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Abstrakt (PL) 

Niniejsza rozprawa doktorska składa się z trzech rozdziałów. W pierwszym z nich 

skupiono się na zachowaniu amfifilowych pochodnych siarczanu chondroityny  

w środowisku wodnym oraz możliwości wykorzystania tego typu biopolimerów jako 

nośniki hydrofobowych leków. Na początku rozdziału zawarto wstęp teoretyczny,  

w którym opisano rosnące zainteresowanie nanomateriałami w medycynie oraz powód 

tego zjawiska, czyli poszukiwanie nośników do kontrolowanego dostarczania substancji 

bioaktywnych. Przedstawiono korzyści stosowania takich formulacji w porównaniu  

z konwencjonalnym podawaniem farmaceutyków oraz rodzaje nanocząstek, które bada 

się pod kątem wykorzystania do takich celów. Następnie przybliżono zalety 

biopolimerów jako materiałów do projektowania systemów dostarczania leków oraz 

omówiono samoorganizację amfifilowych pochodnych polisacharydów w środowisku 

wodnym. Opisano również występowanie, funkcje i właściwości siarczanu chondroityny 

(CS). Przedstawiono przykłady opisanych w literaturze nośników, które zostały oparte na 

tym polisacharydzie. Na końcu części teoretycznej krótko scharakteryzowano 

kurkuminę, która w niniejszej pracy była wykorzystywana jako modelowy lek  

o właściwościach hydrofobowych. W części doświadczalnej przedstawiono badania 

dotyczące siarczanu chondroityny, który został hydrofobowo zmodyfikowany poprzez 

przyłączenie grup oktadecylowych lub oleilowych wzdłuż łańcucha polisacharydowego. 

Badane pochodne różniły się stopniami podstawienia. W pierwszej kolejności 

wyznaczono krytyczne stężenie agregacji tych związków, a także rozmiary, potencjał zeta 

i morfologię tworzonych przez nie struktur. Następnie sprawdzono wpływ kurkuminy na 

samoorganizację amfifilowych pochodnych CS oraz określono tzw. stałą wnikania (Kb) 

leku do polimerowych cząstek. Dla wybranych polisacharydów wyznaczono parametry 

DLC i EE określające ich zdolność do akumulacji kurkuminy oraz profil uwalniania leku 

z nośników w warunkach in vitro. 

Drugi rozdział dotyczył badań oddziaływań amfifilowych pochodnych siarczanu 

chondroityny z membranami lipidowymi. W części teoretycznej do tego rozdziału 

przybliżono budowę oraz właściwości błon biologicznych, skupiając się na ich składzie 

lipidowym. Przedstawiono także agregaty tworzone przez cząsteczki lipidów, ze 

szczególnym uwzględnieniem dwuwarstw lipidowych i liposomów, ponieważ to właśnie 

one wykorzystywane były w tej pracy jako proste modele błon komórkowych. Omówiono 

także termotropowe zachowania membran lipidowych oraz metodę skaningowej 
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kalorymetrii różnicowej, która jest przydatną techniką w ich analizowaniu. Na końcu 

wstępu teoretycznego przybliżono oddziaływania polimerów z modelowymi błonami 

oraz przykładowe sposoby ich badania. W części doświadczalnej opisano eksperymenty 

mające na celu określenie wpływu pochodnych CS na rozmiar i potencjał zeta liposomów 

zbudowanych z fosfatydylocholiny. Sprawdzono również, czy oddziaływanie  

z polimerami powoduje zwiększenie przepuszczalności membrany oraz zmiany  

w morfologii pęcherzyków. Metodą skaningowej kalorymetrii różnicowej zbadano także 

wpływ polisacharydów na zachowanie termotropowe dwuwarstwy lipidowej.  

W ostatnim rozdziale skupiono się na określeniu oddziaływań pomiędzy mocnymi 

polikationami zawierającymi czwartorzędowe grupy amoniowe, a modelowymi błonami 

biologicznymi, którymi w tym przypadku były ujemnie naładowane membrany 

zbudowane z fosfatydylocholiny i fosfatydyloseryny. Badania dotyczyły dwóch 

polimerów o różnych długościach łańcuchów. We wstępie do tego rozdziału opisano 

zastosowania polikationów oraz ich oddziaływania z membranami lipidowymi. Na 

badania własne składały się w tym wypadku pomiary eksperymentalne połączone  

z symulacjami komputerowymi. Metodami eksperymentalnymi określono wpływ 

polimerów na rozmiary i potencjał zeta pęcherzyków, a także na przepuszczalność 

membrany. Symulacje metodą dynamiki molekularnej pozwoliły na przybliżenie natury 

oddziaływań badanych makrocząsteczek z ujemnie naładowaną błoną lipidową. 

Określono wpływ polielektrolitów na grubość i płynność dwuwarstwy oraz na 

rozmieszczenie w niej anionowych lipidów. 

Zaprezentowane wyniki dostarczyły informacji na temat samoorganizacji amfifilowych 

pochodnych siarczanu chondroityny w środowisku wodnym oraz wykazały ich potencjał 

w zastosowaniach jako nośniki substancji bioaktywnych. Dowiedziono, że rozmiar oraz 

morfologia polimerowych struktur zależą od hydrofobowej grupy, którą zostały 

zmodyfikowane makrocząsteczki polisacharydu, stopnia podstawienia łańcucha oraz 

dodatku hydrofobowego leku. Badane nanocząstki charakteryzowały się dobrą 

zdolnością akumulacji kurkuminy oraz przedłużonym uwalnianiem ładunku  

w warunkach in vitro. Bardziej podstawione pochodne wykazały dezintegrujący wpływ 

na modelowe dwuwarstwy lipidowe, co może wskazywać na ich cytotoksyczność. 

Wielkość tego efektu różniła się jednak w zależności od rodzaju hydrofobowych 

łańcuchów. Przedstawiona wiedza może okazać się przydatna w projektowaniu systemów 

dostarczania leków opartych na siarczanie chondroityny. 
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W ostatnim rozdziale potwierdzono oddziaływania badanych polikationów z modelową 

membraną oraz pokazano, że zależą one od długości łańcucha polimerowego. 

Makrocząsteczki zbudowane z większej ilości merów oddziaływały mocniej  

z dwuwarstwą lipidową i bardziej wpływały na jej właściwości. Przedstawione wyniki 

będą pomocne w dalszym badaniu mechanizmu cytotoksyczności polikationów oraz jego 

związku z ich strukturą.  
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Abstract (EN) 

This dissertation consists of three chapters. The first focuses on the behavior of 

amphiphilic derivatives of chondroitin sulfate in aqueous media and the possibility of 

using such biopolymers as carriers for hydrophobic drugs. At the beginning of the chapter, 

a theoretical introduction was included, describing the growing interest in nanomaterials 

in medicine and the reason for this phenomenon, namely the search for carriers for 

controlled delivery of bioactive substances. The advantages of using such formulations 

over conventional pharmaceutical delivery are presented, as well as the types of 

nanoparticles that are being studied for use for such purposes. The advantages of 

biopolymers as materials for the design of drug delivery systems are then introduced, and 

the self-assembly of amphiphilic polysaccharide derivatives in aqueous media is 

discussed. The origin, functions and properties of chondroitin sulfate (CS) are also 

described. Examples of carriers reported in the literature that have been based on this 

polysaccharide are then presented. At the end of the theoretical part, curcumin, used as  

a model drug with hydrophobic properties in this thesis, was briefly characterized. In the 

experimental section, studies on hydrophobically modified chondroitin sulfate, obtained 

by attachment of octadecyl or oleyl groups along the polysaccharide chain, are presented. 

The derivatives differed in the degrees of substitution. First, the critical aggregation 

concentration of these compounds was determined, as well as the size, zeta potential, and 

morphology of the structures they formed. Next, the effect of curcumin on the self-

assembly of amphiphilic CS derivatives was checked, and the so-called binding constant 

(Kb), which quantifies the partitioning of the drug into the polymer and water phases, was 

calculated. For selected polysaccharides, DLC and EE parameters (which characterize 

their ability to accumulate curcumin) were determined, as well as the in vitro release 

profile of the drug from the carriers. 

The second chapter concerned the study of interactions of amphiphilic derivatives of 

chondroitin sulfate with lipid membranes. In the theoretical part to this chapter, the 

structure and properties of biological membranes were presented, focusing on their lipid 

composition. Aggregates formed by lipid molecules are also described, with particular 

emphasis on lipid bilayers and liposomes, as these are used in this work as simple models 

of cell membranes. The thermotropic behavior of lipid membranes is then discussed, as 

well as the method of differential scanning calorimetry, which is a useful technique for 

analyzing them. At the end of the theoretical introduction, the interactions of polymers 
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with model membranes and examples of how to study them are introduced. In the 

experimental part, research to determine the effect of CS derivatives on the size and zeta 

potential of liposomes made of phosphatidylcholine are described. It was also 

investigated whether interaction with polymers causes an increase in membrane 

permeability and changes in vesicle morphology. The effect of polysaccharides on the 

thermotropic behavior of the lipid bilayer was also examined using differential scanning 

calorimetry. 

The final chapter focused on determining the interactions between strong polycations 

containing quaternary ammonium groups and model biological membranes, which in this 

case were negatively charged membranes composed of phosphatidylcholine and 

phosphatidylserine. The study concerned two polymers with different chain lengths. The 

introduction describes the applications of polycations and their interactions with lipid 

membranes. The research consisted of experimental methods combined with computer 

simulations. Experimental methods were used to determine the effect of the polymers on 

the vesicle size and zeta potential, as well as on the membrane permeability. Molecular 

dynamics simulations shed light on the nature of the interactions of macromolecules with 

the negatively charged lipid membrane. The effect of the polyelectrolytes on the thickness 

and fluidity of the bilayer and on the distribution of anionic lipids in it was also 

determined. 

The presented results provided information on the self-assembly of amphiphilic 

derivatives of chondroitin sulfate in an aqueous environment and demonstrated their 

potential in applications as carriers of bioactive substances. It was proved that the size 

and morphology of the polymeric structures depended on the hydrophobic group that the 

polysaccharide macromolecules were modified with, the degree of chain substitution and 

the addition of a hydrophobic drug. The nanoparticles showed good curcumin 

accumulation capacity and prolonged cargo release in vitro. The more substituted 

derivatives showed a disintegrating effect on model lipid bilayers, which may indicate 

their cytotoxicity. However, the magnitude of this effect varied depending on the type of 

hydrophobic chains. The knowledge presented here may be useful in the design of 

chondroitin sulfate-based drug delivery systems. 

The last chapter confirmed the interactions of the studied polycations with the model 

membrane and showed that they depend on the polymer chain length. Macromolecules 
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consisting of more repeating units interacted more strongly with the lipid bilayer and 

affected its properties to a larger extent. The results presented here will be helpful in 

further investigating the mechanism of the cytotoxicity of polycations and its relationship 

to their structure.  
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Wykaz stosowanych skrótów i oznaczeń 

APL – powierzchnia zajmowana przez cząsteczkę lipidu (z j. ang. area per lipid) 

C18-NH2 – oktadecyloamina 

CAC – krytyczne stężenie agregacji (z j. ang. critical aggregation concentration) 

CMC – krytyczne stężenie micelizacji (z j. ang. critical micelle concentration) 

COVID-19 – choroba wywołana koronawirusem SARS-CoV-2 (z j. ang. coronavirus 

disease 2019) 

cryo-TEM – kriogeniczna transmisyjna mikroskopia elektronowa (z j. ang. cryogenic 

transmission electron microscopy) 

CS – siarczan chondroityny 

CS-C18 – siarczan chondroityny modyfikowany grupami oktadecylowymi 

CS-OL – siarczan chondroityny modyfikowany grupami oleilowymi 

Cur – kurkumina [(1E,6E)-1,7-bis(4-hydroksy-3-metoksyfenyl)-1,6-hepadien-3,5-dion] 

DDS – system dostarczania leków (z j. ang. drug delivery systems) 

DLC – zdolność do akumulacji leku (z j. ang. drug loading capacity) 

DLS – dynamiczne rozpraszanie światła (z j. ang. dynamic light scattering) 

DMPC – 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfocholina 

DP – moc różnicowa (z j. ang. differential power) 

DPH – 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien 

DPPC – 1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-fosfocholina 

DS – stopień podstawienia (z j. ang. degree of substitution) 

dz – średnia wartość średnicy hydrodynamicznej 

EDC – chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N′-etylokarbodiimidu 

EE – efektywność enkapsulacji (z j. ang. encapsulation efficiency) 

ELS – elektroforetyczne rozpraszanie światła (z j. ang. electrophoretic light scattering) 

EMA – Europejska Agencja Leków (z j. ang. European Medicines Agency) 

EPR – efekt zwiększonej przepuszczalności i retencji (z j. ang. enhanced permeability 

and retention effect) 

FDA – Agencja Żywności i Leków (z j. ang. Food and Drug Administration) 
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GF – czynnik wzrostu (z j. ang. growth factor) 

Kb – stała wnikania (podziału) 

Lc – faza krystaliczna 

LUV – duże liposomy jednowarstwowe (z j. ang. large unilamellar vesicles) 

Lα – faza ciekłokrystaliczna 

Lβ – faza żelowa (bez nachylenia dwuwarstwy)  

Lβ’ – faza żelowa (z nachyleniem dwuwarstwy) 

miR-34a – mikroRNA-34a 

MLV – wielowarstwowe liposomy (z j. ang. multilamellar vesicles) 

NHS – N-hydroksysukcynimid 

NMF – N-metyloformamid 

OL-NH2 – oleiloamina 

PA – kwas fosfatydowy 

PAH - poli(chlorowodorek alliloaminy) 

PAMAM – poli(amidoamina) 

PBS – buforowana fosforanem sól fizjologiczna (z j. ang. phosphate buffered saline) 

PC – fosfatydylocholina 

PDI – współczynnik dyspersyjności otrzymywany metodą DLS (dawniej: współczynnik 

polidyspersyjności; z j. ang. polydispersity index) 

PE – fosfatydyloetanoloamina 

PEG – poli(glikol etylenowy) 

PEI - polietylenoimina 

PG – fosfatydyloglicerol 

PI – fosfatydyloinozytol 

PLGA – poli(laktyd-ko-glikolid) 

PLL – poli(L-lizyna) 

PLLA – poli(L-laktyd) 

PMAPTAC – poli[chlorek (3-(metakryloiloamino)propylo)-trimetyloamoniowy 
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POPC – 1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfocholina 

POPS – 1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfo-L-seryna 

PS – fosfatydyloseryna 

Pβ’ – faza pofałdowana 

RDF – funkcja rozkładu radialnego (z j. ang. radial distribution function) 

SARS-CoV-2 – drugi koronawirus zespołu ostrej niewydolności oddechowej (z j. ang. 

severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) 

SUV – małe liposomy jednowarstwowe (z j. ang. small unilamellar vesicles) 

TBA – wodorotlenek tetrabutyloamoniowy 

ζ – potencjał zeta 
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Cel pracy 

Systemy dostarczania leków to formulacje, które pozwalają na ochronę substancji 

czynnej przed szybką degradacją, zwiększenie jej biodostępności oraz minimalizację 

potencjalnych skutków ubocznych jej działania. Wszystko to składa się na zwiększenie 

efektywności oraz bezpieczeństwa terapii w porównaniu z konwencjonalnym 

podawaniem farmaceutyków. Z tego powodu nieustannie prowadzone są badania w celu 

opracowania jak najbardziej skutecznych, bezpiecznych oraz łatwych i tanich  

w produkcji nośników leków, genów oraz środków kontrastujących do obrazowania 

medycznego. 

Badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej dotyczyły hydrofobowo 

modyfikowanego siarczanu chondroityny, który jest biopolimerem z grupy 

polisacharydów (glikozoaminoglikanów). Biopolimery są obiecującą grupą związków  

w dziedzinie tzw. nanomedycyny, ponieważ odznaczają się biokompatybilnością  

i biodegradowalnością ze względu na naturalne występowanie w żywych organizmach. 

Celem pracy było zbadanie procesu samoorganizacji kilku amfifilowych pochodnych 

(różniących się grupami hydrofobowymi oraz stopniami podstawienia łańcucha 

polisacharydowego) w środowisku wodnym oraz sprawdzenie potencjału otrzymanych 

polimerowych struktur jako nośników substancji bioaktywnych. Do podstawienia 

łańcucha polisacharydowego wykorzystano dwie hydrofobowe grupy: oktadecylową 

(nasyconą) oraz oleilową (zawierającą jedno wiązanie podwójne). Jako modelową 

substancję bioaktywną wykorzystano związek naturalnego pochodzenia - kurkuminę, 

która charakteryzuje się niską biodostępnością ze względu na słabą rozpuszczalność  

w roztworach wodnych. Określenie związku pomiędzy strukturą pochodnych siarczanu 

chondroityny a właściwościami tworzonych przez nie cząstek jest kluczowe do 

projektowania efektywnych systemów dostarczania opartych na tym polisacharydzie.  

W pracy podjęto także badania mające na celu scharakteryzowanie oddziaływań 

pomiędzy pochodnymi siarczanu chondroityny a membranami lipidowymi, które 

stanowią prosty model błon biologicznych. Podczas przeglądu literaturowego nie 

znaleziono prac dotyczących oddziaływań pomiędzy amfifilowymi pochodnymi 

glikozoaminoglikanów a membranami lipidowymi, co pokazuje, że prowadzone badania 

miały charakter nowatorski. W eksperymentach wykorzystano dwuwarstwy zbudowane 

z fosfatydylocholiny, ponieważ jest to jedna z głównych klas lipidów występujących  
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w błonach biologicznych ssaków. Badania oddziaływań z modelowymi membranami są 

szczególnie istotne w przypadku materiałów do zastosowań biomedycznych, ponieważ 

pozwalają na przewidywanie ich cytotoksyczności, a także na zrozumienie korelacji 

pomiędzy strukturą związku a ich wpływem na błony biologiczne.  

Badania przedstawione w ostatnim rozdziale rozprawy doktorskiej dotyczyły mocnych 

polielektrolitów zawierających czwartorzędowe grupy amoniowe. Polikationy są 

atrakcyjną grupą makrocząsteczek, badaną pod kątem opracowywania systemów 

dostarczania kwasów nukleinowych oraz białek, a także wykorzystania ich jako biocydy. 

Dodatnio naładowane polimery znane są jednak ze swojej cytotoksyczności, dlatego 

celem tej części pracy było przybliżenie natury oddziaływań pomiędzy syntetycznymi 

polikationami PMAPTAC (poli[chlorek (3-(metakryloiloamino)propylo)-

trimetyloamoniowy]) a ujemnie naładowaną membraną lipidową. W celu określenia 

wpływu długości łańcucha na badane oddziaływania, eksperymenty przeprowadzono  

z wykorzystaniem dwóch polielektrolitów różniących się ilością merów. Wyniki takich 

badań pozwalają na zrozumienie związku pomiędzy strukturą polimerów a ich 

oddziaływaniem z błonami biologicznymi, a co za tym idzie - ułatwiają projektowanie 

biokompatybilnych nośników substancji oraz efektywnych biocydów opartych na 

polikationach. 
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Rozdział 1  

Hydrofobowo modyfikowany siarczan chondroityny jako 

nośnik substancji bioaktywnych  

I. Część teoretyczna 

1. Nanotechnologia w medycynie 

W literaturze znajduje się wiele definicji terminu „nanotechnologia”. Według Komisji 

Europejskiej określenie to dotyczy technologii materiałów, które przynajmniej w jednym 

wymiarze mają rozmiary w skali nanometrycznej (zwykle poniżej 100 nm, ale nie 

zawsze) i w których mogą wystąpić zależne od rozmiaru zjawiska umożliwiające 

opracowanie nowych ich zastosowań.1  

Wiele chorób zapoczątkowywanych jest zmianami w procesach biologicznych na 

poziomie cząsteczkowym lub nanometrycznym. Zmutowane geny, nieprawidłowo 

zwinięte białka czy infekcje wywoływane przez wirusy lub bakterie mogą prowadzić do 

dysfunkcji w działaniu oraz w komunikacji komórek, a w następstwie – do chorób 

zagrażających zdrowiu lub życiu. Te cząsteczki i czynniki zakaźne, a także różne bariery, 

które pokonują w organizmie, charakteryzują się rozmiarami rzędu nanometrów (10-9 m). 

Nanotechnologia jest dziedziną posiadającą duży potencjał w zastosowaniach 

medycznych, ponieważ nanomateriały są podobne pod względem skali do molekuł  

i układów biologicznych, a także można je zaprojektować do pełnienia różnorodnych 

funkcji. Ten dział nanotechnologii nazywany jest nanomedycyną, a jej celem jest 

projektowanie oraz wykorzystywanie materiałów do diagnozowania i leczenia schorzeń 

na poziomie molekularnym.2 

Substancje czynne to często związki chemiczne charakteryzujące się słabą 

rozpuszczalnością w wodzie oraz szybką degradacją w warunkach in vivo. Odpowiednio 

dobrane formulacje, np. użycie nośników substancji (tzw. systemy dostarczania), 

umożliwiają poprawę rozpuszczalności związków terapeutycznych (czyli zwiększenie 

ich biodostępności) oraz ochronę leku przed szybką degradacją. Pozwalają także na 

zredukowanie toksycznych skutków ubocznych substancji, dzięki możliwości 

projektowania układów z kontrolowanym uwalnianiem ładunku (z określoną szybkością 

i/lub do konkretnego miejsca w organizmie).3 
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Obecnie istnieje szereg środków terapeutycznych i diagnostycznych bazujących na 

nanomateriałach, które zostały zatwierdzone do użytku klinicznego przez Agencję 

Żywności i Leków (FDA – z j. ang. Food and Drug Administration) w Stanach 

Zjednoczonych Ameryki oraz przez Europejską Agencję Leków (EMA – z j. ang. 

European Medicines Agency) na terenie Unii Europejskiej (Rysunek 1). Najliczniejszą 

grupę stanowią preparaty do leczenia nowotworów oraz anemii, a także środki 

kontrastowe do obrazowania medycznego. W 2020 r., podczas pandemii COVID-19 

wywołanej koronawirusem SARS-CoV-2, zezwolenie na awaryjne użycie otrzymały 

dwie szczepionki zawierające mRNA w lipidowych nanocząstkach.4 Preparaty te przeszły 

w 2021 i 2022 r. procedurę pełnego dopuszczenia do obrotu.5,6 Ponadto w ostatnich latach 

zauważalny jest wzrost ilości formulacji bazujących na nanocząstkach, które 

rozpoczynają testy kliniczne (Rysunek 1). W 2019 r. było o 18 preparatów więcej 

znajdujących się na tym etapie badań niż trzy lata wcześniej. W 2021 r. ilość substancji 

leczniczych i diagnostycznych w fazie testów klinicznych wzrosła już o 36 (dane  

z pierwszej połowy 2021 r.) w ciągu tylko dwóch lat.4,7,8  

 

Rysunek 1. Łączne ilości formulacji substancji leczniczych i diagnostycznych 

wykorzystujących nanomateriały, które były w trakcie testów klinicznych (żółte kolumny) 

oraz zostały zatwierdzone do użytku (niebieskie kolumny) w latach 2016, 2019 i 2021.4,7,8 
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2. Kontrolowane dostarczanie leków 

Konwencjonalne podawanie leku, np. w postaci tabletki czy zastrzyku, skutkuje szybkim 

wzrostem stężenia substancji czynnej we krwi, często zdecydowanie powyżej 

minimalnego efektywnego stężenia (Rysunek 2). W pewnych przypadkach ilość leku 

może nawet przekroczyć próg, który wywołuje u pacjenta toksyczne skutki uboczne. Po 

stosunkowo krótkim czasie stężenie substancji zaczyna spadać (ze względu na 

metabolizowanie, degradację lub wydalanie z organizmu) i osiąga poziom poniżej progu 

terapeutycznego. W tym momencie konieczne jest ponowne podanie preparatu.9,10 Taki 

sposób leczenia nie tylko jest niewygodny dla pacjenta ze względu na konieczność 

częstego podawania leku, ale także charakteryzuje się zmniejszoną skutecznością terapii 

oraz ryzykiem wystąpienia potencjalnych skutków ubocznych. Co więcej, skutkuje 

marnowaniem dużej ilości leku, a co za tym idzie – zwiększa koszty leczenia.9,11 Z tego 

powodu zaczęto opracowywać metody spowalniające przedostawanie się substancji 

czynnych do krwioobiegu.12 Początkowo było to między innymi stosowanie powoli 

rozpuszczających się otoczek celulozowych, sprasowanych tabletek czy zawiesin. 

Pozwoliło to uzyskać przedłużone uwalnianie (Rysunek 2).9,11 Aktualnie projektuje się 

tzw. systemy dostarczania leków (DDS – z j. ang. drug delivery systems), które 

umożliwiają utrzymywanie efektywnego stężenia substancji przez dłuższy czas.  

W idealnym przypadku jest to uwalnianie zerowego rzędu, czyli z szybkością, która nie 

zmienia się w czasie (Rysunek 2).9 Systemy DDS opierają się głównie na stosowaniu 

nośników (nanocząstek), w których zamyka się lek (omówienie w punkcie 3).  

Kontrolowane dostarczanie to nie tylko uwalnianie produktu leczniczego z określoną 

szybkością, ale także do konkretnego miejsca w organizmie. Odpowiednio przygotowane 

układy mogą dostarczać lek do określonych tkanek i komórek. Nazywa się to terapią 

celowaną i nie tylko zwiększa efektywność leczenia, ale również minimalizuje skutki 

uboczne, ze względu na zmniejszone oddziaływania substancji czynnej ze zdrowymi 

komórkami.9 Najprostszym rodzajem terapii celowanej jest dostarczanie bierne, 

opierające się na efekcie zwiększonej przepuszczalności i retencji (EPR – z j. ang. 

enhanced permeability and retention effect) naczyń krwionośnych w miejscach objętych 

stanem zapalnym lub hipoksją (niedotlenieniem), a więc stanami typowymi dla guzów 

nowotworowych. Oznacza to, że większe cząstki (10 – 500 nm) nie będą przenikały do 

normalnych tkanek, natomiast do chorych komórek już tak.13 Jednakże wielkość tego 

efektu jest różna w zależności od rodzaju, umiejscowienia i ukrwienia guza, a także 
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właściwości fizykochemicznych systemu dostarczania.14 Nośniki do terapii celowanej 

aktywnej otrzymuje się m. in. poprzez modyfikację ich powierzchni - przyłączenie 

specyficznych ligandów wiążących się z białkami receptorowymi komórek 

docelowych.15,16 Ze względu na możliwość terapii celowanej DDS stosowane są także  

w dostarczaniu środków kontrastujących do obrazowania medycznego.17 

Zadaniem nośników jest także ochrona substancji czynnej przed szybką degradacją  

i usunięciem z organizmu, czyli zwiększenie jej biodostępności.9  

 
Rysunek 2. Przykładowe wykresy obrazujące czasowe zmiany stężenia leku w osoczu po 

konwencjonalnym podaniu (tabletka lub zastrzyk) oraz z wykorzystaniem systemów 

dostarczania (przedłużone uwalnianie i uwalnianie zerowego rzędu).9 

3. Rodzaje nanocząstek do zastosowań medycznych 

Można wyróżnić trzy główne klasy nanocząstek do zastosowań medycznych: lipidowe, 

polimerowe oraz nieorganiczne (Rysunek 3).17 

Nanomateriały oparte na lipidach to najczęściej sferyczne cząstki zawierające 

dwuwarstwy lub monowarstwy lipidowe. Systemy dostarczania oparte na tych układach 

posiadają wiele zalet, takich jak: 

• prostota formulacji, 
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• duża biokompatybilność (lipidy występują naturalnie w organizmach), 

• wysoka biodostępność substancji czynnej, 

• zdolność do przenoszenia zarówno hydrofobowego, jak i hydrofilowego ładunku, 

• możliwość kontroli wielu właściwości fizykochemicznych.17–19 

Niestety nanocząstki oparte na lipidach charakteryzują się niską efektywnością 

enkapsulacji, a także krótkim czasem krążenia w krwioobiegu, jeśli nie została 

odpowiednio zmodyfikowana ich powierzchnia.17 Pomimo to są one aktualnie 

najpowszechniejszą klasą nanomateriałów do dostarczania substancji leczniczych, które 

zostały zatwierdzone do użytku klinicznego przez FDA i EMA.4  

 

Rysunek 3. Schemat przedstawiający różne rodzaje nanocząstek: polimerowe, 

nieorganiczne oraz oparte na lipidach.17 

Polimerowe nośniki mogą być otrzymywane z wielu makrocząsteczek (zarówno 

syntetycznych, jak i naturalnych) różniących się budową chemiczną. Z tego względu 

odznaczają się różnorodnością tworzonych struktur (Rysunek 3) i możliwe jest 

zamykanie w nich ładunku na różne sposoby: w rdzeniu cząstki, w matrycy polimerowej, 

związanie z powierzchnią nośnika czy chemiczne skoniugowanie z polimerem.17 

Umożliwia to projektowanie układów do dostarczania różnego rodzaju substancji – 

hydrofilowych oraz hydrofobowych, a także związków o różnej masie cząsteczkowej, 

takich jak małe molekuły, biomakrocząsteczki, białka czy szczepionki.17,20–25 

Opracowywane są także polimerowe nośniki, które są w stanie dostarczać więcej niż 

jeden ładunek jednocześnie.26 Co więcej, można precyzyjnie kontrolować efektywność 

zamykania substancji oraz kinetykę uwalniania z nanocząstek poprzez odpowiednie 

dostosowanie składu, ładunku powierzchniowego, stabilności czy responsywności na 

konkretne czynniki.17,27,28 Zaletą polimerowych nanomateriałów jest również łatwość  
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w modyfikacji ich powierzchni, dzięki czemu mogą być wykorzystywane w terapii 

celowanej (dostarczanie ładunku do odpowiednich tkanek).17,29 Jest to szczególnie 

przydatne w onkologii, terapii genowej i diagnostyce. Jednakże wadą tego typu układów 

jest zwiększone ryzyko agregacji i toksyczności.17  

Nanomateriały nieorganiczne charakteryzują się unikalnymi właściwościami 

elektrycznymi, magnetycznymi i optycznymi, które zawdzięczają tworzącym je 

pierwiastkom (głównie złoto, żelazo lub krzem). Do tej klasy zaliczają się cząstki  

o różnych rozmiarach, strukturach oraz geometrii (Rysunek 3). Znajdują one głównie 

zastosowanie w diagnostyce, obrazowaniu i terapii fototermicznej. Wykorzystanie 

kliniczne nanocząstek nieorganicznych jest jednak ograniczone ze względu na słabą 

rozpuszczalność i toksyczność, zwłaszcza w preparatach zawierających metale ciężkie.17  

4. Biopolimery 

Polimery przeznaczone do zastosowań klinicznych, oprócz posiadania odpowiednich 

właściwości mechanicznych i fizykochemicznych, powinny być nietoksyczne  

i biokompatybilne. Syntetyczne materiały nie zawsze spełniają te wymogi, dlatego 

obiecującą klasą makrocząsteczek w kontekście zastosowań medycznych są biopolimery. 

