowanie do ich unieruchomienia (szerzej omowione w rozdziale
2.2.2.2). Wprowadzenie nanoczgstek nieorganicznych do warstw szczotek polimerowych
skutkuje, podobnie jak w przypadku warstw LbL, wzmocnieniem i usztywnieniem warstw oraz
nadaje im nowe, dodatkowe funkcje. Uktady hybrydowe taczace szczotki polimerowe
(np. PEG, POEGMA) z nanoczastkami zlota lub srebra poprawiajg rozpraszanie oraz
efektywnos¢ metody SERS, ktoéra jest technika z ogromnym potencjatem w diagnostyce
biomedycznej (np. detekcji bakterii). Z kolei wbudowanie nanoczastek zlota do szczotek
polimerowych reagujacych na pH, np. PDMAEMA, umozliwia opracowanie nanosensoréw do
analiz biomedycznych, wykorzystujagcych kombinacj¢ dwoch zjawisk. Z jednej strony uktad
taki wykorzystuje pecznienie i kurczenie si¢ warstwy szczotek polimerowych pod wptywem
zmian pH, z drugiej natomiast opiera si¢ na powierzchniowym rezonansie plazmonowym
wywolywanym przez nanoczastki zlota [189]. Innym przyktadem biomedycznego
zastosowania uktadow hybrydowych tego typu sa powloki antybakteryjne. Wykorzystano
w tym celu szczotki polimerowe z PAA, ktore postuzyly do unieruchomienia nanoczastek
srebra. Utworzono w ten sposob powtoke skutecznie i dtugotrwale likwidujaca bakterie, bez
koniecznosci uwalniania jondéw srebra, stanowigcego ograniczenie innych powlok
antybakteryjnych [190]. W podobnym celu stosuje si¢ rowniez kompozyty szczotek
polimerowych PMETAC z nanoczastkami miedzi, ktore wykazuja dlugoterminowa skuteczna
antybakteryjno$¢ [191]. Powstajg rowniez uklady hybrydowe 1aczace szczotki
z poli(metakrylanu 3-sulfopropylowego) oraz SPION. System szczotek zapewnia zachowanie
jednolitego ksztaltu i rozmiaru, przy jednoczesnym zapobieganiu agregacji, a nanoczastki

dostarczaja uktadowi wlasciwosci magnetyczne [192]. Innym magnetycznym uktadem
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hybrydowym sg szczotki polimerowe PAA z wbudowanymi nanoczastkami holmu, ktory
charakteryzuje si¢ wysokim momentem magnetycznym. Utworzono w ten sposob
trojwymiarowg, reagujacg na magnes sie¢ polimerowsa, ktora moze zostaé wykorzystana
w wielu zastosowaniach opisanych w rozdziale dotyczagcym zastosowan szczotek
polimerowych [193]. Tréjwymiarowe magnetyczne uktady hybrydowe stworzono takze na
bazie hydrozeli polisacharydowych, w ktorych strukturze umieszczono SPION. Znalazty one
zastosowanie w badaniach nad hodowlami komoérkowymi, gdzie spowodowaly poprawe
proliferacji komoérek oraz adhezji w zewnetrznym polu magnetycznym [194].

Hybrydowe nanokompozyty zawierajace zarowno materialty polimerowe, jak
I nieorganiczne nanoczastki odgrywaja znaczaca rolg w opracowywaniu zaawansowanych
materiatow, w ktorych migkkos¢, elastycznos¢ i funkcjonalno$é matrycy polimerowej muszg
by¢ uzupetnione twardoscig i wrazliwoscig na bodZce zewngtrzne oraz innymi wlasciwosciami
oferowanymi przez sktadniki nieorganiczne. Temat jest wcigz zyskuje popularnosé i nie zostat
jeszcze doglebnie przebadany. Réznorodne podejscia do tworzenia hybrydowych uktadow,
potaczenie komplementarnych wiasciwosci zwigzkéw organicznych i nieorganicznych, duza
multidyscyplinarno$¢ materiatow oraz wskazuje na dalszy gwattowny rozwdj tej dziedziny
nauki. Patrzac perspektywicznie, zarowno warstwy LbL, hydrozele jak i szczotki polimerowe
dzigki tworzeniu ukladow hybrydowych z nieorganicznymi nanoczastkami z pewnos$cig

zyskaja nowe whasciwosci oraz poszerzg si¢ obszary ich zastosowan [170].
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3. CZESC EKSPERYMENTALNA

3.1. SPION domieszkowane cynkiem i pokryte kationowa pochodng chitozanu do

zastosowan w hipertermii magnetycznej
3.1.1. Materialy

Synteza nanoczastek: chlorek zelaza(Ill), heksahydrat (Sigma-Aldrich, cz.d.a); chlorek
zelaza(Il), tetrahydrat (POCH S.A, cz.d.a); chlorek cynku, bezwodny (POCH S.A, cz.d.a);
amoniak roztwor 25% (POCH S.A, cz.d.a); chlorek sodu (POCH S.A, cz.d.a); chitozan

modyfikowany kationowo, stopien podstawienia 47%, (CCh(+)); argon 5.0 (Messer).
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Rys. 19. Wzor strukturalny kationowej pochodnej chitozanu (CCh).

Charakterystyka nanoczastek: kwas chlorowodorowy 35-38% (POCH S.A, cz.d.a);
witamina C (Sigma-Aldrich, cz.d.a); 1,10-fenantrolina, monohydrat (POCH S.A, 99,5%); woda

dejonizowana.

Eksperymenty biologiczne: Pozywka DMEM (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) do
hodowli komdrkowych z L-glutaming oraz 15 mM czynnika buforujacego HEPES (Sigma-
Aldrich) uzupetionej 5% FBS (niepochodzaca z USA, sterylnie filtrowana, Sigma-Aldrich);
roztwor Penicylina-Streptomycyna (HyClone™); bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazoliowy (MTT, Sigma-Aldrich, czystos¢ MQ: 200)

3.1.2. Procedury eksperymentalne
3.1.2.1. Synteza nanoczastek metodq wspoélstracania

Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza, pokryte warstwa kationowej
pochodnej chitozanu i domieszkowane cynkiem, otrzymano technikg wspolstracania
w obecnosci kationowej pochodnej chitozanu (CCh(+)) z impulsowym poddawaniem dziataniu
ultradzwickow (Rys. 20). Korzystano z CCh(+) o stopniu podstawienia rownym 47%,

zsyntezowanego na podstawie zmodyfikowanej metody opisanej przez Cho et al. [195].
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Synteze SPION domieszkowanych cynkiem i pokryte CCh(+) przeprowadzono wprowadzajac
0,1622 g FeCl3-6H20, 0,0398 g FeCl,-4H>0 oraz 0,0137 g bezwodnego ZnCl> (stosunek
molowy Fe(l11):Fe(11):Zn(I1) = 6:2:1) do 50 ml roztworu CCh(+) o st¢zeniu 3 g/l w 0,1 M NaCl.
Uktad zamknigto i poddawano dziataniu ultradzwigkéw przez 10 minut. Podczas catej syntezy
stosowano impulsowe poddawanie dziataniu ultradzwigkow o czestotliwosci: jeden impuls
1-sekundowy co 5 sekund oraz przedmuchiwanie mieszaniny argonem. Nastgpnie do
mieszaniny wkroplono 5 ml 5M NHsg) i poddawano dziataniu ultradzwickoéw przez kolejne
30 minut. W celu utrzymania statej temperatury mieszaniny reakcyjnej, wynoszacej ok. 20°C,
do wody w tazni ultradzwigkowej doktadano 16d, gdy temperatura uktadu zaczynata sie¢
podnosi¢. Druga syntezg przeprowadzono wprowadzajac 0,1622 g FeCls-6H.0, 0,0596 g
FeCl2-4H20 (stosunek molowy Fe(I11):Fe(ll) = 2:1) do 50 ml roztworu CCh(+) o stezeniu 3 g/l
w 0,1 M NaCl. Pozostate czynnosci przeprowadzono zgodnie z opisem przedstawionym
powyzej. Do trzeciej syntezy ponownie przygotowano 0,1622 g FeClz-6H20O i1 0,0596 ¢
FeCl>-4H20, a réznica w otrzymywaniu polegala na tym, ze zamiast do roztworu polimeru,
wprowadzono je do 50 ml wody dejonizowanej. Dalsze etapy przebiegaly tak samo jak
w przypadku wczesniejszych syntez. Otrzymano w ten sposob probki SPION pokrytych
polimerem i zawierajacych rézng ilos¢ cynku (SPION-Zn-CCh(+)) oraz probki odniesienia:
SPION w otoczce z chitozanu kationowego (SPION-CCh(+)) oraz SPION bez pokrycia
polimerowego (SPION). W dalszej czgsci pracy zastosowano skrocone oznaczenia zawiesin
w postaci: SPION-Zn-CCh(+), SPION-CCh(+) oraz SPION.

Kolejnym krokiem bylo oczyszczenie wuzyskanych nanoczastek za pomoca
chromatografii magnetycznej. Wykorzystano kolumne chromatograficzng wypeiniong welng
stalowg oraz magnesy neodymowe, ustawione wzdtuz drogi przemywania. Oczyszczone probki
przechowywano w lodéwce, w szklanych naczyniach i poddawano kilkuminutowemu ciggtemu

dziataniu ultradzwiekéw przed kazda analiza.
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Rys. 20. Schemat syntezy nanoczgstek tlenku zZelaza metodg wspolstrgcania z impulsowym
poddawaniem dziataniu ultradzwiekow, na przyktadzie nanoczgstek domieszkowanych cynkiem
(Zrodto: opracowanie wlasne).

3.1.2.2. Charakterystyka fizykochemiczna nanoczastek

Otrzymane SPION scharakteryzowano fizykochemicznie, okreslajac ich stezenie,

rozmiar, stabilno$¢, a takze doktadny sktad pierwiastkowy.

Oznaczanie zawartosci zelaza

Stezenie zawiesin nanoczastek ustalono na podstawie ilosciowej zawartosci zelaza
w poszczegolnych probkach. Zastosowano w tym celu technike spektroskopii absorpcyjnej
UV-Vis. Zawiesing nanoczastek do pomiaréw przygotowywano poprzez roztworzenie 3 ml
probki w 0,6 ml 3 M HCI. Po 24 h do klarownego roztworu o zottym zabarwieniu dodawano
witaming C, w ilosci odpowiadajacej stosunkowi molowemu 1:1 do teoretycznej zawartosci
zelaza w badanej probce, co miato na celu zredukowanie obecnych w probce jonow Fe® do
jonéw Fe?*. Po kolejnej dobie i catkowitym odbarwieniu roztworu, rozcienczano go
odpowiednio oraz odpipetowywano objetos¢ 6,25 ml do kolby na 25 ml, do ktorej
wprowadzano réwniez 3 ml 0,2% roztworu wodzianu 1,10-fenantroliny w 0,08 M HCI. Tak
przygotowang kolbe uzupetniano woda dejonizowang do kreski 1 doktadnie mieszano. Po 15
minutach uzyskiwano barwny roztwor kompleksu zelaza(Il) z 1,10-fenenatroling, ktory byt
badany poprzez rejestracje widm absorpcyjnych oraz pomiar absorbancji przy dlugosci fali
charakterystycznej dla utworzonego kompleksu i rownej Amax = 512 nm, za pomocag
spektrofotometru UV—Vis Thermo Scientific Evolution 220. Roztwory badano w kwarcowej
kuwecie firmy Hellma, a odnos$nik stanowita woda dejonizowana. Na podstawie zmierzonych
wartosci absorbancji obliczano zawarto$¢ zelaza w otrzymanych zawiesinach, wykorzystujac
uprzednio wyznaczong krzywa kalibracyjna, opisujaca zalezno$¢ absorbancji od stg¢zenia jonow
Fe?* (Rys. 21).
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Rys. 21. Krzywa kalibracyjna przedstawiajgca zaleznosé absorbancji od stezenia jonow Fe®™,
wykorzystywana do obliczenia stezenia zelaza w badanej probce.

Pomiary rozmiarow nanoczastek

Po ustaleniu stezenia nanoczastek zbadano ich rozmiar, ktéry okreslono poprzez pomiar
dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, ang. Dynamic Light Scattering), obrazowanie za
pomocg wysokorozdzielczego transmisyjnego mikroskopu elektronowego (HRTEM, ang.
High-Resolution Transmission Electron Microscopy), a takze rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego pod malym katem (SAXS, Small Angle X-Ray Scattering). W celu
wyznaczenia $rednicy hydrodynamicznej SPION, probki odpowiednio rozcienczano,
a nastgpnie dokonywano pomiaru za pomoca aparatury Zetasizer Nano ZS firmy Malvern
z przystawka do pomiaru dzeta potencjatu, wyposazonej w laser helowo-neonowy o dtugosci
fali rownej 633 nm. Wykorzystywano przy tym dynamiczne rozpraszanie $wiatta mierzone pod
katem 173° w temperaturze 25°C. Rozmiar nanoczastek oraz ich morfologi¢ zbadano rowniez
za pomoca mikroskopu HRTEM, model TECNAI TF 20 X-TWIN firmy FEI. Ze wzgledu na
obrazowanie w wysokiej prozni probka wymagata odpowiedniego przygotowania i utrwalenia.
Niewielka objeto$§¢ zawiesiny SPION nanoszono na miedziang siateczke pokryta blong
weglowa, ktora nie zaburza przeptywu wigzki elektronéw przez probke oraz zabezpiecza ja
przed uszkodzeniem, a nastepnie suszono w strumieniu azotu. Na podstawie uzyskanych zdje¢
dokonywano pomiaru ok. 100 S$rednic nanoczastek. Mikroskopia elektronowa TEM,
w odroznieniu od pomiarow DLS, umozliwia wyodrebnienie i pomiar pojedynczych rdzeni
nanoczgstek. Wynika to z wptywu hydratacji otoczki polimerowej na osiggane $rednice

hydrodynamiczne w pomiarach DLS, zwigzanej z dyfuzja czasteczek wody we wngtrzu
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polimeru. Réznicg w wyniku pomiaru, uzyskiwanym w tych dwoch metodach, obrazuje

Rys. 22.

Rys. 22. Schemat obrazujgcy roznice w srednicy uzyskiwanej za pomocq mikroskopii TEM oraz
pomiarow DLS (Zrédio: opracowanie wlasne).

Wielko$¢ nanoczastek zmierzono réwniez za pomocg pomiardow SAXS. Przeprowadzit je
dr inz. Wojciech Szczerba w os$rodku Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung
w Berlinie (Niemcy), w kapilarze przeptywowej za pomocg aparatury typu Kratky (SAXSess
Anton Paar, Graz, Austria) przy (294 + 1) K. Aparat SAXSess ma niewielka odleglos¢
pomiegdzy probka a detektorem, wynoszaca 30,9 m, co jest uzyteczne przy badaniu dyspersji
o niskiej intensywnosci rozpraszania. Probki poddawano pomiarowi w postaci zawiesiny
otrzymanej w wyniku syntezy, po wczesniejszym 5-cio minutowym wytrzgsaniu. Pomiar
SAXS opiera si¢ na rejestracji natgzenia promieniowania rozproszonego pod matymi katami
(od kilku minut do kilku stopni). Efekt matokatowego rozpraszania pojawia sie, gdy
w materiale znajduja si¢ czastki o rozmiarach rzedu kilku nm. Jes$li czastki w materiale sa
kuliste, to natgzenie promieniowania rozproszonego zalezy tylko od kata rozpraszania, a nie
zalezy od kierunku. Zmierzone nate¢zenie promieniowania rozproszonego zostato przeliczone
na skale bezwzgledng. Wielkos¢ wektora rozpraszania (q) zalezy od dlugosci
fali promieniowania (A = 0,154 nm) zgodnie z réwnaniem: q = (4nn/A)sinf, gdzie
n—wspotczynnik zatamania §wiatta, —Kkat rozpraszania. Dekonwolucje krzywych SAXS
przeprowadzono za pomocg oprogramowania SAXS-Quant (Anton Paar). Dopasowywanie

krzywej przeprowadzono za pomoca oprogramowania SASfit.

Okreslenie stabilnosci zawiesin nanoczastek

Stabilno$¢ otrzymanych zawiesin zbadano zarowno w wodzie, jak i w ptodowej surowicy
bydlecej (mieszanina 200 ul FBS i 4 ml 0,1% wodnego roztworu NaCl). Najpopularniejsza

metoda wykorzystywang do okreslenia stabilnosci zawiesin i koloidow jest pomiar potencjatu
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dzeta, wykorzystujacy laserowy efekt Dopplera. Przyjmuje si¢, ze zawiesina nanoczastek jest
stabilna, jezeli jej potencjat dzeta jest co do wartosci bezwzglednej jest wigkszy od 30 mV.
Pomiary potencjatu dzeta odpowiednio rozcienczonych probek wykonano za pomoca tej samej
aparatury, ktorg wykorzystano w pomiarach DLS, dzi¢ki przystawce do pomiaru potencjatu
dzeta. Innym sposobem pomiaru stabilnosci jest badanie za pomoca analizatora stabilnos$ci
Turbiscan® Classic 2 Oil Series. Metode ta zastosowano do zbadania stabilno$ci SPION-Zn2-
CCh(+) zardbwno w wodzie jak i w ptodowej surowicy bydlecej. Probowke z probkg wlozono
do uchwytu mocujacego i o$wietlono wigzkg z zakresu bliskiej podczerwieni (A = 850 nm).
Dwa synchroniczne czujniki optyczne mierzyty odpowiednio $wiatlo przepuszczane przez
probke (pod katem 180° do padajacego $wiatta) 1 Swiatlo rozproszone wstecznie przez probke
(pod katem 45° do padajacego promieniowania). Transmitancj¢ wigzki mierzono wzdtuz
dlugo$ci probowki miedzy jej dnem i1 meniskiem, a uzyskane warto$ci usredniano dla

okreslonego czasu. Pomiar danej probki prowadzono przez 24 h.

