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Wykaz skrétow i symboli

AFM ang. atomic force microscopy — mikroskopia sit atomowych

a-Sio2 krzemionka amroficzna

BET ang. Brunauer—Emmett—Teller theory — izoterma Brunauera, Emmetta i
Tellera

BJH ang. Barrett-Joyner-Halenda analysis — metoda Barretta-Joynera-
Halendy

CD ang. circular dichroism — dichroizm kotowy;

CIS tac. cisplatinum — cisplatyna;

CPT ang. camptothecin — kamptotecyna

CTAB ang. cetyltrimethylammonium bromide — bromek

cetylotrimetyloamoniowy;
DDS ang. Drug Delivery Systems — systemy dostarczania lekow;

DMEM ang. Dulbecco's Modified Eagle's medium — medium Eagle'a

modyfikowane przez Dulbecco

DNA ang. deoxyribonucleic acid — kwas deoksyrybonukleinowy;
DOX tac. doxorubicinum — doksorubicyna;

Dtxl tac. docetaxolum — docetaksel;

FBS ang. fetal bovine serum — ptodowa surowica wotowa;

GFP ang. green fluorescent protein — biatko zielonej fluorescencji;
GSlI inhibitor y-sekretazy;

Hb hemoglobina;

HSA ang. human serum albumin — albumina surowicy krwi cztowieka;
HTC ang. haematocrit — hematokryt;

K kontrola;

LDE ang. laser Doppler electrophoresis — Laserowa elektroforeza

dopplerowska

MDR ang. multiple drug resistance — opornos$¢ wielolekowa;



MSN

MTT

PBS
PDT
PEG
PEI

SBA

SBA-COOH
SBA-NH
SBA-OH
SBA-SH

SD

SiRNA

TEM

TGA

TPE

ang. mesoporous silica nanoparticles — mezoporowate nanoczgsteczki

krzemionki;

ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide — sél

btekitu tiazolowego;

liczba powtdrzen;

zbuforowany roztwor soli fizjologicznej;

ang. photodynamic therapy — terapia fotodynamiczna;
glikol polietylenowy;

polietylenoimina;

ang. Santa Barbara Amorphous — materiat amorficzny typu Santa

Barbara;

krzemionka mezoporowata z grupami karboksylowymi
krzemionka mezoporowata z grupami aminowymi
krzemionka mezoporowata z grupami hydroksylowymi
krzemionka mezoporowata z grupami tiolowymi

ang. standard deviation — odchylenie standardowe
ang. small interfering RNA — mate interferujgce RNA;

ang. transmission electron microscopy — transmisyjna mikroskopia

elektronowa
ang. thermogravimetric analysis — analiza termograwimetryczna

ang. two-photon photodynamic therapy — dwufotonowa terapia

fotodynamiczna;



1. Wstep

W naukach biomedycznych od dawna poszukuje sie nanoczgsteczek, ktére beda
mogty staé sie pomocne w terapii i leczeniu wielu chordb, takich jak nowotwory czy
choroby neurodegeneracyjne. Liczne materiaty zostaty juz przebadane pod katem ich
potencjalnego zastosowania jako systemoéw dostarczania lekéw (Drug Delivery Systems
— DDS). Wymieni¢ tu warto chociazby liposomy oraz dendrymery réznych typow.
Kolejnymi nanoczgsteczkami, na ktére w ostatnich latach zwrdécono uwage s3

mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe.

1.1. Mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe

Wedtug Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (ang. International
Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) materiaty porowate to ciata state, ktére
posiadajg pory, jamy, kanaty lub szczeliny, ktérych gtebokos¢ jest wieksza niz ich
szerokos¢ [1]. Nalezgce do tej grupy uporzgdkowane materiaty mezoporowate, w tym
mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe, zwracajg na siebie uwage ze wzgledu na
ich potencjalne wykorzystanie w nanotechnologii, medycynie, a takze chemii.
Charakterystyczne mezopory to wedtug klasyfikacji IUPAC pory o rozmiarach 2-50 nm
[2]. Powierzchnia wewnetrzna pordw siega kilkuset m2/g, co przekracza znacznie
powierzchnie zewnetrzng nieporowatych czasteczek. Co wiecej, w ograniczonej
powierzchni mezoporéw wystepujg silne oddziatywania. Wprowadzenie dodatkowych
grup atomdéw na powierzchnie materiatdw mezoporowatych pozwala modyfikowaé ich
wiasciwosci. Oznacza to, ze porowate nanoczgsteczki majg zdolnos¢ oddziatywania

z jonami, atomami i innymi czgsteczkami w catej swojej objetosci.

W ostatnich latach naukowcy koncentrowali sie na otrzymywaniu
mezoporowatych materiatdw o $cisle okreslonej strukturze, a co za tym idzie
i wtasciwosciach. Przetom w badaniach nastgpit w roku 1990, kiedy Yanagisawa

i wspotpracownicy dwoma niezaleznymi metodami otrzymali, w oparciu o warstwowy



kanemit (uwodniony krzemian sodu NaHSi>0s-3H,0), mezoporowate materiaty
krzemionkowe o regularnej, $cisle uporzadkowanej strukturze wewnetrznej [3, 4].
W tym samym roku grupa naukowcow z firmy Mobil Oil przygotowata krzemionkowy
materiat MCM-41 bardzo podobny do tego otrzymanego przez japonskich naukowcow
[5]. Jednakze publikacja na temat tego materiatu ukazata sie dopiero w 1992 roku po
uzyskaniu przez firme patentu [6, 7]. Krzemionka MCM-41 posiada uporzadkowang
strukture o heksagonalnie utozonych porach. Pomimo iz krzemionka ta charakteryzuje
sie amorficzng budowg $cian, to posiada uporzadkowang i periodycznie powtarzajaca
sie strukture [8]. Szes¢ lat pdzniej, nanoczgsteczki krzemionkowe o znacznie wiekszych,
od 4,6 do 30 nanometréw, heksagonalnie utozonych porach zostaty otrzymane na
Uniwersytecie California w Santa Barbara [9]. Materiat ten zostat nazwany SBA-15 (Santa
Barbara Amorphous No. 15) i réznit sie od wczesniejszych nie tylko srednicg pordw, ale

takze gruboscia $cian, a co za tym idzie takze stabilnoscig [10].

Unikatowe wiasciwosci nanoczasteczek mezoporowatych, takie jak duza
powierzchnia, duza objetos¢ poréw i ich uporzgdkowana struktura, zainspirowaty
naukowcow do wytwarzania kolejnych materiatdw. Od czasu pierwszych syntez, zostato
otrzymanych i opisanych w literaturze [11-13], wiele rodzajéw nanoczgsteczek
krzemionkowych o réznych wtasciwosciach i zastosowaniach. Poza materiatami typu
MCM oraz SBA wyrdzni¢ mozna inne typy mezoporowatych krzemionek: SMS, MSU czy
FDU rdznigce sie przede wszystkim uktadem mezoporéw, ktéry determinuje wiasciwosci

[14, 15].

Olbrzymie zainteresowanie nanoczgsteczkami krzemionkowymi takich dziedzin
nauki i przemystu, jak farmacja, nanotechnologia, medycyna, chemia czy
elektrotechnika wynika przede wszystkim z dwéch nadzwyczajnych witasciwosci tych
materiatdw. S3 to duza powierzchnia z licznymi grupami funkcyjnymi i uporzgdkowana
struktura mezoporéw. Materiaty te sg utworzone przez sie¢ krzemionkowg z grupami
silanolowymi na powierzchni zewnetrznej. Duza powierzchnia oznacza liczne grupy
funkcyjne, a co za tym idzie, wysokg reaktywnos¢ w catej objetosci czgsteczki. Co wiecej,
grupy te mozna poddawaé¢ modyfikacjom (podczas badz po syntezie), aby nadac
nanoczgstkom krzemionkowym pozgdane witasciwosci [16, 17]. Pory te charakteryzujg

sie duzg objetoscig oraz tadownoscig, dzieki czemu mogg byé wypetniane réznymi



czasteczkami, na przyktad lekami lub zwigzkami aktywnymi biologicznie, w nastepstwie
czego nanoczasteczki krzemionkowe mogg zosta¢ uzyte jako miejscowe systemy
dostarczania [18]. Warto podkresdli¢, ze jedna czasteczka moze posiada¢ bardzo liczne

mezopory.

1.2. Zastosowanie nanoczasteczek krzemionkowych w naukach

biomedycznych

Od czasu pierwszej syntezy nanoczgsteczek mezoporowatych, pojawita sie
ogromna liczba publikacji poswieconych mozliwosciom modyfikacji oraz réznorodnym
zastosowaniom tych materiatdw. Niepowtarzalna budowa i wynikajace z niej unikatowe
wiasciwosci nanoczgsteczek krzemionkowych sprawity, ze staty sie one obiektem

zainteresowania biologii, medycyny oraz dziedzin pokrewnych.
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Rysunek 1. Modyfikacje oraz zastosowanie nanoczgsteczek krzemionkowych

w biologii i medycynie.
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Najczesciej stosowang metodg zamykania matych czasteczek lekéw w porach
krzemionek jest fizyczna adsorpcja z roztworu. Grupy silanolowe (=Si-OH ) obecne na
powierzchni nanoczasteczek krzemionkowych zazwyczaj stuzg jako miejsca adsorpcji.
Ich liczba na powierzchni wynosi co najmniej 2-4 grupy/nm? [19]. Dzieki obecnosci grup
funkcyjnych mozliwa jest elektrostatyczna adsorpcja. Stopien adsorpcji moze zostaé
zwiekszony przez modyfikacje krzemionek i wprowadzenie innych grup funkcyjnych.
Bardzo czesto stosowane sg stabe kwasy i zasady, takie jak kwasy karboksylowe i aminy,
w celu uzyskania dodatniego tadunku na powierzchni nanoczgsteczek. Hydrofobowe leki
sq zazwyczaj adsorbowane z rozpuszczalnikdw organicznych, a nastepnie proébki
poddawane sg suszeniu pod zmniejszonym cisnieniem w celu usuniecia rozpuszczalnika.

Oczywiscie srednica poréw musi by¢ dobrana odpowiednio do wielkosci danego leku.

Staba rozpuszczalnosc¢ i niestabilnos¢ lekdw onkologicznych, a ponadto staby ich
wychwyt komodrkowy, utrudniajg efektywng terapie. Ze wzgledu na czeste
wystepowanie silnych efektéw ubocznych, ich zastosowanie terapeutyczne jest bardzo
ograniczone. W zwigzku z tym, rozwdj systemdw przenoszenia, ktdre posiadajg wysoka
tadownos¢ lekow, mogg je ochraniaé przed degradacja, utatwi¢ wychwyt komorkowy
i przetransportowac¢ do S$cisle okreslonych populacji komérek, jest niezbedny do
klinicznego zastosowania wielu lekéw. Potencjat mezoporowatych nanoczgsteczek
krzemionkowych (MSN) zostat zauwazony i wielu naukowcow podkreslito, ze szczegdlnie
nadaja sie one do dostarczania matych lekéw, z dodatkowag korzyscig przenoszenia duzej
liczby stabo rozpuszczalnych czgsteczek [20]. Poniewaz ponad 40% substancji objetych
badaniami przesiewowymi ma stabg rozpuszczalno$¢ w wodzie [21], mezoporowate

krzemionki przyciggajq uwage jako potencjalne nosniki lekdw przeciwnowotworowych.

Do tej pory wiekszo$¢ badan koncentrowata sie na dostarczaniu lekdéw
przeciwnowotworowych, takich jak doksorubicyna (DOX). Lee i wsp. dostarczali DOX do
guzéw i obserwowali apoptoze ex vivo w komérkach nowotworowych 48 godziny po
iniekcji [22]. Hillegass i wsp. zastosowali krzemionki jako nosniki doksorubicyny w
leczeniu miedzybtoniaka ztosliwego (MM) [23]. Nanoczgsteczki wypetnione DOX, badz
puste, wstrzykiwano podskérnie, bezposrednio do guza lub dootrzewnowo myszom
i poréwnywano z podawang podskérnie i dozylnie wolng DOX. Badania wykazaty, ze

dostarczanie leku za posrednictwem nanoczasteczek zwieksza wewnatrzkomérkowy
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wychwyt doksorubicyny, co zapewnia lepszg skutecznos¢ terapeutyczng [23]. Wyzsza
skutecznosé doksorubicyny wprowadzonej do nanoczgsteczek krzemionkowych zostata
zaobserwowana takze w przypadku terapii raka watroby Hep-A-22 [24]. Meng i wsp.
wykazali zwiekszong skutecznos¢ po podaniu dozylnym doksorubicyny dostarczanej
przez powlekane PEG-PElI krzemionki o rozmiarze 50 nm [25]. Regresja guza byta
znaczaco wyzsza w stosunku do podawania wolnego leku. Co wazine, zamkniete
czasteczki DOX wykazywaty zmniejszong toksyczno$é ogdlnoustrojowg oraz nizsza

toksycznosé dla watroby i nerek.

Stosowane w terapii przeciwnowotworowej docetaksel (Dtxl) i jego preparat
kliniczny Taxotere wywofuja powazine negatywne skutki z powodu obecnosci
surfaktantu oraz wysokiej toksycznosci samego Dtxl. Li i wsp. wykazali zwiekszong
aktywnos¢ przeciwnowotworowg i niskg toksycznos¢ docetakselu zamknietego
w PEGylowanych krzemionkach o $rednicy od 125 nm, uzywajgc mysiego modelu raka
watroby [26]. Lek podawano dozylnie co 4 dni, potem zwierzeta usmiercano

i analizowano ciezar guza.

Kolejnym lekiem o znakomitym, potwierdzonym testami klinicznymi, dziataniu
przeciwnowotworowym jest kamptotecyna (CPT). Jednakze rowniez ten lek wykazuje
stabg rozpuszczalnosé i liczne negatywne skutki podczas terapii. Z powodu tych wad
zostaty opracowane pochodne CPT: topotekan i irinotekan, obecnie stosowane
w chemioterapii nowotworéw. W badaniach zespotu Tamanoi mezoporowate
nanoczgsteczki krzemionkowe wypetnione kamptotecyng byty wstrzykiwane do zyty
ogonowej myszy z nowotworami piersi MCF-7. Wzrost nowotworu zostat skutecznie
zredukowany w stosunku do podawania wolnego leku [27]. Te same kompleksy
CPT-krzemionki byty réwniez podawane myszom z rakiem trzustki. Takze w tym

przypadku osiggnieto efekt supresyjny wzgledem guza [28].

Reasumujac, powyzsze wyniki stanowig dowdd, iz mezoporowate nanoczasteczki
krzemionkowe sg obiecujgcymi kandydatami na nosniki lekéw przeciwnowotworowych,

zwiekszajgc ich biodostepnosé, efektywnosé i zmniejszajgc efekty uboczne lekdw.

Nanoczgsteczkowe dostarczanie lekdw przeciwnowotworowych jest bardzo
atrakcyjne w teorii, jednakze bez doktadnej diagnostyki molekularnej poszczegdlnych

pacjentéw i koncentracji jedynie na konkretnych preparatach, terapia z wykorzystaniem
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nanoczgsteczek moze nie by¢ w petni skuteczna. Potencjat takiej terapii moze zostac
rozszerzony poprzez integracje badan nad nowymi lekami z identyfikacja okreslonych
szlakdw molekularnych, ktérym podlegaja komdrki nowotworowe i w rezultacie
prowadzg do rozwoju nowotworéw [29]. Ostatnie badania wskazujg, ze mozliwe jest
uzycie nanoczasteczek krzemionkowych do dostarczania substancji terapeutycznych
skierowanych przeciwko specyficznym mechanizmom chorobowym, jednakze nie
zostaty one zaakceptowane do badan klinicznych ze wzgledu na bardzo silne skutki
uboczne [30]. Modyfikowane polietylenoiming (PEI) krzemionki mezoporowate
o rozmiarze od 250 do 350 nm z dodatkowymi modyfikacjami kwasem foliowym zostaty
uzyte do dostarczenia inhibitora y-sekretazy (GSl). Tak zmodyfikowane nanoczasteczki
aplikowano podskdérnie myszom z nowotworem piersi MDA-MB-231. Uzyty GSI jest
specyficznym inhibitorem onkogennego szlaku Notch. Szlak ten jest interesujgcym
celem terapeutycznym w leczeniu raka ze wzgledu na swdj zwigzek z agresywnymi,
opornymi na leczenie nowotworami. Zainteresowanie tym szlakiem byto przyczyna
rozwoju nie tylko matoczasteczkowych lekdéw, takich jak GSI, ale réwniez przeciwciat
terapeutycznych [31] i peptyddw [32], z ktérych kilka jest obecnie juz w fazie badan

klinicznych.

