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Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza z ultracienkimi warstwami polimerowymi,

sposéb ich wytwarzania i zastosowanie

Dziedzina techniki

Wynalazek dotyczy superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
(ang. Superparamagnetic Iron OxideNanoparticles, SPION) z ultracienkimi warstwami
polimerowymi zbudowanych z superparamagnetycznych rdzeni z tlenkdw zelaza
wspotstraconych z polikationem oraz hydrofilowej powtoki ztozonej z ultracienkich warstw
polielektrolitow, zwiekszajacej biokompatybilnosc oraz relaksacyjnosc catej struktury
w srodowisku wodnym. Przedmiotem wynalazku sa rowniez opisane wyzej nanoczastki tlenku
zelaza, ktorych hydrofilowa powtoka zostata sfunkcjonalizowana sonda fluorescencyijna,
zwiazkiem gadolinu, przeciwciatami, aptamerami przeciwciat lub warstwa polielektrolitu
posiadajacego fluorowane grupy. Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposob wytwarzania
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza w wyniku wspotstracenia nanoczastek
z polikationem. Wynalazek dotyczy takze zastosowania superparamagnetycznych nanoczastek
tlenku zelaza do diagnostyki technikami magnetycznego rezonansu jadrowego oraz

mikroskopii fluorescencyjnej.

Stan techniki

Stosowane powszechnie w obrazowaniu prowadzonym przy uzyciu techniki rezonansu
magnetycznego (dalej: MRI) srodki kontrastowe zawieraja kompleksy jondw gadolinowych
(Geraldes 2009), co sprawia, ze podawany kontrast jest toksyczny i wymaga szybkiego
usuniecia z organizmu po przeprowadzonym badaniu. Stosowanie tych preparatdw moze takze
prowadzi¢ do rozwojuchorobnp.nefrogennego wtoknienia uktadowego, szczegodlnie
u pacjentow cierpiacych na ostra niewydolnos¢ nerek. Poszukiwane sg zatem inne substancje,
ktore dziatajac jako srodki kontrastowe, beda jednoczesnie bezpieczne do stosowania u ludzi
i zwierzat. Superparamagnetyczne nanoczastki wedtug wynalazku stanowia alternatywe dla
obecnie stosowanych srodkéw kontrastowych. Wtasciwosci magnetyczne tych czastek
pozwalaja na ograniczenie minimalnej dawki preparatu, ktéra nalezy wprowadzi¢ do
organizmu pacjenta celem uzyskania podobnego efektu obrazowania jak ten otrzymywany

w przypadku stosowanych obecnie substancji paramagnetycznych.
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Istnieje wiele metod syntezy superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza (Tartaj
2003,Teja 2009, Laurent 2008, Tartaj 2005), jednakze do zastosowan biologicznych
najczesciej wykorzystywana jest metoda wspotstracania z roztwordw wodnych soli Zelaza.
Zaletami tej metody sa: prostota jej wykonania, wysoka wydajnosc oraz tatwe procedury
izolowania materiatu, a nastepnie jego dalszej modyfikacji lub przenoszenia do fazy wodnej.
Ograniczeniem metod dostepnych w stanie techniki jest czesto wystepujaca agregacja
otrzymanych nanoczastek. W celu stabilizacji uzyskanych struktur, powierzchnie czastek
pokrywa sie m.in. polimerowymi lub matoczasteczkowymi stabilizatorami (Laurent 2008,
Gupta 2005). Dodatkowo, asymilacja superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
przez organizm badz wywotane przez nie reakcje immunologiczne zaleza przede wszystkim od
rozmiaru nanoczastek. Czastki o rozmiarze wigekszym od 200 nm sa wychwytywane
w sledzionie, a nastepnie usuwane przez komorki uktadu fagocytarnego. Natomiast
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza o srednicach mniejszych od 10 nm sa szybko
usuwane z organizmu przez nerki. Zjawiska te skutkuja skroceniem czasu cyrkulacji

nanoczastek we krwi.

Dla przezwyciezenia wyzej opisanych barier,w rozwiagzaniu wedtug wynalazku stosuje sie
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza podawane dozylnie o rozmiarze od 10 nm do
200 nm. Nanoczastki tych rozmiaréw charakteryzuja sie najdtuzszym czasem cyrkulacji w
krwiobiegu. S3 one na tyle mate, ze zostaja pominiete przez komdrki uktadu fagocytarnego,
dzieki czemu moga penetrowac gtebiej, nawet do matych naczyn wtosowatych, co pozwala na
osiagniecie efektywnego rozmieszczenia superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
w docelowych tkankach. Zatem dlazastosowan biomedycznych istotne jest uzyskanie czastek
o matych rozmiarach oraz niskim stopniu ich polidyspersji. Dodatkowo, srodki kontrastowe
powinny by¢ biokompatybilne, najlepiej biodegradowalne oraz selektywne tzn.
charakteryzowac sie zdolnoscia do selektywnego wigzania sie z okreslonymi
tkankami/komorkami organizmu. Pokrycie nanoczastek odpowiednimi materiatami
(optaszczenie) zwieksza ich biokompatybilnosc, ale rowniez umozliwia przeprowadzenie
odpowiednich modyfikacji chemicznych, przytaczanie wybranych przeciwciat itp. celem
zapewnienia wspomnianej selektywnosci lokowania sie w okreslonych tkankach organizmu
(Laurent 2008).

Znane sa w stanie techniki kontrasty zawierajace bardzo mate superparamagnetyczne
nanoczastki tlenku zelaza oraz superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (np.
ferumoxides, FEREX, czy tez ferumoxtran-10) optaszczane gtéwnie dekstranem lub jego
pochodnymi (Geraldes 2009, Laurent 2008). Dekstran tonaturalny, biokompatybilny
polisacharyd o stosunkowo duzej masie czasteczkowej zawierajacy najczesciej pewien udziat
tancuchow rozgatezionych. Zastosowanie dekstranuw przypadku kontrastow dostepnych w
stanie techniki ma jednak pewne wady. W procesie optaszczania w jednej strukturze
polimerowej zamykanych jest razem wiele nanoczastek, co prowadzi do uzyskania uktadow o

rozmiarach nawet mikrometrycznych i duzym rozktadzie ich rozmiaréw. Takie czastki sg
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tatwiej wychwytywane przez makrofagi w organizmie, a to skraca czas cyrkulacji kontrastu
we krwi. Ponadto duzy stosunek masy polimeru do masy nanoczastek skutkuje obnizeniem
wtasciwosci magnetycznych kontrastu, co powoduje koniecznos¢zwiekszenia efektywnej
dawki podawanej pacjentowi przed wykonaniem badan diagnostycznych technika MRI.
Wiazanie nanoczastek z warstwa polimeru jest czesto stabe. Wprzypadku dekstranu
rozcienczanie prowadzi do desorpcji polimeru z powierzchni nanoczastek, co skutkuje ich
agregacja i tatwiejszym wychwytywaniem przez uktad immunologiczny (Laurent 2008).
Ponadto, pokrycia dekstranowe sa niekorzystne takze ze wzgledu na wystepujace w
organizmie przeciwciata antydekstranowe. Podanie zatem kontrastu zawierajacego dekstran

moze indukowacd cytotoksycznos¢ (Yuan 2008).