Badanie skladu pierwiastkowego nanoczgstek

Sktad uzyskanych nanoczastek okreslono za pomoca spektroskopii fotoelektronow
w zakresie promieniowania X (XPS, ang. X-ray Photoelectron Spectroscopy). Probki do badan
przygotowano poprzez naniesienie niewielkiej ilo$ci zawiesiny nanoczastek na zlota plytke
i wysuszenie jej w strumieniu argonu. Pomiary przeprowadzono przy uzyciu spektrometru PHI
5000 Versa Probe Il (ULVAC-PHI) wyposazonego w zrodto promieniowania Al Ka
(1486,6 eV). Cisnienie robocze w komorze analitycznej byto mniejsze niz 3 x 10~ Pa. Widma
wysokiej rozdzielczo$ci rejestrowano przy energii przej$cia analizatora 29,35 eV. Wszystkie
sygnaty XPS odniesiono do sygnatu wegla C1 znajdujacego si¢ przy energii wigzania C—C
réwnej 284,8 eV. Do obliczenia skladu pierwiastkowego z obszarow sygnatéw zostato uzyte
oprogramowanie do analizy danych od PHI MultiPak (v.9.7.0.1), a widmo tta odj¢to metoda
Shirley.

3.1.2.3. Badanie wlasciwos$ci magnetycznych nanoczastek

Pomiary przy uzyciu magnetometru wibracyjnego (VSM, ang. Vibrating Sample
Magnetometer) przeprowadzono w celu zbadania wlasciwosci magnetycznych otrzymanych
SPION. Istotnym kryterium wymaganym do uznania czgstek za superparamagnetyczne jest
brak petli histerezy w profilu VSM oraz natezenie koercyjne réwne lub zblizone do zera
(natezenie pola magnetycznego potrzebne do przywrdcenia zerowego namagnesowania probki

po poprzednim jej namagnesowaniu do poziomu nasycenia) [196]. Wykresy zaleznosci
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magnetyzacji od nat¢zenia zewngtrznego pola magnetycznego dla superparamagnetykow,

paramagnetykow i ferromagnetykéw przedstawiono na Rys. 23.
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Rys. 23. Wykres zaleznosci magnetyzacji (M) od natezenia zewnetrznego pola magnetycznego
(H) dla superparamagnetykow (linia ciggla); paramagnetykow (linia przerywana punktowa);
ferromagnetykow (linia przerywana kreskowa) (adaptacja na podstawie Chomoucka, 2010).
Probke do pomiarow VSM przygotowano poprzez umieszczenie zawiesiny nanoczastek
o objetosci 40 pl w jednorodnym polu magnetycznym, w uchwycie wykonujacym oscylacje
pionowe. Oscylacje te indukowaty sygnat zmiennego napigcia w uktadzie czterech cewek
pomiarowych, ktory jest proporcjonalny do momentu magnetycznego probki. Pozwolito to na
pomiar magnetyzacji w zaleznos$ci od pola magnetycznego oraz na zapewnienie magnetyzacji
nasycenia (Mnass) oraz natezenia koercyjnego (Hc) nanoczastek. Przy pomiarach stosowano
magnetometr wibracyjny typu 7407 firmy LakeShore. Pomiary wykonano w temperaturze
cieklego azotu (LN, ~80 K) oraz w temperaturze pokojowej (RT, ~298 K) w funkcji
zewngtrznego pola magnetycznego o wartosci indukcji do 1,5 T. Zalezno$¢ temperaturowa
magnetyzacji, zmierzong w rezimie ZFC-FC zarejestrowano w nastgpujacy sposob:
rozmagnesowang probke schtadzano do temperatury pokojowe; w zerowym polu
magnetycznym, a nastepnie przyktadano zadane zewnetrzne pole magnetyczne i r0zpoczynano
pomiar magnetyzacji, podczas ktorego probka byta ogrzewana do 250 K z ustalong predkoscia
(krzywa ZFC). Po skofnczonym pomiarze, utrzymujac zadane pole magnetyczne, probke
ponownie schtadzano do temperatury pokojowej, rejestrujagc w tym samym czasie jej
magnetyzacje (krzywa FC). Obie krzywe rejestrowano w polu magnetycznym o warto$ci
100 Gs.
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3.1.2.4. Badanie struktury SPION-Zn2-CCh(+)

W celu okreslenia lokalnej struktury atomowej badanych nanoczastek domieszkowanych
cynkiem i pokrytych kationowg pochodng chitozanu przeprowadzono pomiary spektrometrii
maossbauerowskiej oraz wysoko rozdzielczej spektroskopii absorpcji promieni X w poblizu
progu absorpcji (HERFD XANES, ang. High-Energy Resolution Fluorescence Detected X-ray
Absorption Near Edge Structure). Widma méossbauerowskie °'Fe zostaly zarejestrowane
w temperaturze pokojowe;j i ciektego azotu (80K) z wykorzystaniem zrodta °’Co/Rh. Pomiary
byty prowadzone w modzie transmisyjnym, w trybie stalego przyspieszenia z badang probka
w formie adsorbenta. Adsorbent przygotowywano poprzez suszenie zawiesiny, az do uzyskania
proszku. Otrzymane widma niskotemperaturowe analizowano za pomoca procedury
dopasowania metodg najmniejszych kwadratow, w przyblizeniu ,,cienkiego adsorbenta”. Inng
metoda, ktéra postuzyta w okresleniu struktury otrzymanego zwiazku byla spektroskopia
HERFD XANES. Pomiary przeprowadzono na stacji badawczej 1D26 w Europejskim
Synchrotronie (ESRF) w Grenoble. Uktad pomiarowy oparty byt na spektrometrze emisji
rentgenowskiej w geometrii Johanna wyposazonym w zestaw czterech sferycznych
analizatorow monokrystalicznych Ge (440) oraz monochromator z podwdjnym krysztatem Si
(311). Rozdzielczo$¢ energetyczna dla energii odpowiadajgcej krawedzi absorpcji K zelaza
(7,1 keV) okre$lona na podstawie szerokosci potowkowej piku rozpraszania elastycznego
wyniosta ok. 0,7 eV. Widma HERDF XANES zbierano z wodnych zawiesin nanoczastek
1 poréwnywano z widmami probek odniesienia: polikrystalicznego a-Fe:O3 oraz

monokrystalicznego Fe3Oa.

3.1.2.5. Testy cytotoksycznosci SPION-Zn2-CCh(+) na liniach komérkowych

neuroblastoma

Aktywnos¢ cytotoksyczng probki SPION-Zn2-CCh(+) na mysich liniach komoérkowych
nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma) oceniono za pomoca testu MTT. Wykorzystuje si¢
w nim aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej, enzymu mitochondrialnego, obecnego
w zywych komorkach, ktory przeksztatca rozpuszczalny bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-
2,5-difenylotetrazoliowy (MTT), w form¢ zredukowana, nierozpuszczalny formazan,
wytracajacy sie w postaci krysztatéw. Komorki w ilosci 4 x 10* hodowano w objetosci 0,1 ml
pozywki hodowlanej na 96-dotkowej ptytce (TC Plate, Cell+, F, dla wrazliwych komorek
adherentnych, Sarstedt) w obecnoséci roznych stezen SPION-Zn2-CCh(+) zawieszonych
w pozywce. Po 24 h komorki oczyszczono i dalej inkubowano przez 1 godzing z barwnikiem

MTT. Otrzymany niebieski osad formazanu rozpuszczono stosujac bufor do solubilizacji
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(5§ mM HCI w izopropanolu) i inkubowano przez noc w 37°C. Otrzymany barwny roztwor
poddano pomiarom absorbancji przy dlugosci fali réwnej 570 nm za pomoca czytnika
mikroptytek. Kazdy wynik przedstawiono jako $rednig z czterech niezaleznych
eksperymentoéw, z ktorych kazdy przeprowadzono w trzech probach. Dla wszystkich wartosci
obliczono takze odchylenie standardowe. Istotno$¢ réznic migdzy warto$ciami zywotnos$ci
komorek okre§lono za pomocg testu t-studenta w odniesieniu do proby kontrolne;j.
We wszystkich przypadkach warto$¢ prawdopodobienstwa (p) mniejsza niz 0,05 zostata uznana

Za 7naczacy.

3.1.2.6. Eksperymenty hipertermii magnetycznej i badania in vitro na liniach

komorkowych neuroblastoma

W celu okreslenia zdolnosci ogrzewania si¢ otrzymanych nanoczastek, przeprowadzono
eksperymenty MH, w ktorych rejestrowano krzywe zalezno$ci temperatury od czasu ekspozycji
na zmienne zewnetrzne pole magnetyczne. Efekt hipertermiczny mierzono za pomocg zestawu
zbudowanego w Akademickim Centrum Materiatdéw i Nanotechnologii Akademii Gorniczo-
Hutniczej w Krakowie. Uktad pomiarowy do MH sktadal si¢ z generatora do grzania
indukcyjnego (EASY Heat 0224 FFC CE), cewki indukcyjnej (7,5 zwoju), uktadu chtodzenia
wodnego cewki (TEXA TCW12NBSBCP0000) oraz sensora optycznego w postaci wiokna
szklanego (Rys. 24).

Sensor optyczny do
pomiaru temperatury

Uktad pomiaru
temperatury

Generator pola
magnetycznego

Komora prébki

Cewka indukcyjna Zawiesina nanoczastek
Uktad chtodzenia

Rys. 24. Uktad stosowany do pomiaru efektu hipertermicznego (Zrodto: opracowanie wlasne).

Calos$¢ uktadu obstugiwana byta za pomoca komputera z programem sterujagcym w srodowisku
LabView. Za jego pomoca mozliwe bylo regulowanie m.in. nat¢zenia pradu generatora,
maksymalnej temperatury oraz maksymalnego czasu pracy. Polimerowg probéwke Eppendorf,

wypetniong 400 pl badanej probki wraz z optycznym czujnikiem temperatury umieszczano
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w $rodku cewki indukcyjnej. Tak przygotowang probke mocowano w polimerowym statywie
wykonanym z proboéwki o $rednicy 2,5 cm, zapewniajacym izolacje¢ termiczng zawiesiny.
Pomiary wykonywano zmieniajgc moc generatora pola magnetycznego w zakresie 0,9-1,6 kW,
co odpowiadato wyznaczonemu eksperymentalnie nat¢zeniu pola magnetycznego (H)
w zakresie 27,6-35,7 kA/m. Czgstotliwo$¢ zmiennego pola magnetycznego ustalono na
360 kHz. Profile temperaturowe probek byly rejestrowane w czasie rzeczywistym, a nastgpnie
korygowane poprzez odj¢cie profili temperaturowych zmierzonych dla wody dejonizowane;,
ktore potraktowano jako miar¢ ogrzewania tla. Szybko$¢ ogrzewania okreslono jako
poczatkowe (do ok. 200 s) nachylenie zaleznosci temperatury (T) w funkcji czasu (t), do ktorego
dopasowano regresje liniowa.

Po zbadaniu zdolnos$ci ogrzewania si¢ nanoczastek, przystapiono do przetestowania ich
hipertermicznego dzialania na komorkach z linii neuroblastoma. Komorki te najpierw
inkubowano w zawiesinie SPION-Zn2-CCh(+), a nastgpnie umieszczono we wczesniej
opisanym uktadzie pomiarowym do MH i poddawano dziataniu zmiennego pola
magnetycznego. Komorki w ilosci 4x10%, hodowano w sterylnych dotkach wycietych z phytki
12-dotkowej, aby umozliwi¢ ich umieszczenie wewnatrz cewki indukcyjnej. Komorki
inkubowano w pozywce hodowlanej zawierajacej zawiesing SPION-Zn2-CCh(+) (stezenie
0,18 mg Fe/ml) przez 24 h. Nastgpnie komorki przemyto pozywka hodowlang, natychmiast
umieszczono w aparacie do pomiaru efektu hipertermicznego i poddawano dziataniu pola
magnetycznego (33,3 kA/m) przez 900 s. Pomiary rozpoczeto od temperatury 37°C. Taka sama
procedur¢ eksperymentalng zastosowano rowniez dla komoérek, ktére nie byly inkubowane
Z SPION-Zn2-CCh(+) (eksperyment kontrolny). Po poddaniu dziataniu pola magnetycznego
wszystkie komorki zostaly poddane testowi MTT w trzech seriach, aby oceni¢ ich

przezywalnos¢.
3.1.3. Wyniki oraz ich opracowanie

W wyniku syntezy metoda wspolstracania odpowiednich soli (roztwory prekursorow soli
zawierajacych Fe®", Fe?*, Zn?*) w roztworze wodnym lub roztworze kationowej pochodnej
chitozanu (CCh(+)), otrzymano nanoferryty o roznej zawartoSci cynku. Jak wczesniej
wspomniano chitozan moze tworzy¢ kompleksy z jonami zelaza, ale réwniez cynk i inne jony
(np. miedZ) mogg by¢ koordynowane przez grupy funkcyjne chitozanu, co mozna wykorzystac¢
do tworzenia powlok na réznych nanoferrytach [197]. Daje to mozliwos$ci tworzenia innych
domieszkowanych nanoczastek z zastosowaniem polimeru CCh(+), wykorzystanego

w badaniach opisanych w dalszych podrozdziatach.
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3.1.3.1. Analiza fizykochemiczna nanoczastek

W celu przeprowadzenia iloSciowego oznaczenia zawartosci zelaza w otrzymanych
probkach poddano je analizie za pomocg absorpcyjnej spektroskopii UV—Vis. Pomiar widm
absorpcyjnych dla probek przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale
3.1.2.2. Otrzymane maksymalne wartosci absorbancji dla okreslonych dtugosci fali postuzyty
do obliczenia stgzenia badanych proébek w oparciu o sporzadzona krzywa kalibracyjna
zaprezentowang na Rys. 21. Uzyskane wartosci stezen dla poszczegodlnych badanych probek
zamieszczono Wraz z innymi wielko$ciami w Tabela 2.

Sktad uzyskanych materialdéw, majacy na celu potwierdzenie obecnosci jonéw cynku
w strukturze SPION, okreslono za pomocg spektroskopii XPS. Na Rys. 25 przedstawiono
wybrane widma uzyskane w wyniku pomiaréw XPS dla wybranych probek
SPION-Zn2-CCh(+) oraz SPION-CCh(+), na podstawie ktorych okreslono ilosciowy sktad
(Tabela 1, pierwiastki: C, N, O, Fe i Zn).
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Rys. 25. Przyktadowe zebrane widma XPS: (a) poréwnanie widm dla SPION-CCh(+) i SPION-
Zn2-CCh(+); (b) pasmo Zn2p3 probki SPION-Zn2-CCh(+); (c) zdekonwulowane pasmo Fe2p
probki SPION-Zn2-CCh(+).
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Tabela 1. Procentowy atomowy sktad pierwiastkowy nanoczastek uzyskany na podstawie
wynikow XPS.

Probka Cls N1s Ols Fe2p Zn2p Zn/Fe
SPION 13,5 - 65,8 20,5 0,0 0,00
SPION-Zn 12,4 - 64,4 20,1 2,8 0,14
SPION-CCh(+) 42,5 4,4 40,6 12,5 0,0 0,00
SPION-Zn1-CCh(+) 31,5 2,1 51,3 13,8 13 0,10
SPION-Zn2-CCh(+) 36,5 3,5 48,4 9,6 2,0 0,21
SPION-Zn3-CCh(+) 53,7 4,5 35,1 5,5 1,3 0,23

Analiza widma Fe2p (Rys. 25c) wykazala obecno$¢ jonéw Fe?* i Fe** w lukach
oktaedrycznych, a jonéw Fe®* w lukach tetraedrycznych, co $wiadczy o otrzymaniu
nanoczastek magnetytu. Tabela 2 przedstawia stosunki molowe jonéw metali w mieszaninie
reakcyjnej oraz teoretycznie i eksperymentalnie wyznaczone, w oparciu o wyniki XPS, wzory
sumaryczne otrzymanych zwigzkéw (przy zatozeniu ZnxFezxOs), a takze ich stezenia,

odpowiadajace zawarto$ci zelaza.

Tabela 2. Stosunek molowy jonéw metali w mieszaninie reakcyjnej wraz z teoretycznymi

1 eksperymentalnymi wzorami sumarycznymi otrzymanych materiatow.

Prébka Fo2* | Fe* | zn2+ Teoretyczny wzor Eks'perymentalny
sumaryczny WZzOr sumaryczny
SPION 1 2 0 FesO4 FesO4
SPION-Zn 2 6 1 Zno33Fe26704 Zno37F€2,6304
SPION-CCh(+) 1 2 0 Fes04 FesO4
SPION-Zn1-CCh(+) 25| 6 | 05| ZnoisFe2s404 ZNo.26Fe2,7404
SPION-Zn2-CCh(+) 2 6 1 Zno 33Fe2,6704 Zno52Fe2,4804
SPION-Zn3-CCh(+) 0 2 1 ZnFe204 Znos6Fe2,4404

Na podstawie wynikow zaprezentowanych w powyzszej tabeli mozna zauwazy¢, ze
eksperymentalnie wyznaczone formuly s3 zgodne z teoretycznymi przewidywaniami
wylacznie dla probek SPION, SPION-CCh(+) oraz ferrytu cynkowego bez pokrycia
polimerowego (SPION-Zn). W przypadku zawiesin nanoczastek domieszkowanych jonami
cynku 1 zsyntezowanymi w obecnosci CCh(+) zaobserwowano, ze zawarto$¢ cynku
wbudowanego w strukture tlenku zelaza jest wicksza niz oczekiwano. Moze to by¢ rezultatem

tworzenia si¢ kompleksow jonéw Zn?>* z grupami funkcyjnymi tancucha polimerowego
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podczas powstawania nanoczastek, ktore powoduje zwigckszone wbudowywanie si¢ cynku
w strukture ferrytu. Wydaje si¢ jednak, ze istnieje limit ilosci wbudowanych w strukturg SPION
jonéw cynku, ktéry dla struktury ZnxFes—xOs wynosi nieco powyzej x = 0,5. Znaczny wzrost
zawartoéci jondw Zn>* w mieszaninie reakcyjnej dla probki SPION-Zn3-CCh(+) nie
spowodowat wyraznego Wzrostu zawartosci cynku w strukturze utworzonych nanoczastek.