Bardzo obiecujgcymi lekami w terapii choréb nowotworowych, a takze wirusa
HIV, wydajg sie by¢ preparaty oparte na DNA, mRNA czy siRNA. Terapia z ich udziatem
moze byé realizowana jedynie z zastosowaniem odpowiednich nosnikéw, poniewaz
najwiekszymi wadami nagich lekéw (kwasdw nukleinowych) s3: staba biodostepnos,
silny wychwyt komdrkowy, zta stabilno$é biologiczna i krétki okres rozpadu. Kolejna
przeszkoda w ich zastosowaniu to ujemny tadunek, ktéry powoduje trudnosci
z wprowadzaniem kwaséw nukleinowych do komérek. Ponadto, wewnatrzkomérkowe
procesy degradacji zastosowanych kwaséw nukleinowych znacznie obnizajg ich dostep
do jadra. Obecnie dostarczanie genéw odbywa sie z udziatem wektoréw wirusowych,
ktére muszg by¢ stosowane z duzg ostroznoscig [33]. Wprowadzanie niewirusowych
systemow dostarczania gendw do komoédrek odbywaé sie moze za pomoca
magnetofekcji, elektroporacji czy sonoporacji [34]. Kazda z tych metod ma swoje

ograniczenia.
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Do tej pory najpowszechniej, jako potencjalne nosniki, byty badane liposomy
i roznego typu polimery. Jednak takze mezoporowate nanoczasteczki krzemionkowe
wykazujg cechy, ktére mogg by¢ korzystne dla dostarczania gendw. Waski rozktad
wielkos$ci poréw moze skutecznie ochrania¢ fadunek leku, gdy kwas nukleinowy znajduje
sie wewnatrz mezoporéw, az do momentu uwolnienia w komorce. tatwosé modyfikacji
powierzchni krzemionek pozwala optymalizowad adsorpcje i uwalnianie plazmidéw [35].
Istnieje kilka doniesien skupiajgcych sie na adsorpcji plazmidéw do wnetrza krzemionek
i ich zastosowania w warunkach in vitro. Jednakze umieszczanie DNA lub RNA
w mezoporach nie jest proste, a w wiele dotychczasowych badan na temat dostarczania
gendw w oparciu o kompleksy MSN-DNA opisuje tylko adsorpcje kwasow nukleinowych

na zewnetrznej powierzchni kationowo zmodyfikowanych krzemionek.

Nel i wsp. [36, 37] adsorbowali siRNA i fragmenty DNA do powierzchni
nanoczasteczek krzemionkowych uprzednio pokrytych warstwg czgsteczek
polietylenoiminy (PEl), ktéra jest dobrze znanym agentem transfekcji gendow. Jak
oczekiwano, duza gesto$¢ dodatnich fadunkdéw jest korzystna dla procesu adsorpcji.
Analogiczne krzemionki pokryte warstwg czasteczek fosforoorganicznych miaty znacznie
mniejszg zdolno$¢ adsorpcji kwasu nukleinowego. Zaobserwowano skuteczng
transfekcje in vitro, jednakie DNA nie byty w petni chronione przed nukleazami
zawartymi w osoczu powodujgcymi degradacje kwasdw nukleinowych. Efektywna
transfekcja gendw w warunkach in vitro i in vivo zostata takze zaobserwowana z uzyciem
jako nos$nikdw nieporowatych czgsteczek krzemionkowych [38, 39]. W celu zwiekszenia
adsorpcji genédw do mezopordw mogg by¢ stosowane dwa gtdwne podejscia:
optymalizacja warunkoéw tego procesu i uzycie krzemionek o wiekszych rozmiarach
poréw. Gu i wspoétpracownicy [40] badali adsorpcje krétkich fragmentéw DNA tososia
(20 do 250 par zasad, srednia dtugos¢ 50 nm) do MSN o matych porach (Srednica 2,7 nm
) w obecnosci soli chaotropowych, przy czym s$rednica czgstek wynosita okoto 70 nm,
a ich rdzen sktadat sie z 10 nm superparamagnetycznych krystalitéw tlenku zelaza.
Adsorpcja DNA bytfa znacznie wyzsza niz liczba czgsteczek DNA zaadsorbowanych tylko
do zewnetrznej powierzchni krzemionek. Takie dane majg bardzo duig wartosc¢
badawczg biorgc pod uwage, ze zarowno DNA i krzemionka byty natadowane ujemnie.

Ta sama grupa badata réwniez adsorpcje siRNA do mezoporéw w tych samych
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warunkach, ktére byty uzywane do adsorpcji DNA fososia [41]. W tym przypadku
praktycznie nie zaobserwowano adsorpcji siRNA. Naukowcy ci rdwniez udowodnili, ze in
vitro siRNA uwieziony wewnatrz mezoporéw krzemionek pokrytych PEI jest skutecznie
chroniony przed degradacjg enzymatyczng. Solberg i Landry zademonstrowali, ze lepsze
korzysci w transporcie gendw mozna uzyskaé wykorzystujgc krzemionki o duzych
mezoporach [42]. Wykorzystujgc sfunkcjonalizowane grupami aminowymi krzemionki
o wewnetrznej srednicy porow 20 nm Gao i wsp. [43] byli w stanie zaadsorbowa¢ duzy
fragment plazmidowego DNA lucyferazy (5256 par zasad) z buforu PBS. Obecne na
powierzchni nanoczgsteczek grupy aminowe pozwolity na interakcje z ujemnie
natadowanym DNA. Rdéwnoczes$nie zaadsorbowany plazmid byt chroniony przed

degradacjg enzymatyczna.

Kim i wsp. [44] wykazali, ze wysoki poziom adsorpcji plazmidowego DNA
lucyferazy, mozna osiggng¢ uzywajac  monodyspersyjnych  nanoczasteczek
krzemionkowych o rozmiarze 250 nm i $Srednicy mezoporéw 23 nm. Te MSN pozwolity
na skuteczne dostarczanie gendw w warunkach in vitro z udziatem plazmidéw

kodujgcych dwa rézne biatka: lucyferaze i GFP.

Badania dostarczania pojedynczych lekéw za posrednictwem nanoczgsteczek
stuzg czesto jako dowdd i weryfikacja pewnej koncepcji badZ postawionej hipotezy.
Klinicznie istotnym alternatywnym podejsciem w terapii przeciwnowotworowej, jest
potaczenie srodkdw terapeutycznych ukierunkowanych na specyficzne mechanizmy
przezycia komorek nowotworowych z klasycznymi lekami przeciwnowotworowymi.
Jednym z problemdw, ktéry moze zostaé rozwigzany przez rownoczesne dostarczanie
kilku zwigzkow, jest opornos¢ wielolekowa nowotworu (Multiple drug resistance, MDR).
Wiasnie to zjawisko jest najczestszg przyczyng niepowodzenia leczenia u pacjentow
z nowotworami. System dostarczajgcy leki (DDS) mozna zaprojektowac tak, aby
przezwyciezyé MDR poprzez skupienie sie na zdolnosci celowanego dostarczania
ytadunkéw” taczacych obejscie mechanizmdéw MDR z chemioterapig. Niestety problem
opornosci wielolekowej jest wcigz daleki od rozwigzania [45], ale warto podkresli¢, ze
wszelkie podejmowane préby dostarczania lekéw z wykorzystaniem nanoczgsteczek

(Nanoparticle mediated drug delivery, NPDD) sg warte rozwazenia.
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Wykonano badania [46, 47], ktére wykorzystuja mozliwos¢ réwnoczesnego
dostarczania lekow chemioterapeutycznych i siRNA ukierunkowanego na komédrkowe
mechanizmy przetrwania. Jedno z tych badan podaje przekonujgce dowody, ze
mezoporowate krzemionki (MSN) dostarczajgce doksorubicyne (DOX) i siRNA
skierowany przeciwko mRNA kodujgcemu biatka Bcl-2 w lekoopornych komérkach
nowotworowych zwiekszajg cytotoksycznosé DOX blisko 132-krotnie (w poréwnaniu do
wolnego leku) i znaczgco zwiekszajg apoptoze [46]. Niestety badania te nie zawierajg
eksperymentéw na zwierzetach, potwierdzajacych otrzymane wyniki in vivo. Drugie ze
wspomnianych badan opisuje zupetnie nowy, kompleksowy, wielofunkcyjny, oparty
0 nanoczasteczki krzemionkowe system dostarczania lekow sktadajacy sie z: MSN, leku
przeciwnowotworowego (DOX lub cisplatyna CIS), supresora lekoopornosci lub jego
brak (siRNA skierowany przeciwko transporterowi MRP1 lub biatku BCL2 mRNA) oraz
czynnik celowanej terapii przeciwnowotworowej (peptyd LHRH) [47]. Taki system
wykazat znamiennie zwiekszong aktywnosc¢ przeciwnowotworowg w warunkach in vitro.
Ponadto stezenie IC50 mieszaniny wolnych lekéw byto 6 razy wyzsze w poréwnaniu do
stezenia mieszaniny CIS i DOX dostarczanej przez MSN. Do badan biodystrybucji
wykorzystano system NPDD (Nanoparticle mediated drug delivery) znakowany
fluoroforem i $ledzono jego wedréwke po wziewnym i dozylnym podaniu myszom
z nowotworem ptuc A549 za pomocg obrazowania optycznego in vivo. Po 3 godzinach
wziewnym podaniu, 73% intensywnosci fluorescencji zaobserwowano w ptucach, po

podaniu dozylnym — w watrobie.

Inne podejscie do pokonywania opornosci wielolekowej z wykorzystaniem
nanoczgsteczek krzemionkowych przedstawit Huang i wsp. Doksorubicyne
skoniugowano z pH-wrazliwym tgcznikiem (linkerem) w celu zapewnienia ciggtego
i proporcjonalnego uwalniania DOX [48]. Jako modelu badawczego uzyto ludzkich
komodrek miesaka macicy MES-SA opornych na doksorubicyne, Werapamil — bloker
kanatéw wapniowych, krzemionki z doksorubicyng i MSN z DOX i hydrazonem. Okazato
sie, ze w takim uktadzie DOX byta lepiej wychwytywana przez komérki oraz miata lepsza

wewnatrzkomérkowa retencje.

Inna modyfikacja wrazliwych na pH mezoporowatych nanoczgsteczek

krzemionkowych bedgcych w stanie przezwyciezy¢ opornos¢ wielolekowg zostata
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opublikowana przez He i wsp. [49]. Ich kompozytowe nanoczgsteczki sktadaty sie
z no$nikéw MSN zawierajgcych porotwdrczy bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB)
i z DOX. Zastosowany srodek powierzchniowo czynny stuzyt do pokonywania opornosci
wielolekowej i zwiekszania skutecznosci lekow. Cytotoksycznosé takich czgstek badano
na liniach komérkowych MCF-7 i MCF-7/ADR i stwierdzono, ze MSN/DOX/CTAB
zwiekszaty wewnatrzkomorkowy dostep MCF-7/ADR do DOX. Zaobserwowano takze
znacznie wyzszg wydajnos¢ leku w warunkach in vitro dla obydwu linii komdérkowych

w stosunku do wolnego leku.

Interesujgcg alternatywa dla chemio- i radioterapii moze by¢ terapia
fotodynamiczna (PTD) [50]. Podstawg PDT jest stosowanie fotouczulacza, ktéry po
napromienianiu okreslong dtugoscig fali prowadzi do generowania cytotoksycznych
rodnikéow i smierci komédrek. Gary-Bobo i wsp. stosowali modyfikowane mannozg
mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe w dwufotonowej terapii fotodynamiczne;j
(TPE) ukierunkowanej na guza [51]. W pracy tej autorzy zastosowali MSN do
ukierunkowania fotouczulacza na nowotwor i aby zwiekszyé wydajnos¢ TPE, poniewaz
w jednej nanoczastce moze zosta¢ umieszczona duza liczba fotosensybilizatoréw [50].
Czastki o srednicy hydrodynamicznej 118 nm byty skutecznie wprowadzane in vitro do
dwéch linii komoérkowych raka piersi: MCF-7 i MDA-MB-231. Po napromieniowaniu
osiggnieto pomysiny wynik terapeutyczny (efekt byt wyzszy dla MDA-MB-231).
Najbardziej efektywne wchtanianie i najwyzszg smieré komérek uzyskano dla trzeciej
linii komorkowej raka okreznicy HCT-116. Badania in vivo przeprowadzono na myszach
z rakiem okreznicy [50]. Wyniki wykazaty znaczne zmniejszenie (o okoto 70%) wagi guza
u myszy leczonych w poréwnaniu z grupg kontrolng myszy otrzymujacych roztwoér soli

fizjologicznej.

Gary-Bobo i wsp. kontynuowali swojg prace i w badaniach in vitro potaczyli
terapie fotodynamiczng z podawaniem lekéw w celu zwiekszenia ich skutecznosci
terapeutycznej w komorkach retinoblastomy (siatkdéwczaka) [52]. Potaczenie, dzieki
nanoczastkom krzemionkowym, PDT 1z dostarczaniem kamptotecyny wykazato
zwiekszony efekt terapeutyczny w pordwnaniu z sama terapig fotodynamiczna.

Wykazano takze, ze dwufotonowa PDT byta lepsza od wzbudzania jedng dtugoscia fali.
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Qiao i wsp. Z sukcesem potaczyli terapie fotodynamiczng i obrazowanie metoda
rezonansu  magnetycznego  wykorzystujagc  luminescencyjne  nanoczasteczki

krzemionkowe [53].

Powyzsze badania wykorzystujgce krzemionki MSN w terapii fotodynamicznej
pokazujg, ze jest to minimalnie inwazyjna metoda terapeutyczna, ktdéra pozwala
zwiekszy¢ efekty leczenia oraz zmniejszy¢ efekty uboczne. Dzieki nanoczgstkom
krzemionkowym mozliwe jest pofaczenie tej metody z dostarczaniem lekéw i uzyciem
roznych technik obrazowania. Takie potaczenie to bardzo obiecujgce podejscie

teradiagnostyczne tgczgce diagnostyke z rownoczesng terapig.

Nagromadzenie nanoczgsteczek terapeutycznych lub diagnostycznych w okolicy
guza mozna osiggnaé przez aktywng terapie docelowg z uzyciem charakterystycznych
ligandow. Pozwalajg one na specyficzne pobieranie nanoczasteczek przez komérki,
wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia leku oraz utrzymanie leku w obrebie guza [54].
W  dotychczasowych badaniach aktywnego transportu z wykorzystaniem
mezoporowatych nanoczasteczek krzemionkowych wykorzystywano jako ligand kwas
foliowy. Kwas foliowy i jego zredukowane odpowiedniki s3 wymagane w komérkach
eukariotycznych w biosyntezie nukleotyddw. Co za tym idzie, przezycie i proliferacja
komorek sg zalezne od zdolnosci komérki do pozyskiwania tej witaminy. Komérkowy
wychwyt folianéw jest utatwiany albo przez niskie powinowactwo zredukowanych
nosnikédw kwasu foliowego, ktére sg obecne w prawie wszystkich komérkach organizmu
albo przez wysokie powinowactwo sprzezonego z powierzchniowymi receptorami dla
foliandéw, glikozylofosfatydyloinozytolu, ktdry wykazuje bardzo ograniczong dystrybucje

[55, 56].

Mamaeva i wsp. wykazali ukierunkowane dziatanie krzemionek modyfikowanych
kwasem foliowym zaréwno podczas podawania bezposrednio do komodrek rakowych,
jak i aplikowania dozylnego [57]. Wspomniane juz badania Lu i wsp. [28], wykazaty
doskonate wyniki dla kwasu foliowego sprzezonego z krzemionkami potgczonymi
z kamptotecyng w hamowaniu wzrostu guza trzustki dla dwdch heteroprzeszczepdéw

komorek.

Gary-Bobo i wsp. wykazali skuteczne ukierunkowanie i zwiekszong skutecznosé

terapeutyczng in vivo po dozylnym podaniu mezoporowatych nanoczgsteczek
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krzemionkowych sfunkcjonalizowanych mannozg ukierunkowanych na laktyne obecng
w komérkach nowotworowych [50]. Tsai i wsp. pokazali skuteczne kierowanie in vitro
z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych Trastuzumab (Herceptin) skierowanych
na glikoproteiny HER2/neu [58]. Herceptin-MSN zostaty specyficznie ukierunkowane na
linie komérkowe z nadekspresjg receptora HER2. Zhu i wsp. stosowali specyficzne
wzgledem komdrek nowotworowych aptamery DNA jako ligandy kierujgce i wykazali
dobrg specyficznos¢ ukierunkowania [59], co pokazuje, ze rowniez takie podejscie moze

okazaé sie skuteczne.

Odpowiednio opracowane krzemionki umozliwiajgce skuteczne kierowanie
lekow do komodrek nowotworowych, z réwnoczesng kontrolg stezenia ligandu, maja
szanse sta¢ sie nowg metody leczenia. Pomocna jest identyfikacja specyficznych
biomarkeréw nowotworowych oraz okreslenie konkretnych celéw w komadrkach, ktére
majg zostaé¢ osiggniete przez nanoczagsteczki [60]. Ciekawym podejsciem, choc
skomplikowanym, ktdre zostato juz zaprezentowane jest wykorzystanie nanoczasteczek
uaktywniajgcych biologiczne szlaki komunikacyjne, aby wzmocnié osigganie komérek

nowotworowych [61].

Mozliwo$¢ dostarczania lekédw z  wykorzystaniem mezoporowatych
nanoczasteczek krzemionkowych przycigga uwage takze naukowcoéw z innych dziedzin
medycyny. Zostaty juz opracowane obiecujgce preparaty cementu kostnego na bazie
krzemionek jako no$nikdéw antybiotykéw, w celu zapobiegania zapaleniu kosci i szpiku
podczas operacji wymiany biodra [62]. Badania wykazaty znacznie dtuzszg trwatos¢

i zwiekszong efektywno$¢ uwalniania leku.

Mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe mogg réwniez przyczyni¢ sie do
utatwienia oczyszczenia organizmu z radionuklidéw, a konkretnie radioaktywnego cezu.
Otrzymywane w tym celu czgsteczki reprezentuja nowa klase sorbentow -—
samoorganizujacych sie warstw ze wsparciem mezoporéw (Self Assembled Monolayers
on Mesoporous Supports SAMMS), opatentowanych juz w 2001 roku [63]. Badania na
szczurach wykazaty, ze takie uktady sg tak dobre jak btekit pruski, jedyny zatwierdzony
przez FDA (Agencja Zywnosci i Lekéw, ang. Food and Drug Administration) lek do
usuwania z organizmu zaabsorbowanego talu i radioaktywnego cezu [64]. Dalsza

optymalizacja SAMMS ma mozliwos¢ przewyzszyé skutecznos¢ btekitu pruskiego.
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Mezoporowate krzemionki byty takze w stanie skutecznie dostarczy¢ in vivo gen
PDGF-B u szczuréw z kontuzjg Sciegna Achillesa, ktdra to kontuzja powoduje dtugotrwatg
niepetnosprawnosc¢ u ludzi, a proces regeneracji przebiega bardzo powoli. MSN niosgce

gen przyspieszyty gojenie tego $ciegna [65].

Istnieje wiele typédw nanoczgsteczek krzemionkowych o obiecujgcych
zastosowaniach, takich jak na przyktad dostarczanie lekéw skierowanych przeciwko
patogenom wywotujagcym powszechne choroby (gruzlica, zapalenie watroby, HIV etc.).
Leki na takie schorzenia muszg by¢é dostarczone do okreslonych przedziatow
wewnatrzkomdrkowych lub okreslonych typow komérek i pomimo przeprowadzonych,
z pozytywnym wynikiem, badan in vitro transportujgce te leki MSN wcigz oczekujg na

badania na zwierzetach [66].

Elastyczno$é mezoporowatych nanoczgsteczek krzemionkowych ukazuje je jako
interesujgce systemy podawania lekéw. Wydajnos¢ biologiczna i mozliwosci
zastosowania krzemionek wykazano w licznych badaniach przedklinicznych, niektdre
z nich przedstawiono powyzej. Jednakze systematyczne testowanie biodystrybucji,
bezpieczenstwa i skutecznosci terapeutycznej w réoznych wariantach i z wykorzystaniem
roznych metod i nanoczgsteczek sg nadal bardzo potrzebne, aby doprowadzi¢

technologie opartg na MSN do testéw klinicznych i wdrozenia.
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2. Cel pracy

Pomimo dynamicznego rozwoju nauk biologicznych i medycznych wcigz na wiele
choréb nie znaleziono skutecznych terapii. Niewystarczajgca skuteczno$é dotychczas
znanych lekéw i sposobdw leczenia skfania do poszukiwania nowych rodzajéw terapii.
Wydaje sie, ze dostarczanie lekdéw za posrednictwem nanoczgsteczek moze by¢ jednym
z efektywnych sposobdéw leczenia nowotwordéw, wirusa HIV, a takze innych choréb.
Dlatego wcigz poszukuje sie nanoczasteczek, ktére bedg w stanie dostarczy¢ lek
i uwolni¢ go w miejscu docelowym a same nie bedg miaty negatywnego wptywu na
organizm. Wraz z rozwojem nanotechnologii i pokfadaniem w niej duzych nadziei,
w ostatnich latach syntezowanych jest wiele réznych typéw nanoczasteczek. Jednymi

z nich sg mezoporowate krzemionki.

Nanoczgsteczki krzemionkowe sg materiatami stosunkowo nowymi (pierwsza
synteza 1992 rok). Ich potencjalne zastosowanie w medycynie jako nosnikéw lekow
wynika z ich unikatowych witasciwosci takich jak: regularna wielkos¢ czastek, jednolita
i regularna wielko$¢ poréw, duza powierzchnia zewnetrzna, duza objetos¢ pordw,
bioaktywnos$¢ (liczne grupy funkcyjne na powierzchni wewnetrznej i zewnetrznej).
W zwigzku z tym, jak najszersza charakterystyka i poznanie witasciwosci tych
nanoczgsteczek jest niezbedne do okreslenia ich potencjalnego biomedycznego

zastosowania.

Celem pracy byta mozliwie szeroka charakterystyka funkcjonalizowanych
krzemionek mezoporowatych typu SBA. Otwarte pozostawato pytanie, jak przytgczenie
réznych grup funkcyjnych na powierzchni krzemionek, a takze modyfikacje organiczne
przyczyniajg sie do zmian wtasciwosci mezoporowatych nanoczgsteczek w stosunku do

krzemionki amorficznej.

W pracy badano cztery rodzaje funkcjonalizowanych mezoporowatych
nanoczgsteczek krzemionkowych: krzemionki z grupami hydroksylowymi (SBA-OH),
krzemionki z grupami tiolowymi (SBA-SH), krzemionki z grupami aminowymi (SBA-NH,)
oraz krzemionki z grupami karboksylowymi (SBA-COOH). Dodatkowo, otrzymane wyniki

porownywano z wynikami dla krzemionki amorficznej (a-SiO3).
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Postawiony cel zrealizowano poprzez scharakteryzowanie morfologii
krzemionek, ich powierzchni i potencjatu zeta, zbadanie ich toksycznos$ci wzgledem
erytrocytow oraz wybranych linii komérkowych prawidtowych i nowotworowych,

a takze okreslenie oddziatywan pomiedzy tymi nanoczgsteczkami a biatkiem.

Badane przeze mnie krzemionki s3 materiatami nowymi, niedostepnymi

komercyjnie i do tej pory nie poddanymi badaniom.
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3. Materiaty i metody

3.1. Materiaty

3.1.1. Mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe typu SBA
W pracy badano cztery mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe typu SBA:

— SBA-OH - natywna krzemionka, posiadajgca na swojej powierzani jedynie
grupy hydroksylowe

— SBA-SH — krzemionka modyfikowana merkaptopropylotrietoksysilanem,
posiadajgca na powierzchni dodatkowe grupy tiolowe

— SBA-NH; - krzemionka modyfikowana aminopropylotrietoksysilanem,
z dodatkowymi grupami aminowymi na powierzchni

— SBA-COOH - krzemionka modyfikowana karboksyetylenosilanotriolem

sodu, na powierzchni, ktérej sg obecne grupy karboksylowe

Podstawe budowy krzemionek mezoporowatych stanowi dwutlenek krzemu
tworzacy przestrzenng sieé¢. W takiej strukturze atomy krzemu potaczone sg z czterema
atomami tlenu, natomiast atomy tlenu z dwoma atomami krzemu. Sie¢ taka moze by¢
fatwo modyfikowana i formowana podczas syntezy. Do jej powierzchni mogg by¢
przytaczane grupy funkcyjne, a takze modyfikacje organiczne — tak jak ma to miejsce

w przypadku wymienionych wyzej mezoporowatych nanoczgsteczek.

grupy funkcyjne
&

i i
szkielet zbudowany “"’WISi—O_'SI’ \S\IW
z sieci Si-O-Si 3, (? O\ (l)
O~§Fo’§r0\g—o

0o 0O o
\ / I

wsro\;s.i\o/sww

©.,

modyfikacje organiczne

Rysunek 2. Schemat budowy nanoczgsteczek krzemionkowych oraz sieci tworzonej
przez dwutlenek krzemu.
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Mezoporowate krzemionki zostaty pozyskane do badan od Abdelkrima El Kadiba
z Euro-med Research Center, Engineering Division, Euro-Mediterranean University of
Fes (UEMF) w Fezie (Maroko). Synteza materiatdw mezoporowatych zostata
szczegdtowo opisana w publikacji: ,,Haemolytic activity and cellular toxicity of SBA-15-
type silicas: Elucidating the role of the mesostructure, surface functionality and linker

length” opublikowanej w Journal of Materials Chemistry B [67].

Przeprowadzona przez zespdl ElI Kadiba charakterystyka otrzymanych
nanoczasteczek krzemionkowych z uzyciem standardowych technik, w tym:
spektroskopii CP/MAS 13C- i 2°Si-NMR (Solid-state Cross-Polarization Magic Angle
Spinning Carbon-13 and Silicon-29 Nuclear Magnetic Resonance) wykazata, iz grupy
organiczno-funkcjonalne zostaty zamocowane w sieci krzemionkowej. Wyniki te zostaty

rowniez porownane z danymi literaturowymi [68-71].

Analiza rentgenograficzna krzemionek typu SBA wykazata odbicia
charakterystyczne dla materiatéw nanostrukturalnych o szesciokatnej symetrii. Ksztatt
izotermy adsorpcji azotu wykazywat gwattowny wzrost zaadsorbowane] objetosci przy
niskich wartosciach cisnienia wzglednego P/Po. Wskazuje to na jednorodnos$é
wytworzonych poréw o profilu typowym dla uporzadkowanych materiatéw
mezoporowatych. Powierzchnia wtasciwa krzemionek wynosi od 444 do 623 m?/g.
Mezoporowata objeto$é waha sie od 0,37 do 0,77 cm3/g, natomiast $rednica poréw

wynosi od 2,36 nm dla natywnej krzemionki SBA-OH do 6,3 nm dla SBA-COOH.

Dalsza charakterystyka otrzymanych materiatéw wykorzystujgca fizysorpcje
azotu (badanie ich oddziatywania z azotem) pozwolita okresli¢ polarnos¢ powierzchni
krzemionek. Wartosci parametru Cger odzwierciedlajg entalpie adsorpcji czasteczek
azotu na powierzchni modyfikowanych materiatéw o podobnych charakterystykach
porowatosci. Dla materiatdw modyfikowanych organicznie wykazano znaczace
zmniejszenie hydrofilowosci [68, 69]. Niesfunkcjonalizowana, bogata w grupy
hydroksylowe krzemionka SBA-OH wykazata wartos¢ Cger=140, co potwierdza wysoka
polarnos¢ powierzchni tej krzemionki [72, 73]. Dla kontrastu krzemionki
sfunkcjonalizowane wykazujg wartos¢ Cser mniejszg niz 140, co jest wynikiem zuzycia

polarnych i hydroksylowych grup Si-OH w celu przytgczenia grup organicznych.
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Zespot El Kadiba oszacowat réwniez ilos¢ organicznego obtadowania za pomoca
termicznej analizy grawimetrycznej (TGA). Otrzymano wartosci w zakresie od

3,19 mmol/g dla SBA-NH; do 4,03 mmol/g dla SBA-SH.

Charakterystyka badanych nanoczgsteczek krzemionkowych znajduje sie

w tabeli 1.
Tabela 1. Charakterystyka badanych nanoczgsteczek krzemionkowych.
Metody badania i parametry
. Laserowa
Analiza
.. . elektroforeza
Izotermy sorpcji azotu termograwimetryczna
(TGA) dopplerowska
(LDE)
Saer Vmesop | Srednica | Caer Obtadowanie 4
(m?/g) | (cm3/g)| poréw | (nm) organiczne mv
(nm) (mmol/g)
SBA-OH 623 0.37 2.36 140 0 -15.0
SBA-SH 444 0.50 2.90 94 4.03 -14.1
SBA-NH, 604 0.77 3.12 88 3.19 -5.6
SBA-COOH 453 0.70 6.30 71 3.88 -13.2
a-Sio, 200425 - - - 0 -19.2

Seer — powierzchnia wiasciwa; Vmesop — 0bjetos¢ mezoporowata; Ceer — polarnosé

powierzchni; { — potencjat zeta

3.1.2. Krzemionka amorficzna

Wykorzystana w badaniach krzemionka amorficzna zostata zaméwiona w firmie
Sigma Chemical Co., USA. Przecietna wielko$¢ czgsteczek tej krzemionki wynosi

~0,2-0,3 um, natomiast jej masa molowa 60,08 g/mol.

Krzemionka amorficzna bedaca ditlenkiem krzemu posiada porowatg strukture
i doskonale rozwinietg powierzchnie wifasciwg. Dla uzywanej w doswiadczeniach

krzemionki wynosi ona 200+25 m?/g. Te wtasciwoéci maja ogromne znaczenie
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w procesie wymiany jonowej, jak i adsorpcji [74, 75]. Struktura oraz powierzchnia
krzemionki amorficznej zostaty doskonale zbadane i opisane, jednakie okreslenie
ksztattu powierzchni krzemionki nie jest jednoznacznie mozliwe. Powierzchnia ta
zbudowana jest z grup silanolowych (=Si—-OH) oraz siloksanowych (=Si—0-Si=).
Te pierwsze w obrebie czasteczki krzemionki moga wystepowadé w réznych formach: jako
grupy izolowane (wolne), sgsiadujgce (mostkowe), gdzie dwie wolne grupy silanolowe
nalezgce do dwdch réznych atomdéw krzemu potgczone sg wigzaniem wodorowym oraz
jako blizniacze, ktére zawierajg dwie grupy hydroksylowe potgczone wspdlnym atomem

krzemu [76].

Hz’% Hz"%
/T T\

OHo oo OHo 0O OH

SBA-NH;
HO HO
/§| Sa\

OH o’ 4 0 OHO' 6 O OH

a-Si0,

SBA-COOH

Rysunek 3. Schematyczna ilustracja materiatow badanych w niniejszej pracy.
(a) Mezoporowata krzemionka SBA-OH oraz krzemionka amorficzna (a-SiO>).
(b) Mezoporowate krzemionki typu SBA z réznymi grupami funkcjonalnymi na powierzchni

i modyfikacjami organicznymi [67 - zmodyfikowano].
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Liczne grupy silanolowe krzemionki amorficznej sg centrami reaktywnymi
umozliwiajgcymi modyfikacje powierzchni czasteczki. Warunkuja one réwniez
hydrofilowy charakter krzemionki [77]. Co wiecej obecno$é tych grup nadaje
powierzchni krzemionki kwasowy charakter, poniewaz istnieje mozliwos¢ odszczepienia
protonu (=Si—O- + H+) [78]. Przewaga grup siloksanowych oznacza zas hydrofobowos¢
materiatu. Zatem krzemionka amorficzna posiada charakter hydrofilowo-hydrofobowy,

w zaleznosci od budowy jej powierzchni.

3.1.3. Erytrocyty

Materiatem wyjsciowym do badan byta krew petna zakupiona w Regionalnym
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w todzi, pobierana od zdrowych dawcéw na

3% cytrynian sodu.

3.1.4. Komorki linii prawidtowych

B14 — (Chinese hamster fibroblasts) — fibroblasty chomika chinskiego. Sg to komérki
adherentne. Oznacza to, ze komorki te przyklejajg sie do powierzchni naczynia
hodowlanego, dzielg sie i rosng w postaci pojedynczej warstwy. Komorki B14 byty

hodowane w medium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium).

3.1.5. Komrki linii nowotworowych

HL60 — (Human promyelocytic leukemia cells) — linia ludzkich komérek ostrej biataczki

szpikowej zakupiona w firmie ATCC (USA).

1301 — (T cell lymphoblastic leukemia cells) — linia ludzkiej ostrej biataczki komorek T

otrzymana z Banca Biologica e Cell Factory (Wtochy).

HL60 oraz 1301 to komorki zawiesinowe hodowane w medium RPMI.
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BRL — (Buffalo rat liver) — szczurze komorki raka watroby, komérki adherentne,
hodowane

w medium DMEM.

3.1.6. Inne stosowane odczynniki
W pracy doswiadczalnej wykorzystano nastepujgce odczynniki:

— DMEM, (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), medium hodowalne, BIOCHROM,
Berlin, Niemcy;

— DMSO, dimetylosulfotlenek, Sigma Aldrich, St. Louis, USA;

— FBS, ptodowa surowica wotowa, Sigma Aldrich, St. Louis, USA;

— HSA, albumina surowicy krwi cztowieka, Sigma, St. Louis, USA;

— MTT, sdl bfekitu tiazolowego (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide), Sigma Aldrich, St. Louis, USA;

— PBS, zbuforowany roztwér soli fizjologicznej (w tabletkach), Sigma Aldrich, St.
Louis, USA;

— Penicylina, Sigma Aldrich, St. Louis, USA;

— Resazuryna, (7-hydroksy-3H-fenoksyazyno-3-on-10-tlenku sél sodowa), Sigma, St.
Louis, USA;

— RPMI-1640, (Roswell Park Memorial Institute medium), medium hodowlane,
Sigma, St. Louis, USA;

— Streptomycyna, Sigma Aldrich, St. Louis, USA;

— Trypsyna, BIOCHROM, Berlin, Niemcy.

— L- Tryptofan, Sigma Aldrich, St. Louis, USA;
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3.2. Metody

3.2.1. Hemoliza

3.2.1.1. Izolacja erytrocytow

Swieza, pozyskana z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w todzi krew zostata odwirowywana na wiréwce Sigma 3K15 z szybkos$cig 4000 obr./min
przez 5 minut w temperaturze 4°C. Erytrocyty trzykrotnie przemywano zbuforowanym
roztworem soli fizjologicznej pH=7,4 (PBS, Sigma). Po kazdym wirowaniu oddzielano
warstwe leukocytéw i supernatant. Procedura wykonywana byla w temperaturze

pokojowej 21-24°C z wykorzystaniem roztwordw schtodzonych do 4°C.

