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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nanoplatforma dostarczania lekdw na zadanie zawierajgca hydrozel
poli(N-izopropyloakryloamid-ko-N-izopropylometakryloamid) (P(NIPAAmM-co-NIPMAAmM)), polimer i sub-
stancje czynng, sposoéb jej wytwarzania oraz zastosowanie do leczenia trudno gojgcych sie zainfeko-
wanych ran lub leczenia nowotworéw w potgczeniu z terapig fototermiczna.

Tkanki i narzady majg ztozone funkcje, ktére ulegajg istotnym zmianom podczas zabiegéw me-
dycznych. llos¢ lekéw w ptynach ustrojowych powinna by¢ utrzymywana na poziomie terapeutycznym,
ktérego stezenie powinno by¢ skuteczne bez powodowania probleméw dla pacjenta. Dlatego istnieje
pilna potrzeba opracowania systeméw zdolnych do dostarczania pozadanych ilosci lekéw w kontrolo-
wany sposéb, umozliwiajgc tym samym utrzymanie stezenia bioaktywnych czgsteczek na poziomie od-
powiadajgcemu zakresowi terapeutycznemu.

Biomaterialy polimerowe oferujg duze mozliwosci zwiekszenia biodystrybucji lekow w réznych
zastosowaniach biomedycznych (np. w terapii nowotworéw lub antybakteryjnej). Tradycyjne strategie
pasywnego i aktywnego dostarczania lekow stojg jednak przed wieloma wyzwaniami, takimi jak niska
penetracja guzéw w leczeniu nowotworéw czy niska internalizacja lekow hydrofitowych w komérkach
bakteryjnych, np. w przypadku srodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Ponadto, komorki nowotworowe
rozwijajg rozne mechanizmy oporu wobec konwencjonalnego leczenia monoterapig (np. chemiotera-
pig), podczas gdy w przypadku zakazen bakteryjnych rozpowszechniajg sie bakterie wielolekooporne.

Dostepna literatura przedmiotu wskazuje, ze istnieje potrzeba poszukiwania nowych strategii do-
starczania lekéw. W tym kontekscie wtokniste materiaty polimerowe zyskujg coraz wieksze zastosowa-
nie badaczy. Poza tworzeniem rusztowan dla hodowli komoérek w inzynierii tkankowej, coraz czesciej
elektroprzedzone nanowtdkna polimerowe sg stosowane jako systemy dostarczania lekéw (Contreras-
-Caceres R, Cabeza L, Perazzoli G, Diaz A, Lépez-Romero JM, Melguizo C, Prados J. Electrospun
Nanofibers: Recent applications in drug delivery and cancer therapy. Nanomaterials 2019; 9: 656, Doi:
10.3390/nan09040656).

Natomiast w publikacji autorstwa Pawlowskiej i wspoétpracownikéw zaproponowano widknistg
mate P(NIPAAmM-co-NIPMAAmM)-PLCL jako system rdzen-otoczka do dostarczania lekow, w ktorej PLCL
dziatat jako warstwa ochronna (otoczka) hamujgca wydostawanie sie leku z rdzenia, ktérym jest hydro-
zel zamkniety w otoczce PLCL. Przy czym, ujawniona widknista mata z widkien typu rdzen-otoczka
zostata wykonana wedtug dedykowanej techniki elektroprzedzenia wspdtosiowego, wspomaganej przez
polimeryzacje wolnorodnikowg inicjowang promieniowaniem UV in situ w kontrolowanych warunkach
srodowiskowych w trakcie prowadzenia procesu elektroprzedzenia. Nastepnie mata poddana zostata
dodatkowej po-elektroprzedzeniowej obrébce promieniowaniem UV. Zamkniecie hydrozelu w postaci
nanowtokien, gdzie struktura kazdego pojedynczego witdkna to uktad rdzen-otoczka, mozliwe byto
dzieki zastosowaniu otoczki z polimeru poli-L-laktyd-co-kaprolakton (PLCL). Przy czym, rdzen stanowit
wspomniany hydrozel zawierajgcy substancje aktywng (lek). Uwalnianie leku z tak zaproponowanego
systemu nastepuje poprzez wypchniecie go przez wode zawartg w hydrozelu w wyniku wzrostu tempe-
ratury, ktora jest Scisle uzalezniona od temperatury srodowiska, w ktérym system sie znajduje (Pawtow-
ska S, Rinoldi C, Nakielski P, Ziai Y, Urbanek O, Li Z, Kowalewski TA, Ding B, Pierini F. Ultraviolet Light-
Assisted Electro spinning of Core-Shell Fully Cross-Linked P(NIPAAmM-co-NIPMAAmM) Hydrogel-Based
Nanofibers for Thermally Induced Drug Delivery Self-Regulation. Adv. Mater. Interfaces 2020,
2000247). Zaproponowany system nie umozliwia jednak dostarczania lekéw na zgdanie.