Ze względu na naturalne występowanie w żywych organizmach, odznaczają się one 

brakiem toksyczności, biozgodnością i biodegradowalnością.30 W warunkach in vivo 

biopolimery ulegają rozpadowi do biokompatybilnych i nietoksycznych związków, które 

mogą być metabolizowane i wydalane w wyniku normalnych, fizjologicznych procesów. 

Rozpad ten może być enzymatyczny (np. polisacharydy i białka) lub hydrolityczny (np. 

poli(α-estry)).30,31 Zastosowanie polimerów pochodzenia naturalnego może także 

pozwolić na zminimalizowanie odpowiedzi immunologicznej organizmu, która stanowi 

problem w przypadku wielu materiałów.30,32  

4.1. Polisacharydy 

Polisacharydy (zwane także cukrami złożonymi) to grupa biopolimerów, w których cukry 

proste (mery) są połączone ze sobą wiązaniami glikozydowymi. Mogą być pochodzenia 

zwierzęcego (np. kwas hialuronowy, chitozan, siarczan chondroityny), roślinnego (np. 

pektyna, guma guar), algowego (np. kwas alginowy) oraz mikrobiologicznego (np. 

dekstran, guma ksantanowa).33,34 Polisacharydy stanowią przedmiot licznych badań na 
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temat ich wykorzystania jako biomateriały, ponieważ ich naturalne pochodzenie sprawia, 

że są wysoce stabilne, bezpieczne, hydrofilowe i biodegradowalne.33 Pozyskiwane  

z naturalnych surowców wykazują dobrą aktywność biologiczną i biodegradowalność do 

produktów nieszkodliwych dla człowieka.35–37 Do ich niezaprzeczalnych zalet należy 

także obecność dużej ilości reaktywnych grup - hydroksylowych, karboksylowych  

i aminowych, co daje wiele możliwości chemicznej modyfikacji ich struktury i przez to 

zmiany właściwości fizycznych i chemicznych.35,38 Ponadto polisacharydy można 

pozyskiwać z różnorodnych, naturalnych i odnawialnych źródeł, a proces ten 

charakteryzuje się niskim kosztem produkcji.35  

5. Samoorganizacja amfifilowych pochodnych polisacharydów 

Wszystkie związki amfifilowe w środowisku wodnym mogą spontanicznie ulegać 

entropowo napędzanym procesom samoorganizacji, w których ich części hydrofobowe 

dążą do ograniczenia kontaktu z polarnymi cząsteczkami rozpuszczalnika. Skutkuje to 

powstawaniem agregatów o różnorodnych morfologiach.39 

Przyłączenie hydrofobowych związków do hydrofilowych łańcuchów 

polisacharydowych prowadzi do otrzymania amfifilowych pochodnych, które także 

posiadają zdolność do formowania się w roztworach wodnych w różne struktury. Taką 

modyfikację można przeprowadzić na dwa sposoby:  

1) poprzez przyłączenie hydrofobowych grup do końców łańcuchów 

polisacharydowych; zazwyczaj wykorzystuje się w tym celu inne makrocząsteczki  

i otrzymuje amfifilowe kopolimery blokowe (Rysunek 4 – B), 

2) poprzez podstawienie hydrofobowych grup wzdłuż łańcucha polisacharydu - tzw. 

hydrofobowo modyfikowane polimery / polimery szczepione (Rysunek 4 - A).39  

 

Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie sposobów modyfikacji polisacharydów 

grupami hydrofobowymi: (A) polimer modyfikowany hydrofobowo wzdłuż łańcucha, (B) 

amfifilowy kopolimer blokowy. Na niebiesko zaznaczono makrocząsteczkę polisacharydu 

a na czerwono grupy hydrofobowe. 
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Do hydrofobowej modyfikacji polisacharydów wzdłuż łańcucha wykorzystuje się 

zarówno związki małocząsteczkowe, m. in. steroidy (np. cholesterol40), witaminy i ich 

pochodne (np. kwas foliowy41) oraz leki przeciwnowotworowe / przeciwzapalne (np. 

paklitaksel42, kwercetynę43), jak i makrocząsteczki (np. PLA - polilaktyd44, PCL - 

polikaprolakton45).39  

Morfologia cząstek utworzonych w wyniku samoorganizacji związków o budowie 

amfifilowej zależy w dużej mierze od stosunku objętości części hydrofilowych  

i hydrofobowych.39 W przypadku kopolimerów blokowych określana jest ona przez tzw. 

parametr upakowania (p) (Równanie 1): 

𝑝 =  
𝑣

𝑎𝑜∙𝑙𝑐
                                                           ( 1 ) 

gdzie: v – objętość łańcuchów hydrofobowych, ao – powierzchnia części hydrofilowej na 

granicy faz, lc – długość łańcuchów hydrofobowych.46 Przyjmuje się, że przy wartościach:  

p ≤ ⅓ – powstają micele sferyczne, 

⅓ ≤ p ≤ ½ – powstają micele cylindryczne, 

 ½ ≤ p ≤ 1 – powstają pęcherzyki.46 

W przypadku polimerów szczepionych małymi cząsteczkami hydrofobowymi, ważnym 

parametrem wpływającym na morfologię jest stopień podstawienia (DS – z j. ang. degree 

of substitution), który wyraża średnią ilość grup przyłączonych do jednej 

makrocząsteczki. Pochodne różniące się wartościami DS mają inne stosunki części 

hydrofilowych do hydrofobowych, co wpływa na charakterystykę tworzonych przez nie 

struktur – rozmiary, ładunek powierzchniowy, morfologię oraz zdolność akumulacji 

leków.39 

Amfifilowe pochodne polisacharydów mogą samoorganizować się w agregaty, które 

można podzielić na trzy kategorie (Rysunek 5): struktury typu rdzeń - powłoka (micele 

oraz analogiczne do nich cząstki na bazie koniugatów polisacharyd – lek), struktury  

z mieszanymi domenami (nanożele) oraz pęcherzyki zawierające membranę 

(polimerosomy).39,47–53 Cząstki utworzone w wyniku samoorganizacji kopolimerów 

blokowych charakteryzują się słabą zdolnością do akumulacji leków ze względu na gęste 

upakowanie łańcuchów w ich hydrofobowym rdzeniu.54 Polisacharydy modyfikowane 

wzdłuż łańcucha tworzą luźniejsze struktury, które są w stanie enkapsulować większą 

ilość ładunku.55,56 
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Rysunek 5. Schemat przedstawiający różne rodzaje nanocząstek (NC) utworzonych  

w wyniku samoorganizacji amfifilowych pochodnych polisacharydów.39 

6. Siarczan chondroityny 

Glikozaminoglikany to nierozgałęzione, ujemnie naładowane polisacharydy 

charakteryzujące się dużą różnorodnością chemiczną. Występują w macierzy 

pozakomórkowej oraz na powierzchni błon komórkowych, często w postaci tzw. 

proteoglikanów, w których są kowalencyjnie przyłączone do rdzenia białkowego.57 Jedną 

z głównych klas glikozoaminoglikanów stanowi siarczan chondroityny (CS), który 

zbudowany jest z dwucukrowych merów kwasu glukuronowego połączonego  

z N-acetylogalaktozoaminą, w których występuje co najmniej jedno wiązanie estrowe  

z kwasem siarkowym (Rysunek 6). Reszty siarczanowe mogą być przyłączone  

w pozycjach C-2 i C-3 kwasu glukuronowego oraz C-4’ i C-6’  

N-acetylogalaktozoaminy.58 CS licznie występuje u prawie wszystkich bezkręgowców  

i kręgowców (w tym u ludzi) i bierze udział w wielu procesach biologicznych.59–63 Jako 

główny składnik macierzy pozakomórkowej, utrzymuje i chroni mikrośrodowisko 

zewnątrzkomórkowe.64,65 Dzięki różnicom w budowie makrocząsteczek występujących 

w poszczególnych organizmach i tkankach (długość łańcuchów, ilość i rozmieszczenie 

grup siarczanowych), CS pełni wiele funkcji nie tylko na poziomie cząsteczkowym  

i komórkowym, ale również na poziomie narządów. Uczestniczy w takich procesach jak 

adhezja, podział i różnicowanie komórek, morfogeneza, organogeneza czy tworzenie 
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sieci neuronowej.59,66–68 CS występuje najliczniej we wszystkich tkankach łącznych 

ssaków, zwłaszcza w chrząstce, skórze, naczyniach krwionośnych, ścięgnach  

i więzadłach.59,69 Zostało udowodnione, że polianion ten wykazuje działania 

przeciwzapalne70, przeciwutleniające71, przeciwzakrzepowe72, przeciwnowotworowe73 

oraz wzmacniające odporność74. Ze względu na swoje właściwości znalazł on 

zastosowanie jako lek w różnych schorzeniach, m. in. w chorobie zwyrodnieniowej 

stawów.64,75  

Masa molowa CS wynosi ok. 10 – 40 kDa i zależy głównie od pochodzenia 

polisacharydu76, tak samo jak ilość i rozmieszczenie grup siarczanowych  

w makrocząsteczkach.64,77  

 

Rysunek 6. Struktury chemiczne siarczanu chondroityny (CS) występujące w organizmie 

człowieka.58 

CS jest także biomateriałem badanym pod kątem wykorzystania w systemach 

dostarczania leków/genów oraz inżynierii tkankowej.64 Ulega on hydrolizie w okrężnicy 

pod wpływem działania mikroorganizmów, dlatego może być skutecznym nośnikiem 

substancji do tej części jelita grubego.78 Co więcej, wykazuje powinowactwo do receptora 

CD44, który przejawia dużą nadekspresję w komórkach nowotworów, dlatego jest 

odpowiednim materiałem do wykorzystania w układach do celowanej terapii 

przeciwnowotworowej.79  

CS może tworzyć nanostruktury w wyniku oddziaływań międzycząsteczkowych z innymi 

molekułami.64 Ze względu na fakt, że jest on polianionem, można otrzymać nanocząstki 

w wyniku jego oddziaływań elektrostatycznych z innym, przeciwnie naładowanym 

związkiem. Często stosowany jest w tym celu inny polisacharyd – chitozan, który jest 
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naturalnym polikationem. Wykazano, że w takich układach można skutecznie zamykać 

m. in. białka i doksorubicynę (związek stosowany klinicznie w leczeniu wielu 

nowotworów złośliwych).80–82 CS może być także wykorzystywany w DDS do 

modyfikacji powierzchni istniejących już cząstek, aby ukierunkować je na dostarczanie 

ładunku do komórek nowotworowych.83,84  

Wspominana wcześniej duża ilość reaktywnych grup w cząsteczce CS pozwala na łatwą 

modyfikację jego struktury. Przyłączenie hydrofobowych związków do hydrofilowego 

łańcucha polisacharydowego prowadzi do otrzymania amfifilowych pochodnych CS, 

które w środowisku wodnym samoorganizują się w różne struktury.85 Do hydrofobowej 

modyfikacji CS wykorzystywano m. in. PLGA (kopolimer polilaktyd-ko-glikolid), kwas 

deoksycholowy, α-tokoferol, doksorubicynę, kwas oleinowy, bezwodnik octowy, PLLA 

(polilaktyd) i histaminę.47,55,86–91 W otrzymanych układach skutecznie enkapsulowano 

substancje terapeutyczne, głównie leki przeciwnowotworowe (m. in. doksorubicynę, 

docetaksel, flutamid).47,55,86–91 Przykładowo, w nanocząstkach otrzymanych w wyniku 

samoorganizacji CS modyfikowanego kwasem oleinowym z powodzeniem zamknięto 

doksorubicynę, a następnie wykazano skuteczne wychwytywanie tych nośników przez 

komórki nowotworowe w wyniku endocytozy za pośrednictwem receptora CD44 (przy 

jednoczesnym rzadkim wnikaniu do zdrowych fibroblastów). Oprócz efektywnego 

działania przeciwnowotworowego, formulacja okazała się być stabilna koloidalnie oraz 

bezpieczna dla zdrowych komórek.88 W Tabeli 1 zebrano przykładowe DDS bazujące na 

CS opisane w literaturze (ze szczególnym uwzględnieniem układów opartych na 

amfifilowych pochodnych polisacharydu). 

Tabela 1. Przykładowe systemy dostarczania leków wykorzystujące siarczan 

chondroityny (CS). 

Typ nośnika Opis układu Ładunek Źródło 

nanocząstki 

CS/Chitozan 

odziaływania 

elektrostatyczne 

albumina 

wołowa 

M. Yeh i in. 

(2011)80 

nanocząstki 

CS/Chitozan 

odziaływania 

elektrostatyczne 

lizat płytek 

krwi 

V. Santo i in. 

(2012)81 
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nanocząstki 

CS/Chitozan 

odziaływania 

elektrostatyczne 
doksorubicyna 

C. Hu i in. 

(2014)82 

polimerowe 

nanocząstki 

zmodyfikowane CS 

funkcjonalizacja 

powierzchni cząstki 

poprzez przyłączenie CS 

kamptotecyna 
M. Zu i in. 

(2019)84 

dendrymery 

polimerowe 

zmodyfikowane CS 

funkcjonalizacja 

powierzchni cząstki 

poprzez przyłączenie CS 

miR-34a 
W. Chen i in. 

(2017)83 

micele z amfifilowej 

pochodnej CS 

kopolimer blokowy 

zawierający blok CS  

i blok PLGA 

(samoorganizacja) 

doksorubicyna 
H. Zhang i 

in. (2017)86 

nanocząstki  

z amfifilowej 

pochodnej CS 

łańcuch CS podstawiony 

kwasem deoksycholowym 

(samoorganizacja) 

docetaksel 
M. Liu i in. 

(2016)47 

nanocząstki 

z amfifilowej 

pochodnej CS 

łańcuch CS podstawiony 

α-tokoferolem 

(samoorganizacja) 

docetaksel 
A. Khan i in.  

(2020)55 

nanocząstki 

z amfifilowej 

pochodnej CS 

łańcuch CS podstawiony 

doksorubicyną 

(samoorganizacja) 

doksorubicyna 
X. Xie i in. 

(2020)87 

micele z amfifilowej 

pochodnej CS 

łańcuch CS podstawiony 

kwasem oleinowym 

(samoorganizacja) 

doksorubicyna 
Y. Liang i in. 

(2020)88 

nanożel z amfifilowej 

pochodnej CS 

łańcuch CS podstawiony 

PLLA (samoorganizacja) 
nizyna 

S. Ghaeini-

Hesaroeiye  

i in. (2020)56 

nanożel z amfifilowej 

pochodnej CS 

łańcuch CS podstawiony 

bezwodnikiem octowym 

(samoorganizacja) 

doksorubicyna 
W. Park i in. 

(2010)89 
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micele z amfifilowej 

pochodnej CS 

łańcuch CS podstawiony 

PLLA (samoorganizacja) 
flutamid 

C. Lee i in. 

(2006)90 

micele z amfifilowej 

pochodnej CS 

łańcuch CS podstawiony 

histaminą 

(samoorganizacja) 

doksorubicyna 
C. Yu i in. 

(2014)91 

 

7. Kurkumina 

Kurkumina jest jedną z głównych substancji występujących w kłączach ostryżu długiego 

(Curcuma longa L.), znanego przede wszystkim pod nazwą kurkuma. Razem  

z demetoksy- i bisdemetoksykurkuminą stanowią grupę zwaną kurkuminoidami. Od 

starożytnych czasów sproszkowana kurkuma wykorzystywana była w Indiach m. in. jako 

przyprawa oraz konserwant, przypisywano jej również właściwości lecznicze.92  

 

Rysunek 7. Struktury chemiczne dwóch tautomerów kurkuminy: forma ketonowa (u góry) 

oraz enolowa (na dole). 

Strukturę chemiczną kurkuminy zbadali w 1910 r. polscy chemicy: J. Miłobędzka, S. 

Kostanecki oraz W. Lampe.93 Jest ona polifenolem o nazwie systematycznej (1E,6E)-1,7-

bis(4-hydroksy-3-metoksyfenyl)-1,6-hepadien-3,5-dion) i wykazuje tautomerię keto-

enolową (Rysunek 7) zależną od pH roztworu.94 W środowisku wodnym o pH 

fizjologicznym kurkumina występuje głównie w formie enolowej, z czego ok. 9% jest  

w postaci anionu, powstałego wskutek dysocjacji enolowej grupy hydroksylowej.95  
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Liczne badania wykazały, że kurkumina posiada wiele pożądanych właściwości, m. in. 

przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwutleniające i wiele innych. Niestety jej 

zastosowania kliniczne są ograniczone przede wszystkim ze względu na słabą 

rozpuszczalność w wodzie, a w konsekwencji niską biodostępność.96 
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II. Część doświadczalna 

1. Materiały i odczynniki 

• siarczan chondroityny A, sól sodowa z tchawicy wołowej - CS (Sigma-Aldrich) 

• oktadecyloamina – C18-NH2 (≥99%, Sigma-Aldrich) 

• oleiloamina – OL-NH2 (≥99%, Sigma-Aldrich) 

• chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N′-etylokarbodiimidu – EDC (Sigma-

Aldrich) 

• N-hydroksysukcynimid – NHS (98%, Sigma-Aldrich) 

• wodorotlenek tetrabutyloamoniowy – TBA (roztwór wodny ~40%, Sigma-Aldrich) 

• N-metyloformamid – NMF (Sigma-Aldrich) 

• 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien – DPH (98%, Sigma-Aldrich) 

• buforowana fosforanem sól fizjologiczna – PBS (tabletki, Sigma-Aldrich); skład 

roztworu po rozpuszczeniu w 200 ml wody dejonizowanej: KCl 0,0027 M, NaCl 

0,137 M, pH = 7,4. 

• kurkumina - Cur (zawartość kurkuminoidów ≥ 94%, kurkuminy ≥ 80%, Sigma-

Aldrich) 

• kwas oleinowy (90%, Sigma-Aldrich) 

• tetrahydrofuran – THF (cz.d.a., Chempur) 

• alkohol etylowy (cz.d.a. 96%, Chempur) 

• woda dejonizowana 

2. Metody badawcze i aparatura 

2.1. Dynamiczne i elektroforetyczne rozpraszanie światła 

Pomiary dynamicznego (DLS) i elektroforetycznego (ELS) rozpraszania światła 

przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instrument Ltd.) wyposażonego w laser o długości fali 633 nm i dwa detektory światła 

rozproszonego ustawione pod kątami 173° (do wyznaczania rozmiarów) i 13° (do 

wyznaczania potencjału zeta). Pomiary wykonywane były w 22 °C lub 25 °C w kuwetach 

polistyrenowych. W przypadku wyznaczania potencjału ζ korzystano z uniwersalnej celi 

zanurzeniowej. Analiza danych przeprowadzana była przy użyciu oprogramowania 
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dostarczonego przez producenta. Otrzymane wyniki stanowią średnią z co najmniej 5 

pomiarów. 

2.2. Spektroskopia fluorescencyjna 

Do rejestrowania widm emisyjnych używano spektrofluorymetru Hitachi F-7000 

wyposażonego w termostatowany uchwyt na kuwetę oraz źródło światła w postaci lampy 

ksenonowej. W przypadku pomiarów czasowych fluorescencji korzystano z aparatu 

Perkin-Elmer LS 50B. Eksperymenty przeprowadzane były w 25 °C w kuwetach 

kwarcowych firmy Hellma o drodze optycznej wynoszącej 1 cm. 

2.3. Spektroskopia UV-Vis 

Widma absorpcyjne rejestrowano za pomocą dwuwiązkowego spektrofotometru Hitachi 

U-2900 ze źródłem światła w postaci lampy wolframowej i deuterowej oraz 

termostatowanym uchwytem na kuwetę. Eksperymenty przeprowadzane były w 25 °C  

w kuwetach kwarcowych firmy Hellma o drodze optycznej wynoszącej 1 cm. Jako 

odnośnik stosowano rozpuszczalnik, w którym została przygotowana próbka. 

2.4. Kriogeniczna transmisyjna mikroskopia elektronowa 

Obrazowanie kriogeniczną transmisyjną mikroskopią elektronową (cryo-TEM - z j. ang. 

cryogenic transmission electron microscopy) przeprowadzono w dwóch ośrodkach:  

w Centrum Materiałów Polimerowych i Węglowych Polskiej Akademii Nauk (CMPW 

PAN) w Zabrzu oraz w Narodowym Centrum Promieniowania Synchrotronowego 

SOLARIS w Krakowie.  

CMPW PAN: obrazowanie przeprowadzono przy użyciu mikroskopu Tecnai F20 X 

TWIN (FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA) wyposażonego w działo elektronowe  

z emisją polową pracujące przy napięciu przyspieszającym 200 kV. Obrazy rejestrowano 

za pomocą kamery Gatan Rio 16 CMOS 4 k (Gatan Inc., Pleasanton, California, USA). 

Siatki pokryte węglową powłoką (Quantifoil R 2/2; Quantifoil Micro Tools GmbH, 

Niemcy) aktywowano przed użyciem przez 15 s w plazmie tlenowej z wykorzystaniem 

przyrządu Femto plasma cleaner (Diener Electronic, Niemcy). Próbki przygotowywano 

poprzez nakropienie roztworu (3 µl) na siatkę, roztarcie bibułą filtracyjną i szybkie 

zamrożenie w ciekłym etanie za pomocą urządzenia Vitrobot Mark IV (FEI Company, 
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USA). Tak przygotowane próbki przechowywano w ciekłym azocie do czasu 

umieszczenia w kriogenicznym uchwycie Gatan 626 (Gatan Inc., USA). Obrazowanie 

pod mikroskopem przeprowadzano w temperaturze -178 °C. 

SOLARIS: obrazowanie przeprowadzono za pomocą mikroskopu Titan Krios G3i 

(Thermo Fisher Scientific) o napięciu przyspieszającym 300 kV i powiększeniu 105000x. 

Mikroskop wyposażony był w filtr energii BioQuantum (ze szczeliną energetyczną  

20 eV) oraz 16-bitową kamerę Gatan K3 typu CMOS (Gatan Inc., Pleasanton, California, 

USA). Siatki z powłoką węglową (Quantifoil R1.2/1.3; Quantifoil Micro Tools GmbH, 

Niemcy) poddano wyładowaniu jarzeniowemu, a następnie nakrapiano na nie próbkę  

(3 μl) i poddawano ją natychmiastowemu zamrożeniu w ciekłym etanie za pomocą 

urządzenia Vitrobot mark IV (FEI Company, USA). Do czasu pomiarów przygotowane 

próbki przechowywano w ciekłym azocie. 

3. Procedury badawcze 

3.1. Synteza CS-C18 i CS-OL 

Pochodne siarczanu chondroityny o różnych stopniach podstawienia (DS) grupami 

oktadecylowymi (CS-C18) i oleilowymi (CS-OL) zostały otrzymane  

i scharakteryzowane przez dr Magdalenę Wytrwał-Sarnę* oraz mgr Magdalenę 

Górniewicz†. 

Procedura syntezy polimerów o mniejszych stopniach podstawienia została wcześniej 

opisana w publikacji autorstwa Szafraniec i in. (2017).97 Pokrótce: CS rozpuszczono  

w wodzie dejonizowanej, dodano EDC i układ mieszano przez 1 godz. Następnie dodano 

NHS i kontynuowano mieszanie przez kolejne 2 godz. Do próbki wprowadzono roztwór 

C18-NH2 lub OL-NH2 (w mieszaninie DMF/chloroform, 4:1) i układ energicznie 

mieszano przez 48 godz. w 37 °C. Kolejnym krokiem była 3-dniowa dializa dyspersji do 

mieszaniny tert-butanolu i PBS (1:1, v/v), a następnie do wody dejonizowanej przez 

kolejne 4 dni. Końcowe produkty (CS-C18_1.5, CS-C18_6.5, CS-OL_10) otrzymano za 

pomocą procesu liofilizacji.  

W przypadku związków o większym stopniu podstawienia skorzystano z procedury 

opisanej przez Cadete i in. (2019).98 W skrócie, CS przekształcono w sól tert-

                                                 
* Akademia Górniczo-Hutnicza im. Stanisława Staszica w Krakowie, Akademickie Centrum Materiałów i 

Nanotechnologii 
† Uniwersytet Jagielloński w Krakowie, Wydział Chemii 
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butyloamoniową i rozpuszczono w mieszaninie DMF/NMF (4:1). Do układu dodano 

EDC oraz NHS i mieszano przez 2 godz. Następnie do próbki wprowadzono aminę (C18-

NH2 lub OL-NH2) i kontynuowano mieszanie przez kolejne 48 godz. w 37 °C. Otrzymaną 

dyspersję dializowano do mieszanin 0,1 M NaCl i tert-butanolu o zmniejszającej się 

zawartości alkoholu: 1:1, 2:1, 3:1, 5:1 i 9:1, a w ostatnim etapie do wody dejonizowanej 

przez 3 dni. Produkty (CS-C18_33, CS-OL_45) wyizolowano z wykorzystaniem procesu 

liofilizacji. 

3.2. Preparatyka struktur  

Polimery CS-C18_1.5, CS-C18_6.5 i CS-OL_10: związki rozpuszczono bezpośrednio  

w buforze PBS w stężeniu 1 mg/ml i pozostawiono na noc na mieszadle magnetycznym 

(300 rpm). W przypadku polisacharydów modyfikowanych grupami C18 zawiesiny 

poddano krótkiej sonikacji (amplituda: 20%, pulser: 2s - 2s, czas: 1 min) za pomocą 

zanurzeniowego procesora ultradźwiękowego o mocy 500 W (VCX 500, Sonics & 

Materials, USA). 

Polimery CS-C18_33 i CS-OL_45: związki rozpuszczono w mieszaninie THF/PBS 

(1:1,5 v/v), a następnie powoli wkraplano odpowiednią objętość buforu PBS przy 

jednoczesnym mieszaniu układu (300 rpm). Próbki pozostawiono na noc na mieszadle 

magnetycznym do odparowania rozpuszczalnika organicznego. Finalne stężenie 

polisacharydów wynosiło 1 mg/ml. Otrzymane zawiesiny sonikowano przez 5 min 

(amplituda: 20%, pulser: 2s- 2s). 

CS-C18_33 z kurkuminą: polimer rozpuszczono w mieszaninie THF/PBS (1:1,5 v/v)  

i dodano taką objętość roztworu kurkuminy (3 mg/ml w etanolu), aby uzyskać pożądaną 

zawartość leku (10, 15 lub 20% w odniesieniu do masy polimeru). Następnie 

postępowano analogicznie jak w przypadku samego CS-C18_33. 

CS-OL_10 z kurkuminą: do przygotowanej zawiesiny polimeru (1 mg/ml) dodano taką 

objętość roztworu kurkuminy (3 mg/ml w etanolu), aby otrzymać pożądaną zawartość 

leku (5, 10 lub 15% wag. w stosunku do masy polimeru). Lek wkraplano powoli do 

zawiesiny przy jednoczesnym szybkim mieszaniu układu (1000 rpm). Tak przygotowane 

próbki zostawiono na ok. 18 godz. na mieszadle magnetycznym (300 rpm). Otrzymaną 

zawiesinę sonikowano przez 8 min (amplituda: 20%, pulser: 2s – 2s). 
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3.3. Wyznaczanie krytycznego stężenia agregacji 

Krytyczne stężenie agregacji (CAC – z j. ang. critical aggregation concentration) 

badanych polimerów w buforze PBS wyznaczono z wykorzystaniem metody 

fluorescencyjnej sondy molekularnej.99 Na wstępie sporządzono roztwór DPH (0,4 mM) 

w metanolu poprzez 15-minutową sonikację w łaźni ultradźwiękowej. Następnie 

przygotowano serię próbek zawierających DPH o stałym stężeniu (4 µM) oraz różne 

zawartości polimerów (0 – 0,2 mg/ml) i zostawiono je na mieszadle magnetycznym (100 

rpm) w ciemni na 2 godz. Widma fluorescencji badanych próbek zarejestrowano przy 

długości fali wzbudzenia wynoszącej 350 nm. 

3.4. Badanie stałej wnikania kurkuminy 

Podział kurkuminy pomiędzy fazę wodną a polimerową opisuje tzw. stała wnikania 

(podziału), Kb, którą definiuje Równanie 295: 

𝐾𝑏 =
[𝐶𝑢𝑟,𝑝]

[𝐶𝑢𝑟,𝑤]∙[𝑝]
                                                 ( 2 ) 

gdzie [Cur,p] i [Cur,w] oznaczają odpowiednio stężenie kurkuminy w fazie polimerowej 

i w fazie wodnej, a [p] oznacza stężenie polimeru.  