3.2.1.2. Pomiar stopnia hemolizy wywotanej obecnosciq krzemionek

Po otrzymaniu czystych erytrocytéw okreslano ich hematokryt (HTC) i do
dalszych badan przygotowano zawiesine czerwonych krwinek w PBS o hematokrycie 2%.
Tak przygotowang zawiesine komodrek poddawano dziataniu mezoporowatych
nanoczgsteczek krzemionkowych dodawanych do uktadu w stezeniach koricowych od
50 pg/ml do 1000 pg/ml. Wszystkie prébki inkubowano przez 2, 8, 16 i 24 godziny
w temperaturze 37°C. Roztwér wyjsciowy stanowity krzemionki rozpuszczone w PBS
i poddane dziataniu ultradzwiekéw. Jako kontrole negatywng (brak hemolizy)
wykorzystano erytrocyty zawieszone w PBS, natomiast jako odnosnik — kontrole
pozytywng (100% hemolizy) — erytrocyty poddane dziataniu wody podwdjnie

destylowane;.

Po okresie inkubacji zawiesine odwirowywano (4000 obr./min, 5 min., 4°C). Do
pomiarow delikatnie pobierano 1 ml supernatantu. llos¢ uwolnionej hemoglobiny
oznaczano spektrofotometrycznie (Spektrofotometr V-650; Jasco, Japonia) mierzac

absorbancje prébki przy dtugosci fali rownej 540 nm.
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Stopien hemolizy obliczano wedtug nastepujacego wzoru:

A
stopien hemolizy [%] = x 100%
100%

gdzie:
A — absorbancja prébki poddanej dziataniu krzemionek

A100% — absorbancja kontroli pozytywnej

3.2.1.3. Wptyw albuminy surowicy cztowieka HSA na stopieri hemolizy

Do przygotowanej zawiesiny erytrocytéw o HTC rownym 2% dodawano roztwor
albuminy surowicy cztowieka (HSA) w stezeniu 2 mg/ml. Zawiesiny erytrocytow
z dodatkiem HSA traktowano roztworami krzemionek mezoporowatych w stezeniu 750
ug/ml oraz 1000 pg/ml. Stezenie albuminy zostato dobrane tak, aby zachowac ten sam
stosunek HTC do stezenia HSA jak we krwi w warunkach fizjologicznych. Kontrole
pozytywng stanowity erytrocyty zawieszone w PBS z dodatkiem HSA. Prébki byty
inkubowane przez 2 i 24 godziny w temperaturze 37°C. Po tym czasie wyznaczano

stopien hemolizy w taki sam sposéb, jak to zostato opisane w rozdziale 3.2.1.2.

3.2.1.4. Adsorpcja hemoglobiny przez nanoczqsteczki krzemionkowe

Przeprowadzono réwniez badanie wychwytu (adsorpcji) czagsteczek hemoglobiny
przez mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe. Do badan uzywano hemoglobine
(Hb) w stezeniu 0,2 mg/ml. Do roztworéw Hb w PBS dodawano rdine stezenia
nanoczgsteczek krzemionkowych (od 100 do 1000 pg/ml). Kontrole stanowit roztwér Hb
nietraktowany krzemionkami (hemoglobina w stezeniu 0,2 mg/ml). Tak przygotowane
probki byty inkubowane przez 2, 8 i 24 godziny w temperaturze 37°C. Po inkubacji prébki
zostaty odwirowane. Do pomiaréw delikatnie pobierano 1 ml supernatantu
i wykonywano pomiar absorbancji przy dtugosci fali réwnej 540 nm. Stezenie
hemoglobiny w supernatancie oznaczano na podstawie uprzednio wykreslonej krzywej

kalibracyjnej.
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Zawarto$¢ hemoglobiny w roztworze traktowanym nanoczasteczkami

krzemionkowymi w PBS zostata obliczona wedtug nastepujacego wzoru:

% Hb = X 100%

AIOO%
gdzie:
A — absorbancja prébki poddanej dziataniu krzemionek
A100% — absorbancja kontroli pozytywnej (Hb w PBS)
Aby obliczy¢ procentowg wartos¢ adsorpcji hemoglobiny uzyto wzoru:

% Adsorpcji = 100% — % Hb

3.2.2. Cytotoksycznosc
3.2.2.1. Hodowla komdrek linii prawidfowych i nowotworowych

B14, BRL. Hodowla komdrek B14 oraz BRL prowadzona bytfa klasyczng technika
jednowarstwowych kultur komérkowych. Komérki hodowano w kompletnym medium
DMEM (BIOCHROM) zawierajgcym 2mmol/l L-glutaminy, 100 pg/ml streptomycyny
(Sigma Aldrich) z dodatkiem 10% inaktywowanej ptodowej surowicy wotowej (FBS)
(Sigma Aldrich) oraz 100 jednostek na ml penicyliny (Sigma Aldrich). Hodowle komérek
prowadzono
w inkubatorze (Brunswick) z doptywem 5% CO,, w temperaturze 37°C, w warunkach 98%
wilgotnosci. Komérki pobierano bezposrednio z naczynia hodowlanego, liczono
z wykorzystaniem 0,2% btekitu trypanu za pomocg automatycznego licznika komorek—
Countess Automated Cell Counter (Life Technologies), a nastepnie przygotowywano

zawiesiny wykorzystywane w dalszych pracach.

1301, HL60. Hodowla 1301 oraz HL60 prowadzona byta klasyczng technika
hodowli zawiesinowych kultur komdrkowych. Komorki hodowano w kompletnym
medium RPMI (Sigma Aldrich) wzbogaconym L-glutaming w stezeniu 2 mmol/l, 100
ug/ml streptomycyng (Sigma Aldrich) oraz z dodatkiem 100 jednostek na ml penicyliny

(Sigma) i 10% inaktywowanej ptodowej surowicy wotowej FBS (Sigma). Hodowle
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komodrek prowadzono w inkubatorze (Brunswick) z doptywem 5% CO», w temperaturze
37°C, w warunkach 98% wilgotnosci. Komérki pobierano bezposrednio z naczynia
hodowlanego, liczono z uzyciem 0,2% btekitu trypanu za pomocg automatycznego
licznika komdrek — Countess Automated Cell Counter (Life Technologies). Po zliczeniu

komorek sporzgdzano zawiesiny uzywane do dalszych etapdw badan.

3.2.2.2. Ocena przezywalnosci komdrek metodg MTT

Komorki linii B14 uwalniano metoda trypsynizacji z naczynia hodowlanego
i przygotowywano zawiesine o stezeniu 1x10° komodrek/ml. Komérki pasazowano na
ptytki 96-dotkowe ptaskodenne (Nunc, Dania) w liczbie 1x10> komdrek na dotek

i inkubowano przez 24 godziny w warunkach opisanych w rozdziale 3.2.2.1.

W celu oceny zywotnosci, komorki traktowano krzemionkami mezoporowatymi
oraz krzemionka amorficzng w stezeniach od 50 do 100 pg/ml. Kontrole stanowity

komorki nietraktowane (NT), ktorych zywotnosé przyjmowano jako 100%.

Komoérki inkubowano przez 24 godziny w inkubatorze z doptywem 5% CO,
w temperaturze 37°C, w warunkach 98% wilgotnosci. Po wyznaczonym czasie inkubacji
do wszystkich dotkéw ptytek dodawano roztwér MTT w PBS (5 mg/ml). Tak
przygotowane prébki inkubowano przez kolejne 4 godziny. Po tym czasie do dotkdw
dodawano po 200 pl DMSO. Pomiaru absorbancji dokonywano przy uzyciu czytnika
ptytek Multi-mode Microplate Reader, Synergy 4 (BioTek, USA), przy dtugosci fali réwnej
570 nm.

3.2.2.3. Ocena przezywalnosci komdrek metodq AlamarBlue

Komérki pobierano z naczynia hodowlanego, liczono i przygotowywano ich
zawiesine o stezeniu 1x10° komérek/ml. Komérki pasazowano na czarne ptytki

96-dotkowe w liczbie 1x10° komérek na dotek.

W celu oceny zywotnosci, komoérki poddawano dziataniu mezoporowatych

krzemionek oraz krzemionki amorficznej w réznych stezeniach (od 50 do 1000 pg/ml).
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Kontrole stanowity komorki nietraktowane krzemionkami (NT), ktérych zywotnos¢

przyjmowano jako 100%.

Komorki  potraktowane krzemionkami inkubowano przez 24 godziny
w inkubatorze z doptywem 5% CO,, w temperaturze 37°C, w warunkach 98%
wilgotnosci. Po wyznaczonym czasie inkubacji na ptytki dodawano roztwér resazuryny,
tak aby jej koricowe stezenie w dotku wynosito 12,5 pug/mliinkubowano przez 2 godziny.
Nastepnie mierzono fluorescencje za pomoca spektrofluorymetru Fluoroscan Ascent FL

przy dtugosci fali wzbudzenia 530 nm i dtugosci fali emisji 590 nm.

3.2.3. Oddziatywanie krzemionek z albuming surowicy cztowieka (HSA)

3.2.3.1. Gaszenie fluorescencji HSA

Widma fluorescencji zostaty wykres$lone za pomocg spektrofluorymetru
PerkinElmer LS55 (UK). Albumina surowicy cztowieka zostata rozpuszczona w PBS
w stezeniu 100 pg/ml. Dtugosé fali wzbudzenia wynosita 290 nm, a widma emisji HSA
zostaty wykreslone w zakresie 300-440 nm. Szczeliny wzbudzenia i emisji wynosity
odpowiednio 10 i 5 nm. Nastepnie do prébek dodawano wzrastajgce stezenia (od 50 do
1250 pg/ml) nanoczasteczek krzemionkowych i ponownie wykreslano widma emisji.
Fluorescencja nieustannie mieszanych probek byta mierzona w 37°C w kuwecie

kwarcowej o dtugosci drogi optycznej 1 cm.

3.2.3.2. Gaszenie fluorescencji L-tryptofanu

Fluorescencja wolnego L-tryptofanu zostata zmierzona na spektrofluorymetrze
PerkinElmer LS55. L-tryptofan zostat rozpuszczony w PBS w koricowym stezeniu 100
ug/ml. Widma emisji zostaty wykreslone w zakresie 300-440 nm, przy dtugosci fali
wzbudzenia rownej 280 nm. Do tak przygotowanych prébek dodawano wzrastajgce
stezenie nanoczgsteczek krzemionkowych i ponownie wykreslano widma fluorescenciji.
Badania prowadzono w temperaturze 37°C, w kuwecie kwarcowej o dfugosci drogi

optycznej 1 cm ciggle mieszajac.
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3.2.3.3. Spektroskopia dichroizmu kofowego (CD)

Widma dichroizmu kotowego albuminy surowicy cztowieka (HSA) zostaty
wykreslone za pomocg spektrometru CD Jasco J-815 (Japonia) z wykorzystaniem kuwety
o dtugosci drogi optycznej 0,5 cm. Albumina zostata rozpuszczona w zbuforowanym
roztworze soli fizjologicznej (PBS) o pH 7.4. Pomiary prowadzone byty w temperaturze
37°C. Stezenie biatka w kuwecie wynosito 100 pug/ml. Nastepnie do kuwety dodawano
nanoczasteczki krzemionkowe we wzrastajgcym stezeniu (od 50 do 1250 pg/ml).
Eksperyment zostat przeprowadzony przy statym doptywie azotu N;. Widma wykreslono
w przedziale od 200 nm do 260 nm i przedstawiono na wykresach jako zalezno$¢
eliptycznosci molarnej (6) od dtugosci fali. Zmiany w ksztatcie widm $wiadczg
0 zachodzeniu zmian w drugorzedowej strukturze albuminy pod wptywem

oddziatywania z nanoczgsteczkami krzemionkowymi.

Ponadto, za pomocg oprogramowania dostarczonego przez firme Jasco (CDNN)
i metody dekonwolucji CD obliczono skfad poszczegdlnych struktur drugorzedowych
albuminy surowicy cztowieka oraz ich zmiany ilosciowe pod wyptywem nanoczgsteczek

krzemionkowych.

3.2.3.4. Adsorpcja albuminy surowicy czfowieka przez nanoczqsteczki krzemionkowe

Do badan adsorpcji albuminy surowicy cztowieka wybrano stezenie HSA réwne
0,3 mg/ml. Albumine rozpuszczano w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej i do
tak przygotowanych préobek dodawano rézne stezenia krzemionek (od 100 do 1000
pg/ml). Kontrole (100% biatka) stanowit roztwér albuminy w PBS o stezeniu 0,3 mg/ml.
Wszystkie prébki byty inkubowane w 37°C przez 2, 8 lub 24 godziny. Po tym czasie probki
odwirowano i do pomiardw delikatnie pobierano 1 ml supernatantu. Absorbancja byta
mierzona przy dfugosci fali 280 nm w kwarcowych kuwetach o dtugosci drogi optycznej
1 cm. Stezenie albuminy surowicy cztowieka zostato okreslone na podstawie uprzednio

wykreslonej krzywej kalibracyjnej biatka.

Zwartos¢ albuminy w prébkach po traktowaniu nanoczgsteczkami

krzemionkowymi zostata obliczona z nastepujgcego réwnania:
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% HSA =

X 100%
100%

gdzie:

A — absorbancja prébek zawierajgcych krzemionki

A100% — absorbancja probki kontrolnej — albuminy w PBS (c = 0,3 mg/ml)
Do obliczenia procentu zaadsorbowanej albuminy uzyto wzoru:

% Adsorpcji = 100% — % HSA

3.2.4. Charakterystyka morfologii i powierzchni nanoczasteczek krzemionkowych
3.2.4.1. Pomiary potencjatu zeta technikq elektroforezy laserowej Dopplera (LDE)

Potencjat Zeta jest potencjatem elektrycznym, ktéry wystepuje na granicy faz
(adsorpcyjnej i dyfuzyjnej) czgsteczki. Potencjat zeta nanoczgsteczek zostat zmierzony za
pomocg urzadzenia Zetasizer Nano-ZS, Malvern (Wielka Brytania). Do pomiaréw
ruchliwosci elektroforetycznej pod wptywem przytozonego napiecia, wykorzystujacej
elektroforeze laserowg Dopplera zastosowano kapilarne kuwety firmy Malvern
(DTS1061). Nanoczasteczki krzemionkowe byly przygotowywane i mierzone
w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS, pH 7.4, temperatura 37°C). Przed
przygotowaniem probek bufor zostat dwukrotnie przefiltrowany za pomocg filtra

o rozmiarach poréw 100 nm.

Wartosci potencjatu zeta zostaty obliczone bezposrednio z rownania Helmholtza-
Smoluchowskiego z uzyciem oprogramowania firmy Malvern [79] i wyrazone w mV.
Wielkos¢ potencjatu zeta pozwala wnioskowa¢ o stabilnosci dyspersji, tj. o zdolnosci do
utrzymywania czastek w formie dyspersji koloidalnej. Niestabilne dyspersje ulegajg
procesom sedymentacji lub koagulacji w czasie. Przyjmuje sie, ze dyspersja jest stabilna

wtedy, gdy wartos$¢ bezwzgledna potencjatu Zeta jest wieksza od 30 mV [80].
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3.2.4.2. Badanie morfologii za pomocq transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM)

Morfologia mezoporowatych nanoczgsteczek krzemionkowych zostata zbadana
za pomocg elektronowego mikroskopu transmisyjnego. Krzemionki przygotowywano
w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS, pH 7.4). Nastepnie 10 ul roztworu
nanoczgsteczek umieszczano na miedzianej ptytce i pozostawiano na 10 minut, po czym
osuszano za pomocg papieru. Prébki byty barwione 2% octanem uranylu przez 2 minuty
a nastepnie pozostawione do wyschniecia. Zdjecia zostaly wykonane za pomocg

transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEOL- 10 (Japonia).

Obserwacje z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego
zostaty przeprowadzone w Pracowni Obrazowania Mikroskopowego i Specjalistycznych

Technik Biologicznych Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego.

3.2.4.3. Badanie morfologii za pomocqg mikroskopu sit atomowych (AFM)

Badania z wykorzystaniem mikroskopu AFM Integra Probe Nanolaboratory
(NT-MDT, Rosja) przeprowadzatam podczas moich stazy na Wydziale Biologii
Uniwersytetu w Usciu nad tabg (Czechy). Doswiadczenia z wykorzystaniem mikroskopu
sit atomowych dostarczyty informacji na temat morfologii nanoczasteczek
krzemionkowych. Krzemionki byty rozpuszczane w zbuforowanym roztworze soli
fizjologicznej (PBS, pH 7.4), nastepnie okoto 5 ul roztworu nanoszono na czystg
powierzchnie miki (muskowit o skfadzie KAI;[AISi3O10(OHz)]). Materiat ten bedacy
zasadowym glinokrzemianem jest szeroko stosowany w badaniach AFM jako podtoze
o atomowo gtadkiej powierzchni. Naniesiona prébka byta pozostawiana do wyschniecia,
co zapewniato jej unieruchomienie i nastepnie umieszczana w mikroskopie. Pomiary

byty prowadzone w powietrzu.

Sonda, ktdrg stanowito ostrze byta umieszczona na koncu sprezynujgcej dzwigni
(tzw. beleczki) o dtugosci 100—200 um. Dzwignia ta podczas pracy mikroskopu uginata
sie i skanowata powierzchnie prébki. Badania byty prowadzone w trybie czesciowego
kontaktu (semicontact mode) — belka z igtg byta wprowadzana w drgania i cyklicznie
uderzata w skanowang powierzchnie. Zastosowano ostrza HA_NC ETALON (NT-MDT,

Rosja) o czestotliwosci rezonansowej 280 kHz, statej sile nacisku 11,5 N/m oraz
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wysokosci 10 um). Wyniki byly analizowane z wykorzystaniem oprogramowania

Scanning Probe Image Processor software (Image Metrology A/S, Dania).