W celu zbadania wielko$ci uzyskanych nanoczastek w wodnej zawiesinie dla wszystkich
otrzymanych prébek przeprowadzono pomiary DLS, ktorych wyniki przedstawiono na Rys. 26.
Wykazaty one, ze w wodnej dyspersji otrzymane nanoczastki wystepuja w postaci niewielkich
agregatow. Srednia $rednica hydrodynamiczna dla probki SPION-CCh(+), uzyskana na
podstawie dopasowania krzywej Gaussa, wyniosta (212 £ 2) nm. W przypadku
domieszkowanych nanoczgstek o nizszej zawarto$ci cynku (SPION-Zn1-CCh(+) i SPION-
Zn2-CCh(+)) réwniez zaobserwowano rozklady rozmiaré6w o pojedynczym maksimum,
a wyznaczone na ich podstawie $rednice hydrodynamiczne wyniosty odpowiednio (245 + 2)
nm oraz (198 £ 2) nm. Pomiar probki o wyzszej zawarto$ci cynku (SPION-Zn3-CCh(+))
wykazat bimodalny rozktad $rednicy hydrodynamicznej (Rys. 26d) o maksimach dla warto$ci
(266 = 2) nm oraz (122 £ 5) nm. Taki rozktad sugeruje utworzenie si¢ dwdch rodzajow
nanoczastek o roéznych $rednicach hydrodynamicznych, co moze by¢ zwigzane z réznym
sktadem rdzenia lub powtoki. Za pomocg pomiaru DLS otrzymano réwniez wartosci
wspotczynnikow dyspersyjnosci (PDI) dla poszczegdlnych probek. Niskie wartosci PDI, od
0,153 dla SPION-CCh(+), przez 0,191 dla SPION-Zn2-CCh(+), 0,195 dla SPION-Zn3-CCh(+)
az do 0,238 dla SPION-Zn1-CCh(+), $wiadczg o niskiej dyspersyjnosci otrzymanych zawiesin.
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otrzymanie

struktury magnetytu. Warto

roOwniez zaznaczyc,

ze wodna dyspersja

SPION-Zn2-CCh(+) jest stabilna zaréwno po 6 jak i po 12 miesigcach, co potwierdzaja wyniki

pomiaréw wykonanych po tym czasie. Zaobserwowano jedynie nieznaczace zmiany Srednicy

hydrodynamicznej probki (Rys. 28a i b) oraz niewielki spadek potencjatu dzeta (Rys. 28c i d).
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Rys. 28. Wyniki pomiaréw DLS oraz potencjatu Qzeta dla probki SPION-Zn2-CCh(+) po 6
miesigcach (aic) oraz 12 miesigcach (b 1d) przechowywania w lodowce (dopasowane rozktady
logarytmiczno-normalny (a i b) oraz rozktad Gaussa (c i d)).

Dlatego to wtasnie probka SPION-Zn2-CCh(+) zostata wybrana do kolejnych eksperymentow.

W dalszej czg$ci pracy przedstawiono wyniki dla tej wlasnie probki oraz dla probki

referencyjnej, ktorg stanowi zawiesina SPION-CCh(+).

Rozmiar rdzeni nanoczgstek w probkach SPION-CCh(+) oraz SPION-Zn2-CCh(+)

zbadano takze za pomoca mikroskopii HRTEM. Obrazy z mikroskopu transmisyjnego

(Rys. 29a i b) pokazuja nanoczastki w formie niewielkich agregatow. Na podstawie tych

obrazé6w zmierzono 100 $rednic nanoczastek i sporzadzono histogramy (Rys. 29c¢), z ktorych

po dopasowaniu krzywej Gaussa oraz wyznaczeniu maksimum otrzymano $rednie wartoSci

$rednicy rdzeni nanoczastek.
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Rys. 29. Obrazy HRTEM dla SPION-Zn2-CCh(+) (a) oraz SPION-CCh(+) (b), a takze
przyktadowy histogram rozktadu wielkosci nanoczgstek dla probki SPION-Zn2-CCh(+) (c).
Do histogramu dopasowano rozktad logarytmiczno-normalny.

Rozmiar SPION-CCh(+) wynosi (12 + 2) nm, natomiast rdzeni SPION-Zn2-CCh(+) wynosi
(8 +2) nm, co wskazuje na niewielki wplyw domieszkowania cynkiem na rozmiar i morfologie¢
nanoczastek. Niestety obrazy HR TEM nie pozwalaja na zwizualizowanie cienkiej warstwy
CCh(+) pokrywajacej nanoczastki [166]. Wyniki otrzymane dla rdzeni nanoczastek za pomoca
mikroskopii TEM potwierdzono réwniez stosujgc rozpraszanie promieniowania X pod matym
katem (SAXS). W zwiazku z przenikaniem promieniowania X przez materi¢ migkka mozemy

otrzymac rozmiary rdzeni nanoczastek, podobnie jak w TEM (Rys. 22).
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Rys. 30. Zaleznos¢ natezenia promieniowania rozproszonego probki SPION-Zn2-CCh(+) od
wektora rozproszenia wraz z dopasowanym modelem obejmujgcym dwie populacje kulistych
czgstek (@) oraz zaleznosé funkcji gestosci prawdopodobienstwa od rozmiaru nanoczgstek,
uzyskana na podstawie modelu i znormalizowana do catkowitej liczby czgstek (D).
Do otrzymanych wynikow, przedstawionych na Rys. 30a, dopasowano krzywa rozproszenia
typowa dla czgstek sferycznych [198]. W probce zaobserwowano dwie populacje czastek:
mniejsze o $rednim rozmiarze (11 £+ 3) nm oraz wigksze o $rednim rozmiarze (36 = 8) nm,
jednak frakcja drobniejszych nanoczastek przewaza w probee. Moze to sugerowac, ze w probcee
wystepuja mniejsze pierwotne czastki o $rednicy ok. 11 nm, z ktérych niektore tacza sig
w wigksze struktury o wielkosci 36 nm. Potwierdza to wnioski wysnute na podstawie obrazow
TEM o wystepowaniu niewielkich agregatow nanoczastek w probce SPION-Zn2-CCh(+).

Ze wzgledu na potencjalne biologiczne zastosowanie otrzymanych SPION-Zn2-CCh(+)
i mozliwos¢ ich zastosowania w badaniach in vivo przeprowadzono dodatkowo pomiary ich
stabilno$ci w plodowej surowicy bydlecej. Wykorzystano do tego analizator skanujgcy
Turbiscan. Badania wykazaly mniejsza niz w przypadku wodnej zawiesiny, jednak
wystarczajagco dlugotrwalg stabilno$¢ dyspersji SPION-Zn2-CCh(+) w ptodowej surowicy
bydlecej. Pomimo dodatniego tadunku powierzchniowego nanoczgstek ich zauwazalna
sedymentacja rozpoczeta si¢ dopiero po ok. 10 h (Rys. 31). Jest to czas dluzszy niz typowy czas
krazenia nanoczastek w krwiobiegu [199]. Ponadto we wczesniej opublikowanych artykutach
dotyczacych SPION pokrytych CCh(+) wykazano stabilnos¢ i biokompatybilnos¢ zawiesin,

wymagang do zastosowan in vivo [42].
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Rys. 31. Zaleznos¢ zmiany intensywnosci transmisji w gornej i dolnej czesci probki (AT) od
czasu dla SPION-Zn2-CCh(+) w wodzie oraz ptodowej surowicy bydlecej.

3.1.3.2. Potwierdzenie wlasciwosci magnetycznych nanoczgstek

Wyniki pomiaréw VSM zaprezentowano na Rys. 32. Jak opisano w podrozdziale 3.1.2.3,
waznym kryterium wymaganym do uznania czastek za superparamagnetyczne jest brak petli
histerezy w profilu VSM oraz nat¢zenie koercyjne rowne lub zblizone do zera. Wyniki
uzyskane zaro6wno dla probki SPION-Zn2-CCh(+) (Rys. 32a) jak i SPION-CCh(+) (Rys. 32¢c)
w temperaturze cieklego azotu wykazaly obecnos¢ petli histerezy, charakterystycznej dla
substancji ferromagnetycznych. Jednak ogrzanie probki spowodowato zanik petli histerezy, co
potwierdza superparamagnetyczne wiasciwosci SPION-CCh(+) oraz SPION-Zn2-CCh(+)
w temperaturze pokojowej. Magnetyzacja nasycenia przy 80 K dla probki SPION-Zn2-CCh(+),
mierzona na gram nanoczastek, wynosi 103 emu/g, a dla probki SPION-CCh(+) wynosi
65 emu/g. W obu przypadkach magnetyzacja nasycenia nieznacznie maleje wraz ze wzrostem
temperatury, osiggajac odpowiednio 87 emu/g i 57 emu/g w temperaturze 290 K. Istnieja
doniesienia literaturowe o roznicach w wtasciwosciach SPION w zaleznosci od metody syntezy
[200,201], jednak magnetyzacja nanoczastek domieszkowanych jonami Zn?* w pozycjach
tetraedrycznych moze osigga¢ wartos¢ nawet 160 emu/g [202]. W niedomieszkowanych
nanoczastkach magnetytu, magnetyzacja nasycenia odpowiada antyferromagnetycznemu
sprzezeniu podsieci tetraedrycznej 1 oktaedrycznej. Poniewaz populacja oktaedrycznych luk
wypetionych jonami zelaza jest dwukrotnie wyzsza, dominuje ona wypadkowa magnetyzacje.
Domieszkowanie jonami Zn, ktore zastgpuje jony zelaza w lukach tetraedrycznych, prowadzi

do zwigkszenia wypadkowej magnetyzacji. Stad tez wyzsza warto$¢ magnetyzacji nasycenia
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dla SPION-Zn2-CCh(+) w poréwnaniu do SPION-CCh(+) nie jest zaskakujaca pod

warunkiem, ze jony cynku zajmujg luki tetraedryczne w strukturze ferrytu (co zostanie zbadane

w dalszej czesci pracy).
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Rys. 32. Profile VSM obrazujgce zaleznos¢ magnetyzacji od indukcji pola magnetycznego dla
wysuszonych probek SPION-Zn2-CCh(+) (a) oraz SPION-CCh(+) (c) w wybranych
temperaturach (LN — temperatura ciektego azotu (80 K), RT — temperatura pokojowa (290 K)).
Rysunek b przedstawia temperaturowq zaleznos¢ magnetyzacji zmierzong w rezimie ZFC-FC
dla probki SPION-Zn2-CCh(+), w polu o wartosci 100 Gs (Ts — temperatura blokowania).

Na Rys. 32b pokazano temperaturowa zaleznos¢ magnetyzacji zmierzong w rezimie ZFC-FC,

tj. po schlodzeniu probki w zerowym polu magnetycznym (krzywa ZFC) oraz po schtodzeniu

probki w stalym niezerowym polu magnetycznym (krzywa FC). Mozna zauwazy¢, ze profile
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ZFC i FC w niskiej temperaturze r6znig si¢ od siebie, jednak powyzej temperatury 220 K
zaczynaja si¢ pokrywac. Na Rys. 32b zaznaczono takze temperatur¢ blokowania (Tg), czyli
temperature, w ktorej osiggane jest maksymalne namagnesowanie. Tg jest wrazliwa na rozktad
wielkos$ci czgstek i wskazuje przej$cie migdzy stanem superparamagnetycznym (T > Tg)
a stanem zablokowanym (T < Tg). Rowniez ten pomiar potwierdza superparamagnetyczne
wilasciwosci SPION-Zn2-CCh(+) i ich odblokowanie w temperaturze pokojowej.

3.1.3.3. Okreslenie struktury nanoczgstek

W celu okreslenia lokalnej struktury jonow Fe dla zsyntezowanych SPION-Zn2-CCh(+),
wykonano pomiary efektu Mossbauera na jadrach izotopu °’Fe w temperaturze pokojowej oraz
w 80 K. Zmierzone widma zaprezentowano na Rys. 33.
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Rys. 33. Widma mdssbauerowskie °'Fe zmierzone dla SPION-Zn2-CCh(+) w temperaturze
300 K (a) i w temperaturze 80 K (b).

Relaksacyjny ksztatt widma w temperaturze 300 K (Rys. 33a) jest efektem szybkich fluktuacji
momentow magnetycznych nanoczastek i1 jest charakterystyczny dla matych nanoczastek
ferrytowych. Widmo wykazuje znaczne poszerzenie struktury magnetycznej w zakresie od
ok. —8 mm/s do 8 mm/s, z wyraznym dubletem kwadrupolowym w $rodku widma. Poréwnanie

z widmami relaksacyjnymi szczegdtowo zbadanymi przez Rebbouh et al. [203] pozwala
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stwierdzi¢, ze badany materiat sktada si¢ glownie z nanoczastek 0 rozmiarach nieznacznie
przekraczajacych 10 nm. Obnizenie temperatury pomiaru do 80 K zmniejsza czgstotliwos¢
fluktuacji magnetycznych, znacznie wpltywajac na ksztatt widma (Rys. 33b) — obserwuje sie
wyrazne rozszczepienie magnetyczne. Analiza numeryczna pozwala wyodrebni¢ cztery
skladowe magnetyczne i okres$li¢ parametry oddziatywan nadsubtelnych dla poszczego6lnych
sktadowych widma. Parametry oddzialywan nadsubtelnych tych sktadowych przedstawia
Tabela 4.

Tabela 4. Parametry oddzialywan nadsubtelnych °’Fe dla SPION-Zn2-CCh(+): udziat
sktadowej, przesuniecie izomeryczne (IS) wzgledem zrodta >’Co(Rh) w 300K, nadsubtelne

pole magnetyczne (H), oddziatywanie kwadrupolowe (QS).

Lp. Udzial skladowej [%0] IS [mm/s] H [kGs] | QS [mm/s]
1 28,9 0,374 493,3 0,017
T = 80K 2 26,5 0,362 466,2 0,123
3 29,0 0,256 482,1 -0,007
4 15,6 0,504 427,6 —-0,023

<IS>= 0,357 [mm/s], <H> = 472,6 [KGs]

Poszczegolne sktadowe widma przypisano jonom Fe w dwoch odrgbnych pozycjach
oktaedrycznych: w pozycji tetraedrycznej struktury ferrytu oraz sktadowej jonow Fe
w nieuporzadkowanej objetosci lub innych rodzajach tlenkowych faz zelaza. Srednia wartosé
przesunigcia izomerycznego <IS> jest bliska 0,36 mm/s, co wskazuje, ze badany materiat
zawiera gtéwnie jony zelaza Fe®'. Jedna ze sktadowych wykazuje znacznie wyzsza wartoéé IS
(0,504 mm/s). Mozna ja przypisa¢ obecnosci pewnej frakcji jonow Fe?*, tak jak w przypadku
ferrytow ZnxFes«O4 0 zawartosci jonéw cynku x < 1. Srednia warto$é nadsubtelnego pola
magnetycznego <H>, rowna 472,6 kGs, odpowiada wartosciom dla ferrytu cynkowego
o strukturze spinelu.

Inng metoda, =zastosowang w celu wustalenia struktury otrzymanej probki
SPION-Zn2-CCh(+), byta wysoko rozdzielcza spektroskopia absorpcji promieni X w poblizu
progu absorpcji (HERFD XANES). Na Rys. 34 przedstawiono widma otrzymane dla badanej
probki (linia niebieska) wraz z widmami referencyjnymi dla magnetytu (linia czarna) oraz

maghemitu (linia czerwona), a takze ich pierwsze pochodne.
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Rys. 34. Widma HERFD XANES na krawedzi K Zelaza (a) | odpowiadajgce im widma pierwszej
pochodnej (b) zebrane dia probki SPION-Zn2-CCh(+) oraz referencyjnych tlenkow Zelaza
(FesOs i aFex03). Wykres wstawiony w panelu (a) przedstawia powigkszony obszar
przedkrawedziowy po normalizacji do maksimum pre-piku, co pozwala na jednoznaczne
okreslenie przesunigcia energii piku P2.
Otrzymane widmo wykazuje cechy charakterystyczne sieci spinelowej odpowiadajacej
strukturze ferrytu cynkowego [204]. Zaobserwowano niewielkie réznice w potozeniu glownej
krawedzi absorpcji oraz nieznaczne przesuniecie piku przedkrawedziowego (wykres
wstawiony w lewym gornym rogu Rys. 34a). Pierwszy efekt przypisuje si¢ pewnej ilosci luk

oktaedrycznych zawierajacych jony Fe? [198], za$ drugi przypisuje sie znacznej ilosci
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wakancji  zelazowych, analogicznie do  przesuni¢gcia  obserwowanego  migdzy
stechiometrycznym magnetytem i maghemitem [205]. Pik przedkrawedziowy sktadajacy si¢
z dominujacego pojedynczego piku (P2) jest wyraznym wskazaniem, ze zelazo zajmuje
zarowno luki tetraedryczne, jak i oktaedryczne w sieci spinelu. Jednak poszerzenie i spadek
intensywnos$ci sygnatu w odniesieniu do magnetytu sugeruja mniejszg zawarto$¢ wzgledng
jonow zelaza w lukach tetraedrycznych [206]. Zgodnie z obliczeniami CTM (ang. charge
transfer multiplet), amplituda przedkrawedziowych cech HERFD, pochodzacych z luk
tetraedrycznych jest ok. 4-krotnie wigksza niz z luk oktaedrycznych [207]. W zwigzku z tym
zaobserwowane zmniejszenie intensywnosci piku przedkrawedziowego P2 do ok. 60%
warto$ci obserwowane] w widmie magnetytu wskazuje na to, ze ok. 20% jonow zelaza
w nanoczastkach znajduje si¢ w lukach tetraedrycznych. Zaktadajac, ze badane nanoczastki
tworzg standardowa sie¢ spinelu normalnego (jony cynku zajmuja tylko luki tetraedryczne)
i nie mozna wykluczy¢ wakancji kationowych, maksymalna zawarto§¢ cynku w prébce
SPION-Zn2-CCh(+) jest ograniczona do x < 0,6. Jest to zgodne z obserwacjami poczynionymi
podczas syntezy probek, kiedy okazato si¢, ze nawet duzy nadmiar jonéw cynku w mieszaninie
reakcyjnej nie spowodowal wbudowania wigkszej niz x > 0,6 zawartos$ci cynku do spinelu
(Tabela 2). Nieznaczne przesunigcie widma probki SPION-Zn2-CCh(+) na Rys. 34a wzgledem
widma magnetytu moze $wiadczy¢ o tym, ze otrzymana probka stanowi potaczenie struktur
FesOs4 oraz aFe;0s, z przewaga struktury spinelu. Swiadczy o tym réwniez widmo pierwszej
pochodnej (Rys. 34b), ktore w przypadku SPION-Zn2-CCh(+) pokazuje przede wszystkim
charakterystyczne cechy widmowe obserwowane dla magnetytu, jednak jest wyraznie

przesunigte w kierunku wyzszych energii, charakterystycznych dla tlenkow zelaza Fe(III).