Aby wyznaczyć stałą Kb, w pierwszej kolejności zbadano kinetykę wnikania kurkuminy 

do cząstek polimerowych, co pozwoliło określić czas potrzebny do osiągnięcia stanu 

równowagi leku pomiędzy fazą wodną a polimerową. W tym celu monitorowano 

intensywność fluorescencji kurkuminy w czasie po dodatku polisacharydu do układu. 

Następnie przeprowadzono miareczkowanie spektroskopowe i zarejestrowano szereg 

widm emisyjnych roztworu leku o stężeniu 0,7 µM w funkcji stężenia polimeru (0 – 0,2 

mg/ml). Na ich podstawie wykreślono zależność maksimum intensywności fluorescencji 

kurkuminy od stężenia polimeru i do punktów eksperymentalnych dopasowano  

w programie OriginLab krzywą opisaną Równaniem 3100: 

𝐹 =  
𝐹𝑖𝑛𝑖𝑡+ 𝐹𝑐𝑜𝑚𝐾𝑏[𝑝]

1+ 𝐾𝑏[𝑝]
                                                 ( 3 ) 

gdzie Finit i F są intensywnościami fluorescencji kurkuminy mierzonymi odpowiednio  

w roztworze bez polimeru oraz w obecności polimeru o stężeniu [p]. Fcomp jest graniczną 

intensywnością fluorescencji przy całkowitym wniknięciu leku do fazy polimerowej. 



39 

 

3.5. Wyznaczanie zdolności do akumulacji leku oraz efektywności 

enkapsulacji 

Próbki o różnych zawartości kurkuminy względem polimeru (5, 10, 15, 20%) zostały 

przygotowane w opisany wcześniej sposób (podpunkt 3.2). Następnie odwirowano je 

(10000 rpm, 20 min) w celu oddzielania nieprzyłączonego leku. Ilość kurkuminy 

zamkniętej w polimerowych cząstkach wyznaczono z widm absorpcyjnych zebranego 

supernatantu i sporządzonej krzywej kalibracyjnej. Zdolność do akumulacji leku (DLC – 

z j. ang. drug loading capacity) oraz efektywność enkapsulacji (EE – z j. ang. 

encapsulation efficiency) obliczono na podstawie Równania 4 i 5. 

𝐷𝐿𝐶 (%) =
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑧𝑎𝑚𝑘𝑛𝑖ę𝑡𝑒𝑔𝑜 𝑙𝑒𝑘𝑢

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟𝑢
∙ 100%                              ( 4 ) 

𝐸𝐸 (%) =
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑧𝑎𝑚𝑘𝑛𝑖ę𝑡𝑒𝑔𝑜 𝑙𝑒𝑘𝑢

𝑐𝑎ł𝑘𝑜𝑤𝑖𝑡𝑎 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑙𝑒𝑘𝑢
∙ 100%                              ( 5 ) 

3.6. Badanie uwalniania kurkuminy 

W szklanej fiolce umieszczono 6 ml zawiesiny polimeru CS-OL_10 (c = 1 mg/ml) 

przygotowanej z dodatkiem 10% kurkuminy. Do fiolki dodano także 4 ml kwasu 

oleinowego, który ze względu na różnicę w gęstości utworzył osobną, górną fazę olejową. 

Zawiesina była delikatnie mieszana przez cały eksperyment (100 rpm) w taki sposób, 

żeby nie powodować mieszania się faz. Przez pierwsze 6 godz. eksperymentu pobierano 

co 15-30 min 2 ml fazy olejowej i mierzono widma absorpcyjne uwolnionej kurkuminy. 

Po każdym pomiarze próbkę delikatnie zwracano do układu. Po tym czasie widma 

mierzone były w odstępach ok. 24-godzinnych w taki sposób, że z układu pobierano 2 ml 

fazy olejowej i zastępowano ją 2 ml czystego kwasu oleinowego. Widmo absorpcyjne 

leku mierzone było po 2-krotnym rozcieńczeniu pobranej próbki. Procedura ta wynikała 

ze zbyt dużego stężenia uwolnionej kurkuminy, które uniemożliwiało pomiary 

spektrofotometryczne. Eksperyment przeprowadzony został w temperaturze 25 °C. 

Stężenie uwolnionego leku obliczane było na podstawie przygotowanej krzywej 

kalibracyjnej. 
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4. Wyniki 

A. Siarczan chondroityny modyfikowany grupami oktadecylowymi 

4.1. Hydrofobowa modyfikacja siarczanu chondroityny 

 

Rysunek 8. Struktura chemiczna polimeru CS-C18. 

Przedmiotem badań tego podrozdziału rozprawy doktorskiej były trzy hydrofobowo 

modyfikowane pochodne siarczanu chondroityny, otrzymane poprzez podstawienie 

łańcucha polisacharydowego (CS) grupami oktadecylowymi (C18). Strukturę chemiczną 

polimerów CS-C18 przedstawia Rysunek 8, a stopnie podstawienia łańcuchów grupami 

hydrofobowymi Tabela 2.  

Tabela 2. Stopnie podstawienia (DS) grupami oktadecylowymi otrzymanych polimerów. 

Nazwa polimeru DS 

CS-C18_1.5 ~ 1,5% 

CS-C18_6.5 ~ 6,5% 

CS-C18_33 ~ 33% 

 

Należy podkreślić, że modyfikowane w ten sposób polielektrolity trzeba uznawać za 

materiały dyspersyjne i niehomogeniczne ze względu na następujące czynniki: 
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1) Polimery składają się z makrocząsteczek o różnej długości (Rysunek 9 - A).  

W przypadku CS wykorzystanego w niniejszych badaniach dyspersyjność masy 

molowej wynosiła około 1,4.101 

2) Łańcuchy mogą być podstawione różną ilością grup hydrofobowych ze względu na 

przypadkowy przebieg reakcji substytucji (Rysunek 9 - B). Oznacza to, że 

poszczególne makrocząsteczki mogą mieć inne stopnie podstawienia, a wyznaczona 

dla danego związku wartość DS jest jedynie wartością średnią dla wszystkich 

łańcuchów. 

3) Rozmieszczenie grup hydrofobowych wzdłuż szkieletu polimeru może się różnić dla 

poszczególnych łańcuchów polisacharydowych (Rysunek 9 - C). Innymi słowy,  

w jednej makrocząsteczce mogą znajdować się fragmenty o wyższym DS, jak 

również fragmenty o niższym DS. To także spowodowane jest przypadkowym 

przebiegiem reakcji podstawienia.  

Dyspersyjność i niejednorodność amfifilowych polielektrolitów wpływa na ich 

właściwości fizyczne i zachowanie w roztworach wodnych.  

 

Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie dyspersyjności polielektrolitów (A), różnic  

w stopniu podstawienia poszczególnych łańcuchów (B) oraz różnic w rozmieszczeniu 

grup hydrofobowych wzdłuż szkieletu makrocząsteczek (C). 

4.2. Krytyczne stężenie agregacji CS-C18 

Hydrofobowo modyfikowane polimery mogą spontaniczne formować się w struktury 

przypominające micele powyżej tzw. krytycznego stężenia agregacji (CAC).102,103 Do 

zbadania samoorganizacji CS-C18 w środowisku wodnym (PBS) wykorzystano pomiary 

fluorescencji z użyciem DPH jako sondy molekularnej. Jest to cząsteczka  
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o właściwościach hydrofobowych, która dodana do wodnej zawiesiny cząstek 

samorzutnie lokuje się w ich niepolarnych domenach. Duża różnica w intensywnościach 

fluorescencji, którą DPH wykazuje w środowisku polarnym oraz hydrofobowym sprawia, 

że jest on dobrym narzędziem do wyznaczania CAC związków o budowie amfifilowej.99 

Aby określić zdolność polimerów CS-C18 do tworzenia agregatów zawierających 

hydrofobowe domeny, przygotowano serię próbek o stałym stężeniu sondy i różnych 

zawartościach masowych polisacharydów, a następnie zmierzono ich widma emisyjne. 

Wyniki dla CS-C18_6.5 przedstawia Rysunek 10.  

 

Rysunek 10. Widma emisyjne DPH (c = 4 µM, λexc = 350 nm) w obecności CS-C18_6.5  

o wzrastających stężeniach. Przerywaną linią zaznaczono długość fali wykorzystaną do 

dalszego opracowania wyników. 

DPH wykazywał słabą fluorescencję w fazie wodnej, ale intensywność emitowanego 

promieniowania wzrastała wraz ze stężeniem polimeru w układzie. Jest to związane  

z przemieszczaniem się cząsteczek fluoroforu z fazy wodnej do hydrofobowych domen 

tworzonych przez grupy alkilowe polimerów CS-C18. Świadczy o tym także przesuwanie 

się maksimum emisji w stronę fal krótszych. Wartości CAC dla badanych 

polisacharydów zostały wyznaczone z zależności intensywności fluorescencji od stężenia 

polimeru (Rysunek 11). Do punktów pomiarowych dopasowano dwie linie – jedną  

w zakresie niskiego stężenia polianionu (które odpowiada występowaniu 

makrocząsteczek w formie monomerów), a drugą do obszaru, w którym intensywność 
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fluorescencji gwałtownie rosła (ze względu na powstawanie polimerowych cząstek). 

Wartość współrzędnej x-owej punktu przecięcia się tych dwóch linii odpowiada 

krytycznemu stężeniu agregacji. Uzyskane wyniki przedstawia Tabela 3. Zgodnie  

z oczekiwaniami zaobserwowano, że wartości CAC zmniejszają się wraz ze 

zwiększającym się stopniem podstawienia polisacharydów. Podobną zależność 

zaobserwowano wcześniej dla CS modyfikowanego innymi grupami hydrofobowymi.  

W przypadku siarczanu chondroityny podstawionego α-tokoferolem wartość CAC 

zmniejsza się od 0,040 do 0,027 mg/ml, kiedy DS wzrasta z 2,5 do 4,6%.55 Z kolei 

modyfikacja chloryną e6 (Ce6) w 2,5 i 7,9% prowadzi do otrzymania polimerów  

o wartościach krytycznego stężenia agregacji wynoszących odpowiednio 0,050  

i 0,027 mg/ml.104 Zarówno wyniki zawarte w tej rozprawie, jak i przytoczone rezultaty  

z literatury, pokazują, że amfifilowe pochodne CS samoorganizują się w roztworach 

wodnych już w stężeniach kilkudziesięciu μg/ml.  

Dla porównania przeprowadzono analogiczny eksperyment dla niemodyfikowanego 

polisacharydu. Jak widać na Rysunku 11, nie zaobserwowano wzrostu fluorescencji DPH 

wraz z pojawieniem się CS w układzie. Świadczy to o tym, że siarczan chondroityny nie 

tworzy struktur zawierających hydrofobowe domeny bez uprzedniej jego modyfikacji do 

amfifilowej pochodnej. 

 
Rysunek 11. Znormalizowane do jedynki intensywności fluorescencji DPH (przy długości 

fali odpowiadającej maksimum emisji) w funkcji stężenia polimerów CS-C18 oraz 

niemodyfikowanego CS. 
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Tabela 3. Wartości krytycznego stężenia agregacji (CAC) dla polimerów CS-C18  

w buforze PBS. 

Polimer CAC [µg/ml] 

CS-C18_1.5 49 ± 3 

CS-C18_6.5 39 ± 4 

CS-C18_33 17 ± 2 

 

4.3. Rozmiary i potencjał zeta struktur 

Rozmiary cząstek utworzonych w roztworach CS-C18 powyżej CAC zbadano techniką 

dynamicznego rozpraszania światła (Tabela 4). Zaobserwowano, że wraz ze wzrostem 

stopnia podstawienia polimeru wielkość obiektów maleje, co jest prawdopodobnie 

spowodowane zwiększonym przyciąganiem pomiędzy grupami oktadecylowymi, które 

mają skłonność do unikania kontaktu z wodą. W rezultacie agregaty utworzone  

z polimerów o większym DS powinny mieć bardziej kompaktową strukturę. Innym 

wytłumaczeniem tego zjawiska może być różnica w ilości makrocząsteczek tworzących 

pojedyncze cząstki. Możliwe, że w przypadku niskiego DS struktury formują się  

z większej ilości łańcuchów polisacharydowych, a co za tym idzie mają większe 

rozmiary. 

Techniką ELS wyznaczono także potencjał zeta (ζ) agregatów. Jest on istotnym 

parametrem, który pozwala nie tylko określić ładunek powierzchni cząstek, ale także 

przewidywać stabilność koloidalną układów dyspersyjnych. Przyjmuje się, że 

bezwzględna wartość potencjału zeta powyżej 30 mV (|ζ| > 30 mV) świadczy  

o długotrwałej stabilności wodnych dyspersji.105 Struktury CS-C18 charakteryzują się 

ujemnym potencjałem zeta o stosunkowo dużej wartości bezwzględnej (Tabela 4). Ten 

ujemny ładunek wynika z obecności grup siarczanowych i zjonizowanych grup 

karboksylowych w cząsteczce CS. Co więcej, wraz ze wzrostem DS zaobserwowano, że 

potencjał zeta także rośnie. Prawdopodobnym wyjaśnieniem tego zjawiska jest 

przekształcanie się ujemnie naładowanych grup karboksylowych w obojętne grupy 

amidowe podczas hydrofobowej modyfikacji CS. Podobną tendencję zaobserwowano już 
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wcześniej dla pochodnych CS z grupami linolenowymi, dla których potencjał zeta wzrósł 

z -36 do -25,4 mV, podczas gdy stopień podstawienia zwiększył się z 0,034 do  

0,123%.106 Odwrotną zależność przedstawiono dla CS podstawionego α-tokoferolem 

oraz doksorubicyną, ale nie zostało podane żadne wytłumaczenie.55,88  

W celu sprawdzenia wpływu zamknięcia modelowego, hydrofobowego leku na rozmiary 

i potencjał zeta struktur CS-C18_33, przygotowano i zbadano próbkę z dodatkiem 

kurkuminy (10% wag. w stosunku do zawartości polimeru). Dodatek leku spowodował 

znaczny, prawie dwukrotny wzrost rozmiarów cząstek (Tabela 4). Nie zaobserwowano 

jednak zmian w wartości potencjału zeta, co może wskazywać, że kurkumina lokuje się 

w hydrofobowym wnętrzu utworzonych polimerowych agregatów i nie wpływa na ich 

ładunek powierzchniowy. 

Tabela 4. Wartości średniej średnicy hydrodynamicznej (dz), współczynnika 

dyspersyjności (wyrażonego jako PDI) i potencjału zeta (ζ) dla struktur utworzonych 

przez polimery CS-C18 (c = 0,4 mg/ml) w buforze PBS. Wyniki przedstawiono w postaci 

średniej wartości ± odchylenie standardowe. 

Układ dz [nm] PDI ζ [mV] 

CS-C18_1.5 360 ± 12 0,32 ± 0,05 -37,7 ± 1,0 

CS-C18_6.5 348 ± 10 0,24 ± 0,02 -35,1 ± 1,0 

CS-C18_33 253 ± 9 0,36 ± 0,01 -27,3 ± 0,7 

CS-C18_33 + 10% Cur 445 ± 13 0,35 ± 0,04 -27,1 ± 1,6 

 

4.4. Morfologia cząstek 

Morfologię struktur utworzonych przez CS-C18 w buforze PBS zbadano za pomocą 

kriogenicznej transmisyjnej mikroskopii elektronowej (cryo-TEM). Rysunki 12-14 

przedstawiają mikrofotografie dyspersji badanych polimerów w stężeniu 

przekraczającym CAC.  
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W przypadku najmniej podstawionego polisacharydu, CS-C18_1.5, zaobserwowano 

dwie populacje cząstek: nieregularne obiekty o małym kontraście i rozmiarach w zakresie 

15-150 nm oraz cząstki przypominające pręciki o dużym kontraście i długości 10-90 nm 

oraz szerokości 6-9 nm (Rysunek 12). Mikrofotografie próbki CS-C18_6.5 również 

wykazały obecność co najmniej dwóch rodzajów obiektów: większą ilość cząstek  

w kształcie pręcików o długości 10-90 nm i szerokości 6-9 nm oraz mniejszą populację 

nieregularnych struktur o małym kontraście i rozmiarach w zakresie 15-80 nm (Rysunek 

13). Cząstki przypominające kształtem pręciki wskazują na formowanie się w układach 

miceli cylindrycznych. Natomiast nieregularne obiekty o małym kontraście to luźno 

upakowane i silnie uwodnione nanożele. W przypadku wodnej zawiesiny polimeru  

o największym DS (CS-C18_33), przygotowanej w stężeniu przekraczającym CAC, 

analiza mikroskopowa wykazała obecność pręcików o dużym kontraście. Długość 

zaobserwowanych miceli cylindrycznych mieściła się w zakresie 20-410 nm, a ich 

szerokość wynosiła 6-20 nm (Rysunek 14). Inny obraz odkryto w przypadku dyspersji 

przygotowanej przez rozpuszczenie CS-C18_33 w stężeniu poniżej CAC, a następnie 

zatężenie zawiesiny powyżej tej wartości (Rysunek 15). W tym układzie widoczne są 

głównie duże ilości małych nanocząstek o rozmiarach 2-3 nm, które formują się  

w większe skupiska o nieregularnych kształtach. Obiekty te można przypisać tworzeniu 

się globularnych miceli polimerowych. Możliwym wyjaśnieniem tego zjawiska jest 

zwijanie się pojedynczych makrocząsteczek i tworzenie monomolekularnych miceli, gdy 

w układzie jest małe stężenie polimeru. W wyniku zatężenia zawiesiny powyżej CAC, 

micele te łączą się w większe struktury. W analizowanej próbce można zaobserwować 

także wysokokontrastowe micele cylindryczne, ale ich rozmiary są mniejsze niż  

w przypadku próbki przygotowanej w standardowy sposób (stężenie powyżej CAC). 

W celu określenia wpływu kurkuminy na morfologię miceli utworzonych w zawiesinie 

CS-C18_33, przeprowadzono obrazowanie próbki przygotowanej z dodatkiem leku (20% 

wag.). Uzyskane mikrofotografie cryo-TEM przedstawia Rysunek 16 i 17. Najliczniej 

występującymi obiektami są nieregularne struktury o rozmiarach 30-510 nm. Można 

także zaobserwować bardzo małe obiekty o większym kontraście, niemal równomiernie 

rozmieszczone wewnątrz cząstek CS-C18_33. Prawdopodobnie są to nanoagregaty 

enkapsulowanej kurkuminy. W zawiesinie obecne były także małe, globularne micele, 

które tworzyły większe struktury o nieregularnych kształtach (Rysunek 17). Tutaj 

również widoczne są rozmieszczone wewnątrz małe obiekty o wysokim kontraście, które 
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można powiązać z agregatami tworzonymi przez kurkuminę. Uzyskane wyniki pokazują, 

że enkapsulacja kurkuminy znacząco wpływa na morfologię wyjściowych obiektów. 

 

Rysunek 12. Mikrofotografia cryo-TEM struktur utworzonych w wodnej dyspersji  

CS-C18_1.5 powyżej CAC. 

 

Rysunek 13. Mikrofotografia cryo-TEM struktur utworzonych w wodnej dyspersji  

CS-C18_6.5 powyżej CAC. 
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Rysunek 14. Mikrofotografia cryo-TEM struktur utworzonych w wodnej dyspersji  

CS-C18_33 powyżej CAC. 

 

Rysunek 15. Mikrofotografia cząstek CS-C18_33 przygotowanych w roztworze poniżej 

CAC, a następnie zatężonego do stężenia przekraczającego wartość CAC. 
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Rozbieżność pomiędzy rozmiarami struktur uzyskanymi metodą DLS a mikroskopią 

wynika najpewniej z faktu, że intensywność rozpraszanego światła silnie wzrasta wraz  

z rozmiarami obiektów (z przybliżenia Rayleigh’a wynika, że natężenie rozpraszanego 

przez cząstkę światła jest proporcjonalne do szóstej potęgi jej średnicy). Z tego powodu 

metoda DLS jest znacznie bardziej czuła na większe obiekty (w tym agregaty cząstek),  

a co za tym idzie - wyniki uzyskane tą techniką mogą być zawyżone. 

Dyspersyjność masy molowej i niejednorodność w podstawieniu hydrofobowo 

modyfikowanych CS skutkują formowaniem się struktur różniących się morfologią  

i rozmiarami. W zawiesinach polimerów zawsze obecne są agregaty złożone z łańcuchów 

polimerowych o różnych długościach, co skutkuje rozkładem rozmiarów utworzonych 

obiektów. Natomiast istnienie w równowadze struktur o różnych morfologiach (nanożele 

i micele cylindryczne) można tłumaczyć tym, że istnieje segregacja w agregacji 

makrocząsteczek w zależności od ich stopnia podstawienia hydrofobowymi grupami. 

Pozwala to wysunąć hipotezę dotyczącą następującego mechanizmu: łańcuchy 

polisacharydowe o mniejszym stopniu podstawienia grupami hydrofobowymi tworzą 

luźno upakowane struktury, zaś makrocząsteczki o większym DS osobno samoorganizują 

się w bardziej kompaktowe (wysokokontrastowe) micele cylindryczne. Za tym 

mechanizmem przemawia także fakt, że udział nanożeli zmniejsza się dla pochodnych  

o większym DS, przy jednoczesnym zwiększaniu się ilości gęsto upakowanych miceli  

w układzie. 

Morfologia nanocząstek tworzonych przez hydrofobowo modyfikowany siarczan 

chondroityny była wcześniej badana za pomocą tradycyjnej mikroskopii TEM  

i obserwowano głównie obiekty o kształcie sferycznym. Przykładowo, obrazowanie CS 

modyfikowanego α-tokoferolem wykazało sferyczne nanocząstki o średnicy ok.  

140 nm.55 W przypadku podstawienia kwasem α-linolenowym także zaobserwowano 

micele o kulistym kształcie i jednorodnym rozkładzie wielkości.106 Podobną morfologią 

charakteryzują się także struktury powstałe z CS modyfikowanego doksorubicyną.87 

Należy jednak mieć na uwadze, że tradycyjna mikroskopia TEM wymaga wysuszenia 

próbki do obrazowania, dlatego obserwowane morfologie dotyczą cząstek w stanie 

suchym. Proces pozbywania się wody niewątpliwie ma znaczący wpływ na morfologię 

struktur otrzymanych z wysoko uwodnionych polimerów takich jak CS. Korzystanie  

z mikroskopii cryo-TEM, w której próbka poddana jest tylko mrożeniu, pozwala na 

obrazowanie obiektów w nienaruszonym, uwodnionym stanie. 
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Rysunek 16. Mikrofotografia cryo-TEM struktur CS-C18_33 (0,4 mg/ml) z zamkniętą 

kurkuminą (20% wag.). 

 

Rysunek 17. Mikrofotografia cryo-TEM struktur CS-C18_33 (0,4 mg/ml) z zamkniętą 

kurkuminą (20% wag.).  
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4.5. Wpływ kurkuminy na krytyczne stężenie agregacji 

Obecność hydrofobowych leków w układzie może prowadzić do zmian w procesie 

agregacji amfifilowych polisacharydów. Z tego powodu wyznaczono wartość CAC dla 

polimeru o największym DS w obecności kurkuminy. Przygotowano serię próbek  

o stałym stężeniu leku (41 μM) i różnych zawartościach CS-C18_33 (1 μg/ml –  

0,1 mg/ml), a następnie pozostawiono je w ciemni na mieszadle magnetycznym (100 

rpm) na 30 min przed pomiarami. Zarejestrowane widma fluorescencji dla badanych 

próbek przedstawia Rysunek 18. Pomiary wykonywano przy długości fali wzbudzenia 

422 nm. 

 

Rysunek 18. Widma emisyjne kurkuminy (c = 41 μM, λexc = 422 nm) w PBS w obecności  

CS-C18_33 o wzrastających stężeniach. 

Wartość CAC została wyznaczona z zależności intensywności fluorescencji leku  

(w maksimum intensywności) od stężenia polimeru (Rysunek 19), tak jak opisano  

w podpunkcie 4.2. Kurkumina wykazuje słabą fluorescencję w środowisku wodnym, 

wzrost jej intensywności wiąże się z wnikaniem cząsteczek do hydrofobowych domen 

utworzonych przez grupy alkilowe CS-C18_33. CAC dla badanego polisacharydu  

w obecności leku wyniosło 0,021 ± 0,004 mg/ml. Wartość ta jest zbliżona do tej 

wyznaczonej wcześniej, bez kurkuminy w układzie (0,017 ± 0,002 mg/ml). Wynik ten 
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wskazuje, że hydrofobowe leki mają raczej niewielki wpływ na agregację amfifilowych 

polisacharydów w środowisku wodnym.  

 

Rysunek 19. Porównanie znormalizowanych do jedynki intensywności fluorescencji 

kurkuminy (Cur) przy 537 nm i DPH przy 429 nm w funkcji stężenia polimeru CS-C18_33. 

4.6. Stała wnikania kurkuminy do miceli CS-C18_33 

Zdolność miceli CS-C18_33 do akumulacji hydrofobowych leków zbadano na podstawie 

enkapsulacji kurkuminy. Charakteryzuje się ona wysoką wartością parametru 

lipofilowości (log P = 3,2)107, z tego względu można przewidywać, iż preferencyjnie 

będzie lokować się w hydrofobowych domenach. Aby zbadać wnikanie leku do cząstek 

CS-C18_33 wyznaczono tzw. stałą wnikania/podziału (Kb), która określa ilościowo 

podział kurkuminy pomiędzy fazę wodną a polimerową (Równanie 2). W pierwszej 

kolejności zbadano kinetykę wnikania kurkuminy do cząstek poprzez analizę zmian 

intensywności fluorescencji leku po dodatku CS-C18_33 do układu (Rysunek 20). 

Pozwoliło to określić czas potrzebny do osiągnięcia stanu równowagi kurkuminy 

pomiędzy fazą wodną a polimerową. Dodanie polisacharydu do układu spowodowało 

znaczy i szybki wzrost fluorescencji leku (ze względu na wnikanie do hydrofobowych 

domen miceli), intensywność emitowanego promieniowania wzrosła 30-krotnie  
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w niecałe 60 s. Po tym czasie zmiany fluorescencji były już nieznaczne i wykres ulegał 

wypłaszczeniu, co wskazuje na osiągnięcie przez układ stanu równowagi (Rysunek 20).  

 

Rysunek 20. Kinetyka wnikania kurkuminy do miceli CS-C18_33 (cCur = 0,7 µM,  

λexc = 422 nm). Polimer został dodany do układu w 2 min pomiaru. 

 
Rysunek 21. Widma emisyjne kurkuminy (cCur = 0,7 μM, λexc = 422 nm) w PBS  

w obecności CS-C18_33 o wzrastających stężeniach. Przerywaną linią zaznaczono 

długość fali wykorzystaną do dalszego opracowania wyników. 
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Następnie przeprowadzono miareczkowanie spektroskopowe: roztwór kurkuminy 

miareczkowano zawiesiną CS-C18_33 i rejestrowano widma emisyjne (Rysunek 21). Na 

ich podstawie wykreślono zależność intensywności fluorescencji od stężenia polimeru 

(Rysunek 22) i wyznaczono stałą Kb poprzez dopasowanie danych eksperymentalnych do 

Równania 3. Wartość stałej wnikania kurkuminy do cząstek CS-C18_33 wyniosła  

26,5 ± 2,2 (mg/ml)-1. Zatem przy stężeniu polimeru wynoszącym 1 mg/ml stężenie 

kurkuminy w fazie polimerowej jest ok. 26 razy większe niż w fazie wodnej. Dla 

porównania, wartość Kb dla układu kurkuminy i nanocząstek zbudowanych  

z amfifilowego kopolimeru blokowego na bazie polilaktydu95 wynosi ok.  

10,4 (mg/ml)-1. Wskazuje to na bardzo duże powinowactwo kurkuminy do miceli CS-

C18_33, wobec czego nanocząstki z amfifilowych CS powinny być skutecznymi 

nośnikami hydrofobowych leków. 

 
Rysunek 22. Intensywność fluorescencji kurkuminy przy 508 nm w funkcji stężenia  

CS-C18_33. Czerwona linia odpowiada funkcji dopasowanej do punktów pomiarowych 

zgodnie z Równaniem 3. Przerywaną linią zaznaczono stężenie odpowiadające CAC 

polisacharydu. 

4.7. Zdolność do akumulacji leku i efektywność enkapsulacji 

Zdolność do akumulacji leku (DLC) oraz efektywność enkapsulacji (EE) to dwa 

parametry opisujące potencjał nośników leków do akumulowania konkretnych związków 
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terapeutycznych. DLC jest zgodnie z definicją stosunkiem masy leku zamkniętego w 

fazie polimerowej do masy polimeru (Równanie 4), natomiast EE jest procentem leku 

jaki skutecznie uległ enkapsulacji (Równanie 5).  

W celu określenia parametrów DLC i EE w pierwszej kolejności sporządzono krzywą 

kalibracyjną umożliwiającą wyznaczenie stężenia kurkuminy, która została  

z powodzeniem zamknięta w badanych micelach. Zarejestrowano szereg widm 

absorpcyjnych roztworów kurkuminy w PBS o różnych stężeniach (Rysunek 23 - A) i na 

ich podstawie sporządzono wykres zależności absorbancji od stężenia (Rysunek 23 - B).  

 

Rysunek 23. (A) Widma absorpcyjne roztworów kurkuminy o różnych stężeniach  

w buforze PBS. (B) Zależność absorbancji przy 426 nm od stężenia kurkuminy w buforze 

PBS. Do punktów pomiarowych została dopasowana funkcja liniowa (czerwona linia). 