Celem wynalazku jest opracowanie nowego systemu dostarczania lekdw na zgdanie przy jedno-
czesnej kontroli czasu i tempa dostarczania lekow.

Istotg wynalazku jest nanoplatforma dostarczania lekéw na zgdanie pod wptywem $wiatta z za-
kresu bliskiej podczerwieni (NIR) zawierajgca w petni usieciowany hydrozel P(NIPAAm-co-NIPMAAm),
polimer oraz substancje czynna, charakteryzujgca sie tym, ze substancja czynna jest inkorporowana
w elektroprzedzone nanowitdkna polimeru, a hydrozel poli(N-izopropyloakryloamid-ko-N-izopropylometa-
kryloamid) (P(NIPAAmM-co-NIPMAAm)) jest potaczony z nanomateriatem plazmonowym, ktérym s3g na-
nopreciki ztota tworzgc poli(N-izopropyloakryloamid-ko-N-izopropylometakryloamid)-nanopreciki ztota
(P(NIPAAM-co-NIPMAAmM)-AuNRY), przy czym wspomniana platforma tworzy komponent typu ,sandwich”
skfadajacy sie z hierarchicznych pozioméw, gdzie pomiedzy dwiema warstwami nanowtdkien polimeru
z inkorporowang substancjg czynng zlokalizowany jest wspomniany hydrozel z nanoprecikami ztota.

Korzystnie substancja czynna jest wybrana z grupy obejmujgcej leki przeciwbdlowe, antybiotyki,
antymikotyki, leki antywirusowe, leki przeciwnowotworowe.
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Korzystnie elektroprzedzone nanowtdkna wybrane sg z grupy obejmujacej poli(L-laktyd) (PLLA),
poliglikolid (PGA), polikaprolakton (PCL) i ich kopolimeréw poli(L-laktyd-ko-kaprolakton) (PLCL), poli(d,I-
-laktydu-ko-glikolidu) (PLGA).

Korzystnie ilos¢ substancji czynnej inkorporowanej w elektroprzedzonych nanowtéknach wynosi
1% wag. wzgledem catkowitej masy polimeru.

Kolejng istotg wynalazku jest sposéb wytwarzania nanoplatformy dostarczania lekow weditug wy-
nalazku, charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje nastepujgce etapy:

a)

b)
c)

d)
e)

f)
)

h)
)
)

przygotowanie roztworu polimeru w rozpuszczalniku organicznym lub mieszaninie rozpusz-
czalnikéw organicznych;

wprowadzenie substancji czynnej do roztworu polimeru wytworzonego w etapie a);
elektroprzedzenie nanowtdkien polimeru z substancjg czynna, w ktérym widkna zbierano na
uziemiony kolektor w postaci folii umieszczonej na poruszajgcym sie walcu;

usuniecie pozostatosci rozpuszczalnika poprzez umieszczenie wytworzonego w etapie ¢) ma-
teriatu witdknistego w prozni;

wykonanie krgzkéw z elektroprzedzonych nanowtdkien zawierajgcy inkorporowang substan-
cje czynng;

przygotowanie roztworu prekursora hydrozelu z nanoprecikami ztota;

wytworzenie struktury typu ,sandwich” poprzez naniesienie prekursora hydrozelu z nanopre-
cikami ztota na pierwszy krazek z elektroprzedzonych nanowtdkien zawierajgcy inkorporo-
wang substancje czynng i umieszczenie drugiego krgzka z elektroprzedzonych nanowitdkien
zawierajgcego substancje czynng na wierzch roztworu prekursora hydrozelu;

Scisniecie struktury typu ,sandwich”;

polimeryzacja hydrozelu poprzez naswietlanie struktury typu ,sandwich” $wiattem UV;
ptukanie wytworzonej nanoplatformy.

Korzystnie w etapie i) polimeryzacja hydrozelu poprzez naswietlanie UV jest prowadzona w tazni
wodnej w temperaturze 15°C i przez 5 minut.