3.1.3.4. Eksperymenty hipertermii magnetycznej

Po scharakteryzowaniu fizykochemicznym, strukturalnym i magnetycznym otrzymanych
probek przystagpiono do badan majagcych na celu ocenienie zdolnosci grzewczej
SPION-Zn2-CCh(+). Wiasciwos¢ t¢ badano w odniesieniu do SPION-CCh(+) chcac ocenié,
czy domieszkowanie jonami cynku wplywa na mozliwosci grzewcze nanoczastek. Dokonano
pomiaréw zmian temperatury (AT) w czasie dla obu zawiesin nanoczastek przy tych samych
stezeniach (odpowiednio: 0,18, 0,55 1 0,66 mg Fe/ml), wywotanych ekspozycija na oscylujace
pole magnetyczne (H = 33,3 kA/m, czgstotliwo$¢ rowna 360 kHz). Zbadano rowniez zalezno$¢
temperatury od czasu przy stalym wybranym stezeniu, zmieniajac moc generatora pola

magnetycznego. Uzyskane zaleznosci przedstawiono na Rys. 35a oraz b.
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Rys. 35. Wyniki badan MH dla zawiesin SPION-CCh(+) i SPION-Zn2-CCh(+): (a) profile
wzrostu temperatury (4AT) w funkcji czasu przy statej mocy (1,3 kW; H = 33,3 kA/m) dla
wybranych stezen (0,18, 0,55 1 0,66 mg/ml); (b) krzywe wzrostu temperatury przy ustalonym
stezeniu (0,66 mg/ml) dla wybranych wartosci mocy generatora (1,3 kW, H = 33,3 kA/m oraz
1,6 kW, H = 35,7 kA/m); (c) wartosci SAR wyznaczone przy rdznej mocy generatora,
(d) wartosci SAR wyznaczone przy roznych stezeniach zawiesin (moc stata — 1,3 kW). Zielonym
paskiem zaznaczono minimalny pozZgdany wzrost temperatury umozliwiajgcy osiggniecie
temperatury hipertermii przy poczgtkowej temperaturze fizjologicznej (odpowiadajgcy
temperaturze optymalnej hipertermii rownej 41-46 <C).

Wzrost temperatury dla domieszkowanych cynkiem SPION-Zn2-CCh(+), przy kazdym
z trzech stezen, byl znacznie silniejszy niz wzrost temperatury dla SPION-CCh(+)
0 najwyzszym stezeniu. Wartym odnotowania jest to, ze minimalny pozadany wzrost
temperatury (5-6°C), ktory umozliwia osiggniecie temperatury hipertermii przy poczatkowej
temperaturze fizjologicznej, zostal osiggniety juz przy stosunkowo niskim st¢zeniu ferrytu
cynkowego, rownym 0,55 mg Fe/ml. Niedomieszkowane SPION-CCh(+), nawet przy
najwyzszym stezeniu i najwyzszej zastosowanej mocy generatora pola magnetycznego, nie

osiggnely wymaganej zdolnosci grzewczej (Rys. 35b). Wszystkie badane uktady wykazaty
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dobrag stabilno$¢ koloidalng podczas prowadzenia pomiarow MH. Nie zaobserwowano
sedymentacji nanoczastek zar6wno w trakcie jak i po zakonczeniu ogrzewania magnetycznego.

W celu doktadniejszej, ilosciowej analizy zdolno$ci grzewczych nanoczastek
domieszkowanych cynkiem i bez dodatkowych jonéw w strukturze, dla obu zawiesin
wyznaczono wspotczynniki SAR. Okreslono je na podstawie dopasowania funkcji liniowej do
poczatkowego prostoliniowego fragmentu wykresu zaleznosci temperatury od czasu dla danej

probki (Rys. 36) i obliczono zgodnie z réwnaniem (4) (rozdziat 2.1.3).

a) b)
16, — SPION-Zn2-CCh(#) c= 0,18 mg/ml 16 SPION-Zn2-CCh(+) 1,3 kW
] —— SPION-Zn2-CCh(+) ¢= 0,55 mg/ml ] SPION-Zn2-CCh(+) 1,6 kW
, g/m L
SPION-Zn2-CCh = 0.66 ma/ml = D opasowana funkcja liniowa dla 1,6 kW
14 4 -Zn2-CCh(*) o= 0,66 mg/m 14 { = = Dopasowana funkgja liniowa dla 1,3 KW
= = Dopasowana funkcja liniowa dla c= 0,18 mg/ml !
12 seeee Dopasowana funkcja liniowa dla c= 0,55 mg/ml
10 = Dopasowana funkcja liniowa dla c= 0,66 mg/ml
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Rys. 36. Przyktadowe wykresy obrazujgce metode wyznaczania wspotczynnika SAR poprzez
dopasowanie funkcji liniowych (kolor czarny) do profili temperaturowych dla
SPION-Zn2-CCh(+) dla roznych stezen probki (a) oraz réznych mocy generatora (b). Na
wykresach naniesiono wspotczynniki nachylenia dla poszczegolnych dopasowanych funkcji.

Wartosci SAR dla SPION-Zn2-CCh(+), odpowiadajace efektywno$ci pochtaniania energii
elektromagnetycznej na jednostk¢ masy biologicznej, siegaja od ok. 264 do 140 W/g Fe, przy
stezeniach zawiesiny w zakresie od 0,18 do 0,66 mg Fe/ml (Rys. 35d). Zaobserwowane
wysokie warto$ci SAR zostaty osiggniete prawdopodobnie dzigki potaczeniu bardzo dobrej
stabilnosci koloidalnej, waskiego rozktadu wielkosci nanoczgstek oraz ich silnych wlasciwosci
magnetycznych [208,209]. Warto$ci SAR generalnie rosng wraz ze wzrostem mocy generatora
(Rys. 35c¢), co wynika z tego, ze wytwarzanie ciepta jest proporcjonalne do zastosowanego pola
magnetycznego. Otrzymane dla probki SPION-Zn2-CCh(+) wartosci SAR sa poréwnywalne
z warto$ciami podawanymi w literaturze przez inne grupy badawcze zajmujace si¢ MH
[68,210]. Interesujace jednak jest poréwnanie wynikow dla nanoczastek domieszkowanych
i bez wprowadzonych jondéw cynku, aby oceni¢ wpltyw domieszkowania na zdolno$¢

ogrzewania si¢ nanoczgstek. Zostanie to szerzej omoéwione w dalszej czesci tego podrozdziatu.
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Krzywe wzrostu temperatury mozna rowniez zanalizowaé poprzez dopasowanie modelu

Boxa-Lucasa [54], opisanego roéwnaniem (6), ktory rowniez pozwala wyznaczy¢ warto$¢ SAR:
T(t) = A(1 — e B(t-%)) (6)
gdzie: T — temperatura, t — czas ekspozycji na pole magnetyczne, A i B to statle dopasowania,

a to to parametr korygujacy dla niezerowej temperatury poczatkowej. lloczyn statych A 1 B

w czasie t = 0 reprezentuje poczatkowa szybko$¢ wzrostu ciepla i jest rOwnowazny cztonowi
% w czasie t = 0 (rownanie (4) w rozdziale 2.1.3). Przyktadowe wykresy, obrazujgce metode

wyznaczenia wspolczynnikow SAR za pomocg modelu Boxa-Lucasa przedstawiono na
Rys. 37.
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Rys. 37. Przykladowe wykresy obrazujgce metode wyznaczania wspotczynnika SAR poprzez
dopasowanie modelu Boxa-Lucasa (kolor czerwony) do profili temperaturowych dla SPION-
ZNn2-CCh(+) dla roznych stezen probki (a) oraz roznych mocy generatora (b). Na wykresach
naniesiono otrzymane wspétczynniki nachylenia dla poszczegolnych dopasowanych funkcji.

Warto$ci SAR otrzymane na podstawie tego modelu dla SPION-Zn2-CCh(+) oraz SPION-
CCh(+) okazaly si¢ nieco wyzsze (ok. 20-30%) niz wyniki otrzymane z nachylenia funkcji
liniowej dopasowanej do prostoliniowego fragmentu wykresu zmiany temperatury od czasu.
Niemniej jednak trend pozostal zachowany dla obu metod, CO mozna zaobserwowaé

poréwnujac wykresy na Rys. 35c i d oraz Rys. 38. Zaobserwowane rdznice sg zwigzane
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z faktem, ze model Boxa-Lucasa uwzglednia profil temperaturowy w szerszym zakresie

czasowym, nie pomijajac efektu wyzszego wzrostu temperatury.

a) [l SPION-Zn2-CCh(+) ¢=0,66 mg/ml b) B SPION-Zn2-CCh(+) 1,3 kW
Il SPION-CCh(+) c=0,66 mg/ml 400 1 Il SPION-CCh(+) 1,3 kW

300
IC 6300
E 200 E‘
-4 (<4
& g 200 4

100 A 100 4 I

0 - 0 = T T
0,9 13 1,6 0,18 0,55 0,66
Moc [kW] Stezenie [mg/ml]

Rys. 38. Wspotczynniki SAR wyznaczone na podstawie dopasowania modelu Boxa-Lucasa przy
roznej mocy generatora () 0raz przy roznych stezeniach zawiesin (b).

Jak wczesniej wspomniano, ograniczeniem prezentowania wartosci SAR jest ich
zalezno$¢ od zastosowanego pola magnetycznego i jego czgstotliwosci, co utrudnia pordwnanie
otrzymanych wynikow z warto$ciami otrzymanymi przez inne grupy badawcze [60]. Dlatego
tez na podstawie rownania (5) przedstawionego w rozdziale 2.1.3, wyznaczono parametr ILP,
uwzgledniajacy natezenie i czestotliwos$¢ pola magnetycznego. Rys. 39 przedstawia zalezno$ci
wspolczynnika ILP od stezenia nanoczastek oraz przytozonej mocy generatora (w odniesieniu
do natezenia pola magnetycznego), Wyznaczone z nachylenia prostej dopasowanej do
prostoliniowego fragmentu profilu temperaturowego oraz z modelu Boxa-Lucasa. Porownanie
wspotczynnikow ILP jest bardziej przekonujace niz wartosci SAR, jednak wnioski jako$ciowe

pozostajg niezmienione.
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Rys. 39. Wartosci wspotczynnika ILP dla SPION-Zn2-CCh(+) i SPION-CCh(+). W gérnej
czesci rysunku umieszczono wykresy ILP wyznaczonych z nachylenia prostej dopasowanej do
prostoliniowego fragmentu profilu temperaturowego: (a) przy roznej mocy generatora (stafe
stezenie—0,66 mg Fe/ml) i (b) réznym stezeniu probki (stata moc—1,3 KW), natomiast w dolnej
czesci rysunku znajdujq sie wykresy ILP wyznaczonych z modelu Boxa-Lucasa: (C) przy roznej
mocy generatora i (d) réznym stezeniu probki.

Dla wyzszych stezen nanoczgstek (¢ > 0,55 mg Fe/ml) wartosci ILP sg w przypadku
SPION-Zn2-CCh(+) zazwyczaj kilkukrotnie wigksze niz dla SPION-CCh(+), podczas gdy dla
najnizszych badanych stezen nanoczastek niedomieszkowanych wspotczynnik ILP, a zarazem
nagrzewanie magnetyczne, jest bliskie zeru. Mozna na tej podstawie wnioskowac, ze
wbudowanie jonow cynku do struktury nanoczastek tlenku zelaza prowadzi do znacznego
polepszenia emisji ciepta, wywotanej zmiennym polem magnetycznym. Warto$ci ILP siegajace
ok. 0,4 nHm?/kg (ok. 0,5 nHM%kg biorac pod uwage wynik uzyskany z modelu Boxa-Lucasa)
dla stosunkowo niskich stezen nanoferrytoéw cynkowych (0,55 mg Fe/ml), ktére umozliwity
osiggnigcie wymaganego wzrostu temperatury, sa bardzo obiecujace z perspektywy
potencjalnego zastosowania w terapii MH. Najwyrazniejszg zmian¢ zaobserwowano przy

zwiekszaniu stezenia od wartosci 0,18 do 0,55 mg Fe/ml, jednak dalszy wzrost stezenia
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praktycznie nie wptynat na warto§¢ wspotczynnika ILP. Mozna to wytlumaczy¢ zwigkszong
agregacja nanoczastek przy poczatkowym zwickszaniu ich stgzenia, co wplywa na ich
wlasciwosci hipertermiczne.

Zjawisko to nie jest jednak niepokojace dzigki obecnosci dodatnio natadowanej
polimerowej powtoki, ktéra zapobiega wystgpieniu silnej agregacji przy wyzszych stezeniach
nanoczastek. Dodatkowo synteza nanoczastek w otoczce polimerowej moze prowadzi¢ do
powstania nanostruktur podobnych do tancuchow o jednoosiowej anizotropii (z jednym tatwym
kierunkiem namagnesowania) bez udzialu pola magnetycznego [211]. Tworzenie si¢ takich
nanostruktur podczas pomiaréw hipertermii (pod wptywem pola magnetycznego) zostato
wczesniej wykazane w literaturze [210]. Taka organizacja nanoczastek i efekt jednoosiowej
anizotropii, wywotany magnetycznymi oddziatywaniami dipolowymi, moze prowadzi¢ do
zwigkszenia wydajnosci ogrzewania nanoczastek magnetycznych, co zostato pokazane przez
kilka grup badawczych zarowno teoretycznie [212,213] jak i eksperymentalnie [212-215].
Fakt, Zze pokrycie polimerowe nanoczastek takze wplywa na zdolno$ci grzewcze otrzymanych
zawiesin, wynika rowniez ze specyfiki mechanizmow relaksacji Néela i Browna (rozdziat
2.1.3). W modelu relaksacji Browna wystepuje sktadowa tarcia obrotowego w danym
rozpuszczalniku, ktora powoduje wytwarzanie ciepta. Dzigki temu, takie parametry otoczenia
nanoczastek jak lepko$¢, ciepto wlasciwe czy przewodno$¢ cieplna, ktore mozna regulowac
poprzez funkcjonalizacje powierzchni nanoczastek, rowniez moga znaczaco wpltywaé na

efektywny wzrost temperatury [58,59].

3.1.3.5. Badania biologiczne in vitro na liniach komérkowych

Bioragc pod uwage potencjalne zastosowania medyczne otrzymanego nanoferrytu
cynkowego, istotne byto zbadanie jego cytotoksycznosci. W tym celu przeprowadzono testy
zywotnosci (MTT) mysich komodrek nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma), inkubowanych
w zawiesinie SPION-Zn2-CCh(+). Wyniki otrzymane w wyniku tych pomiarow

zaprezentowano na Rys. 40a.
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Rys. 40. Wyniki zywotnosci komorek (test MTT): (a) dla komorek neuroblastoma inkubowanych
z zawiesing SPION-Zn2-CCh(+) o roznych stezeniach; (b) dla komérek neuroblastoma
inkubowanych wraz z SPION-Zn2-CCh(+) o stezeniu rownym 0,18 mg Fe/ml) lub bez ich
obecnosci, ktore nastgpnie poddano dziataniu zmiennego pola magnetycznego (H). Stupki
niepewnosci pomiarowych przedstawiajg odchylenia standardowe srednich wartosci; n = 4 (a)
i n = 3 (b). Dla wszystkich probek na rysunku (a) zaobserwowano statystycznie nieistotne
odchylenia od grupy kontrolnej. ***—p < 0,001; n.s.—nieistotne statystycznie. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocq testu t-Studenta.

Testy MTT wykazaly, ze przy stezeniu zelaza do 0,54 mg Fe/ml, otrzymana zawiesina SPION-
Zn2-CCh(+) nie dziata toksycznie na badane komorki (zaobserwowano jedynie nieistotne
statystycznie odchylenia od grupy kontrolnej, widoczne na Rys. 40a). Ponadto,

przeprowadzone eksperymenty MH wykazaty, ze komorki nowotworowe neuroblastoma sa
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skutecznie zabijane (Rys. 40b) po inkubacji w SPION-Zn2-CCh(+), nawet przy najmniejszym
badanym stezeniu, réwnym 0,18 mg Fe/ml. Testy MTT wykazaty ponad 70% spadek
zywotno$ci komorek po ich wystawieniu na dziatanie zmiennego pola magnetycznego.
Eksperyment kontrolny dla komoérek inkubowanych bez zawiesiny SPION-Zn2-CCh(+) nie
spowodowat statystycznie istotnego zmniejszenia przezywalnosci komorek. Otrzymane wyniki
sugeruja réwniez wystarczajaca absorpcje nanoczastek przez badane komorki, ktora jest
wymagana, aby MH byta skuteczna w rzeczywistych uktadach biologicznych. Kolejnym
istotnym aspektem byto przeanalizowanie rodzaju $mierci komorkowej, wywotywanej przez
MH. Pierwszym z dwoéch gltownych typow $mierci komodrkowej jest apoptoza, w ktorej
komoérka ginie w sposob zaplanowany, nienaruszajacy homeostazy catego organizmu, bez
wywolywania reakcji ze strony uktadu immunologicznego, z formowaniem ciatek
apoptotycznych i fragmentacja materiatlu genetycznego. Drugim rodzajem jest nekroza, ktora
charakteryzuje si¢ gwaltowng $miercig, przebiegajaca z przerwaniem btony komodrkowej
1 wyptywem cytoplazmy do otoczenia, wywotang patologiczng przyczyna i zwykle zwigzang
z wystgpowaniem stanu zapalnego w organizmie. Sanz et al. w swojej pracy opisali wyniki
obserwacji komorek poddanych MH w optymalnej temperaturze 41-46°C, uzyskane za pomoca
mikroskopii TEM oraz FIB-SEM, ktore wykazaly cechy morfologiczne typowe dla $mierci
komorki przez apoptoze [55]. Nie bez znaczenia dla rodzaju $mierci komorkowej jest rowniez

wysoko$¢ osigganej przez nanoczastki temperatury — zbyt wysoka moze powodowac nekrozg.
3.1.4. Whnioski

W  niniejszej czeSci badan zsyntezowano 1 scharakteryzowano pod wzgledem
strukturalnym, magnetycznym i biologicznym otrzymane uktady hybrydowe oparte na
superparamagnetycznych nanoferrytach cynkowych pokrytych kationowa pochodng chitozanu.
Wykazano, ze obecnos¢ polimeru podczas formowania si¢ nanoczastek (0 rozmiarze rdzenia
ok. 10 nm, wyznaczonego na podstawie pomiarow TEM oraz SAXS) w metodzie
wspOlstracania, doprowadzita do bardzo efektywnego wbudowania si¢ cynku w strukture
tlenku zelaza. Ponadto chitozanowa powtoka zapewnita stabilizacje otrzymanej wodnej
zawiesiny SPION-Zn2-CCh(+) oraz wystgpowanie niewielkich agregatow o s$rednich
srednicach hydrodynamicznych rownych ok. 200 nm (na podstawie pomiaréw DLS). Co wazne
z perspektywy mozliwych zastosowan biomedycznych stwierdzono, ze otrzymana dyspersja
jest bardzo stabilna w czasie, gdyz $rednica hydrodynamiczna oraz warto$¢ potencjatu dzeta
ulegly niewielkiej zmianie nawet po 12 miesigcach przechowywania w temperaturze 4°C.