Następnie przygotowano trzy próbki cząstek CS-C18_33 z zamkniętym lekiem, różniące 

się jego początkową zawartością: 10, 15 i 20% wag. Na podstawie pomiarów widm 

absorpcyjnych roztworów kurkuminy, która nie wniknęła do nanostruktur  

(Rysunek 24), obliczono masę enkapsulowanego związku oraz parametry DLC i EE 

(Tabela 5). Uzyskane wyniki pokazują, że badane micele są w stanie akumulować do 

20% wag. leku w stosunku do masy polimeru, a efektywność enkapsulacji przekracza 

95%. Dla porównania, DLC i EE dla nanostruktur przygotowanych z amfifilowych 

kopolimerów blokowych (bazujących na polistyrenie i polilaktydzie) wynosiły 

odpowiednio od 11 do 13% i od 26 do 37%.95,108 Wykazano również, że mieszane 

nanocząstki chitozan/CS są w stanie zamknąć ok. 80% kurkuminy.109 Pokazuje to, że 
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struktury otrzymane z hydrofobowo modyfikowanych polisacharydów charakteryzują się 

bardzo dobrą zdolnością do zamykania leków. Jest ona znacznie lepsza niż w przypadku 

amfifilowych kopolimerów blokowych. 

 
Rysunek 24. Widma absorpcyjne kurkuminy, która nie wniknęła do cząstek  

CS-C18_33 (próbki o różnych początkowych zawartościach leku). 

Tabela 5. Wartości parametrów DLC i EE dla enkapsulacji kurkuminy (Cur) w układach 

CS-C18_33 o różnych początkowych zawartościach leku. 

Początkowa zawartość 

Cur w próbce [%] 
DLC [%] EE [%] 

10 9,6 96 

15 14,5 97 

20 19,2 96 
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B. Siarczan chondroityny modyfikowany grupami oleilowymi 

4.8. Hydrofobowa modyfikacja siarczanu chondroityny 

 

Rysunek 25. Struktura chemiczna polimeru CS-OL. 

W podrozdziale B analizowano dwie hydrofobowo modyfikowane pochodne siarczanu 

chondroityny, otrzymane poprzez podstawienie łańcucha polisacharydowego grupami 

oleilowymi (Tabela 6). Grupa oleilowa charakteryzuje się identyczną ilością atomów 

węgla jak wykorzystywana we wcześniejszych badaniach grupa oktadecylowa, jednak 

posiada w swojej strukturze jedno wiązanie podwójnie. Rysunek 25 przedstawia strukturę 

chemiczną polimerów CS-OL.  

Tabela 6. Stopnie podstawienia (DS) grupami oleilowymi otrzymanych polimerów. 

Nazwa polimeru DS 

CS-OL_10 ~ 10% 

CS-OL_45 ~ 45% 

 

4.9. Krytyczne stężenie agregacji CS-OL 

Do zbadania samoorganizacji polisacharydu modyfikowanego grupami oleilowymi  

w środowisku wodnym wykorzystano ponownie metodę fluorescencyjnej sondy 
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molekularnej, za pomocą której wyznaczono krytycznego stężenie agregacji (CAC) 

polimerów. Zarejestrowano widma emisyjne dla serii próbek o stałym stężeniu DPH  

i wzrastających zawartościach CS-OL. Otrzymane widma dla serii z polianionem  

o mniejszym stopniu podstawienia przedstawia Rysunek 26. 

 
Rysunek 26. Widma emisyjne DPH (c = 4 µM, λexc = 350 nm) w obecności CS-OL_10  

o wzrastających stężeniach. Przerywaną linią zaznaczono długość fali wykorzystaną do 

dalszego opracowania wyników. 

Na podstawie otrzymanych danych eksperymentalnych wykreślono zależności 

intensywności fluorescencji DPH od stężenia polimeru w próbce (Rysunek 27)  

i dopasowano dwie linie proste do każdej serii punktów pomiarowych w sposób opisany 

w podrozdziale A (podpunkt 4.2). Wyznaczone wartości CAC zebrano w Tabeli 7. 

Polisacharyd o mniejszym stopniu podstawienia grupami oleilowymi ulega 

samoorganizacji w buforze PBS powyżej stężenia 48 µg/ml, natomiast CS-OL_45 już 

powyżej 18 µg/ml. Wyniki te potwierdzają, że hydrofobowa modyfikacja siarczanu 

chondroityny łańcuchami alifatycznymi prowadzi do otrzymania pochodnych, które  

w roztworach wodnych samoorganizują się w struktury zawierające niepolarne domeny 

już w stężeniach rzędu μg/ml. Ponadto stężenie, powyżej którego dochodzi do tej 

samoorganizacji, zgodnie z przewidywaniami zmniejsza się wraz z ilością 

hydrofobowych grup wprowadzonych do łańcuchów polisacharydu. 
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Rysunek 27. Znormalizowane do jedynki intensywności fluorescencji DPH (przy długości 

fali odpowiadającej maksimum emisji) w funkcji stężenia polimerów CS-OL. 

Tabela 7. Wartości krytycznego stężenia agregacji (CAC) dla polimerów CS-OL  

w buforze PBS. 

Polimer CAC [µg/ml] 

CS-OL_10 48 ± 5 

CS-OL_45 18 ± 1 

 

4.10. Rozmiary i potencjał zeta struktur 

Technikami DLS i ELS zbadano rozmiary i potencjał zeta cząstek, które tworzą  

w środowisku wodnym pochodne CS modyfikowane grupami oleilowymi. Pomiary 

przeprowadzono w buforze PBS, w stężeniach przekraczających CAC polimerów.  

CS-OL_10 samoorganizuje się w agregaty charakteryzujące się znacznie mniejszą 

średnią wartością średnicy hydrodynamicznej i jednocześnie większym współczynnikiem 

dyspersyjności niż bardziej podstawiony polisacharyd (Tabela 8). Sugeruje to, że polimer 

o mniejszym stopniu podstawienia tworzy małe i słabo zdefiniowane struktury  
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o szerokim rozkładzie wielkości, a zwiększenie DS prowadzi do tworzenia się w układzie 

bardziej zorganizowanych cząstek o większych rozmiarach i mniejszej dyspersyjności.  

Potencjał zeta agregatów CS-OL, tak samo jak CS-C18, był ujemny ze względu na 

obecność grup karboksylowych i siarczanowych w strukturze CS. Jego wartości wyniosły 

odpowiednio -14,1 oraz -19,0 mV dla CS-OL_10 i CS-OL_45 (Tabela 8). Zależność ta 

jest odwrotna niż w przypadku cząstek CS-C18. Wskazuje to, że obecność wiązania 

podwójnego w łańcuchu węglowodorowym, którym został zmodyfikowany polisacharyd, 

wpływa na samoorganizację polimeru. Makrocząsteczki o większym stopniu 

podstawienia łańcuchami oleilowymi, pomimo posiadania mniejszej ilości grup 

karboksylowych w swojej strukturze, formują się w roztworze wodnym w taki sposób, że 

ujemnie naładowane grupy są bardziej wyeksponowane na zewnątrz. Co za tym idzie - 

ładunek powierzchniowy cząstek jest bardziej ujemny niż w przypadku CS-OL_10.  

W celu sprawdzenia wpływu zamknięcia kurkuminy na rozmiary i potencjał zeta struktur 

utworzonych z CS-OL_10, przygotowano trzy próbki o różnych zawartościach leku (5, 

10 i 15% wag. w stosunku do masy polisacharydu). Do badań wybrano polimer  

o mniejszym stopniu podstawienia ze względu na prostszą preparatykę, niewymagającą 

użycia rozpuszczalnika organicznego. Dodatek leku spowodował istotny wzrost średnic 

hydrodynamicznych oraz zmniejszenie dyspersyjności wyjściowych agregatów (Tabela 

8). Sugeruje to, że obecność leku w układzie prowadzi do powstawania większych, 

bardziej zorganizowanych struktur, które charakteryzują się mniejszym rozrzutem 

rozmiarów. Kurkumina wpłynęła także na potencjał zeta cząstek CS-OL_10. Jego 

wartość zmniejszyła się do ok. -19 mV w każdej z badanych próbek (Tabela 8). 

Wyjaśnieniem tego zjawiska jest prawdopodobnie reorientacja łańcuchów CS 

spowodowana dodatkiem leku, w wyniku której zjonizowane grupy polimeru stają się 

bardziej wyeksponowane na zewnątrz, do fazy wodnej.  

Średnia wartość średnicy hydrodynamicznej dla próbki zawierającej 15% kurkuminy jest 

znacznie większa niż dla dwóch pozostałych. Zaobserwowano także wzrost 

współczynnika dyspersyjności dla tego układu (Tabela 8). Porównanie rozkładów 

rozmiarów cząstek (Rysunek 28) pokazuje natomiast, że w układzie o największym 

dodatku kurkuminy pojawia się drugi pik przy rozmiarach powyżej 1 µm, a intensywność 

pierwszego piku maleje. Świadczy to o agregacji powstałych struktur w większe obiekty. 

Można wysnuć więc wniosek, że aby uzyskać mniejsze cząstki o niedużym rozrzucie 

rozmiarów, w CS-OL_10 powinno być enkapsulowane mniej niż 15% leku. 
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Tabela 8. Wartości średniej średnicy hydrodynamicznej (dz), współczynnika 

dyspersyjności (wyrażonego jako PDI) i potencjału zeta (ζ) dla struktur utworzonych 

przez polimery CS-OL (c = 0,4 mg/ml) w buforze PBS. Wyniki przedstawiono w postaci 

średniej wartości ± odchylenie standardowe. 

Układ dz [nm] PDI ζ [mV] 

CS-OL_10 175 ± 7 0,54 ± 0,12 -14,1 ± 0,6 

CS-OL_45 516 ± 20 0,34 ± 0,04 -19,0 ± 0,9 

CS-OL_10 + 5% Cur 370 ± 5 0,23 ± 0,02 -19,3 ± 1,1 

CS-OL_10 + 10% Cur 460 ± 5 0,24 ± 0,03 -19,5 ± 0,4 

CS-OL_10 + 15% Cur 706 ± 23 0,36 ± 0,01 -19,2 ± 0,7 

 

 
Rysunek 28. Rozkłady rozmiarów cząstek CS-OL_10 przygotowanych z różną 

zawartością kurkuminy (Cur). Rozkłady po intensywności rozpraszanego światła 

uzyskano metodą DLS. 
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4.11. Morfologia cząstek 

Morfologię struktur powstałych w wodnych dyspersjach polimerów CS-OL zbadano  

z wykorzystaniem cryo-TEM. Próbki przygotowywane były w stężeniu przekraczającym 

CAC.  

W przypadku polisacharydu o mniejszym podstawieniu grupami oleilowymi, w układzie 

zaobserwowano głównie niewielkie obiekty o rozmiarach nie większych niż 2 nm 

(Rysunek 29). W zawiesinie obecne były także nieliczne struktury o sferycznych 

kształtach i większych rozmiarach, z reguły jednak nieprzekraczających 20 nm. Pokazuje 

to, że w środowisku wodnym makrocząsteczki CS-OL_10 są ze sobą luźno połączone 

tworząc nieuporządkowany, mało upakowany nanożel. Nieliczne większe obiekty to 

prawdopodobnie struktury utworzone przez pojedyncze łańcuchy charakteryzujące się 

większym stopniem podstawienia (dyspersyjność badanych polimerów opisano  

w podpunkcie 4.1 podrozdziału A). W próbce nie zaobserwowano żadnych agregatów  

o bardziej zorganizowanej strukturze. Dla porównania, w zawiesinach CS-C18  

o mniejszych stopniach podstawienia (~ 1,5 i 6,5%) oprócz nanożelu obecne były także 

micele cylindryczne. 

Obrazowanie mikroskopowe dyspersji CS-OL_45 wykazało obecność bardziej 

zorganizowanych cząstek o nieregularnych kształtach i większych rozmiarach - od ok. 

100 do ponad 300 nm (Rysunek 30). Struktury te są zbudowane z gęsto upakowanych 

łańcuchów polimerowych. Na mikrofotografiach widoczne są także takie same małe 

obiekty jak w zawiesinie CS-OL_10, odpowiadające tworzeniu polimerowego nanożelu 

przez łańcuchy o mniejszym DS. Nie zaobserwowano natomiast miceli cylindrycznych, 

które występowały w próbkach CS-C18. Pokazuje to, że obecność wiązania podwójnego 

w węglowodorowych łańcuchach przyłączonych do cząsteczek CS, znacząco wpływa na 

morfologię cząstek utworzonych w wyniku samoorganizacji modyfikowanego 

polisacharydu.  
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Rysunek 29. Mikrofotografie cryo-TEM dyspersji CS-OL_10 w buforze PBS w stężeniu 

powyżej CAC. Zaznaczona skala odpowiada 20 nm. 
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Rysunek 30. Mikrofotografie cryo-TEM dyspersji CS-OL_45 w buforze PBS w stężeniu 

powyżej CAC. Zaznaczona skala odpowiada 20 nm. 
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4.12. Wpływ kurkuminy na krytyczne stężenie agregacji 

W poprzednim podrozdziale udowodniono, że dodatek kurkuminy do układu 

zawierającego CS modyfikowany grupami oktadecylowymi, nie wpływa na wartość CAC 

polimeru. Ze względu na zaobserwowane istotne różnice we właściwościach 

polisacharydów modyfikowanych łańcuchami nasyconymi oraz nienasyconymi, 

przeprowadzono taki sam eksperyment także dla CS-OL_45. Przygotowano serię próbek 

o stałym stężeniu kurkuminy (41 μM) i różnych zawartościach CS-OL_45 (0,6 μg/ml – 

0,1 mg/ml), a następnie pozostawiono je w ciemni na mieszadle magnetycznym (100 

rpm) na 30 min przed pomiarami. Zarejestrowane widma fluorescencji dla badanych 

próbek przedstawia Rysunek 31. Pomiary wykonywano przy długości fali wzbudzenia 

422 nm. 

Na podstawie otrzymanych widm emisyjnych wykreślono zależność intensywności 

fluorescencji leku (w maksimum) od stężenia polimeru (Rysunek 32) i wyznaczono 

wartość CAC, tak jak opisano w podpunkcie 4.2 (podrozdział A). Krytyczne stężenie 

agregacji CS-OL_45 w obecności kurkuminy wyniosło 0,019 ± 0,002 mg/ml. Wartość ta 

jest bardzo zbliżona do tej wyznaczonej wcześniej za pomocą sondy DPH (0,018 ± 0,001 

mg/ml). Potwierdza to niewielki wpływ hydrofobowych leków na agregację 

amfifilowych polisacharydów w środowisku wodnym. 

 
Rysunek 31. Widma emisyjne kurkuminy (c = 41 μM, λexc = 422 nm) w PBS w obecności  

CS-OL_45 o wzrastających stężeniach. 
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Rysunek 32. Porównanie znormalizowanych do jedynki intensywności fluorescencji 

kurkuminy (Cur) przy 525 nm i DPH przy 430 nm w funkcji stężenia polimeru CS-OL_45. 

4.13. Stała wnikania kurkuminy do struktur CS-OL 

Zdolność do akumulacji kurkuminy przez struktury CS-OL sprawdzono poprzez 

wyznaczenie stałej wnikania/podziału Kb (Równanie 2) za pomocą techniki 

miareczkowania spektroskopowego. Eksperyment opisano uprzednio w podpunkcie 4.6 

podrozdziału A niniejszej pracy.  

W przypadku CS o mniejszym stopniu podstawienia, nie udało się dopasować danych 

eksperymentalnych do Równania 3, a co za tym idzie - wyznaczyć stałej Kb. Sugeruje to, 

że zwykłe dodanie roztworu leku do zawiesiny CS-OL_10, nie prowadzi do efektywnej 

akumulacji kurkuminy w hydrofobowych domenach.  

Wyniki dla CS-OL_45 przedstawiają Rysunki 33 i 34. Wyznaczona wartość stałej 

wnikania leku dla tego układu wyniosła 9,6 ± 0,7 (mg/ml)-1. Zatem w zawiesinie  

o stężeniu polimeru wynoszącym 1 mg/ml, stężenie kurkuminy w fazie polimerowej jest 

ok. 10 razy większe niż w fazie wodnej. Wartość ta jest prawie 3 razy mniejsza niż  

w przypadku CS-C18_33 (Kb dla tego układu wyniosło 26,5 (mg/ml)-1). Utrudnione 

wnikanie leku wynika prawdopodobnie z upakowania struktur utworzonych przez  



67 

 

CS-OL_45 – łańcuchy makrocząsteczek są gęściej ułożone i hydrofobowe wnętrze 

cząstek jest bardziej zwarte niż w przypadku CS-C18_33. Utrudnia to przedostawanie się 

kurkuminy do środka agregatów. 

 
Rysunek 33. Widma emisyjne kurkuminy (c = 0,7 μM, λexc = 422 nm) w PBS w obecności  

CS-OL_45 o wzrastających stężeniach. 

 
Rysunek 34. Intensywność fluorescencji kurkuminy przy 494 nm w funkcji stężenia  

CS-OL_45. Czerwona linia odpowiada funkcji dopasowanej do punktów pomiarowych 
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zgodnie z Równaniem 3. Przerywaną linią zaznaczono stężenie odpowiadające CAC 

polisacharydu. 

4.14. Zdolność do akumulacji leku i efektywność enkapsulacji 

W celu zbadania potencjału CS-OL_10 do zastosowania jako nośnik kurkuminy, 

wyznaczono parametry DLC i EE dla tego układu. Zdecydowano się przeprowadzić 

badania z polimerem o mniejszym stopniu podstawienia ze względu na prostszą 

preparatykę, która nie wymaga użycia rozpuszczalników organicznych. 

Przygotowano trzy próbki zawiesiny CS-OL_10 różniące się początkową zawartością 

kurkuminy: 5, 10 i 15%. Na podstawie widm absorpcyjnych leku, który nie przyłączył 

się do polimerowych struktur (Rysunek 35), oraz sporządzonej wcześniej krzywej 

kalibracyjnej (Rysunek 23), obliczono masę enkapsulowanego związku, a następnie 

wartości DLC i EE (Tabela 9). 

 
Rysunek 35. Widma absorpcyjne kurkuminy, która nie przyłączyła się do cząstek  

CS-OL_10 (próbki o różnych początkowych zawartościach leku). 

Otrzymane wyniki pokazują, że struktury utworzone przez CS-OL_10 są w stanie 

przyłączać co najmniej 15% wag. kurkuminy (w stosunku do masy polimeru) z dużą 

efektywnością enkapsulacji. Wartości EE przekraczały 90% w każdym z badanych 

układów. Wyniki te są zbliżone do tych uzyskanych dla CS-C18_33, gdzie efektywności 
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enkapsulacji przekraczały 95% (w próbkach do 20% zawartości leku). Skuteczną 

akumulację leku potwierdza również Rysunek 36, który przedstawia fotografię próbek 

kurkuminy dodanej do samego buforu PBS oraz do zawiesiny CS-OL_10  

i zostawionych na mieszadle magnetycznym na ok. 18 godz. (zgodnie z procedurą 

opisaną w podpunkcie 3.2). Na zdjęciu wyraźnie widać, że w probówkach, w których nie 

ma polimeru, kurkumina wytrąciła się z roztworu w postaci widocznych gołym okiem 

cząstek, które szybko opadały na dno. W przypadku obecności polisacharydu w układzie, 

zaobserwowano stabilną zawiesinę bez widocznych cząstek wytrąconej kurkuminy. 

Wskazuje to na efektywne zamknięcie leku w strukturach CS-OL_10. 

Tabela 9. Wartości parametrów DLC i EE dla enkapsulacji kurkuminy (Cur) w układach 

CS-OL_10 o różnych początkowych zawartościach leku. 

Początkowa zawartość 

Cur w próbce [%] 
DLC [%] EE [%] 

5 4,7 95 

10 9,2 92 

15 14,0 93 

 

 
Rysunek 36. Zdjęcie przedstawiające próbki kurkuminy o stężeniu 0,15 mg/ml w samym 

buforze PBS oraz w zawiesinie CS-OL_10 (c = 1 mg/ml) po 18 godz. mieszania. 

Zawartość kurkuminy wynosi 15% względem stężenia polisacharydu. 
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4.15. Badanie stabilności cząstek zawierających kurkuminę 

Stabilność koloidalna to ważna cecha określająca tendencję zawieszonych w cieczy 

cząstek do agregacji, czyli łączenia się ze sobą w większe struktury. Agregacja 

nanocząstek jest procesem niepożądanym w przypadku układów do zastosowań 

biomedycznych, ponieważ może wpływać na toksyczność oraz wychwyt komórkowy 

nośników.110  

W celu zbadania stabilności cząstek CS-OL_10 zawierających kurkuminę (zawartość 

10%) wykorzystano technikę DLS. Wykonano pomiary w czasie (do 70 dni) oraz  

w temperaturze fizjologicznej (37 °C). Uzyskane wartości średniej średnicy 

hydrodynamicznej oraz współczynnika dyspersyjności w dniu przygotowania zawiesiny 

oraz po 4, 11 i 70 dniach zebrano w Tabeli 10. Pomiędzy pomiarami próbka 

przechowywana była w lodówce (4 °C). Wyniki wskazują na dobrą stabilność nośników 

CS-OL_10 z zamkniętym lekiem. Zmiany w rozmiarach cząstek były niewielkie, na co 

wskazuje zarówno średnia wartość średnicy hydrodynamicznej (wzrost o niecałe 10% po 

70 dniach od preparatyki), jak również porównanie rozkładów rozmiarów struktur 

(Rysunek 37) na początku oraz na końcu eksperymentu. Świadczy to o nieznacznej 

agregacji, a co za tym idzie - dobrej stabilności układu przez co najmniej 2 miesiące.  

W przypadku nośników leków, oprócz stabilności w czasie, ważna jest także stabilność 

w warunkach fizjologicznych. Aby ją zbadać, przygotowaną zawiesinę ogrzano do 

temperatury 37 °C i utrzymywano zadaną temperaturę przez co najmniej 20 min przed 

pomiarem DLS. Odpowiednie pH (7,4) oraz stężenie chlorku sodu (0,14 M NaCl) 

zapewniło użycie buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS). Otrzymane rozkłady 

rozmiarów po intensywności rozpraszanego światła w 25 oraz 37 °C przedstawia 

Rysunek 38. Piki na wykresie nakładają się na siebie, co wskazuje na brak zmian  

w rozmiarach cząstek, a więc również na brak agregacji w analizowanej temperaturze.  

Przeprowadzone eksperymenty dowiodły, że dyspersja cząstek CS-OL_10  

z enkapsulowaną kurkuminą jest stabilna przez co najmniej 2 miesiące, a także  

w warunkach imitujących fizjologiczne, tj. temperaturze 37 °C, stężeniu NaCl 

wynoszącym 0,14 M oraz pH równym 7,4. 
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Tabela 10. Wartości średniej średnicy hydrodynamicznej (dz) i współczynnika 

dyspersyjności (wyrażonego jako PDI) dla cząstek CS-OL_10 (c = 0,4 mg/ml) z 10 % Cur 

w różnych dniach od przygotowania próbki. Wyniki przedstawiono w postaci średniej 

wartości ± odchylenie standardowe. 

Dzień od przygotowania dz [nm] PDI 

1 460 ± 5 0,24 ± 0,03 

4 483 ± 7 0,26 ± 0,01 

11 498 ± 18 0,33 ± 0,08 

70 503 ± 19 0,30 ± 0,05 

 

 
Rysunek 37. Rozkłady średnic hydrodynamicznych cząstek CS-OL_10 z 10% kurkuminy 

w dniu preparatyki oraz po 70 dniach uzyskane metodą DLS. 
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Rysunek 38. Rozkłady średnic hydrodynamicznych cząstek CS-OL_10 z 10% kurkuminy 

w temperaturze 25 oraz 37 °C otrzymane metodą DLS. 

4.16. Profil uwalniania kurkuminy 

Profil uwalniania kurkuminy z nanocząstek CS-OL_10 zbadano z wykorzystaniem 

opisanej w literaturze procedury.108,111  Polega ona na przygotowaniu układu 

heterogenicznego składającego się z dwóch faz: zawiesiny polimerowej zawierającej lek 

oraz kwasu oleinowego, stanowiącego fazę organiczną. Kwas oleinowy nie miesza się  

z wodną dyspersją CS-OL i tworzy osobną, górną fazę olejową, ze względu na różnicę  

w gęstościach. Stanowi ona uproszczony model środowiska membrany lipidowej. 

Stykanie się na granicy faz cząstek polimerowych z cząsteczkami kwasu oleinowego, 

imituje oddziaływanie nośnika z błoną komórkową podczas dostarczania leku do 

komórek. Cząstki z zamkniętą kurkuminą ulegają dezintegracji wskutek kontaktu z fazą 

organiczną i lek przechodzi z fazy wodnej do olejowej. Ilość uwolnionej kurkuminy 

wyznaczano za pomocą pomiarów spektroskopowych. W tym celu najpierw sporządzono 

krzywą kalibracyjną. Przygotowano próbki kurkuminy o różnych stężeniach w kwasie 

oleinowym i zmierzono ich widma absorpcyjne (Rysunek 39 – A). Na ich podstawie 

wykreślono zależność absorbancji w maksimum od stężenia leku i do punktów 

pomiarowych dopasowano funkcję liniową (Rysunek 39 – B).  
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Rysunek 39. (A) Widma absorpcyjne roztworów kurkuminy o różnych stężeniach  

w kwasie oleinowym. (B) Zależność absorbancji przy 415 nm od stężenia kurkuminy  

w kwasie oleinowym. Do punktów pomiarowych została dopasowana funkcja liniowa 

(czarna linia).  

 
Rysunek 40. Widma absorpcyjne kurkuminy uwolnionej z cząstek CS-OL_10 do kwasu 

oleinowego po różnym czasie od rozpoczęcia eksperymentu. 
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Aby określić, ile leku zostało uwolnione z nanocząstek, pobierano fazę olejową  

w różnych odstępach czasu i mierzono widma absorpcyjne znajdującej się w niej 

kurkuminy. Wybrane widma pokazano na Rysunku 40. Za pomocą sporządzonej 

wcześniej krzywej kalibracyjnej określano stężenie leku w fazie olejowej, a następnie 

obliczano jaka część kurkuminy została do tej pory uwolniona z polimerowych nośników. 

Otrzymane wyniki przedstawiono w zależności od czasu, jaki minął od rozpoczęcia 

eksperymentu, otrzymując w ten sposób profil uwalniania kurkuminy z cząstek  

CS-OL_10 (Rysunek 41).  

 
Rysunek 41. Profil uwalniania kurkuminy z cząstek CS-OL_10 (c = 1 mg/ml) do kwasu 

oleinowego w 25 °C i pH = 7,4. Dodatkowy wykres przedstawia profil uwalniania  

w pierwszych 6 godz. eksperymentu. 

Początkowo obserwowano liniową zależność ilości uwolnionego leku od czasu, co 

świadczy o kinetyce zerowego rzędu tego procesu. Przez pierwsze 6 godz. do fazy 

olejowej przedostało się ok. 8% całkowitej zawartości kurkuminy w zawiesinie. Nie 

zaobserwowano tzw. efektu „burst release”, czyli gwałtownego uwolnienia dużej ilości 

leku po rozpoczęciu eksperymentu. Z czasem szybkość przechodzenia kurkuminy do 

kwasu oleinowego zaczęła się zmniejszać wraz z ilością pozostałego w zawiesinie leku. 

Prawie całkowite uwolnienie substancji z nośników (ok. 90%) osiągnięto po 10 dniach 

(245 godz.) od rozpoczęcia pomiarów. W przypadku zamknięcia kurkuminy  
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w nanocząstkach z amfifilowego kopolimeru blokowego PS-PAA (poli(styren)-blok-

poli(kwas akrylowy)), 80% substancji zostało uwolnione już po 24 godz. w takich samych 

warunkach temperatury i pH.108 Micele na bazie biokoniugatu alginianiu i kurkuminy 

charakteryzowały się jeszcze szybszą kinetyką – 80% leku przeszło do fazy olejowej już 

po ok. 3 godz., jednak ten eksperyment prowadzony był w temperaturze fizjologicznej.111 

Pokazuje to, że siarczan chondroityny modyfikowany grupami oleilowymi jest 

obiecującym materiałem do potencjalnego zastosowania jako nośnik substancji 

bioaktywnych o przedłużonym uwalnianiu. 
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III. Podsumowanie i wnioski 

W niniejszym rozdziale zbadano samoorganizację różnych amfifilowych pochodnych 

siarczanu chondroityny w środowisku wodnym oraz sprawdzono potencjał tej klasy 

polimerów do tworzenia nośników hydrofobowych substancji bioaktywnych. 

Przeprowadzone badania pozwoliły na wysnucie następujących wniosków: 

• Hydrofobowa modyfikacja siarczanu chondroityny łańcuchami oktadecylowymi 

(C18) oraz oleilowymi (OL) prowadzi do otrzymania pochodnych, które  

w roztworach wodnych samoorganizują się w nanostruktury z hydrofobowymi 

domenami. 

• Otrzymane w ten sposób polimery są materiałami niehomogenicznymi. 

• Stężenie, powyżej którego polisacharydy formują się w agregaty (CAC), wynosi 

kilkadziesiąt μg/ml i zmniejsza się wraz ze wzrastającą ilością hydrofobowych grup 

wprowadzonych do łańcucha polisacharydowego.  

• Rozmiary i morfologia cząstek zależą od stopnia podstawienia polimeru oraz 

łańcucha, którym został zmodyfikowany. Mniej podstawione makrocząsteczki 

tworzą luźne, słabo zdefiniowane i silnie uwodnione nanożele. Zwiększenie DS 

prowadzi do otrzymania bardziej zorganizowanych struktur o gęstym upakowaniu 

łańcuchów polimerowych: miceli cylindrycznych (w przypadku CS-C18_33) oraz 

cząstek o nieregularnych kształtach (CS-OL_45). Przedstawiono to schematycznie 

na Rysunku 42.  

