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WYKAZ SKRÓTÓW 

13C NMR magnetyczny rezonans jądrowy węgla 
1H NMR magnetyczny rezonans jądrowy wodoru 

5-FU 5-fluorouracyl 

AA kwas akrylowy 

AAA akrylan askorbylu 

AAPBA kwas 3-akryloamidofenyloboronowy 

AcacI 3-((1-(4-winylobenzylo)1H-1,2,3-triazol-4-ylo)metylo)acetylaceton 

AcacOH monoester decylowy acetyloacetonu 

AcacP akrylan (10-acetoacetoksy)decylu 

ADR adriamycyna 

AEChol węglan akryloiloksyetylu cholesterylu 

AFM mikroskopia sił atomowych (z ang. Atomic Force Microscopy) 

AGA N-akryloilo-D-glukozamina 

AH acylohydrazyd 

AIBN 2,2`-azobis-(2-metylopropionitryl) 

ALG alginian sodu 

AMPR polimeryzacja rodnikowa z udziałem rodników aminoksylowych 

AMPTMA chlorek 3-akrylamidopropylotrimetyloamoniowy 

ATR-FTIR spektroskopia osłabionego całkowitego odbicia w podczerwieni 
(z ang. Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy) 

ATRP polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu (z ang. Atom 
Transfer Radical Polymerization) 

BEN bentonit 

BnAAA akrylan askorbylu zabezpieczony grupą benzylową 

BPQDs kropki kwantowe z czarnym fosforem 

CA4 kombretastatyna A4 

CBD kannabidiol 

Ce-Ftn Cer-ferrytyna 

Cel celuloza 

CF 5,6-karboksyfluoresceina 

CFG karboksymetylogalaktomannan kozieradki 

Chol ugrupowanie cholesterylowe 

CholA akrylan cholesterylu 

CholBr bromoester cholesterylowy kwasu 2-bromopropionowego 

CholDEGA akrylan dietylenoglikolu cholesterylu 

CholX ditiowęglanowa pochodna cholesterolu 

CMC krytyczne stężenie micelizacji (z ang. Critical Micelle Concentration) 

CMCel karboksymetyloceluloza 

Cmin minimalne stężenie terapeutyczne 
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Cmin maksymalne stężenie terapeutyczne 

CN kurdlan 

CPLL cykliczna poli(L-lizyna) 

CPT S-(+)-kamptotecyna 

CRISPR zgrupowane regularnie rozmieszczone krótkie powtórzenia 
palindromiczne 

CRP kontrolowana polimeryzacja rodnikowa (z ang. Controlled Radical 
Polymerization) 

CS chitozan 

CST krytyczna temperatura rozpuszczalności (z ang. Critical Solution 
Temperature) 

CTA czynnik przeniesienia łańcucha (z ang. Chain Transfer Agent) 

CUR kurkumina 
Ð współczynnik dypersyjności 

DCM dichlorometan 

Dex dekstran 

DLC, LC pojemność nośnika (z ang. Drug Loading Capacity lub z ang. Loading 
Capacity) 

DLE, LE wydajność enkapsulacji leku (z ang. Drug Loading Efficiency lub z ang. 
Loading Efficiency) 

DLS dynamiczne rozpraszanie światła (z ang. Dynamic Light Scattering)  

DMA metakrylan 1-decylu 

DMAEMA metakrylan 2-(dimetyloamino)etylu 

DMEM płyn hodowlany Dulbecco 

DNA kwas deoksyrybonukleinowy 

DOX doksorubicyna 

DSC skaningowa kalorymetria różnicowa (z ang. Differential Scanning 
Calorymetry) 

DTG termograwimetryczna krzywa różniczkowa 

DTXL docetaksel 

ELS elektroforetyczne rozpraszanie światła (z ang. Electrophoretic Light 
Scattering) 

ERL erlotinib 

ekw. ekwiwalent, równoważnik molowy 

FA kwas foliowy 

FITC-BSA albumina surowicy bydlęcej znakowana izotiocyjanianem 
fluoresceiny 

FITC-CM-Dex izotiocyjanian fluoresceiny karboksymetylodekstran 

FRP polimeryzacja wolnorodnikowa (z ang. Free Radical Polymerization) 

GEM gemcitabin 

GLU glukoza 

GMA metakrylan glicydylu 

GO tlenek grafenu 
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HIS histydyna 

HLB równowaga hydrofilowo-lipofilowa (z ang. hydrophil-lipophil 
balance) 

HPMA N-(2-hydroksypropylo)metakrylamid 

IBU ibuprofen 

ICG zieleń indocyjaninowa 

IR780 hydrofobowy barwnik heptametinowocyjaninowy 

J stała sprzężenia 

LCST dolna krytyczna temperatura rozpuszczalności (z ang. Lower Critical 
Solution Temperature) 

LDL receptor lipoprotein o małej gęstości (z ang. Low Density Lipoprotein)  

LEC lecytyna 

MAA kwas metakrylowy 

MAChol metakrylan 6-cholesteryloksyheksylu 

MADIX polimeryzacja rodnikowa z udziałem ditiowęglanów (z ang. 
MAcromolecular Design by Interchange of Xanthates) 

MADLS wielokątowe dynamiczne rozpraszanie światła (z ang. Multi-Angle 
Dynamic Light Scattering) 

MA-ɛAhx-Chol cholest-5-en-3-ylo-6-metakrylamidoheksanohydrazyd 

MA-ɛAhx-Chol43 cholest-4-en-3-ylo-6-metakrylamidoheksanohydrazyd 

MA-ɛAhx-Chol5a 5a-cholestan-3-ylo-6-metakrylamidoheksanohydrazyd 

MA-ɛAhx-LevChol cholest-5-en-3-ylo4-oksopentano-6-
metakrylamidoheksanohydrazyd 

MA-ɛAhx-NHNH2 6-metakryloamidoheksanohydrazyd 

MA-ɛAhx-opB-Chol cholest-5-en-3-ylo-4-(2-oksopropylo)-benzoesan 

MAgala 6-O-metakryloilo-D-galaktopiranoza 

MBA N,N′-metyleno-bis-akrylamid 

MBC 5-metylo-5-benzylokarboksylo-1,3-dioksan-2-on 

MCF-7 estrogenozależne komórki raka piersi 

MDA-MB-231 nieestrogenozależne komórki raka piersi 

MGO magnetyczny tlenek grafenu 

Mn liczbowo średnia masa cząsteczkowa 

Mn.NMR liczbowo średnia masa cząsteczkowa wyznaczona z widma NMR 

Mn.SEC liczbowo średnia masa cząsteczkowa wyznaczona metodą SEC 

Mn.th teoretyczna masa cząsteczkowa 

MOF struktury metaloorganiczne 

MPC 2-metakryloiloksyetylofosforylocholina 

mPEG eter metylowy poli(glikolu etylenowego) 

mRNA matrycowy RNA (z ang. messenger RNA) 

MT glinka montmorylinitowa 

MTC-Chol 2-(5-metylo-2-okso-1;3-dioksano-5-
karboksyloiloksy)etylokarbaminian cholesterylu) 
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MTX metotreksat 

Mw wagowo średnia masa cząsteczkowa 

MW masa cząsteczkowa (z ang. Molecular Weight) 

NB norbornen 

NIPAAm N-izopropyloakrylamid 

NIPMAm N-izopropylometakrylamid; 

NPs nanocząstki (z ang. NanoParticles) 

NVCL N-winylokaprolaktam 

OC-ROP polimeryzacja z organokatalitycznym otwarciem pierścienia (z ang. 
OrganoCatalytic Ring-Opening Polymerization) 

PAA poli(kwas akrylowy) 

PAE poli(β-aminoester) 

Pam poliakrylamid 

PBA poli(akrylan butylu) 

PBS bufor fosforanowy 

PC pektyna 

PCL poli(ε-kaprolakton) 

PCLp lipoplex w klatce polimerowej 

PCL-PEG-PCL kopolimer poli(ε-kaprolakton)-poli(gliokol etylenowy)-poli(ε-
kaprolakton) 

PDMAEA poli(2-(dimetyloamino)etyloakrylan) 

PEG poli(glikol etylenowy) 

PEGMA metakrylan eteru metylowego poli(glikolu etylenowego) 

PEO poli(tlenek etylenu) 

PHEMA poli(metakrylan hydroksyetylu) 

PHPMAlac poli(N-(2-hydroksypropylo)metakrylamid mono/dimleczan) 

PLA poli(kwas mlekowy) 

PLL poli(L-lizyna) 

PMEMO poli(3-metakryloksypropylotrimetoksysilan) 

PMMA poli(metakrylan metylu) 

PNPs nanocząstki polimerowe (z ang. Polymeric Nanopartricles) 

ppm części na milion (z ang. parts per million) 

PTX paklitaksel 

QC kwercetyna 

RAFT polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym 
przeniesieniem łańcucha (z ang. Reversible Addition-Fragmentation 
Transfer) 

RDRP polimeryzacja rodnikowa z odwracalną dezaktywacją (z ang. 
Reversible Deactivation Radical Polymerization) 

RhB Rodamina B 

RNA kwas rybonukleinowy 



- 14 - 

ROMP polimeryzacja z metatetycznym otwarciem pierścienia (z ang. Ring-
Opening Methatesis Polymerization) 

ROP polimeryzacja z otwarciem pierścienia (z ang. Ring-Opening 
Polymerization) 

SANS małokątowe rozpraszanie neutronów (z ang. Small-Angle Neutron 
Scattering) 

SARS-CoV-2 drugi koronawirus ciężkiego ostrego zespołu oddechowego (z ang. 
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) 

SAXS rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod małym kątem (z 
ang. Small-Angle X-ray Scattering) 

SDDS inteligentne systemy dostarczania leków (z ang. Smart Drug Delivery 
System) 

SEC chromatografia żelowa (z ang. Size-Exclusion Chromatogrpahy) 

SEM skaningowa mikroskopia elektronowa (z ang. Scanning Electron 
Microscopy) 

SLS statyczne rozpraszanie światła (z ang. Static Light Scattering) 

SS mostek disiarczkowy 

Tagg temperatura aglomeracji (z ang. Agglomeration Temperature) 

TCP temperatura zmętnienia (z ang. Cloud Point Temperature) 

TEM transmisyjna mikroskopia elektronowa (z ang. Transmission Electron 
Microscopy) 

TG termograwimetria 

Tg temperatura zeszklenia (z ang. Glass Temperature) 

TLC chromatografia cienkopłytkowa (z ang. Thin Layer Chromatography) 

THF tetrahydrofuran 

TMC węglan trimetylenu 

TrG guma tragakantowa 

UCST górna krytyczna temperatura rozpuszczalności (z ang. Upper Critical 
Solution Temperature) 

UV/VIS spektroskopia w zakresie światła nadfioletowego i widzialnego 

VAN wankomycyna 

VIN winkrystyna 

X grupa ditiowęglanowa 

Xa ditiowęglan etylowo-metylowy 

ZP, potencjał ζ potencjał zeta (z ang. Zeta Potential) 

β-CD β-cyklodekstryna 

°C stopień Celsjusza 

% wag. procent wagowy 

δ przesunięcie chemiczne 

ν liczba falowa 

λEx długość fali wzbudzającej 

λEm długość fali emisyjnej 
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WPROWADZENIE 

Materiały „inteligentne” (z ang. smart materials) cieszą się obecnie coraz większym 

zainteresowaniem. Mogą znaleźć zastosowanie w „inteligentnych” systemach dostarczania 

leków (z ang. Smart Drug Delivery System, SDDS). W tej grupie substancji znajdują się 

polimery wrażliwe na bodźce zewnętrzne takie jak: światło, temperatura, pH, enzymy czy 

pole magnetyczne. Przedstawione w niniejszej pracy badania dotyczą polimerów 

wrażliwych na temperaturę, które zmienią swoje właściwości fizykochemiczne pod 

wpływem tego bodźca. Dobór bloków polimerowych jest kluczowy ze względu na przyszłe 

zastosowania. Przedstawione zostaną badania nośników polimerowych di- oraz 

triblokowych zawierających poli(N-izoplopyloakryamid) (PNIPAAm). Jest to najczęściej 

stosowany polimer w termowrażliwych systemach dostarczania substancji aktywnych.  

Otrzymanie układów o pożądanej średniej masie cząsteczkowej umożliwiają metody 

kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej. Zastosowaną w pracy jest RAFT/MADIX (z ang. 

Reversible Addition Fragmentation Chain Transfer/Macromolecular Design via the 

Interchange of Xanthates), która pozwala na kontrolę średniej masy cząsteczkowej 

łańcuchów polimerowych poprzez zastosowanie ditiowęglanu jako czynnika przeniesienia 

łańcucha (z ang. Chain Transfer Agent, CTA). Jedną z zalet polimeryzacji RAFT jest jej 

uniwersalność, możliwść polimeryzacji szerokiej gamy monomerów winylowych  

w łagodnych warunkach ciśnienia i temperatury. Dodatkowym atutem tej metody jest 

rozbudowa układu o kolejne bloki polimerowych, jest to możliwe za sprawą aktywnego 

końca łańcucha. Dodatkowo ditiowęglany charakteryzuje brak reaktywności w stosunku do 

wielu różnych grup funkcyjnych. Ze względu na zastosowanie jako SDDS niezbędne jest 

wprowadzenie do struktury nośnika bloków kompleksujących. Mogą to być np. 

ugrupowania diketonowe czy ketoestrowe, które wskutek tworzenia wiązań wodorowych 

lub wiązań kowalencyjnych (imin) stanowią potencjalne miejsce oddziaływania  

z cząsteczkami substancji aktywnych.  

Kolejną, równie ważną część SDDS stanowi część naprowadzająca, która jest 

odpowiedzialna za celowane działanie nośnika i umożliwienie interakcji z komórkami. 

Dobrym przykładem takiego związku może być pochodna cholesterolu. Cholesterol jest 

zaliczany do lipidów steroidowych,  kluczowych budulców błon komórkowych ssaków. 

Odpowiada za ich sztywność/płynność, integrację, przepuszczalność, a także za tworzenie 
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mikrodomen (tzw. tratw lipidowych). Dodatkowo cholesterol jest prekursorem  

w biosyntezie wielu ważnych biologicznie substancji, w tym kwasów żółciowych, witaminy 

D i hormonów płciowych. Zastosowanie pochodnych cholesterolu jako składników 

nośników umożliwia ich wbudowanie w błonę komórkową komórek nowotworowych. 

Połączenie części termowrażliwej (PNIPAAm), naprowadzającej (cholesterol) i części 

kompleksującej prowadzi do uzyskania oryginalnych nośników leków. Innowacyjne 

połączenie właściwości polimerów, steroidów, chemii organicznej i kontrolowanej 

polimeryzacji rodnikowej RAFT umożliwia otrzymanie dobrze zdefiniowanych nośników 

leków o zróżnicowanych właściwościach fizykochemicznych i biologicznych. Syntezy 

nośników oraz analizy fizykochemiczne, badania enkapsulacji leków oraz badania 

biologiczne przedstawone w tej pracy pozwalają na poszerzenie wiedzy w zakresie 

nośników leków, ich projektowaia oraz zastosowania. 
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CZĘŚĆ LITERATUROWA 

ROZDZIAŁ 1. Polimerowe nośniki leków 

Wstęp 

Jednym z problemów dzisiejszej medycyny nie jest brak substancji aktywnych, ale 

nieumiejętność wykorzystania ich potencjału. Wiele znanych cząsteczek leków 

charakteryzuje się efektywnym działaniem w warunkach badań in vitro, natomiast  

w warunkach fizjologicznych okazują się nie docierać do komórek patologicznych  

w stężeniach terapeutycznych. Jest to najczęściej spowodowane słabą rozpuszczalnością  

w wodzie oraz mechanizmami obronnymi patogenów (lekoopornością). Z uwagi na 

powyższe konieczne jest stosowanie większych dawek, co z kolei prowadzi do pojawienia 

się licznych skutków ubocznych związanych z terapią. Wspomniane skutki uboczne mogą 

być równie groźne jak komórki patologiczne, które ten lek miał zwalczyć. Odpowiedzią na 

powyższe problemy mogą być inteligentne systemy dostarczania leków (SDDS, z ang. Smart 

Drug Delivery System), które są szeroko badane i rozwijane w celu poprawy skuteczności 

terapii, poprzez optymalizację dawki i czasu działania leku bezpośrednio w miejscu 

docelowym. Nowoczesne nośniki leków mają na celu transport substancji aktywnych do 

miejsc zmienionych chorobowo, ale także powinny ułatwić przenikanie przez błony 

komórkowe, przeciwdziałać powstawaniu mechanizmów obronnych komórek 

patologicznych, czy zapewnić uwalnianie substancji aktywnej w czasie.[1–5] 

W klasycznej terapii, gdzie lekiem jest „wolna” substancja aktywna podawana np. w postaci 

tabletki, zastrzyku czy aerozolu, przyjęcie dawki wiąże się z gwałtownym wzrostem jej 

stężenia w organizmie. Ilość leku przewyższa stężenie terapeutyczne z wcześniej 

wymienionych względów. Po okreslonym czasie substancja aktywna jest rozkładana lub 

wydalana przez organizm i jej stężenie spada poniżej minimalnego stężenia 

terapeutycznego Cmin. Niezbędne jest przyjęcie kolejnej dawki, aby stężenie substancji 

aktywnej w organizmie ponownie znalazło się w zakresie stężenia terapeutycznego 

(Rysunek 1A). Terapia trwa kilka dni, bądź nawet, tygodni i wymaga przyjęcia kilku, 

kilkunastu a czasami i kilkudziesięciu dawek.[6] 
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Rysunek 1. Zależność stężenia substancji aktywnej w funkcji czasu z uwzględnieniem 

przyjmowania kolejnych dawek w terapii klasycznej (A) oraz terapii z zastosowaniem SDDS (B). 