Zaproponowana metoda otrzymywania hybrydowych nanoferrytow otwiera rowniez nowe
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mozliwosci tatwego tworzenia ferrytow innych metali, o strukturze i sktadzie wczesniej trudno
osiggalnych i potencjalnie lepszych wiasciwosciach (np. magnetycznych).

Otrzymane hybrydowe nanoczastki, o stosunkowo duzej zawartoSci cynku, zostaty
nastepnie zastosowane jako czynniki grzewcze w eksperymentach MH. W eksperymentach
wykazano, ze otrzymana zawiesina nanoferrytu cynku w otoczce polimerowej, juz przy
stosunkowo niskim stezeniu (0k. 0,5 mg Fe/ml), bardzo efektywnie ogrzewa si¢ do temperatur
wymaganych w terapii MH. Wydajno$¢ ogrzewania, mierzona za pomocg wspotczynnika ILP
byta zazwyczaj kilkukrotnie wigksza (w zaleznosci od stezenia probki oraz zastosowanego pola
magnetycznego) niz w przypadku analogicznych nanoczastek tlenku zelaza o podobnych
rozmiarach. Mozna zatem wnioskowaé, ze domieszkowanie cynkiem pozwala zwigkszy¢
zdolno$¢ grzewcza nanoczastek, co z kolei umozliwia stosowanie zawiesin 0 mniejszych
stezeniach, a tym samym zwigksza bezpieczenstwo i komfort pacjenta poddawanego terapii
MH. W przeprowadzonych testach in vitro na liniach komérkowych wykazano, ze otrzymane
hybrydowe nanoczastki wywoluja skutecznie $mier¢ komoérek nowotworowych nawet przy
najmniejszym badanym st¢zeniu (0,18 mg Fe/ml), co jest bardzo obiecujace z perspektywy ich
biomedycznych zastosowan.

Istotnym jest fakt, ze otrzymane nanoferryty cynkowe, ze wzgledu na obecno$é
pierwiastka endogennego (Zn) oraz biokompatybilng powloke chitozanowa, nie wykazywaty
cytotoksycznosci wobec komorek w badanym zakresie stezen. Jest to wazny warunek ich
potencjalnego zastosowania w terapii metoda MH. Ponadto stosunkowo duze namagnesowanie
otrzymanych nanoczastek wraz z podwyzszong efektywnoscia generowania ciepta przez
otrzymane nanoczastki w otoczce polimerowej sprawiaja, ze zsyntezowane nanoferryty
cynkowe sa bardzo obiecujacymi kandydatami do terapii metoda MH, umozliwiajac
zastosowanie znacznie mniejszych stezen substancji grzewczej niz w aktualnie stosowanych

zwiagzkach komercyjnych.
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3.2. Uklady hybrydowe laczace szczotki polimerowe i nanoczastki magnetyczne
3.2.1. Materialy

Synteza i charakterystyka nanoczgstek: Chlorek zelaza(Ill), heksahydrat (Sigma-Aldrich,
cz.d.a); chlorek zelaza(Il), tetrahydrat (POCH S.A, cz.d.a); amoniak roztwor 25% (POCH S.A,
cz.d.a); chlorek sodu (POCH S.A, cz.d.a); argon 5.0 (Messer); kwas chlorowodorowy 35-38%
(POCH S.A, cz.d.a); witamina C (Sigma-Aldrich, cz.d.a); 1,10-fenantrolina, monohydrat
(POCH S.A, 99,5%); woda dejonizowana.

Synteza szczotek polimerowych z wbudowanymi nanoczastkami i warstwa poli-L-lizyny:
(3-aminopropytrietoksysilan (APTES) (Sigma Aldrich, 99%); bromek a-bromoizobutrylu
(BIB)  (Sigma  Aldrich,  98%); trietyloamina  (Sigma  Aldrich,  99,5%);
N,N,N’,N"”,N"-pentametylodietylenotriamina (PMDETA) (Sigma Aldrich, 99%); chlorek
(3-akrylamidopropylo) trimetyloamoniowy (APTAC) (Sigma Aldrich, 75% roztwér wodny);
bromek miedzi(l) (Sigma Aldrich, 99,999%): toluen (Chempur Piekary Slaskie, cz.d.a);
metanol (Chempur Piekary Slaskie, cz.d.a); izopropanol (Chempur Piekary Slaskie, cz.d.a);
chlorek metylenu, (Chempur Piekary Slaskie, cz.d.a); ptytki z wafla krzemowego—Polished
Prime Wafers (Cemat Silikon S.A. Warszawa); kwas siarkowy(VI) (Chempur Piekary Slaskie,
96%); perhydrol, (Stanlab Lublin, 30%); bromowodorek poli-L-lizyny (PLL, masa
czasteczkowa: 30000-70000, Sigma Aldrich, czystos¢ MQ: 300).

Eksperymenty biologiczne: Pozywka DMEM (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) do
hodowli komorkowych z L-glutaming oraz 15 mM czynnika buforujacego HEPES (Sigma-
Aldrich) uzupetionej 5% FBS (niepochodzaca z USA, sterylnie filtrowana, Sigma-Aldrich);
roztwor Penicylina-Streptomycyna (HyClone™); bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazoliowy (MTT, Sigma-Aldrich, czystos¢ MQ: 200); paraformaldehyd (Sigma-
Aldrich, czystos¢ MQ: 200); PBS (Sigma-Aldrich, czystos¢ MQ: 200); odczynnik do testu

zywotnosci komorek Alamar Blue® (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific).

3.2.2. Procedury eksperymentalne

3.2.2.1. Synteza szczotek polimerowych za pomocg powierzchniowo-inicjowanej

polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu (SI-ATRP)

Na Rys. 41a (krok 1 i 2) przedstawiono schemat procedury wykorzystanej do otrzymania
szczotek polimerowych w niniejszej czesci pracy. W celu przeprowadzenia powierzchniowo-

inicjowanej polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu (SI-ATRP) przygotowano
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ptytke krzemowa z naszczepiong monowarstwg inicjatora powierzchniowego, na ktorej
nastepnie prowadzono polimeryzacje. Plytke¢ umieszczono na 1 h w roztworze piranii
(H202:H2S04 w stosunku objetosciowym 1:3). Nastepnie plytke optukano woda, toluenem
1 osuszono w strumieniu argonu. W kolejnym etapie ptytke umieszczono w suchej fiolce
zawierajacej 5 ml toluenu. Fiolke szczelnie zamknigto gumowa septa i uszczelniono. Tak
przygotowany uktad przedmuchiwano strumieniem argonu, a nastgpnie wprowadzono 2 krople
inicjatora powierzchniowego (3-aminopropyl)trictoksysilanu (APTES) w przeliczeniu na jedng
ptytke o rozmiarze 1 cm x 1 cm. Uktad taki pozostawiano na 24 h w atmosferze argonu. Po tym
czasie ptytke z naniesionym inicjatorem oczyszczono silnym strumieniem pecherzykow argonu
w toluenie i dichlorometanie, a nastgpnie osuszono strumieniem argonu. Kolejnym krokiem
bylo umieszczenie ptytki z inicjatorem w szczelnie zamknigtej fiolce zawierajacej 5 ml
dichlorometanu oraz wprowadzenie do uktadu za pomocg strzykawek 0,05 ml trietyloaminy
(TEA) oraz 0,05 ml bromku bromoizobutyrylu (BIB). Probke pozostawiono w atmosferze
argonu na 1 h. Po tym czasie ptytke oczyszczono silnym strumieniem pecherzykow argonu
w dichlorometanie oraz mieszaninie izopropanolu i wody dejonizowanej w stosunku
objetosciowym 1:1, a nastgpnie osuszono strumieniem gazu.

Kolejnym etapem bylo przeprowadzenie polimeryzacji SI-ATRP  chlorku
(3-akrylamidopropylo) trimetyloamoniowego (APTAC). Uktad reakcyjny sktadat si¢ z czterech
szczelnie zamknigtych gumowymi septami fiolek, polaczonych szeregowo kaniulami
1 ulozonych kaskadowo od najwyzszej do najnizszej. W pierwszej (najwyzszej) fiolce
umieszczono igte wprowadzajaca do uktadu argon, a w ostatniej igle wylotowa. Dzigki
powstajagcemu cisnieniu zawarto$¢ fiolki znajdujacej sie wyzej w ukladzie jest przenoszona
kaniulami do fiolek umieszczonych nizej. Zawarto$¢ poszczegdlnych fiolek w uktadzie byta
nastgpujaca:

e |: 2,5 mlizopropanolu + 2,5 ml H20O (mieszanina nasycajaca srodowisko reakcji parami
mieszaniny alkoholu i wody),
e II: 3 ml APTAC + 0,5 ml H20 + 1,5 ml izopropanolu + PMDETA (N,N,N’,N",N"-
pentametyldietylenotriamina),
e 1lI: 20 mg CuBr,
e [V: plytka krzemowa z naniesionym inicjatorem.
Polimeryzacja byta prowadzona w temperaturze pokojowej, w tazni ultradzwigkowej, stosujac
ciggte ultradzwicki przez 1, 4 i 10 h (Sonic-6, Polsonic, moc ultradzwickowa 2 x 240 W).
Wazne jest, aby pamietac, ze stosunek Cu(l):chelat (PMDETA) musi by¢ staty (3:4,5 mol),
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natomiast stosunek monomer:Cu(I):(chelat) mozna zmienia¢. Po 24 godzinach od rozpoczgcia
polimeryzacji plytke starannie oczyszczano silnym strumieniem pegcherzykow gazu
w nastepujacych rozpuszczalnikach: mieszanina izpropanol:woda (1:1), dichlorometan oraz
etanol. Nastepnie suszono w strumieniu argonu. Syntez¢ t¢ prowadzono dla réznych ilosci

ptytek, dopasowujac odpowiednio ilo$ci poszczegdlnych odczynnikow.
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Rys. 41. Procedura otrzymywania uktadu hybrydowego lqczgcego nanoczgstki i szczotki
polimerowe. (a) Synteza szczotek polimerowych poli(APTAC) i szczotek polimerowych
z wbudowanymi nanoczgstkami poli(APTAC)+SPION: 1. Adsorpcja inicjatora na powierzchni
krzemu, 2. Utworzenie szczotek polimerowych z poli(APTAC) za pomocg polimeryzacji SI-
ATRP monomeru APTAC, 3. Utworzenie uktadu hybrydowego szczotek polimerowych
z poli(APTAC) wraz z SPION, za pomocq polimeryzacji SI-ATRP w obecnosci tych
nanoczgstek; (b) Synteza magnetycznych nanoczgstek: 1. Mieszanina jonéw Fe*'i Fe3* w H20,
2. Mieszanina nanoczgstek i pozostatosci poreakcyjne, 3. Chromatografia magnetyczna,
4. OczyszCzone nanoczgstki (Zrodto: opracowanie wiasne).

3.2.2.2. Synteza ukladow hybrydowych laczacych szczotki polimerowe i nanoczastki

magnetyczne

Synteza ukladéow hybrydowych taczacych szczotki polimerowe 1 magnetyczne
nanoczgstki rowniez przebiegata dwuetapowo (Rys. 41). W pierwszym etapie otrzymywano
SPION bez modyfikacji powierzchni, poprzez wprowadzenie 0,1622 g FeCls-6H20 1 0,0596 ¢

FeCl>-4H>0 do 50 ml wody dejonizowanej, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.1.2.1.
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Nanoczastki nastepnie oczyszczono za pomocg chromatografii magnetycznej i przechowywano
je w lodéwce, w szklanych naczyniach; poddawano je kilkuminutowemu ciagtemu dziataniu
ultradzwiekow przed kazdym uzyciem (Rys. 41b). Drugim etapem byta polimeryzacja Sl-
ATRP w obecnosci uprzednio uzyskanych SPION. Zostata ona przeprowadzona zgodnie
z procedurg opisang w rozdziale 3.2.2.1. R6znica polegata na tym, ze w momencie rozpoczgcia
polimeryzacji SI-ATRP, do uktadu reakcyjnego z ptytka krzemowa wstrzyknigto 0,2 ml
stabilnej zawiesiny SPION w wodzie. Polimeryzacja byta prowadzona w tazni ultradzwigkowe;j
przez 1, 4 i 10 h. Przebieg polimeryzacji zaprezentowano na Rys. 41a (krok 1 i 3). Otrzymane
w ten sposob podloza starannie oczyszczano silnym strumieniem pgcherzykow argonu
w nastepujacych rozpuszczalnikach: mieszanina izpropanol:woda (1:1), dichlorometan oraz
etanol.

W celu poprawienia biokompatybilnosci tak przygotowanych podlozy do zastosowan
w hodowlach komoérkowych, otrzymane warstwy pokrywano dodatkowa warstwa polimeru —
poli-L-lizyny, poprawiajacej adhezje komoérek do powierzchni oraz izolujacg od silnie
kationowych grup w szczotkach poli(APTAC). Zastosowano standardowa procedure, ktora
polegata na przygotowaniu roztworu podstawowego poprzez dodanie 4 mg PLL do 1 ml
sterylnej wody o czystosci do hodowli komorkowych. Nastepnie roztwor ten rozcienczono
sterylng woda 100-krotnie i w stosunku 0,5 ml na 1 cm? uzyto do pokrycia przygotowanych
hybrydowych podtozy. Probki pozostawiono w inkubatorze na 24 h, a nastgpnie odessano
roztwor znad podiozy, a ich powierzchni¢ doktadnie przeptukano sterylng woda otrzymujac

uktad zaprezentowany na Rys. 42 na przyktadzie szczotek poli(APTAC)+SPION.
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Rys. 42. Schemat powstawania podtoza tgczgcego szczotki poli(APTAC), SPION oraz warstwe
PLL: (a) cienka warstwa inicjatora szczepionego powierzchniowo (APTES+BIB), (b) szczotki
poli(APTAC) uzyskane poprzez ATRP w obecnosci SPION, (c) szczotki poli(APTAC)
z wbudowanymi SPION pokryte warstwg PLL.

3.2.2.3. Analiza fizykochemiczna nanoczastek wykorzystywanych do utworzenia ukladu

hybrydowego ze szczotkami polimerowymi

SPION przed zastosowaniem w syntezie uktadow hybrydowych scharakteryzowano

fizykochemicznie, okreslajac ich stezenie, rozmiar 1 dystrybucje, stabilno$¢, a takze
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wlasciwo$ci magnetyczne. St¢zenie nanoczastek okreslano na podstawie ilosciowej zawarto$ci
zelaza w probce, stosujac spektroskopie absorpcyjng UV—-Vis. Rozktad rozmiarow uzyskanych
nanoczgstek wyznaczano wykorzystujac dynamiczne rozpraszanie S$wiatta (DLS) oraz
obrazujgc nanoczastki za pomocg mikroskopii HRTEM. Z kolei stabilno$¢ zawiesin
nanoczastek badano poprzez pomiar potencjatu dzeta. Wszystkie powyzsze eksperymenty
prowadzono zgodnie z procedurami opisanymi w podrozdziale 3.1.2.2.

Wiasciwosci magnetyczne SPION badano za pomocg mikroskopii sit magnetycznych
(MFM, ang. Magnetic Force Microscopy). Obrazy MFM uzyskano przy uzyciu mikroskopu sit
atomowych (AFM, ang. Atomic Force Microscopy) Dimension Icon (Bruker) i standardowych
krzemowych sond magnetycznych pokrytych warstwa Co/Cr o nominalnej stalej sprezystosci
2 N/m. Wszystkie obrazy MFM nanoczastek naniesionych na krzem zostaty zarejestrowane dla

odlegtosci ostrza pomiarowego roéwnej 100 nm od powierzchni badanej probki.

3.2.2.4. Badanie wlasciwosci ukladow hybrydowych

Zbadanie witasciwosci otrzymanych uktadéow hybrydowych takich, jak topografia,
chropowato$¢ powierzchni, grubo$¢ warstw oraz wlasciwosci magnetyczne, byto mozliwe
dzigki zastosowaniu mikroskopii AFM oraz MFM. Obrazy AFM uzyskano rowniez za pomocg
mikroskopu Dimension Icon (Bruker) pracujacego w powietrzu lub wodzie w trybie PeakForce
Tapping (PFT) przy uzyciu standardowych sond krzemowych 0 nominalne;j statej sprezystosci
0,4 N/m do pomiaréw w powietrzu i 0,12 N/m w cieczy. Obrazy MFM, na podstawie ktorych
okreslono wtasciwosci magnetyczne hybrydowych warstw uzyskano przy uzyciu tego samego
mikroskopu i standardowych krzemowych sond magnetycznych pokrytych warstwa Co/Cr
0 nominalnej statej sprezystosci 2 N/m. Obrazy MFM dla uktadéw hybrydowych taczacych
nanoczastki 1 szczotki polimerowe zostaly zarejestrowane w trybie podnoszenia przy
wysokosci podnoszenia réwnej 50 nm. Aby skompensowac dodatni tadunek warstw, ktory
moglby wplynaé na sygnat fazy magnetycznej badanej warstwy, zastosowano migdzy ostrzem
1 probka potencjat o wartosci 5 V. DZwignie uzyte do pomiaré6w zostaty przed pomiarami
namagnesowane matym magnesem neodymowym. Pomiary iloSciowego mapowania
nanomechanicznego (QNM, ang. Quantitative Nanomechanical Mapping) przeprowadzono
przy uzyciu wezesniej skalibrowanej sondy przystosowanej do pracy w trybie PFT. Uzyskane
wyniki usredniono dla co najmniej 10 miejsc na kazdej probce. Pomiary grubosci
przeprowadzono na krawedziach warstw zarysowanych, mechanicznie przy pomocy ostrej
pesety. Analiz¢ XPS otrzymanych podiozy przeprowadzono w systemie skanujagcym XPS PHI
Versa Probe II przy uzyciu monochromatycznych promieni rentgenowskich Al Ka (1486,6 eV)
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zogniskowanych na plamce o wielkosci 100 um. Wyniki zebrano z obszaru probki o rozmiarze
400 x 400 um?. Poczatkowy kat wiazki wynosil 30°, a energie przejécia w analizatorze
ustawiono na 23,50 eV, w celu uzyskania widm o wysokiej rozdzielczosci energetycznej dla
obszarow C1, N1, Ol1, Cl 2p, Si 2p i Fe 2p. Cisnienie w komorze analitycznej byto mniejsze
niz 4,0 x 107 Pa. Wszystkie sygnaty XPS odniesiono do sygnatu wegla C1 znajdujacego sie
przy energii wigzania C—C rownej 284,8 eV. Dekonwolucje widm przeprowadzono uzywajac
oprogramowania do analizy danych od PHI MultiPak (v.9.7.0.1), a widmo tta odjeto metoda
Shirley.