W celu wyeliminowania ww. barier, wrozwigzaniu wedtug wynalazku proponuje sie
zastapienie dekstranu innym polisacharydem, a mianowicie chitozanem i jego pochodnymi.
Chitozan jest polimerem nietoksycznym, biokompatybilnym i biodegradowalnym. Pozyskuje
sie go w procesie deacetylacji chityny, ktdrej zrodtem sa skorupy krabdw, krewetek lub
kalmardw. Makroczasteczki chitozanu zawieraja, podobnie jak dekstran, grupy -OH, ale takze
grupy-NH;, co znaczaco poszerza mozliwosci modyfikacji chitozanu. Niestety, jest on dobrze
rozpuszczalny tylko w kwasnym srodowisku, w ktérym zachodzi protonacja grup aminowych.
Moze to stanowic istotne ograniczenie w zastosowaniu niemodyfikowanego chitozanu,
np. w warunkach obojetnego pH (dla krwi ludzkiej pH=7,4). Chitozan znalazt juz zastosowanie
w dostarczaniu insuliny (Agnihotri 2004). Jest on réwniez wykorzystywany jako sktadnik
bandazy i innych srodkéw opatrunkowych. Kolejna zaleta chitozanu w poréwnaniu z innymi
naturalnymi polisacharydami jest jego zdolnos¢ do chelatowania jonow metali, w wyniku
czego powstajq trwate potaczenia metal-polimer (Yuan 2008). Z powodzeniem moze byc¢ on
zatem stosowany do stabilizowania superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza,

a takze moze stanowic punkt wyjscia do dalszej selektywnej modyfikacji pokrytych nim

nanoczastek.

Polimery,takie jak dekstran i chitozan, zaliczane sa do grupy polimeréwhydrofilowych.
Stanowia one zatem materiat przepuszczalny dla wody, co w kontekscie wynalazku stanowi
Znaczaca zalete. Pokrycie bowiem superparamagnetycznych rdzeni powtoka z ultracienkich
warstw pochodnych chitozanu lub heparyny przyczynia sie do przenikania czasteczek wody
przez powtoke, blizej rdzeni. Dodatkowo dyfuzja tych czasteczek jest spowalniana przez ta
powtoke(Kwak 2003), a zatem kontakt czasteczki wody z superparamagnetycznym rdzeniem
jest dtuzy, a to przektada sie na poprawe wtasciwosci magnetycznych na skutek

wzrosturelaksacyjnosci poprzecznej rs.

Szczegotowy opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza

Z ultracienkimi warstwami polimerowymi charakteryzujace sie tym, ze sktadaja sie
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Z superparamagnetycznych rdzeni z tlenkdw zelaza wspotstraconych z polikationem oraz

hydrofilowej powtoki ztozonej z przynajmniej jednej ultracienkiej warstwy polielektrolitu.

Korzystnie, gdy pierwsza ultracienka warstwa polielektrolitu, otrzymana w wyniku
wspotstracenia nanoczastek w obecnosci polimeru, i kolejne nieparzyste warstwy, natozone
na powierzchnie otrzymanych nanoczastek, sktadaja sie z polikationu. Szczegdlnie korzystnie,
gdy polikation wybrany jest z grupy obejmujacej naturalne lub modyfikowane polisacharydy
zawierajace dodatnio natadowane grupy, takie jak: amoniowe, pirydyniowe czy fosfoniowe,

a najkorzystniej, gdy polikation to chitozan modyfikowany grupami amoniowymi.

Rownie korzystnie, gdy druga ultracienka warstwa polielektrolitu i kolejne parzyste
warstwy sktadaja sie z polianionu. Szczegdlnie korzystnie, gdy polianion to polimer z grupy
obejmujacej naturalne lub modyfikowane polisacharydy zawierajace ujemnie natadowane
grupy funkcyjne, takie jak: sulfonowe, siarczanowe, karboksylowe czy fosforanowe,w tym
najkorzystniej, gdy polianion to polimer stanowiacy pochodna anionowa chitozanu lub
heparyna, a w szczegdlnosci karboksymetylochitozan modyfikowanykompleksem

trojtlenkusiarki lub heparyna.

Korzystnie, gdy nanoczastki tworza zawiesine w fazie wodnej. Réwnie korzystnie gdy
nanoczastki sg optaszczone taka liczba powtok, Ze ich srednia wielkoséwynosi 5-200nm i/lub
srednica rdzenia z tlenku zelaza wnosi 5-20 nm i/lub grubos¢ polimerowej powtoki wynosi 0,1-
100 nm.

Zaleta rozwiazania wedtug wynalazku jest zwiekszenie biokompatybilnosci oraz
relaksacyjnosci catej struktury nanoczastki w srodowisku wodnym zwiazane z wystepowaniem
powtoki ztozonej z ultracienkich warstw polielektrolitow.Warstwa polikationu sktadajaca sie z
chitozanu modyfikowanego grupami amoniowymi nadaje nanoczastce trwaty tadunek dodatni,
a kolejna natozona warstwa polielektrolitu nadaje nanoczastce trwaty tadunek ujemny.

Wptywa to m.in. korzystnie na stabilnos¢ zawiesin nanoczastek w wodzie.

W korzystnym przyktadzie realizacji superparamagnetyczne nanoczastki charakteryzuja
sie tym, ze powtoka hydrofilowa jest funkcjonalizowanapoprzez dotaczenie do niejsondy
fluorescencyjnej i/lub zwiazku gadolinu i/lub przeciwciati/lubaptamerdw przeciwciat

i/lubwarstwypolielektrolitu posiadajacego grupy fluorowane.

Szczegolnie korzystnie, gdy sonda fluorescencyjna jest wybrana z grupy obejmujacej:

fluoreskamine, fluoresceine, cyjanine, rodaminy lub funkcjonalizowane kropki kwantowe.

Rownie korzystnie, gdy zwiazek gadolinu jest wybrany z grupy obejmujacej: chelat
jonow gadolinowych z kwasem dietylenotriaminopentaoctowym (DTPA) lub kwasem

etylenodiaminotetraoctowym (EDTA).

Rownie korzystnie, gdy przeciwciato jest wybrane z grupy obejmujacej: przeciwciata

monoklonalne przeciw czasteczkom adhezji komdrkowej, w tym w szczegolnosci VCAM-1,
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przeciw selektynie P lub przeciw selektynie E.

Rownie korzystnie, gdy aptamery przeciwciat sa wybrane z grupy obejmujacej: aptamery
przeciwciat monoklonalnych przeciw czasteczkom adhezji komérkowej czy przeciw selektynie

P badz przeciw selektynie E.

Rownie korzystnie, gdy warstwypolielektrolitu posiadajace grupy fluorowane stanowi
poli(chlorek N,N-dimetylo-N-4’-winylobenzylo-N-2-(perfluorooktanoilo-N’-
metyloimino)etyloamoniowy)-co-(chlorek N,N,N-trimetylo-N-4’-winylobenzyloamoniowy) (AK-
St-F).

Zaleta superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza bedacych przedmiotem
wynalazku, ktore sg pokryte chitozanem modyfikowanym kationowo oraz w kolejnym etapie
karboksymetylochitozanem modyfikowanym anionowo tréjtlenkiem siarki, jest niewielki
rozmiar, niski stopienpolidyspersji rozmiardw, trwaty tadunek powierzchniowy, stabilnosé¢ w
wodzie oraz znacznie lepsze wtasciwosciami magnetyczne (relaksacyjnosci) niz dostepne w

stanie techniki srodki kontrastowe.