• Agregaty tworzone przez amfifilowe pochodne siarczanu chondroityny 

charakteryzują się ujemnym ładunkiem powierzchniowym. 

• Wykazano, że obecność hydrofobowych związków nie wpływa na wartość CAC 

badanych polimerów. 

• Dodatek kurkuminy do zawiesiny cząstek CS-C18_33 i CS-OL_45 skutkuje 

wnikaniem cząsteczek leku do hydrofobowych domen. Stała wnikania do cząstek  

z grupami oktadecylowymi jest ok. 3 razy większa niż do cząstek zawierających 

grupy oleilowe. Wynika to prawdopodobnie z większego upakowania 

makrocząsteczek w strukturach CS-OL_45. 

• Enkapsulacja kurkuminy w CS-C18_33 prowadzi do zwiększenia się rozmiarów 

wyjściowych miceli oraz zmiany ich morfologii na nieregularne cząstki, w których 

rozmieszczone są nanoagregaty leku.  
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• Zamknięcie kurkuminy w cząstkach CS-OL_10 prowadzi do znacznego zwiększenia 

się ich rozmiarów oraz zmniejszenia dyspersyjności próbki, co wskazuje na 

przekształcenie się luźnego nanożelu w bardziej zorganizowane struktury. Świadczy 

o tym także zmniejszenie się ich potencjału zeta do wartości podobnej jak  

w przypadku agregatów CS-OL_45. 

• Zarówno CS-C18_33, jak i CS-OL_10 charakteryzują się dobrą zdolnością 

akumulacji (DLC) oraz efektywnością enkapsulacji (EE) kurkuminy. 

• Zawiesina cząstek CS-OL_10 z zamkniętym lekiem jest stabilna przez co najmniej 2 

miesiące oraz w warunkach imitujących fizjologiczne. 

• Enkapsulacja kurkuminy w nośnikach CS-OL_10 spowodowała wydłużone 

uwalnianie leku do kwasu oleinowego bez efektu „burst release”. 

Uzyskane wyniki dostarczyły informacji na temat samoorganizacji hydrofobowo 

modyfikowanych polisacharydów w roztworach wodnych oraz pokazały, że są one 

materiałami o dużym potencjale w zastosowaniach jako systemy dostarczania 

hydrofobowych leków.  

 

 
Rysunek 42. Schemat przedstawiający samoorganizację pochodnych CS w środowisku 

wodnym w zależności od stopnia podstawienia łańcucha polisacharydowego grupami 

oktadecylowymi (CS-C18) oraz oleilowymi (CS-OL). Części hydrofilowe 

makrocząsteczek zaznaczono kolorem niebieskim, a hydrofobowe – czerwonym. 
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Rozdział 2  

Oddziaływania amfifilowych pochodnych siarczanu 

chondroityny z membranami lipidowymi 

I. Część teoretyczna  

1. Błony biologiczne 

Zasadniczą cechą żywych organizmów jest kompartmentalizacja (z j. ang. 

compartmentalization)‡, która umożliwia niezakłócony przebieg biologicznym procesom 

zachodzącym w różnych częściach komórek oraz poza nimi. Kompartmentalizację 

zapewniają błony biologiczne, które występują u wszystkich prokariontów i eukariontów 

(a także u niektórych wirusów zwanych otoczkowymi).112   

Błony biologiczne to złożone układy zbudowane z różnych lipidów, białek  

i polisacharydów. Stanowią one granicę pomiędzy cytoplazmą a macierzą 

zewnątrzkomórkową (błony plazmatyczne), a także oddzielają organelle od cytozolu we 

wnętrzu komórek (błony wewnątrzkomórkowe).113 W 1972 r. Singer i Nicolson 

zaprezentowali model błony komórkowej zwany „płynną mozaiką” (Rysunek 43), 

według którego jej rdzeń stanowi dwuwarstwa lipidowa penetrowana przez białka (tzw. 

białka integralne). Zarówno jedne, jak i drugie cząsteczki wykazują silną mobilność  

i swobodnie przemieszczają się w płaszczyźnie membrany wskutek dyfuzji bocznej.114  

Z dwuwarstwą lipidową są także luźno związane białka powierzchniowe, które  

(w przeciwieństwie do białek integralnych) można łatwo oddzielić od błony bez 

niszczenia jej struktury (np. poprzez zmianę wartości pH).115  

Błony komórkowe, dzięki swojej złożonej budowie, pełnią różnorodne funkcje 

biologiczne. Pozwalają na utrzymywanie określonego składu jonów i wartości pH 

wydzielonej przestrzeni. Umożliwiają także kontrolowany transport pomiędzy obszarem 

zewnętrznym i wewnętrznym błony, dzięki obecności specyficznych białek. Ponadto 

uczestniczą w przekazie informacji lub samodzielnie generują sygnały chemiczne lub 

elektryczne.115  

                                                 
‡ Oznacza podział czegoś na części w taki sposób, aby nie doszło do ich zmieszania.245 
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Złożoność i wieloskładnikowość struktury błon biologicznych oraz dynamiczność 

budujących ją komponentów sprawiają, że badania oddziaływań różnorodnych związków 

z prawdziwymi membranami komórkowymi są bardzo trudne. Z tego względu 

opracowuje się sztuczne, uproszczone układy imitujące naturalne błony, oparte na 

dwuwarstwach lipidowych.113  

 

Rysunek 43. Schemat przedstawiający budowę błony komórkowej według modelu 

„płynnej mozaiki”.115 

2. Skład lipidowy błon 

Wszystkie błony komórkowe prokariontów i eukariontów, jak i osłonki wirusów 

otoczkowych, zbudowane są z dwuwarstw lipidowych, na które składają się tysiące 

gatunków molekuł.116 

Lipidy to z definicji organiczne cząsteczki charakteryzujące się słabą rozpuszczalnością 

w wodzie. W przeciwieństwie do białek i cukrów, przynależność do tej grupy związków 

warunkuje ich właściwość fizyczna (słaba rozpuszczalność w wodzie), a nie struktura 

chemiczna. Ze względu na budowę, można podzielić je na dwa podstawowe typy: lipidy, 

które zawierają wiązania estrowe i mogą ulegać hydrolizie (np. fosfolipidy) oraz takie, 

które wiązań estrowych nie posiadają (np. sterole, do których należy cholesterol).117  

Lipidy tworzące membrany komórkowe to głównie amfifilowe cząsteczki zbudowane  

z hydrofobowych łańcuchów węglowodorowych („ogonów”) i hydrofilowych części 

zwanych „głowami”. Taką strukturę mają fosfolipidy, które dzieli się na 

glicerofosfolipidy oraz sfingomieliny. Glicerofosfolipidy zawierają szkielet z gliceryny, 

która połączona jest wiązaniami estrowymi z dwoma cząsteczkami kwasów 
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tłuszczowych oraz jedną cząsteczką kwasu fosforowego. Ponadto grupa fosforanowa 

może tworzyć kolejne wiązanie estrowe z cząsteczką alkoholu, taką jak cholina, 

etanoloamina, seryna, glicerol czy inozytol (Tabela 11). Części hydrofobowe lipidów 

także są bardzo zróżnicowane. Łańcuchy węglowodorowe różnią się zarówno ilością 

atomów węgla, jak i stopniem nasycenia.118 Budowę glicerofosfolipidu na przykładzie 

fosfatydylocholiny z dwoma resztami kwasu palmitynowego (DPPC - 1,2-dipalmitylo-

sn-glicero-3-fosfocholina) przedstawia Rysunek 44.  

 

Rysunek 44. Budowa glicerofosfolipidu na przykładzie cząsteczki DPPC  

(1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-fosfocholiny).115 

Ładunek wypadkowy cząsteczki fosfolipidu zależy od ładunku alkoholu przyłączonego 

do reszty fosforanowej. Fosfatydylocholina (PC) oraz fosfatydyloetanoloamina (PE) są 

zwitterjonowe w obojętnym pH, natomiast fosfatydyloseryna (PS), fosfatydyloglicerol 

(PG) oraz fosfatydyloinozytol (PI) mają wypadkowy ładunek ujemny. Szczególnym 

przypadkiem fosfolipidu opartego na glicerolu jest kardiolipina, która jest dimerem 

dwóch cząsteczek (Rysunek 45). Posiada ona aż dwa ujemne ładunki zlokalizowane na 

atomach tlenu reszt fosforanowych. Dodatnio naładowane lipidy naturalnie nie występują 

w przyrodzie.118  
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Tabela 11. Podział glicerofosfolipidów ze względu na rodzaj podstawnika przyłączonego 

do reszty fosforanowej. 

Podstawnik alkoholowy 
Klasa 

glicerofosfolipidu 

Ładunek 

wypadkowy 

cząsteczki 

brak - kwas fosfatydowy (PA) ujemny 

cholina 

 

fosfatydylocholina (PC) zwitterjon 

etanoloamina 
 

fosfatydyloetanoloamina 

(PE) 
zwitterjon 

seryna 

 

fosfatydyloseryna (PS) ujemny 

glicerol 

(gliceryna) 
 

fosfatydyloglicerol (PG) ujemny 

inozytol 

 

fosfatydyloinozytol (PI) ujemny 

 

Drugą klasą fosfolipidów są sfingomieliny. Różnią się od glicerofosfolipidów tym, że ich 

szkieletu nie stanowi gliceryna, lecz nienasycony aminoalkohol o nazwie sfingozyna 

(Rysunek 45). Przykładami innych lipidów występujących w błonach komórkowych są 

ceramidy (także posiadają sfingozynę w swojej strukturze) oraz cholesterol (który zalicza 

się do odrębnej grupy steroli i nie posiada budowy amfifilowej).118 Podobieństwo 

strukturalne do cholesterolu wykazują ergosterol i lanosterol. Podczas gdy cholesterol 

występuje głównie w komórkach zwierzęcych, ergosterol jest ważnym składnikiem błon 

plazmatycznych grzybów, a lanosterol niektórych membran prokariotycznych (jest także 

chemicznym prekursorem cholesterolu i ergosterolu).119,120 Inną klasą lipidów, o której 
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należy wspomnieć omawiając skład błon komórkowych, są glikolipidy. Wyróżniają się 

one obecnością łańcuchów cukrowych w swojej budowie. Przykładem są gangliozydy 

oparte na ceramidzie, które charakteryzują się dużo bardziej skomplikowaną budową niż 

inne lipidy błonowe. W swojej domenie hydrofilowej posiadają one łańcuch 

oligosacharydowy, a także jedną lub więcej reszt kwasu sjalowego.116,121 Struktury 

chemiczne wybranych lipidów widoczne są na Rysunku 45.  

 

Rysunek 45. Struktury chemiczne niektórych lipidów budujących błony komórkowe. 

Skład lipidowy membrany jest zróżnicowany i ściśle zależny nie tylko od rodzaju 

komórki, ale nawet od typu organellum. W Tabeli 12 przedstawiono zawartość 

procentową poszczególnych lipidów w błonach biologicznych komórek wątroby 

szczura.122 Większość lipidów budujących membrany to fosfolipidy, jednak zawartości 

poszczególnych klas cząsteczek różnią się w zależności od organellum. Przykładowo,  
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w błonach retikulum endoplazmatycznego i jądra komórkowego jest ponad dwa razy 

więcej fosfatydylocholiny niż w błonie plazmatycznej. Mitochondria natomiast posiadają 

aż 14% (wag.) kardiolipiny, co sprawia, że ich błona jest mocno naładowana.  

W pozostałych organellach stwierdzono jedynie znikome ilości tego lipidu lub jego 

zupełny brak. Inną istotną grupą związków są sterole. W błonie plazmatycznej badanych 

komórek występuje aż 19% cholesterolu (Tabela 12). Ponadto wykazano, że stanowi on 

do 20% błon komórkowych erytrocytów oraz innych błon plazmatycznych.118  

Skład lipidów w błonach biologicznych jest inny nie tylko w różnych komórkach  

i organellach, ale także różni się pomiędzy monowarstwą zewnętrzną i wewnętrzną tej 

samej membrany. W przypadku ludzkich erytrocytów zaobserwowano kilkukrotnie 

większą zawartość sfingomieliny i fosfatydylocholiny w warstwie zewnętrznej błony  

w porównaniu do wewnętrznej. Zupełnie odwrotną zależność wykazano dla 

fosfatydyloetanoloaminy. Okazało się także, że fosfatydyloseryna występuje głównie  

w monowarstwie wewnętrznej.123 Pokazuje to, że błony biologiczne są zbudowane 

asymetrycznie. Co więcej, potencjał spoczynkowy (różnica potencjałów pomiędzy 

dwoma stronami membrany) neuronów wynosi ok -70 mV i jest on spowodowany 

właśnie asymetrycznym rozmieszczeniem naładowanych lipidów w dwuwarstwie.118 

Powszechnie wiadomo także, iż składniki błony nie zawsze są rozmieszczone regularnie 

nawet w obrębie monowarstwy. Lipidy mają bowiem tendencję do segregacji i tworzenia 

mikrodomen w wyniku separacji faz.113   

Ogromna różnorodność w budowie lipidów oraz nieregularność w ich rozmieszczeniu 

nawet w obrębie jednej monowarstwy pokazują, że błony biologiczne to niezwykle 

złożone i skomplikowane struktury. 

Tabela 12. Skład lipidowy (wyrażony w % wag.) błon biologicznych w komórkach 

wątroby szczura.118,122 Oznaczenia: PC – fosfatydylocholina, PE – 

fosfatydyloetanoloamina, PS – fosfatydyloseryna, PI – fosfatydyloinozytol, SM – 

sfingomielina, CL – kardiolipina, GL – glikolipidy, Chol – cholesterol. Myślnik (-) 

oznacza, że wartość nie została określona. 

Błona PC PE PS PI SM CL GL Chol Inne 

plazmatyczna 18 12 7 3 12 0 8 19 21 
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retikulum 

endoplazmatyczne 
48 19 4 8 5 0 - 6 10 

aparat Golgiego 25 9 3 5 7 0 0 8 43 

lizosom 23 13 - 6 23 ~5 - 14 16 

jądro komórkowe 44 17 4 6 3 1 - 10 15 

mitochondrium 38 29 0 3 0 14 - 3 13 

 

3. Agregaty lipidowe 

Jak wspomniano wcześniej, lipidy budujące błony biologiczne to w większości związki 

amfifilowe. Obecność zarówno części hydrofilowej (polarnej głowy), jak i hydrofobowej 

(węglowodorowego ogona) w strukturze tych związków, powoduje ich spontaniczną 

samoorganizację w roztworze ze względu na efekt hydrofobowy.115,124–126 Lipidy  

w postaci monomerów występują tylko przy bardzo niskich stężeniach, ponieważ kontakt 

niepolarnych ogonów z cząsteczkami wody skutkuje zmniejszeniem się entropii 

rozpuszczalnika. Dzieje się tak, ponieważ obecność hydrofobowych łańcuchów 

powoduje powstawanie luk w strukturze sieci wody, co skutkuje zmniejszeniem się 

swobody ruchów cząsteczek rozpuszczalnika i wzrostem stopnia ich uporządkowania. 

Organizowanie się lipidów w struktury o różnych morfologiach prowadzi do zwiększenia 

entropii układu (pomimo wzrostu uporządkowania fazy lipidowej) w wyniku 

ograniczenia kontaktu hydrofobowych ogonów z cząsteczkami wody, a co za tym idzie – 

wzrostu ich nieuporządkowania.118,127,128   

Morfologia obiektów tworzonych w wyniku procesu samoorganizacji lipidów  

w środowisku wodnym zależy od parametru upakowania P (Równanie 6): 

𝑃 =  
𝑉

𝐴∙𝑙
                                                         ( 6 ) 

gdzie V to objętość części hydrofobowej, A – powierzchnia przekroju poprzecznego 

części hydrofilowej i l – długość łańcucha węglowodorowego.115 W zależności od 

wartości P cząsteczki formują się w agregaty o różnych morfologiach – od miceli (mały 
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udział części hydrofobowej – np. lipidy z dużą częścią polarną i jednym łańcuchem 

węglowodorowym), przez dwuwarstwy, po micele odwrócone (duży udział części 

hydrofobowej – np. lipidy z małą częścią polarną i dwoma łańcuchami 

hydrofobowymi).129 Schematyczne przedstawienie zależności morfologii agregatów 

lipidowych od wartości parametru upakowania przedstawia Rysunek 46. Trzeba jednak 

podkreślić, że nie tylko budowa cząsteczki wpływa na strukturę agregatów, ale także takie 

parametry jak stężenie, temperatura, pH czy siła jonowa roztworu.115,130 Przykładowo,  

w obojętnym pH fosfatydylocholina i fosfatydyloseryna samoorganizują się  

w dwuwarstwy, natomiast w środowisku kwasowym – w micele odwrócone. Taka sama 

zmiana obserwowana jest dla cząsteczek kardiolipiny w obecności kationów wapnia.115 

Samoorganizacja lipidów występuje powyżej określonego ich stężenia - tzw. krytycznego 

stężenia agregacji (CAC – z j. ang. critical aggregation concentration), często zwanego 

również krytycznym stężeniem micelizacji (CMC – z j. ang. critical micelle 

concentration).131 Typowa wartość CAC dla związków tworzących dwuwarstwy 

znajduje się w zakresie od 10-10 do 10-6 M, natomiast dla lipidów samoorganizujących się 

w micele – od 10-5 do 10-2 M.127,131 

 

Rysunek 46. Schematyczne przedstawienie zależności struktury agregatów 

fosfolipidowych w środowisku wodnym od parametru upakowania (P).130 

3.1. Liposomy 

Fosfolipidy, czyli najliczniejsza grupa lipidów błon komórkowych, tworzą głównie 

dwuwarstwy, które formują się w pęcherzyki zwane liposomami. W układach 

zawierających przeważającą ilość cząsteczek rozpuszczalnika powstawanie płaskiej 
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dwuwarstwy jest utrudnione.127 Na jej krawędziach dochodzi do kontaktu łańcuchów 

węglowodorowych z wodą, co związane jest z występowaniem tzw. energii brzegowej. 

Układ dąży do jej zminimalizowania, dlatego dwuwarstwa zagina się i zamyka, tworząc 

pęcherzyk i tym samym eliminując niekorzystną ekspozycję krawędzi (Rysunek 47). 

Proces ten wiąże się jednak z występowaniem innego rodzaju energii – zagięcia. Dlatego 

w trakcie zamykania się dwuwarstwy całkowita energia układu najpierw wzrasta (ze 

względu na udział energii zagięcia), a kiedy krawędzie membrany spotykają się i znikają 

– maleje.132,133 

 

Rysunek 47. Schemat przedstawiający strukturę jednowarstwowego liposomu.115 

Hydrofilowe głowy lipidów zaznaczono na czerwono, natomiast hydrofobowe łańcuchy 

na czarno. 

W zależności od sposobu preparatyki próbki, możliwe jest otrzymanie różnych rodzajów 

liposomów. Klasyfikuje się je na podstawie rozmiarów oraz ilości dwuwarstw: 

• małe i jednowarstwowe pęcherzyki (SUV – z j. ang. small unilamellar vesicles)  

- o średnicach w zakresie 20 – 100 nm, 

• duże i jednowarstwowe pęcherzyki (LUV – z j. ang. large unilamellar vesicles)  

- o średnicach powyżej 100 nm, 

• kilkuwarstwowe pęcherzyki (OLV – z j. ang. oligolamellar vesicles)  

- w których wewnętrzny rdzeń wodny jest otoczony przez kilka dwuwarstw 

lipidowych (średnice 100 – 500 nm) 

• duże i wielowarstwowe pęcherzyki (MLV – z j. ang. multilamellar vesicles)  

- charakteryzują się znacznie większą ilością dwuwarstw niż OLV i średnicami 

powyżej 500 nm, 
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• olbrzymie jednowarstwowe pęcherzyki (GUV – z j. ang. giant unilamellar vesicles) 

- o średnicach przekraczającej 1 μm, 

• wielopęcherzykowe liposomy (MVV – z j. ang. multivesicular vesicles)  

- o średnicach przekraczających 1 μm i wnętrzu zawierającym kilka mniejszych 

pęcherzyków.115 

Liposomy są nieustannym przedmiotem badań od czasu ich odkrycia przez Banghama  

w latach 60-tych ubiegłego wieku. Ze względu na podobieństwo strukturalne do 

prawdziwych błon biologicznych znalazły one zastosowanie jako nośniki leków, 

antygenów, środków diagnostycznych oraz innych substancji terapeutycznych  

w transporcie do komórek docelowych.115 Ponadto są one powszechnie stosowane jako 

proste modele błon biologicznych, np. w badaniach oddziaływań leków z membranami 

komórkowymi.113 

4. Przejścia fazowe w dwuwarstwach lipidowych 

Dwuwarstwy lipidowe wykazują termotropowy (wywołany zmianami temperatury) oraz 

liotropowy (wywołany zmianami w uwodnieniu) polimorfizm strukturalny. W zależności 

od warunków mogą występować one w kilku stanach (fazach). Na to w jakiej fazie 

występuje dana membrana ma wpływ nie tylko temperatura i stopień uwodnienia, ale 

także struktura chemiczna budujących ją lipidów oraz czynniki zewnętrzne, takie jak 

ciśnienie, pH czy siła jonowa.134,135 

 
Rysunek 48. Schematy przedstawiające fazy, w których mogą występować dwuwarstwy 

lipidowe.134 Oznaczenia: Lc – faza krystaliczna, Lβ i Lβ’ – fazy żelowe, Pβ’ – faza 

pofałdowana, Lα – faza ciekłokrystaliczna. 

Na Rysunku 48 schematycznie przedstawiono przejścia fazowe dwuwarstw lipidowych.  

W najniższej temperaturze membrany zwykle występują w fazie krystalicznej (Lc), która 

charakteryzuje się największym uporządkowaniem i najmniejszą płynnością. Wszystkie 

łańcuchy węglowodorowe posiadają konformację typu all-trans (Rysunek 49) i są 
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nachylone względem normalnej dwuwarstwy. Polarne głowy lipidów są ciasno ułożone, 

co ogranicza ich ruch i uniemożliwia cząsteczkom wody penetrację w głąb 

membrany.115,118 Zwiększenie temperatury prowadzi do powstania fazy żelowej, która  

w zależności od struktury chemicznej polarnej głowy cząsteczek może być fazą żelową 

Lβ (np. dla PE) lub Lβ’ (np. dla PC). W pierwszej z nich łańcuchy hydrofobowe są ułożone 

równolegle w odniesieniu do normalnej dwuwarstwy, a w drugiej wykazują nachylenie. 

Stany żelowe wciąż odznaczają się dużym uporządkowaniem hydrofobowych ogonów, 

jednak jest ono mniejsze niż w fazie krystalicznej. Membrana jest także bardziej 

uwodniona.134 W wyższych temperaturach dochodzi do głównego przejścia fazowego 

dwuwarstwy, czyli przejścia do stanu ciekłokrystalicznego (Lα), które opiera się głównie 

na topnieniu łańcuchów alifatycznych (zmian konformacji trans na gauche – Rysunek 

49) i charakteryzuje największą płynnością membrany. Ogony lipidowe wyróżniają się 

brakiem uporządkowania oraz dużą ruchliwością, nie wykazują także nachylenia.134,135 

Większa ilość zgięć łańcucha (około 4-5 wiązań gauche na jeden łańcuch w przypadku 

DPPC) powoduje skrócenie jego długości i zwiększenie powierzchni przypadającej na 

cząsteczkę, zatem dwuwarstwa staje się cieńsza.115,136 Ponadto luźniejsze upakowanie 

polarnych głów umożliwia penetrację membrany przez większą ilość cząsteczek 

wody.118,135 Z biologicznego punktu widzenia faza ciekłokrystaliczna jest tą 

najważniejszą, ponieważ w takim stanie występują błony komórkowe żywych 

organizmów.137  

W przypadku niektórych lipidów przejście z fazy żelowej do fazy ciekłokrystalicznej 

następuje w dwóch etapach. Najpierw ma miejsce przejście do tzw. fazy pofałdowanej 

(Pβ’), zwane przedprzejściem, a dopiero następnie występuje główne przejście fazowe do 

stanu Lα.134 Faza pofałdowana charakteryzuje się periodycznie pofalowaną powierzchnią 

membrany, wynikającą z pojawienia się domen zawierających łańcuchy lipidowe bogate 

w konformacje gauche.138 W porównaniu do stanu żelowego, przestrzeń pomiędzy 

głowami jest bardziej uwodniona, a średni stopień uporządkowania hydrofobowych 

ogonów – mniejszy. Zwiększa się także grubość dwuwarstwy.118,135 Występowanie 

przedprzejścia zależy od grupy polarnej lipidów.138 Nie występuje ono  

w fosfatydyloetanoloaminie (PE)139,140 i glikolipidach141, odznaczają się nim natomiast 

fosfatydylocholina (PC) oraz fosfatydyloglicerol (PG).142 Wpływ na przedprzejście ma 

także długość łańcucha alifatycznego.118,134 Zaobserwowano, że różnica pomiędzy 

temperaturami głównego przejścia fazowego i przedprzejścia zmniejsza się wraz ze 

wzrastającą ilością atomów węgla w łańcuchu.143 



89 

 

 
Rysunek 49. Schemat przedstawiający konformacje trans (po lewej) i gauche (po prawej) 

łańcuchów lipidowych.144 

5. Skaningowa kalorymetria różnicowa w badaniu przejść fazowych 

dwuwarstw lipidowych 

Skaningowa kalorymetria różnicowa (DSC – z j. ang. differential scanning calorimetry) 

to najczęściej stosowana technika do badania efektów termicznych w różnych 

materiałach.145 Pozwala ona na określanie właściwości termodynamicznych substancji  

i jest powszechnie wykorzystywana do badań nad biomakromolekułami, np. badań 

denaturacji białek i kwasów nukleinowych oraz przejść fazowych lipidów. Ponadto 

metoda DSC jest stosowana do analizy oddziaływań pomiędzy biomolekułami, takimi 

jak lipidy – białka, białka – kwasy nukleinowe, czy oddziaływania leków z dwuwarstwą 

lipidową.146  

Budowę kalorymetru różnicowego przedstawiono schematycznie na Rysunku 50. Składa 

się on z dwóch celek – referencyjnej, w której umieszcza się odnośnik (zwykle wodę lub 

bufor, w którym przygotowano próbkę) oraz badawczej, zawierającej analizowaną 

substancję. Celki umieszczone są w płaszczu grzewczym z dwoma grzejnikami  

i w trakcie pomiaru dostarczane jest do nich ciepło ze stałą szybkością. Moc grzejników 

dobierana jest w taki sposób, aby w obydwu celkach utrzymać identyczną temperaturę. 

Pochłanianie lub wydzielanie ciepła przez próbkę, spowodowane jakąś przemianą 

fizyczną, jest kompensowane przez grzejnik. W trakcie pomiaru rejestrowana jest tzw. 

moc różnicowa (DP – z j. ang. differential power), czyli różnica mocy grzejników celki 

badawczej i referencyjnej (w której nie zachodzą żadne egzo- i endotermiczne procesy). 
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DP jest przedstawiane na wykresie w funkcji temperatury i stanowi bazowy wynik 

pomiaru. Po uwzględnieniu stężenia oraz masy molowej badanego związku, termogram 

przedstawiany jest jako zależność molowej pojemności cieplnej od temperatury.118 

 

Rysunek 50. Budowa kalorymetru różnicowego wykorzystywanego w technice DSC.147 

Na Rysunku 51 widoczna jest przykładowa krzywa DSC. Najważniejsze parametry 

termodynamiczne jakie można wyznaczyć na jej podstawie to: 

• Tm – temperatura przejścia fazowego (temperatura w maksimum piku), 

• ΔT1/2 – kooperatywność przejścia fazowego (szerokość piku w połowie wysokości), 

• ΔH – zmiana entalpii procesu (odpowiadająca powierzchni pod pikiem), 

• ΔS – zmiana entropii procesu (obliczona z zależności ΔS = ΔH / Tm).118 

DSC pozwala na badanie termotropowego zachowania jednoskładnikowych oraz 

mieszanych dwuwarstw lipidowych.148–151 Technika ta jest także powszechnie 

wykorzystywana do sprawdzania wpływu leków i innych związków na ich 

właściwości.152–155 Najczęściej stosowanym układem w badaniach DSC są 

wielowarstwowe pęcherzyki (MLV), ponieważ odznaczają się łatwą preparatyką i są 

najbardziej stabilnymi modelowymi układami lipidowymi. Co więcej, zawiesiny MLV 

są bardziej homogeniczne i dają intensywniejsze sygnały o lepszej rozdzielczości  

w porównaniu do pęcherzyków jednowarstwowych SUV i LUV.156 Skład liposomów 

można dobierać w zależności od rodzaju błony, którą chcemy naśladować, należy jednak 

mieć na uwadze ograniczenia związane z metodą i aparaturą (np. brak możliwości 

badania przejść fazowych w roztworach wodnych poniżej 0 °C).156 Najczęściej badanymi 
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lipidami za pomocą DSC są w pełni nasycone fosfatydylocholiny z dwoma identycznymi 

łańcuchami węglowodorowymi: DPPC (Rysunek 44) oraz krótszy DMPC  

(1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfocholina – 14 atomów węgla w hydrofobowych 

ogonach). Związki te charakteryzują ostre i symetryczne piki głównych przejść 

fazowych.157  

 
Rysunek 51. Przykładowa krzywa DSC wraz z opisem wyznaczonych na jej podstawie 

parametrów termodynamicznych.145 

Termogram DSC dla dwuwarstwy DMPC znajduje się na Rysunku 52. Na jego podstawie 

można stwierdzić, że temperatura przejścia do fazy ciekłokrystalicznej dla tego lipidu 

wynosi ok. 24 °C. Proces ten jest endotermiczny, a ΔH ma wartość ok. 24 kJ/mol. Ponadto 

wąski i ostry pik świadczy o dużej kooperatywności tej przemiany. Kooperatywność 

przejścia fazowego dwuwarstwy związana jest z ilością cząsteczek, które przechodzą 

przemianę jednocześnie – im węższy pik, tym większa grupa lipidów, które topnieją  

w tym samym czasie. Na krzywej widoczny jest także drugi, mniejszy pik odpowiadający 
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przedprzejściu (faza żelowa Lβ’ → faza pofałdowana Pβ’), charakterystyczny dla tej klasy 

lipidów. Ten rodzaj przemiany fazowej odznacza się zdecydowanie mniejszą 

kooperatywnością.118 

Długość łańcuchów oraz stopień ich nasycenia wpływa na parametry termodynamiczne 

przemian fazowych fosfatydylocholiny. Zaobserwowano, że wraz ze zwiększającą się 

ilością atomów węgla w hydrofobowych ogonach, wzrasta zarówno temperatura 

głównego przejścia fazowego, jak i zmiana entalpii tego procesu.118 Co więcej, różnica 

pomiędzy temperaturą głównego przejścia oraz przedprzejścia zmniejsza się wraz  

z długością łańcuchów, a przy 22 atomach węgla obydwa piki pokrywają się.143 Obecność 

wiązania podwójnego skutkuje natomiast zmniejszeniem wartości temperatury, przy 

której dwuwarstwa występuje w stanie ciekłokrystalicznym.158 

Pomiary DSC układów liposomów z dodatkiem różnych substancji (np. leków, białek, 

polimerów czy systemów dostarczania leków) pozwalają na badanie oddziaływań 

pomiędzy membraną a danym związkiem.113 Zmiany w wartościach parametrów 

termodynamicznych przejść fazowych względem „czystej” membrany oraz w ilości  

i kształcie pików pozwalają na wyciągnięcie informacji o wpływie danego materiału na 

właściwości modelowej błony biologicznej.156  

 

Rysunek 52. Krzywa DSC zarejestrowana dla dwuwarstwy DMPC.118 Na wykresie 

zaznaczono piki przejść fazowych oraz schematycznie przedstawiono fazy, w jakich 

znajduje się membrana. 