Wynalazek dotyczy réwniez nanoplatformy wedtug wynalazku do zastosowania do leczenia
trudno gojgcych sie zainfekowanych ran lub leczenia nowotworéw w potgczeniu z terapig fototermiczna.

Wynalazek dostarcza nastepujgcych korzysci:

zapewnia dostarczenie lekéw na zgdanie, a tym samym pozwala na unikniecie nadmiernego
i niebezpiecznego uwalniania bioaktywnych czgsteczek podczas pierwszego etapu podawa-
nia lekéw, przy jednoczesnym wydtuzeniu czasu dostarczania leku;

jest biokompatybilny;

poprzez konwersje swiatta na ciepto, opisany system kaskadowy wedtug wynalazku moze
drastycznie przyspieszy¢ uwalnianie lekéw, zwiekszajac ich kinetyke i jednoczesnie induku-
jac przejscie fazowe hydrozelu, co prowadzi do uwolnienia wody z jego objetosci i przyspie-
szenia transportu lekdw dzieki konwekcji leku z systemu jego dostarczania. Strategia ta
otwiera duze mozliwosci w zakresie rozwoju zupetnie nowych systemow dostarczania lekow,
w ktérych czas i tempo uwalniania lekéw sg kontrolowane na kilku poziomach;
nanoplatforma wedtug wynalazku sktada sie hierarchicznych pozioméw, zaprojektowanych
w celu wygenerowania serii kontrolowanych, szybkich i odwracalnych kaskadowych zmian
strukturalnych po napromieniowaniu $wiattem z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR), ktére
zwieksza temperature do 42°C dzieki interakcji plazmonowego hydrozelu i $wiatta. Uwalnia-
nie leku jest napedzane przez desorpcje leku z powierzchni widkna (ij. elektroprzedzonego
nanowtokna) i pozniejszg dyfuzje z konwekcjg kontrolowang temperaturg i Swiattem NIR;

ze wzgledu na obecnos$é plazmonowego hydrozelu, lek moze by¢ dostarczany jednocze$nie
z terapig fototermiczng w przypadku raka lub w leczeniu antybakteryjnym z wykorzystaniem
synergicznego dziatania multiterapeutycznego w celu skuteczniejszego zabijania komorek.
Takie podejscie moze pomdc przezwyciezy¢ niedostateczne uwalnianie leku w miejscach
docelowych, co jest gtbwnym ograniczeniem konwencjonalnych systemoéw uwalniania;
zapewnia biomimetyczne mikrosrodowisko odpowiednie do przytgczania sie i nhamnazania
komorek, bez Zadnego dziatania toksycznego;

Wynalazek przedstawiono w przyktadach wykonania oraz na figurach rysunku, na ktérym fig. 1
przedstawia analize zywotnosci komoérek poddanych dziataniu nanoplatformy wedtug wynalazku,
gdzie a) przedstawia zywotnos¢ linii komdrkowej mysich fibroblastéw L929 po 1, 3, i 7 dniach hodowli,
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okreslona za pomocg testu PrestoBlue dla trzech rodzajéw materiatéw: TCP (kontrola), elektroprze-
dzone nanowtdkna PLLA i nanoplatforma wedtug wynalazku (Nano platforma), przy czym istotne roz-
nice: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 sg okreslone w stosunku do TCP, b) przedstawia mikrografy do
badan zywych/niezywych po 1 i 7 dniach hodowli komérek na TCP (kontrola), elektroprzedzonych na-
nowtdknach PLLA i nanoplatformie wedtug wynalazku (Nano platforma): komaorki barwiono barwnikami,
zielong fluorescencyjng dla zywych komoérek (Zywe) i czerwong fluorescencyjng dla martwych (Martwe);
fig. 2 przedstawia kumulatywne uwalnianie analogu leku w trzech réznych temperaturach (24°C, 37°C
i 42°C): (a) we wszystkich punktach czasowych (do 1700 godzin); (b) dla pierwszych 100 godzin pro-
cesu uwalniania; (c) przedstawia kumulatywne uwalnianie analogu leku po 10 cyklach naswietlania la-
serem, gdzie szare pionowe linie reprezentujg jednogodzinne cykle naswietlania laserem w zakresie
bliskiej podczerwieni; (d) przedstawia wykres kolumnowy przedstawiajgcy uwalnianie analogu leku z po-
dziatem na uwalnianie podczas naswietlania laserem (szare — naswietlanie witgczone — Wt.) i bez na-
Swietlania (czarny — naswietlanie wytgczone Whyt.).