Otrzymana zawiesina nanoczastek moze znalez¢ szereg zastosowan biomedycznych.
Wymienione wyzej zalety nanoczastek pozwalaja na stosowanie ich jako srodka
kontrastowego w mniejszych dawkach (nizsze stezenie zelaza) dla zapewnienia identycznego
efektu w obrazie MRI, jak ten uzyskiwany przy uzyciu innych dostepnych srodkow
kontrastowych. Wprowadzenie gadolinu na powierzchnie SPION pozwala uzyskiwac obrazy nie
tylko T2-zalezne, ze wzgledu na obecnos¢ tlenku zelaza w strukturze, ale rowniez T1-zalezne,
co znacznie poprawia kontrast pomiedzy zbieranymi skanami. Gadolin w postaci kompleksow
kationdéw Gd** z DTPA lub EDTA wprowadza sie na powierzchnie nanoczastek poprzez
przytaczanie tych grup chelatujacych zaréwno do powierzchni polimerowej natadowanej
dodatnio jak i ujemnie. Pokrycie natomiast warstwa polielektrolitu posiadajacego fluorowane
grupy pozwala wykorzystac¢ tak zmodyfikowane nanoczastki jako rownoczesne srodki
kontrastowe w obrazowaniu 'H NMR oraz "’F NMR, co ze wzgledu na wysoka odpowiedz jader
fluoru w tego typu badaniach rowniez utatwia sledzenie zmian w uzyskiwanych obrazach.
Wprowadzenie atomow fluoru na powierzchnie nanoczastek moze sie odby¢ z wykorzystaniem
zarowno polimeru kationowego jak i anionowego, tj. bez wzgledu na znak tadunku
powierzchniowego modyfikowanych nanoczastek. Pokrycie warstwa heparyny pozwala m.in.
na lepsze réznicowanie zdolnosci obrazowania zmian miazdzycowych srodbtonka. Przytaczenie
do powierzchni SPION konkretnego przeciwciata lub aptameru przeciwciata skutkuje
natomiast specyficznym wiazaniem nanoczastek z wybrang tkanka/komorka ciata ludzkiego,
w tym np. zmieniona zapalnie sciang naczynia krwionosnego, co réwniez poprawia jakos¢
uzyskiwanych zdjec¢ MRI. Wprowadzenie sondy fluorescencyjnej na powierzchnie SPION daje
natomiast mozliwos¢ szerszego wykorzystania nanoczastek w diagnostyce medycznej, gdyz
takie sfunkcjonalizowane nanoczastki postuza jako srodek diagnostyczny wykorzystywany

réwnoczesnie w obrazowaniu rezonansem magnetycznym jak i mikroskopii
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fluorescencyjnej.Zawiesiny superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza po
odpowiednim zmodyfikowaniu powierzchni moga zostac¢ wykorzystane rowniez do oznaczania

lub separacji komorek, naprawy tkanek, dostarczania lekdw, hipertermii czy magnetofekcji.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposob wytwarzania superparamagnetycznych
nanoczastek wedtug wynalazku charakteryzujacy sie tym, ze wodny roztworkationowego
polisacharydu w stezeniu 0,1-10 g/dm’ taczy sie z solami zelaza(ll) i zelaza(lll) do osiagniecia
stezenia jondw zelaza 0,001-0,500 mol/dm?, a nastepnie przedmuchuje sie gazem obojetnym
i miesza w temperaturze 10-60°C, a nastepnie taczy sie z zasada do osiagniecia przez
mieszanine pH wiekszego niz 8, w ktdrym nastepuje stracenie superparamagnetycznych
nanoczastektlenku zelaza o trwatym tadunku dodatnim przy jednoczesnym
przedmuchiwaniumieszaniny gazem obojetnym i mieszaniu, a po oczyszczeniu
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza o tadunku powierzchniowym dodatnim
mozna pokry¢ przynajmniej jedna warstwa przeciwnie natadowanego polielektrolitu i/lub

sfunkcjonalizowac.

W wyniku realizacji sposobu wytwarzania superparamagnetycznych nanoczastek wedtug

wynalazku uzyskuje sie nanoczastki tlenku zelaza o trwatym tadunku dodatnim.

Korzystnie, gdy wodny roztworkationowego polisacharydu stanowi amoniowa pochodna
chitozanu (np. z chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym). Takze korzystnie, gdy stezenie
polisacharydu wynosi 0,5-5 g/dm?®. Réwnie korzystnie, gdy jako sole zelaza(ll) i zelaza(lll)
stosuje sie chlorki zelaza(ll) i zelaza(lll), a sole zelaza(ll) i zelaza(lll)sa w stosunku molowym

réwnym 1:2 i stezenie jondw zelaza wynosi 0,002-0,200 mol/dm”.

Korzystnie takze, gdy jako zasade stosuje sie amoniak, a takze gdy roztwor kationowego
polisacharydu zawierajacy jony zelaza taczy sie z zasada do osiagniecia przez mieszanine pH

wiekszego niz 9.

Przy wytwarzaniu superparamagnetycznych nanoczasteczek jako metode osadzenia
polianionu na powierzchni o tadunku dodatnim, jak i odktadania kolejnych warstw przeciwnie
natadowanych polielektrolitow, stosuje sie metode elektrostatycznej samoorganizacji typu

»Lwarstwa-po-warstwie”.

Zastosowanie silnego polikationu, a nie polianionu, we wspotstracaniu z nanoczastkami
tlenku zelaza jest nowatorskim podejsciem w tej metodzie syntezy. W tym przypadku, proces
tworzenia nanoczastek moze byc kontrolowany dzieki tworzeniu sie chelatéw polimeru
Z jonami zZelaza, podczas gdy stosowanie polianionéw zawierajacych grupy karboksylowe

prowadzi zwykle do tworzenia nierozpuszczalnych soli karboksylowych.

Korzystnie zastosowanie chitozanu modyfikowanego kationowo do optaszczenia
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza nadaje trwaty tadunek dodatni
powierzchni nanoczastek, ktérego wartosc jest praktycznie niezalezna od pH srodowiska, do

ktérego te nanoczastki zostang wprowadzone, co zapewnia stabilnos¢ zawiesiny w wodzie.
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Zastosowanie chitozanu modyfikowanego kationowo do optaszczenia superparamagnetycznych
nanoczastek tlenku zelaza pozwala na prowadzenie procesow modyfikacji powierzchni oraz
pozniejszego stosowania pokrytych polimerem nanoczastek w srodowisku wodnym o szerokim

zakresie pH, takze obojetnym i zasadowym.

Sposob wytwarzania superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza pokrytych
chitozanem modyfikowanym kationowo wedtug wynalazku ma te zalete, ze odbywa sie
w srodowisku wodnym i przebiega bez uzycia rozpuszczalnikdw organicznych i toksycznych

prekursorow oraz trudnych do usuniecia surfaktantow.