Zbadanie sktadu ukladu hybrydowego mozliwe bylo rowniez dzigki zastosowaniu
spektrometrii mas jonow wtornych (SIMS, ang. Secondary lon Mass Spectrometry). Pomiary
te przeprowadzono stosujac urzadzenie ION TOF TOFSIMS V, wyposazone
w cieklometaliczne zrédlo jonow pierwotnych (dzialo jonowe) bizmut-mangan oraz dziato
jonowe (zroédto jondw) wykorzystujace klastry Ceo. Profile glebokosciowe otrzymano
w przeplatanym trybie dwuwigzkowym. Do napylania obszaru 600 x 600 um? zastosowano
wiazke jonow CZ, 0 energii 20 keV, a do analizy obszaru 200 x 200 um? koncentrycznego
wzgledem rozpylanej powierzchni uzyto wigzki jonéw o energii 30 keV. Dla wszystkich profili
minimalna rozdzielczoéé (przy *CCzHi1oN (m/z = 61)) wynosita 6500. Kalibracje masowa
przeprowadzono z uzyciem H, Hz, CH, CoHz, CsHs i CsH4. Kalibracje glgbokosciowe
wykonano poprzez przeliczenie czasu rozpylania na gleboko$¢ na podstawie znanej grubosci

warstwy polimerowej.

3.2.2.5. Badania biologiczne in vitro na liniach komérkowych

Wszystkie komorki do eksperymentéw biologicznych hodowano w pozywce DMEM
uzupetnionej 5% FBS. Linie komorkowe neuroblastoma hodowano w nawilzanym inkubatorze
w standardowych warunkach (37°C, 5% CO2). Komorki rozhodowywano co 2 dni, az do
uzyskania odpowiedniej liczby komorek do badania. Po osiggnigciu okoto 75% gestosci,
komorki trypsynizowano. Nastepnie zaszczepiano komérki w ilosci ok. 7,0 x 10* komérek/cm?
na sterylnych 24-dotkowych ptytkach (TC Plate, Cell+, F, dla wrazliwych komorek
adherentnych, Sarstedt), w ktorych znajdowaly si¢ krzemowe plytki z otrzymanymi
hybrydowymi podtozami opartymi na szczotkach polimerowych i magnetycznych
nanoczastkach oraz warstwie poli-L-lizyny, podtoza kontrolne w postaci szczotek
polimerowych pokrytych poli-L-lizyng bez wbudowanych nanoczastek, ptytki krzemowe bez

warstwy polimerowej oraz referencyjne plytki polistyrenowe (1 podloze na 1 dotek). Phytki
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inkubowano przez 24 h. Przed przeniesieniem komorek na otrzymane probki, podioza
wysterylizowano.

W celu zbadania wptywu przygotowanych podtdz w obecnosci zewnetrznego statego
pola magnetycznego na komorki, po dobowej inkubacji, rownolegle do badanej powierzchni
(od gory) w stalej odlegtosci 18 mm, przytozono ptytkowe magnesy neodymowe (jeden magnes
o wymiarze 40 x 15 x 5 mm i indukcji pola B = 0,229 T przypadat na dwa dotki/podtoza). Przez
kolejne dwie doby, co 24 godziny zbierano roztwoér znad komorek i obserwowano go pod
transmisyjnym mikroskopem optycznym (Carl Zeiss Axio Vert.Al) w celu zaobserwowania
ewentualnej obecnosci oderwanych komorek i oceny ich stanu. Po 72 h, aby uzyska¢ obrazy
komorek neuroblastoma na podtozach, czes¢ podtozy z komoérkami przemyto trzykrotnie
roztworem buforowym PBS (pH = 7,4) i utrwalono 1% paraformaldehydem w PBS przez 15
minut. Obrazowanie komorek w mikroskopie optycznym wykonano przy uzyciu odwroconego
mikroskopu Nikon Eclipse LV150N. Pozostalg cz¢s¢ podtozy hybrydowych z komoérkami, po
3 dobach inkubacji przeznaczono do testow zywotnosci MTT. Test ten przeprowadzono
analogicznie do procedury opisanej w podrozdziale 3.1.2.5. Komorki w ilosci 7 x 10%
hodowano w objetosci 1,1 ml pozywki hodowlanej na 24-dotkowej ptytce w obecnos$ci réznego
rodzaju rusztowan (poli(APTAC)+SPION, poli(APTAC) oraz podloza referencyjne: krzem
i polistyren (TCPS)). Kazdy przedstawiony wynik jest $rednia z dwoch niezaleznych
eksperymentow, z ktorych kazdy przeprowadzono w trzech seriach. Wszystkie wyniki
wyrazono w postaci Sredniej wraz z odchyleniami standardowymi. Lini¢ komoérkowa
neuroblastoma wykorzystano w eksperymentach ze wzgledu na nizszg wrazliwo$¢ na
zmieniajgce si¢ warunki $rodowiskowe, co pozwala zaobserwowaé wylgcznie wplyw pola
magnetycznego i zachowania podlozy na adhezj¢ i odrywanie si¢ komorek.

Przeprowadzono réwniez testy proliferacji komorek na poszczegdlnych badanych
podtozach. W tym celu zastosowano test Alamar Blue® (Invitrogen ™, Thermo Fisher
Scientific). Test zawiera wskaznik redoks, ktory przechodzi z formy utlenionej (resazuryna,
niefluorescencyjna, niebieska) do formy zredukowanej — rezorufiny (fluorescencyjna,
czerwona). Intensywno$¢ fluorescencji/absorbancji rezorufiny jest proporcjonalna do liczby
zywych komorek, a tym samym generuje ilo$ciowy pomiar zywotnosci komorek [216].
Zywotno$¢ komorek badano po 24, 48 i 72 godzinach. Pozywke usunieto i zastapiono 10%
AlamarBlue® w pozywce DMEM, a nastgpnie inkubowano przez 2,5 godziny w 37°C
(5% COz2). W nastepnym etapie pozywke przeniesiono z kazdego dotka na 96-dotkowe ptytki
(TC Plate, Cell+, F, dla wrazliwych komorek adherentnych, Sarstedt) i zmierzono absorbancj¢

przy dhugosci fali rownej 570 oraz 600 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek TECAN. W celu
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dalszej hodowli komoérkowej przemyto je raz buforem PBS, a nastgpnie dodano $wieza
pozywke DMEM. Test proliferacji przeprowadzono przed i po przytozeniu zewngtrznego pola

magnetycznego.

3.2.3. Wyniki oraz ich opracowanie

W opisanym w niniejszym rozdziale podejsciu do tworzenia uktadow hybrydowych,
w pierwszej fazie badan otrzymano SPION, ktore doktadnie scharakteryzowano, a nast¢pnie
przystapiono do opracowania i optymalizacji procesu otrzymywania szczotek polimerowych
oraz ich potaczenia z nanoczastkami. W wyniku syntez otrzymano uktady hybrydowe w postaci
szczotek polimerowych z poli(APTAC) z wbudowanymi SPION oraz uktady referencyjne
w postaci szczotek polimerowych z tego samego polimeru (poli(APTAC)), jednak bez

wprowadzonych elementéw nieorganicznych.

3.2.3.1. Charakterystyka nanoczastek wykorzystywanych do utworzenia ukladu

hybrydowego ze szczotkami polimerowymi

Otrzymane w wyniku syntezy metoda wspotstracania 1 oczyszczone chromatografia
magnetyczng SPION scharakteryzowano, okreslajac ich st¢zenie, rozmiar, ladunek
powierzchniowy oraz wlasciwosci magnetyczne. W celu przeprowadzenia ilo$ciowego
oznaczenia zawartosci zelaza w otrzymanej probce poddano ja analizie za pomocg absorpcyjne;j
spektroskopii UV-Vis (Rys. 43). Pomiar widm absorpcyjnych przeprowadzono zgodnie
z procedurg opisang w podrozdziale 3.1.2.2. Otrzymane maksima widm absorpcji postuzyty do
obliczenia stezenia otrzymanej probki w oparciu o sporzadzong krzywa kalibracyjna
zaprezentowang na Rys. 21. Obliczone $rednie stezenie zelaza w otrzymywanych zawiesinach
SPION wyniosto 0,82 mg Fe/ml.
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Rys. 43. Przyktadowe widmo absorpcyjne UV-Vis kompleksu fenantroliny z jonami Fe?*,
wykorzystane do oznaczania zawartosci zelaza w SPION.

Rozmiar okre$lono obrazujac nanoczastki mikroskopia HRTEM. Przyktadowe zdjecie
mikroskopowe przedstawiono na Rys. 44a, a histogram prezentujacy rozktad, zmierzonych na
podstawie zdje¢, 100 $rednic nanoczastek zaprezentowany zostal na Rys. 44b. Wyniki

otrzymane z analizy obrazéw HRTEM wykazaty, ze nanoczastki majg $rednice (9 + 2) nm.
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Rys. 44. Wyniki pomiarow TEM: przykladowy obraz SPION uzyskany za pomocg mikroskopu
TEM (&) oraz histogram utworzony na podstawie Srednic zmierzonych na otrzymanych
zdjeciach TEM (b). Dopasowano rozktad logarytmiczno-normalny.

Otrzymang wodng zawiesing SPION poddano takze badaniom za pomocg DLS oraz okreslono
tadunek powierzchniowy metoda pomiaru dzeta potencjalu. Zmierzona $rednica
hydrodynamiczna miata warto$¢ rowng ok. (47 + 1) nm przy wspotczynniku PDI réwnym 0,162
(Rys. 45a), ktorego niska warto$¢ §wiadczy o niewielkiej dyspersyjnosci zawiesiny. Otrzymana
warto$¢ jest jednak wieksza niz w przypadku pomiaréw TEM, co moze by¢ spowodowane

powstawaniem niewielkich agregatéw w zawiesinie SPION. Na podstawie histogramu wartosci
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potencjatu dzeta SPION w wodnej zawiesinie o pH = 9,06 stwierdzono, ze powierzchnia
nanoczastek jest naladowana ujemnie, a Srednia wartos¢ dzeta potencjatu wyniosta (—47,6 +
0,4) mV (Rys. 45b). Uwzgledniajgc warunek stabilnosci, zawiesing mozna uznaé za stabilng,
gdyz wigkszo$¢ nanoczastek wykazuje silnie ujemne warto$ci potencjatu dzeta (ponizej

—30 mV). Byt to warunek konieczny i kluczowy dla pomyslnego przebiegu polimeryzacji.

a b
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251 PDI = 0,162
250000 1
— 20- S
= N 200000
g1 N 150000
S 3
5 107 N 100000-
3
51 50000
0+ . 0l —=
10 100 1000 -100 -80 60 40 20 0 20
Srednica hydrodynamiczna [nm] Potencjat zeta [mV]

Rys. 45. Wyniki pomiarow DLS oraz potencjatu dzeta SPION (dopasowane rozktady
logarytmiczno-normalny (a) oraz rozktad Gaussa (b)).

W celu potwierdzenia wlasciwosci  magnetycznych  otrzymanych  SPION,
zaobserwowanych  wczesniej podczas chromatografii magnetycznej, wykorzystano
mikroskopie sit magnetycznych MFM. Mikroskop pracowat w trybie ,,interleave ”, zbierajacym
w trakcie jednego pomiaru obraz topografii probki wraz z obrazem fazowym (Rys. 46a)
i (Rys. 46b) bezkontaktowo (Rys. 46¢) w odlegtosci 50 nm od badanej powierzchni obraz fazy
magnetycznej. Sygnaly na obrazie fazy magnetycznej dobrze pokrywaja si¢ z sygnatami dla
fazy mechanicznej oraz obrazu wysoko$ciowego probki, co $wiadczy o silnych wlasciwosciach
magnetycznych zobrazowanych nanoczastek, mierzalnych nawet w pewnej odlegtosci od

probki.
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Rys. 46. Obrazy MFM SPION: (a) wysokosé, (b) obraz fazowy, (c) faza magnetyczna. Szerokos¢
zdjecia = 1 pm.

3.2.3.2. Charakterystyka powierzchni ukladéw hybrydowych i szczotek polimerowych

Podczas optymalizowania warunkow syntezy nanokompozytéw ztozonych ze szczotek
polimerowych poli(APTAC) z wbudowanymi SPION, otrzymane probki charakteryzowano za
pomocg mikroskopii AFM i MFM. Za pomoca AFM sprawdzono wplyw roéznego czasu
stosowania ultradzwigkow na proces otrzymywania szczotek polimerowych oraz uktadow
hybrydowych (1, 4 lub 10 h). W celu okreslenia grubos$ci otrzymanej warstwy, na probkach
wykonano rysy przy uzyciu ostrej pesety. Na podstawie otrzymanych wynikow, Stwierdzono,
ze warstwy o najwiekszej wysokosci (0k. 159 nm) otrzymano dla serii uktadéw szczotek bez
wprowadzonych nanoczastek, stanowigcych odniesienie dla otrzymanych uktadow
hybrydowych. Warstwy z wbudowanymi nanoczgstkami wykazaly wysokos$ci siegajace
ok. 100 nm, sg zatem 0 ok. 1/3 ciefisze. Warstwy o najwigkszej wysokosci, zarOwno
w przypadku probek poli(APTAC) jak i poli(APTAC)+SPION otrzymano przy czasie dziatania
ultradzwickow rownym 1 h. Warstwy otrzymane przy 4-godzinnym i 10-godzinnym dziataniu
ultradzwigkdéw okazaly si¢ nieco nizsze, w zwigzku z czym zrezygnowano z tak dtugiego czasu
stosowania ultradzwickow. W dalszej czgsci niniejszego rozdzialu przedstawione zostang
wyniki polimeryzacji z zastosowaniem ultradzwigkow przez 1 h.

Wysoko$¢ warstw szczotek polimerowych, wykorzystanych w dalszych badaniach
I okreslona za pomocg pomiarow AFM, wyniosta (153 £ 3) nm dla probki poli(APTAC)
(Rys. 47a) oraz (109 + 3) nm dla poli(APTAC)+SPION (Rys. 47c).
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Rys. 47. Obrazy topografii AFM zmierzone w powietrzu z odpowiadajgcymi im przekrojami
szczotek  polimerowych:  (a)  poli(APTAC), (b) poli(APTAC) pokryte  PLL,
(c) poli(APTAC)+SPION i (d) poli(APTAC)+SPION z warstwg PLL; (e) Obraz fazowy MFM

szczotek poli(APTAC)+SPION pokrytych cienkg warstwg PLL (wysokos¢ — gorny obraz, faza
magnetyczna — dolny obraz).
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Zmniejszona wysokos¢ warstwy szczotek z wbudowanymi nanoczastkami zostala
zaobserwowana juz w trakcie optymalizacji procesu syntezy uktadow hybrydowych
1 najprawdopodobniej jest zwigzana z mechaniczng integracja nanoczastek do warstwy
polimeru poprzez sieciowanie tancuchow. Obrazy topografii wykazuja wyrazne rdznice
pomiedzy obiema probkami. W przypadku warstwy hybrydowej poli(APTAC)+SPION
zaobserwowano wiele obiektow wystajacych ponad powierzchni¢ gladkiej warstwy szczotek
polimerowych. Obiektow tych nie zarejestrowano na obrazach szczotek bez wbudowanych
nanoczastek. Obliczona chropowatos¢ powierzchni, bedgca miarg Sredniego kwadratowego
odchylenia RMS (ang. Root Mean Square), rowna (1,1 + 0,3) nm dla probki
poli(APTAC)+SPION, jest prawie dwukrotnie wigksza niz w przypadku probki poli(APTAC),
gdzie chropowatos¢ wyniosta (0,7 + 0,2) nm. Warto zaznaczy¢, ze na obrazach AFM nie
zaobserwowano agregatow na powierzchni szczotek, co jest istotnym aspektem zastosowane;j
metody syntezy. W kolejnym etapie badan otrzymane i scharakteryzowane podtoza zostaty
pokryte warstwa PLL, ktora, jak wczeSniej wspomniano, jest czgsto stosowana jako czynnik
poprawiajacy adhezj¢ komorek do powierzchni. Dodatek polielektrolitu na powierzchni
szczotek polimerowych spowodowat ich znaczne zapadnigcie si¢. Jak pokazano na Rys. 47b
I Rys. 47d, zmierzona wysoko$¢ wysuszonych probek z warstwa PLL na wierzchu zmniejszyta
si¢ do wartosci (50 = 2) nm dla poli(APTAC) oraz do wartosci (39 £ 2) nm dla
poli(APTAC)+SPION. Obliczona chropowato$¢ powierzchni po pokryciu PLL wzrosta
nieznacznie i wyniosta (1,2 + 0,4) nm dla poli(APTAC)+SPION oraz (0,8 + 0,2) nm
w przypadku szczotek bez wbudowanych nanoczgstek. W celu przeprowadzenia dalszych
badan biologicznych, uzyskane podtoza zbadano w srodowisku wodnym (woda dejonizowana,
pH = 7) przed i po przytozeniu ptytkowych magneséw neodymowych rownolegle do badanej
powierzchni (od goéry) w stalej odlegtosci 18 mm. Zaobserwowano, Ze chropowatos¢
powierzchni speczniatych szczotek poli(APTAC)+SPION z warstwa PLL ulegla wyraznemu
wzrostowi z wartosci (2,8 = 0,5) nm do wartosci rownej (4,9 = 0,9) nm po ekspozycji na
zewngetrzne pole magnetyczne. Jednocze$nie nie zauwazono zadnej znaczgcej roznicy
w chropowatosci powierzchni dla referencyjnej probki poli(APTAC) pokrytej PLL — uzyskano

wartosci 2,6 = 0,4 nm przed i 2,6 £ 0,5 nm po przytozeniu magnesu neodymowego (Rys. 48).
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Rys. 48. Obrazy topografii AFM w wodzie szczotek poli(APTAC) pokrytych PLL przed (al)
i po (a2) 24 h w zewnetrznym polu magnetycznym oraz szczotek poli(APTAC)+SPION
pokrytych PLL przed (b1) i po (b2) 24 h w zewnetrznym polu magnetycznym.