‚ ‚ 
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6. Oddziaływania polimerów z membranami lipidowymi 

Zrozumienie oddziaływań polimerów i polimerowych nanocząstek z błonami 

biologicznymi jest istotną kwestią w przypadku układów projektowanych pod kątem 

zastosowań medycznych. Umożliwia to przewidywanie toksyczności materiałów oraz 

efektywności dostarczania przez nie ładunku do komórek. Ponadto określenie korelacji 

pomiędzy strukturą makrocząsteczek a ich wpływem na membrany pozwala na 

skuteczniejsze opracowywanie nowych biomateriałów.113  

Jak zaznaczono na początku rozdziału, prawdziwe błony komórkowe są bardzo 

złożonymi i wieloskładnikowymi strukturami, dlatego często w badaniach wykorzystuje 

się ich sztuczne, uproszczone modele zbudowane z lipidów. Oprócz wspomnianych 

wcześniej liposomów, są to także monowarstwy Langmuira, czyli pojedyncze warstwy 

cząsteczek lipidów utworzone na granicy faz woda/powietrze, a także dwuwarstwy 

naniesione na podłoże stałe, tzw. SLB (z j. ang. supported lipid bilayers).113 

Oddziaływania polimerów oraz ich agregatów z liposomami można badać za pomocą 

różnych technik eksperymentalnych, m. in. rozpraszania światła, mikroskopowych, 

spektroskopowych czy kalorymetrycznych. Coraz częściej wykorzystywane są także 

symulacje komputerowe metodą dynamiki molekularnej.159–161  

• Rozpraszanie światła (DLS i ELS) – pomiary te pozwalają określić, czy 

oddziaływanie z danym związkiem prowadzi do zwiększenia rozmiarów (agregacji) 

liposomów. W przypadku makrocząsteczek obdarzonych ładunkiem dostarczają 

także informacji na temat jego adsorpcji na powierzchni dwuwarstwy (zmiany 

potencjału zeta).162,163 

• Mikroskopia cryo-TEM – obrazowanie próbek tą techniką umożliwia określenie 

zmian w morfologii pęcherzyków wywołanych działaniem polimeru/cząstek 

polimerowych.163,164 

• Spektroskopia fluorescencyjna – enkapsulacja barwnika posiadającego właściwości 

samowygaszające fluorescencję powyżej pewnego stężenia (np. kalceiny) pozwala 

na badanie zmian w przepuszczalności dwuwarstwy lipidowej, które mogą być 

spowodowane powstaniem porów lub zniszczeniem struktury membrany.159,160 

• Anizotropia fluorescencji – wyznaczanie anizotropii fluorescencji sond DPH oraz jej 

kationowej pochodnej TMA-DPH, które lokalizują się w hydrofobowym wnętrzu 

błony, pozwala na określenie płynności membrany oraz jej zmian w wyniku 

oddziaływania z polimerem.165,166 
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• DSC – technika pozwala na określenie wpływu makrocząsteczek na zachowanie 

termotropowe błony (opis w punkcie 5). 

• Izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC – z j. ang. isothermal titration 

calorimetry) – jest to metoda kalorymetryczna, dzięki której możliwe jest zbadanie 

termodynamiki procesu oddziaływania polimeru z dwuwarstwą lipidową. ITC 

pozwala na wyznaczenie entalpii (ΔH) i stałej (K) procesu asocjacji, na podstawie 

których można wyznaczyć zmiany entalpii swobodnej (ΔH) oraz entropii (ΔS), które 

towarzyszą badanej interakcji.166,167 

Istnieją różne mechanizmy oddziaływania polimerów z modelowymi membranami 

lipidowymi. Łańcuchy makrocząsteczek mogą adsorbować się na ich powierzchni163, 

penetrować membranę na różne głębokości160, tworzyć pory159 lub prowadzić do 

przerwania dwuwarstwy i powstania innych agregatów168. Na rodzaj i siłę tych 

oddziaływań wpływają właściwości fizykochemiczne polimerów takie jak hydrofilowość 

i hydrofobowość, struktura makrocząsteczki (liniowa, rozgałęziona), ładunek 

powierzchniowy, rozmiar tworzonych cząstek oraz skład lipidowy membrany.113,162  

W momencie powstawania tej rozprawy nie znaleziono publikacji dotyczących badań nad 

oddziaływaniami amfifilowych pochodnych siarczanu chondroityny z modelowymi 

membranami lipidowymi, co wskazuje na innowacyjność tematu. W przypadku 

niemodyfikowanego polisacharydu Satoh i in. (2020) wykazali, że w warunkach 

fizjologicznych oddziałuje on z fosfatydylocholiną, natomiast z innymi lipidami 

(fosfatydyloetanoloaminą, fosfatydyloseryną i fosfatydyloinozytolem) już nie. Prowadzi 

to do osadzenia się łańcuchów na powierzchni membrany i utworzenia mikrodomen 

bogatych w molekuły PC oraz ograniczenia dyfuzji poprzecznej tych cząsteczek. Ponadto 

zasugerowali oni, że oddziaływania CS z PC mają charakter hydrofobowy.169 Badania  

z wykorzystaniem monowarstw lipidowych złożonych z fosfatydylocholiny lub 

fosfatydyloglicerolu wskazały na adsorpcję CS na obydwu membranach i jego 

oddziaływania z polarnymi głowami, a także znikomą penetrację części hydrofobowej. 

Zmiany w elastyczności monowarstwy, przy upakowaniu lipidów odpowiadającym 

prawdziwej błonie komórkowej, były niewielkie. Zaobserwowano natomiast, że ładunek 

hydrofilowej grupy wpływa na zmiany w organizacji niepolarnych łańcuchów, 

spowodowane oddziaływaniem z polisacharydem – CS wywoływał uporządkowanie 

hydrofobowych ogonów PC, natomiast nieuporządkowanie łańcuchów PG.170 Szekeres  

i in. (2021) przedstawili badania dotyczące oddziaływania CS z PC w obecności jonów 
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Ca2+, które stanowią „mostki” pomiędzy ujemnie naładowanymi grupami 

glikozoaminoglikanów i grupami fosforanowymi lipidów.171,172 W takim układzie 

dochodzi do reorientacji polarnych głów PC, ale organizacja niepolarnych ogonów 

pozostaje w większości niezmieniona.171 

Zostało udowodnione, że obecność hydrofobowych grup bocznych w makrocząsteczce 

znacząco wpływa na oddziaływania polimeru z membranami.160,173,174 Przykładowo, 

długość węglowodorowych łańcuchów przyłączonych do pochodnej PAH 

(poli(chlorowodorku alliloaminy)) warunkuje jej zdolność do adsorpcji na powierzchni 

membrany POPC – zwiększa się ona wraz z ilością atomów węgla w grupach bocznych. 

Jednak w przypadku tendencji do tworzenia porów w pęcherzykach większy wpływ 

okazała się mieć ilość grup hydrofobowych (stopień podstawienia) niż ich długość.160 

Pomiary DSC dla układu chitozan – DPPC pokazały natomiast, że sam polisacharyd 

nieznacznie wpływa na główne przejście fazowe dwuwarstwy i powoduje niewielkie 

zmniejszenie wartości zmiany entalpii procesu jej przejścia do stanu 

ciekłokrystalicznego. Wprowadzenie hydrofobowej grupy do struktury chitozanu 

przyczyniło się do zwiększenia jego oddziaływań z membraną i prawie dwukrotnego 

zmniejszenia ΔH przejścia fazowego DPPC.175  
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II. Część doświadczalna 

1. Materiały i odczynniki 

• polimery CS-C18_8 (DS ~8%), CS-C18_33 (DS ~33%) - synteza opisana  

w rozdziale 1 

• polimery CS-OL_10 (DS ~10%), CS-OL_45 (DS ~45%) - synteza opisana  

w rozdziale 1 

• 1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfocholina - POPC (≥ 99%, Avanti Polar 

Lipids) 

 

Rysunek 53. Struktura chemiczna POPC. 

• 1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-fosfocholina – DPPC (≥ 99%, Avanti Polar Lipids) – 

strukturę chemiczną DPPC przedstawia Rysunek 44 

• kalceina (Sigma-Aldrich) 

• Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 

• buforowana fosforanem sól fizjologiczna – PBS (tabletki, Sigma-Aldrich); skład 

roztworu po rozpuszczeniu w 200 ml wody dejonizowanej: KCl 0,0027 M, NaCl 

0,137 M, pH = 7,4. 

• Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich) 

• zestaw do oznaczania stężenia fosfolipidów - Phosphatidylcholine Assay Kit (Sigma-

Aldrich) 

• chloroform stabilizowany amylenem (cz.d.a., Chempur) 

• woda dejonizowana 

2. Metody badawcze i aparatura 

2.1. Dynamiczne i elektroforetyczne rozpraszanie światła 

Opis znajduje się w rozdziale 1 (podpunkt 2.1). 
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2.2. Kriogeniczna transmisyjna mikroskopia elektronowa 

Obrazowanie cryo-TEM wykonano w Narodowym Centrum Promieniowania 

Synchrotronowego SOLARIS w Krakowie. Opis znajduje się w rozdziale 1 (podpunkt 

2.4). 

2.3. Spektroskopia fluorescencyjna 

Opis znajduje się w rozdziale 1 (podpunkt 2.2). 

2.4. Skaningowa kalorymetria różnicowa 

Pomiary techniką skaningowej kalorymetrii różnicowej (DSC) zostały wykonane przy 

użyciu mikrokalorymetru Nano DSC TA Instruments z wbudowanymi celkami  

o pojemności 0,3 cm3. Wszystkie próbki były przygotowywane w buforze PBS oraz 

odgazowywane przed pomiarami. Termogramy rejestrowano w zakresie temperatur  

5 – 55 °C z szybkością skanowania 0,5 °C/min. Jako odnośnik stosowano bufor PBS. Dla 

każdego układu skanowanie powtarzano co najmniej 5 razy. Od otrzymanych 

termogramów odjęto linię bazową – krzywą DSC zarejestrowaną dla samego buforu PBS. 

3. Procedury badawcze 

3.1. Preparatyka liposomów 

Liposomy SUV (małe i jednowarstwowe pęcherzyki) przygotowano z zwitterjonowego 

lipidu POPC. Związek odważono do szklanej fiolki i dodano małą objętość chloroformu, 

tylko do rozpuszczenia się substancji. Rozpuszczalnik następnie odparowano 

strumieniem azotu i do powstałego suchego filmu lipidowego dodano odpowiednią 

objętość buforu PBS - do otrzymania stężenia POPC 2,5 mg/ml. Próbkę wytrząsano na 

wytrząsarce typu Vortex przez 5 min. Tak powstałą zawiesinę wielowarstwowych 

pęcherzyków poddano pięciu cyklom zamrażania-rozmrażania w temperaturach ciekłego 

azotu i 60 °C, a następnie ekstrudowano 6 razy przy użyciu ekstrudnera ciśnieniowego  

z filtrem membranowym o średnicy porów 100 nm. Schemat preparatyki pęcherzyków 

przedstawia Rysunek 54. W przypadku liposomów z enkapsulowaną kalceiną do 

uwodnienia suchego filmu wykorzystano roztwór barwnika (60 mM w PBS, pH ~8,5). 
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Niezamkniętą kalceinę oddzielono od pęcherzyków za pomocą techniki filtracji żelowej 

na kolumnie wypełnionej Sephadexem G-50. Jako eluent stosowano bufor PBS. Stężenie 

lipidów w wyjściowej próbce oznaczono za pomocą zestawu Phosphatidylcholine Assay 

Kit z Sigma-Aldrich. Pomiędzy pomiarami zawiesinę liposomów przechowywano  

w lodówce (4 °C). 

W przypadku pomiarów DSC przygotowywano liposomy MLV z lipidu DPPC poprzez 

uwodnienie suchego filmu buforem PBS lub roztworem polimeru  

(c = 1 mg/ml) w PBS. Zawiesiny nie poddawano procesowi ekstruzji. Stężenie lipidu  

w próbkach wynosiło 2 mg/ml.  

 

Rysunek 54. Schemat przedstawiający preparatykę liposomów MLV (dużych, 

wielowarstwowych pęcherzyków) oraz SUV (małych, jednowarstwowych 

pęcherzyków).176 

3.2. Badanie rozmiarów i potencjału zeta liposomów 

Przygotowano serię próbek liposomów POPC zawierających stałe stężenie lipidu (1,25 

mg/ml) oraz różne zawartości polimerów (0 – 40% względem masy lipidu). 0,5 ml 

zawiesiny pęcherzyków (cPOPC = 2,5 mg/ml) umieszczano w łaźni ultradźwiękowej  

i szybko dodawano odpowiednią objętość zawiesiny polimeru. Następnie próbki 

dopełniano buforem PBS do sumarycznej objętości 1 ml i umieszczono na mieszadle 

magnetycznym (mieszanie 300 rpm) na 15 minut. Metodą DLS i ELS wyznaczono 
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średnie średnice hydrodynamiczne (dz), współczynnik dyspersyjności (PDI) i potencjał 

zeta dla tak przygotowanych próbek.  

3.3. Badanie uwalniania kalceiny 

Uwalnianie kalceiny enkapsulowanej w liposomach pod wpływem dodatku polimerów 

badano metodą spektrofluorymetryczną. Kuwetę z zawiesiną pęcherzyków umieszczono 

w urządzeniu pomiarowym i wzbudzano promieniowaniem o długości fali λexc = 495 nm. 

Intensywność fluorescencji monitorowano w czasie przy λem = 520 nm (maksimum emisji 

dla kalceiny) przed i po dodatku roztworów polimerów. Po odpowiednim czasie do 

układu wprowadzano także 30 μl roztworu Tritonu X-100 (15% wag.), który w założeniu 

powodował pełen wyciek barwnika z liposomów. Ilość kalceiny uwolnionej po czasie t, 

RF(t), obliczono na podstawie Równania 7: 

𝑅𝐹(𝑡) = 100 (
𝐼𝑡−𝐼0

𝐼𝑚𝑎𝑥−𝐼0
)    ( 7 ) 

gdzie I0, It oraz Imax są odpowiednio intensywnościami fluorescencji zmierzonymi dla 

liposomów z zamkniętą kalceiną przed dodatkiem polimeru, po czasie t od jego dodania 

oraz po dodatku Tritonu X-100 (całkowity wyciek barwnika). 
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4. Wyniki 

4.1. Badanie rozmiarów i potencjału zeta liposomów 

Wpływ amfifilowych pochodnych siarczanu chondroityny na rozmiar i potencjał zeta 

liposomów POPC zbadano z wykorzystaniem technik rozpraszania światła. Wyniki 

pomiarów DLS i ELS dla zawiesiny samych pęcherzyków oraz pęcherzyków po dodaniu 

różnych ilości polimerów CS-C18, CS-OL oraz niemodyfikowanego CS przedstawia 

Tabela 13.  

Tabela 13. Wartości średniej średnicy hydrodynamicznej (dz), współczynnika 

dyspersyjności (wyrażonego jako PDI) oraz potencjału zeta (ζ) liposomów POPC  

(c = 1,25 mg/ml) przed i po wprowadzeniu do układu badanych polimerów. Wyniki 

przedstawiono w postaci średniej ± odchylenie standardowe. 

Układ 

Stężenie 

polimeru 

(mg/ml) 

Zawartość 

polimeru 

(% wag.) 

dz (nm) PDI ζ (mV) 

liposomy 

POPC 
0 0 117 ± 2 0,09 ± 0,01 - 2,9 ± 0,6  

liposomy 

POPC + CS 

0,02 1,6 117 ± 1 0,10 ± 0,02 - 1,7 ± 0,4 

0,04 3,2 116 ± 1 0,11 ± 0,01 - 2,4 ± 0,2 

0,08 6,4 117 ± 1 0,11 ± 0,01 - 2,3 ± 0,2 

0,16 12,8 117 ± 1 0,11 ± 0,02 - 2,4 ± 0,3 

0,3 24,0 118 ± 1 0,11 ± 0,01 - 3,1 ± 0,3 

0,4 32,0 119 ± 1 0,11 ± 0,01  - 4,8 ± 1,3 

0,5 40,0 119 ± 1 0,10 ± 0,01 - 4,0 ± 0,5 

liposomy 

POPC +  

CS-C18_8 

0,02 1,6 122 ± 1 0,10 ± 0,02 - 8,2 ± 0,8 

0,04 3,2 121 ± 1 0,11 ± 0,02 - 12,9 ± 0,8 

0,08 6,4 126 ± 2 0,10 ± 0,02 - 18,2 ± 0,8 
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0,16 12,8 134 ± 1 0,10 ± 0,02 - 23,7 ± 1,3 

0,3 24,0 142 ± 1 0,12 ± 0,01 - 25,9 ± 1,4 

0,4 32,0 149 ± 1 0,10 ± 0,01 -26,2 ± 2,4 

0,5 40,0 152 ± 1 0,13 ± 0,02 - 26,1 ± 0,6 

liposomy 

POPC +  

CS-C18_33 

0,02 1,6 151 ± 3 0,32 ± 0,02 - 3,8 ± 0,4 

0,04 3,2 179 ± 1 0,52 ± 0,01 - 3,3 ± 0,6  

0,08 6,4 > 103 - - 3,8 ± 0,4 

0,16 12,8 > 103 - - 11,0 ± 1,6 

0,3 24,0 > 103 - - 15,4 ± 0,6 

0,4 32,0 > 103 - - 20,6 ± 2,2 

0,5 40,0 > 103 - - 21,7 ± 2,6 

liposomy 

POPC +  

CS-OL_10 

0,02 1,6 121 ± 1 0,11 ± 0,01 - 12,1 ± 0,9 

0,04 3,2 130 ± 1 0,16 ± 0,02 - 14,8 ± 0,8 

0,08 6,4 140 ± 2 0,20 ± 0,02 - 17,7 ± 1,3 

0,16 12,8 149 ± 1 0,13 ± 0,02 - 24,6 ± 1,2 

0,3 24,0 152 ± 1 0,10 ± 0,02 - 27,4 ± 2,2 

0,4 32,0 156 ± 2 0,10 ± 0,01 - 28,6 ± 0,8 

0,5 40,0 160 ± 2 0,12 ± 0,01 - 28,1 ± 0,8 

liposomy 

POPC +  

CS-OL_45 

0,02 1,6 119 ± 1 0,15 ± 0,01 - 5,5 ± 0,6 

0,04 3,2 121 ± 1 0,17 ± 0,01 - 7,2 ± 0,4 
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0,08 6,4 136 ± 2 0,24 ± 0,02 - 8,8 ± 0,7 

0,16 12,8 173 ± 6 0,44 ± 0,02 - 11,8 ± 1,8 

0,3 24,0 234 ± 3 0,40 ± 0,05 - 20,6 ± 0,9 

0,4 32,0 241 ± 4 0,34 ± 0,02 - 22,2 ± 3,0 

0,5 40,0 227 ± 4 0,30 ± 0,02 - 22,5 ± 0,6 

 

Jednowarstwowe liposomy POPC, otrzymane techniką ekstruzji, charakteryzowały się 

wąskim rozkładem rozmiarów, o czym świadczy niska wartość współczynnika 

dyspersyjności (PDI < 0,1). Średni rozmiar pęcherzyków wynosił ok. 117 nm, a ich 

potencjał zeta był nieznacznie ujemny (ok. – 3 mV). Dodatek niemodyfikowanego CS do 

układu praktycznie nie wpłynął na rozmiary liposomów, zmiany potencjału zeta także 

były niewielkie (Tabela 13). Inaczej było w przypadku polisacharydów 

zmodyfikowanych grupami oktadecylowymi i oleilowymi. Ich dodatek do zawiesiny 

pęcherzyków skutkował wzrostem wartości bezwzględnej ładunku cząstek, co wskazuje 

na adsorpcję polimerów na ich powierzchni. W układach CS-C18_8 i CS-OL_10 już po 

pierwszym dodatku zaobserwowano zmniejszenie się wartości potencjału zeta o 3-4 razy. 

W przypadku bardziej podstawionych pochodnych zwiększanie stężenia polimeru 

wywoływało mniejsze zmiany w ładunku pęcherzyków (Rysunek 55). Prawdopodobnym 

wyjaśnieniem tego zjawiska jest różnica w upakowaniu struktur i ekspozycji 

hydrofobowych grup w stosunku do powierzchni liposomów. Polimery o mniejszym DS 

tworzą głównie luźne nanożele, dlatego węglowodorowym łańcuchom łatwiej jest 

oddziaływać z membraną lipidową. Natomiast CS-C18_33 i CS_OL_45 samoorganizują 

się w gęściej upakowane struktury, w których hydrofobowe grupy są w większości 

„schowane” do środka, a co za tym idzie – elastyczność łańcuchów jest mniejsza i ich 

oddziaływanie z membraną jest utrudnione. Przy zawartości polimerów wynoszącej  

24% (CS-C18_8 i CS-OL_10) oraz 32% (CS-C18_33 i CS-OL_45) potencjał zeta 

osiągnął stałą wartość, co można powiązać z pełnym pokryciem lipidowych cząstek przez 

makrocząsteczki. 
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Rysunek 55. Zmiany w wartości potencjału zeta liposomów POPC pod wpływem 

dodatków polisacharydów. 

 

 
Rysunek 56. Zmiany w rozmiarach liposomów POPC pod wpływem dodatków 

polisacharydów. Wykres dla CS-C18_33 został przedstawiony tylko do zawartości 3,2% 

ze względu na agregację i mikrometryczne rozmiary cząstek powyżej tej wartości. 
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Pochodne siarczanu chondroityny wpłynęły także na rozmiary pęcherzyków. 

Najmniejsze zmiany zaobserwowano dla mniej podstawionych polimerów (Rysunek 56). 

Przy pełnym pokryciu liposomów przez polianiony, ich średnie wartości średnicy 

hydrodynamicznej wzrosły z ok. 120 do ok. 150 nm, przy zachowaniu niskiej wartości 

PDI (Tabela 13). Wpływ bardziej podstawionych polisacharydów na pęcherzyki POPC 

był zdecydowanie większy. W przypadku 32% zawartości CS-OL_45, rozmiary cząstek 

wzrosły dwukrotnie, zwiększyła się także ich dyspersyjność. Po wprowadzeniu 

niewielkiej ilości CS-C18_33 do zawiesiny POPC zaobserwowano natomiast gwałtowny 

wzrost średnic hydrodynamicznych do wartości powyżej 1 μm. Świadczy to agregacji 

liposomów pod wpływem tego polimeru. Co więcej, cząstki pozostawały zagregowane 

nawet przy większych zawartościach CS-C18_33.  

Uzyskane wyniki pokazują, że hydrofobowo modyfikowane pochodne siarczanu 

chondroityny oddziałują z membraną POPC. W przypadku polisacharydów o mniejszym 

stopniu podstawienia dochodzi do pokrycia powierzchni liposomów przez 

makrocząsteczki, na co wskazuje zmniejszenie się wartości potencjału zeta oraz niewielki 

wzrost rozmiarów. Dodatek CS-OL_45 również powoduje adsorpcję polimeru na 

membranie lipidowej, jednak pojedyncze łańcuchy oddziałują prawdopodobnie  

z kilkoma pęcherzykami, co prowadzi do powstawania niewielkich agregatów (większy 

wzrost średnic hydrodynamicznych oraz PDI). Największy wpływ na zawiesinę 

liposomów wykazał CS-C18_33. W przypadku tego polimeru adsorpcja na powierzchni 

cząstek prowadzi do powstawania dużych agregatów. Nawet niewielka zawartość tego 

związku skutkuje łączeniem się pęcherzyków w mikrometryczne struktury.  

4.2. Badanie uwalniania kalceiny 

Zdolność polimerów do poracji błon lipidowych można określić poprzez monitorowanie 

wycieku fluorescencyjnego barwnika (np. kalceiny) z wnętrza liposomów.164,177 Barwnik 

jest enkapsulowany w stężeniu, w którym występuje zjawisko samowygaszenia jego 

fluorescencji, dlatego na początku intensywność emitowanego promieniowania jest niska 

i utrzymuje się na stałym poziomie. Następnie do układu wprowadzany jest polimer  

i obserwowane są zmiany intensywności fluorescencji. Jeśli badany związek zwiększa 

przepuszczalność membrany dla hydrofilowych substancji (np. w wyniku tworzenia 

porów), to kalceina zacznie wyciekać z wnętrza pęcherzyków do fazy wodnej, a tym 

samym ulegnie rozcieńczeniu i fluorescencja nie będzie już wygaszana. Obserwowany 
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jest wtedy wzrost intensywności emitowanego promieniowania proporcjonalny do ilości 

uwolnionego barwnika. 

W celu określenia zdolności amfifilowych pochodnych siarczanu chondroityny do 

tworzenia porów w membranie lipidowej, przygotowano liposomy POPC  

z enkapsulowaną kalceiną i monitorowano wyciek barwnika z wnętrza pęcherzyków pod 

wpływem dodatku polisacharydów. Polianiony dodano do zawiesiny w ilości 32%  

w odniesieniu do masy lipidu, ponieważ taka zawartość pozwala na pełne pokrycie 

powierzchni liposomów (podpunkt 4.1). Ilość uwolnionego barwnika, RF, obliczono na 

podstawie Równania 7 i przedstawiono w zależności od czasu na Rysunku 57. 

Niemodyfikowany CS oraz CS-C18_8 i CS-OL_10 nie powodowały wycieku kalceiny  

z pęcherzyków, w przeciwieństwie do makrocząsteczek o większym podstawieniu 

hydrofobowymi grupami. Dodatek CS-OL_45 doprowadził do uwolnienia ok. 5% 

enkapsulowanego barwnika przez 40 min trwania eksperymentu. Ilość ta jest nieznaczna, 

jednak liniowy przebieg wykresu wskazuje, że nie jest ona ostateczna. Wydłużenie czasu 

trwania eksperymentu skutkowałoby prawdopodobnie dalszym wyciekiem kalceiny.  

W przypadku CS-C18_33 ilość uwolnionego barwnika była ponad 3 razy większa, jednak 

kinetyka tego procesu była inna. Początkowo zaobserwowano skok intensywności 

fluorescencji, a następnie wykres zaczął ulegać wypłaszczeniu. Rozbieżności te 

najpewniej są skutkiem różnic w upakowaniu polimerowych agregatów. Łańcuchy  

CS-OL_45 formują się w bardziej zwarte cząstki niż CS-C18_33, co zmniejsza ich 

elastyczność i utrudnia oddziaływania z membraną. 

Otrzymane wyniki świadczą o zdolności do poracji błon lipidowych przez pochodne 

siarczanu chondroityny o większym stopniu podstawienia (CS-C18_33 i CS-OL_45),  

a co za tym idzie – mogą wskazywać na cytotoksyczność tych związków. Udowodniono 

bowiem, że skłonność polimerów do tworzenia porów w membranie modelowych 

liposomów koreluje ze zdolnością do zwiększania przepuszczalności błon 

komórkowych.173 



106 

 

 
Rysunek 57. Przebieg czasowy uwalniania kalceiny (RF) z liposomów POPC pod 

wpływem dodatku (32% wag.) badanych polimerów. 

4.3. Morfologia liposomów 

Mikroskopia cryo-TEM została wykorzystana do wizualizacji morfologii liposomów 

POPC przed i po oddziaływaniu z pochodnymi CS. Pęcherzyki uzyskane techniką 

ekstruzji charakteryzują się regularną, sferyczną morfologią z wyraźnie widoczną 

membraną, która otacza wodny rdzeń (Rysunek 58). Duża rozdzielczość mikrofotografii 

pozwala dostrzec elementy dwuwarstwy lipidowej – wysokokontrastowe części 

hydrofilowe pomiędzy którymi znajduje się hydrofobowe wnętrze membrany.  