Dodatni tadunek na powierzchni nanoczastek moze jednakze powodowac agregacje
sktadnikow krwi ludzkiej np. erytrocytéw, po wprowadzeniu ich jako srodka kontrastowego
do krwiobiegu. Celem wyeliminowania tego zjawiska i zapewnienia petnej biokompatybilnosci
kontrastu, superparamagnetyczne nanoczasteczki tlenku zelaza optaszczone chitozanem
modyfikowanym kationowo wedtug wynalazku, korzystnie pokrywa sie karboksymetylo-
chitozanem modyfikowanym anionowo trojtlenkiem siarki (przyktad 6) lub heparyng (przyktad
8), wykorzystujac metode osadzania polielektrolitow ,,warstwa-po-warstwie”. Uzyskuje sie
w ten sposdb stabilng zawiesine superparamagnetycznych nanoczasteczek tlenku zelaza
o trwatym tadunku powierzchniowym ujemnym. Mozliwa jest tatwa modyfikacja powierzchni
nanoczastek bedacych podstawa wynalazku oraz kontrolowana zmiana ich tadunku
powierzchniowego, a takze rozmiaru. Co najwazniejsze, proces ten nie prowadzi do
zmniejszenia relaksacyjnosci nanoczastek (przyktad 15), ktora jest istotnym parametrem
uzytkowym tego wynalazku, a wrecz przeciwnie, zastosowanie polimerdw hydrofilowych,
ktorymi sa wspomniane wyzej pochodne chitozanu, w postaci powtoki okrywajacej
superparamagnetyczne rdzenie przyczynia si¢ do znaczacej poprawy tego parametru dla

uzyskiwanych zgodnie z wynalazkiem nanoczastek.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie superparamagnetycznych nanoczastek
wedtug wynalazku jako srodka kontrastowego w obrazowaniu rezonansem magnetycznym

i/lub fluorescencyjnym i/lub mikroskopii fluorescencyjnej.

Skrotowy opis figur rysunku

Przedmiot wynalazku zostat uwidoczniony w przyktadach wykonania na zataczonym

rysunku, na ktorym:

Fig. 1 przedstawia wzor strukturalny makroczasteczki amoniowej pochodnej
chitozanu;

Fig. 213 przedstawiaja zdjecia TEM nanoczastekz przyktadu 2;

Fig. 4 przedstawia zdjecie TEM nanoczastekz przyktadu 6;

Fig. 5i6 przedstawiaja zdjecia TEM nanoczastek z przyktadu 5;

Fig. 7i 8 przedstawiaja wykresy obrazujace rozktad srednicy rdzeni

superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza;
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Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

9

10

11

12
13

14

przedstawia wykres srednic hydrodynamicznych nanoczastek dla koloiddw z
przyktadow 2, 6 i 7;

przedstawia przyktadowe zdjecie przedstawiajace ptaszczyzny
krystalograficzne uzyskane przy uzyciu HREM dla nanoczastek z przyktadu 2;
przedstawia widma IR amoniowej pochodnej chitozanu oraz nanoczasteczek
Z przyktadow 2 i 5;

przedstawia zdjecia z mikroskopu sit magnetycznych dla koloidu z przyktadu 2
przedstawia wykres podatnosci magnetycznej nanoczastek z przyktadu 2

w funkcji temperatury;

przedstawia wykres zaleznosci magnetyzacji (M) od indukcji pola

magnetycznego (1oH) koloidu z przyktadu 2;

15, 16 i 17 przedstawiaja preparaty pokazujace oddziatywanie koloidow z przyktadow 2

i 6 z krwig ludzka;

18, 19 i 20 przedstawiaja termogramy zarejestrowane dla chitozanu modyfikowanego

21

22

kationowo oraz nanoczastek z przyktadow 2 i 5;

przedstawia widma wzbudzenia i emisji nanoczastek tlenku zelaza z
przytaczona do powierzchni fluoreskaming;

przedstawia mapy MRI z obserwacji in vivo wptywu nanoczastek tlenku zelaza

z przyktadu 5 i 6 na watrobowe mapy czasu relaksacji T,.

Przyktady realizacji wynalazku

Superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza wedtug wynalazku otrzymano w wyniku

jednoetapowej metody syntezy, polegajacej na wspotstraceniu jondw zelaza(ll) i zelaza(lll)

z biokompatybilnym polimerem kationowym, chitozanem modyfikowanym kationowo. Synteze

chitozanu modyfikowanego kationowo przeprowadzono zgodnie z metoda opisana

w literaturze (Cho 2006), otrzymujac polimer o strukturze przedstawionej na Fig. 1.

W przyktadach 1-5 zastosowano chitozan modyfikowany kationowo o stopniu podstawienia

95%, wyznaczonym na podstawie widm magnetycznego rezonansu jadrowego (Bulwan 2009).

Przyktad 1.Synteza superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza pokrytych chitozanem

modyfikowanym kationowo (ChK)

Do 50 ml roztworu ChK o stezeniu 1g/l w 0,1M NaCl wprowadzono 0,1622 g FeCl;-6H,0 i
0,0596 g FeCl,-4H,0 (stosunek stezen Fe(lll):Fe(ll) = 2:1) przy pH wynoszacym 1,5. Uktad

zamknieto, przedmuchujac argonem 10 min, sonikowano (sonikator typu SONIC-6 firmy

PolSonic), stosujac sonikacje ciagta bez chtodzenia uktadu. Do uktadu dodano 5 ml 5M NHj3 54

i catos¢ sonikowanododatkowo 30 min przy tych samych warunkach, caty czas przedmuchujac

argonem. pH mieszaniny po syntezie wyniosto ok. 10. Ciagta sonikacja uktadu prowadzita do

wzrostu temperatury tazni do ok. 40°C pod koniec procesu. Otrzymang zawiesine

przefiltrowano przez filtry strzykawkowe o porach 0,2 um. W celu oczyszczenia zawiesiny
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pokrytych nanoczastek tlenku zelaza z pozostatosci reagentéw zastosowano chromatografie
magnetyczna. Na kolumne wypetniona wetng stalowa (ferromagnetyczna), do ktorej
przytozono magnesy neodymowe, wprowadzono 5 ml zawiesiny. Na wypetnieniu kolumny
osadzity sie nanoczastki, ktore przemyto 3 ml wody dejonizowanej. Po usunieciu magnesow,

wyptukano kolumne woda dejonizowang, zbierajac oczyszczone nanoczastki.

Przykiad 2. Synteza superparamagnetycznych nanoczqstek tlenku zelaza pokrytych
chitozanem modyfikowanym kationowo z wykorzystaniem sonikacji impulsowej z

chtodzeniem.

Postepowano analogicznie jak w przyktadzie 1 z ta réznica, ze zastosowano sonikacje
impulsowa, (impuls o dtugosci 1 s co 5 s) oraz chtodzenie uktadu lodem (temperatura stata

w trakcie procesu ok. 20°C) w tazni ultradzwiekowej.

Przyktad 3. Synteza superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza pokrytych

chitozanem modyfikowanym kationowo z wykorzystaniem sonikacji ciqgtej z chtodzeniem.

Postepowano jak w przyktadzie 1 z ta roznica, ze zastosowano sonikacje ciagta z

chtodzeniem uktadu jak w przyktadzie 2.

Przyktad 4. Synteza superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza pokrytych

chitozanem modyfikowanym kationowo z wykorzystaniem mieszadta mechanicznego.

Postepowano jak w przyktadzie 1 z ta roznica, ze zastosowano mieszanie uktadu przy
uzyciu mieszadta mechanicznego (mieszadto mechaniczne EUROSTAR powercontrol-visc P1

firmy IKA-WERKE) zamiast sonikacji. Mieszanie wykonywano przy predkosci 300 obr./min.

Przyktad 5. Synteza superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza pokrytych
chitozanem modyfikowanym kationowo z wykorzystaniem sonikacji impulsowej z chtodzeniem

i zastosowaniem wigkszego stezenia polimeru.

Postepowano jak w przyktadzie 2 z ta réznica, Ze zastosowano roztwodr ChK o stezeniu
3g/lw 0,1M NaCl.

Przyktad 6.0ptaszczenie przy uzyciu karboksymetylochitozanu modyfikowanego anionowo

trojtlenkiem siarki (ChA) nanoczgstek pokrytych chitozanem modyfikowanym kationowo.