 

W przypadku zastosowania SDDS uwalnianie substancji aktywnej można porównać do 

wyłaniania się pociągu z tunelu, który jedzie ze stałą szybkością, wyjeżdżając wagon po 

wagonie. Poprzez stopniowe uwalnianie leku możliwe jest utrzymanie stężenia 

terapeutycznego przez dłuższy czas, co pozwala na obniżenie ilości przyjmowanych dawek 

i całkowitej ilości substancji aktywnej, za czym idzie zmniejszenie ryzyka występowania 

skutków ubocznych (Rysunek 1B).[6] 

Z uwagi na to, że w pracy stosuję nośniki z ugrupowaniami cholesterolowymi 

w przedstawionym poniżej przeglądzie literaturowym skupię się gównie na tego typu 

nośnikach.  
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1.1. Formy nośników leków 

Istnieją różne formy nośników leków, które różnią się kształtem, wielkością i trwałością 

(Rysunek 2).  

 
Rysunek 2. Formy nośników.[5] 

Forma nośnika ma istotny wpływ na sposób podania preparatu, rodzaj enkapsulowanych 

substancji aktywnych, mechanizm wychwytu komórkowego, przeciwdziałanie 

lekooporności, czy też inne mechanizmy wydalania z organizmu. Odpowiedni dobór 

struktury przestrzennej może być kluczowy dla właściwości biologicznych otrzymanego 

układu. Determinuje to zdolność do pokonywania barier fizjologicznych. Kształt systemu 

dostarczania leku ma przede wszystkim wpływ na mechanizm usuwania nośnika przez 

makrofagi, co bezpośrednio wpływa na czas jego cyrkulacji in vivo.[7,8] Zostało 

udowodnione, że układy sferyczne charakteryzują się najwyższą bioakumulacją w organach 

odpowiedzialnych za oczyszczanie organizmu. Dodatkowo obiekty kuliste, najbardziej ze 

wszystkich znanych, są preferowane w procesie fagocytozy, co wpływa pozytywnie na ich 

absorpcję przez komórki.[7]  
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1.1.1. Micele 

Systemy micelarne to jedne z najprostszych konstrukcji stosowanych do dostarczania 

leków. Zbudowane są z unimerów amfifilowych, w których większą część stanowi część 

hydrofilowa. Wielkość miceli waha się w zakresie 5-100 nm. Są to struktury kuliste, które 

powstają w warunkach termodynamicznych poprzez samoorganizację, czasami z udziałem 

dodatkowego czynnika. Charakteryzują się krytycznym stężeniem micelizacji (CMC, z ang. 

Critical Micelle Concentration), które mieści się w zakresie od 10-7 do 10-3 M w wodzie. Przy 

odpowiednim stężeniu micele mogą rozpadać się i powracać do stanu unimerów [9], co 

może być zarówno zaletą, jak i wadą w zależności od ich zastosowania. Klasyczna micela 

zbudowana jest z hydrofobowego rdzenia i hydrofilowej powłoki, co umożliwia 

enkapsulację hydrofobowych substancji czynnych w jej rdzeniu.[10] Najpopularniejszą 

metodą otrzymywania miceli stosowaną w dostarczaniu leków jest metoda strąceniowa, 

w której odpowiedni dobór warunków (temperatura, stężenie, rozpuszczalnik lub ich 

mieszanina) wpływa na efektywność załadowania substancji aktywnych.[11] W tym 

przypadku należy zwrócić uwagę na część hydrofilową, która stanowi zewnętrzną część 

miceli. Odpowiedni dobór bloku polimerowego może zapewnić dobrą rozpuszczalność 

miceli w wodzie oraz zmniejszyć ich wychwyt przez komórki układu odpornościowego, co 

prowadzi do wydłużenia czasu cyrkulacji w krwiobiegu.[12]  

1.1.2. Liposomy i polimerosomy 

Liposomy, czyli pęcherzyki fosfolipidowe, to kuliste struktury zbudowane z dwuwarstwy 

lipidowej. Natomiast polimerosomy to syntetyczne odpowiedniki liposomów, które 

tworzone  są z kopolimerów amfifilowych, w których udział części hydrofilowej mieści się 

w zakresie 20-40% wagowych. Ze względu na zatrzymywanie wody wewnątrz konstrukcji 

pełnią one rolę transporterów substancji hydrofilowych. Ich rozmiary wahają się od 100 do 

1000 nm.[13] Jedną z metod wytwarzania polimerosomów jest metoda rehydracji 

filmu.[14] W literaturze istnieją przykłady liposomów składających się między innymi  

z cholesterolu i innych lipidów, które są budulcem podwójnej błony i nie są kowalencyjnie 

związane z polimerowym nośnikiem leku. W takim przypadku liposom jest tylko ramą lub 

transporterem dla odpowiedniego leku. Konstruowanie tego typu nośników jest popularne 

ze względu na dużą trwałość, prostotę przygotowania i możliwości przewidywania ich 

działania i właściwości fizykochemicznych.[15–19] 
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1.1.3. Nanożele i hydrożele 

Żele polimerowe to trójwymiarowa sieć łańcuchów polimerowych, która powstaje  

w wyniku usieciowania chemicznego lub fizycznego. Specyficzną grupą są hydrożele, które 

są nierozpuszczalne w wodzie, i nie tracą integralności strukturalnej, nawet w przypadku 

dużego stężenia wody. Hydrożele występujące w postaci nanocząstek nazywane są 

nanożelami. Mają średnice od dziesiątek do setek nanometrów. Są to materiały porowate, 

których pory można wypełnić np. cząsteczkami leków. Możliwe jest projektowanie 

właściwości hydro- i nanożeli, takich jak pęcznienie, degradacja i budowa chemiczna przy 

użyciu różnych biopolimerów lub polimerów syntetycznych, a także różnych metod 

sieciowania[20–24]. Hydrożele jako nośniki leków są uniwersalne ze względu na drogę 

podawania. Można je podawać do oczu, skóry i błon śluzowych, dopochwowo oraz 

wstrzykiwać. Ze względu na wysoką nasiąkliwość, nawet powyżej 90% wag., są 

wykorzystywane jako sorbenty do wchłaniania dużych ilości wody, płynów biologicznych  

i substancji czynnych bez zmiany ich postaci.[25–27] Znajdują zastosowanie w inżynierii 

tkankowej[28], opatrunkach na rany[29,30], produkcji soczewek kontaktowych[31,32]  

i głównie jako systemy dostarczania leków[33–36]. Specyficzną grupą hydrożeli są 

termowrażliwe, biodegradowalne hydrożele, które charakteryzują się przejściem fazowym 

po przekroczeniu krytycznej temperatury. W temperaturze pokojowej występują w postaci 

płynnej (zol), a powyżej temperatury przejścia fazowego (zol-żel) zaczynają żelować. 

Temperatura żelowania jest cachą charakterystyczną dla każdego kopolimeru i zależy od 

czynników, takich jak np. środek sieciujący, długość i budowa użytych polimerów.[37] 

Biorąc pod uwagę zastosowanie biomedyczne jako SDDS, przejście zol-żel powinno nastąpić 

w temperaturze bliskiej temperaturze ciała. Biorąc pod uwagę formę podania istnieje kilka 

istotnych kryteriów stosowanych do hydrożeli polimerowych. Przede wszystkim lepkość 

nośnika w temperaturze pokojowej musi być na tyle niska, aby umożliwić enkapsulację 

cząsteczek substancji aktywnych i wstrzyknięcie załadowanego zolu do organizmu. 

Natomiast wstrzykiwane zole powinny jak najszybciej tworzyć żele, aby zapobiec efektowi 

rozerwania sieci i zbyt szybkiemu uwolnieniu uwięzionych cząsteczek leku. 

Uwalnianie substancji aktywnych uwięzionych w sieci polimerowej jest nieco inne niż 

w przypadku układów micelarnych czy liposomalnych. Enkapsulacja leku odbywa się  

w trakcie żelowania, co pozwala na zamknięcie cząsteczek w sieci żelowej. Zazwyczaj  
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w przypadku dużych cząsteczek leku z dużą ilością grup funkcyjnych oddziaływania między 

uwięzionymi cząsteczkami a nośnikiem żelowym są w wystarczająco silne, aby wykluczyć 

uwalnianie leków przez dyfuzję. Uwalniane substancji czynnych odbywa się poprzez 

stopniową biodegradację łańcuchów polimerowych. Khodaverdi i inni wykazali, że stężenie 

leku lub polimeru nie wpływa na profil uwalniania. Byli w stanie kontrolować uwalnianie 

leków przeciwgrzybiczych chlorowodorku wankomycyny i amfoterycyny B w systemie PCL-

PEG-PCL przez 20 dni.[37] Nośniki żelowe o potencjalnym zastosowaniu jako SDDS  

w strukturze polimerowej powinny zawierać część naprowadzającą, która będzie 

oddziaływać z komórkami patologicznymi i tworzyć kanały umożliwiające cząsteczkom leku 

wnikanie do komórek.[25] 

1.1.4. Nanocząstki 

W przypadku nanocząstek należy rozróżnić 3 główne grupy: (I) polipleksy, (II) nanocząstki 

nieorganiczne i (III) nanocząstki polimerowe.  

Polipleksy to nanocząstki powstałe poprzez samoorganizację kationowych polimerów  

z DNA lub RNA. Takie układy są zdolne do transportu egzogennego materiału genetycznego 

do komórek w procesie zwanym transfekcją.[38]  

Nanocząstki nieorganiczne mogą być otrzymywane z dużej grupy różnych związków. 

Zaliczają się do nich nanocząstki złota, srebra czy też nanocząstki magnetyczne na bazie 

tlenków żelaza. W tym przypadku bardzo często stosuje się układy hybrydowe typu rdzeń-

powłoka, w których rdzeniem są nanocząstki nieorganiczne, a powłokę stanowi warstwa 

polimerowa zsyntetyzowana na ich powierzchni. Szczególną zaletą układów 

magnetycznych jest ich podatność na pole magnetyczne i możliwość wykorzystania efektu 

hipertermii w terapii. W literaturze znane są hybrydy nanocząstek metali z powłokami 

zawierającymi cholesterol jako część naprowadzającą.[39]  

Największą i obecnie najszerzej badaną grupą są nanocząstki polimerowe (PNPs, z ang. 

Polymeric Nanopartricles). Inne określenia tej grupy nośników to nanosfery, czy też 

nanokapsułki, często niestety są one mylone z układami micelarnymi.[12,40] Wynika to  

z kilku faktów, są to struktury o rozmiarach od 50 do 200 nm, co nieco pokrywa się  

z rozmiarami układów micelarnych. W obu przypadkach unimery składają się  
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z kopolimerów amfifilowych, w których dominującą część stanowi część hydrofilowa. 

Jednak nanocząstki polimerowe powstają w warunkach kinetycznych, co przekłada się na 

większą stabilność koloidalną niż w przypadku układów micelarnych i nie rozpadają się one 

do unimerów. Podobnie jak nanożele nie są one zaangażowane w żaden stan równowagi  

z otaczającym środowiskiem, co oznacza, że nie ulegają modyfikacji po rozcieńczeniu.[41] 

W systemach dostarczania leków są raczej związane z transportem hydrofobowych 

substancji aktywnych. Rdzeń nanocząstki jest odpowiedzialny za oddziaływanie  

z cząsteczką leku, natomiast część hydrofilowa stanowi swoistą tarczę przed procesami 

obronnymi komórek, może również pełnić funkcję naprowadzającą.[9] Odpowiednia 

budowa przestrzenna nanocząstki polimerowej może pozytywnie wpływać na 

rozpuszczalność leków, zmniejszać toksyczność i minimalizować skutki uboczne 

stosowanych substancji aktywnych. Te właściwości zachęcają do stosowania nanostruktur 

polimerowych w systemach dostarczania leków. Wiele z nich znajduje się w fazie badań 

klinicznych. Przykładem systemu opartego na nanocząstkach polimerowych są PEG-

ylowane systemy nośników.[42]  

1.2. Charakterystyka polimerowych nośników leków 

Rozmiar, kształt i ładunek powierzchniowy są kluczowymi parametrami opisującymi nośniki 

leków, które mają bezpośredni wpływ na biodystrybucję i czas cyrkulacji in vivo.  

W zależności od rodzaju otrzymywanych struktur należy dobrać odpowiednią metodę 

pomiaru. Techniki rozpraszania, takie jak dynamiczne rozpraszanie światła (DLS, z ang. 

Dynamic Light Scattering), wielokątowe dynamiczne rozpraszanie światła (MADLS, z ang. 

Multi-Angle Dynamic Light Scattering), statyczne rozpraszanie światła (SLS, z ang. Static 

Light Scattering), małokątowe rozpraszanie neutronów (SANS, z ang. Small-Angle Neutron 

Scattering) i rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod małym kątem (SAXS,  

z ang. Small-Angle X-ray Scattering) oraz metody obrazowania mikroskopowego, takie jak 

transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM, z ang. Transmission Electron Microscopy), 

skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM, z ang. Scanning Electron Microscopy)  

i mikroskopia sił atomowych (AFM, z ang. Atomic Force Microscopy) są najczęściej używane 

do opisu rozkładu kształtu i wielkości nośników. Zalety, wady, możliwości i ograniczenia 

powyższych narzędzi fizykochemicznych opisali Patterson i współpracownicy.[43] Niestety 
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mnogość technik pomiarowych oraz zastosowanie różnych warunków pomiarowych 

(temperatura, rozpuszczalnik, stężenie, pH itp.) utrudnia zrozumienie i porównanie 

prezentowanych wyników.  

1.2.1. Rozmiar cząstek 

Rozmiar polimerowych nanocząstek wpływa na farmakokinetykę, adsorpcję białek osocza 

oraz na wychwyt w miejscach aktywnych na powierzchni komórek. Cząstki polimerowe, 

które mają zostać wykorzystane jako system dostarczania substancji aktywnych powinny 

mieć rozmiary w zakresie od 20 do 150 nm. Wielkość nośnika wpływa na ograniczenie jego 

usunięcia poprzez wątrobę i filtrację przez nerki, dzięki czemu możliwe jest wydłużenie jego 

czasu cyrkulacji in vivo. Cząstki o rozmiarach poniżej 20 nm będą szybko wydalane przez 

nerki, natomiast cząstki większe niż 150 nm będą łatwo identyfikowane i usuwane przez 

komórki systemu odpornościowego.[7,44,45] Ważnym aspektem jest również 

pokonywanie barier fizjologicznych, takich jak krew-mózg, krew-gaz, krew-siatkówka, 

krew-łożysko czy krew-trzustka.[7,46] Warto zauważyć, że enkapsulacja substancji 

biologicznie czynnych w nośnikach wpływa na ich wielkość. Wiąże się to z interakcją 

pomiędzy lekiem a nośnikiem, co z kolei ma wpływ na siłę oddziaływań wewnątrz-  

i międzycząsteczkowych grup funkcyjnych w układach polimerowych. Ważny jest dobór 

odpowiedniej dla danego rodzaju nośników metody pomiarowej. Na przykład, w wyniku 

badań dynamicznego rozproszenia światła próbek rozpuszczonych w wodzie można 

wywnioskować, że wprowadzenie cząsteczek leku do układu micelarnego prowadzi do 

zwiększenia średnicy hydrodynamicznej.[47,48] Natomiast badania Van Herck’a pokazują, 

że średnica hydrodynamiczna pustych miceli w buforze fosforanowym była 2-3 razy większa 

niż w wodzie i nie różniła się wielkością od tych załadowanych lekiem.[49] Istotny aspekt 

stanowi również przygotowanie próbki, które jest bezpośrednio związane z metodą 

pomiarową. Wynikiem uzyskiwanym z pomiaru DLS, jest średnica hydrodynamiczna,  

a wielkość cząstki jest skorelowana z ruchami Browna. Natomiast z pomiarów TEM 

wyznaczamy rzeczywistą wielkość cząstki, podczas gdy badana jest próbka w postaci stałej.. 