Dodatek CS-C18_8 i CS-OL_10 do zawiesiny spowodował osadzenie się polimerów na 

membranie, ale nie zmienił morfologii lipidowych cząstek. Obrazowanie cryo-TEM 

ujawniło obecność zarówno pojedynczych pęcherzyków pokrytych makrocząsteczkami 

(Rysunek 59 i 61), jak również niewielkich agregatów powstałych przez oddziaływanie 

liposomów z tym samym łańcuchem/cząstką polimerową (Rysunek 60 i 62). 

W próbce zawierającej CS-C18_33 utworzyły się natomiast bardzo duże agregaty. 

(Rysunek 63). Na przedstawionym obrazie zauważalne są także fragmenty dwuwarstwy 

lipidowej, co świadczy o przerwaniu membrany i zniszczeniu struktury lipidowych 

cząstek pod wpływem oddziaływania z polimerem. Ponadto w układzie widoczne są 

także dużo mniejsze struktury pęcherzykowe o mniej regularnych kształtach. Są to 
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prawdopodobnie cząstki powstałe wskutek „zamykania się” fragmentów zniszczonej 

membrany. W przypadku CS-OL_45 także zaobserwowano zagregowane pęcherzyki, 

jednak w dużo mniejszym stopniu (Rysunek 64 i 65). Morfologia liposomów  

w większości nie uległa zmianie. Na mikrofotografiach brak jest także fragmentów 

dwuwarstwy lipidowej oraz małych struktur pęcherzykowych, które z nich powstały.  

Wyniki obrazowania mikroskopią cryo-TEM są zgodne z tymi uzyskanymi techniką 

rozpraszania światła (podpunkt 4.1). Mniej podstawione polisacharydy oddziałują  

z liposomami POPC w ten sposób, że osiadają na ich membranie i powodują tylko 

nieznaczne łączenie się pęcherzyków za sobą. Dodatek CS-OL_45 do zawiesiny 

spowodował większą agregację pęcherzyków, ale nie zauważono naruszenia 

integralności ich błony. Największy wpływ na liposomy okazał się mieć polimer  

CS-C18_33. Jego obecność w próbce doprowadziła do zniszczenia struktury lipidowych 

cząstek poprzez przerwanie ich membrany i utworzenie się dużych agregatów, które 

składały się głównie z fragmentów dwuwarstwy uformowanych w mniejsze struktury 

pęcherzykowe. 

 
Rysunek 58. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomów POPC w buforze PBS. 

Zaznaczona skala odpowiada 20 nm. 
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Rysunek 59. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomów POPC w PBS po dodatku 

CS-C18_8 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 10 nm 

 
Rysunek 60. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomów POPC w PBS po dodatku 

CS-C18_8 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm. 
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Rysunek 61. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomów POPC w PBS po dodatku 

CS-OL_10 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 10 nm. 

 

 
Rysunek 62. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomów POPC w PBS po dodatku 

CS-OL_10 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm. 
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Rysunek 63. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomów POPC w PBS po dodatku 

CS-C18_33 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm. 

 
Rysunek 64. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomów POPC w PBS po dodatku 

CS-OL_45 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm. 
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Rysunek 65. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomów POPC w PBS po dodatku 

CS-OL_45 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm. 

4.4. Pomiary DSC 

Wpływ polimerów na zachowanie termotropowe dwuwarstwy lipidowej zbadano 

stosując technikę skaningowej kalorymetrii różnicowej (DSC). Wykorzystywany we 

wcześniejszych eksperymentach lipid POPC charakteryzuje się temperaturą przejścia 

fazowego poniżej 0 °C,158 dlatego pomiary DSC dla tego układu nie były możliwe. 

Badania przeprowadzono dla liposomów zbudowanych z nasyconego lipidu DPPC. 

Zarejestrowane termogramy dla analizowanych próbek przedstawiono na Rysunkach 66-

68. Na ich podstawie obliczone zostały parametry termodynamiczne głównego przejścia 

fazowego DPPC: Tm, ΔT1/2, ΔH i ΔS (Tabela 14).  
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Rysunek 66. Krzywe DSC dla DPPC zdyspergowanego w buforze PBS (przerywana linia) 

oraz w roztworze CS (czerwona linia). 

 
Rysunek 67. Krzywe DSC dla DPPC zdyspergowanego w buforze PBS (przerywana linia) 

oraz w roztworze CS-C18_8 (czerwona linia) i CS-C18_33 (niebieska linia). W ramce 

przedstawiono piki przedprzejścia w powiększeniu. 
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Rysunek 68. Krzywe DSC dla DPPC zdyspergowanego w buforze PBS (przerywana linia) 

oraz w roztworze CS-OL_10 (czerwona linia) i CS-OL_45 (niebieska linia). W ramce 

przedstawiono piki przedprzejścia w powiększeniu. 

Krzywa DSC dla czystego DPPC (Rysunek 66) charakteryzuje się obecnością dwóch 

endotermicznych pików. Mniejszy, z maksimum w ok. 35 °C, odpowiada tzw. 

przedprzejściu, czyli przejściu z fazy żelowej (Lβ’) do fazy żelowej pofałdowanej (Pβ’). 

Drugi pik, większy i węższy, z maksimum w ok. 41,2 °C, związany jest z głównym 

przejściem fazowym dwuwarstwy lipidowej, czyli przejściem do stanu 

ciekłokrystalicznego (Lα). Wyniki te są zgodne z danymi literaturowymi.178,179  

Obecność niemodyfikowanego CS w zawiesinie pęcherzyków doprowadziła do zaniku 

piku przedprzejścia (Rysunek 66) oraz zmniejszenia się temperatury głównego przejścia 

fazowego (Tabela 14), co wskazuje na oddziaływania polisacharydu z hydrofilowymi 

głowami DPPC.180–182 Wykazano, że Tm zmniejsza się wraz ze zwiększaniem hydratacji 

dwuwarstwy, wskutek której dochodzi do penetracji części polarnej przez cząsteczki 

wody. Skutkuje to utworzeniem wiązań wodorowych pomiędzy głowami lipidów  

a molekułami rozpuszczalnika, a także mostków wewnątrz- i międzycząsteczkowych, co 

prowadzi do stabilizacji membrany.183,184 W przypadku zupełnej dehydratacji 

dwuwarstwy DPPC, zaobserwowano podwyższenie temperatury przejścia do stanu Lα  

o blisko 58 °C.185 Wskazuje to, że obniżenie Tm głównego przejścia fazowego, 

spowodowane obecnością polimeru w układzie, wynika z oddziaływania 
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makrocząsteczek z polarnymi głowami dwuwarstwy. Ponadto zaobserwowano również 

zmniejszenie wartości zmiany entalpii procesu przejścia do fazy ciekłokrystalicznej 

(Tabela 14). Przemiana ta jest zdominowana przez topnienie łańcuchów acylowych 

(wzrost ich nieuporządkowania), dlatego zmiany takie wiąże się z wpływem na 

hydrofobowy rdzeń membrany – ze zmniejszeniem oddziaływań pomiędzy łańcuchami 

węglowodorowymi.181,186 Nie zauważono jednak zmniejszenia się kooperatywności tego 

procesu (nieznaczny wzrost ΔT1/2), co świadczy o braku penetracji dwuwarstwy przez 

cząsteczki CS. Mniejsze oddziaływania pomiędzy hydrofobowymi grupami wynikają 

prawdopodobnie z ich reorganizacji pod wpływem interakcji polisacharydu z częściami 

polarnymi DPPC. W literaturze znajdują się już badania potwierdzające oddziaływania 

CS z hydrofilowymi głowami fosfatydylocholiny, ale dotychczas nie wykazano jego 

wnikania w głąb membrany, co jest zgodne z uzyskanymi wynikami.169,170  

Tabela 14. Parametry termodynamiczne głównego przejścia fazowego czystego DPPC 

oraz DPPC w obecności polisacharydów. 

Układ ΔH [kJ/mol] ΔS [kJ/mol K] Tm [°C] ΔT1/2 [°C] 

DPPC 38,6 0,123 41,2 0,33 

DPPC + CS 23,4 0,075 40,3 0,44 

DPPC +  

CS-C18_8 
30,5 0,097 41,5 0,78 

DPPC +  

CS-C18_33 
34,2 0,109 41,1 1,08 

DPPC +  

CS-OL_10 
28,4 0,091 40,8 0,83 

DPPC +  

CS-OL_45 
33,4 0,106 40,8 1,48 

 

W przypadku termogramów próbek zawierających CS-C18 i CS-OL nie zaobserwowano 

pełnego zaniku piku dla przedprzejścia. Oznacza to, że modyfikowane CS wpływają na 

przedprzejście, jednak nie prowadzą do jego całkowitego zniknięcia (Rysunek 67 i 68). 

Wpływ ten jest większy dla bardziej podstawionych pochodnych oraz tych 

modyfikowanych łańcuchami oleilowymi. Temperatury głównego przejścia fazowego  
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w tych układach nie uległy takiej zmianie, jak w przypadku CS, co świadczy o mniejszych 

oddziaływaniach z głowami lipidów (Tabela 14). Jest to prawdopodobnie spowodowane 

ich samoorganizacją w środowisku wodnym, która powoduje ograniczoną „dostępność” 

łańcuchów polisacharydowych w pobliżu membrany. W obecności CS-C18 i CS-OL 

zaobserwowano zmniejszone wartości ΔH, jednak nie tak znacznie jak w przypadku CS. 

Co więcej, efekt ten był większy dla mniej podstawionych polimerów, co sugeruje, że im 

bardziej podstawiony związek (czyli gęściej upakowane cząstki o ograniczonej 

mobilności łańcuchów), tym słabsze oddziaływanie z polarnymi głowami lipidu, a co za 

tym idzie – mniejszy wpływ na organizację łańcuchów acylowych tworzących rdzeń 

dwuwarstwy. Ponadto w omawianych układach kooperatywność przejścia DPPC do 

stanu ciekłokrystalicznego uległa zmniejszeniu, co pokazują wartości ΔT1/2 wyznaczone 

na podstawie szerokości piku. Jest to najprawdopodobniej powiązane z penetracją 

membrany przez grupy oktadecylowe oraz oleilowe. Po wniknięciu w głąb dwuwarstwy 

stają się one separatorami oddzielającymi acylowe łańcuchy lipidów od siebie, co 

skutkuje zmniejszeniem kooperatywności ich topnienia. Zgodnie z oczekiwaniami, efekt 

ten jest większy dla polisacharydów podstawionych większą ilością grup hydrofobowych. 

Trzeba również wspomnieć, iż w próbce zawierającej CS-C18_33, główne przejście 

fazowe lipidu składa się z dwóch nakładających się na siebie pików (Rysunek 67). 

Wskazuje to na obecność dwóch domen – jednej zaburzonej oddziaływaniem  

z polimerem (szeroki pik), a drugiej niezaburzonej (wąski pik jak w przypadku krzywej 

dla czystego DPPC). 

Badania DSC dowiodły oddziaływania siarczanu chondroityny oraz jego amfifilowych 

pochodnych z membranami lipidowymi. Niemodyfikowany polisacharyd oddziałuje  

z polarnymi głowami DPPC, co wpływa na orientację łańcuchów lipidowych  

w dwuwarstwie i w konsekwencji osłabienie oddziaływań pomiędzy nimi. Amfifilowe 

pochodne CS także oddziałują z hydrofilowymi głowami, jednak oddziaływania te są 

znacznie słabsze ze względu na samoorganizowanie się makrocząsteczek w polimerowe 

cząstki. Oprócz tego, wyniki wskazują na penetrację membrany przez grupy 

oktadecylowe i oleilowe, którymi zmodyfikowano badany polianion. 
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III. Podsumowanie i wnioski 

Badania opisane w tym rozdziale pozwoliły na scharakteryzowanie oddziaływań 

siarczanu chondroityny oraz jego amfifilowych pochodnych z dwuwarstwami 

lipidowymi, które stanowią prosty model błon biologicznych. W oparciu o zgromadzone 

wyniki można wysnuć następujące wnioski: 

• Wszystkie badane polimery oddziałują z membranami lipidowymi zbudowanymi  

z fosfatydylocholiny. 

• Niemodyfikowany siarczan chondroityny nie wpływa na rozmiary pęcherzyków oraz 

nie powoduje poracji błon lipidowych. Pomiary kalorymetryczne dowiodły jednak 

jego oddziaływanie z polarnymi głowami lipidów, które prowadzą do osłabienia 

oddziaływań pomiędzy łańcuchami węglowodorowymi w dwuwarstwie.  

• Wszystkie amfifilowe pochodne CS ulegają adsorpcji na powierzchni liposomów.  

• Pokrycie powierzchni liposomów przez polimery o mniejszym stopniu podstawienia 

grupami hydrofobowymi (CS-C18_8 i CS-OL_10) powoduje jedynie nieznaczne 

łączenie się pęcherzyków ze sobą i nie prowadzi do tworzenia się porów  

w membranie.  

• Oddziaływanie z CS-OL_45 prowadzi do większej agregacji pęcherzyków niż  

w przypadku mniej podstawionych polisacharydów, ale nie powoduje naruszenia 

integralności membran lipidowych. Zupełnie inaczej jest w przypadku CS-C18_33, 

którego obecność w zawiesinie liposomów prowadzi do zniszczenia struktury 

dwuwarstw pęcherzyków, a także powstania bardzo dużych agregatów o rozmiarach 

rzędu mikrometrów. 

• Obie pochodne o większym DS powodują zwiększenie przepuszczalności 

membrany. Dodatek CS-C18_33 skutkuje gwałtownym wyciekiem enkapsulowanej 

hydrofilowej substancji, co można powiązać z natychmiastowym zniszczeniem 

struktury pęcherzyków. CS-OL_45 powoduje natomiast powolne uwalnianie 

barwnika w wyniku poracji membrany. Rozbieżności te są najpewniej skutkiem 

różnic w upakowaniu polimerowych agregatów. 

• Pomiary kalorymetryczne wykazały, że pochodne CS oddziałują z głowami lipidów 

w zdecydowanie mniejszym stopniu niż niemodyfikowany polisacharyd, co 

spowodowane jest samoorganizacją amfifilowych łańcuchów w środowisku 
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wodnym. Ponadto hydrofobowe grupy, którymi zmodyfikowane zostały polimery, 

wnikają do hydrofobowego rdzenia dwuwarstwy. 

Na podstawie uzyskanych wyników zaproponowano mechanizmy oddziaływania 

poszczególnych polimerów z membraną POPC i przedstawiono je graficznie na Rysunku 

69. 

 

Rysunek 69. Schemat przedstawiający mechanizmy oddziaływania badanych polimerów 

z membraną POPC: (A) niemodyfikowany CS, (B) nanożel CS-OL_10 i CS-C18_8,  

(C) nanocząstki CS-C18_33, (D) nanocząstki CS-OL_45. Hydrofilowe głowy  

i hydrofobowe ogony lipidów przedstawiono odpowiednio kolorem zielonym  

i pomarańczowym. Łańcuchy polisacharydowe zaznaczono na niebiesko, a grupy 

hydrofobowe (oktadecylowe i oleilowe) na czerwono. 

Przedstawione wyniki sugerują, że polimery CS-C18_33 i CS-OL_45 mogą być 

materiałami cytotoksycznymi, szczególnie polisacharyd zmodyfikowany grupami 

oktadecylowymi. Prowadzi on do zniszczenia struktury modelowych błon biologicznych 
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oraz natychmiastowego uwolnienia wnętrza pęcherzyków do roztworu. Polimery  

o mniejszym DS nie wykazały dezintegrującego wpływu na błony lipidowe, co jest 

optymistycznym wynikiem w kontekście ich medycznych zastosowań. Podsumowując, 

przeprowadzone badania wskazują, że polisacharydy modyfikowane nasyconymi 

łańcuchami alifatycznymi wykazują bardziej szkodliwy wpływ na membrany lipidowe 

niż te modyfikowane grupami z wiązaniem podwójnym. Dodatkowo to negatywne 

działanie zwiększa się wraz ze stopniem podstawienia makrocząsteczek. 

  



119 

 

Rozdział 3  

Oddziaływania polikationów z ujemnie naładowanymi 

membranami lipidowymi 

I. Część teoretyczna 

1. Zastosowania polikationów 

Polikationy, czyli dodatnio naładowane polimery, są interesującą grupą związków ze 

względu na ich możliwe zastosowania biomedyczne i biofizyczne. Zarówno naturalne jak 

i syntetyczne polikationy mogą być wykorzystywane jako:  

- nośniki materiału genetycznego, 

- nośniki białek, 

- biocydy, 

- powłoki stabilizujące liposomy. 

1.1. Nośniki materiału genetycznego 

Dostarczanie plazmidowego DNA (pDNA) do komórek w celu zwiększenia ekspresji 

pożądanego białka jest ograniczone przez degradację enzymatyczną materiału 

genetycznego i odpychanie elektrostatyczne. Z tego powodu poszukuje się odpowiednich 

nośników, które zwiększą efektywność tego procesu.187,188 Niewirusowe nośniki kwasów 

nukleinowych oparte na polikationach są szeroko badane pod kątem wykorzystania  

w terapii genowej ze względu na swoje niepatogenne i nieimmunogenne właściwości. 

Typowa niewirusowa terapia genowa składa się z następujących etapów: 

1) kondensacja kwasów nukleinowych z polikationami (tworzenie polipleksów), 

2) internalizacja przez komórkę docelową poprzez endocytozę adsorpcyjną i/lub 

endocytozę za pośrednictwem receptora, 

3) uwolnienie materiału z endosomu do cytoplazmy, 

4) ochrona kwasów nukleinowych przed degradacją (działaniem nukleazy)  

w cytoplazmie, 

5) transport przez cytoplazmę do jądra, 
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6) skuteczne dostanie się do jądra i „rozpakowanie” nośnika, a następnie proces 

transkrypcji.187,189–192 

Dodatni ładunek polikationów pozwala na elektrostatyczne przyciąganie z ujemnie 

naładowanymi kwasami nukleinowymi i ich kondensację do stabilnych struktur o nano 

lub mikro rozmiarach.193–195 PEI, słaby polielektrolit posiadający grupy aminowe, już  

w latach 90. ubiegłego wieku została scharakteryzowana jako związek o doskonałej 

zdolności do kondensacji i transfekcji genów.196 W ciągu ostatnich lat pojawiło się wiele 

badań potwierdzających skuteczność nośników bazujących na tym związku.197,198 

Również wiele innych dodatnio naładowanych polimerów zostało przebadanych pod 

kątem opracowywania układów do procesu transfekcji. Kopolimer blokowy zbudowany 

z PEG (poli(glikolu etylenowego)) oraz PLL (poli(L-lizyny)) tworzy z pDNA polipleksy 

w formie nanomiceli (Rysunek 70), które wykazały znakomitą zdolność wprowadzania 

genów do mięśni szkieletowych.199 Także układy oparte na PBAE (poli(β-amino estrach)) 

oraz PAMAM zwróciły dużą uwagę w dziedzinie dostarczania kwasów 

nukleinowych.200–203  

 

Rysunek 70. Schemat tworzenia nośnika pDNA na bazie kopolimeru blokowego 

zbudowanego z PEG i PLL (PEG-blok-PLL).199 

1.2. Nośniki białek 

Czynniki wzrostu (GF – z j. ang. growth factor) są biomolekułami, które regulują wiele 

istotnych funkcji biologicznych. Początkowo zostały określone tak cząsteczki, które 
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mogą wpływać na wzrost komórek, jednak definicja ta została rozszerzona i obejmuje 

także molekuły, które wzmagają/hamują mitozę lub wpływają na różnicowanie komórek. 

Pod względem budowy chemicznej są one białkami lub peptydami. Czynniki wzrostu 

mogą wiązać się ze specyficznymi receptorami na powierzchni komórki, które następnie 

przekazują sygnały wzrostu do innych komponentów wewnątrzkomórkowych  

i ostatecznie prowadzą do zmiany ekspresji genów.204 Niestety, bezpośrednie terapie 

białkowe są często ograniczone przez krótki okres półtrwania i podatność większości GF 

na degradację enzymatyczną w warunkach in vivo. Z tego powodu niezbędne jest 

zastosowanie odpowiednich systemów dostarczania, które zapewnią ochronę przed 

degradacją i kontrolę uwalniania białek terapeutycznych.187,205,206 W tym przypadku także 

znajdują zastosowanie polikationy. Przykładowo, dodatnio naładowany, syntetyczny 

polimer PEAD (oparty na argininie, kwasie asparaginowym, glicerolu i glikolu 

etylenowym) tworzy kompleks z heparyną i czynnikiem wzrostu FGF2 (podstawowy 

czynnik wzrostu fibroblastów) w formie koacerwatów. System ten skutecznie chroni 

białko przed proteolizą komórkową oraz zwiększa skuteczność działania FGF2  

w porównaniu do jego formy niezwiązanej.207,208  

1.3. Biocydy 

Biocydy definiuje się jako substancje (naturalne lub syntetyczne) zdolne do zwalczania 

lub odstraszania szkodliwych organizmów (roślin, zwierząt, mikroorganizmów).209  

W porównaniu do substancji małocząsteczkowych o działaniu biobójczym, biocydy 

polimerowe zazwyczaj mogą wykazywać długotrwałe działanie ze względu na swoją 

stabilność fizyczną i/lub chemiczną.210 Związki te są najczęściej polikationami o budowie 

amfifilowej, które oddziałują z ujemnie naładowaną dwuwarstwą fosfolipidową błon 

komórkowych organizmów. Dodatnio naładowana część hydrofilowa powoduje 

przyczepienie się makrocząsteczki do anionowej membrany, a hydrofobowe łańcuchy 

mogą wchodzić w głąb błony pomiędzy łańcuchy lipidowe, co finalnie prowadzi do 

śmierci komórki.211–213 Najpopularniejszymi polimerami syntezowanymi i badanymi pod 

kątem wykorzystania jako biocydy są makrocząsteczki zawierające następujące grupy 

kationowe: czwartorzędowe grupy amoniowe i fosfoniowe, grupy pirydyniowe, 

guanidynowe oraz biguanidowe. Resztę łańcucha stanowią na przykład pochodne 

polimetakrylanów, polisilanów czy polistyrenu, a także polimery naturalne, takie jak 

celuloza czy chitozan.211 
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1.4. Powłoki stabilizujące liposomy 

Liposomy to sferyczne pęcherzyki zbudowane z dwuwarstwowej, fosfolipidowej 

membrany i wodnego rdzenia (Rysunek 47). Ze względu na swoje unikalne właściwości, 

takie jak biokompatybilność, biodegradowalność i nietoksyczność, znalazły wiele 

zastosowań w dziedzinach medycyny i biologii. Niestety dużym problemem  

w praktycznym zastosowaniu liposomów jest ich mała stabilność koloidalna, szczególnie 

w kontakcie z białkami surowicy. Jednym z rozwiązań tego problemu jest pokrywanie 

powierzchni pęcherzyków polielektrolitami.163,214,215 Przykładowo, dodanie do zawiesiny 

anionowych liposomów odpowiedniej ilości zmodyfikowanych polikationów PAH 

prowadzi do otrzymania oddzielnych, stabilnych pęcherzyków pokrytych polimerem.163 

Tak przygotowane liposomy charakteryzują się mniejszą podatnością na działanie 

surowicy niż wyjściowe pęcherzyki, jednak wielkość tego efektu zależy od struktury 

chemicznej polikationu.163 

2. Oddziaływania polikationów z modelowymi błonami biologicznymi 

Największym ograniczeniem w klinicznych zastosowaniach polikationów jest ich 

cytotoksyczność.216,217 Jest ona najczęściej związana z ich wpływem na błony 

biologiczne. Dowiedziono, że dodatnio naładowane polimery uszkadzają błony 

komórkowe i indukują nekrozę w komórkach ludzkich.216,218 Z tego powodu konieczne 

jest przeprowadzanie badań mających na celu wyjaśnienie natury oddziaływań pomiędzy 

polikationami a błonami biologicznymi. Wiedza ta pozwoli na projektowanie 

biokompatybilnych systemów dostarczania substancji terapeutycznych oraz efektywnych 

biocydów. 

Oddziaływania związków z modelowymi błonami komórkowymi bada się zarówno 

metodami eksperymentalnymi219,220, jak również symulacjami komputerowymi metodą 

dynamiki molekularnej.162,221 Prostymi i powszechnie stosowanymi w eksperymentach 

modelami błon są liposomy, czyli fosfolipidowe pęcherzyki zbudowane z wodnego 

rdzenia otoczonego membraną - dwuwarstwą lipidową (Rysunek 47).162,222 Szersze 

omówienie tematu modelowych błon biologicznych znajduje się w rozdziale 2. Lipidowy 

skład biomembran różni się w zależności od organizmu oraz typu komórki  

i organelli, zazwyczaj jednak błony te są ujemnie naładowane.219,223 Z tego względu  
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w przypadku badań dotyczących polikationów szczególnie istotne jest wykorzystanie 

anionowych dwuwarstw lipidowych.  

Wykazano, że w przypadku ujemnie naładowanych membran polikationy mogą 

przyczepiać się do ich zewnętrznych powierzchni lub wnikać w głąb dwuwarstwy.219,224 

Oddziaływania te jednak zależą od wielu czynników, takich jak rodzaj polimeru (słaby 

lub mocny polielektrolit), całkowity ładunek makrocząsteczki, gęstość ładunku  

w dwuwarstwie (zawartość anionowych lipidów) oraz stężenie soli.  

W przypadku słabych polielektrolitów (PEI), zaobserwowano bardzo dużą zależność 

stabilności liposomów pokrytych polimerem od pH, temperatury i wyjściowych 

rozmiarów pęcherzyków.225 Wykazano także wpływ budowy makrocząsteczki na 

oddziaływania z ujemnie naładowanymi pęcherzykami. W przypadku obecności  

w zawiesinie rozgałęzionego łańcucha PEI doszło do separacji lipidów w dwuwarstwie  

i utworzenia domen DPPC i DOPC. Polielektrolit o liniowej budowie nie wykazał tak 

znaczącego wpływu na organizację cząsteczek budujących modelową błonę.162 Co 

więcej, PEI okazała się być zdolna do wywoływania translokacji lipidów pomiędzy 

zewnętrzną i wewnętrzną warstwą membrany w temperaturze fizjologicznej.226 

Większość polikationów przylega do błon komórkowych poprzez trzy rodzaje 

oddziaływań: hydrofobowe (pomiędzy hydrofobowymi częściami amfifilowych 

polimerów i lipidów), wiązania wodorowe (pomiędzy grupami donorowymi polimeru  

a grupą fosforanową hydrofilowej głowy lipidu) oraz oddziaływania elektrostatyczne 

(pomiędzy dodatnimi ładunkami polikationów i ujemnymi ładunkami powierzchniowymi 

komórek).162,187 Badania wskazują, że słabe polikationy, takie jak PEI, oddziałują  

z ujemnie naładowanymi błonami głównie poprzez tworzenie wiązań wodorowych. 

Powoduje to w następstwie znaczną reorganizację dwuwarstwy w pobliżu polimeru  

z powodu reorientacji cząsteczek lipidów.162 Mocne polikationy natomiast wchodzą  

w interakcje z anionowymi membranami głównie w wyniku oddziaływań 

elektrostatycznych. Powodują one tworzenie się domen ujemnie naładowanych lipidów 

w zewnętrznej warstwie membrany, do których przylega polimer (Rysunek 71). 

Grupowanie się lipidów w pobliżu łańcuchów polimerowych następuje w wyniku dyfuzji 

bocznej cząsteczek, a w niektórych przypadkach także na drodze translokacji pomiędzy 

zewnętrzną i wewnętrzną warstwą błony (tzw. ruchy flip-flop).219 Zjawisko separacji faz 

lipidów w studiowanych układach zostało udowodnione pomiarami 

kalorymetrycznymi214,227 oraz spektroskopią 1H NMR228. Istnieją także doniesienia, że 

oddziaływania polikationów z błonami lipidowymi zależą od organizacji lipidów  
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w dwuwarstwie. Badania wskazują, że dendrymery PAMAM oddziałują z membraną 

DMPC znajdującą się w fazie ciekłokrystalicznej (Lα), natomiast w fazie żelowej (Lβ) już 

nie. Pokazuje to, że utrudniona dyfuzja lipidów w dwuwarstwie, którą charakteryzuje się 

faza żelowa, uniemożliwia oddziaływanie z polimerem.229 

 

Rysunek 71. Schemat przedstawiający tworzenie się domen w wyniku przyciągania 

elektrostatycznego polikationu i ujemnie naładowanych lipidów budujących membranę. 

Anionowe lipidy akumulują się w pobliżu polimerowego łańcucha na drodze dyfuzji 

bocznej, a w niektórych przypadkach także translokacji pomiędzy warstwami błony.219 

Inne badania wykazały, że adsorpcja mocnego polikationu powoduje akumulację 

wszystkich anionowych lipidów POPS (początkowo równomiernie rozmieszczonych  

w całym pęcherzyku) w zewnętrznej warstwie membrany. Ponadto zaadsorbowany 

polielektrolit można całkowicie usunąć z powierzchni dwuwarstwy poprzez zwiększenie 

stężenia stoli w układzie lub dodanie rozpuszczalnego polianionu. Pokazuje to, że 

dysocjacja elektrostatycznych kompleksów liposom-polikation może być kontrolowana 

przez stężenie soli w roztworze.230  

Ważną cechą polielektrolitów, warunkującą ich interakcje z membranami lipidowymi, 

jest długość łańcucha makrocząsteczek. Eksperymenty dowiodły, że zarówno  

w przypadku słabych, jak i mocnych polikationów, ilość merów przypadających na 

cząsteczkę ma znaczący wpływ na oddziaływania z anionowymi membranami. Z grupy 

polilizyn (słaby polielektrolit) o 5, 30 i 100 powtarzających się jednostkach, tylko 

najdłuższa makrocząsteczka okazała się powodować akumulację POPS w swoim pobliżu 

przy stężeniu soli odpowiadającym warunkom fizjologicznym.228 W przypadku mocnego 

polikationu opartego na czwartorzędowej 2-winylopirydynie zaobserwowano 

analogiczną zależność. Krótszy łańcuch polimerowy oddziaływał tylko z lipidami  

z zewnętrznej warstwy membrany (powodował dyfuzję boczną cząsteczek), natomiast 
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dłuższa makrocząsteczka była w stanie powodować także translokację ujemnie 

naładowanych lipidów z warstwy wewnętrznej do zewnętrznej (flip-flop).231 
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II. Część doświadczalna 

1. Materiały i odczynniki 

• 1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfocholina - POPC (≥ 99%, Sigma-Aldrich) – 

strukturę chemiczną POPC przedstawia Rysunek 53 

• 1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfo-L-seryna (sól sodowa) - POPS (≥ 99%, 

Sigma-Aldrich) 

 

Rysunek 72. Struktura chemiczna POPS. 