5 ml zawiesiny oczyszczonych superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
optaszczonych chitozanem modyfikowanym kationowo z przyktadu 2 poddano sonikacji przez 5
min. Wprowadzono 20 ml roztworu ChA o stezeniu 1g/l w 0,1M NaCl i kontynuowano sonikacje
przez 10 min. Oczyszczono zawiesine nanoczastek pokrytych ChA z nadmiaru polimeru i soli

stosujac chromatografie magnetyczna jak w przyktadzie 1.

Przyktad 7.0ptaszczenie przy uzyciu chitozanu modyfikowanego kationowo
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nanoczgstekotrzymanych jak w przyktadzie 6, o tadunku powierzchniowym ujemnym.

4 ml zawiesiny oczyszczonych superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
optaszczonychChK, a nastepnie ChA z przyktadu 6 poddano sonikacji przez 5 min. Nastepnie
wprowadzono 10 ml roztworu ChK o stopniu podstawienia 56% i stezeniu 1g/l w 0,1M NaCl, i
kontynuowano sonikacje jeszcze przez 10 min. Zawiesing nanoczastek pokrytych
ChK/ChA/ChK oczyszczono z nadmiaru polimeru i soli stosujac chromatografie magnetyczna

jak w przyktadzie 1.

Przyktad 8.0Optaszczenie przy uzyciu heparyny nanoczgstek pokrytych chitozanem

modyfikowanym kationowo.

10 ml zawiesiny z przyktadu 5 (do sporzadzenia nanoczastek wykorzystano ChK o stopniu
podstawienia 56%) sonikowano przez 5 min, stosujac sonikacje ciagta. Nastepnie, caty czas
kontynuujac sonikacje, wprowadzono 10 ml roztworu heparyny o stezeniu 3g/l w 0,2M NacCl.
Tak powstata mieszanine sonikowano jeszcze 10 min, kontynuujac sonikacje ciagta.
Oczyszczono zawiesing nanoczastek pokrytych heparyna z nadmiaru polimeru i soli stosujac

chromatografie magnetyczng jak w przyktadzie 1.

Przyktad 9.0ptaszczenie przy uzyciu poli(chlorek N,N-dimetylo-N-4’-winylobenzylo-N-2-
(perfluorooktanoilo-N’-metyloimino)etyloamoniowy)-co-(chlorek N,N,N-trimetylo-N-4’-
winylobenzyloamoniowy) (AK-St-F) nanoczgstek otrzymanych jak w przyktadzie 6, o tadunku

powierzchniowym ujemnym.

10 ml zawiesiny z przyktadu 6 sonikowano przez 5 min, stosujac sonikacje ciagta.
Nastepnie, caty czas kontynuujac sonikacje, wprowadzono 10 ml roztworu AK-St-F o stezeniu
3 g/l w0,2M NaCl. Tak powstata mieszanine sonikowano jeszcze 10 min, kontynuujac
sonikacje ciagta. Oczyszczono zawiesine nanoczastek pokrytych AK-St-F z nadmiaru polimeru i

soli stosujac chromatografie magnetyczna jak w przyktadzie 1.

Przyktad 10. Oznaczanie zelaza w zawiesinie nanoczgstek.

W celu oznaczenia zawartosci zelaza w koloidach uzyskanych wedtug procedury opisanej
w przyktadach 1-5 wykorzystano metode spektrofotometryczng oparta na tworzeniu barwnych
kompleksdw zelaza(ll) z fenantrolina. 1 ml badanej probki zadano 1 ml 1M HCL, podgrzewajac
w goracej wodzie w celu roztworzenia nanoczastek tlenku zelaza. Nastepnie, w celu redukcji
Fe(lll) do Fe(ll), dodano witamine C w stosunku molowym 1:1 do teoretycznej zawartosci
zelaza w badanej probce. W kolejnym etapie rozcienczono roztwor 50-krotnie i odpipetowano
6,25 ml do kolby na 25 ml, do ktérej dodano réwniez 3 ml 0,2% roztworu wodzianu 1,10-
fenantroliny w 0,08M HCI, po czym uzupetniono woda dejonizowana do kreski. Po 10 min
zmierzono absorbancje roztworu przy dtugosci fali Anax = 512 nm. Z otrzymanych wartosci
obliczono zawartos¢ zelaza w otrzymanych koloidach (przyktady 1-5) na podstawie uprzednio

wyznaczonej krzywej kalibracyjnej dla roznych stezen Fe(ll). Wyniki te wraz z wydajnoscia
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otrzymywania superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza ilustruje Tabela 1.

Tabela 1
Koloid z przyktadu | cFedosw [mg/ml] | cFeteor [mg/ml] | Wydajnos¢ syntezy [%]
1 0,189 0,920 20,5
2 0,220 0,915 24,0
3 0,019 0,918 2,1
4 0,159 0,916 17,4
5 0,365 0,915 39,9

Przyktad 11. Badanie stabilnosci koloidéw w wodzie dejonizowanej.

Przed wykonaniem pomiardw potencjatu zeta probki koloidow sonikowano przez 5 min.
5  Pomiary wykonano na przyrzadzie Zetasizer Nano ZS firmy Malvern. Wyniki pomiarow

potencjatu zeta dla koloidow z przyktaddw 1-7 zebrano w Tabeli 2.

Tabela 2
Koloid z przyktadu Zeta-potencjat [mV]
1 51,2
2 47,3
3 47,0
4 49,3
5 41,8
6 -40,6
7 46,7

Roztwory koloidalne sa stabilne, gdy wartosci potencjatow zeta czastek fazy
rozproszonej sa mniejsze od -30 mV lub wigksze od 30 mV. Z danych zgromadzonych w Tabeli
10 2 wynika, ze w wyniku syntezy czastek wg procedur opisanych w przyktadach 1-7 uzyskano
stabilne koloidy. Czastki koloidu uzyskanego jak w przyktadzie 6 maja ujemny potencjat zeta,
co swiadczy o tym, iz zostaty one pokryte polimerem anionowym co spowodowato zmiane
tadunku powierzchniowego z dodatniego na ujemny. Natomiast czastki koloidu z przyktadu 7
posiadaja dodatni potencjat zeta, co swiadczy o catkowitym pokryciu polimerem kationowym
15 i odwrdceniu tadunku powierzchniowego z ujemnego na dodatni. Eksperyment ten dowodzi, iz
opracowany zostat sposob pozwalajacy na tatwe, kontrolowane manipulowanie tadunkiem na
powierzchni superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelazapoprzez adsorpcje przeciwnie

natadowanych polielektrolitow.
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Przyktad 12. Wyznaczanie rozmiardéw rdzeni nanoczgstek przy uzyciu TEM.