3.2.4.4. Badanie powierzchni krzemionek

Rozmiar pordow, catkowita ich objeto$¢ oraz powierzchnia witasciwa
nanoczgsteczek krzemionkowych zostata okreslona na podstawie izoterm adsorpcji-
desorpcji azotu (Quantachrome Instruments, NOVA 3200, Floryda, USA) przy uzyciu

oprogramowania NovaWin.

Prébki zostaty odgazowanie w temperaturze 150°C przez kilka godzin, po tym
czasie wykreslono izotermy adsorpcji i desorpcji azotu (N2 o czystosci 99,999%, Linde).
Do oznaczania catkowitej powierzchni uzyto pie¢ punktéw Brunauera-Emmetta-Tellera
(BET), natomiast do oszacowania objetosci poréw zastosowano 40 punktéw modelu

Barrett-Joyner-Halenda (BJH). Kazda z prébek zostata zmierzona piec razy.

3.3. Analiza statystyczna wynikéw

Badania normalnosci rozktadu dokonywano z uzyciem testu Shapiro-Wilka.

W celu poréwnania wynikéw uzyskanych dla dwéch grup:

— w przypadku wystepowania rozktadu normalnego stosowano test-t
— w przypadku braku normalnosci rozktadu wykorzystano test U Mann-Whitneya

(Mann-Whitney Rank Sum Test).
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4. Wyniki

4.1. Badanie hemotoksycznosci nanoczasteczek krzemionkowych

4.1.1. Wptyw krzemionek na erytrocyty

Stopien hemolizy indukowanej przez mezoporowate nanoczgsteczki
krzemionkowe byt zalezny od czasu inkubacji oraz uzytego stezenia badanych
materiatdw (Wykres 1). Wszystkie krzemionki w stezeniach do 200 upg/ml byly
nietoksyczne wzgledem erytrocytéow. Z badanych krzemionek nanoczgsteczki SBA-NH;
byty najbardziej hemotoksyczne. Juz po dwugodzinnej inkubacji dla stezenia 1000 pg/ml
zaobserwowano 50% hemolize, podczas gdy dla pozostatych krzemionek w najwyzszym
stezeniu po 2 h hemoliza wynosita odpowiednio: 5% dla SBA-OH, 2,7% - SBA-NH>, 2,5%
- SBA-SH i 1,5% - SBA-COOH.

Po 24 h inkubacji nanoczgsteczki SBA-NH; powodowaty 80% hemolize, SBA-OH —
25%, SBA-SH — 6%, SBA-COOH — 3%. Nanoczasteczki z grupami tiolowymi (-SH) oraz
karboksylowymi (-COOH) w catym zakresie stezen wywotywaty tylko nieznaczng

hemolize.

Badanie aktywnosci hemolitycznej krzemionki amorficznej wykazato, iz materiat
ten w najnizszym stezeniu i juz po 2-godzinnej inkubacji wywotuje hemolize rzedu 50%
(Wykres 2). Zaleznos¢ stopnia hemolizy od stezenia obserwowano wytacznie dla
dwugodzinnego czasu inkubacji. Dla wszystkich stezen po 8, 16 i 24 godzinach inkubacji

hemoliza wynosita powyzej 90%.
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Wykres 1.
Hemoliza
indukowana przez
mezoporowate
nanoczgsteczki
krzemionkowe.
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jako srednia + SD;
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Wykres 2. Aktywnos¢ hemolityczna krzemionki amorficznej a-SiO..

Wyniki przedstawione jako srednia + SD; n=6; p < 0.001.

Dodanie albuminy surowicy cztowieka (HSA) do uktadu badawczego
spowodowato znaczng redukcje poziomu hemolizy wywotanej przez krzemionki. Dla
stezen krzemionek 750 pg/ml i 1000 pug/ml po 2 i 24 godzinach inkubacji obserwowano

hemolize na poziomie kontroli (Wykres 3).
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X 50 A i B 750 pg/ml
N 8750 pg/ml + HSA
E 40 7 @ 1000 pg/ml
2 @ 1000 pg/ml +HSA
30
20 -
10
0 N 52 RO i N
SBA-OH SBA-SH SBA-NH2 SBA-COOH
R | B 750 pg/m
.g 70 - 750 pg/ml + HSA
g 60 - M 1000 pg/ml
E 1000 pg/ml +HSA

SBA-OH SBA-SH SBA-NH2 SBA-COOH

Wykres 3. Wptyw HSA na hemolize wywotang przez nanoczqsteczki krzemionkowe po A) 2 h

inkubacji oraz B) 24 h inkubacji (cusa = 2 mg/ml). Wyniki przedstawiono jako Srednia + SD; n=6.

4.1.2. Wychwyt hemoglobiny przez nanoczgsteczki krzemionkowe

Badania wychwytu hemoglobiny przez mezoporowate nanoczgsteczki
krzemionkowe wskazaty, iz adsorpcja Hb wzrastata w kazdym przypadku wraz z czasem
inkubacji oraz stezeniem badanych czastek. Dla krzemionek SBA-OH, SBA-SH oraz
SBA-NH2 adsorpcja nie przekroczyta 35%. W przypadku tych materiatéw po 24 h dla
stezenia 1000 pg/ml odnotowano wychwyt réwny odpowiednio: 18%, 33% oraz 24%.
Jedynie dla krzemionki posiadajgcej grupy karboksylowe (SBA-COOH) zaobserwowano
silng adsorpcje hemoglobiny, az do 90% po 24 godzinach inkubacji dla najwyzszego

stezenia (Wykres 4).
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Wykres 4. Adsorpcja hemoglobiny przez mezoporowate nanoczqgsteczki krzemionkowe

A) SBA-OH, B) SBA-SH, C) SBA-NH;, D) SBA-COOH.

Wyniki przedstawiono jako srednia + SD; n=6.

Badania wychwytu hemoglobiny przeprowadzono rdéwniez dla krzemionki

amorficznej. Takze dla tego materiatu zaobserwowano wzrost adsorpcji Hb wraz ze

wzrostem stezenia i wydtuzajgcym sie czasem inkubacji (Wykres 5). Dla najnizszego

uzytego w badaniach stezenia — 100 pg/ml juz po 2 godzinach inkubacji obserwowano

wychwyt rowny 23%. Po 24 godzinach, dla stezenia 1000 pg/ml adsorpcja hemoglobiny

wynosita 83%.

42



Woykres 5. Adsorpcja hemoglobiny przez krzemionke amorficzng a-SiO..
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Wyniki przedstawiono jako srednia + SD; n=6.
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Wykres 6. Wychwyt hemoglobiny przez mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe — wpfyw

grup funkcyjnych oraz wielkosci porow.
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4.2. Badanie cytotoksycznosci krzemionek in vitro

Poczatkowo oznaczanie cytotoksycznosci krzemionek przeprowadzono
wykorzystujgc metode MTT. Jednakze nie uzyskano powtarzalnych i wiarygodnych
wynikéw. W literaturze odnotowano, iz metoda ta nie jest dobra dla oznaczania
cytotoksycznosci nanoczasteczek krzemionkowych ze wzgledu na zaburzony
wewnatrzkomérkowy transport tj. przyspieszong egzocytoze krysztatdéw formazanu,

ktéra w efekcie powoduje zawyzanie wynikdéw testu [81].

Nastepnie badanie cytotoksycznosci mezoporowatych krzemionek oraz
krzemionki amorficznej przeprowadzono przy uzyciu spekrofluorymetrycznej metody

z resazuryng. Wyniki przedstawiono w postaci wykreséw (Wykresy 7-10).

Zaobserwowano zaleznos¢ cytotoksycznego efektu krzemionek od ich stezenia
oraz typu nanoczasteczek. Dla badanych stezen, dla wszystkich uzytych linii
komérkowych mezoporowate nanoczgsteczki oraz krzemionka amorficzna byty
nietoksyczne (zywotnos¢ powyzej 80%) w stezeniach ponizej 100 pg/ml (Wykresy 7-10).
Krzemionka amorficzna w najwyzszym badanym stezeniu 1000 pg/ml we wszystkich
liniach komérkowych powodowata najwyzszy spadek zywotnosci (do 20 % dla B14, 15%
dla 1301, 43% dla HL60 i 62% dla BRL). Z badanych krzemionek mezoporowatych
najmniej toksyczna okazata sie krzemionka z grupami —SH (SBA-SH). Dla tych
nanoczgsteczek niemozliwe byto obliczenie parametru IC50 (stezenie, przy ktérym
zywotnos¢ wynosi 50%). Stezenie IC50 zostato obliczone natomiast dla pozostatych
krzemionek. Dla prawidtowe;j linii komdrkowej B14, te stezenia dla SBA-OH, SBA-NH;
oraz SBA-COOH odpowiednio wynosity: 689 ug/ml, 306 pg/ml, 252 pg/ml, dla
krzemionki amorficznej natomiast — 180 pg/ml. Dla linii komdrkowych HL60 oraz 1301
mozliwe byto podanie parametru IC50 tylko dla krzemionki amorficznej (IC50 = 352
ug/ml), natomiast dla linii BRL zadna z krzemionek nie powodowata spadku zywotnosci

do 50%. Wyniki obliczen IC50 zostaty przedstawione w tabeli 2.
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Wykres 7. Zywotnos¢ komdrek B14 po 24 godzinach inkubacji z mezoporowatymi

nanoczgsteczkami krzemionkowymi oraz krzemionkq amorficzng.

Wyniki przedstawiono jako srednia + SD; n=6.
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Wykres 8. Zywotnos¢ komdrek 1301 po 24 godzinach inkubacji z mezoporowatymi

nanoczqsteczkami krzemionkowymi oraz krzemionkg amorficznq.
Wyniki przedstawiono jako srednia + SD; n=6.
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Wykres 9. Zywotnos¢ komdrek HL60 po 24 godzinach inkubacji z mezoporowatymi
nanoczgsteczkami krzemionkowymi oraz krzemionkq amorficzng.
Wyniki przedstawiono jako srednia + SD; n=6.
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Wykres 10. Zywotnos¢ komdrek BRL po 24 godzinach inkubacji z mezoporowatymi
nanoczqsteczkami krzemionkowymi oraz krzemionkg amorficznq.
Wyniki przedstawiono jako srednia + SD; n=6.
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Tabela 2. Parametr aktywnosci IC50 dla nanoczqgsteczek krzemionkowych i krzemionki

amorficznej.
SBA- .
SBA-OH SBA-SH SBA-NH; COOH a-Sio;
B14 IC50 [pg/ml] 689 - 306 252 180
95% przedziaty 360 - - 196 -477 179 - 355 143 -227
ufnosci [ug/ml] 13100
1301 | 1C50 [pg/ml] 1387 - 1826 1492 352
9% przedzialy | oo, 5783 - 612-3115  923-2412  290-426
ufnosci [ug/ml]
HL60 | 1C50 [pg/ml] - - - - 855
95% przedziaty - )
ufnosci [ug/ml] ) ) ) 579-1262
BRL | 1C50 [ug/ml] - - - - 2076
95% przedziaty
ufnosci [ug/ml] ) ) ) ) 979 - 4402

4.3. Interakcja nanoczasteczek krzemionkowych z albuming surowicy

cztowieka

W pierwszej kolejnosci wykonano widma kontrolne, aby uzyskaé¢ pewnos¢, ze
zmiany beda pochodzi¢ jedynie od fluorescencji albuminy. Wykreslono widma
fluorescencji dla samych nanoczgsteczek krzemionkowych. Badania te wykazaty, iz
wszystkie krzemionki posiadajg maksimum fluorescencji dla 580 nm przy wzbudzeniu

dtugoscia fali réwng 290 nm.

Badania gaszenia fluorescencji albuminy mozliwe byty do przeprowadzenia
poniewaz biatko to w swojej strukturze zawiera jeden tryptofan w pozycji 214
lokalizowany w subdomenie IIA. Intensywnos¢ fluorescencji HSA spadata po dodaniu

wszystkich typow krzemionek. Dla stezen w zakresie 50-1250 pg/ml obserwowano
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zmniejszenie intensywnosci fluorescencji do 40%. To wskazuje, ze mezoporowate
krzemionki jedynie czesciowo gaszg fluorescencje albuminy. Najwieksze wygaszanie
zaobserwowano dla krzemionki SBA-OH posiadajgcej grupy hydroksylowe na swojej

powierzchni.

Wygaszaniu fluorescencji albuminy surowicy cztowieka towarzyszyto niewielkie

przesuniecie maksimum emisji w strone fal krétszych tzw. blueshift (Wykres 11).

— 3338
£
£ —@—SBA-OH
-
337 ¢ —o—SBA-SH
—A—SBA-NH2
33 L —o SBA-COOH
335 |
331 |
333 &
332 : : : : : :
0 200 400 600 800 1000 1200
¢ [ug/ml]

Wykres 11. Przesuniecie maksimum widm fluorescencyjnych HSA.

Wykreslono wykresy Sterna-Volmera (Wykres 12), ktére miaty przebieg liniowy
dla wszystkich czterech typéw wygaszaczy (nanoczasteczek krzemionkowych) dla stezen
krzemionek nizszych od 200 pg/ml, co sugeruje dynamiczny mechanizm wygaszania

w tym zakresie stezen.
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Wykres 12. Wykresy Sterna-Volmera dla wygaszania HSA przez mezoporowate

nanoczgsteczki krzemionkowe.

Dla tego zakresu stezen obliczono state Sterna-Volmera z klasycznego réwnania

Sterna-Volmera dla gaszenia dynamicznego, ktére ma postaé:

Fo/F =1+ K, [0] (1)
gdzie:

F —intensywnos¢ fluorescencji HSA w obecnosci krzemionek

Fo — intensywnos¢ fluorescencji HSA

[Q] — stezenie krzemionki

Ksv — stata Sterna-Volmera

Obliczone wartosci statych Sterna-Volmera podane sg w tabeli 3.
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Tabela 3. Wartosci statych Sterna-Volmera dla wygaszania albuminy surowicy cztowieka (HSA)

przez mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe.

Ksv [1/g]

SBA-OH 8,6x10°
SBA-SH 8,1x10"
SBA-NH; 7,8x10°
SBA-COOH 3,0x10°

Wolny tryptofan posiada maksimum absorpcji przy dtugosci fali 280 nm oraz
emisji w zakresie 320 — 370 nm w zalezno$ci od polarnosci srodowiska, w ktdrym jest
obecny [82]. Nanoczgsteczki krzemionkowe w badanym zakresie dtugosci fal (300-440
nm) nie wykazywaty wiasnej fluorescencji. Intensywnos¢ fluorescencji L-tryptofanu
malata wraz ze wzrostem stezenia krzemionek (Wykres 13), co wskazuje na reakcje
pomiedzy tymi nanoczasteczkami a tryptofanem. Spadek intensywnosci dla stezen
krzemionek 50-1500 pg/ml wynosit tylko okoto 40%. Podczas badan nie zaobserwowano

przesuniecia maksimum fluorescencji dla zadnej z nanoczgsteczek krzemionkowych.
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300 320 340 360 380 400 420 440
A[nm]

Wykres 13. Wygaszanie wolnego L-tryptofanu przez

mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe.
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Widmo CD czystej albuminy surowicy cztowieka HSA w stezeniu 100 pg/ml

posiada dwa charakterystyczne maksima przy dtugosci fali 210 nm oraz 222 nm.

Podczas miareczkowania albuminy mezoporowatymi nanoczasteczkami
krzemionkowymi obserwowano jedynie niewielkie zmiany — wzrost stezenia krzemionek
powodowat nieznaczne zmiany w eliptycznosci HSA (Wykres 14). Krzemionki SBA-OH,
SBA-SH oraz SBA-NH2 nie powodowaty zmiany ksztattu widma CD albuminy. Obliczenia
sktadu struktury biatka wykazaty, iz nanoczasteczki te spowodowaty jedynie 5-10%
spadek zawartosci a-helisy. Nanoczgsteczki SBA-COOH wywotaty zmiane ksztattu widma
CD biatka. Wraz ze wzrostem stezenia tej krzemionki zaobserwowano catkowite
zanikniecie pierwszego z maksimow charakterystycznych dla HSA (210 nm). Obliczono,
iz obecnos¢ SBA-COOH powodowata zmniejszenie zawartosci a-helisy o okoto 20%, na
korzys¢ innych struktur drugorzedowych, w szczegdlnosci nieregularnej struktury

»ktebka statystycznego” (random coil) (Tabela 4).
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Wykres 14. Widma CD albuminy surowicy cztowieka w obecnosci mezoporowatych

nanoczqgsteczek krzemionkowych.

53



Tabela 4. Zawartosc struktur drugorzedowych albuminy surowicy cztowieka w obecnosci

SBA-OH
a-helisa
Antiparallel
Parallel
B-skret
Rndm. Coil
SBA-SH
a-helisa
Antiparallel
Parallel
B-skret
Rndm. Coil
SBA-NH

a-helisa
Antiparallel
Parallel
B-skret
Rndm. Coil
SBA-COOH
a-helisa
Antiparallel
Parallel
B-skret
Rndm. Coil

mezoporowatych nanoczgsteczek krzemionkowych.