• poli[chlorek (3-(metakryloiloamino)propylo)-trimetyloamoniowy] - PMAPTAC16  

i PMAPTAC147 (polimery zsyntezowane przez Rina Nakahata i Shin-ichi Yusa232) 

 

Rysunek 73. Struktura chemiczna PMAPTAC. 

• kalceina (Sigma-Aldrich) 

• buforowana fosforanem sól fizjologiczna – PBS (tabletki, Sigma-Aldrich); skład 

roztworu po rozpuszczeniu w 200 ml wody dejonizowanej: KCl 0,0027 M, NaCl 

0,137 M, pH = 7,4. 

• Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 

• chloroform stabilizowany amylenem (cz.d.a., Chempur) 

• Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich) 

• zestaw do oznaczania stężenia fosfolipidów - Phosphatidylcholine Assay Kit (Sigma-

Aldrich) 

• woda dejonizowana 
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2. Metody badawcze i aparatura 

2.1. Dynamiczne i elektroforetyczne rozpraszanie światła 

Opis znajduje się w rozdziale 1 (podpunkt 2.1). 

2.2. Spektroskopia fluorescencyjna 

Do badania fluorescencji używano spektrofluorymetru Perkin-Elmer LSD 50B 

wyposażonego w termostatowany uchwyt na kuwetę. Eksperymenty przeprowadzane 

były w 25 °C w kuwetach kwarcowych firmy Hellma o drodze optycznej wynoszącej 1 

cm.  

2.3. Symulacje metodą dynamiki molekularnej§ 

Symulacje zostały wykonane za pomocą oprogramowania GROMACS 2018.233–235 

Wszystkie cząsteczki sparametryzowano z użyciem pola siłowego OPLS-AA.236 Do 

opisania topologii POPC i POPS wykorzystano ulepszone, opublikowane wcześniej 

parametry dla lipidów.237 Czwartorzędowe grupy amoniowe oligomerów PMAPTAC 

zostały opisane takimi samymi parametrami, jak te w hydrofilowej części 

fosfatydylocholiny. Dla jonów K+ i Cl- zastosowano odpowiednie parametry OPLS.238 

Dla wody użyto modelu TIP3P.239  

Wszystkie symulacje przeprowadzono w temperaturze 323,15 K z termostatem Nosé’a-

Hoovera.240,241 Ciśnienie utrzymywano na poziomie 1 bara za pomocą półizotropowego 

barostatu Parrinello-Rahmana242 (τ = 1 ps). Oddziaływania dyspersyjne i odpychanie 

bliskiego zasięgu zostały opisane potencjałem Lennarda-Jonesa z odcięciem 1,4 nm. 

Metodą PME243 obliczono oddziaływania elektrostatyczne z odcięciem w przestrzeni 

rzeczywistej 1,4 nm i siatką Fouriera 0,12 nm. Zastosowano korektę na dyspersję energii 

i ciśnienia.  

                                                 
§ Badania zrealizowano w ramach współpracy naukowej z Instytutem Chemii Biofizycznej im. Maxa 

Plancka w Göttingen (Niemcy). 
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3. Procedury badawcze 

3.1. Preparatyka ujemnie naładowanych liposomów 

Ujemnie naładowane liposomy SUV przygotowano z zwitterjonowego lipidu POPC  

i anionowego POPS w stosunku wagowym 4:1 (który w przybliżeniu odpowiada także 

stosunkowi molowemu). Związki odważono do fiolek i rozpuszczono w odpowiedniej 

objętości chloroformu (zwykle do otrzymania stężenia 20 mg/ml). Tak przygotowane 

roztwory zmieszano w odpowiednich proporcjach, aby otrzymać ustalony stosunek 

lipidów. Rozpuszczalnik następnie odparowano strumieniem azotu i do powstałego 

suchego filmu lipidowego dodano odpowiednią objętość buforu PBS (rozcieńczonego 

10-krotnie) do otrzymania sumarycznego stężenia lipidów 2,5 mg/ml. Próbkę wytrząsano 

na wytrząsarce typu Vortex przez 5 min. Tak powstałą zawiesinę wielowarstwowych 

pęcherzyków poddano pięciu cyklom zamrażania-rozmrażania w temperaturach ciekłego 

azotu i 60 °C, a następnie ekstrudowano 6 razy przy użyciu ekstrudnera ciśnieniowego  

z filtrem membranowym o średnicy porów 100 nm. W przypadku liposomów  

z enkapsulowaną kalceiną do uwodnienia suchego filmu wykorzystano roztwór barwnika 

(60 mM w 10-krotnie rozc. PBS). Niezamkniętą kalceinę oddzielono od pęcherzyków za 

pomocą techniki filtracji żelowej na kolumnie wypełnionej Sephadexem G-50. Jako 

eluent stosowano bufor PBS rozcieńczony 10-krotnie. Stężenie lipidów w wyjściowej 

próbce oznaczono za pomocą zestawu Phosphatidylcholine Assay Kit z Sigma-Aldrich. 

Pomiędzy pomiarami zawiesinę liposomów przechowywano w lodówce (4 °C). 

3.2. Badanie agregacji pęcherzyków 

Przygotowano serię próbek liposomów POPC/POPS zawierających stałe sumaryczne 

stężenie lipidów (1,25 mg/ml) oraz różne zawartości polimerów (0 – 150% względem 

masy lipidów). 0,5 ml zawiesiny pęcherzyków (clipidów = 2,5 mg/ml) umieszczano w łaźni 

ultradźwiękowej i szybko dodawano odpowiednią objętość roztworu polikationu. 

Następnie próbki dopełniano buforem PBS (rozc. 10-krotnie) do sumarycznej objętości  

1 ml i umieszczono na mieszadle magnetycznym (mieszanie 300 rpm) na 15 minut. 

Metodą DLS i ELS wyznaczono średnie średnice hydrodynamiczne (dz), współczynnik 

dyspersyjności (PDI) i potencjał zeta dla tak przygotowanych próbek.  
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3.3. Badanie uwalniania kalceiny 

Opis znajduje się w rozdziale 2 (podpunkt 3.3). 

3.4. Symulacje metodą dynamiki molekularnej**
 

Cztery układy zostały zbadane metodą dynamiki molekularnej: POPC/POPS, M20-1, 

M20-2, M40-1 (Tabela 15). Dwuwarstwa lipidowa zawierała 230 cząsteczek POPC i 58 

POPS (4:1 mol). Jako modelowe cząsteczki PMAPTAC wykorzystano oligomery 

składające się z 20 (PMAPTAC20) i 40 (PMAPTAC40) merów. W przypadku krótszej 

makrocząsteczki zbadano dwa układy zawierające membranę oraz 1 lub 2 cząsteczki 

oligomeru. Ostatni układ zawierał dwuwarstwę lipidową i 1 cząsteczkę PMAPTAC40. 

Oligomery zostały umieszczone w pobliżu górnej części błony, co odpowiada warunkom 

eksperymentalnym, w których to polikation dodany do zawiesiny liposomów ma dostęp 

tylko do zewnętrznej części membrany lipidowej.  

Tabela 15. Podsumowanie symulowanych układów. 

Układ 
Cząsteczkia 

PMAPTAC 

Cząsteczkia 

POPC/POPS 

Cząsteczkia 

wody 

Jonya 

K+/Cl- 

Czas 

symulacji 

[ns] 

POPC/POPS 0 230/58 15 802 58/0 3 × 1000 

M20-1 
1 × 

PMAPTAC20 
230/58 26 961 38/0 3 × 1000 

M20-2 
2 × 

PMAPTAC20 
230/58 30 139 18/0 3 × 1000 

M40-1 
1 × 

PMAPTAC40 
230/58 39 733 18/0 3 × 1000 

a ilość cząsteczek / jonów 

  

                                                 
** Badania zrealizowano w ramach współpracy naukowej z Instytutem Chemii Biofizycznej im. Maxa 

Plancka w Göttingen (Niemcy). 
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4. Wyniki 

4.1. Badanie agregacji liposomów 

Wprowadzenie liniowych polikationów do zawiesiny ujemnie naładowanych liposomów 

może powodować odwracalną agregację pęcherzyków, a po dodaniu odpowiedniej ilości 

polimeru formowanie się stabilnych liposomów pokrytych polikationem.163,244 W celu 

sprawdzenia czy polimery PMAPTAC wpływają na agregację pęcherzyków 

POPC/POPS, przeprowadzono pomiary DLS i ELS. Wyniki przedstawia Tabela 16. 

Liposomy POPC/POPS (4:1) przygotowane z wykorzystaniem techniki ekstruzji 

charakteryzowały się wąskim rozkładem rozmiarów (PDI < 0,1), średnicą ok. 100 nm  

i wysoce ujemnym potencjałem zeta (ok. -52 mV) spowodowanym obecnością 

anionowego lipidu POPS.  

 

Rysunek 74. Rozkład rozmiarów liposomów POPC/POPS (4:1) przed oraz po dodatku 

9,6% PMAPTAC147. Rozkład po intensywności rozpraszanego światła uzyskano metodą 

DLS. 

Dodatek polikationów spowodował wzrost wartości ładunku cząstek, co wskazuje, że 

zarówno PMAPTAC16 jak i PMAPTAC147 uległy adsorpcji na powierzchni pęcherzyków. 

Długość łańcucha makrocząsteczek wpłynęła jednak na obserwowany wzrost potencjału 

zeta oraz na agregację liposomów.  
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W przypadku PMAPTAC147 po wprowadzeniu niewielkiej ilości polikationu 

zaobserwowano gwałtowny wzrost rozmiarów i dyspersyjności próbki, co sugeruje 

agregację pęcherzyków.163 Zwiększanie stężenia polimeru skutkowało stopniowym 

zmniejszaniem wartości średnicy hydrodynamicznej i PDI, a tym samym dysocjacją 

agregatów i powstawaniem oddzielnych liposomów pokrytych polikationem.163 Wartość 

potencjału zeta wzrastała wraz ze zwiększającą się ilością PMAPTAC147 w układzie  

i osiągnęła stałą wartość ok. -43 mV powyżej 9% zawartości (względem masy lipidów) 

polimeru, co świadczy o pełnym pokryciu powierzchni pęcherzyków przy tej zawartości 

makrocząsteczek. Rozkład rozmiarów liposomów przed i po dodatku 9,6% PMAPTAC147 

(co odpowiada stężeniu 48 μg/ml) przedstawia Rysunek 74. 

Tabela 16. Wartości średniej średnicy hydrodynamicznej (dz), współczynnika 

dyspersyjności wyrażonego jako PDI oraz potencjału zeta (ζ) liposomów POPC/POPS  

(c = 1,25 mg/ml) przed i po wprowadzeniu do układu polikationów PMAPTAC. Wyniki 

przedstawiono w postaci średniej wartości ± odchylenie standardowe.  

Układ 

Stężenie 

polikationu 

(μg/ml) 

Zawartość 

polikationu 

(% wag.) 

dz (nm)  PDI  ζ (mV)  

liposomy 

POPC/POPS 
0 0 106 ± 1 0,07 ± 0,02 –52,1 ± 2,3 

liposomy 

POPC/POPS + 

PMAPTAC147 

 

 

6 1,2 174 ± 4 0,38 ± 0,01 –43,4 ± 2,2 

12 2,4 672 ± 182 1.0 –41,9 ± 2,6 

18 3,6 >103 1.0 –22,2 ± 1,6 

24 4,8 >104 1.0 17,8 ± 1,5 

30 6,0 266 ± 29 0,37 ± 0,02 34,1 ± 1,2 

42 8,4 205 ± 3 0,27 ± 0,04 40,5 ± 2,5 

48 9,6 189 ± 2 0,25 ± 0,03 43,4 ± 2,3 

54 10,8 184 ± 3 0,26 ± 0,04 42,8 ± 2,5 

60 12,0 177 ± 5 0,24 ± 0,03 43,0 ± 2,4 
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66 13,2 156 ± 2 0,18 ± 0,02 43,0 ± 2,7 

liposomy 

POPC/POPS + 

PMAPTAC16 

 

10 2 324 ± 23 0,56 ± 0,14 –34,8 ± 2,2 

25 5 >104 1,0 4,5 ± 1,0 

50 10 >104 1,0 20,0 ± 0,6 

75 15 >103 1,0 23,7 ± 1,7 

100 20 >103 1,0 26,5 ± 2,3 

250 50 >103 1,0 29,3 ± 1.9 

500 100 873 ± 701 0,84 ± 0.24 31,7 ± 1,7 

750 150 422 ± 68 0,80 ± 0.24 31,4 ± 1,6 

  

W przypadku dodatku PMAPTAC16 liposomy POPC/POPS pozostawały zagregowane 

nawet przy bardzo wysokich stężeniach polikationu, na co wskazują duże wartości 

średniej średnicy hydrodynamicznej i współczynnika dyspersyjności. Nawet przy 

zawartości polimeru wynoszącej aż 50% (0,25 mg/ml) pomiary wykazały obecność  

w układzie cząstek o mikrometrycznych rozmiarach i bardzo dużej dyspersyjności (PDI 

= 1). Dalsze zwiększanie stężenia PMAPTAC16 spowodowało zmniejszenie się średnich 

rozmiarów obiektów do wartości poniżej 1 μm, jednak było to prawdopodobnie 

spowodowane całkowitą dezagregacją liposomów pod wpływem tak dużej zawartości 

polielektrolitu. Co więcej, potencjał zeta zmienił się na dodatni przy podobnej zawartości 

polimeru, ale jego wartość była 4 razy mniejsza niż w przypadku związku o dłuższym 

łańcuchu. Wskazuje to, że tendencja polikationów PMAPTAC do adsorpcji na 

membranie POPC/POPS zwiększa się wraz z ilością budujących go merów.  

4.2. Badanie uwalniania kalceiny 

W celu określenia czy polimery PMAPTAC powodują zwiększenie przepuszczalności 

membrany POPC/POPS, przeprowadzono badania uwalniania kalceiny enkapsulowanej 

w liposomach. Eksperyment ten został opisany w rozdziale 2 (podpunkt 4.2). 
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Do układu pęcherzyków z zamkniętą kalceiną wprowadzono polikationy w ilościach  

13,2% (w przypadku PMAPTAC147) oraz 30% (w przypadku PMAPTAC16) względem 

sumarycznej zawartości lipidów. Ilość uwolnionego barwnika, RF, obliczono na 

podstawie Równania 7. Po analizie uzyskanych wyników (Rysunek 75) widać, że 

obecność polimerów nie doprowadziła do wzrostu intensywności fluorescencji kalceiny, 

a zatem nie zwiększyła przepuszczalności dwuwarstwy lipidowej. Można wysnuć więc 

wniosek, że w badanych stężeniach polikationy PMAPTAC nie powodują zniszczenia 

struktury membrany lipidowej ani powstawania w niej porów.  

 

Rysunek 75. Przebieg czasowy uwalniania kalceiny (RF) z liposomów POPC/POPS pod 

wpływem dodatków polikationów PMAPTAC147 (13,2% wag.) i PMAPTAC16 (30% wag.). 

4.3. Symulacje metodą dynamiki molekularnej 

Przeprowadzono symulacje mające na celu określenie oddziaływania polikationu 

PMAPTAC z membraną lipidową POPC/POPS oraz wpływu długości łańcucha 

oligomeru na te oddziaływania. We wszystkich badanych układach makrocząsteczki  

z łatwością adsorbowały się na powierzchni dwuwarstwy w mniej niż 10 ns i pozostawały 

tam do końca symulacji (Rysunek 76 – A, C, E).  
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Rysunek 76. (A, C, E) Obrazy przedstawiające układy M20-1 (A) i M20-2 (C) z jedną  

i dwoma cząsteczkami PMAPTAC20, oraz M40-1 (E) z pojedynczym oligomerem 
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PMAPTAC40 zrobione na koniec symulacji (t =1000 ns). Cząsteczki polimerów zostały 

pokazane jako żółte/pomarańczowe łańcuchy z zaznaczonymi atomami azotu (na 

niebiesko) i tlenu (na czerwono). POPC i POPS oznaczono odpowiednio kolorem szarym 

i różowym z hydrofilowymi głowami przedstawionymi jako sfery. Woda została pokazana 

jako jasnoniebieska powierzchnia. (B, D, F) Rozkłady odległości pomiędzy końcami 

(„end-to-end”) oligomerów PMAPTAC znajdujących się w wodzie (jaśniejszy kolor) oraz 

zaadsorbowanych na membranie (ciemniejszy kolor) w badanych układach. Wartości 

średnie zostały zaprezentowane jako pionowe linie. 

 

Rysunek 77. Funkcje rozkładu radialnego (RDF) dla par atomowych złożonych z azotu 

grupy amoniowej oligomeru (PMAPTACx N), tlenu seryny (POPS O-), fosforu grup 

fosforanowych POPS i POPC (POPS P i POPC P), tlenu wody (OW) oraz azotu grupy 

amoniowej POPC (POPC N). Wyniki dla układu M20-1 (A), M20-2 (B) oraz M40-1 (C).  
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Obliczone zostały średnie odległości pomiędzy końcami łańcuchów oligomerów 

(odległości „end-to-end”), które są mniejsze dla cząsteczek osadzonych na membranie 

niż tych znajdujących się w wodzie (Rysunek 76 – B, D, F). Wskazuje to na 

przyjmowanie przez nie bardziej kompaktowych konformacji podczas oddziaływania  

z dwuwarstwą, przy czym efekt ten jest większy dla krótszych łańcuchów.  

W celu głębszej analizy badanych oddziaływań wyznaczone zostały także funkcje 

rozkładu radialnego (RDF) dla różnych par atomów polimeru, lipidów i wody (Rysunek 

77). Wyniki pokazują, że PMAPTAC silnie oddziałuje z ujemnie naładowanymi atomami 

tlenu seryny i nie wnika głębiej w dwuwarstwę lipidową. Oddziaływania z POPC są dużo 

słabsze, co wskazuje na preferencyjne oddziaływania polikationu z lipidami POPS oraz 

na ich możliwą akumulację w pobliżu cząsteczki polimeru.  

Sprawdzono, jak PMAPTAC osadzony na membranie wpływa na właściwości 

dwuwarstwy POPC/POPS. Na początku obliczono rozkłady gęstości występowania 

POPS w obydwu warstwach błony (Rysunek 78 – A, C, E). W przypadku układów 

zawierających tylko jeden oligomer (M20-1, M40-1) zaobserwowano znaczy wzrost 

gęstości anionowego lipidu w miejscach styku z cząsteczką PMAPTAC, której wartość 

wyniosła nawet 0,91 cząsteczek/nm2 (wartość średnia dla „czystej” membrany wynosi 

0,29 cząsteczek/nm2). Pokazuje to, że proces adsorpcji polikationu prowadzi do 

akumulacji cząsteczek POPS w pobliżu łańcuchów polimerowych i tworzenia się domen 

zawierających ujemnie naładowane lipidy. W układzie z dwoma makrocząsteczkami 

(M20-2) także zauważono wzrost gęstości występowania POPS w sąsiedztwie 

oligomerów, jednak był on mniejszy i osiągnął wartość poniżej 0,75 cząsteczek/nm2. To 

wskazuje, że dwa łańcuchy PMAPTAC20 są w stanie akumulować w swoim pobliżu 

mniej anionowych lipidów, ponieważ konkurują o dostępne molekuły POPS, a także 

odpychają się wzajemnie. Co więcej, porównanie układów M20-2 i M40-1 (w których 

występuje taka sama ilość merów PMAPTAC) pokazuje, że PMAPTAC40 jest w stanie 

przyciągać POPS bardziej efektywnie niż dwie cząsteczki PMAPTAC20. Na Rysunku 78 

widać także, że krótszy oligomer przyjmuje na membranie bardziej zwartą konformację, 

podczas gdy dłuższy ma bardziej wydłużony kształt, a co za tym idzie większą 

powierzchnię styku. Z tego powodu oddziaływania PMAPTAC20 z błoną lipidową są 

słabsze niż jego dłuższego odpowiednika. Ponadto należy zaznaczyć, że w dolnej 

(wewnętrznej) warstwie membrany nie zaobserwowano zmian w gęstości występowania 

cząsteczek POPS w żadnym z symulowanych układów, więc lokalna akumulacja ujemnie 
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naładowanych lipidów jest ograniczona tylko do warstwy, która ma bezpośredni kontakt 

z oligomerami PMAPTAC.  

 
Rysunek 78. Dwuwymiarowe profile gęstości występowania cząsteczek POPS (po lewej) 

oraz grubości membrany (po prawej) dla układów M20-1 (A, B), M20-2 (C, D) oraz  

M40-1 (E, F).  Środkowe wartości zaznaczone na skalach przedstawiają wartości średnie 

dla samej membrany POPC/POPS bez polimeru.  
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Rysunek 79. Dwuwymiarowe profile APL - powierzchni przypadającej na pojedynczą 

cząsteczkę lipidu (A, C, E) i porównanie ich w górnej i dolnej warstwie membrany wzdłuż 

wybranych współrzędnych pudełka (B, D, F). Wyniki przedstawiono dla układów M20-1 

(A, B), M20-2 (C, D) oraz M40-1 (E, F). Środkowa wartość zaznaczona na skali 

przedstawia wartość średnią dla samej membrany POPC/POPS bez polimeru. 

Kolejnym krokiem sprawdzania wpływu polimeru PMAPTAC na badaną dwuwarstwę 

było wyznaczenie rozkładów grubości membrany oraz powierzchni zajmowanych przez 

cząsteczki lipidów (APL – z j. ang. area per lipid). Sama błona POPC/POPS 

charakteryzuje się prawie jednolitą grubością, a fluktuacje powierzchni przypadających 
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na pojedynczą cząsteczkę lipidu są niewielkie. Średnie wartości grubości dwuwarstwy  

i APL wynoszą odpowiednio 3,87 nm i 0,68 nm2. Adsorpcja PMAPTAC na membranie 

w znaczący sposób zmienia organizację cząsteczkową dwuwarstwy POPC/POPS 

(Rysunek 78 – B, D, F oraz Rysunek 79). W miejscach kontaktu z łańcuchem 

polimerowym błona staje się cieńsza (grubość zmniejsza się do ok. 3,6 nm) i luźniej 

upakowana (powierzchnia przypadająca na cząsteczkę wzrasta do ok. 0,75 nm2  

w przypadku systemu M20-1).  

W celu określenia, czy w badanych układach ma miejsce sprzężenie międzywarstwowe, 

wykreślono wartości APL wzdłuż jednej wybranej współrzędnej pudełka dla górnej  

i dolnej warstwy błony POPC/POPS (Rysunek 79 – B, D, F). Wzrost powierzchni 

przypadającej na cząsteczkę lipidu po adsorpcji PMAPTAC jest dużo mniejszy i bardziej 

równomierny w przypadku dolnej (wewnętrznej) warstwy. Jedynie w przypadku układu 

M40-1, w którym oligomer najsilniej oddziałuje z membraną, zaobserwowano nieco 

wyższą korelację zmian APL pomiędzy warstwami błony. Sugeruje to, że adsorpcja 

polikationu na dwuwarstwie lipidowej może prowadzić do sprzęgania pomiędzy 

warstwami, jednak wielkość tego zjawiska prawdopodobnie jest zależna od siły 

oddziaływania polimeru z membraną. 
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III. Podsumowanie i wnioski 

W tej części pracy doktorskiej zbadano, jak mocne polikationy PMAPTAC zawierające 

czwartorzędowe grupy amoniowe oddziałują z modelowymi błonami biologicznymi oraz 

jak wpływają na ich właściwości. Sprawdzono także wpływ długości łańcucha 

polimerowego na badane oddziaływania. 

• Jako modelowe membrany komórkowe zastosowano ujemnie naładowane liposomy 

zbudowane z lipidów POPC (cząsteczka zwitterjonowa) i POPS (cząsteczka  

o ujemnym ładunku) w stosunku molowym 4:1.  

• Uzyskane wyniki eksperymentalne i symulacyjne pokazały, że wprowadzenie 

PMAPTAC do układu zawierającego błonę POPC/POPS powoduje adsorpcję 

polimeru na membranie i przyjęcie przez niego bardziej zwartej konformacji. 

• Zjawisku adsorpcji towarzyszy formowanie się domen zawierających ujemnie 

naładowane lipidy, przy czym polikation o dłuższym łańcuchu jest w stanie 

efektywniej akumulować lipidy POPS w swoim pobliżu niż jego krótszy 

odpowiednik. Tworzenie się domen o dużej gęstości występowania anionowego 

lipidu ograniczone jest tylko do warstwy zewnętrznej błony (która ma bezpośredni 

kontakt z polimerem), co prowadzi do powstania asymetrii pomiędzy warstwami 

membrany pod względem rozmieszczenia lipidów. 

• Pomimo, że PMAPTAC tylko adsorbuje się na powierzchni i nie penetruje w głąb 

dwuwarstwy POPC/POPS, to w znaczący sposób zmienia jej właściwości. Błona 

staje się cieńsza i luźniej upakowana w miejscach kontaktu z polimerem.  

• Siła oddziaływania pomiędzy polikationem a membraną zależy od długości łańcucha 

– krótsza makrocząsteczka oddziałuje z dwuwarstwą słabiej niż dłuższa. Powodem 

tego zjawiska jest to, że krótsze oligomery przyjmują na membranie bardziej 

sferyczne i kompaktowe konformacje, a co za tym idzie mają mniejszą powierzchnię 

styku z błoną lipidową.  

• Adsorpcja polikationu na dwuwarstwie lipidowej może prowadzić do sprzęgania 

pomiędzy warstwami, jednak wielkość tego zjawiska prawdopodobnie jest zależna 

od siły oddziaływania polimeru z membraną. 

• PMAPTAC oddziałuje z membraną POPC/POPS głównie wskutek przyciągania 

elektrostatycznego. 
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• Przeprowadzony eksperyment pokazał, że polimery PMAPTAC nie powodują 

wycieku hydrofilowych substancji z wnętrza liposomów, co świadczy o braku 

tworzenia porów w błonie POPC/POPS. Zostało to także potwierdzone wynikami 

symulacji.  

Przedstawione wyniki pokazują, że mechanizm cytotoksyczności polimerów PMAPTAC 

jest skomplikowany i jego określenie wymaga dalszych badań. 
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Podsumowanie pracy 

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej udało się scharakteryzować proces 

samoorganizacji siarczanu chondroityny modyfikowanego grupami oktadecylowymi  

i oleilowymi w środowisku wodnym. Dowiedziono, że wszystkie badane polimery 

spontanicznie organizują się w nanostruktury w roztworze soli fizjologicznej, ale na 

proces ten wpływa zarówno stopień podstawienia polisacharydu, jak i stopień nasycenia 

hydrofobowych łańcuchów. Amfifilowe pochodne CS wykazały dobrą zdolność 

zamykania modelowej substancji terapeutycznej oraz przedłużone uwalnianie  

w warunkach in vitro, co jest obiecującym wynikiem w kontekście ich zastosowań jako 

nośniki hydrofobowych leków. Z powodzeniem zbadano także oddziaływania 

nanostruktur polimerowych z modelowymi błonami komórkowymi. Pozwoliło to 

wyciągnąć wnioski na temat możliwej cytotoksyczności tych materiałów. Polimery  

o mniejszych stopniach podstawienia nie wykazały dezintegrującego wpływu na 

dwuwarstwy lipidowe, a w przypadku makrocząsteczek o większym DS zdecydowanie 

bardziej szkodliwe okazały się te modyfikowane nasyconymi łańcuchami 

węglowodorowymi. Sugeruje to, że w dalszych badaniach nad tymi materiałami należy 

skupić się na siarczanie chondroityny modyfikowanym grupami oleilowymi oraz na 

pochodnych o mniejszych stopniach podstawienia. Nośniki otrzymane z tego rodzaju 

polimerów charakteryzują się prostą preparatyką, niewymagającą używania agresywnych 

rozpuszczalników organicznych, a także dobrą zdolnością enkapsulacji hydrofobowych 

substancji i ich przedłużonym uwalnianiem. 

Badania oddziaływań mocnych polikationów PMAPTAC z dwuwarstwami lipidowymi 

pozwoliły przybliżyć naturę oddziaływań tych makrocząsteczek z membranami 

biologicznymi oraz określić ich wpływ na organizację lipidów w membranach. 

Wprowadzenie PMAPTAC do układu zawierającego ujemnie naładowaną błonę 

prowadzi do adsorpcji polikationu na membranie, wskutek czego w zewnętrznej 

monowarstwie tworzą się domeny bogate w anionowy lipid, a błona staje się cieńsza  

i luźniej upakowana w miejscach kontaktu z polimerem. Ponadto dowiedziono, że 

makrocząsteczki zbudowane z większej ilości merów (dłuższych łańcuchów) oddziałują 

mocniej z dwuwarstwą lipidową i bardziej wpływają na jej właściwości. Określenie 

mechanizmu cytotoksyczności tych polikationów wymaga jednak dalszych badań. 
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