Przyktad 1.

Sposéb wytworzenia nanoplatformy wedlug wynalazku

Nanostrukturalna platforma (Nanoplatforma) wedtug wynalazku opiera sie na potgczeniu nano-
materiatéw plazmonowych, termo-reagujgcego hydrozelu P(NIPAAm-co-NIPMAAmM) i elektroprzedzo-
nych nanowtokien w hierarchicznej strukturze.

W tym przyktadzie wykonania do wytworzenia elektroprzedzonych nanowtdkien zastosowano
poli(L-laktyd), natomiast mozna zastosowac réwniez inne biodegradowalne polimery, takie jak poligliko-
lid (PGA), polikaprolakton (PCL) lub kopolimery takie jak poli(L-Laktyd-co-kaprolakton (PLCL) czy
poli(laktyd-koglikolid) (PLGA).

Roztwdr polimeru przygotowano poprzez rozpuszczenie poli(L-laktydu) (PLLA, PL18, CorbionPu-
rac, Holandia) w mieszaninie chloroformu (CHCIs) i dimetyloformamidu (DMF). Sktad masowy roztworu
polimeru wynosit: PLLA — 0,554 g, CHClz —9 g, DMF -1 g.

Nastepnie do roztworu polimeru dodano wybrang substancje czynng. W tym nieograniczajgcym
przyktadzie wykonania zastosowano sél sodowg ibuprofenu (Na-ibuprofen). Przy czym, s6l sodowa ibu-
profenu (Na-ibuprofen) zostata wybrana ze wzgledu na fatwe jej oznaczanie iloSciowe za pomocg metod
spektroskopowych oraz szerokie spektrum potencjalnych zastosowan, jednakze inne leki (np. doksoru-
bicyna, amfoterycyna B, cisplatyna, cytarabina, daunorubicyna, epirubicyna, fluorouracyl, karboplatyna,
paklitaksel) mogg by¢ dodane na tym etapie.

Do wytworzenia nanowtdkien PLLA z inkorporowang substancjg czynng (wtdkniny PLLA) zasto-
sowano technike elektroprzedzenia. Przy czym, ilo§¢ Na-ibuprofenu w nanowtéknach wynosita 25 ug
na jeden krgzek widkniny PLLA, a stezenie Na-ibuprofenu w widkninie ustalono na 1% wag. wzgledem
catkowitej masy polimeru.

W tym przyktadzie wykonania w procesie elektroprzedzenia uzyto dodatnie napiecie 17 kV i na-
tezenie przeptywu 800 pL/h. Zastosowano igte 26G. Widkna zebrano na uziemiony kolektor obracajacy
sie z predkoscig 500 obrotéw na minute i umieszczony w odlegtosci 15 cm od igty. Typowa temperatura
i wilgotnos¢ odnotowane w trakcie prowadzonego procesu elektroprzedzenia wynosity odpowiednio
23°C i 50-60%.

Materiat widknisty zbierany byt na folie aluminiowg o wymiarach 4 cm x23 cm. Folia umieszczona
byta na walcu, ktoéry poruszat sie ruchem posuwisto zwrotnym. Po zakonczeniu procesu elektroprze-
dzenia, mate umieszczano w prézni (20 mbar przez noc) w celu usuniecia pozostatosci rozpuszczal-
nika. Aby unikng¢ kurczenia sie i zwijania materiatu, zostat on pozostawiany na folii przez co najmniej
24 godziny.

Do przygotowania pojedynczej nanostrukturalnej platformy wedtug wynalazku uzyto dwéch krgz-
kéw wycietych korkoborem (Srednica wewnetrzna 1,3 cm) z elektroprzedzonego nanomateriatu wiékni-
stego poli-L-laktydu (PLLA) z inkorporowanym Na-ibuprofenem (krgzki o $redniej masie okoto 2,5 mg,
Srednicy 1,3 cm i grubo$ci okoto 100 um) oraz roztworu prekursora hydrozelu o nastepujgcym sktadzie
masowym: NIPAAmM (N-izopropyloakrylamid) — 462,5 mg, NIPMAAm (N-izopropylometakrylamid) —
12,5 mg, BIS-AAm (N, N’-metylenobisakrylamid) — 25 mg, Irgacure 2959 — 10 mg, nanopreciki ztota
(AuNR) = 2 mL, H20 — 8 mL.