Prowadzi to do uzyskania różnych wartości rozmiaru cząstek. Wielkości z DLS będą one 

większe niż te uzyskane z obrazowania metodą transmisyjnej mikroskopii 

elektronowej.[50,51] Z kolei wprowadzenie leku do układów podłużnych powoduje 

znaczne zmniejszenie ich rozmiaru, co zaobserwowano przy użyciu SEM.[52,53] 



 

- 25 - 

1.2.2. Potencjał zeta 

Ważnym parametrem charakteryzującym nośniki leków jest potencjał zeta (potencjał ζ, ZP, 

z ang. Zeta Potential), który bada się wykorzystując elektroforetyczne rozpraszanie światła 

(ELS, z ang. Electrophoretic Light Scattering). Jest to potencjał na granicy ślizgowej, czyli 

w miejscu kontaktu ciała stałego z roztworem elektrolitu. Jest on uzależniony od pH i siły 

jonowej, dlatego ważne jest zapewnienie odpowiednich warunków pomiaru, zbliżonych do 

fizjologicznych. ZP określa stabilność i możliwość aglomeracji cząstek. Wartości są wyrażane 

w mV i mogą być zarówno dodatnie jak i ujemne. Im wartość bezwzględna jest większa tym 

stabilniejszym jest układ. Przyjmuje się, że nanocząstki (NPs, z ang. NanoParticles) są 

stabilne powyżej +30 mV lub poniżej -30 mV, a ich aglomeracja występuje w zakresie od  

-5 do +5 mV.[54] Biorąc pod uwagę zastosowanie nanocząstek w dostarczaniu leków, 

powinny one mieć potencjał zeta odpowiadający większości komórek biologicznych, który 

mieści się w zakresie od -20 do -5 mV.[55] Wartości ZP poniżej -5 mV nie pozwalają na 

aglomerację NPs, podczas gdy nieznacznie ujemny potencjał zapewnia oddziaływanie  

z komórkami. Dodatkowo stwierdzono, że cząstki chrakteryzujące się zbyt niską wartość ZP 

mają mniejsze szanse na internalizację z komórkami docelowymi.[7,56,57] Należy unikać 

stosowania dodatnio naładowanych nanocząstek, ponieważ mają one tendencję do 

interakcji ze składnikami krwi, co może prowadzić do hemolizy i toksycznych skutków  

w stosunku do komórek prawidłowych.[7,56–58] Nie należy zapominać, że za 

oddziaływanie między nanocząstkami a komórkami odpowiada wielkość potencjału zeta,  

a nie ich ładunki powierzchniowe. Znaczenie potencjału zeta w nanomedycynie przejawia 

się również w interakcjach pomiędzy lekiem a nośnikiem, a zapewnienie odpowiedniej 

wartości ZP jest jedną z możliwości „celowania” w komórkę. Wartość potencjału zeta jest 

również ważną informacją przy wyborze leku do walki z np. mikroorganizmami. Badania 

nad interakcją kolistyny z komórkami bakterii A. baumannii wykazują korelację pomiędzy 

podatnością komórek na działanie leku a ich ładunkiem powierzchniowym. 

Zaobserwowano również wpływ fazy wzrostu bakterii na ZP bakterii w zależności od tego, 

czy są one wrażliwe czy oporne na kolistynę. Różnice te mogą być spowodowane 

zmiennością składu błony zewnętrznej A. baumannii w zależności od szczepu. Powyższe 

badania potwierdzają, że oddziaływanie elektrostatyczne jest kluczowym elementem 

inicjacji aktywności bójczej kolistyny.[59]  
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1.3. Enkapsulacja i uwalnianie leku 

Zdolność nośnika do załadowania leku – pojemność nośnika (DLC, z ang. Drug Loading 

Capacity lub LC, z ang. Loading Capacity) i wydajność enkapsulacji leku (DLE, z ang. Drug 

Loading Efficiency lub LE, z ang. Loading Efficiency) w nośnikach są podstawowymi  

i najczęściej wyznaczanymi parametrami je charakteryzującymi. Wartości te wyraża się 

odpowiednio jako procent ilości wprowadzonego leku na masę nośnika lub ilości leku 

skutecznie uwięzionego w nośniku na masę całkowitą leku użytego w procesie enkapsulacji. 

LC jest wyrażone wzorem 1 jako iloraz całkowitej masy uwięzionego leku i całkowitej masy 

załadowanego lekiem nośnika. Podczas gdy, LE można obliczyć ze wzoru 2 jako całkowitą 

masę uwięzionego leku podzieloną przez całkowitą masę dodanego leku. 

 LC (%) =
całkowita masa uwięzionego leku

całkowita masa nośnika zawierającego lek
× 100  (1) 

LE (%) =
całkowita masa uwięzionego leku

całkowita masa dodanego leku
× 100 (2) 

Parametry te zależą od wielu czynników, (I) stosunku masy leku do nośnika; (II) sposobu 

przygotowania miceli, nanocząstek, liposomów i innych form nośników; (III) składu 

i architektury nośnika polimerowego; (IV) ilości grup funkcyjnych w cząsteczce leku; (V) 

liczby dostępnych grup funkcyjnych w części kompleksującej nośnika; (VI) rodzaju interakcji 

lek-nośnik; (VII) tendencji łańcuchów polimerowych do skręcania się i samoorganizacji.  

Zmienny stosunek masowy leku do nośnika jest najczęściej badanym i najłatwiejszym do 

przeprowadzenia porównaniem, pod warunkiem, że ta sama procedura enkapsulacji 

substancji aktywnej jest stosowana dla różnych stosunków masowych lek-nośnik. 

Zróżnicowanie wyników i ich nie zawsze oczywista interpretacja pokazuje, że problem 

badawczy jest złożony. W większości przypadków, wraz ze wzrostem ilości leku, wzrasta 

wartość LC, natomiast spada LE[60–64], a w niektórych przypadkach wzrastają oba 

parametry[65,66]. Wydaje się logiczne, że zwiększając masę dodawanego leku w roztworze 

wyjsciowym powinna zwiększać się ilość leku załadowanego do nośnika. Należy jednak 

zastanowić się, gdzie jest granica załadowania? Wyniki badań[63,67] wskazują, że istnieje 

punkt krytyczny, w którym osiągana jest maksymalna wartość nośności SDDS, a w pewnym 

momencie następuje znaczący spadek LE z >95% do około 70%, podczas gdy wzrost LC 

wynosi około 1%. Kolejnym zjawiskiem, które ma ogromny wpływ na załadowanie leków 

jest sposób przygotowania PNP. Dobór rozpuszczalnika, temperatury, czasu dializy i ilości 
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wymian wody wpływają na wyznaczaną wydajność enkapsulacji. Należy wybrać 

rozpuszczalnik, w którym zarówno lek jak i polimer są rozpuszczalne. Taki rozpuszczalnik 

powinien być łatwy do usunięcia, aby nie stanowił balastu i nie zanieczyszczał końcowych 

układów nośnik-lek. Najczęściej stosowane są DMSO i DMF, a także inne lotne 

rozpuszczalniki organiczne.[68] Dializa w podwyższonej temperaturze często prowadzi do 

wzrostu wartości LE[68], natomiast wydłużony jej czas zmniejsza wartości zarówno LE jak  

i LC.[69] Podejmowane są wysiłki w celu określenia związku między strukturą nośnika  

a wydajnością ładowania leku poprzez badania nad umieszczaniem różnych substancji 

aktywnych w tym samym nośniku. Pojawiają się doniesienia o ko-ładowaniu leków, czyli 

enkapsułowaniu jednocześnie różnych związków o znaczeniu terapetycznym  

w nośniku.[70–72] Ko-ładowanie wpływa na spadek wartości LC[73–75], jednak może 

pozytywnie wpływać na wartość LE[73]. Biorąc pod uwagę budowę polimerowych 

nośników leków zawierających ugrupowanie cholesterylowe (Chol), istotnym parametrem 

jest stosunek części hydrofilowych do hydrofobowych. Dodatek bloku hydrofobowego 

obniża wartości LE i LC, natomiast jednostki hydrofilowe, takie jak PEG[76], kwas foliowy 

(FA)[60], poli(ε-kaprolakton) (PCL)[77] czy histydyna (HIS)[78], znacznie podnoszą te 

parametry. Wpływ zawartości cholesterolu w nośniku nie przekłada się jednoznacznie na 

skuteczność enkapsulacji czy ładowność.[79–82] Z drugiej strony pozytywny efekt wywiera 

zmiana architektury nośnika z liniowej na dendrymerową, co podnosi zarówno wartości LE, 

jak i LC.[83] Ze względu na złożoność problemu nie udało się dotychczas znaleźć 

jednoznacznej odpowiedzi na pytanie jakie czynniki decydują o efektywności załadowania. 

Należy również pamiętać, iż wprowadzenie cząsteczki leku do nośnika polimerowego 

wpływa na jego rozmiar poprzez tworzenie nowych oddziaływań z łańcuchem 

polimerowym. W pracy Skandalis et al. ten sam polimer został wykorzystany do otrzymania 

różnych form nośnika. PBA-b-PNIPAAm-b-PDMAEA w temperaturze pokojowej tworzył 

nanocząstki o wielkości 83 nm, natomiast dodatek kurkuminy podczas formowania się 

cząstek wpływał na zmniejszenie się ich rozmiaru do 71 nm dla 10% CUR i do 61 nm dla 

20%, natomiast w temperaturze powyżej przejścia fazowego (45 °C) tendencja była 

odwrotna. „Pusta” nanocząstka charakteryzowała się rozmiarem równym 54 nm, zaś  

z dodatkiem kurkuminy 73 nm (10% CUR) i 64 nm (20% CUR). W drugim przypadku, kiedy 

wprowadzono cząstki DNA do roztworu polimeru rozmiary otrzymanych polipleksów były 

równe 380 nm w przypadku dodatku 200% DNA, 170 nm dla 100% DNA i 160 nm dla 50% 

DNA.[84]
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ROZDZIAŁ 2. Polimerowe nośniki leków zawierające cholesterol 

Kluczową kwestią związaną z projektowaniem inteligentnych nośników leków jest ich 

interakcja z błonami komórkowymi.[85,86] Jedną ze strategii poprawy wychwytu 

komórkowego jest modyfikacja struktury nośnika ugrupowaniem, które stanowi część 

penetrującą błony komórkowe.[87,88] Wysoka biokompatybilność i powinowactwo do 

błon komórkowych sprawiają, że cholesterol i jego pochodne są coraz częściej stosowane 

w SDDS. Cholesterol to związek organiczny, lipid steroidowy, który jest podstawowym 

składnikiem strukturalnym błon komórkowych zwierząt (Rysunek 3), w których odpowiada 

m. in. za integrację, płynność i przepuszczalność błony oraz strukturę mikrodomen (tzw. 

tratw lipidowych).[86,89] Cholesterol zawdzięcza te właściwości swojej budowie. Grupa 

hydroksylowa oddziałuje z cząsteczkami wody podobnie jak hydrofilowe grupy 

fosfolipidów, natomiast szkielet węglowy wykazuje wysokie powinowactwo do 

hydrofobowych części fosfolipidów. Sztywna i płaska struktura tetracykliczna reguluje 

płynność błony komórkowej.[5,90] Cholesterol jest prekursorem w biosyntezie wielu 

ważnych biologicznie substancji, w tym kwasów żółciowych, witaminy D i hormonów 

płciowych.[91,92] Stosunkowo niska cena cholesterolu i reaktywna grupa hydroksylowa 

sprawiają, że cholesterol jest wykorzystywany w projektowaniu SDDS.[89,93] 

 
Rysunek 3. Struktura cholesterolu oraz schematyczne przedstawienie sposobu w jaki się on 

wbudowuje się w błonę komórkową.[5] 

 

Modyfikacje grupy hydroksylowej w pozycji 3 cholesterolu dają niemal nieskończone 

możliwości zastosowania tej cząsteczki zarówno w reakcjach polimeryzacji jak i w syntezie 

organicznej. Stosunkowo niski koszt i dostępność na dużą skalę doprowdziły do otrzymania 
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niezliczonych analogów cholesterolu.[94] Ze względu na budowę polimerów zawierających 

ugrupowanie cholesterylowe, cholesterol może znajdować się w łańcuchu głównym bądź 

w łańcuchach bocznych polimeru. Dodatkowo można go wprowadzać do polimeru dwoma 

drogami: w wyniku polimeryzacji lub post-modyfikacji.[95,96] Zastosowanie takiego 

podziału prowadzi do otrzymania 4 kategorii makrocząsteczek zawierających cholesterol, 

otrzymywanych: (I) przez polimeryzację monomerów zawierających cholesterol, (II) przez 

post-modyfikację łańcuchów bocznych, (III) przy użyciu czynnika przeniesienia łańcucha lub 

inicjatora zawierającego cholesterol, oraz (IV) w wyniku post-modyfikacji końca łańcucha 

(Schemat 1). 

 
Schemat 1. Metody syntezy polimerów zawierających ugrupowania cholesterylowe.[5] 

 

2.1. Polimery zawierające cholesterol na końcu łańcucha polimerowego 

Istnieją dwa podejścia, które dają możliwość wprowadzenia ugrupowania 

cholesterolowego na końcu łańcucha polimerowego, jest to polimeryzacja lub post-

modyfikacja. W pierwszym przypadku cząsteczkę cholesterolu należy zmodyfikować w taki 

sposób, aby było możliwe zastosowanie jej jako inicjatora, czynnika przeniesienia łańcucha 

lub prekursora polimeryzacji. W drugim przypadku otrzymany polimer musi na jednym  

z końców posiadać grupę funkcyjną, którą można poddać post-modyfikacji, najczęściej jest 

to grupa karboksylowa, którą można poddać estryfikacji lub grupa aminowa, która może 

zostać poddana amidowaniu z odpowiednio zmodyfikowaną cząsteczką cholesterolu. Te 

podejścia prowadzą do uzyskania polimerów z jednym ugrupowaniem cholesterylowym.  
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W kontekście systemów dostarczania leków należy zadać sobie pytanie: „Czy jedna 

cząsteczka cholesterolu wystarczy do efektywnego oddziaływania z błoną komórkową?” 

Ostatnie badania pokazują, że nawet przy stosunkowo dużym balaście polimerowym 

możliwe jest wykorzystanie właściwości cholesterolu obecnego na końcu łańcucha 

polimerowego.[97] W takich układach cholesterol odgrywa przede wszystkim rolę 

przewodnika, posiada zdolność integracji z błoną biologiczną, co może ułatwić uwalnianie 

cząsteczek leku w bezpośrednim sąsiedztwie lub nawet wewnątrz patologicznej komórki. 

Biorąc pod uwagę rozpuszczalność w płynach fizjologicznych, jedna hydrofobowa część 

cholesterolu jest zaletą, ponieważ taki układ nie musi zawierać zbyt dużej części 

hydrofilowej, aby zapewniony był warunek rozpuszczalności układu w środowisku 

wodnym. Ze względu na spójność z tematyką pracy badawczej w części literaturowej pracy 

skupiono się na opisie metod polimeryzacji i pominięto opis metod post-modyfikacji. Opis 

metod post-modyfikacji został przedstawony w pracy przeglądowej autora dysertacji.[5] 

 
Schemat 2. Przykładowe reakcje polimeryzacji służące do otrzymania polimerów z pochodną 

cholesterolu na końcu łańcucha polimerowego.[5,97–102] 
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Polimeryzacja wolnorodnikowa (FRP, z ang. Free Radical Polymerization) jest najprostszą 

metodą stosowaną w syntezie SDDS. Ze względu na niespecyficzny charakter wolnych 

rodników FRP jest wszechstronną metodą pozwalającą na polimeryzację większości 

monomerów winylowych. Do zalet tego typu polimeryzacji można zaliczyć niski koszt i dużą 

szybkość otrzymywania produktów. Dodatkowo izolacja i oczyszczanie produktu są 

stosunkowo łatwe ze względu na brak zastosowania dodatkowych związków chemicznych. 