HSA

70.61%
2.55%
2.78%

11.51%

12.52%

63.14%
3.47%
3.77%

12.84%

16.72%

70.82%
2.55%
2.75%

11.48%

12.47%

66.10%
2.92%
3.42%

11.97%

15.69%

50
ug/mi

68.92%
2.88%
2.98%

11.96%

13.30%

60.81%
3.85%
4.11%

13.35%

17.87%

68.73%
2.78%
3.03%

11.97%

13.54%

62.50%
3.23%
3.83%

12.30%

18.04%

100
ug/mi

68.83%
2.84%
2.98%

12.02%

13.26%

60.13%
4.03%
4.20%

13.59%

18.04%

67.48%
2.94%
3.20%

12.18%

14.15%

61.17%
3.44%
4.04%

12.54%

18.91%

150
ug/ml

67.87%
2.95%
3.12%

12.16%

13.83%

59.71%
4.00%
4.25%

13.48%

18.66%

67.80%
2.82%
3.18%

11.99%

14.26%

60.22%
3.54%
4.15%

12.65%

19.43%

200
ug/mi

67.37%
2.99%
3.19%

12.19%

14.32%

58.04%
4.22%
4.52%

13.73%

19.49%

68.18%
2.88%
3.13%

12.00%

13.92%

60.10%
3.54%
4.24%

12.63%

19.49%

500
ug/mi

65.14%
3.26%
3.52%

12.58%

15.55%

56.83%
4.38%
4.69%

13.98%

20.06%

67.36%
2.97%
3.21%

12.06%

14.47%

59.68%
3.55%
4.26%

12.77%

19.76%

750
ug/mi

65.16%
3.39%
3.49%

12.78%

15.19%

55.31%
4.65%
4.91%

14.20%

20.87%

64.72%
3.30%
3.54%

12.61%

15.81%

51.43%
4.58%
5.50%

13.75%

24.75%

1000
ug/mi

63.59%
3.66%
3.71%

13.09%

15.99%

55.29%
4.66%
4.97%

14.24%

20.89%

64.25%
3.32%
3.66%

12.57%

16.23%

49.54%
4.77%
5.79%

13.91%

25.99%

1250
ug/mi

64.41%
3.25%
3.60%

12.52%

16.23%

55.09%
4.64%
4.98%

14.14%

21.15%

60.13%
3.96%
4.23%

13.43%

18.21%

47.37%
5.06%
6.17%

14.07%

27.33%
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Dla lepszego zrozumienia,

W

jaki

sposodb oddziatujg mezoporowate

nanoczgsteczki krzemionkowe z albuming surowicy cztowieka przeprowadzono badania

adsorpcji HSA przez te nanoczasteczki. Zaobserwowano, ze ilos¢ zaadsorbowanej

albuminy przez krzemionki tylko nieznacznie wzrasta wraz z czasem inkubacji (Wykres

15). Obserwowano niewielki wzrost wychwytu HSA wraz ze wzrostem stezenia

nanoczgsteczek krzemionkowych,

jednakze nawet

przy najwyzszym

stezeniu

krzemionek SBA-COOH (1000 pg/ml) po 24 godzinach inkubacji adsorpcja biatka nie

przekraczata 25%. Uzyskane wyniki wskazujg, ze nanoczgsteczki krzemionkowe typu

SBA-15 tylko czesciowo adsorbujg albumine.
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Wykres 15. Adsorpcja albuminy surowicy ludzkiej przez mezoporowate nanoczgsteczki

krzemionkowe: A) SBA-OH, B) SBA-SH, C) SBA-NH,, D) SBA-COOH

Wyniki przedstawione jako Srednia + SD; n=6; p < 0.001.
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4.4. Morfologia, potencjat zeta i charakterystyka powierzchni
krzemionek

Obserwacje przeprowadzone za pomocg mikroskopu elektronowego ukazaty,
zgodnie z przewidywaniami, nanoczgsteczki o podtuznym ksztatcie (Rysunki 4-7). Taki
rodzaj morfologii nazywany jest budowg pretowa. Na obrazach wszystkich krzemionek
wida¢ mezokanaty utozone wzdtuz nanoczgsteczek. Wystepowanie tych wysoce
uporzadkowanych struktur jest zgodne z wynikami uzyskanymi z analizy
rentgenograficznej i fizysorpcji azotu wykonanych po syntezie krzemionek przez zespol
El Kadiba. Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie modyfikacji organicznych nie wptyneto na
zmiane  struktury  mezoporowatych  nanoczasteczek, poniewaz  zaréwno
niemodyfikowana krzemionka SBA-OH, jak i zmodyfikowane nanoczgsteczki w obrazach

mikroskopowych wykazaty podobng budowe.

SBA-OH

Rysunek 4. Zdjecia z elektronowego mikroskopu transmisyjnego TEM przedstawiajgce

mezoporowate nanoczqgsteczki krzemionkowe SBA-OH.
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50 nm

Rysunek 5. Zdjecia z elektronowego mikroskopu transmisyjnego TEM przedstawiajgce

mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe SBA-SH.

SBA-NH:

Rysunek 6. Zdjecia z elektronowego mikroskopu transmisyjnego TEM przedstawiajqgce

mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe SBA-NH..
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SBA-COOH

50 nm

wu oSt

Rysunek 7. Zdjecia z elektronowego mikroskopu transmisyjnego TEM przedstawiajgce

mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe SBA-NH2.

Badania za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego wskazaty
ponadto, iz nanoczasteczki krzemionkowe tworzg agregaty. Podobny wynik otrzymatam
w badaniach wykonanych za pomocg mikroskopu sit atomowych. Ponadto dla
krzemionek SBA-OH i SBA-SH udato sie zaobserwowaé cate, pojedyncze, podtuine
nanoczasteczki. Dla krzemionek SBA-NH; obserwowano fragmenty nanoczgsteczek,
natomiast w przypadku SBA-COOH nie odnaleziono w badanych prébkach

niezagregowanych, dobrze widocznych nanoczgsteczek.

Poza obserwacjg zagregowanych krzemionek i bardzo nielicznych pojedynczych
nanoczasteczek (Rysunek 8-9) AFM nie dostarczyt dodatkowych informacji. Wynika to
byé moze z koniecznosci zastosowania procesu suszenia podczas przygotowywania
probek. W literaturze znajdujg sie informacje, iz nanoczasteczki mogg sie
samoorganizowaé na podfozach stosowanych w badaniach AFM, a nawet tworzy¢ kilka

warstw [83], co utrudnia obrazowanie i obserwacje pojedynczych nanoczasteczek.
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SBA-OH

SBA-SH

l 2 um

Rysunek 8. Zdjecia mezoporowatych nanoczgsteczek krzemionkowych wykonane za pomocq

mikroskopu sit atomowych AFM.
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SBA-NH:

SBA-COOH

Rysunek 9. Zdjecia mezoporowatych nanoczgsteczek krzemionkowych wykonane za pomocq

mikroskopu sit atomowych AFM.

Pomiary potencjatu zeta mezoporowatych nanoczasteczek i krzemionki
amorficznej zostaly przeprowadzone w celu lepszego poznania ich powierzchni.
Krzemionka amorficzna posiada najnizszy potencjat zeta réwny -17,8 mV. Natomiast

sfunkcjonalizowana grupami aminowymi krzemionka SBA-NH2 posiada najwyzszy
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potencjat zeta wynoszacy -5,6 mV. Wartosci potencjatu zeta dla wszystkich krzemionek

zostaty przestawione w tabeli 5.

Tabela 5. Potencjat zeta mezoporowatych nanoczgsteczek

krzemionkowych oraz krzemionki amorficznej.

Nanoczgsteczki Potencjat zeta [mV]
SBA-OH -15.0
SBA-SH -14.1

SBA-NH:2 -5.6
SBA-COOH -13.2
asSio; -17.8

Badania polegajace na wykresleniu izoterm adsorpcji/desorpcji azotu pozwolity

oszacowaé powierzchnie wiasciwg krzemionek mezoporowatych, catkowitg objetosc

poréw oraz ich srednice. Wyniki przedstawiono w tabeli 6. Wyniki te sg zblizone do

wynikow, ktdre otrzymat zespdt El Kadiba tuz po syntezie nanoczasteczek. Oznacza to,

ze proces rozpuszczania krzemionek w PBS, a takze dziatanie ultradzwiekéw, ktérym

zostaty one poddane nie zmieniajg wtasciwosci powierzchni tych nanoczasteczek.

Tabela 6. Charakterystyka powierzchni mezoporowatych nanoczgsteczek krzemionkowych.

Nanoczgsteczki Po E/v.ierzchnia Catko v,vita objetosc S'rfdnica
wiasciwa [m?*/g] poréw [cm3/g] poréw [nm]
SBA-OH 594 0,37 2,56
SBA-SH 458 0,48 2,81
SBA-NH; 542 0,71 3,14
SBA-COOH 481 0,65 6,19
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5. Dyskusja

Biokompatybilnos¢ nanoczasteczek we krwi jest niezwykle waznym parametrem
w przypadku podawania ich jako lekdw badz jako nosnikow czastek terapeutycznych.
Okreslenie toksycznosci mezoporowatych nanoczasteczek krzemionkowych wzgledem
czerwonych krwinek zastuguje na szczegdlng uwage, poniewaz ich zastosowanie
biomedyczne moze wymagaé dostarczania poprzez bezposrednie wstrzykiwanie do
krwiobiegu, a to oznacza, ze ze sktadnikami krwi nastgpi ich pierwszy kontakt.
Nanoczgsteczki wstrzykniete do krwi mogg wywotywaé wiele ujemnych skutkéw,
z ktorych najczestszym jest hemoliza [84]. Hemoliza jest to rozpad erytrocytéw,

w wyniku ktérego czerwony barwnik krwi — hemoglobina zostaje uwolniony do osacza.

Dotychczas postulowano, iz za aktywnos¢ hemolityczng krzemionek odpowiada
kilka czynnikdw. Sg to przede wszystkim: wytwarzanie reaktywnych form tlenu na
powierzchni krzemionki, denaturacja biatek btonowych poprzez elektrostatyczne
oddziatywania z krzemionkami oraz wysokie powinowactwo grup silanolowych
krzemionek do tetraalkilowych grup amoniowych znajdujacych sie na btonie
komodrkowe] erytrocytéw [85]. Wykazano, ze stabilne oddziatywania elektrostatyczne
zachodza pomiedzy zakrzywiong powierzchnig krzemionki i gtowami lipidéw budujgcych

dwuwarstwe, ktéra stanowi podstawowg strukturalng czes¢ btony komérkowej [86].

Kolejnym problemem wymagajgcym rozwazenia przed iniekcja dozylng
krzemionek jest adsorpcja biatek. Obecne we krwi biatka po zaadsorbowaniu na
powierzchni nanoczgsteczek mogg sprzyjaé fagocytozie powodujgc, iz krzemionki stajg
sie widoczne dla komérek fagocytarnych. Powoduje to szybki klirens nanoczgsteczek
z krwi, zanim dotrg do docelowego miejsca, a w efekcie zmniejszenie efektywnosci danej

terapii [87, 88].

Wyzej wymienione problemy z biokompatybilnoscia mezoporowatych
krzemionek we krwi $cisle wigzg sie z wtasciwosciami powierzchni tych nanoczgsteczek.
Poprzez modyfikacje ich powierzchni mozna wiec zwiekszy¢ badZz wyeliminowad
aktywnos¢ hemolityczng krzemionek oraz niespecyficzng adsorpcje biatka. Moje

badania potwierdzity wptyw grup powierzchniowych i modyfikacji na stopien hemolizy.
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Nie bez znaczenia pozostaje ponadto wielko$¢ porow obecnych w strukturze

krzemionek.

Skuteczng modyfikacjg okazato sie by¢ przytgczenie glikolu polietylenowego
(PEG) do powierzchni krzemionek. Badania potwierdzity, ze tak zmodyfikowane
nanoczasteczki  krzemionkowe wykazuja mniejszg aktywnos¢ hemolityczng
w poréwnaniu z ,,gotymi” MSN [89]. Organiczna modyfikacja PEGiem réwniez wptywa

na obnizenie adsorpcji biatek krwi przez krzemionki [90].

W literaturze przedstawiono sprzeczne wyniki dotyczgce wptywu modyfikacji
kwasem aminopropylowym powierzchni krzemionki typu MCM-41 na jej aktywnos¢
hemolitycznga. Slowing i wsp. zauwazyli, ze aktywnos$¢ hemolityczng mezoporowatych
krzemionek mozna obnizy¢ za pomocg takiej witasnie modyfikacji [84].
W przeciwienstwie do tego Yu et.al. podali, ze modyfikacja kwasem aminopropylowym
zwieksza aktywnos¢ hemolityczng krzemionek [91]. Jednakze nalezy zauwazy¢, ze
Slowing i wsp. funkcjonalizacje przeprowadzali w bezwodnym toluenie, natomiast Yu
i wsp. jako nosnika modyfikacji uzyli etanolu. Asefa i wsp. udokumentowali silny wptyw
rozpuszczalnika (polarnego albo niepolarnego) na etapie projektowania materiatéw na
bazie krzemionki i wykazali za pomocg badan katalitycznych, ze etanol pozwala dobrze
izolowaé¢ grupy aminowe przytagczane do powierzchni krzemionki tak, ze grupy
silanolowe sg dostepne dla kolejnych przytgczanych grup aminowych (Rysunek 10) [92].
Odwrotnie ma sie sprawa w przypadku funkcjonalizacji w bezwodnym toluenie, ktéry
umozliwia uzyskanie wysokiej gestosci unieruchomionych grup aminopropylowych,
a nawet ich zageszczenie i pozostawienie niewielkiej liczby grup silanolowych [91].
Nalezy zatem zachowaé ostroznosé przy poréwnywaniu dziatania réznych materiatéw,
poniewaz nawet maty szczegdt moze mieé duze znaczenie i prowadzi¢ do btedow

w interpretacji wynikow.
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Rysunek 10. Wptyw rozpuszczalnika na utozenie grup na powierzchni mezoporowatych
nanoczgsteczek krzemionkowych podczas przytqgczania grup funkcyjnych.
a) przytqgczanie w toluenie indukuje tworzenie klastrow na powierzchni;
(b) w etanolu: grupy aminowe sq dobrze rozdzielone a grupy silanolowe sq
bardziej dostepne [67].

W moich badaniach stwierdzitam, iz sposréd wszystkich modyfikowanych
krzemionek, mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe z grupami aminowymi na
powierzchni wywotywaty najwiekszg hemolize, natomiast krzemionki z grupami
tiolowymi nawet w najwyzszych stezeniach (do 1000 pg/ml) byly nietoksyczne
w stosunku do erytrocytéw. Wszystkie krzemionki typu SBA byty syntezowane
z wykorzystaniem etanolu. Jak juz wspomniano, kazda modyfikacja powodowata

redukcje aktywnosci hemolitycznej w poréwnaniu z krzemionkg amorficzna.

W pracach wspominanych wyzej badaczy wystgpita réwniez rozbieznosé co do
zrodta pochodzenia aktywnosci hemolitycznej nanoczgsteczek krzemionkowych.
Slowing i wsp. [83] stwierdzili, ze aktywnos¢ hemolityczna MSN zwigzana jest z grupami
silanolowymi powierzchni, zas Yu i wsp. [89] stwierdzili, ze jest ona zwigzana

z potencjatem zeta krzemionek.

W przypadku badanych przeze mnie mezoporowatych nanoczgsteczek
zaobserwowatam wptyw zaréwno grup powierzchniowych krzemionek, jak i potencjatu
zeta na aktywno$é¢ hemolityczng krzemionek. Najbardziej toksyczne wzgledem
erytrocytow byty krzemionki SBA-NH,, ktére majg najwyzszy potencjat zeta (-5.6 mV)
oraz krzemionka amorficzna o najnizszym potencjale (-17,8 mV). W przypadku
krzemionki amorficznej znaczny wptyw na hemotoksycznos¢ majg rowniez grupy
silanolowe. Krzemionki mezoporowate na swojej powierzchni réwniez posiadajg grupy
silanolowe, ale sg one mniej liczne w wyniku modyfikacji — przytaczenia grup

organicznych. Pandurangi i wsp. odnotowali korelacje pomiedzy liczbg wolnych grup
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silanolowych na powierzchni a aktywnos$cig hemolityczng krzemionek [93]. W moich
badaniach zaobserwowatam, iz wszelkie modyfikacje powierzchni krzemionek
zapobiegaja oddziatywaniu grup silanolowych z btonami komérkowymi i w efekcie
obnizajg aktywnos¢ hemolityczng nanoczasteczek. Podobne efekty odnotowali Pavan
i wsp. [94], a takze Yildirim i wsp. [95] w swojej pracach opisujacych wptyw

modyfikowanych krzemionek na ich biokompatybilnos¢ we krwi.

Lin i Haynes badali aktywno$é hemolityczng kilku MSN o réznych srednicach
(pomiedzy 25 a 225 nm) i stwierdgzili, ze zwiekszenie rozmiaru czgstek obniza aktywnos¢
hemolityczng do pewnego stopnia [96]. Ponadto, Yu i wsp. wykazali, ze podtuzne
(o strukturze preta) nanoczasteczki krzemionkowe powodujg nizszg hemolize niz te
o ksztatcie kulistym [90]. Niemniej jednak, w kazdym wspomnianym przypadku,
niemodyfikowane powierzchniowo mezoporowate nanoczasteczki krzemionkowe
powodowaty znaczng hemolize, zwtaszcza przy wysokich stezeniach. Zgodnie z moimi
badaniami takze wczesniejsze badania innych autoréw pokazywaty, ze krzemionka
amorficzna powoduje znacznie wyzszg hemolize w porédwnaniu do mezoporowate;j
krzemionki typu MCM-41 [84, 85], co przypisuje sie wiekszej reaktywnej powierzchni
kontaktujacej sie z btong komérkowg krzemionki amorficznej w porédwnaniu do
mezoporowatej [90]. Poprzednie poréwnawcze badania biologiczne wykazaty rowniez
znaczace réznice pomiedzy mezoporowatymi i nieporowatymi krzemionkami. Zaréwno
MCM-41, jak i SBA-15, katalizowaty utlenianie adrenaliny, a nieporowate krzemionki nie
wykazaty jakiejkolwiek aktywnosci katalitycznej. Ta duza réznica spowodowana jest
mozliwoscig generowania rodnikow tlenowych wewnatrz mezoporéw [97]. W moich
badaniach takze zaobserwowatam rdznice pomiedzy materiatami porowatymi
(krzemionki mezoporowate), a nieporowatymi (krzemionka amorficzna). Co wiecej, dla
wszystkich nanoczasteczek, odnotowatam zaleznos$¢ aktywnosci hemolitycznej od

stezenia krzemionek i czasu ekspozycji.