Przy czym, krazek z elektroprzedzonych nanowidkien z inkorporowanym Na-ibuprofenem
umieszczono w 4-dotkowej ptytce hodowlanej o wielko$ci pojedynczego dotka 10 mm $rednicy i 1 mm
gtebokosci. Krgzek zostat doktadnie dopasowany do dotka, a jego krawedz skierowana do goéry. Na-
stepnie naniesiono 50 uL roztworu prekursora hydrozelu z AuNR (po 10 minutach procesu usuwania
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tlenu poprzez zanurzenie w fiolce z prekursorem dyfuzora przez ktéry przepuszczano argon, celem
wyparcia tlenu) rownomiernie rozprowadzono go na powierzchni krgzka z nanowtokien.

Na koniec, drugi elektroprzedzony krgzek z Na-ibuprofenem zostat umieszczony na wierzch
roztworu hydrozelu, tworzgc kompozyt typu ,sandwich”, podczas gdy krawedzie obu krgzkoéw zostaty
Scisniete pesetg w celu zapewnienia potgczenia i szczelnosci. Tak przygotowang strukture pozosta-
wiono w plytce hodowlanej na jedng minute przed naswietlaniem UV, aby zapewni¢, ze prekursor
hydrozelu przenikngt do poréw materiatu z nanowtdkien i pozwolit na wtasciwe zakotwiczenie na styku
hydrozel-wtékno.

Przygotowany kompozyt byt naswietlany lampg UV (Dymax, 400 W, gesto$¢ mocy 225 mW cm)
przez 5 minut z wykorzystaniem tazni chtodzacej w celu utrzymania temperatury ponizej 15°C. Po poli-
meryzacji hydrozelu, catos¢ ptukano w wodzie dejonizowanej uzyskujgc gotowg nanoplatforme wedtug
wynalazku.

Przyktad 2.

Nanoplatforma PLLA/P(NIPAAmM-co-NIPMAAmM)/AuNR wykonana sposobem wedtug przyktadu 1,
posiada hierarchiczng strukture, ktéra skfada sie z dwoch warstw elektroprzedzonych nanowidkien
PLLA (Poli-L-laktyd ) z solg sodowg ibuprofenu, ktére pomiedzy sobg zawierajg plazmonowy hydrozel
P(NIPAAmM-co-NIPMAAmM)/AuUNR.

Mechanizm dziatania

Mechanizm uwalniania leku z nanoplatformy wedlug wynalazku polega na tym, ze mechaniczny
skurcz catej platformy uwalniania leku, spowodowany wzrostem temperatury w wyniku oddziatywania
hydrozelu plazmonowego ze Swiattem z zakresu bliskiej podczerwieni NIR, powoduje gwattowne uwol-
nienie wody z wewnetrznej struktury (hydrozelu), ktéra przenika przez elektroprzedzong wtdknine z le-
kiem przyspieszajgc jego uwalnianie. Efekty wzrostu temperatury i wymuszonego przeptywu wody sty-
mulujg uwalnianie sie czgsteczek leku z nanowidkien.

Szybkos¢ uwalniania lekéw z nanoplatformy wedlug wynalazku jest samoczynnie programowalna,
dzieki obecnosci zaréwno termo-reagujgcego hydrozelu plazmonowego zawierajgcego nanopreciki
ztota, jak i wtokniny PLLA zawierajacej s6l sodowg ibuprofenu, ktéra jest desorbowana z powierzchni
nanowiokien PLLA i przenoszona przez wode wyptywajgcg z hydrozelu pod wptywem wzrostu tempera-
tury. Rola hydrozelu ma zasadnicze znaczenie w mechanizmie regulacji, poniewaz ulega on odwracal-
nym zmianom fizycznym po przekroczeniu normalnej temperatury ciata (np. podczas choréb lub standéw
zapalnych). Uktad hydrozelowy P(NIPAAm-co-NIPMAAmM) ma dolng krytyczng temperaturg rozpuszczal-
nosci (LCST) wynoszgcg okoto 37°C, podobnie jak temperatura ciata ludzkiego, co umozliwia uktadowi
indukowang termicznie samoregulacje dostarczania leku.