Niestety, polimery uzyskane poprzez FRP charakteryzują się dużą dyspersją rozmiarów oraz 

ze względu na procesy terminacji, martwym końcem, który uniemożliwia kopolimeryzację 

i dobudowywanie kolejnych bloków. Wiek XX charakteryzuje rozwój nowych metod 

polimeryzacji kontrolowanej (CRP, z ang. Controlled Radical Polymerization), polimeryzacji 

rodnikowej z przeniesieniem atomu (ATRP, z ang. Atom Transfer Radical Polymerization) 

w 1995[103,104] i polimeryzacji z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym 

przeniesieniem łańcucha (RAFT, z ang. Reversible Addition-Fragmentation Transfer)  

w 1998[105]. Wraz z rosnącym zainteresowaniem w dziedzinie dostarczania leków zaczęto 

stosować nośniki polimerowe, układy gwieździste, dendrymery i nanożele. Takie struktury 

są łatwiejsze do uzyskania metodami CRP w porównaniu z konwencjonalną FRP. Kolejną 

zaletą kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej jest możliwość uzyskania układu o mniejszej 

dyspersji oraz możliwość tworzenia bibliotek kopolimerów pochodzących z jednego 

homopolimeru – prekursora kopolimeryzacji. Na przykład, w wyniku polimeryzacji RAFT na 

końcu łańcucha znajduje się czynnik RAFT, który można ponownie zainicjować 

dobudowująć inne jednostki powtarzalne (mery).[106] Dodatkowym atutem CRP jest 

możliwość polimeryzacji już sfunkcjonalizowanych monomerów, co w przypadku FRP 

często jest przeszkodą. W grupie polimeryzacji rodnikowych z odwracalną dezaktywacją 

(RDRP, z ang. Reversible Deactivation Radical Polymerization) metoda RAFT ma największą 

tolerancję na reaktywne grupy funkcyjne.[106] Podobnie technika ATRP ze względu na 

mnogość odmian charakteryzuje się dużą elastycznością w doborze monomerów.[107] 

Metody CRP nie są doskonałe i wolne od wad, zwłaszcza przy otrzymywaniu systemów 

dostarczania leków. Często nie da się uniknąć stosowania inicjatorów, które zawierają 

metale przejściowe, takie jak żelazo, miedź, cyna czy osm (ATRP).[108] W polimeryzacji 

RAFT konieczne jest zastosowanie dodatkowego czynnika jakim jest czynnik przeniesienia 

łańcucha (CTA, z ang. Chain Transfer Agent) zwany również czynnikiem RAFT. Najczęściej 

stosowane są ditiowęglany, karbaminiany i tritiowęglany, które po polimeryzacji  
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i wyodrębnieniu produktu pozostają na końcu łańcucha polimerowego. To pozwala na 

dalszą kopolimeryzację lub odpowiednią modyfikację m.in. do grupy tiolowej[109], która 

otwiera wiele nowych dróg dalszego upochodniania, np. tworzenia wiązań disulfidowych, 

oddziaływania z nanocząstkami złota, reakcji Michaela. Niestety może to być również wadą, 

ponieważ ditiowęglany rozpadają się z wydzieleniem disiarczku węgla (CS2), który wykazuje 

właściwości toksyczne w stosunku do organizmów wodnych[110] a nawet dla ludzkiego 

organizmu[111,112]. Rozpad ten jest jednak silnie zależny od odczynu środowiska, w pH=2 

do rozkładu ditiowęglanów dochodzi w kilka minut, przy pH = 6 zajmuje to kilka godzin, 

natomiast w pH pomiędzy 7 i 8 te związki są stabilne. Kolejny szybki rozkład następuje  

w zakresie od 9 do 10 pH, aby znowu spowolnić w pH powyżej 10.[113–115]  Biorąc pod 

uwagę zastosowanie takich związków jako nośniki leków ważne jest, aby zastanowić się nad 

metodą wprowadzenia nośnika do organizmu. We krwi, gdzie pH jest na poziomie 7,4, są 

one bezpieczne, jednak należy uważnie prześledzić proces wydalania ich z organizmu. 

Natomiast jeżeli trafią one do żołądka, gdzie pH jest około 2 może dojść do uwolnienia 

toksycznego CS2.[116] Rozwiązaniem tego problemu jest, np. redukcja grupy 

ditiowęglanowej do wodoru lub grupy SH w produkcie końcowym.[109] Ilość CTA w nośniku 

zależy od długości łańcucha polimerowego. W przypadku polimeru o odpowiednio dużej 

masie cząsteczkowej, wpływ końca łańcucha znacząco maleje, lub jest zaniedbywalny 

(badania własne). 
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Tabela 1. Polimery zakończone cholesterolem jako potencjalne systemy dostarczania leków. 

Polimer Forma nośnika Lek lub barwnik Mn lub Mw [kDa] (Ð) LE [%] LC [%] Lit. 

Polimeryzacja wolnorodnikowa (FRP) 

Chol-pHPMAlac (mono:di = 30:70) 

liposom DOX 

10,5 (1,60-1,70) 93,0 

nd. [98] 
Chol-pHPMAlac (mono:di = 44:56) 10,0 (1,60-1,70)  99,0 

Chol-pHPMAlac (mono:di = 54:46) 11,0 (1,60-1,70) 100 

Chol-pHPMAlac (mono:di = 67:33) 11,0 (1,60-1,70) 100 

Polimeryzacja rodnikowa z udziałem rodników aminoksylowych (AMPR) 

Chol-PAA PCLp siRNA nd. 46,0 0,8 [102] 

Polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu (ATRP) 

Chol-PDMAEMA liposom 
CF 

5,4 (1,17) nd. nd. [117] 
kalceina 

Chol-PAA 5% in lip 

liposom kalceina 7,2 (nd.) 

29,6 

nd. [118,119] 
Chol-PAA 10% in lip 46,1 

Chol-PAA 20% in lip 28,8 

Chol-PAA 10% in lip crosslinked 24,7 

Chol-LEC-PDMAEMA liposom kalceina nd.. nd. nd. [120] 

Chol-PLA-SS-PMPC micela Nile red nd. nd. nd. [121] 

Chol-b-pMPC polimerosom ADR 

6,4 (nd.) 3,6 

nd. [122] 9,5 (nd.) 4,2 

15,4 (nd.) 4,0 

Chol-b-pMPC micela ADR 

3,0 (nd.) 

nd. nd. [123] 6,4 (nd.) 

nd. 

Chol-PEO micela ADR 

1,7 (1,13) 

nd. 

10,1 

[124] 2,3 (1,10) 16,2 

2,8 (1,10) 16,9 
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Chol-PEGMA50 

micela QC 

33,2 (1,25) 

nd. 

15,6 

[100] Chol-PEGMA100 52,2 (1,32) 14,1 

Chol-PEGMA200 89,1 (1,55) 14,1 

Polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem łańcucha (RAFT) 

Chol-PNIPAAm-X 

nanocząstka 
polimerowa 

DOX 

10,9 (1,90) 

nd. nd. 

[97,125] 

Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X 15,3 (1,84) 

[125] Chol-P(AcacI-grad-NIPAAm)-X 12,3 (1,91) 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X 13,9 (1,57) 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X 29,47 (1,07) 

[126] Chol-P(AcacP-grad-NIPAAm)-X 32,09 (1,04) 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X 26,64 (1,30) 

Polimeryzacja z otwarciem pierścienia (ROP) 

Chol-PCL (nChol:nPCL = 1:4) 

nanocząstka Octan prednizonu 

2,0 (1,49) 

nd. nd. [127] 

Chol-PCL (nChol:nPCL = 1:10) 5,5 (1,34) 

Chol-PCL (nChol:nPCL = 1:20) 7,2 (1,55) 

Chol-PCL (nChol:nPCL = 1:40) 11,4 (1,69) 

Chol-PCL (nChol:nPCL = 1:80) 16,2 (1,79) 

Chol-pTMC (nChol:npTMC = 1:4) 

nanocząstka Octan prednizonu 

1,8 (1,26) 

nd. nd. 

[101] 

Chol-pTMC (nChol:nPCL = 1:10) 2,7 (1,75) 

Chol-pTMC (nChol:nPCL = 1:20) 5,2 (1,78) 

Chol-pTMC (nChol:nPCL = 1:40) 9,7 (1,65) 61,7 9,1 

Chol-pTMC (nChol:nPCL = 1:80) 13,9 (1,80) nd. nd. 
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Polimeryzacja z organokatalitycznym otwarciem pierścienia (OC-ROP) 

Chol-PTMC-PEG nanocząstka DOX 6,6 (nd.) nd. 7,3 [99] 

Chol-PTMC 

powierzchnia FITC-BSA 

11,3 (1,20) 

nd. nd. [128] 
Chol-PTMC-PLA 10,1 (1,40) 

Chol-PTMC-PMBC 2,5 (1,20) 

Chol-PMBC 3,3 (1,50) 

nd. – brak danych lub nie dotyczy. 

Skróty: ADR, Adriamycyna; AMPR, polimeryzacja rodnikowa z udziałem rodników aminoksylowych; ATRP, polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem 
atomu; Chol, ugrupowanie cholesterylowe; CF, 5,6-karboksyfluoresceina; DMAEMA, metakrylan 2-(dimetyloamino)etylu; DOX, doksorubicyna; FITC-BSA, 
albumina surowicy bydlęcej znakowana izotiocyjanianem fluoresceiny; LEC, lecytyna; MBC, 5-metylo-5-benzylokarboksylo-1,3-dioksan-2-on; MPC, 2-
metakryloiloksyetylofosforylocholina; NIPAAm, N-izopropyloakrylamid; OC-ROP, polimeryzacja z organokatalitycznym otwarciem pierścienia; PAA, 
poli(kwas akrylowy); PCL, poli(ε-kaprolakton); PCLp, lipoplex w klatce polimerowej; PEG, poli(glikol etylenowy); PEGMA, metakrylan eteru metylowego 
poli(glikolu etylenowego); PEO, poli(tlenek etylenu); PHPMAlac, poli(N-(2-hydroksypropylo)metakrylamid mono/dimleczan); PLA, poli(kwas mlekowy); 
RAFT, polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnego przeniesieniem łańcucha; ROP, polimeryzacja z otwarciem pierścienia; TMC, węglan 
trimetylenu; QC, kwercetyna. 
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2.2. Polimery zawierające cholesterol w łańcuchach bocznych 

Podobnie jak w przypadku polimerów zawierających cholesterol w łańcuchu głównym, 

cholesterol można przyłączyć do łańcuchów bocznych na dwa sposoby. Jest to 

polimeryzacja monomeru zawierającego cholesterol lub post-modyfikacja grup 

funkcyjnych w łańcuchach bocznych. W porównaniu z polimerami zakończonymi 

cholesterolem, podejście to umożliwia włączenie więcej niż jednej cząsteczki cholesterolu 

w pojedynczy łańcuch polimerowy. Należy jednak uważać, aby części hydrofobowej nie 

było zbyt dużo, ponieważ nośnik straci ważną cechę, jaką jest rozpuszczalność w wodzie. 

Często takie podejście zmusza do kopolimeryzacji  bloków o charakterze silnie 

hydrofilowym, np. PEG, co z kolei zwiększa masę cząsteczkową nośnika wprowadzanego do 

organizmu. Niestety najnowsze doniesienia naukowe pokazują, że stosowanie PEG  

w nośnikach leków, szczególnie w popularnej w ostatnich dwóch latach szczepionce mRNA 

na SARS-CoV-2, prowadzi do szeregu reakcji alergicznych.[129,130] Najczęstsze objawy to 

pokrzywka, anafilaksja, obrzęk naczynioruchowy oraz omdlenia. Ze względu na małą jak na 

razie przebadaną grupę ludzi nieznany jest mechanizm uczulania, jest to jednak sygnał dla 

świata nauki, że należy uważniej projektować nośniki substancji aktywnych i dodatek nawet 

małej ilości różnych składników może drastycznie wpłynąć na właściwości biologiczne 

materiału. Ze względu na cel badawczy niniejszej pracy, zdecydowano się na skupienie 

uwagi na metodach polimeryzacji, stosowanych do wprowadzania cząsteczek cholesterolu 

do łańcuchów bocznych polimerowego nośnika. Jak powyżej metody post-modyfikacji 

zostały opisane w pracy przeglądowej autora dysertacji.[5] 

W celu otrzymania polimerów zawierających ugrupowania cholesterylowe w łańcuchach 

bocznych wykorzystywane są różne techniki polimeryzacji, począwszy od polimeryzacji 

wolnorodnikowej do różnych rodzajów metod kontrolowanej polimeryzacji, takich jak 

RAFT, ATRP, oraz różnych metod polimeryzacji z otwarciem pierścienia, takich jak 

polimeryzacja z metatetycznym otwarciem pierścienia (ROMP, z ang. Ring-Opening 

Methatesis Polymerization) czy polimeryzacja z organokatalitycznym otwarciem pierścienia 

(OC-ROP, z ang. OrganoCatalytic Ring-Opening Polymerization) (Schemat 3, Tabela 2). 
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Schemat 3. Przykładowe reakcje polimeryzacji służące do otrzymania polimerów z pochodną 

cholesterolu na końcu łańcucha polimerowego.[5,131–135].
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Tabela 2. Polimery zawierające cholesterol w łańcuchach bocznych jako potencjalne systemy dostarczania leków. 

Polimer Forma nośnika lek lub barwnik Mn lub Mw (kDa) (Ð) LE (%) LC (%) Lit. 

Polimeryzacja wolnorodnikowa (FRP) 

mPEG-Chol-DMA (nChol:nDMA = 1:7) 

polimerosom FITC-CM-Dex nd 

60.0 

nd. [131] 

mPEG-Chol-DMA (nChol:nDMA = 1:3) 59.0 

mPEG-Chol-DMA (nChol:nDMA = 1:1) 

nd. mPEG-Chol-DMA (nChol:nDMA = 3:1) 

mPEG-Chol 

Polimeryzacja z przeniesieniem atomu (ATRP) 

PEG-SS-PAECChol 
polimerosom kalceina 

6.7 (1.14) 68.0 5.5 
[134] 

PEG-b-PAECChol 6.0 (1.13) 74.0 6.0 

Polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem łańcucha (RAFT) 

P(CholA15-co-mPEG5,110) 
micela CPT 

39.0 (1.44) nd. 5.5 
[135] 

P(CholA3-co-mPEG23,22) 25.0 (1.26) nd. 3.5 

P(CholDEGA-b-(AAA-r-BnAAA)) (52% hydrogenated) 

micela 

Nile red 

nd. 

25.0 nd. 

[136] 

P(CholDEGA-b-(AAA-r-BnAAA)) (70% hydrogenated) 25.0 nd. 

P(CholDEGA-b-(AAA-r-BnAAA)) (85% hydrogenated) 5.0 nd. 

P(CholDEGA-b-(AAA-r-BnAAA)) (52% hydrogenated) 

IBU 

>40 >25 

P(CholDEGA-b-(AAA-r-BnAAA)) (70% hydrogenated) >30 >25 

P(CholDEGA-b-(AAA-r-BnAAA)) (85% hydrogenated) >15 >10 

PLL(PMA-co-MAChol) liposom PTX 33.0 (1.05) nd. nd. [137,138] 

P(MAA-co-MAChol) (2 mol%  Chol) 

nanokompleks DOX 

16.5 (1.19) 

nd. nd. [139,140] P(MAA-co-MAChol) (4 mol% Chol) 15.8 (1.10) 

P(MAA-co-MAChol) (8 mol% Chol) 18.0 (1.11) 
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nd. – brak danych lub nie dotyczy. 