Elementem potwierdzajgcym znaczny wptyw grup powierzchniowych na
aktywnos¢ hemolityczng krzemionek jest przeprowadzone przeze mnie doswiadczenie
badajace stopien hemolizy wywotywanej przez MSN w obecnosci albuminy surowicy
cztowieka. Czasteczki HSA tworzyty na powierzchni swoistg warstwe izolujgcg grupy

silanolowe krzemionek od erytrocytéw. Zablokowanie powierzchni MSN powodowato
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znaczacy spadek stopnia hemolizy. Podobne obserwacje podczas doswiadczen
zanotowali Shia i wsp. [98] oraz Yildirim i wsp. [94]. Odnotowano kilka strategii
prowadzacych do obnizenia aktywnosci hemolitycznej krzemionek (zaréwno
mezoporowatych, jak i nieporowatych). Zbadano miedzy innymi adsorpcje do
powierzchni nanoczasteczek krzemionkowych poli-N-tlenku 2-winylopirydyny [99, 100],
biatek i lipidow [97, 101], chlorochiny [102, 103], chlorku glinu i mleczanu aluminium
[101], a takze zastgpienie grup hydroksylowych trimetylosilanowymi [104].

Liczne wspominane badania podkreslajg, ze to wifasnie powierzchnia
mezoporowatych nanoczgsteczek krzemionkowych jest jednym z dominujacych
czynnikéw decydujgcych o oddziatywaniu ze sktadnikami krwi, zatem potrzebne s3
systematyczne badania kompatybilnosci nowych, zmodyfikowanych krzemionek

posiadajgcych grupy jonowe, hydrofobowe lub polarne na swojej powierzchni.

Przeprowadzone przeze mnie obserwacje mikroskopowe pokazaty, iz wszystkie
badane krzemionki ulegajg agregacji. Takze ten proces ma wptyw na hemolize, ktéra
moze nastgpi¢ w wyniku uszkodzenia btony komdrkowej krwinki czerwonej. Im wieksza
jest powierzchnia agregatu oddziatujgca z btong erytrocytu tym wieksze odksztatcenia,
a co za tym idzie stopien hemolizy bedzie wyzszy [105]. Niewielkie stezenia krzemionek
w roztworze sprawiajg, ze proces tworzenia sie agregatéw jest wolniejszy -
oddziatywanie z btong komdrkowg stabsze, a wiec obserwowana przeze mnie aktywnos¢
hemolityczna byta niewielka. Jednakze zastosowanie stezen wyzszych (powyzej 500

ug/ml) powodowato nasilenie hemotoksycznosci.

Powierzchnia biatek nie jest jednorodna i zawiera rownoczesnie natadowane,
polarne i hydrofobowe ugrupowania. Ze wzgledu na rézne grupy powierzchniowe biatka
moga tatwo wchodzi¢ w reakcje z nanoczgsteczkami poprzez wiele oddziatywan:
jonowe, hydrofobowe oraz przez wigzania wodorowe. W konsekwencji, gdy
nanoczgsteczki sg wstrzykiwane do krwi, ich powierzchnia szybko przykrywa sie warstwg
biatek licznie obecnych we krwi, taka warstwa nazywana jest ,korong biatkowg
[106, 107]. Dla wielu zastosowan biomedycznych formowanie sie takiej biatkowej
warstwy na powierzchni krzemionek jest niepozgdane, poniewaz zwieksza ono wychwyt
nanoczasteczek przez komorki uktadu odpornosciowego, co w efekcie zmniejsza czas

kragzenia MSN we krwi. W celu efektywnego wykorzystania nanoczgsteczek
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oddziatywanie biatek z powierzchnig krzemionek powinno zosta¢ mozliwie silnie
zredukowane [108]. Glikol polietylenowy (PEG) jest jedng z lepiej przebadanych
i rownoczesnie skutecznych modyfikacji zapobiegajacych oddziatywaniu powierzchni
nanoczgsteczek z biatkami. Dzieje sie tak, poniewaz PEG ma hydrofilowg i elastyczng
nature [109]. Naukowcy z dwdch zespotéw He i wsp. [90] oraz Wang i wsp. [110]
wskazali, ze przytgczanie biatka na powierzchni nanoczasteczek krzemionkowych moze
zosta¢ zmniejszone przez zmodyfikowanie ich powierzchni powtokami z PEGu. Yildirim
i wsp. otrzymali podobne wyniki w redukcji przytaczania biatek do krzemionek dzieki
modyfikacji ich powierzchni matymi, organokrzemowymi ligandami metylofosfonianu
propylu [94]. Takze w moich badaniach, wszystkie zastosowane powierzchniowe
modyfikacje sprawiaty, iz mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe oddziatywaty

z albuming surowicy cztowieka tylko w pewnym stopniu.

Adsorpcja matych czasteczek do wnetrza poréw jest zjawiskiem pozadanym
i zwigzanym z potencjalng mozliwoscig przenoszenia lekéw przez krzemionki. Taka
unikatowa wtasciwos¢ mezoporowatych nanoczgsteczek krzemionkowych zwigzana jest
z obecnoscia w ich strukturze licznych poréw, ktérych s$rednica moze byc¢
determinowana podczas syntezy. Znaczacy wptyw na adsorpcje réznych czgsteczek
(np. lekéw czy znacznikéw fluorescencyjnych) do wnetrza poréw majg parametry
geometryczne poréw. Wnika¢ do wnetrza poréw mogg jedynie te substancje, ktérych
Srednica krytyczna, czyli srednica okregu opisanego na najmniejszym przekroju
czasteczki, jest mniejsza niz Srednica poréw danego materiatu [111, 112]. W zaleznoSci
od wielkosci poréw wystepujg rézne procesy [113]. W przypadku mezoporéw sity
adsorpcyjne nie dziatajg w catej ich objetosci, ale tylko w pewnej odlegtosci od scianek
nanoczasteczki. Wraz ze wzrostem rozmiaru porédw sity te malejg. Réwnoczesnie

zwieksza sie udziat oddziatywan miedzyczasteczkowych [112, 114].

W badanych przeze mnie nanoczgsteczkach krzemionkowych $rednica poréw
waha sie od 2,19 nm do 3,12 nm dla krzemionek SBA-OH, SBA-SH, SBA-COOH oraz 6,30
nm dla SBA-COOH. Tak Scisle okreslone rozmiary pordw zapewniajg maksymalng
selektywnos¢ oraz wysokg pojemno$é adsorpcyjng nanoczasteczek [113]. Mozna
wyrdzni¢ dwa rodzaje wnikania czgsteczek do wnetrza pordw: adsorpcja petna, gdy

jedne czgsteczki przechodzg przez pory do ich wnetrza, a inne, charakteryzujgce sie
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wiekszymi rozmiarami — nie oraz adsorpcja czesciowa — gdy do wnetrza poréw wnika

czes¢ czasteczki, np. jeden tancuch biatka [115].

W badaniach zaobserwowatam, iz ilos¢ zaadsorbowanej przez nanoczgsteczki
krzemionkowe hemoglobiny zwiekszata sie w czasie i wraz ze wzrostem stezenia
krzemionek. Wyniki te jasno pokazaty przewage krzemionki z grupami karboksylowymi
nad pozostatymi badanymi nanoczgsteczkami. Wydajnos¢ wychwytu przez SBA-COOH
jest trzy do siedmiu razy lepsza od adsorpcji przez inne krzemionki. SBA-COOH
W najwyzszym stezeniu (1000 pg/ml) zmniejsza ilos¢ hemoglobiny w roztworze o wiecej
niz 50% ciggu dwdch godzin, natomiast po uptywie 24 godzin prawie 90% hemoglobiny

jest zaadsorbowane;j.

Warto zwréci¢ uwage, ze na wtasciwosci adsorpcyjne nanoczgsteczek wptyw ma
rowniez facznik pomiedzy powierzchnig krzemionki a grupa karboksylowg (Rysunek 11).
SBA-COOH posiada tacznik o dtugosci dwdch wegli. Dla poréwnania, analogiczne
nanoczasteczki SBA-FA-COOH majg facznik o diugosci dziesieciu wegli i sg mniej
efektywne w adsorbowaniu czgsteczek hemoglobiny niz SBA-COOH [67]. W najwyzszym
stezeniu SBA-FA-COOH (1000 pg/ml) wydajnos¢ adsorpcji nie przekroczyta 18%, podczas
gdy dla SBA-COOH obserwowano wychwyt na poziomie 90%.

Rysunek 11. Zaleznos¢ dostepu do powierzchni nanoczgsteczek krzemionkowych od dfugosci

fqcznika a) SBA-COOH, b) SBA-FA-COOH [67].

W przeciwienstwie do niewielkich poréw SBA-OH, SBA-SH oraz SBA-NH,, duza
Srednica porow krzemionki SBA-COOH, ktdra jest wieksza niz 6 nm wystarczy, aby
czgsteczki hemoglobiny o rozmiarach 6,5 x 5,3 x 5,4 nm [116] zmiescity sie w tych

przestrzeniach. Srednica poréw SBA-FA-COOH réwniez osigga podobny wymiar

68



(6,15 nm), jednakze niewielka pojemnosé¢ adsorpcyjng ttumaczy po pierwsze niski
wskaznik liczby grup funkcyjnych przytaczonych do powierzchni  krzemionki
(0,85 mmol/g w poréwnaniu z 3,88 mmol/g dla SBA-COOH) oraz, po drugie,
hydrofobowa natura fancuchéw kwasu ttuszczowego, ktére moga odpychad

hemoglobine od powierzchni krzemionki [67].

Zmniejszona aktywnos¢ hemolityczna SBA-COOH nie odzwierciedla faktycznej
toksycznosci tej krzemionki w stosunku do erytrocytéw. Silna adsorpcja hemoglobiny do
wnetrza mezoporéw jest przyczyng nieprecyzyjnego okreslenia aktywnosci

hemolitycznej tych nanoczgsteczek.

Bardzo waznym procesem podczas podawania lekdéw w obecnosci
nanoczgsteczek do organizmu jest oddziatywanie nosnikéw z biatkami. W moich
badaniach jako biatko modelowe zostata wybrana albumina surowicy ludzkiej (HSA),
ktdra jest najliczniej wystepujgcym w osoczu biatkiem (55-65% wszystkich biatek osocza)
[117]. W celu zbadania oddziatywania sfunkcjonalizowanych krzemionek typu SBA z HSA
zostat przeprowadzony szereg doswiadczen: badania dichroizmu kotowego, wygaszanie
fluorescencji albuminy oraz wolnego tryptofanu, a takze adsorpcja albuminy przez

nanoczasteczki.

Metoda dichroizmu kotowego jest bardzo wrazliwa na wszelkie zmiany
w drugorzedowej strukturze biatek wywotywane przez ich wigzanie z innymi
czgsteczkami [118]. Zmiany w strukturze biatek wptywajg na ich aktywnos¢, dlatego tez
poznanie tych zmian jest bardzo wazne. Wykonane przeze mnie badania CD wskazaty, iz
najsilniejsze zmiany struktury HSA wystepujg podczas oddziatywania z krzemionka
SBA-COOH. Odziatywania te sg silniejsze niz dla krzemionki SBA-OH nieposiadajgcej
modyfikacji organicznej. Wynik ten moze wskazywaé, ze tworzenie korony biatkowej na
powierzchni mezoporowatych nanoczgsteczek nie dotyczy witgcznie krzemionek
»gotych” — posiadajgcych tylko grupy hydroksylowe. Wystepowanie innych grup
funkcyjnych moze prowadzi¢ do bardziej korzystnych oddziatywan i lepszego

dopasowania biatek do powierzchni nanoczasteczek [119].

Albumina surowicy ludzkiej posiada tylko jeden tryptofan zlokalizowany
w pozycji 214 subdomeny IIA [120]. To sprawia, ze analizy fluorescencyjne HSA s3

fatwiejsze
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w interpretacji. Pomiary intensywnosci fluorescencji reszt tryptofanu czystej albuminy
i po dodaniu krzemionek pozwolity okresli¢ zmiany konformacyjne HSA. Emisja
fluorescencji przesuwa sie ku czerwieni w roztworach bardziej polarnych z powodu strat
energii w stanie wzbudzonym, natomiast w roztworach mniej polarnych obserwujemy
przesuniecie w kierunku niebieskim [121]. Te wtasciwo$¢ mozna wykorzystac¢ do badania
zmian strukturalnych biatka. Przeprowadzone dos$wiadczenia pokazaty, ze krzemionkami
mezoporowatymi najsilniej wygaszajgcymi tryptofan albuminy byty nanoczasteczki
SBA-OH. Te najsilniejsze oddziatywania najprawdopodobniej wywotane sg wptywem
grup Si-OH i Si-O-Si, ktére sg jedynymi grupami wystepujgcymi w krzemionce SBA-OH.
Powierzchnia pozostatych krzemionek jest izolowana od biatka wystepujacego
W roztworze poprzez grupy organiczne, wowczas w oddziatywaniu z HSA biorg udziat
jedynie grupy funkcyjne zlokalizowane na koricu tgcznikéw. Dla wszystkich
mezoporowatych krzemionek zaobserwowatam lekkie przesuniecie maksimum emisji w
kierunku fal krétszych. Ta zmiana pokazuje, ze srodowisko, w ktérym znajdowat sie
tryptofan stawato sie mniej polarne po dodaniu krzemionek. Otrzymane wyniki
pokazaty, ze wygaszaniu fluorescencji HSA towarzyszyty zmiany konformacji biatka.
Obnizenie polarnosci wynika prawdopodobnie z oddziatywania grup organicznych

krzemionek i hydrofobowych mostkéw siloksanowych.

Wyliczenie statych Sterna-Volmera pozwolito okresli¢ dostepnosc fluoroforu dla
wygaszacza [122]. Najwyzszg statg otrzymano dla krzemionki SBA-OH, co wskazuje na
najsilniejsze oddziatywanie z albuming. Dla wszystkich krzemionek obserwowano
dynamiczny mechanizm wygaszania albuminy dla stezen nanoczasteczek
nieprzekraczajacych 200 pg/ml. Jednakze ztozonos$¢ uktadu polegajgca na mozliwosci
oddziatywania krzemionek z albuming zaréwno na powierzchni zewnetrznej, jak
i wewnetrznej oraz tworzenie sie agregatéw pozwala sugerowac rowniez bardziej
ztfozony mechanizm wygaszania. Wykresy Sterna-Volmera zakrzywiaty sie w dot
(tzw. ,downward-curving”) przy bardzo wysokich stezeniach nanoczasteczek
krzemionkowych. Takie zakrzywienie moze wskazywac na istnienie dwoch populacji
czasteczek: dostepnych dla wygaszacza (czasteczek korony biatkowej zwigzanych
z powierzchnig krzemionek) oraz niedostepnych dla wygaszacza, ktére znajdujg sie

w pewnej odlegtosci od powierzchni krzemionki.
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Badania adsorpcji albuminy zostaty przeprowadzone w celu lepszego
zrozumienia oddziatywan pomiedzy biatkami a krzemionkami. Adsorpcja HSA
nieznacznie rosta w czasie, jednakze nawet po 24 godzinach inkubacji i dla najwyzszego
zastosowanego stezenia nanoczasteczek (1000 pg/ml) nie przekroczyta 25%. Wynik ten
wskazuje, ze mezoporowate krzemionki sg w stanie adsorbowac albumine jedynie do
pewnego stopnia i to wyfgcznie na zewnetrznej powierzchni. Najprawdopodobniej
dzieje sie tak z powodu braku lepszej dostepnosci do powierzchni i porow. Jedynie
krzemionka z grupami karboksylowymi SBA-COOH oddziatywata z albuming w wiekszym
stopniu. Wynika to z znacznie wiekszego rozmiaru poréw tej krzemionki (6,3 nm)
w poréwnaniu z pozostatymi nanoczgsteczkami, ktérych srednica poréw wynosita od

2,3do 3,2 nm.

Na oddziatywanie krzemionek z albuming ma wptyw morfologia nanoczasteczek:
wielko$¢ porow oraz rodzaj grup funkcyjnych i obecnos¢ tancuchéw organicznych.
W literaturze odnotowano podobne obserwacje [123]. Warto podkresli¢, ze takze wynik
tych badan (adsorpcja biatka na poziomie maksymalnie 25%) potwierdza formowanie
sie korony biatkowej na powierzchni krzemionek. Rdwnoczes$nie oznacza to, ze taka ilos¢
biatka byta wystarczajgca do pokrycia catej powierzchni mezoporowatych
nanoczasteczek. Fakt ten potwierdza omdwione juz badanie aktywnosci hemolitycznej
krzemionek w obecnosci HSA, gdy dodanie biatka catkowicie jg redukowato. Petne
pokrycie krzemionek albuming sprawia, ze stajg sie one nowymi czgsteczkami i zyskujg
odmienne witasciwosci, co pozwala uzyskaé lepszg biokompatybilno$¢ nanoczgsteczek

i obnizy¢ ich aktywnos¢ hemolityczng [106, 124, 125].