Natomiast dzieki obecnosci czgsteczek ziota, temperature te mozna stymulowaé i kontrolowaé
mocg i czasem naswietlania promieniowaniem lasera w bliskiej podczerwieni (NIR), generujac tempera-
ture na przyktad 42°C. Stad tez obecnos$¢ nanoprecikdéw ziota w macierzy hydrozelu jest kluczowym
elementem. Wystepuje na nich bowiem efekt powierzchniowego rezonansu plazmonowego, polegajgcy
na pochtonieciu promieniowania lasera NIR a nastepnie przekazania energii w formie cieplnej do otocze-
nia. Zadaniem nanoprecikéw ziota jest zaréwno kontrolowanie szybkosci uwalniania leku stymulowanej
temperatura, jak i umozliwiajg one zastosowanie niniejszej platformy w terapii fototermicznej (PTT).

Przyktad 3.

Analiza biokompatybilnosci i toksycznosci nanoplatformy wedtug wynalazku

Testy toksycznosci i biokompatybilnosci zostaty przeprowadzone przy uzyciu komoérek mysich
fibroblastow L929. Zastosowano nastepujgce oznaczenia préb:

e TCP - ptytka do hodowli komérkowej (z ang. tissue culture plate) jako kontrola doswiadczenia

e PLLA — elektroprzedzone nanowtdékna PLLA

¢ Nano platforma — nanoplatforma wedtug wynalazku.

Komorki mysich fibroblastéw L929 hodowano na prébce kontrolnej (TCP), czystym materiale
widknistym PLLA oraz na nanoplatformie wedlug wynalazku przez 1, 3 i 7 dni, a zywotno$¢ komdrek
oceniano za pomocy testéw PrestoBlue (Invitrogen) i oznaczenia zywych/martwych komérek (Zywe/
Martwe na fig. 1b). Test PrestoBlue zastosowano zgodnie ze wskazéwkami producenta. Wszystkie
przebadane materiaty byly w stanie wspomagac¢ wzrost komérek L929. Stwierdzono, ze po 3 dniach
hodowli liczba komdérek na TCP i na poduszkach nanostrukturalnych znacznie wzrosta w poréwnaniu
z dniem 1 (fig. 1a). W przypadku PLLA wzrost ten nie byt widoczny, a komoérki hodowane na mikroar-
chitekturze widknistej miaty przypuszczalnie mniejszg szybko$¢ wigzania sie do podtoza. Wieksza
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liczba komoérek dla wszystkich materiatéw byta widoczna od 3 dnia do 7 dnia, podczas gdy wartosci dla
materiatu nanowtdknistego PLLA i nanoplatformy wedtug wynalazku znacznie réznity sie od tych dla
TCP. Wynika to z faktu, ze komoérki hodowane w 2D maijg tatwiejszy dostep do sktadnikéw odzywczych
i tatwo migrujg. Badania zywotnosci wykazaty, ze po 7 dniach hodowli, liczba martwych komoérek na
nanoplatformie wedtug wynalazku i nanowtéknach PLLA byta wyzsza niz dla TCP (fig. 1b). Zywotno$¢
komorek dla obu materiatéw wyniosta jednak ponad 75%, a biorgc pod uwage wyniki PrestoBlue, oba
materiaty mozna uznac¢ za niecytotoksyczne.

Ponadto, reakcja komérek in vitro zostata rowniez zbadana w warunkach napromieniowania
swiattem NIR w celu wykazania jej bezpieczenstwa dla zastosowan biomedycznych. Badania zywot-
nosci wykonano po wystawieniu komoérek na dziatanie swiatta NIR do 15 min/dzien. Wyniki wykazaty,
ze naswietlanie NIR nie wplyneto negatywnie na zywotnos¢é komoérek, co dato wynik porownywalny
z nienaswietlanymi prébkami. Tak wiec, naswietlanie swiattem NIR (stosowane w tym badaniu) moze
by¢ uznane za bezpieczne dla platform biomedycznych. Wyniki te sugeruja, ze platforma wedtug wy-
nalazku oferuje biokompatybilng powierzchnie wspierajgcg zywotnosg¢, proliferacje i rozprzestrzenianie
sie komorek.

W zwigzku z tym sugeruje sie, ze w zwigzku z laserowg funkcjg uwalniania lekéw i dobrg biokom-
patybilnoscia, nanoplatforma wedtug wynalazku moze by¢ stosowana w multiteroterapii, gdzie na zgda-
nie potrzebna jest zwiekszona biodostepnos¢ lekow i fototerapia.