Ponadto zaobserwowano, ze zmierzona wysoko$¢ speczniatych szczotek z warstwa PLL byta
Kilkukrotnie wigksza niz ich wysoko$¢ w powietrzu (Rys. 47b i d) zaréwno dla probki
poli(APTAC), gdzie wzrosta do (342 = 11) nm, jak i dla szczotek poli(APTAC)+SPION,
ktorych wysoko$¢ wyniosta (197 + 8) nm. Po 24 h w zewngetrznym polu magnetycznym nie
stwierdzono znaczacej ro6znicy w wysokosci warstw. Otrzymano wartosci: (344 = 10) nm dla

poli(APTAC) i (195 £ 9) nm dla poli(APTAC)+SPION (Rys. 49).
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Rys. 49. Obrazy AFM zmierzone w wodzie wraz z odpowiednimi przekrojami szczotek
poli(APTAC) pokrytych PLL przed (a) i po (b) 24 h w zewnetrznym polu magnetycznym oraz
szczotek poli(APTAC)+SPION pokrytych PLL przed (c) i po (d) 24 h w zewnetrznym polu
magnetycznym.

Wykorzystujac MFM  potwierdzono wiasciwosci magnetyczne podiozy hybrydowych
poli(APTAC)+SPION pokrytych PLL. Jak pokazano na Rys. 47e, sygnal magnetyczny jest
wyraznie widoczny na catej powierzchni badanego podtoza. W celu sprawdzenia, czy mozna
wprowadzi¢ nanoczastki do wczesniej przygotowanych szczotek polimerowych (bez
koniecznos$ci ich syntezy in situ) poprzez zastosowanie ultradzwickow przeprowadzono
eksperyment kontrolny. Wczes$niej przygotowane szczotki poli(APTAC) zanurzono
w mieszaninie wody i izopropanolu (rozpuszczalnikach stosowanych podczas syntezy
szczotek), po czym do mieszaniny dodano zawiesing SPION. Uktad poddawano dziataniu
ultradzwickoéw przez 5 minut. Probke nast¢pnie wyjeto i 0czyszczono oplukujac woda
dejonizowang, a otrzymane wyniki zaprezentowano na Rys. 50. Obrazy AFM nie wykazaly
roznic w topografii 1 wysokosci szczotek przed i po eksperymencie, co wskazuje, ze SPION nie

zostaly wbudowane do szczotek polimerowych w badanych warunkach.
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Rys. 50. Obrazy AFM wraz z przekrojami dla szczotek poli(APTAC) (a) i tych samych szczotek
po 5 minutach dziatania ultradzwiekow w zawiesinie SPION (b).

Chcac sprawdzi¢ stabilno$¢ otrzymanych warstw przeprowadzono réwniez pomiary
topografii po ok. miesigcu przechowywania probki w powietrzu atmosferycznym. Wynik
odniesiono do obrazu topografii uzyskanego bezposrednio po syntezie (Rys. 51a). Po 30 dniach
na obrazach topografii (Rys. 51b) nie zaobserwowano znaczacych zmian w stosunku do obrazu

kontrolnego, w tym procesu ztuszczana si¢ warstwy szczotek czy zaniku SPION w warstwie.

25 nm

Rys. 51. Obrazy topografii AFM probki poli(APTAC)+SPION bezposrednio po syntezie (a)
oraz po miesigcu przechowywania w powietrzu atmosferycznym (b). Szerokos¢ zdjecia AFM
wynosi 1 um.

Stosujac  wysoko-rozdzielczg mikroskopi¢ sit magnetycznych PFMFM (dziatajaca
w trybie PeakForce z wykorzystaniem czulszych sond pomiarowych o stalej sprezystosci
0,8 N/m) zbadano rowniez magnetyczne wlasciwosci otrzymanych hybrydowych ukltadow

poli(APTAC)+SPION. Obrazowanie PF-MFM potwierdzito obecnos¢ domen magnetycznych,
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ktére mozna przypisa¢ dobrze odseparowanym SPION, umieszczonym w matrycy szczotek

polimerowych (Rys. 52).

al) b1)

b3)

Rys. 52. Obrazy PF-MFM (PeakForce MFM) szczotek poli(APTAC) (a) oraz
poli(APTAC)+SPION (b): 1. topografia, 2. adhezja, 3. faza magnetyczna.

Na Rys. 52b2, prezentujacym obraz adhezji probki polilAPTAC)+SPION, wyraznie widaé
niejednorodno$¢ powierzchni. Moze to by¢ zwigzane z obecno$cig réznorodnie splatanych
tancuchow polimerowych, w roéznych odleglosciach od osadzonych nanoczastek.
W odréznieniu od szczotek z wbudowanymi nanoczastkami, dla probki poli(APTAC) nie
zaobserwowano niejednorodno$ci zarbwno w przypadku topografii, sygnalu magnetycznego,

jak i adhezji (Rys. 52al-a3).
3.2.3.3. Pomiary sztywnoS$ci warstw

Wyniki pomiaréw ilo§ciowego mapowania nanomechanicznego (QNM) takze moga
wskazywa¢ na efektywne wbudowywanie nanoczastek w strukture szczotek polimerowych.
Sredni modut DMT (obliczony za pomoca modelu Derjaguin-Mullera-Toporova) [217]
szczotek poli(APTAC) szczepionych na powierzchni krzemu wyniost (8,8 = 1,1) MPa,
natomiast w przypadku ukladu hybrydowego poli(APTAC)+SPION byt dwukrotnie wyzszy
irowny (17,6 + 1,3) MPa (Rys. 53).
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Rys. 53. Wyniki pomiarow QNM dla poli(APTAC) (a) i poli(APTAC)+SPION (b) wraz
z odpowiednimi histogramami.

Podane wartosci mozna wiarygodnie poroéwnaé, poniewaz $rednie wglebienia zastosowane
podczas pomiaréw byly niewielkie (ok. 1 nm dla probki poliltAPTAC)+SPION, Rys. 54),
a tym samym ograniczaty wptyw podtoza na wynik.
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Rys. 54. Wyniki pomiarow AFM dla probki poli(APTAC)+SPION: topografia (a) i wglebienie
(b) wraz z odpowiednim przekrojem obrazujgcym wgltebienie ostrza (c).

Na podstawie powyzszych wynikow mozna stwierdzi¢, ze wprowadzone do szczotek
polimerowych SPION, ktore najprawdopodobniej sa owinigte przez lancuchy szczepione
z powierzchni, znaczaco zwigkszaja modut DMT catej warstwy. Na Rys. 54b zaobserwowano
obiekty na powierzchni poli(APTAC)+SPION o0 znacznie wyzszym module DMT
(116173 MPa), ktore moga si¢ odnosi¢ do SPION znajdujacych si¢ w gornej czesci warstwy.
Zmierzone wartosci sg o trzy rzedy wielkosci mniejsze niz wartosci literaturowe dla SPION
(ok. 151-192 GPa) [218], co moze by¢ zwiazane z faktem, ze nanoczastki s3 w badanej probce
wspierane przez migkkie tancuchy polimerowe, a nie zaadsorbowane bezposrednio na
powierzchni krzemu. Ponadto duzo nizsza niz literaturowa warto$¢ modutu DMT wynika takze
z wlasciwo$ci zastosowanego ostrza, ktore stuzy do pomiaru materii migkkiej, dlatego
otrzymane wartosci modutow DMT wyznaczone dla SPION wystajacych z powierzchni nie
moga by¢ traktowane ilosciowe. Ostrze to wybrano ze wzgledu na cel badan, ktorym byto
okreslenie wlasciwosci polimeru bez 1 z wbudowanymi nanoczastkami, a nie pomiaru samych,

duzo twardszych, nieorganicznych nanoczgstek. Otrzymane wyniki wskazuja, ze wbudowane
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w warstwe szczotek polimerowych SPION integruja cala warstwe poprzez sieciowanie

tancuchoéw polimerowych, powstate w ich poblizu w wyniku oddziatywan elektrostatycznych.

3.2.3.4. Analiza zawartoS$ci oraz rozmieszczenia pierwiastkow w ukladach hybrydowych

I szczotkach polimerowych

Ilos¢ SPION, wbudowanych w matryce szczotek polimerowych, okreslono za pomoca
spektroskopii XPS, ktorej wyniki przedstawiono na Rys. 55. W przypadku obu probek,
zarowno poli(APTAC)+SPION jak i referencyjnej poli(APTAC), zaobserwowano sygnaty
o charakterystycznych dla szczotek polimerowych energiach wigzania: Cls (284—286 eV),
N1s (399-403 eV), O1s (531-533 eV) (Rys. 55a i b). Ponadto zaobserwowano réwniez dwa
pasma: Cl2s (270 eV) 1 CI2p (200 eV) pochodzace od chloru, petnigcego rolg przeciwjonu dla
dodatnio natadowanych szczotek poli(APTAC). W widmie poli(APTAC)+SPION widoczny

jest rowniez charakterystyczny sygnal odpowiadajacy energii wigzania 709 eV i pasmu Fe2p,

zwigzanemu z obecno$cig SPION.
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Rys. 55. Wyniki XPS: widmo poli(APTAC)+SPION (a), widmo poli(APTAC) (b) oraz fragment
widma (c) odpowiadajgcy energiom wigzania N1s dla poli(APTAC)+SPION z pokryciem PLL
(Jasne linie) i bez pokrycia PLL (ciemne linie) (czerwona linia: —C(NH)C—, zielona linia:
~N*(CHa)3).
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Na podstawie wynikow XPS 0szacowano catkowita zawarto$¢ zelaza (zwigzang z obecnos$cia
SPION) oraz innych pierwiastkow, ktorych obecno$¢ jest zwigzana z polimerami. Otrzymane

wartos$ci przedstawia Tabela 5.

Tabela 5. Procentowy atomowy sktad pierwiastkowy warstw poli(APTAC)+SPION
1 poli(APTAC), uzyskany na podstawie wynikow XPS.

, Zawartos¢ poszczegolnych pierwiastkow [%]
Probka
Cls N1s O1s Fe2p
poli(APTAC) 69,8 13,1 12,3 0,0
poli(APTAC)+SPION 74,6 11,8 11,9 0,7

Wazng obserwacja jest rOwniez to, ze sygnat N1s na widmie XPS jest podzielony na dwa pasma
(Rys. 55¢): 0 energii wigzania 399 eV odpowiadajgcej koncowej grupie kationowej —N*(CH3)3)
oraz 403 eV zwigzanej z grupg —CN— w lancuchu glownym poli(APTAC). W zwiazku z tym,
na podstawie widm XPS mozna zaobserwowac obecno$¢ cienkiej warstwy PLL na powierzchni
szczotek poli(APTAC)+SPION. Oba pasma dla N1s na widmie szczotek z wbudowanymi
nanoczgstkami sg nieznacznie zwigkszone 1 przesunigte z powodu obecno$ci dodatkowych grup
—NH-i —-NH: zwigzanych z PLL (jasne linie na Rys. 55c).

Jednorodny rozktad nanoczastek w calej objetosci warstwy poli(APTAC)+SPION
pokrytej PLL potwierdzono za pomoca spektrometrii SIMS. Aby uzyska¢ poréwnywalne
intensywno$ci w reprezentacji liniowej, w pomiarach zastosowano odpowiednie izotopy
pierwiastkow. Sygnal 3CC,H10N*, charakterystyczny dla szczotek poli(APTAC) pojawit sic
rowniez przy pomiarach dla probki poli(APTAC)+SPION. Intensywnos¢ profili
glebokosciowych (Rys. 56a i b) na poczatku rozpylania pozostaje stala, az do momentu
gwaltownego spadku, kiedy sygnat 2°Si zwigzany z podtozem krzemowych staje sie bardziej
intensywny. W przypadku probki poli(APTAC)+SPION sygnal jonow Fe*, odpowiadajacy
SPION jest obserwowany w catej warstwie szczotek polimerowych. Po zarejestrowaniu
sygnatu od podtoza krzemowego (*°Si) sygnat zelaza nie spada do zera, ze wzgledu na efekt
wbijania indukowany wigzka pierwotng. W probce referencyjnej widoczny jest niewielki
sygnat zelaza o intensywno$ci na poziomie szumow aparaturowych. Ponadto, w dolnej czeSci
Rys. 56a i b przedstawiono rekonstrukcje przestrzenne intensywnosci sygnatow 2°Si oraz Fe
dla probek odpowiednio poli(APTAC) i poliltAPTAC)+SPION. Na ich podstawie wyraznie
widag¢, ze dla probki z wbudowanymi nanoczastkami, sygnat zelaza pochodzacy od SPION jest

rownomiernie rozdystrybuowany w matrycy polimerowe;j. Nieliczne sygnaly zelaza widoczne
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w probee referencyjnej (polil(APTAC)) odpowiadaja poziomowi tta, zwigzanemu z szumami
aparaturowymi (Rys. 56¢).
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Rys. 56. Wyniki otrzymane na podstawie pomiarow SIMS: profile gltebokosciowe poli(APTAC)
(@) i poli(APTAC)+SPION (b) pokrytych PLL (kolor szary reprezentuje sygnal 2°Si, fioletowy
1BCC2H10N i czerwony Fe) wraz z odpowiednimi rekonstrukcjami 3D obrazujgcymi rozkiad
przestrzenny Fe (czerwony) i 2°Si (szary), (c)—fragmenty zebranego widma masowego
zawierajgce sygnat zelaza, zintegrowany z warstwy nad podiozem krzemowym dla szczotek
poli(APTAC)+SPION (czarna linia), poli(APTAC) (czerwona linia) oraz niepokrytego krzemu
(linia szara).
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3.2.3.5. Badanie in vitro wplywu bodZca magnetycznego na zachowanie komérek

neuroblastoma

Biorgc pod uwage mozliwo$¢ zastosowania otrzymanych hybrydowych warstw
w hodowlach komérkowych, istotnym jest okre$lenie morfologii komorek przylegajacych do
powierzchni takich podtozy. Zachowanie komoérek neuroblastoma hodowanych na podtozach
poli(APTAC) i poli(APTAC)+SPION, ktore wybrano do badan ze wzgledu na nizsza
wrazliwo$¢ na zmieniajgce si¢ warunki otoczenia, badano poprzez bezposrednie obserwacje
pod mikroskopem optycznym. Przed zastosowaniem bodZzca magnetycznego w postaci
magnesu neodymowego, wszystkie powierzchnie obrazowano pod katem niekontrolowanego
odrywania komorek bez zewnetrznego czynnika. Jak pokazano na Rys. 57a komorki dobrze
przylegaty do wszystkich prezentowanych powierzchni (polistyren, krzem, poli(APTAC) oraz
poli(APTAC)+SPION). Na Rys. 57b przedstawiono obrazy mikroskopowe, wykonane po 48 h
od momentu przytozenia magnesu neodymowego do podtozy z wyhodowanymi komorkami,
dla referencyjnego polistyrenu, podtoza krzemowego z warstwg PLL, szczotek poli(APTAC)
oraz ukladu hybrydowego poli(APTAC)+SPION. Komoérki neuroblastoma hodowane na
powierzchni poli(APTAC) po przytozeniu zewnetrznego pola magnetycznego nadal dobrze
przylegaty do powierzchni warstwy i wykazywatly standardowa morfologie (Rys. 57b3)
poréwnywalng z polistyrenem (Rys. 57b1) i krzemowa probka referencyjna (Rys. 57b2).
Mozna réwniez zaobserwowacé, ze komarki byly stosunkowo rownomiernie rozmieszczone na
powierzchni probek. W przypadku komorek hodowanych na powierzchni uktadu hybrydowego
poli(APTAC)+SPION stwierdzono, ze wigkszo$¢ z nich ulegta oderwaniu od powierzchni
(Rys. 57b4). Czes¢ komorek, ktora pozostata na powierzchni, wykazywala skurczong
1 zapadnigta morfologie. W celu zbadania zywotno$ci komoérek oderwanych od powierzchni
przeprowadzono obserwacje W postaci zdje¢ mikroskopowych pozywki hodowlanej zebranej
znad badanych podtozy i umieszczonej w sterylnych plytkach wielodotkowych. Jak mozna
zauwazy¢ na Rys. 57c¢, warstwy komorek odrywatly si¢ pod wplywem pola magnetycznego
wylacznie od powierzchni poli(APTAC)+SPION i byty widoczne w pobranej znad podtoza
pozywce (Rys. 57c4). Efektu tego nie zaobserwowano w przypadku pozostatych trzech probek
— polistyrenowej, krzemowej oraz poli(APTAC) (Rys. 57cl1-c3). Przed obrazowaniem
optycznym ptytke wielodotkows z pobrang pozywka inkubowano przez 2 h w 37°C, aby
umozliwi¢ komoérkom adhezje do nowej sterylnej powierzchni. Wartym odnotowania jest fakt,
ze oderwane od powierzchni poli(APTAC)+SPION komorki obserwowane w pozywce pod

mikroskopem optycznym byly zywe, zdolne do dalszej adhezji i wykazywaly prawidtowa
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morfologi¢ po przeniesieniu na nowe sterylne podloze, co potwierdzity przedstawione

w dalszej czesci pracy wyniki testu proliferacji.