Skróty: AAA, akrylan askorbylu; AECChol, węglan akryloiloksyetylu cholesterylu; ATRP, polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu; BnAAA, akrylan 
askorbylu zabezpieczony grupą benzylową; Chol, ugrupowanie cholesterylowe; CholA, akrylan cholesterylu; CholDEGA, akrylan dietylenoglikolu cholesterylu; 
CPT, S-(+)-kamptotecyna; DMA, metakrylan 1-decylu; DOX, doksorubicyna; DTXL, docetaksel; FITC-CM-Dex, izotiocyjanian fluoresceiny karboksymetylodekstran; 
HIS, histydyna; HPMA, N-(2-hydroksypropylo)metakrylamid; IBU, ibuprofen; MAA, kwas metakrylowy; MA-ɛAhx-Chol, cholest-5-en-3-ylo-6-
metakrylamidoheksanohydrazyd; MA-ɛAhx-Chol43, cholest-4-en-3-ylo-6-metakrylamidoheksanohydrazyd; MA-ɛAhx-Chol5a, 5a-cholestan-3-ylo-
6metakrylamidoheksanohydrazyd; MA-ɛAhx-NHNH2, 6-metakryloamidoheksanohydrazyd; MA-ɛAhx-LevChol, cholest-5-en-3-ylo4-oksopentano-
6metakrylamidoheksanohydrazyd; MA-ɛAhx-opB-Chol, cholest-5-en-3-ylo-4-(2-oksopropylo)-benzoesan; MAChol, metakrylan 6-cholesteryloksyheksylu; 
MAgala, 6-Ometakryloilo-D-galaktopiranoza; mPEG, eter metylowy poli(glikolu etylenowego); MTC-Chol, 2-(5-metylo-2-okso-1;3-dioksano-5-
karboksyloiloksy)etylokarbaminian cholesterylu); NB, norbornen; OC-ROP, polimeryzacja z organokatalityczny otwarciem pierścienia; PAE, poli(β-aminoester); 
PEG, poli(glikol etylenowy); PLL, poli(L-lizyna); PTX, paklitaksel; RAFT, polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnego przeniesieniem łańcucha; 
ROMP, polimeryzacja z metatetycznym otwarciem pierścienia; SS, mostek disiarczkowy; TMC, węglan trimetylenu.

P(MAgala18-b-MAChol14) 

micela DOX 

12.8 (1.26) 47.1 10.5 

[80] 
P(MAgala18-b-(MAA5-co-MAChol14)) 

nd. 

61.5 13.3 

P(MAgala18-b-(MAA16-co-MAChol12)) 81.9 17.0 

P(MAgala18-b-(MAA26-co-MAChol9)) 91.2 18.6 

P(HPMA-co-MA-εAhx-NHNH2-co-MA-εAhx-Chol) nanocząstka DOX 50 (1.39) nd. 6.0 [141] 

Polimeryzacja z organokatalicznym otwarciem pierścienia (OC-ROP) 

mPEG113-b-P(MTC-Chol)4 
micela ND. 

7.5 (1.12) 
nd. nd. [142] 

mPEG113-b-P(MTC-Chol)11 11.8 (1.21) 

mPEG113-b-P(MTC-Chol11) 

nanocząstka PTX 

11.8 (1.21) 

nd. 

3.8 

[132] 
mPEG113-b-P(MTC-Chol8-co-TMC8) 10.7 (1.18) 9.2 

mPEG113-b-P(MTC-Chol11-co-TMC30) 14.8 (1.20) 15.0 

mPEG113-b-P(MTC-Chol18-co-TMC55) 21.7 (1.17) 8.4 

Polimeryzacja z metatetycznym otwarciem pierścienia (ROMP) 

P(NBChol-b-NBmPEG) nanocząstka DOX 162 (1.30) 58.0 14.5 [143] 

P(NBChol)50-b-(NBmPEG)170 

nanocząstka DOX 

126 (1.24) 88.4 22.1 

[133] P(NBChol)75-b-(NBmPEG)255 216 (1.16) 68.8 17.2 

P(NBChol)180-b-(NBmPEG)222 118 (1.16) 79.2 19.8 
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Różnorodność stosowanych metod wynika z wielu czynników: doświadczenia 

eksperymentatorów, dostępności odczynników, czasie reakcji, czystości otrzymanego 

produktu, warunków polimeryzacji. W przypadku systemów dostarczania leków istotna jest 

również ewentualna możliwość dalszych modyfikacji, zastosowanie monomerów 

z dodatkowymi grupami funkcyjnymi, co wiąże się z ograniczeniem metod polimeryzacji 

z uwagi  na możliwość wystąpienia reakcji konkurencyjnych. Ze względu na takie 

zastosowanie, polimery powinny charakteryzować się możliwie jak najniższą wartością 

współczynnika dyspersyjności (Ð). Z tego powodu częściej wybierane są techniki 

kontrolowanej polimeryzacji, które pozwalają na precyzyjniejsze projektowanie polimerów 

o zakładanej masie cząsteczkowej (liczbie jednostek powtarzalnych), strukturze 

przestrzennej i niskiej dyspersji. Przykładem mogą być kopolimery HPMA i różnych 

metakrylowych pochodnych cholesterolu, które otrzymano zarówno metodą FRP jak  

i RAFT. Mimo około dwukrotnie większej masy kopolimer otrzymany na drodze 

kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej charakteryzował się znacznie mniejszą wartością 

współczynnika dyspersji (Ð=1,39)[141], niż analogiczne kopolimery otrzymane w wyniku 

procesu niekontrolowanego FRP (Ð=1,65–1,90)[70,144–146]. Stosowane są również 

metody polimeryzacji oparte na otwarciu pierścienia cyklicznego monomeru (ROP, z ang 

Ring-Opening Polymerization). Najważniejszą cechą ROP jest zdolność do polimeryzacji 

sfunkcjonalizowanych cyklicznych olefin. Jednak ta technika polimeryzacji niesie za sobą 

również „toksyczny balast” w postaci inicjatorów lub katalizatorów opartych na metalach 

przejściowych, takich jak cyna, ruten czy molibden w ROMP.[107] 

Podsumowanie 

Cholesterol pełni wiele funkcji w polimerowych nośnikach leków. Jego rola  

w wychwytywaniu komórkowym jest kluczowa, a polimery zawierające cholesterol 

charakteryzują się zwiększonym wychwytem komórkowym na szlaku endocytotycznym. 

Sposób działania takich układów nie jest jednoznacznie opisany ze względu na różnice  

w strukturze przestrzennej nośników, enkapsulowanych leków i celów – komórek 

patologicznych. Cholesterol stymuluje wychwyt komórkowy w sposób zależny od raftera 

lipidowego [147], poprzez aktywację receptora lipoprotein o małej gęstości (LDL, z ang. Low 

Density Lipoprotein)[148] oraz poprzez interakcję z bogatymi w glikosfingolipidy 
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mikrodomenami w błonie komórkowej[140]. Ugrupowanie cholesterolowe działa jak 

czynnik przenikający do komórki, który usztywnia błonę poprzez wbudowanie się w nią, co 

prowadzi do rozpadu błony i zahamowania wzrostu guza.[97] Dodatkowo, zastosowanie 

cholesterolu w nośnikach leków skutkuje wyższym wychwytem komórkowym substancji 

aktywnych zawartych wewnątrz SDDS. Zastosowanie układu lek-nośnik w porównaniu do 

tej samej dawki leku wolnego prowadzi do zwiększonej apoptozy komórek 

nowotworowych.[60,148] Cholesterol może również działać jako czynnik kompleksujący 

leki hydrofobowe.[149] W literaturze brakuje odpowiedzi na pytanie, jaki wpływ na 

stabilność błon plazmatycznych i dostarczanie leków ma liczba grup cholesterylowych  

w łańcuchu polimerowym. 

ROZDZIAŁ 3. Polimery na bazie N-izopropyloakrylamidu jako systemy 

dostarczania leków 

Wstęp 

Dostarczenie związku terapeutycznego we właściwe miejsce, we właściwym czasie 

i w odpowiedniej ilości, stanowi wyzwanie współczesnej medycyny. Idea inteligentnego 

nośnika, który umożliwia uwalnianie cząsteczek leku równomiernie w czasie w określonych 

warunkach i miejscu, może stanowić remedium. Z tego powodu w ostatnich trzech 

dekadach obserwuje się ogromny postęp w dziedzinie projektowania, otrzymywania 

i badania inteligentnych systemów dostarczania leków.[150–152] Określenie „inteligentne” 

odnosi się do wrażliwości na bodźce zewnętrze. Materiały polimerowe reagujące zmianą 

swoich właściwości po wprowadzeniu ich w pole magnetyczne, przy zmianie pH, 

temperatury czy reakcji na promieniowanie o określonej długości fali stanowią obiecujące 

obiekty badań. Dzieje się tak ze względu na zaburzenie równowagi oddziaływań pomiędzy 

cząsteczkami polimeru a cząsteczkami rozpuszczalnika na rzecz oddziaływań między- 

i wewnątrzcząsteczkowych. W wyniku czego może dojść do „rozluźnienia” oddziaływań 

fizycznych z cząsteczkami leków i w konsekwencji doprowadzić do ich uwolnienia. Istotne 

jest, aby polimer, który przenosi substancję aktywną ulegał przejściu fazowemu jedynie  

w pobliżu komórek patologicznych, tak aby zmaksymalizować efektywność terapeutyczną. 

Do najczęściej badanych wrażliwych na bodźce nośników leków należą polimery 
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termowrażliwe, które w odpowiedzi na zmianę temperatury ulegają gwałtownej zmianie 

rozpuszczalności.[153] Zastosowanie nośników zawierających polimery termowrażliwe jest 

podyktowane aspektem biologicznym. Podczas występowania stanów zapalnych dochodzi 

do miejscowych lub ogólnoustrojowych wzrostów temperatury, co może zwiększać 

wrażliwość komórek nowotworowych na leki chemioterapeutyczne, modulować oporność 

i przyspieszać apoptozę komórek nowotworowych.[154,155] Dodatkowo temperatura 

może działać, jako czynnik powodujący uwolnienie cząsteczek leku, co zostało zobrazowane 

na schemacie 4. 

 

Schemat 4. Mechanizm micelizacji i przejścia fazowego powyżej dolnej krytycznej temperatury 

rozpuszczalności z uwzględnieniem procesów enkapsulacji i uwalniania cząsteczek leku. 

 

3.1. Krytyczna temperatura rozpuszczalności 

Fizyczną wielkością charakterystyczną dla polimerów wrażliwych na temperaturę jest 

krytyczna temperatura rozpuszczalności (CST, z ang. Critical Solution Temperature). Ze 

względu na to czy do przejścia fazowego dochodzi powyżej czy poniżej CST wyróżniamy 

dolną krytyczną temperaturę rozpuszczalności (LCST, z ang. Lower Critical Solution 

Temperature) i górną krytyczną temperaturę rozpuszczalności (UCST, z ang. Upper Critical 

Solution Temperature). W pierwszym przypadku poniżej LCST polimer całkowicie 

rozpuszcza się w rozpuszczalniku tworząc roztwór jednorodny, natomiast po przekroczeniu 

LCST dochodzi do tworzenia dwóch faz, rozpuszczalnika i zawieszonych w nim aglomeratów 

polimerowych.[156,157] Odwrotnie dzieje się w przypadku polimerów charakteryzujących 

się górną krytyczną temperaturą rozpuszczalności, do przejścia fazowego dochodzi po 

ochłodzeniu mieszaniny (Rysunek 4).[156,158] Polimery mające dostarczać leki powinny 

być rozpuszczalne w wodzie. Zatem znaczenie w ich przypadku ma hydrofilowość  

i hydrofobowość, czyli amfifilowość układu nośnik-lek. Podczas przejścia fazowego 
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dochodzi do zmiany organizacji łańcuchów polimerowych. Następuje wtedy zmiana 

polarności powierzchni cząstki polimerowej z hydrofilowej na hydrofobową, w przypadku 

polimerów wykazujących LCST i odwrotnie, w przypadku polimerów przejawiających UCST. 

W obu sytuacjach jest to związane z termodynamicznie faworyzowanym oddziaływaniem 

międzycząsteczkowym, które powoduje zmianę kształtu trójwymiarowego łańcucha 

polimerowego z wydłużonego otoczonego cząsteczkami wody do postaci globularnej 

(zwiniętej) pozbawionej cząsteczek wody. Dlatego też przejście fazowe spowodowane 

temperaturą jest w anglojęzycznej literaturze nazywane „coil-to-globule” transition, co 

można tłumaczyć jako przejście ze struktury rozwiniętej do globularnej (kłębuszkowej). 

 

Rysunek 4. Wykresy oraz zdjęcia typowego zachowania roztworu polimeru charakteryzującego się 

UCST (góra) lub LCST (dół). 
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W tym miejscu warto zaznaczyć, że istnieje istotna różnica pomiędzy LCST/UCST 

a temperaturą zmętnienia (TCP, z ang. Cloud Point Temperature). W przypadku dolnej  

i górnej krytycznej temperatury rozpuszczalności mamy do czynienia z odpowiednio 

minimalną i maksymalną temperaturą, dla której dochodzi do przemiany fazowej dla 

danego materiału. W zależności od polimeru zmiana wywołana temperaturą będzie 

występowała przy różnym stężeniu. Natomiast TCP jest to wartość wyznaczona dla 

konkretnego stężenia, przykładowo polimer charakteryzujący się LCST na poziomie 32 °C, 

przy niższym lub wyższym stężeniu będzie charakteryzował się wyższą temperaturą 

przejścia fazowego. Jest to niezwykle istotne ze względu na zastosowanie takich 

materiałów do transportu substancji aktywnych. Należy pamiętać, że przy iniekcji roztwór 

jest rozcieńczany do objętości krwi, czyli około 5 litrów dla dorosłego człowieka, co 

pomijając wpływ substancji występujących we krwi może drastycznie zmienić właściwości 

fizykochemiczne polimeru, w tym temperaturę, w której następuje przejście fazowe (TCP). 

Wyznaczenie LCST lub UCST polega na pomiarze kilku, kilkunastu temperatur zmętnienia 

dla różnych stężeń i wykreśleniu krzywej bionodalnej.[157] Istnieje szereg metod 

instrumentalnych umożliwiających pomiar tego zjawiska. Do najpopularniejszych należy 

zaliczyć metodę turbidymetryczną, która opiera się na  pomiarze przepuszczalności 

(transmisji) światła przez roztwór w funkcji temperatury. W tym przypadku nagły spadek 

przepuszczalności będzie świadczył o powstawaniu aglomeratów polimerowych  

i mętnieniu roztworu, czyli przejściu „coil-to-globule”.[97,157,159] Bardziej czułą metodą 

jest pomiar wielkości cząstek przy użyciu dynamicznego rozproszenia światła (DLS, z ang. 

Dynamic Light Scattering) w funkcji temperatury. Nagły wzrost wielkości cząstek świadczy 

o ich aglomeracji, czyli przesunięciu równowagi oddziaływań polimer-woda w kierunku 

oddziaływań polimer-polimer.[159] Do pomiaru TCP wykorzystuje się również skaningową 

kalorymetrię różnicową (DSC, z ang. Differential Scanning Calorimetry)[97] oraz analizę 

solwatacji łańcuchów polimerowych przy użyciu magnetycznego rezonansu jądrowego 

(NMR, Nuclear Magnetic Resonance)[160]. 
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3.2. Polimery termowrażliwe na bazie N-izopropyloakrylamidu 

Poli(N-izopropyloakrylamid) (PNIPAAm, z ang. Poly(N-IsoPropylAcrylAmide) jest najczęściej 

stosowanym polimerem do otrzymywania termowrażliwych SDDS, głównie ze względu na 

jego LCST w przedziale 30-34 °C, która jest zbliżona do fizjologicznej temperatury ludzkiego 

ciała.[161] Dodatkowo dolna krytyczna temperatura rozpuszczalności poli(N-

izopropyloakrylamidu) dla łańcuchów o masie większej niż 50 kg·mol-1 nie jest zbytnio 

podatna na zmianę pH, niewielkie zmiany stężenia czy środowiska chemicznego.[162–164] 

Natomiast dla polimerów o mniejszej masie cząsteczkowej widoczny jest wpływ środowiska 

na LCST. Temperaturą przejścia fazowego można sterować regulując stosunek części 

hydrofobowej do hydrofilowej w łańcuchu polimerowym poprzez np. dobudowanie 

odpowiedniego bloku polimerowego.[162,165,166] Wprowadzenie części hydrofobowej 

do łańcucha PNIPAAm, np. cząsteczki cholesterolu wpływa na wzrost TCP.[97] Natomiast 

wprowadzenie bloków hydrofilowych skutkuje przesunięciem temperatury zmętnienia  

w stronę niższych wartości.[167–170] Zmiana charakteru końca łańcucha ma tym większy 

wpływ im krótszy jest polimer.[171,172] Temperatury zmętnienia nośników na bazie 

PNIPAAm przedstawione w tabeli 3. wahają się od 29,8 °C do nawet 43 °C. Widoczny jest 

wpływ masy cząsteczkowej polimerów (poniżej 50 kg·mol-1) na wartości TCP, co jest zgodne 

z wcześniejszymi doniesieniami literaturowymi. Niestety masy molowe oraz dyspersyjności 

można odnaleźć jedynie w przypadku publikacji dotyczących polimeryzacji RAFT, co 

utrudnia interpretację i szersze porównywanie wyników.
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Tabela 3. Nośniki leków zawierające poli(N-izopropyloakrylamid) (przykłady ograniczone do doniesień z 2021 roku). 