Nanoplatforma wedlug wynalazku moze by¢ zatem bezpiecznie wszczepiana np. w miejsce poo-
peracyjne po usunieciu guza i dodatkowo poddane obrébce swiattem NIR w celu zabicia pozostatych
komadrek nowotworowych. Ten sam proces mozna zastosowaé¢ w przypadku nie gojacych sie i zainfe-
kowanych ran, gdzie platforma poddana zabiegowi laserowemu moze uwalnia¢ miejscowo antybiotyki,
a wytworzone ciepto zmniejszatoby ilos¢ kolonii bakterii.

Przyktad 4.

Analiza potwierdzajgca kontrolowane uwalnianie leku z nanoplatformy wedlug wynalazku

Badania sprawdzajgce stusznos$¢ hipotezy o mozliwosci sterowania iloscig uwalnianego leku po-
twierdzono przeprowadzajgc serie eksperymentdéw, zaréwno z wykorzystaniem Swiatta w zakresie bli-
skiej podczerwieni (NIR), jak i poréwnujgc uzyskane wyniki z danymi uzyskanymi z eksperymentow
prowadzonych bez promieniowania NIR, a jedynie w okreslonej temperaturze (brak reakcji fototermicz-
nej, stosowanie cieplarki w celu podwyzszenia temperatury osrodka hydrozelowego).

Do analiz wykorzystano nanoplatforme wedtug wynalazku wytworzong sposobem wedtug przy-
ktadu 1, z tym ze zamiast ibuprofenu zastosowano Rodamine B (dalej jako analog leku).

Podczas eksperymentéw dotyczacych uwalniania analogu leku, nanoplatformy wediug wyna-
lazku zanurzono w 1 mL wody dejonizowanej, a nastepnie zostaty one napromieniowywane wigzkg
laserowg w sposéb cykliczny, przy czym jeden cykl trwat 1 godzine. Maksymalna ilos¢ cykli wynosita 10.
Okresy wylgczenia lasera wahaty sie od 6 godzin na poczatku, do 12 godzin po kilku cyklach. Wyniki
przedstawiono na fig. 2.

Po pierwszym cyklu nadwietlania laserem (fig. 2c, pionowa czerwona linia), iloS¢ uwolnionego
analogu leku wyniosta okoto 12%, podczas gdy w cyklu wytgczenia lasera (trwajgcym 6 godzin) tgczna
masa uwolnionego leku wzrosta do 18%. Kolejny cykl naswietlania zwigkszyt uwalnianie o ponad 2%,
podobnie jak dodatkowe cykle nadwietlania laserem (fig. 2d, czerwona linia). Wida¢, ze w ciggu godziny
trwajgcego eksperymentu, stymulowane uwalnianie leku przy wtagczonym laserze jest znacznie wyzsze
niz w cyklu wytaczonego lasera (kon =2,9 +3,1%/godz.; koff =0,2 £0,1%/godz.). Tendencja uwalniania
analogu leku w ciggu godziny wykazuje zmniejszong szybkos¢ uwalniania przy kolejnych cyklach na-
Swietlania. Jednak po 100 godzinach do$wiadczenia z uwalnianiem, okoto 45% analogu leku zostato
juz uwolnione, w poréwnaniu z zaledwie 14% leku po uwolnieniu w temperaturze 42°C (co wynika z po-
réwnania fig. 2a i 2c).

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze nanoplatforma wedtug wynalazku wykazuje kinetyke podawa-
nia lekéw zalezng od temperatury, gdzie uwalnianie leku jest kontrolowane przez wzrost temperatury.
Podczas cykli stymulacji laserowej zaobserwowano trzykrotnie wieksze uwalnianie leku w poréwnaniu
do uwalniania kontrolowanego temperaturowo, ktére moze byé regulowane poprzez wprowadzenie
okreslonej liczby cykli wigczania/wytgczania (Wt./Wyt.) lasera. Szybkos$¢ dyfuzji silnie zalezy od tempe-
ratury — im wyzsza temperatura, tym wyzszy wspoétczynnik dyfuzji czgsteczek leku, a co za tym idzie,
tym wieksze jest stezenie uwalnianego leku w czasie.
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Dodatkowg zaletg nanostrukturalnej platformy (nanoplatformy) wedtug wynalazku jako systemu
uwalniania lekéw na zgdanie jest wydtuzony czas uwalniania oraz mozliwo$¢ wykorzystania jej w stra-
tegii multiterapeutycznej w terapii fototermicznej przy jednoczesnym uwalnianiu lekéw.