Kolejnym niezwykle waznym aspektem wymagajgcym doktadnego zbadania,
zanim mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe znajdg praktyczne zastosowanie,
jest cytotoksycznosé tych materiatow. Musi ona zostac jasno okreslona przed podjeciem
jakichkolwiek badan in vivo. Liczne badania udowodnity, ze istniejg ogromne réznice
w cytotoksycznosci réznych rodzajow nanoczgsteczek krzemionkowych, z uwagi na duza
zmiennos¢ ich wtasciwosci fizykochemicznych [126]. Krzemionki mogg wywotywac rézne
reakcje biologiczne ze wzgledu na tadunki powierzchniowe, hydrofilowos¢, morfologie
(rozmiary i ksztatty), zdolnosci agregowania, biotrwatos¢ czy dawke [127, 128].

Doktadny mechanizm indukowania przez nanoczasteczki krzemionkowe $mierci
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komodrek wcigz nie jest znany, jednakze do tej pory zaproponowano kilka uzasadnien

biologicznych [129, 130].

Cytotoksycznos¢ krzemionek mezoporowatych oraz krzemionki amorficznej
zbadatam na komodrkach prawidtowych i nowotworowych. Amorficzna krzemionka
okazata sie najbardziej toksyczna wzgledem kazdej linii komérkowej juz w najnizszych
uzytych stezeniach w porédwnaniu z odpowiadajgcymi stezeniami krzemionek
mezoporowatych. Toksycznos¢ amorficznej krzemionki byta najwyzsza w stosunku do
prawidtowej linii B14 oraz nowotworowej linii komdrkowej 1301, dla tych komdérek
zywotnos¢ zostata zredukowana do okoto 20% przy stezeniu 1000 ug/ml. Wobec
nowotworowych linii komdérkowych HL60 oraz BRL krzemionka amorficzna wykazywata
natomiast znacznie nizszg toksycznosc (przy stezeniu 1000 pg/ml odpowiednio 50%
i 70%). Wynik ten wskazuje na ogromny wptyw rodzaju linii komdrkowej, wobec ktorej
badana jest toksycznos$¢ krzemionek. Niemniej jednak w poréwnaniu z mezoporowatymi
nanoczgsteczkami krzemionkowymi, krzemionka amorficzna charakteryzuje sie wyzszg
cytotoksycznoscia. Podobne obserwacje niejednokrotnie zostalty odnotowane

w literaturze [131, 132].
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6. Podsumowanie

Gtéwnym celem pracy bylo scharakteryzowanie  mezoporowatych
nanoczgsteczek krzemionkowych majac na uwadze ich potencjalne zastosowanie
w naukach biomedycznych. Wazinym celem pracy bylo réwniez okreslenie, czy
mezoporowata struktura oraz modyfikacje powierzchniowe wptywaja na polepszenie

wtasciwosci krzemionek.

Wykonane przeze mnie badania i uzyskane wyniki pozwalajg twierdzaco
odpowiedzie¢ na pytanie postawione w celu pracy — modyfikowanie powierzchni
krzemionek poprzez przytaczanie grup funkcyjnych oraz tacznikdw organicznych ma

kluczowe znaczenie dla wtasciwosci mezoporowatych nanoczgsteczek.

Toksycznos$¢ nanoczasteczek oraz ich biokompatybilno$é sg niezwykle waznymi
parametrami podczas podawania lekéw wraz z nosnikami. Otrzymane wyniki wskazuja,
iz mezoporowata struktura krzemionek, obecno$é poréw i grup powierzchniowych
wptywa na obnizenie hemo- i cytotoksycznosci. Przeprowadzenie dos$wiadczen
w szerokich zakresach stezen pozwolito okresli¢ stezenia, w ktérych nanoczasteczki
krzemionkowe s3 nietoksyczne wzgledem linii komdrkowych oraz erytrocytéow. Dla
wszystkich czterech rodzajéow krzemionek typu SBA mozna zdecydowanie stwierdzic, iz
sg one nietoksyczne zaréwno wobec erytrocytéw oraz innych ssaczych komérek
prawidtowych w stezeniach mniejszych/réownych 100 pg/ml. Badania pokazaty, iz
mezoporowate krzemionki s3 w stanie adsorbowac¢ albumine jedynie do pewnego
stopnia. Niewielkie oddziatywanie z biatkiem zaréwno na powierzchni zewnetrznej, jak

i wewnatrz poréw krzemionek jest kolejnym atutem tych nanoczasteczek.

Funkcjonalizowane krzemionki majg szanse staé sie nosnikami dzieki mozliwosci
tatwego przytgczania czgsteczek terapeutycznych do ich powierzchni badz lokowania sie
ich w mezoporach. Przeprowadzone przeze mnie badania sugerujg, ze dzieki
modyfikacjom mozna stworzy¢ krzemionki, ktére spetnig postawione przed nimi
zadania. Po uwolnieniu leku w miejscu docelowym, ,gofe” nanoczasteczki pozostajg
w kontakcie z krwig, dlatego tez ich biokompatybilno$é¢ jest niezwykle waznym
parametrem. Badane przeze mnie materialy rdznity sie pomiedzy sobg jedynie

powierzchnig: posiadaty rézne modyfikacje organiczne oraz grupy powierzchniowe.
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Doktadna analiza wszystkich wykonanych badan potwierdza, iz to wtasnie grupy
powierzchniowe majg kluczowy wptyw na zachowanie sie mezoporowatych
nanoczgsteczek w stosunku do komérek prawidtowych oraz nowotworowych, a takze
erytrocytow i obecnych we krwi biatek. Uzyskane wyniki pokazujg, ze z czterech
badanych krzemionek, nanoczasteczki SBA-COOH posiadajg najwiekszy potencjat
aplikacyjny. Dzieki obecnosci grup karboksylowych na powierzchni sg najbardziej
toksyczne w stosunku do komodrek nowotworowych, a takize oddziatujg
z biatkiem z najmniejszym stopniu spos$réd badanych materiatdw. Wystepujace
w nanoczgsteczkach SBA-COOH znacznie wieksze, w porédwnaniu z pozostatymi

krzemionkami, mezopory umozliwiajg lokowanie w nich mniejszych czasteczek.
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Streszczenie

Mezoporowate nanoczasteczki krzemionkowe s3 stosunkowo nowymi
zwigzkami. Od momentu pierwszej syntezy w 1992 roku ich potencjalne zastosowanie
upatrywano w licznych, unikatowych wtasciwosciach, ktére wynikajg z ich struktury.
Krzemionki posiadajg liczne mezopory o jednolitej i regularnej wielkosci, a ich objetos¢
jest bardzo duza. Ponadto nanoczasteczki te charakteryzujg sie regularng wielkoscig
oraz bardzo duzg powierzchnig zewnetrzng. Warto podkresli¢ ich silng bioaktywnos¢,
ktéra wynika z obecnosci licznych grup funkcyjnych zaréwno na zewnetrznej, jak
i wewnetrznej powierzchni. Nie bez znaczenia pozostaje fakt, iz krzemionki mogg by¢
w fatwy sposéb modyfikowane podczas syntezy, bgdZz w pdzniejszych etapach pracy
z tymi materiatami. Umozliwia to dotgczanie organicznych i nieorganicznych grup,
tacznikdw czy catych czgsteczek, ktére pozwalajg osiggnaé¢ pozgdane witasciwosci
mezoporowatych krzemionek. Szeroka charakterystyka poszczegdlnych materiatow
mezoporowatych przyczynia sie zatem do ich lepszego poznania, okreslenia ich
potencjalnego uzycia w naukach biomedycznych i wyselekcjonowania najlepszych

materiatdw do poszczegdlnych zastosowan.

Niniejsza praca jest charakterystykg czterech typdw mezoporowatych
nanoczasteczek krzemionkowych: SBA-OH, SBA-SH, SBA-NH, oraz SBA-COOH.
Nanoczgsteczki te rdznig sie miedzy sobg grupami powierzchniowymi oraz
modyfikacjami organicznymi, a takze wielkoscig poréw. Krzemionki te zostaty takze
poréwnane z krzemionkg amorficzng. Celem niniejszej rozprawy byto okreslenie czy
i w jakim stopniu modyfikacje organiczne oraz grupy funkcyjne wptywajg na wtasciwosci
krzemionek. Badano wptyw mezoporowatych nanoczasteczek na czerwone komorki
krwi poprzez ocene stopnia hemolizy w prébkach erytrocytéw oraz erytrocytow
w obecnosci albuminy surowicy cztowieka (HSA). Ponadto okreslono zdolnos¢
krzemionek do adsorbowania hemoglobiny (Hb). W pracy badano rdéwniez
cytotoksycznosc krzemionek wzgledem linii komdrkowej prawidtowej (B14 — fibroblasty
chomika chinskiego) oraz linii nowotworowych (HL60 — ludzkie komadrki ostrej biataczki
szpikowej, 1301 — ludzkie komérki ostrej biataczki komdrek T oraz BRL — szczurze

komorki raka watroby) wykorzystujgc testy MTT oraz AlamarBlue. Kolejnym etapem byty

85



badania oddziatywania mezoporowatych krzemionek z biatkiem — albuming surowicy
ludzkiej z wykorzystaniem dichroizmu kotowego, gaszenia fluorescencji HSA oraz
wolnego L-tryptofanu, a takze oznaczenia adsorpcji albuminy. Ostatnim etapem pracy
byto poznanie wtasciwosci powierzchni krzemionek poprzez badanie rozmiaru poréw,
ich objetosci oraz powierzchni wtasciwej nanoczasteczek. Ponadto zbadano potencjat
zeta oraz za pomocg mikroskopu sit atomowych AFM oraz transmisyjnego mikroskopu

elektronowego TEM obserwowano morfologie krzemionek.

Wszystkie cztery typy badanych nanoczgsteczek wptywaty na czerwone komorki
krwi, jednak w réznym stopniu: krzemionki z grupami aminowymi powodowaty
najsilniejsza hemolize. Jednakze najbardziej szkodliwe dziatanie miata krzemionka
amorficzna, ktdra juz w najnizszych stezeniach powodowata wysokg hemolize. Obecnos¢
albuminy powodowata obnizenie stopnia hemolizy do poziomu kontroli (erytrocytow
nietraktowanych krzemionkami). Krzemionki typu SBA byty toksyczne wzgledem
wszystkich badanych linii komdrkowych, ale w znacznie nizszym stopniu obnizaty
zywotnos¢ komorek niz krzemionka amorficzna. Dla mezoporowatych nanoczgsteczek
mozliwe byto okreslenie stezenia, dla ktérego nie obserwowano efektu hemo-

i cytotoksycznego. Stezenie to wynosi 100 g/ml.

Wszystkie mezoporowate krzemionki oddziatywaty w niewielkim stopniu
z albuming i adsorbowaty j3 maksymalnie na poziomie 25%. Wykonane badania
pozwolity stwierdzi¢, iz na powierzchni krzemionek tworzy sie korona biatkowa, ktéra
przyczynia sie do obnizenia stopnia hemolizy, jednakze do jej powstawania wystarczy
jedynie pewna ilos¢ zaadsorbowanego biatka (25%). Pokrycie powierzchni

nanoczgsteczek biatkiem sprawia, ze zyskujg one nowe — lepsze wtasciwosci.

Obserwacje  mikroskopowe pozwolity stwierdzié, ze nanoczasteczki
krzemionkowe majg budowe pretowg z dobrze widocznymi mezokanatami. Krzemionki
na zastosowanych podfozach tatwo ulegaty agregacji. Potencjat zeta krzemionek
mezoporowatych wynosit od -5,6 mV dla SBA-NH; do -15 mV dla niemodyfikowanej
SBA-OH. Oznacza to, iz wszelkie modyfikacje powierzchni przyczyniajg sie do
podwyzszenia tego parametru. Potencjat zeta krzemionki amorficznej byt najnizszy
i wynosit -17,8 mV. Badania powierzchni nanoczasteczek krzemionkowych pozwolity

oszacowacé powierzchnie wlasciwg, catkowitg objetos¢ pordéw oraz ich $rednice. Wyniki
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te byty zgodne z wartosciami uzyskanymi przez zespét El Kadiba tuz po syntezie. Oznacza
to, ze badane krzemionki sg stabilne, a proces rozpuszczania w zbuforowanym
roztworze soli fizjologicznej (PBS), a takze dziatanie ultradzwiekéw nie wptywa na

wtasciwosci powierzchni tych nanoczasteczek.

Wszystkie badania oraz poréwnanie krzemionek mezoporowatych i krzemionki
amorficznej pozwalajg stwierdzi¢, iz zaréwno struktura, jak i modyfikacje organiczne
oraz przytaczanie grup powierzchniowych wptywajg na wifasciwosci tych materiatéw.
Znacznie nizsza hemo- i cytotoksycznos¢, a takze oddziatywanie z biatkiem ukazuja

przewage mezoporowatych krzemionek nad krzemionkg amorficzng.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Mesoporous silica nanoparticles are relatively new compounds. Since their first
synthesis in 1992, their potential use in biomedical science was sought due to their
unique properties associated with their structure. Silicates have numerous mesopores
of uniform and regular size, as well as a large volume. In addition, these nanoparticles
are characterized by a regular particle size and a very large outer surface area. It is worth
noting that they exhibit strong bioactivity, which is related to the presence of numerous
functional groups on both the external and internal surfaces. Significant is the fact that
the silica can be easily modified during or after their synthesis. This enables the attaching
of organic and inorganic groups, linkers, or whole particles, which can grant the
mesoporous silica nanoparticle various desired properties. A wide characterisation of
the different mesoporous materials will contribute to their better knowledge,
determine their potential use in biomedical sciences and will aid in selecting the best

materials for specific applications.

This work characterises four types of mesoporous silica nanoparticles: SBA-OH,
SBA-SH, SBA-NH;, and SBA-COOH. These nanoparticles vary in surface groups, organic
modifications and mesopore size. The SBA-type (mesoporous) silicates were also
compared with the amorphous silica. The aim of this work was to determine how
modifications and addition of organic functional groups affect the properties of the
silicates. The effect of mesoporous nanoparticles on red blood cells by evaluating the
haemolytic activity in samples of pure erythrocytes and erythrocytes in the presence of
human serum albumin (HSA) was investigated. Moreover, the ability of the silicates to
adsorb haemoglobin (Hb) was determined. In this study the cytotoxicity of silica
nanoparticles relative to the normal cell line (B14 - Chinese hamster fibroblast) and
tumour lines (HL60 — human promyelocytic leukaemia cells, 1301 — T cell lymphoblastic
leukaemia, and BRL — Buffalo rat liver cells) were investigated using the MTT and
AlamarBlue assays. The next step was to study the interactions between mesoporous

silica nanoparticles and protein (human serum albumin) using circular dichroism,
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fluorescence quenching of free HSA and L-tryptophan and the adsorption of albumin.
The final step of the presented work was to determine the surface properties of the
silicates: the pore size, their volume and surface area. Furthermore, the zeta potential
was measured and the atomic force microscope (AFM) and transmission electron

microscope (TEM) were used to observe the morphology of silica.

All four types of the tested nanoparticles affect the red blood cells, but at
different levels: the silicates with amino groups cause the strongest haemolysis.
However, the most harmful was amorphous silica, which even in the lowest
concentrations caused high haemolysis. The presence of albumin decreased of
haemolysis to the control level (erythrocytes untreated by silicates). The SBA-type silica
nanoparticles were toxic to all tested cell lines, but they much less decreased cell
viability than the amorphous silica. For mesoporous nanoparticles, it was possible to
determine the concentration for which there was no haemo- and cytotoxic effect. This

concentration is 100 pg/ml.

All mesoporous silica interacted slightly with albumin and adsorbed up to 25% of
HSA. The completed investigations have shown that the reduction of haemolytic activity
occurs due to the protein corona which is formed on the surface of the silica
nanoparticles. For the formation of the protein corona only a certain amount of
adsorbed protein (25%) is needed. Covering the surface of the silica nanoparticles by

proteins makes that they gain new — better properties.

Microscopic observation revealed that the silica nanoparticles had a rod-like
shape with clearly visible mesocanals. The silicates aggregated easily. The zeta potential
of the mesoporous silica ranged from -5.6 mV for SBA-NH; to -15 mV for unmodified
SBA-OH. This means that any surface modifications contribute to an increase in the zeta
potential. The zeta potential of amorphous silica was the lowest and amounted to
-17.8 mV. The examination of silica nanoparticles surface evaluated surface area, total
pore volume and its diameter. These results were consistent with the values obtained
by the team of El Kadib straight after synthesis. This means that the tested silicates are
stable and the dissolution process in a buffered saline solution (PBS) or the use of

ultrasounds do not affect the surface of the nanoparticles.
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All the studies and the comparison of mesoporous silica with amorphous silica
allow for the conclusion that structure, organic modifications and attachment of surface
groups affect the properties of these materials. Significantly lower haemo- and
cytotoxicity, as well as slightly increased interaction with the protein show the

advantage of mesoporous silica nanoparticles over the amorphous one.
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