Polimer Forma nośnika 
TCp 

[°C] 

Rozmiar 
bez leku 

[nm] 

Rozmiar 
z lekiem 

[nm] 

Mn lub Mw 
[kg·mol-1] 

(Ð) 

ZP 
[mV] 

Lek 
LE 

[%] 
LC 
[%] 

Lit 

Polimeryzacja wolnorodnikowa (FRP) 

CN/MT/P(NIPAAm-co-MBA) nanokompozyt nd. nd. 

1120 

nd. 

+1 

ERL 

78,4 8,9 

[173] 997 -3 84,6 8,9 

734 -11 99,5 9,6 

CFG-g-P(NIPAAm-co-MBA)-BEN nanokompozyt nd. nd. 

1257 

nd. 

-16 

ERL 

93,3 9,0 

[174] 1110 -14 96,3 9,3 

615 -8 99,6 9,4 

Fe3O4@PNIPAAm-CS nanokompozyt 39 280 nd. nd. +25 

VIN 10 µg/mL >99 1,0 

[175] 

VIN 20 µg/mL >99 2,0 

VIN 30 µg/mL 89,2 2,8 

VIN 40 µg/mL 75,0 2,8 

VIN 50 µg/mL 60,0 3,3 

MGO-PNIPAAm-P(β-CD) nanokompozyt 35,0 410 499 nd. -11 DOX 50,2 nd. [176] 

SiO2/P(NIPAAm-co-AA) mikrocząstki 37,2 3310 nd. nd. nd. DOX 80,0 0,14 mg/g [177] 

TrG-g-PNIPAAm/Fe3O4 hydrożel nd. nd. nd. nd. nd. MTX 
81,0 10,8 

[178] 
76,0 10,1 

ALG/PNIPAAm mikropęcherzyki nd. 400 000 nd. nd. nd. GEM 97,5 0,2 [179] 

CMCel/PNIPAAm-co-PAm hydrożel 36,9 nd. nd. nd. nd. tetracyklina nd. nd. [180] 

P(NIPAAm-AGA-AAPBA-MBA) 

hydrożel 

29,8 

nd. nd. nd. nd. RhB 27,9 15,8 [181] 
P(NIPAAm-AGA-AAPBA-MBA)/GLU (1 

g/L) 
30,2 

P(NIPAAm-AGA-AAPBA-MBA)/GLU (4 
g/L) 

29,8 
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PNIPAAm hydrożel nd. nd. nd. nd. nd. BPQDs nd. nd. [182] 

Fe3O4/Cel hydrożel 36,9 nd. nd. nd. nd. VAN nd. 10,2 g·g-1 [183] 

P(NIPAAm-co-NIPMAm) mikrożel 39 nd. nd. nd. nd. CBD nd. nd. [184] 

PNIPAAm mikrożel nd. 
1000 (DLS) 
600 (TEM) 

nd. nd. +18 Ce-Ftn nd. nd. [185] 

P(NIPAAm-co-AA) nanożel 36,0 135 50 nd. nd. timolol 50,6 7,4 [186] 

PNIPAAm nanożel nd. 
400 (AFM) 
574 (DLS) 

nd. nd. ~-4 

5-FU 97,0 41,5 

[187] ICG 72,0 35,2 

ICG/5-FU 85,3/80,7 28,4/26,9 

Fe3O4/SiO2/P(NIPAAm-co-AMPTMA) nanokompozyt nd. 
47 (TEM) 

356 (DLS)a 
nd. nd.  +18 VAN 50 mg/g nd. [188] 

Polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem łańcucha (RAFT) 

PC/P(NIPAAm-stat-AH) hydrożel 38,8 nd. nd. 35,4 ND. DOX/CA4 nd. nd. [189] 

PBA-b-PNIPAAm-b-PDMAEA nanocząstki 

nd. 

83a 
54b 

71a 

2,4 (1,27) 

nd. 

CUR 10 % 

nd. nd. [84] 

73b 

61a 
CUR 20 % 

64b 

PBA-b-PNIPAAm-b-PDMAEA 

polipleks nd. 

380 DNA 200 % 

170 DNA 100 % 

160 DNA 50 % 

PBA-b-PNIPAAm-b-PDMAEA 

250 

2,9 

DNA 200 % 

70 DNA 100 % 

95 DNA 50 % 

PNIPAAm-GMA MOF nd. 75-120 nd. nd. +10 DOX@CRISPR 55,9 nd. [190] 
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GO/β-CD-star-PMMA-b-PNIPAAm nanokompozyt 41-43 
61a 

112c 
86b 

nd. 15,3 (1,17) nd. DTXL 85,0 nd. [191] 

PNIPAAm10-b-PMEMO-b-PNIPAAm10 

micele 

34,3 
ND. nd. 

3,01 (1,76) 

nd. 

ND. ND. nd. 

[192] 

PNIPAAm12-b-PMEMO-b-PNIPAAm12 35,2 2,89 (1,70) 

PNIPAAm14-b-PMEMO-b-PNIPAAm14 35,3 
100 (TEM) 
120 (DLS) 

332 (DLS) 3,09 (1,74) piren 25 mg/g nd. 

PNIPAAm16-b-PMEMO-b-PNIPAAm16 33,2 
nd. nd. 

2,98 (1,68) 
nd. nd. nd. 

PNIPAAm18-b-PMEMO-b-PNIPAAm18 33,5 3,11 (1,73) 

PNIPAAm-SS-CPLL-SS-PNIPAAm nanocząstki 36,9 180 (TEM) 
140 

(TEM) 
10,1 (1,20) +2 

DOX 93,6 17,5 
[193] 

IR780 38,3 2,8 

PNIPAAm-PHEMA-PCL nanocząstki nd. 210 
254 

nd. nd. 
CUR 52,3 8,9 

[194] 
229 DOX 98,0 20,0 

a – 25 °C, b – 45 °C, c – 38 °C, nd. – brak danych lub nie dotyczy. 

Skróty: AA, kwas akrylowy; AAPBA, kwas 3-akryloamido-fenyloboronowy; AFM, mikroskop sił atomowych; AGA, N-akryloilo-D-glukozamina; AH, akrylohydrazyd; ALG, 
alginian sodu; AMPTMA, chlorek 3-akrylamidopropylotrimetyloamoniowy; BEN, bentonit; BPQDs, kropki kwantowe z czarnym fosforem; CA4, kombretastatyna A4; CBD, 
kannabidiol; β-CD, β-cyklodekstryna; Ce-Ftn, Cer-ferrytyna; Cel, celuloza; CFG, karboksymetylogalaktomannan kozieradki; CMCel, karboksymetyloceluloza; CN, kurdlan; 
CPLL, cykliczna poli(L-lizyna); CRISPR, zgrupowane regularnie rozmieszczone krótkie powtórzenia palindromiczne; CS, chitozan; CUR, kurkumina; Dex, dekstran; DNA, kwas 
deoksyrybonukleinowy; DLS, dynamiczne rozpraszanie światła; DOX, doksorubicyna; DTXL, docetaksel; ERL, erlotinib; 5-FU, 5-fluorouracyl; GEM, gemcitabin; GLU, glukoza; 
GMA, metakrylan glicydylu; GO, tlenek grafenu; ICG, zieleń indocyjaninowa; IR780, hydrofobowy barwnik heptametinowo-cyjaninowy; MBA, N,N′-metyleno-bis-akrylamid; 
MGO, magnetyczny tlenek grafenu; MOF, struktury metalo-organiczne; MT, glinka montmorylinitowa; MTX, metotreksat; NIPAAm, N-izopropyloakryloamid; NIPMAm, N-
izopropylometakrylamid; PAm, poliakrylamid; PBA, poli(akrylan butylu); PC, pektyna; PCL, poli(ε-kaprolakton); PDMAEA, poli(2-(dimetyloamino)etyloakrylan); PHEMA, 
poli(metakrylan hydroksyetylu); PMEMO, poli(3-metakryloksypropylotrimetoksysilan); PMMA, poli(metakrylan metylu); PNIPAAm, poli(N-izopropyloakryloamid); RAFT, 
polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnego przeniesieniem łańcucha; RhB, Rodamina B; SS, mostek disiarczkowy; TEM, transmisyjny mikroskop 
elektronowy; TrG, guma tragakantowa; VAN, wankomycyna; VIN, winkrystyna.
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W tabeli 3. Przedstawiono nośniki zawierające N-izopropyloakrylamid, które są 

otrzymywane głównie metodami polimeryzacji rodnikowej. Nośniki oparte o PNIPAAm są 

stosowane w różnych formach, od struktur nanometrycznych, takich jak nanocząstki, 

polipleksy czy micele poprzez obiekty o rozmiarach submikronowych, np. nanokompozyty, 

po obiekty w skali mikro jak mikrożele, hydrożele czy mikropęcherzyki. Do otrzymywania 

najmniejszych struktur najczęściej stosowana jest polimeryzacja RAFT, która umożliwia 

kontrolę masy cząsteczkowej polimeru poprzez zastosowanie czynnika przeniesienia 

łańcucha.[84,192–194] Hydrożele otrzymuje się często poprzez zastosowanie 

fotoinicjatorów[180–182], a mikro- i nanożele otrzymuje się w procesach wolnorodnikowej 

polimeryzacji strąceniowej[184–186] i emulsyjnej[187]. Rozmiary tych nośników różnią się 

diametralnie poczynając od kilkudziesięciu nanometrów do nawet 400 mikrometrów. Ze 

względu na tak dużą różnorodność stosuje się różne metody instrumentalne do oceny 

wielkości otrzymanych nośników. Wykorzystywane są metody mikroskopowe takie jak 

AFM, TEM oraz SEM, a także metody oparte na pomiarze rozpraszania światła jak DLS czy 

MADLS. Rozmiary otrzymane różnymi technikami nie zawsze są zbieżne, co wynika  

z ograniczeń metod lub sposobu przygotowania próbki. Ważne są również warunki 

pomiaru, polimer wrażliwy na bodźce, w tym przypadku na temperaturę zmienia swój 

rozmiar w roztworze wraz z przejściem przez punkt zmętnienia. 
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PODSUMOWANIE CZĘŚCI LITERATUROWEJ 

Współczesna medycyna zmaga się ze starymi i nowymi problemami, które utrudniają 

przeprowadzenie skutecznych terapii. Należą do nich mała rozpuszczalność lub brak 

rozpuszczalności substancji aktywnych w wodzie, narastająca lekooporność poprzez 

wykształcanie się coraz to nowych mechanizmów obronnych patogenów, a także czas 

cyrkulacji w krwioobiegu czy biodostępność i biodystrybucję leków. Z pomocą przychodzą 

złożone systemy dostarczania leków często oparte na związkach naturalnych, składnikach 

budulcowych błon komórkowych takich lipidy w tym cholesterol. Cholesterol odpowiada  

w komórkach  za  sztywność i przepuszczalność błon lipidowych. Te cechy bierze się pod 

uwagę projektując inteligentne systemy dostarczania substancji aktywnych. Swoją 

skuteczność zawdzięczają one wbudowywaniu się cząsteczki/cząsteczek cholesterolu  

w błonę komórkową umożliwiając dostarczenie leku z pominięciem mechanizmów 

obronnych patogenu. Rozwój metod syntezy organicznej i technik polimeryzacji przyczynił 

się do zwiększenia dostępności układów zawierających cholesterol poprzez włączenie jego 

cząsteczki/cząsteczek do łańcucha polimerowego. Zastosowanie odpowiednich polimerów 

o charakterze hydrofilowym w połączeniu z hydrofobowym blokiem cholesterylowym 

otworzyło szereg nowych możliwości w kreowaniu struktur trójwymiarowych i enkapsulacji 

substancji aktywnych. Popularność zyskały polimery wrażliwe na bodźce zewnętrzne, 

szczególnie temperaturę. Zmiana właściwości fizycznych po przejściu przez krytyczną 

temperaturę rozpuszczalności prowadzi do zaburzenia równowagi oddziaływań 

międzycząsteczkowych i oddziaływań cząsteczka-medium. W konsekwencji możliwe jest 

sterowanie uwalnianiem substancji aktywnych z takich wrażliwych na bodźce nośników. 

Najczęściej badanym monomerem, którego polimery wykazują termowrażliwość jest  

N-izopropyloakrylamid.. Istnieje możliwość modyfikacji temperatury przejścia fazowego 

poprzez zmianę stężenia, długości łańcucha, bądź zastosowania dodatkowych 

hydrofilowych i hydrofobowych bloków polimerowych.  

Doniesienia literaturowe potwierdzają, że projektowanie nośników leków wiąże się  

z potrzebą zrozumienia wielu aspektów z różnych dziedzin nauki takich jak chemia, fizyka, 

biologia, biochemia, farmakokinetyka czy medycyna. Dobór odpowiednich składników 

systemu dostarczania leków to jedynie wierzchołek góry lodowej, która czeka na badaczy. 

Należy zastanowić się między innymi nad proporcjami jednostek budulcowych i ich 

kolejnością, co ma to wpływ na wielkość i kształt nośników, a zatem również na ich czas 

cyrkulacji w krwioobiegu i efektywność oddziaływania z komórkami. 



 

- 51 - 

CEL PRACY 

Głównym celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest uzyskanie serii polimerowych 

nośników leków o zróżnicowanej budowie chemicznej składających się z trzech głównych 

elementów: części naprowadzającej (cholesterol), części kompleksującej cząsteczki leku  

(z ugrupowaniami dikarbonylowymi lub ketoestrowymi) oraz części zapewniającej 

termowrażliwość (PNIPAAm) (Schemat 5), wykonanie ich charakterystyki fizykochemicznej 

oraz określenie przydatności do zastosowania w systemach dostarczania leków.  

 

Schemat 5. Budowa polimerowego nośnika leku z podziałem na część kompleksującą, część 

termowrażliwą i część naprowadzającą. 

Postawiono następujące hipotezy: 

1. Wykorzystanie cholesterylowego czynnika kontroli w polimeryzacji RAFT pozwoli na 

uzyskanie dobrze zdefiniowanych kopolimerów wykazujących wrażliwość na zmiany 

temperatury w wąskim zakresie. 

2. Budowa kopolimerów, będzie miała wpływ na właściwości termiczne nośników. 

3. Wprowadzenie bloku acetyloacetonowego lub ketoestrowego wpłynie na zdolność 

enkapsulacji substancji aktywnych w syntetyzowanych nośnikach. 

4. Redukcja grupy ditiowęglanowej do grupy tiolowej na końcu łańcucha otworzy 

możliwość dodatkowych modyfikacji otrzymanych układów, np. wprowadzenie 

czynnika fluorescencyjnego. 

5. Wprowadzenie kilku/kilkunastu ugrupowań cholesterylowych poprzez polimeryzację 

akrylanu cholesterylu wpłynie na zwiększenie aktywności biologicznej (insercja 

i depolaryzacja błony komórek patologicznych). 

6. Ugrupowanie cholesterylowe na końcu łańcucha polimerowego umożliwi interakcję 

z błonami komórkowymi komórek patologicznych. Wbudowywanie otrzymanych 

polimerów w błony będzie prowadziło do ich dezintegracji i w konsekwencji do 

apoptozy komórek patologicznych. 
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7. Otrzymane nanocząstki polimerowe z zaenkapsulowaną doksorubicyną będą 

nietoksyczne dla komórek fizjologicznych. Nośniki polimerowe będą pełniły funkcję 

ochronną przed kardiotoksycznym działaniem doksorubicyny. 

Celem nadrzędnym jest próba ustalenia zależności pomiędzy budową chemiczną 

otrzymanych polimerowych nośników leków i układów nośnik-lek a ich aktywnością 

biologiczną .