Ponadto nanoplatforma wedilug wynalazku jest w stanie samoregulowa¢ dostarczanie leku, uni-
kajac w ten sposob nadmiernego i niebezpiecznego uwalniania czgsteczek bioaktywnych podczas
pierwszego etapu podawania leku, jednoczesnie wydtuzajgc czas jego dostarczania.

Zastrzezenia patentowe

1. Nanoplatforma dostarczania lekdw na zgdanie pod wptywem sSwiatta z zakresu bliskiej pod-
czerwieni (NIR) zawierajgca w petni usieciowany hydrozel P(NIPAAmM-co-NIPMAAmM), polimer
oraz substancje czynng, znamienna tym, ze substancja czynna jest inkorporowang w elek-
troprzedzone nanowitdkna polimeru, a hydrozel poli(N-izopropyloakryloamid-ko-N-izopropylo-
metakryloamid) (P(NIPAAmM-co-NIPMAAmM)) jest potgczony z nanomateriatem plazmonowym,
ktérym sg nanopreciki ztota tworzac poli(N-izopropyloakryloamid-ko-N-izopropylometakryloa-
mid)-nanopreciki ztota (P(NIPAAmM-co-NIPMAAmM)-AuNR), przy czym wspomniana nanoplat-
forma tworzy komponent typu ,sandwich” sktadajacy sie z hierarchicznych pozioméw, gdzie
pomiedzy dwiema warstwami nanowiékien polimeru z inkorporowang substancjg czynng zlo-
kalizowany jest wspomniany hydrozel z nanoprecikami ztota.

2. Nanoplatforma wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze substancja czynna jest wybrana z grupy
obejmujacej leki przeciwbdlowe, antybiotyki, antymikotyki, leki antywirusowe, leki przeciwno-
wotworowe.

3. Nanoplatforma wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienna tym, ze elektroprzedzone nanowtdkna wy-
brane sg z grupy obejmujgcej poli(L-laktyd) (PLLA), poliglikolid (PGA), polikaprolakton (PCL)
i ich kopolimerow poli(L-laktyd-ko-kaprolakton) (PLCL), poli(d,|-laktyd-ko-glikolid) (PLGA).

4. Nanoplatforma wedtug zastrz. od 1 do 3, znamienna tym, ze ilo$¢ substancji czynnej inkor-
porowanej w elektroprzedzonych nanowtdknach wynosi 1% wag. wzgledem catkowitej masy
polimeru.

5. Sposdb wytwarzania nanoplatformy dostarczania lekéw jak okreslonej w dowolnym z poprzed-
nich zastrz. od 1 do 4, znamienny tym, ze obejmuje nastepujgce etapy, w ktérych:

a) Przygotowuje sie roztwor polimeru w rozpuszczalniku organicznym lub mieszaninie roz-
puszczalnikdw organicznych;

b) Wprowadza sie substancje czynng do roztworu polimeru wytworzonego w etapie a);

c) Elektroprzedzie sie nanowtdkna polimeru z substancjg czynna, przy czym witdkna zbiera
sie na uziemiony kolektor w postaci folii umieszczonej na poruszajgcym sie walcu;

d) Usuwa sie pozostatosci rozpuszczalnika poprzez umieszczenie wytworzonego w etapie c)
materiatu wtdknistego w prozni;

e) Wykonuje sie kragzki z elektroprzedzonych nanowtdkien zawierajgcych inkorporowang
substancje czynng;

f)  Przygotowuje sie roztwor prekursora hydrozelu z nanoprecikami ztota;

g) Wytwarza sie struktury typu ,sandwich” poprzez naniesienie prekursora hydrozelu z na-
noprecikami ztota na pierwszy krgzek z elektroprzedzonych nanowtdkien zawierajacy in-
korporowang substancje czynng i umieszcza sie drugi krgzek z elektroprzedzonych nano-
wiokien zawierajgcy substancje czynng na wierzch roztworu prekursora hydrozelu;

h) Sciska sie struktury typu ,sandwich”;

i) Polimeryzuje sie hydrozel poprzez naswietlanie struktury typu ,sandwich” $wiattem UV,

i) Plucze sie wytworzone nanoplatformy.

6. Sposob wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze w etapie i) polimeryzacje hydrozelu poprzez
naswietlanie UV prowadzi sie w fazni wodnej w temperaturze 15°C i przez 5 minut.

7. Nanoplatforma wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 4, do zastosowania do le-
czenia trudno gojgcych sie zainfekowanych ran lub leczenia nowotworéw w potgczeniu z te-
rapig fototermiczna.
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