W celu wyznaczenia wielkosci nanoczastek koloidy uzyskane wg procedur opisanych
w przyktadach 2 i 6 poddano sonikacji przez 2 min. Nastepnie niewielkie objetosci tych
roztworow naniesiono na btonki weglowe i pod przykryciem pozostawiono do wyschniecia.
Natomiast w celu zobrazowania nanoczastek wykonanych wg procedury opisanej w
przyktadzie 5 (do syntezy prébki koloidu z przyktadu 5 zastosowano w tym przypadku ChK o
stopniu podstawienia 56%, ktory wyznaczonoz widm magnetycznego rezonansu jadrowego)
koloid ten poddano liofilizacji, a nastepnie wysuszone nanoczastki rozpuszczono w metanolu
i sonikowano przez 2 min. Tak otrzymany preparat naniesiono na btonke weglowa i pod
przykryciem pozostawiono do odparowania rozpuszczalnika. Pomiar wykonano przy uzyciu
transmisyjnego mikroskopu elektronowego Tecnai G2 F20 (200kV) wyposazonego w dziato
z emisja polowa FEG w jasnym polu oraz trybie wysokorozdzielczym (HREM). Zdjecia koloidu
z przyktadu 2 przedstawiono na Fig. 2 i 3, koloid z przyktadu 6 obrazuje Fig. 4, natomiast
nanoczastki z przyktadu 5 przedstawiono na Fig. 5 i 6. Na podstawie zdje¢ wykonanych w
trybie wysokorozdzielczym wyznaczono srednice nanoczastek z przyktadu 2, natomiast
rozmiar superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza z przyktadu 6 okreslono
wykorzystujac zdjecia TEM w jasnym polu. Kazdorazowo dokonano ok. 100 zliczen wielkosci
nanoczastek. Wykresy obrazujace rozktad srednicy superparamagnetycznych nanoczastek

tlenku zelaza przedstawiono na Fig. 7 i 8. Na poszczegdlnych figurach przedstawiono:

¢ TEM w jasnym polu nanoczastek z przyktadu 2 na Fig. 2,

¢ HREM nanoczastek z przyktadu 2 na Fig. 3,

¢ TEM w jasnym polu nanoczastek z przyktadu 6 na Fig. 4,

¢ TEM w jasnym polu nanoczastek z przyktadu 5 w skali 50 nm na Fig. 5,
¢ TEM w jasnym polu nanoczastek z przyktadu 5 w skali 100 nm na Fig. 6,
e Rozktad wielkosci nanoczastek z przyktadu 2 na Fig. 7,

e Rozktad wielkosci nanoczastek z przyktadu 6 na Fig. 8.

Nanoczastki z przyktadu 2 maja rozmiar 11,9 = 1,7 nm, natomiast superparamagnetyczne
nanoczastki tlenku zelaza z przyktadu 6 charakteryzuja sie wielkoscia10,1 £ 2,9 nm. Znaczny
btad pomiaru w przypadku nanoczastek z przyktadu 6 wynika z tego, ze zliczen dokonywano
ze zdjec wykonanych w jasnym polu (mniej doktadnych), gdyz rodzaj probki nie pozwolit na
uzyskanie dobrych obrazéw w wysokiej rozdzielczosci. Jak mozna zauwazyc z Fig. 51 6,
zwiekszenie ilosci polimeru w trakcie wspotstracania powoduje zmniejszenie wielkosci
powstajacych nanoczastek; na zdjeciach widoczne obiekty o rozmiarach mniejszych niz 10
nm. Agregaty widoczne na Fig. 2-6 powstaty w wyniku wymuszonego procedura pomiarowa,

suszenia probek procesu agregacji koloidow.

Przyktad 13.Wyznaczenie srednic hydrodynamicznych nanoczgstek.

W celu wyznaczenia srednic hydrodynamicznych nanoczastek koloidy z przyktadow 2, 6 i
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7 poddano sonikacji przez 5 min. Pomiary wykonano na przyrzadzie Zetasizer Nano ZS firmy
Malvern wykorzystujac dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS) mierzone przy 173° w
temperaturze 25°C. Uzyskane rezultaty przedstawiono na Fig. 9. Rozktady wielkosci srednic
hydrodynamicznych nanoczastek w zawiesinie wodnej wskazuja, iz nanoczastki z przyktadu 2
oscyluja wokadt 80 nm, SPION z przyktadu 6 wokot 70 nm, a SPION z przyktadu 7 - 160 nm. W
zwiazku z wynikami z przyktadu 10 mozna wnioskowac, iz jedna nanoczastka utworzona jest
z kilku rdzeni zbudowanych z tlenku zelaza o srednicach ok. 10-12 nm potaczonych tancuchem

polimerowym.

Przyktad 14.0kreslenie struktury krystalograficznej nanoczgstek.

Na podstawie zdje¢ wykonanych w trybie wysokorozdzielczym nanoczastek z przyktadu 2
wyznaczono strukture krystalograficzng tlenku zelaza tworzacego superparamagnetyczne
nanoczastki tlenku zelaza w syntezach opisanych w przyktadach 1-6. Przyktadowe zdjecie
przedstawiajace ptaszczyzny krystalograficzne uzyskane przy uzyciu HREM dla koloidu z
przyktadu 2 zamieszczono na Fig. 10. Wyznaczenia odlegtosci miedzyptaszczyznowych
dokonano rowniez na podstawie transformaty Fouriera otrzymanych obrazow HREM dla
przyktadu 2. W Tabeli 3 zamieszczono uzyskane odlegtosci miedzyptaszczyznowe wraz z

przypisanymi do nich ptaszczyznami dla probki z przyktadu 2.

Tabela 3

Odlegtos¢ miedzyptaszczyznowa d Odlegtos¢ miedzyptaszczyznowa d Wskazniki Millera
zmierzona [A] dla Fe;0,* [A] dla ptaszczyzny

4,82 4,85 111

3,06 2,97 220

2,58 2,53 31

2,80 2,81 221

1,68 1,71 422

1,55 1,56 423

* Na podstawie wyliczen wynikajacych z parametréw komdrki elementarnej dla a = 8,396 A

Fig. 10 przedstawia ptaszczyzny (220) dla Fe;0, (lidaa 2007). Odlegtosci miedzy
ptaszczyznami krystalograficznymi wynosza 0,306 nm. Z danych zamieszczonych w Tabeli 3
wynika, iz wspotstracanie jonow zelaza(ll) i zelaza(lll) z chitozanem modyfikowanym

kationowo nie zmienia struktury krystalograficznej otrzymanego Fe;0,.

Przyktad 15. Okreslenie rodzaju oddziatywar polimeru z powierzchniq nanoczgstek.

Aby okresli¢ sposob wigzania polimeru z tlenkiem zelaza wykonano widma w
podczerwieni dla probek z przyktadow 2 i 5. Ptytke szklang z warstwa odbijajaca (szkto MirrlR

firmy Kevley Technologies) przemyto etanolem, a nastepnie naniesiono na nig po 20 kropel
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zawiesiny nanoczastek z przyktadow 2 i 5 (w roznych miejscach) odczekujac po kazdej kropli
az rozpuszczalnik odparuje. Widma IR nanoczasteczek zilustrowane na Fig. 11 (linia B dla
nanoczasteczek z przyktadu 5 i C dla nanoczasteczek z przyktadu 2) zbierano w trybie
transrefleksji na spektrometrze FT-IR Varian 670. Widmo IR czystego chitozanu
modyfikowanego kationowo (Fig. 11 linia A) uzyskano badajac pastylke z KBr na

spektrometrze z transformata Fouriera EQUINOX 55 firmy Bruker.

Z widm na Fig. 11 wynika, ze pasmo przy 1601 cm™, przypisane drganiom I-rzedowej
grupy aminowej, zanika dla nanoczastek z przyktadow 2 i 5. Wskazuje to na chelatacje jondw
zelaza z nanoczastek przez grupy aminowe polimeru (Wang 2008). Nastepuje rowniez
przesuniecie pasma drgan rozciagajacych C-O przy 1114 cm™ (ChK) do 1068 cm™ (przyktady 2 i
5), co wskazuje na wystepowanie oddziatywan takze grupy hydroksylowej przy weglu C; z

nanoczastkami magnetytu (Hernandez 2009).