Ze względu na koncepcję pracy cele szczegółowe zostały podzielone na dwie części, na 

część syntetyczną i część metodyczną (Rysunek 5).  

 

 

Rysunek 5. Graficzne przedstawienie celów pracy. 
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Część syntetyczna została dodatkowo podzielona na trzy grupy. W pierwszej grupie celem 

nadrzędnym jest uzyskanie układów polimerowych zawierających ugrupowanie 

cholesterylowe na końcu łańcucha, które jest wprowadzone w postaci ditiowęglanowej 

pochodnej cholesterolu (CholX) pełniącej rolę czynnika przeniesienia łańcucha  

w polimeryzacji rodnikowej RAFT/MADIX. Cele szczegółowe, w tej części pracy, 

przedstawiają się następująco: S1.I. uzyskanie ditiowęglanowej pochodnej cholesterolu; 

S1.II. otrzymanie serii homopolimerów metodą polimeryzacji RAFT/MADIX przy użyciu 

CholX; S1.III. otrzymanie serii kopolimerów blokowych, statystycznych i gradientowych, 

zawierających ugrupowanie cholesterylowe na końcu łańcucha. Celem drugiej podgrupy 

syntetycznej jest wprowadzenie więcej niż jednego ugrupowania cholesterylowego do 

łańcuchów polimerowych. Cele szczegółowe w tej części obejmują: S2.I. otrzymanie 

akrylanu cholesterylu (CholA); S2.II. otrzymanie serii homopolimerów w wyniku 

polimeryzacji RAFT/MADIX otrzymanego monomeru; S2.III. otrzymanie serii kopolimerów 

blokowych zawierających bloki poli(akrylanu cholesterylu) i poli(N-izopropyloakrylamidu). 

Dodatkowe cele w części syntetycznej to: S3.I. otrzymanie polimerów zakończonych 

aktywną grupą tiolową; S3.II. otrzymanie polimerów znakowanych fluorescencyjnie. 

Celem części metodologicznej jest: M.I. opracowanie metody izolowania i oczyszczania 

otrzymanych polimerów z mieszaniny poreakcyjnej; M.II. opracowanie metody tworzenia 

cząstek polimerowych; M.III. opracowanie metody enkapsulacji leku  

w nośniku polimerowym; M.IV. opracowanie metody oznaczania zawartości leku w nośniku 

polimerowym; M.V. charakterystyka fizykochemiczna polimerów i nośników w postaci 

nanocząstek oraz układów lek-nośnik. 
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CZĘŚĆ BADAWCZA 

ROZDZIAŁ 4. Termowrażliwe polimery zawierające cholesterol 

4.1. Polimery zawierające cholesterol na końcu łańcucha 

Celem tej części pracy było otrzymanie polimerów zawierających ugrupowanie 

cholesterylowe na końcu łańcucha polimerowego nośnika.  

W tej części pracy otrzymywano polimery posiadające tylko jedną cząsteczkę cholesterolu 

w łańcuchu polimerowym. W celu ich otrzymania posłużono się metodą polimeryzacji 

RAFT/MADIX, która pozwala na kontrolę mas cząsteczkowych powstałych polimerów dzięki 

zastosowaniu czynnika przeniesienia łańcucha. Zastosowana strategia polegała na 

modyfikacji cholesterolu, w taki sposób, aby stanowił on czynnik kontroli polimeryzacji – 

CTA w przeprowadzanych reakcjach polimeryzacji RAFT/MADIX. 

4.1.1. Termowrażliwe homopolimery zawierające cholesterol na końcu łańcucha 

Otrzymywanie ditiowęglanu cholesterylu 

Ditiowęglanową pochodną cholesterylu otrzymano w wyniku 2-etapowej syntezy 

opracowanej w Zakładzie Polimerów i Syntezy Organicznej. W skrócie, cholesterol 

rozpuszczono w suchym dichlorometanie z Et3N. Mieszaninę reakcyjną umieszczono w łaźni 

lodowej i dodawano porcjami bromek 2-bromopropionylu. Produkt wyizolowano poprzez 

ekstrakcję z DCM i oczyszczono przez krystalizację z etanolu. Otrzymano białe ciało stałe 

z wydajnością 86%. Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 6. 

Schemat 6. Dwuetapowa synteza ditiowęglanowej pochodnej cholesterolu (CholX). 

Otrzymany 2-bromo-O-(3-cholesterylo)propionian (CholBr) rozpuszczono w octanie etylu 

i umieszczono w łaźni lodowej. Następnie wkroplono roztwór ditiowęglanu etylowo-

potasowego w acetonitrylu. Reakcję prowadzono przez 24 godziny. Ditiowęglan O-etylowo-

S-(1-cholesteroksykarbonylo)etylowy (CholX) oczyszczono przez krystalizację z etanolu. 
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Otrzymano lekko żłóte ciało stałe z wydajnością 81%. Równanie reakcji przedstawiono na 

schemacie 6. Następnie związek ten zastosowano jako czynnik przeniesienia łańcucha 

w polimeryzacjach RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu, 3-((1-(4-winylobenzylo)1H-1,2,3-

triazol-4-ylo)metylo) acetyloacetonu oraz akrylanu (10-acetoacetoksy)decylu. 

W celu potwierdzenia uzyskania pożądanego produktu zarejestrowano widma 

magnetycznego rezonansu jądrowego (Rysunek 6). W widmie protonowym CholBr 

widoczna jest zmiana przesunięcia chemicznego z 3,50 ppm do 4,63 ppm sygnału 

pochodzącego od atomu wodoru przy C3 w cząsteczce cholesterolu oraz pojawienie się przy 

4,32 ppm i CH3 przy 1,80 ppm sygnałów od grup CH znajdujących się w bezpośrednim 

sąsiedztwie atomu bromu. W widmie CholX zobserwowano przesunięcie sygnału 

pochodzącego od wymienionej wyżej grupy metylowej z 1,80 do 1,42 ppm. Kolejnym 

potwierdzeniem otrzymania ditiowęglanu cholesterylu jest wzrost integracji sygnału przy 

4,63 ppm, co odpowiada dwóm protonom z grupy CH2, oraz pojawienie się grupy 

metylowej przy 1,56 ppm (grupy etoksylowej). 

 

Rysunek 6. Widma 1H NMR cholesterolu (górne – niebieskie), CholBr (środkowe – fioletowe),  

CholX (dolne – czerwone). 

 

W widmie FTIR CholBr widoczny jest zanik pasma drgań rozciągających wiązania 

hydroksylowego w pozycji 3 cholesterolu przy 3426 cm-1 oraz pojawienie się pasma drgań 

rozciągających wiązania karbonylowego przy 1734 cm-1. W widmie CholX można 
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zaobserwować pojawienie się pasm przy 1050 cm-1 i 1208 cm-1 odpowiednio drgań 

rozciągających C-O oraz C=S z grupy ditiowęglanowej (Rysunek 7). 

 

Rysunek 7. Widma ATR-FTIR cholesterolu (górne – niebieskie), CholBr (środkowe – fioletowe),  

CholX (dolne – czerwone). 

Polimery na bazie N-izopropyloakrylamidu 

Otrzymaną ditiowęglanową pochodną cholesterolu użyto w serii kontrolowanych 

polimeryzacji rodnikowych RAFT/MADIX. Jako pierwsze przeprowadzono polimeryzacje  

N-izopropyloakrylamidem. W wyniku polimeryzacji N-izopropyloakrylamidu w obecności 

czynnika kontroli przeniesienia łańcucha polimerowego CholX uzyskano poli(N-

izopropyloakrylamidy) z ugrupowaniem cholesterylowym na końcu polimerowego 

łańcucha o zakładanej liczbie jednostek powtarzalnych (odpowiednio x = 18, 26, 48, 52, 72 

i 95). Reakcje prowadzono w tetrahydrofuranie, w temperaturze 70 °C w obecności 2,2`-

azobis-(2-metylopropionitrylu) (AIBN) przez 24 godziny. Otrzymane produkty oczyszczano 

poprzez rozpuszczenie w dichlorometanie i strącanie w zimnym heksanie, następnie 

przesączono i wysuszono w piecu. Dodatkowo został otrzymany polimer na drodze 

niekontrolowanej polimeryzacji rodnikowej, który posłużył jako najprostszy termowrażliwy 

układ modelowy bez funkcji cholesterylowej czy ditiowęglanu na końcach łańcucha. 

Równania reakcji polimeryzacji zostały przedstawione na schemacie 7. W odniesieniu do 
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właściwości fizykochemicznych założono, że podstawowym kryterium będzie 

rozpuszczalność uzyskanych polimerów w układach wodnych.  

 

Schemat 7. Polimeryzacja RAFT/MADIX (A), niekontrolowana polimeryzacja rodnikowa (B). 

 

Polimer najmniejszej ilości jednostek powtarzalnych – Chol-PNIPAAm-X (4) nie był 

rozpuszczalny w wodzie polimer, z tego względu nie został zakwalifikowany do dalszych 

badań. 

W widmach 1H NMR polimerów 3-9 widoczny był zanik sygnałów pochodzących od 

protonów wiązania podwójnego cząsteczki monomeru (6,50-5,80 ppm) oraz pojawienie się 

sygnału przy 4,00 ppm pochodzącego od protonów znajdujących się w łańcuchach 

bocznych polimeru (CH(CH3)2). Dodatkowo w widmach polimerów otrzymanych na drodze 

polimeryzacji RAFT zaobserwowano sygnały pochodzące od czynnika przeniesienia 

łańcucha (CholX) w zakresie 2,50-0,65 ppm, co pokazano na przykładzie Chol-PNIPAAm-X 

(5) na rysunku 8. 

 

Rysunek 8. Widma 1H NMR od dołu NIPAAm, Chol-PNIPAAm-X (5) i CholX. 
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W widmie FTIR poli(N-izoproyloakrylamidu) zakończonego ugrupowaniem 

cholesterylowym (Rysunek 9) obserwujemy pojawienie się nowych poszerzonych pasm 

drgań rozciągających wiązania N-H w zakresie 3150-3600 cm-1 oraz przy 1534 cm-1, a także 

pasm drgań rozciągających wiązania karbonylowego przy 1637 cm-1, co świadczy  

o otrzymaniu PNIPAAm. 

 

Rysunek 9. Widma ATR-FTIR CholX (widmo górne) oraz Chol-PNIPAAm-X (5) (widmo dolne). 

 

Analizy metodą chromatografii żelowej wykono dla próbek polimerów rozpuszczonych  

w dimetyloformamidziei, stosując literaturowy współczynnik dn/dc dla PNIPAAm równy 

0,087. Stwierdzono, że w przypadku polimerów o najniższych teoretycznych liczbowo 

średnich masach cząsteczkowych (Mn,th) 1290 g‧mol-1 (5) i 2560 g‧mol-1 (6) współczynniki 

dyspersyjności były stosunkowo niskie (odpowiednio 1,27 i 1,37). Zaobserwowano również 

dobrą zgodność między Mn,th a liczbowo średnią masą cząsteczkową (Mn) wyznaczoną  

z SEC: 2280 g‧mol-1 i 3170 g‧mol-1 dla polimerów o założonych ilościach jednostek 

powtarzalnych odpowiednio x = 10 i 20 (Tabela 4). Analizy SEC wykazały, że średnie 

wartości Mn są zbliżone do siebie i różnią od wartości teoretycznych, gdy wzrastają masy 

cząsteczkowe polimerów – Chol-PNIPAAm-X (7-9). Jest to najprawdopodobniej 

spowodowane przeniesieniem łańcucha na cząsteczki rozpuszczalnika, co wpływa na górną 

granicę uzyskiwanej masy cząsteczkowej. Ma to również wpływ na współczynnik 

dyspersyjności (Ð), który dla polimerów 7-9 osiągnął wartość powyżej 1,5.[195,196]

                                                       
i pomiary zostały wykonane w grupie prof. Destaraca w Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie  
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Tabela 4. Podsumowanie wyników analiz fizykochemicznych dla serii homopolimerów N-izopropyloakrylamidu. 

polimer 
Mn, th

a 

[g‧mol-1] 

Mn, SEC
b 

[g‧mol-1] 
Đb 

Tg
c 

[°C] 

CMCd 

[µg‧mL-1] 

TCP
f 

[°C] 

DSCe 
woda 

-SH 
woda 

woda PBS NaCl DMEM 

PNIPAAm (3) nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. 33,97 nd. nd. nd. 

Chol-PNIPAAm-X (4) 1290 2280 1,21 106,5 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. 

Chol-PNIPAAm-X (5) 2560 3170 1,27 120,7 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. 

Chol-PNIPAAm-X (6) 5370 5700 1,35 127,4 4,6 31,11 33,46 31,08 29,55 28,99 30,07 

Chol-PNIPAAm-X (7) 10170 6120 1,51 126,4 6,2 32,17 37,48 32,52 30,54 30,35 30,52 

Chol-PNIPAAm-X (8) 19770 8350 1,64 128,6 10 32,88 37,00 33,63 31,05 31,04 30,96 

Chol-PNIPAAm-X (9) 48590 10940 1,89 131,3 33 33,21 35,08 35,42 31,47 31,44 31,43 

nd.=nie dotyczy; aMn, th=([monomeru]0/[CholX]0)·konwersja(monomeru)·M(monomeru) + M(CholX); bwyznaczone z SEC-RI-MALS w DMF, dn/dc=0,087; cwyznaczone z DSC 
zliofilizowanych próbek; dWyznaczone z pomiarów fluorescencyjnych w PBS (C=1 mg·mL-1); ewyznaczone z DSC dla C=10 mg·mL-1; fwyznaczone z pomiarów 
turbidymetrzycznych C=1 mg·mL-1.
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Wykonano badania trwałości termicznej uzyskanych polimerów metodą termograwimetrii 

(TGA, z ang. ThermoGravimetric Analysis) oraz scharakteryzowano je za pomocą 

skaningowej kalorymetrii różnicowej (DSC, z ang. Differential Scanning Calorimetry), w celu 

zbadania wpływu długości łańcucha polimerowego na temperaturę zeszklenia. Wyniki 

analiz termograwimetrycznych otrzymanych homopolimerów przedstawiono na rysunku 

10. Niewielki ubytek masy (około 2%) obserwowany w zakresie temperatur do 100 °C jest 

związany z usuwaniem wody (Rysunek 10A). Próbki wykazują jeden znaczący ubytek masy 

(~95%) w zakresie temperatur charakterystycznych dla rozkładu PNIPAAm (380-420 °C). 

Zgodnie z oczekiwaniem zaobserwowano, że wraz ze wzrostem średniej masy 

cząsteczkowej PNIPAAm temperatura degradacji wzrasta, a maksimum szybkości 

degradacji przesuwa się w kierunku wyższych wartości temperatury (Rysunek 10B). 

Pomiary DSC homopolimerów 5-9 przeprowadzono w celu określenia wartości temperatury 

zeszklenia (Tg, z ang. Glass Temperature) i w przypadku polimerów rozpuszczalnych  

w wodzie temperatury zmętnienia (TCP, z ang. Cloud Point Temperature). Zgodnie  

z oczekiwaniami zarówno Tg jak i TCP wzrastają wraz ze wzrostem średniej masy 

cząsteczkowej łańcucha PNIPAAm. Temperatura zeszklenia mieści się w przedziale od 106,5 

do 131,3 °C, natomiast temperatura zmętnienia dla polimeru rozpuszczalnego w wodzie  

o najmniejszej masie cząsteczkowej (Chol-PNIPAAm-X (6)) wynosi 31,11 °C a dla polimeru 

o największej ilości jednostek powtarzalnych (Chol-PNIPAAm-X (9)) wynosi 33,21 °C.[197] 

 

Rysunek 10. Termogramy TG (A) i DTG (B) oraz krzywe DSC (C) polimerów Chol-PNIPAAm-X (5-9). 

 

W celu zbadania procesu samoorganizacji polimerów w wodzie przeprowadzono badania 

wpływu stężenia polimeru na tworzenie układów micelarnych. Do badań wykorzystano 

polimery rozpuszczalne w wodzie Chol-PNIPAAm-X (5-9), dla których wyznaczono wartości 

krytycznego stężenia micelizacji (CMC, z ang. Critical Micelle Concentration). Jest to 



 

- 62 - 

kluczowy parametr w dalszych etapach pracy. W przypadku gdy nośnik wraz lekiem byłby 

wstrzykiwany do krwioobiegu, należy mieć pewność, że substancja aktywna nie uwolni się. 