Podtoza Pozywka znad podtozy
b1) c1)

200 pum

200 pun

Rys. 57. Obrazy z mikroskopu optycznego komorek nerwiaka niedojrzatego hodowanych przed
(@) i po (b) przytozeniu zewnetrznego pola magnetycznego oraz komorek oderwanych od
powierzchni i znajdujgcych si¢ w pozywce zbieranej znad plytek (c): 1. Polistyren, 2. Krzem
modyfikowany PLL, 3. Szczotki poli(APTAC) z PLL, 4. Szczotki poli(APTAC)+SPION z PLL.
Chcac oceni¢ ilosciowo jak duza czg$¢ komorek uleglta oderwaniu od powierzchni
wykonano test MTT, badajacy zywotno$¢ komorek. Eksperymenty MTT wykazaly, ze
otrzymane podtoza umozliwiaja odpowiedni wzrost hodowanych komoérek i nie powoduja
efektu cytotoksycznego. Stwierdzono, ze réznica w zywotnosci komorek miedzy probka
kontrolng (komorki hodowane bezposrednio na ptytce wielodotkowej) a komodrkami
hodowanymi na powierzchni  ptytek krzemowych z warstwa poli(APTAC)
i poli(APTAC)+SPION jest statystycznie nieistotna (Rys. 58a). Istotng statystycznie rdznice
zaobserwowano jedynie dla komoérek hodowanych na podtozu krzemowym bez warstwy

polimeru.
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Rys. 58. (a) Wyniki zywotnosci komorek neuroblastoma (test MTT) dla referencyjnych probek
polistyrenu i krzemu, podioza poli(APTAC) i poli(APTAC)+SPION przed przytozeniem pola
magnetycznego; (b) Rezultat testu MTT dla komorek neuroblastoma ilustrujgcy ilos¢ komorek
pozostajgcych na powierzchni podtozy poli(APTAC) i poli(APTAC)+SPION po ekspozycji na
zewnetrzne pole magnetyczne (H); (¢) Wyniki proliferacji komorek neuroblastoma okreslone
za pomocq testu Alamar Blue® przed oderwaniem komorek wywotanym polem magnetycznym
oraz (d) po zastosowaniu bodzca magnetycznego i zebraniu pozywki Wraz z komérkami znad
powierzchni podlozy. Dane przedstawiono jako procentowy wzrost W odniesieniu do
polistyrenu (100%). Wartosci p podano réwniez W odniesieniu do polistyrenu (*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg
testu t-Studenta (n = 3).

Ponadto komorki hodowane na podtozu poli(APTAC)+SPION zostaly z powodzeniem
oderwane od powierzchni poprzez zmiany konformacyjne wywotane bodZcem magnetycznym,
o czym moze $wiadczy¢ ilos¢ komorek, ktore pozostaly na powierzchni uktadu hybrydowego
i wykazaty zdolno$¢ do wytworzenia krysztatdéw formazanu, rowna (50,3 + 16,9)% (Rys. 58b).

Analogicznie wyniki uzyskane w tescie proliferacji przed przylozeniem magnesu (Rys. 58c)

wykazaty, ze komorki neuroblastoma hodowane na czterech rodzajach podtoz (polistyren,
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krzem, poli(APTAC) i1 poli(APTAC)+SPION) proliferowaly w podobnym stopniu podczas
hodowli, z wyjatkiem komorek hodowanych na krzemie, ktére wykazywaty zwigkszona
proliferacje wzgledem pozostatych probek. Ponadto wyniki uzyskane dla pozywki pobrane;j
znad powierzchni kazdego z wyze] wymienionych podtdoz po zastosowaniu pola
magnetycznego (Rys. 58d), wykazaly zauwazalng roznice w proliferacji i ilosci komodrek
odtaczonych od powierzchni poli(APTAC)+SPION w stosunku do komorek odtagczonych
z polistyrenu, krzemu i polilAPTAC). Zaobserwowano, ze komorki neuroblastoma pobrane
w pozywce z powierzchni poli(APTAC)+SPION po 48h w zewnetrznym polu magnetycznym
wykazywaty znacznie wigksza proliferacj¢ niz komorki pobrane z pozostatych podtoz. Moze
to by¢ zwigzane z wicksza liczbg komorek oderwanych od powierzchni szczotek
poli(APTAC)+SPION i zebranych w pozywce. Wysoka proliferacja komorek odtaczonych pod
wplywem bodZca magnetycznego od powierzchni poli(APTAC)+SPION $wiadczy réwniez
o ich dobrej kondycji po separacji, co dobrze rokuje na ich potencjalne dalsze wykorzystanie.

Na podstawie przedstawionych wynikow mozna stwierdzi¢, ze otrzymane podtoze,
sktadajace si¢ ze szczotek polimerowych poli(APTAC) oraz wbudowanych SPION z warstwa
PLL, wspomaga wzrost komorek. Dodatkowo warstwa poli(APTAC)+SPION skutecznie
indukuje oderwanie si¢ komoérek pod wptywem bodzca magnetycznego [162]. Na podstawie
pomiarow AFM speczniatych szczotek polimerowych (Rys. 48) mozna z duzym
prawdopodobienstwem przyja¢, ze proces odrywania si¢ komodrek od powierzchni jest
zwigzany ze zmianami konformacyjnymi szczotek poli(APTAC)+SPION, gdzie nanoczastki
powoduja znaczacy wzrost chropowatosci RMS. Moze to by¢ spowodowane migracjg
nanoczgstek magnetycznych ku gorze, w kierunku magnesu neodymowego, przyktadanego
w niewielkiej odlegtosci nad powierzchnig podtoza. W rezultacie, tancuchy poli(APTAC)
ulegaja wyeksponowaniu spod warstwy PLL. Lancuchy poli(APTAC) posiadajace w swojej
strukturze silne kationowe grupy —NH4*, znaczgco utrudniajg hodowlg i proliferacje komorek
neuroblastoma, co  zostalo  zaobserwowane po  zobrazowaniu  powierzchni
poli(APTAC)+SPION bez warstwy PLL (Rys. 59), na ktorej wyhodowano komorki
nowotworowe. Stad Kontakt komoérek z wyeksponowanymi tancuchami poli(APTAC)

powoduje ich oderwanie si¢ od powierzchni poli(APTAC)+SPION.
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Rys. 59. Obraz z mikroskopu optycznego komorek neuroblastoma wyhodowanych na
szczotkach poli(APTAC)+SPION bez dodatkowej warstwy PLL.

Zastosowanie bodzca magnetycznego do odrywania komoérek ma wiele zalet
1 mozliwosci, nie powodujac jednoczesnie uwalniania nanoczastek z warstwy szczotek
polimerowych. Jak wykazaly widma SIMS po 48 h w polu magnetycznym, SPION nadal
znajduja si¢ w warstwie szczotek poli(APTAC) (Rys. 60).
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Rys. 60. Wyniki SIMS dla badanych poditéz poddanych dziataniu zewnetrznego pola
magnetycznego przez 48 godzin: profile glebokosciowe SIMS dla poli(APTAC) (a)
i poli(APTAC)+SPION (b) po oderwaniu komorek neuroblastoma (kolor szary przedstawia
sygnat *°Si, fioletowy CC,H1oN, a czerwony Fe).

Zaprezentowany sposOb odrywania komorek jest nieinwazyjny, szczegélnie
w poréwnaniu z konwencjonalnymi metodami oddzielania komoérek od podtoza, takimi jak
mechaniczne zeskrobywanie komorek lub ich enzymatyczne odrywanie (np. trypsynowanie),

ktore mogg powodowac ich degradacj¢ oraz uposledzenie funkcjonalnosci [159]. Z kolei
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szeroko badane czule na temperatur¢ podloza do hodowli komérkowych, ze wzgledu na
bodziec temperaturowy, zawsze oddzialuja na cata hodowle komorkowa, stad nie mozna
osiggnac¢ kontroli zachowania pojedynczych komoérek lub grup komorek w konkretnych
obszarach [219]. Istotnym jest fakt, ze oderwane komorki sg zywe i zdolne do dalszego wzrostu,
co daje prezentowanym podtozom ogromne mozliwosci wykorzystania w inzynierii tkankowe;.
Bioragc pod uwage wszystkie przedstawione w tej czesci pracy wyniki mozna stwierdzié, ze
proponowany hybrydowy polimerowo-nieorganiczny system tgczacy szczotki polimerowe
poli(APTAC) 1 SPION moze by¢ obiecujgcym podtozem, reagujgcym na bodziec magnetyczny,

do zastosowan w hodowlach komoérkowych i w kontrolowanym odrywaniu komorek.

3.2.4. Whnioski

W niniejszej czgéci pracy zaprezentowano stosunkowo tatwg i wydajng metode tworzenia
hybrydowych nanokompozytow, opartych na szczotkach polimerowych (poli(APTAC)) oraz
SPION, poprzez inicjowana powierzchniowo polimeryzacjc ATRP wspomagana
ultradzwickami. Za pomocg mikroskopii sit magnetycznych MFM przedstawiono sygnaty
magnetyczne pochodzace od dobrze odseparowanych nanoczastek z catej powierzchni
otrzymanej warstwy poli(APTAC)+SPION. Pomimo niewielkiej zawartosci SPION (ok. 1%),
przy uzyciu mapowania QNM wykazano dwukrotnie wyzszy modut sprezystosci utworzonych
warstw szczotek poli(APTAC)+SPION, w poréownaniu do szczotek bez wbudowanych
nanoczastek. Pokazano rowniez, Ze ciagle poddawanie ukladu dziataniu ultradZwigkow
podczas polimeryzacji ATRP nie blokuje wzrostu szczotek polimerowych szczepionych
z powierzchni krzemu, jednoczes$nie ograniczajac niepozadang agregacje wprowadzanych
nanoczastek. Na podstawie obrazow AFM stwierdzono, Zze na powierzchni probki
poli(APTAC)+SPION nie wystepuja zagregowane SPION. Zaproponowana metoda
wykorzystuje nanoczastki utworzone ex situ, ktorych wiasciwosci mozna okresli¢
i zoptymalizowac¢ przed wprowadzeniem ich do warstwy polimeru. Jednorodne wprowadzenie
SPION do szczotek poli(APTAC) zostato rowniez potwierdzone za pomocg trojwymiarowych
obrazow przestrzennego rozmieszczenia zelaza i krzemu przy uzyciu technik SIMS 1 XPS.
Ponadto spektroskopia XPS zostata wykorzystana do oszacowania catkowitej ilosci zelaza
z SPION w hybrydowym podtozu, ktora wyniosta ok. 0,7% catkowitej masy. Pokazang metode
otrzymywania ukladéw hybrydowych mozna potraktowaé jako model tworzenia innych
struktur kompozytowych, ztozonych z obdarzonych tadunkiem nanoczastek, oddziatujacych
elektrostatycznie z przeciwnie naladowanymi tancuchami polimeru, szczepionymi

z powierzchni.
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Otrzymane hybrydowe podtoza przebadano pod katem ich wykorzystania jako czute na
bodzce podtoza do hodowli komoérkowych. Zaobserwowano, ze komorki neuroblastoma,
hodowane na szczotkach poli(APTAC) i poli(APTAC)+SPION pokrytych warstwa PLL,
przylegaty do powierzchni i wykazywaty standardowa morfologi¢, co $wiadczy o braku
cytotoksycznosci otrzymanych podtozy. Jednak po 48 h pod wpltywem przylozonego pola
magnetycznego, komorki hodowane na podiozu poli(APTAC)+SPION oderwaty si¢ badz
znacznie zmniejszyly swojg przyczepnos¢ do powierzchni. Odlgczenie komorek wywotane
zewnetrznym  bodzcem w  postaci pola magnetycznego, umozliwilo nieinwazyjne
1 niewymagajace dodatkowych zwiazkéw chemicznych, kontrolowane przeniesienie
wyhodowanych komorek neuroblastoma w nowe miejsce. Obecnos¢ SPION w podtozu oraz
zastosowanie pola magnetycznego stanowily niezbgdne warunki do kontrolowanego
przenoszenia  komorek. = Wyrazna  réznica  pomiedzy  probka  poli(APTAC)
I poli(APTAC)+SPION sprawia, ze otrzymany uktad hybrydowy posiada wszystkie istotne
cechy, aby sta¢ si¢ efektywnym, kontrolowanym i czutym na bodzce podtozem do hodowli
komorkowych. Warto rowniez zwrdci¢ uwage, ze wszystkie uzyskane podtoza, pomimo réznic
w chropowato$ci powierzchni i grubosci warstwy polimerowej, nie s3 w stanie spowodowac

oderwania si¢ hodowanych komorek bez zastosowania bodzca magnetycznego.
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4. PODSUMOWANIE ROZPRAWY

W badaniach zaprezentowanych w niniejszej pracy doktorskiej, dotyczacej polimerowo-
nieorganicznych uktadéw hybrydowych zawierajagcych nanoczgstki magnetyczne oraz ich
zastosowan w biomedycynie, skoncentrowano si¢ na dwoch zasadniczych podejsciach do ich
tworzenia. Pierwszym bylto otrzymanie i scharakteryzowanie nanoczastek magnetycznych
domieszkowanych cynkiem i pokrytych warstwg polimeru w celu ich zastosowania
w hipertermii magnetycznej. Druga czes¢ badan dotyczyta warstw szczotek polimerowych
z wbudowanymi nanoczgstkami magnetycznymi i ich potencjalnym zastosowaniu jako czute
na bodzce podloza do hodowli komoérkowych. Nieorganiczne nanoczastki magnetyczne
stanowity ogniwo taczace obie czgsci badan.

Synteza superparamagnetycznych nanoferrytéw cynkowych pokrytych kationowa
pochodng chitozanu i badania na nich przeprowadzone pozwolity na stworzenie hybrydowych
uktadow o rozmiarach rdzeni réwnych ok. 10 nm oraz $rednicach hydrodynamicznych
siggajacych ok. 200 nm. Potwierdzono wbudowanie cynku w struktur¢ nanoczastek,
a chitozanowe pokrycie zapewnilo stabilizacj¢ otrzymanej wodnej zawiesiny
SPION-Zn2-CCh(+). Istotnym z perspektywy potencjalnych zastosowan biomedycznych jest
wysoka stabilnos¢ otrzymanej zawiesiny W czasie nawet po 12 miesigcach przechowania.
Zaproponowana W niniejszej pracy metoda otrzymywania hybrydowych nanoferrytow otwiera
réwniez nowe mozliwo$ci tatwego tworzenia ferrytow innych metali, o strukturze i sktadzie
wczesniej trudno osiggalnych i1 potencjalnie lepszych wtasciwosciach (np. magnetycznych).
Eksperymenty hipertermii magnetycznej wykazaty, ze zastosowanie otrzymanych nanoczastek
SPION-Zn2-CCh(+) jako czynnikow grzewczych, juz przy stosunkowo niskim stezeniu,
pozwala efektywnie osiagna¢ temperature wymagang w MH (41-46°C). Na podstawie wartos$ci
wspotczynnika SAR oraz ILP stwierdzono, ze domieszkowanie cynkiem pozwala zwigkszy¢
zdolno$¢ grzewcza nanoczastek, co umozliwia stosowanie zawiesin o nizszych stezeniach,
zwigkszajac bezpieczenstwo i komfort pacjenta poddawanego terapii MH. Przeprowadzone
testy in vitro na liniach komoérkowych udowodnity, Ze otrzymane uktady hybrydowe skutecznie
wywotuja $mier¢ komorek nowotworowych nawet przy najmniejszym badanym st¢zeniu
(0,18 mg Fe/ml). Istotnym jest rowniez fakt, ze otrzymane uklady ze wzgledu na
domieszkowanie pierwiastkiem endogennym (Zn) oraz na biokompatybilng chitozanowa
powloke, nie wykazywaly cytotoksycznosci wobec komorek w badanym zakresie stezen bez
obecno$ci zewnetrznego pola magnetycznego. Ponadto stosunkowo duze namagnesowanie

otrzymanych nanoferrytow cynkowych wraz z podwyzszong efektywno$cig generowania przez
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nie ciepla sprawily, ze zsyntezowane uktady hybrydowe sa bardzo obiecujacymi kandydatami
do terapii metodg MH, umozliwiajagcymi zastosowanie znacznie mniejszych stezen substancji
grzewczej niz w aktualnie stosowanych zwigzkach komercyjnych.

Badania dotyczace hybrydowych nanokompozytow, opartych na szczotkach
kationowego polimeru zawierajacych nanoczastki magnetyczne, umozliwily opracowanie
metody otrzymywania bazujacej na polimeryzacji ATRP wspomaganej ultradzwigkami. Dzigki
zastosowaniu mikroskopii MFM potwierdzono whasciwosci magnetyczne uzyskanych warstw,
a stosujagc mapowanie QNM wykazano wzrost modulu sprezystosci nanokompozytow
z wbudowanymi nanoczgstkami w odniesieniu do szczotek polimerowych bez wprowadzonych
nanoczastek. Na podstawie obrazéw AFM, SIMS i XPS stwierdzono rowniez, ze poddawanie
otrzymanych warstw dziataniu ultradzwiekéw podczas polimeryzacji nie blokuje wzrostu
szczotek polimerowych szczepionych z powierzchni krzemu przy jednoczesnym ograniczaniu
niepozadanej agregacji nanoczastek zawartych w nanokompozycie. Zaprezentowang metode
otrzymywania nanokompozytow mozna potraktowac¢ jako model tworzenia innych struktur
kompozytowych, zlozonych z obdarzonych tadunkiem nanoczastek, oddzialujacych
elektrostatycznie z przeciwnie naladowanymi fancuchami polimeru, szczepionymi
z powierzchni. Badania przeprowadzone pod katem zastosowania uzyskanych
nanokompozytow jako czute na bodzce podtoza do hodowli komérkowych udowodnitly, ze
komorki neuroblastoma chetnie przylegaty do powierzchni otrzymanych podtozy z warstwa
PLL i wykazywatly standardowa morfologi¢. Na tej podstawie wywnioskowano, ze otrzymane
nanokompozyty nie wykazywaty cytotoksycznosci wzglgdem badanej linii komorkowej. Co
istotne, przylozenie na 48 h zewnegtrznego pola magnetycznego do nanokompozytu
zawierajacego nanoczastki magnetyczne Spowodowato nieinwazyjne 1 niewymagajace
dodatkowych zwigzkoéw chemicznych, kontrolowane odtaczenie si¢ komorek i umozliwito ich
przeniesienie w nowe miejsce. Wartym odnotowania jest fakt, ze obecnos¢ SPION w badanym
podtozu oraz zastosowanie zewngtrznego pola magnetycznego stanowity warunek konieczny
do kontrolowanego oderwania i przeniesienia komorek— wszystkie uzyskane podtoza nie byty
w stanie spowodowaé oderwania si¢ hodowanych komorek bez zastosowania bodzca
magnetycznego. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze otrzymany
hybrydowy nanokompozyt posiada wszystkie istotne cechy, aby sta¢ si¢ efektywnym,
kontrolowanym 1 czulym na bodzce podtozem do hodowli komdrkowych.

Wyniki omoéwionych powyzej badan staly si¢ przedmiotem trzech publikacji
w miedzynarodowych czasopismach oraz wystgpien na zagranicznych i krajowych

konferencjach naukowych, ktorych spis przedstawiono w czgsci: Dorobek Naukowy.
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