Przyktad 16. Obrazowanie wiasciwosci magnetycznych nanoczgstek.

W celu zobrazowania wtasciwosci magnetycznych superparamagnetycznych nanoczastek
tlenku zelaza wykonano pomiary przy uzyciu mikroskopii sit magnetycznych. W tym celu wafel
krzemowy pocieto na ptytki, ktore umieszczono w roztworze bedacym mieszaning stez. H,SO,4
oraz 30% H,0, w stosunku objetosciowym 1:1 na 30 min w celu ich oczyszczenia. Ptytki
optukano duzj iloscia wody destylowanej i wysuszono w strumieniu argonu. Koloid z przyktadu
2 sonikowano przez 5 min, a nastepnie rozcienczono 10-krotnie. 10 ul tak przygotowanej
probki naniesiono na wspomniane wyzej ptytki, pozostawiono na 15 min., a nastepnie
wysuszono w strumieniu argonu. Pomiar wykonywano przy uzyciu mikroskopu sit atomowych
zaopatrzonego w kontroler NanoScope IVA (Bruker, USA), wykorzystujac ostrze krzemowe
pokryte warstwa magnetyczng Co/Cr (Bruker). Pomiaru dokonano w trybie oscylacyjnym (tzw.
»tappingmode”) z zastosowaniem trybu tzw. ,lift mode” przy obrazowaniu wtasciwosci
magnetycznych. Uzyskane zdjecia z mikroskopu sit magnetycznych dla koloidu z przyktadu 2
przedstawiono na Fig. 12 (od lewej: topografia, obrazowanie fazowe, obrazowanie sit
magnetycznych). Pomiary magnetyczne wykonano dla réznych odlegtosci pomiedzy ostrzem
a badana probka (1-75 nm, 2 - 50 nm, 3-25 nm).

Z Fig. 12 wynika, ze koloid z przyktadu 2 wykazuje wtasciwosci magnetyczne. Swiadcza o
tym zmiany kontrastu na zdjeciach po prawej stronie wynikajace ze zmniejszania odlegtosci
pomiedzy ostrzem a probka (odlegtos¢ oddziatywania). Oddziatywania magnetyczne sa
oddziatywaniami dalekiego zasiegu, dlatego sa obserwowane nawet przy duzych odlegtosciach
ostrze-probka (1 na Fig. 12 po prawej stronie). Agregaty obserwowane na zdjeciach powstaja

w wyniku dziatania tzw. sit kapilarnych w trakcie suszenie ptytki.

Przyktad 17. Pomiar podatnosci magnetycznej nanoczgstek.

Celem zbadania podatnosci magnetycznej koloid z przyktadu 2 umieszczono w pojemniku
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Lake ShoreCryotronics Inc. o symbolu 700 SC-10 i poddano badaniom. Sktadowa rzeczywista
podatnosci magnetycznej jako funkcji zmiennopradowego pola magnetycznego mierzono przy
czestotliwosci 189 Hz na nanowoltomierzu Stanford SR 830. Podatnos¢ magnetyczna w funkcji
temperatury zostata przedstawiona na Fig. 13 w postaci wykresu zaleznosci sktadowej

rzeczywistej podatnosci magnetycznej od temperatury dla koloidu z przyktadu 2.

Podatnos¢ magnetyczna zobrazowana na Fig. 13 ma wartos¢ w przyblizeniu stata réwng
1,4 cm®/g. Dodatnia warto$¢ podatnosci wskazuje, iz nanoczastki zbudowane sa z

paramagnetyku.

Przyktad 18. Pomiary magnetyzacji nanoczgstek.

W celu wyznaczenia zalezno$ci magnetyzacji (M) od indukcji pola magnetycznego (uoH)
koloid z przyktadu 2 umieszczono w pojemniku Lake ShoreCryotronics Inc. o symbolu 700 SC-
10 i poddano badaniom. Do pomiaru wykorzystano kontroler magnetometru wibracyjnego
Lake Shore Model 7300. Probke termostatowano w temperaturze 200 K za pomoca kriostatu
przeptywowego Janis. Wykres powyzszej zaleznosci przedstawiono na Fig. 14 (zaleznos¢

magnetyzacji od indukcji pola magnetycznego dla koloidu z przyktadu 2).

Fig. 14 przedstawia typowa zaleznos¢ M=f(joH) dla substancji superparamagnetycznych.
Nie jest obserwowana ani zaleznosc liniowa (paramagnetyki) ani nie wystepuje histereza
charakterystyczna dla substancji ferromagnetycznych.Otrzymana wartos¢ magnetyzacji
nasycenia 123 £ 12 emu/g Fe jest bliska wartosci mierzonej dla magnetytu (Jung 1995),
a biorac pod uwage catkowita mase optaszczonych nanoczastek wartos¢ ta wynosi 61 £ 6
emu/g, co jest pordwnywalne z wartosciami zmierzonymi dla podobnych

superparamagnetycznych nanoczastek (lidaa 2007).

Przyktad 19. Wyznaczanie relaksacyjnosci koloidalnych roztwordéw nanoczgstek.

Pomiarom poddano odpowiednio rozcienczone woda dejonizowana probki koloidow
z przyktadow 2, 5 i 6 oraz FeREX-u, komercyjnego srodka kontrastowego. Pomiary czasow
relaksacji T; i T; przeprowadzono na doswiadczalnym tomografie magnetycznego rezonansu
z horyzontalnym magnesem nadprzewodzacym MR 4,7 T firmy Bruker. W celu uzyskania

wartosci relaksacyjnosci ry i r; dla poszczegodlnych koloidow wykorzystano ponizsze zaleznosci:

_ 0 _ 0
R =R/ +1r-cp, R, =R, +1,Cp,

gdzie: R; (R;) - stopien relaksacji podtuznej (poprzecznej);
T; (T2) - czas relaksacji podtuznej (poprzecznej);
R:® (R;°) - stopien relaksacji podtuznej (poprzecznej) dla prébki bez $rodka

kontrastowego;
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ry (r2) - relaksacyjnosc dla relaksacji podtuznej (poprzecznej);

Cre - Stezenie zelaza w badanym srodku kontrastowym.

Wyniki zamieszczono w Tabeli 4 przedstawiajacej relaksacyjnosci koloidow z przyktadow
2, 51 6 oraz FeREX-u.

Tabela 4
Cre[pg/ml] Ty [ms] To[ms] | Ry [1/s] | Ry [1/5] | r4[s"(ug/mU)™"] | rafs™ (ug/ml)"]
woda
0 3945,535 | 3367,175 0,253 0,297
dejonizowana
2,20 2905,722 | 106,471 0,344 9,392
Koloid 0,036
1,10 3355,022 | 336,797 0,298 2,969 4,1+0,7
z przyktadu 2 + 0,008
0,22 3476,840 | 1071,545 0,288 0,933
3,65 2676,982 | 116,599 0,374 8,576
Koloid 0,031
1,82 3135,589 | 279,195 0,319 3,582 2,3+0,2
z przyktadu 5 + 0,003
0,36 3530,280 | 1385,030 0,283 0,722
Koloid 3,02 2932,147 49,522 0,341 20,193 0,028
6,60 + 0,05
z przyktadu 6 0,60 3564,371 | 241,697 | 0,281 | 4,137 +0,003
2,53 2948,600 | 150,322 0,339 6,652
0,035
FeREX 1,26 3277,343 | 236,700 0,305 4,225 2,5+0,3
+ 0,003
0,25 3818,088 | 898,820 0,262 1,113

Na podstawie uzyskanych wartosci relaksacyjnosci ry oraz r, mozna wnioskowac o

przydatnosci otrzymanych nanoczastek jako kontrastow w pomiarach MRI. Im wigksza wartos¢

r, dla danego koloidu, przy podobnej wartosci r; do komercyjnego FeREX-u, tym wigksze

wzmocnienie kontrastu (zaciemnienie pola) w obrazowaniu rezonansem magnetycznym.

Uzyskane koloidy w przyktadach 2 i 6 wykazuja zatem znacznie lepsze wtasciwosci

magnetyczne niz badany komercyjny srodek kontrastowy.

Przyktad 20. Wptyw nanoczgstek na koagulacje erytrocytow.

W celu zbadania oddziatywania koloiddw z przyktadow 2 i 6 z krwia ludzka na szkietka

podstawowe nakroplono po 4 ul krwi oraz 18 pul odpowiedniego koloidu. Po wymieszaniu

nakryto preparaty szkietkiem nakrywkowym i obserwowano pod mikroskopem optycznym

ECLIPSE LV100D firmy Nikon. Otrzymane obrazy przedstawiono na Fig. 15-17. Fig. 17

przedstawia sama krew ludzka (a) oraz agregaty powstate z erytrocytéw (b), jako wzorce dla

badanych koloiddw. Fig.15 przedstawia koloid z przyktadu 6 z krwia, natomiast na Fig. 16

przedstawiono koloid z przyktadu 2 (a) bez rozcienczania, (b) 10-krotnie rozcienczony, (c)
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100-krotnie rozcienczony, (d) 1000-krotnie rozcienczony z krwia.

Na podstawie poczynionych obserwacji mozna wnioskowac o mozliwym zastosowaniu
biologicznym koloidow z przyktaddw 2 i 6. Koloid z przyktadu 2 nalezy przed podaniem
rozcienczyc, aby uniknac agregacji erytrocytow. Natomiast koloid z przyktadu 6 mozna
stosowac nawet w stezonych dawkach, gdyz nie obserwuje sie agregatow erytrocytow.
Karboksymetylochitozan modyfikowany anionowo tréjtlenkiem siarki dobrze zwiazany z
powierzchnia nanoczastek o tadunku dodatnim (superparamagnetyczne nanoczastki tlenku
zelaza pokryte chitozanem modyfikowanym kationowo) zapewnia odwrdcenie tadunku

powierzchniowego na ujemny, a tym samym wieksza zgodnosc biologiczna z krwig, ludzka.

Przyktad 21.Wyznaczanie zawartosci polimeru w nanoczgstkach.

W celu zbadania zawartosci ChK we wspétstracanychnanoczastkach tlenku zelaza probki
koloidow z przyktadow 2 i 5 (do syntezy probki koloidu z przyktadu 5 zastosowano w tym
przypadku ChK o stopniu podstawienia 56%) poddano liofilizacji. Tak otrzymane proszki
umieszczono w platynowych naczynkach, a te w analizatorze termograwimetrycznym Netzsch
STA 449 F1 Jupiter. Pomiar prowadzono w temperaturach 23-810°C z szybkoscia przyrostu
10°C/min. w atmosferze argonu. Termogramy zarejestrowane dla czystego chitozanu
modyfikowanego kationowo oraz nanoczastek z przyktadow 2 i 5 przedstawiono na Fig. 18, 19,
20:

¢ Termogram dla czystego ChK na Fig. 18,
¢ Termogram dla nanoczastek z przyktadu 2 na Fig. 19,

¢ Termogram dla nanoczastek z przyktadu 5 na Fig. 20.

Z termogramu na Fig. 18 wynika, ze w badanych warunkach ubytek masy dla czystego ChK
wynosi 93%. Dla prdbki z przyktadu 2 ubytek masy zwiazany z rozktadem ChK wynosi 30% (Fig.
19), natomiast dla probki z przyktadu 5 wynosi 11% (Fig. 20). Na tej podstawie wyznaczono

zawartos¢ ChK w probkach koloiddw z przyktaddw 2 i 5, otrzymujac nastepujace wartosci:

e nanoczastki z przyktadu 2 zawierajg 32% ChK (0,3/0,93=0,32),
¢ nanoczastki z przyktadu 5 zawieraja 12% ChK.

Chociaz do syntezy superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza z ChK uzyto w
przyktadzie 5 roztworu o wiekszym stezeniu ChK, jego zawartos¢ w uktadzie jest mniejsza niz
przy zastosowaniu nizszego stezenia. Nalezy jednak pamietac, iz w tym konkretnym
przypadku dla koloidu z przyktadu 5 zastosowano polimer o innym stopniu podstawienia

grupami amoniowymi, co wptyneto znaczaco na wtasciwosci produktu koncowego.

Przyktad 22.Nanoczgstki tlenku zelaza z przytqczonq do powierzchni sondq fluorescencyjng.

10 ml zawiesiny z przyktadu 5 (do sporzadzenia nanoczastek wykorzystano ChK o stopniu

podstawienia 56%) wymieszano z 2 ml roztworu fluoreskaminy w acetonie o stezeniu 1mg/ml.
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Po 15 min usunieto aceton przedmuchujac mieszanine gazem obojetnym. Nastepnie
oczyszczono nanoczastki stosujac chromatografie magnetyczna. W celu potwierdzenia
sfunkcjonalizowania dodatnio natadowanej powierzchni SPION sonda fluorescencyjna, ktéra
jest fluoreskamina, zawiesine oczyszczonych nanoczastek odpowiednio rozcienczono woda
dejonizowana. Nastepnie wykonano widma wzbudzenia (Lem = 500 nm; Fig. 21A) i emisji (hex =

395 nm; Fig. 21B) na spektrofluorymetrze LS 55 firmy PerkinElmer.

Na Fig. 21 widoczne sa charakterystyczne pasma dla produktu reakcji fluoreskanimy z
pierwszorzedowymi grupami aminowymi, ktore w swej strukturze zawiera ChK, co potwierdza
otrzymanie SPION o tadunku powierzchniowym dodatnim sfunkcjonalizowanych sonda

fluorescencyjna.

Przyktad 23. Obserwacja in vivo wptywu nanoczgstek tlenku zelaza z przyktadu 5 (stopien

podstawienia 56%) i 6 na przyktadzie wgtrobowych map czasu relaksacji T2.

Po umieszczeniu w skanerze myszy BALB/c wykonano pomiar A (Fig. 22). Nastepnie
podano nanoczastki z przyktadu 6 w dawce 0,55 mg/kg w 5% roztworze glukozy i wykonano
pomiar B (Fig. 22). Po ok. 12 min. podano nanoczastki z przyktadu 5 (stosowano ChK o stopniu
podstawienia 56%) w dawce 0,55 mg/kg w 5% roztworze glukozy i wykonano pomiar C
(Fig. 22). Nanoczastki podawano przez cewnik zatozony do tetnicy udowej. Do pomiaru uzyto
sekwencji MSME, TE = 4 ms, TR = 1500 ms, efektywny TR to ok. 2000 ms - co drugi oddech,
podwdjne bramkowanie, FOV = 22x22 mm, MTX 128x128.

Jak mozna zauwazyc¢, kazda nastepna mapa czasu relaksacji T, obrazuje czas T; przy
nizszej wartosci. Mozna zatem wnioskowad, iz otrzymane wg przyktadow 5 i 6 nanoczastki
tlenku zelaza zachowuja sie w uktadach in vivo jak srodki kontrastowe skracajace czas

relaksacji Ts.
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