Przy rozcieńczeniu mogłoby dojśc do rozpadu miceli Dlatego też należy dobrać aplikowaną 

stężenie roztworu nośnika zlekiem, aby pozostać ponad CMC. Do wyznaczenia tego 

parametru wykorzystano metodę fluorescencyjną z zastosowaniem pirenu jako sondy. 

Wyniki zostały przedstawione w tabeli 4. Zaobserwowano, że CMC wzrasta wraz ze 

wzrostem udziału wagowego części hydrofilowej (PNIPAAm) w stosunku do części 

hydrofobowej (cholesterylowej), co jest zgodne z danymi prezentowanymi w części 

teoretycznej.[100,198] 

Parametrem charakteryzującym układy termowrażliwe jest dolna (LCST, z ang. Lower 

Critical Solution Temperature) lub górna krytyczna temperatura rozpuszczalności (UCST,  

z ang. Upper Critical Solution Temperature). PNIPAAm charakteryzuje się LCST. W celu jej 

wyznaczenia zarejestrowano widma transmisyjne UV/VIS polimerów 6-9 w zakresie stężeń 

od 0,25 do 2 mg·mL-1. Temperatura punktu zmętnienia dla każdego stężenia została 

zanotowana i uwzględniona na wykresie (Rysunek 11). Minimum każdej z funkcji jest 

jednoznaczne z wartością LCST.  

 

Rysunek 11. Krzywe temperaturowe uzyskane dla rożnych stężeń Chol-PNIPAAm-X (6-9). 

 

LCST dla homopolimerów PNIPAAm jest zależne od ilości jednostek NIPAAm w łańcuchu 

polimerowym i rośnie wraz ze wzrostem średniej masy cząsteczkowej. Wyznaczone 

temperatury wyniosły 31,08, 32,52, 33,63 i 35,42 °C kolejno dla polimerów o 48, 52, 72 i 95 

jednostkach powtarzalnych. Minima krzywych dla badanych polimerów znajdują się przy 

stężeniach około 1 mg·mL-1, dlatego też dla tego stężenia wyznaczano wartość temperatury 

zmętniania (TCP), w różnych roztworach wodnych. 
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Wpływ grupy końcowej i medium na temperaturę zmętnienia PNIPAAm  

Ponieważ rozkład grupy ditiowęglanowej w układzie fizjologicznym może prowadzić do 

wydzielenia toksycznego disiarczku węgla. Z tego względu przeprowadzono jej łagodną 

aminolizę z uzskaniem grupy grupy tiolowej na końcu łańcucha polimerowego (Schemat 8). 

Dodatkowo otrzymanie polimerów zakończonych SH pozwala na postmodyfikację, np. 

poprzez reakcję Michaela (otwiera to możliwości, np. znakowania fluorescencyjnego). 

Odpowiednie ilości polimerów 6-9 rozpuszczono w THF z n-propyloaminą i tributylofosfiną. 

Po 20 godzinach produkty wytrącono w zimnym heksanie, odwirowano i osuszono (60 °C).  

 

Schemat 8. Łagodna aminoliza grupy ditiowęglanowej do grupy tiolowej. 

 

Redukcję grupy ditiowęglanowej potwierdzono przy użyciu spektroskopii UV-VIS. Widma 

UV-VIS zostały zarejestrowane dla próbek polimerów zakończonych grupą ditiowęglanową 

i grupą tiolową o tym samym stężeniu. Zanik pasma absorpcji przy 280 nm, które jest 

związane z przejściem π–π* ugrupowania OC(S)S[199,200] potwierdził redukcję 

ditiowęglanu do grupy tiolowej na końcu łańcucha polimerowego (Rysunek 12). 

 

Rysunek 12. Widma UV-VIS, linią ciągłą zaznaczono polimery zakończone grupą ditiowęglanową, 

linią przerywaną polimery zakończone grupą tiolową. (A) Chol-PNIPAAm-X (6), Chol-PNIPAAm-SH 

(10); (B) Chol-PNIPAAm-X (7), Chol-PNIPAAm-SH (11); (C) Chol-PNIPAAm-X (8), Chol-PNIPAAm-SH 

(12); (D) Chol-PNIPAAm-X (9), Chol-PNIPAAm-SH (13). 

 

Temperatura zmętnienia dla PNIPAAm w wodzie jest niezależna od masy cząsteczkowej 

(MW, z ang. Molecular Weight) dla polimerów o MW > 50 kg·mol-1.[162–164] 

Zaobserwowano zmiany wartości temperatury przejścia fazowego polimerów o niższych 
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masach cząsteczkowych w wodzie w zależności od masy.[162,165,166] Zmiany TCP są 

również skorelowane z hydrofobowością/hydrofilowością końcowych grup polimeru, 

których udział wzrasta wraz ze spadkiem masy cząsteczkowej, co widać na rysunku 13. 

Temperatury zmętnienia otrzymanych polimerów zostały wyznaczone metodą 

turbidymetryczną w różnych roztworach wodnych (woda, NaCl, PBS, DMEM). Wartość TCP 

wzrasta wraz ze wzrostem masy cząsteczkowej, co wiąże się ze zmianą stosunku 

hydrofilowo/hydrofobowego w polimerze. Jest to zgodne z danymi literaturowymi, 

ponieważ masy cząsteczkowe badanych polimerów mieszczą się w zakresie, w którym LCST 

zależy od MW i charakteru grup końcowych. Różnice temperatur zmętnienia pomiędzy 

PNIPAAm (3) a polimerami Chol-PNIPAAm-X (6-9) wynikają z efektu obu grup końcowych: 

cholesterolu i ditiowęglanu. Przykłady z literatury wskazują, że w przypadku polimerów  

o tej samej masie cząsteczkowej wartości TCP wzrastały wraz ze wzrostem charakteru 

hydrofilowego grupy końcowej.[201] Redukcja grup ditiowęglanowych do grup tiolowych 

o bardziej hydrofilowym charakterze prowadzi do wzrostu TCP o ok. 3-4 °C dla polimerów 

Chol-PNIPAAm-SH (10-12), natomiast w przypadku polimeru 13, ze względu na większą 

masę cząsteczkową, efekt ten jest niezauważalny, co jest zgodnie z doniesieniami 

literaturowymi.[109,202] Pomiary w różnych mediach obrazują wpływ mocy jonowej na 

punkt zmętnienia badanych polimerów. Temperatury są znacząco przesunięte w kierunku 

niższych wartości, zachowana jest zależność TCP od masy cząsteczkowej, jednak różnice są 

mniejsze. 

 

 
Rysunek 13. Zależność temperatury zmętnienia od medium, w którym rozpuszczono polimery 

(pełne słupki) lub od grupy funkcyjnej na końcu łańcucha polimerowego (puste słupki). 
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Podsumowanie 

W tabeli 4. zebrano wyniki analiz homopolimerów N-izopropyloakrylamidu. Na posdtawie 

przedstawionych analiz stwierdzono, że zmieniają się właściwości fizykochemiczne układu 

wraz, co jest wynikiem  ze zmianą stosunku masowego części polimerowej (PNIPAAm) do 

części cholesterylowej.  Zarówno CMC jaki i temperatura zmętnienia rośnie wraz ze 

wzrostem długości łańcucha PNIPAAm. Z uwagi na pwyższedo dalszych badań wybrano 

Chol-PNIPAAm-X (9). Charakteryzuje się on najwyższą temperaturą przejścia fazowego  

i najlepszą rozpuszczalnością w wodzie. W następnej części pracy został on wykorzystany 

jako makroczynnik przeniesienia łańcucha w kolejnych reakcjach polimeryzacji  

i w procesach formowania nanocząstek polimerowych. 

Dodatkowo, we współpracy z dr hab. Katarzyną Niemirowicz-Laskowską i prof. Haliną Car 

z Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku przeprowadzono szereg podstawowych badań 

biologicznych. W zależności od wyników badań hemolizy, materiały można podzielić na 

3 kategorie: (I) ponad 5% wykazują aktywność hemolityczną; (II) w przedziale od 5 do 2% 

są słabo hemolityczne i (III) poniżej 2% wykazują brak aktywności hemolitycznej.[203] Testy 

aktywności hemolitycznej wykazały, że żaden z badanych układów nie spowodował 

rozpadu krwinek czerwonych w stężeniach do 0,25 mg‧mL−1 (hemoliza na poziomie poniżej 

1%). Pomiary żywotności fibroblastów i komórek glejaka wykazały, że same polimery 

o niższych masach cząsteczkowych mogą zmniejszać żywotność komórek glejaka nawet o 

60%, jednocześnie nie będąc toksycznymi dla fibroblastów. Wyniki testu uwalniania LDH 

potwierdziły zasadniczą rolę cząsteczki cholesterolu w proponowanych układach oraz 

błonowy mechanizm działania. Cholesterol umożliwia penetrację i rozerwanie błon 

komórkowych glejaka, co prowadzi do apoptozy komórek nowotworowych. Ze względu na 

interesujące właściwości biologiczne, w tym skuteczność przeciwnowotworową in vitro, 

można rozważać zastosowanie cholesterylowych PNIPAAm nie tylko jako nośników leków, 

ale także jako składników terapii synergistycznej. Na podstawie tych badań stwierdzono, że 

uzyskane polimery stanowią obiecującą podstawę do projektowania systemów 

dostarczania leków wykazujących wysoką kompatybilność z przedstawicielami komórek 

normalnych oraz toksyczność wobec komórek zmienionych nowotworowo.  

Badania zostały opublikowane w pracy: Misiak, et al. International Journal of Nanomedcine, 

2020, 15, 7263-7278. [97]  
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4.1.2. Kopolimery z N-winylokaprolaktamem 

Z racji, iż żaden z prezentowanych powyżej homopolimerów nie charakteryzuje się 

temperaturą przejścia fazowego powyżej 37 °C postanowiono wzbogacić układy o kolejny 

termowrażliwy blok polimerowy. Wybór padł na PNVCL, ze względu na zakres jego LCST, 

biokompatybilność i dostępność. Znaczenie miała także duża liczba opublikowanych na 

temat tego polimeru prac, która pozwala na porównywanie parametrów otrzymanych 

układów z danymi literaturowymi. 

Postanowiono otrzymać kopolimery blokowe i statystyczne o różnym stosunku jednostek 

powtarzalnych N-izopropyloakrylamidu i N-winylokaprolaktamu.  

Otrzymywanie kopolimerów blokowych 

Chol-PNIPAAm-X (9) poddano kopolimeryzacji RAFT/MADIX z handlowo dostępnym  

N-winylokaprolaktamem. Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 9.  

W wyniku polimeryzacji NVCL w obecności makroczynnika kontroli przeniesienia łańcucha 

Chol-PNIPAAm-X (9) uzyskano kopolimery o zakładanej liczbie jednostek powtarzalnych 

(odpowiednio n = 100 i m = 2, 4, 8). Reakcje prowadzono w tetrahydrofuranie przez 

24 godziny w łaźni olejowej, w temperaturze 70 °C z AIBN. Otrzymane produkty 

rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym heksanie, przesączono i następnie 

suszono w piecu.  

 

Schemat 9. Kopolimeryzacja RAFT/MADIX N-winylokaprolaktamu z makro czynnikiem 

polimeryzacji Chol-PNIPAAm-X (9). 

 

W widmie 1H NMR kopolimerów Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (14-16) pojawił się sygnał przy 

3,21 ppm pochodzący od protonów grupy CH w łańcuchu głównym bloku PNVCL. 

Dodatkowo nie zaobserwowano sygnałów protonów wiązania winylowego w zakresie 5,80-

5,20 ppm, co świadczy o powstaniu kolejnego bloku polimerowego. Kopolimery poddano 

analizom metodą chromatografii żelowej w celu wyznaczenia średnich mas cząsteczkowych 

oraz dyspersyjności uzyskanych układów. Analizy SEC prowadzono w dimetyloformamidzie 
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(DMF), do analizy wykorzystano literaturową wartość dn/dc 0,087 dla PNIPAAm.i Liczbowo 

średnie masy cząsteczkowe oraz współczynniki dyspersyjności zostały przedstawione  

w tabeli 5. 

Tabela 5. Wyniki analiz fizykochemicznych dla serii kopolimerów blokowych  

N-izopropyloakrylamidu i N-winylokaprolaktamu. 

polimer 
Mn, th

a 

[kg‧mol-1] 

Mn, SEC
b 

[kg‧mol-1] 
Ðb 

TCP
c[°C] 

woda PBS NaCl 

Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (14) 11,1 10,4 1,92 35,78 31,12 31,52 

Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (15) 11,4 11,1 1,83 35,60 30,84 31,50 

Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (16) 12,0 11,7 1,76 35,05 30,32 31,00 

Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (17) 50,4 9,5 1,84 35,35 30,83 31,52 

Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (18) 51,2 12,6 1,65 36,35 30,77 31,00 

Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (19) 53,8 12,2 1,79 35,54 30,43 31,44 

aMn,th= ([monomeru]0/[CTA]0)·conv(monomeru)·M(monomeru) + M(CTA); bWyznaczone z SEC-RI-MALS  

w DMF, dn/dc=0,087; cWyznaczone z pomiarów turbidymetrzycznych C=1 mg‧mL-1. 

Wyznaczone masy są tożsame z masami teoretycznymi, natomiast dyspersyjność układów 

15 i 16 (odpowiednio 1,83 i 1,76) uległa nieznacznemu zmniejszeniu w porównaniu do 

dyspersyjności pierwszego bloku polimerowego Chol-PNIPAAm-X (9), która wynosiła 1,89. 

Powyższe potwierdza, że homopolimer 9 posiadał aktywny koniec ditiowęglanowy. 

Mając na uwadze jedną z głównych hipotez, że budowa kopolimerów, będzie miała wpływ 

na właściwości termiczne nośników postanowiono dodatkowo uzyskać polimery 

statystyczne.  

Otrzymany wcześniej cholX (2) użyto w kopolimeryzacji RAFT/MADIX z handlowo 

dostępnymi monomerami termowrażliwymi. Równanie reakcji przedstawiono na 

schemacie 10. W tym celu odważono odpowiednie ilości NVCL, NIPAAm i cholX  

i rozpuszczono w THF. Stosunek molowy NVCL do NIPAAm wynosił tak jak w przypadku 

kopolimerów blokowych odpowiednio 2, 4 i 8%. Polimeryzacje prowadzono z dodatkiem 

AIBN przez 24 godziny w temperaturze 70 °C. Produkty wyizolowano i oczyszczono 

analogicznie jak kopolimery blokowe (odparowano THF, rozpuszczono w DCM i strącono  

w heksanie). 

                                                       
i pomiary zostały wykonane w grupie prof. Destaraca w Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie 
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Schemat 10. Polimeryzacja RAFT/MADIX N-winylokaprolaktamu i N-izopropyloakrylamidu  

w obecności CholX (2). 
 

W widmie 1H NMR kopolimerów Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (17-19) zaobserwowano 

sygnały charakterystyczne dla PNIPAAm (6,18 (NH), 4,00 (CH(CH3)2), i 1,13 (CH(CH3)2)) oraz 

sygnały pochodzące od protonów PNVCL (3,21 ppm), obecny był również sygnał przy 0,67 

ppm pochodzący od grupy metylowej (C-18) cząsteczki cholesterolu. Uzyskane kopolimery 

poddano analizom SEC, próbek rozpuszczonych w DMF.ii Liczbowo średnie masy 

cząsteczkowe oraz współczynniki dyspersyjności zostały przedstawione w tabeli 5. 

Wyznaczone liczbowo średnie masy cząsteczkowe są zdecydowanie niższe niż założone 

masy teoretyczne. Prawdopodobnie jest to związane z przeniesieniem rodników na 

cząsteczki rozpuszczalnika, co zaobserwowano również w przypadku syntezy 

homopolimerów (str. 61).  

Na postawie analiz badań fizykochemicznych stwierdzono, że dodatek drugiego bloku 

termowrażliwego (PNVCL), charakteryzującego się wyższą temperaturą przejścia 

fazowego, nie wpłynął znacząco na temperaturę zmętnienia uzyskanych kopolimerów 

PNIPAAm-PNVCL z ugrupowaniem cholesterylowym na końcu łańcucha. TCP dla  

Chol-PNIPAAm-X wynosiło 35,42 °C w wodzie, 31,47 °C w PBS i 31,44 °C w 0,9% NaCl. 

Dodatkowo nie zaobserwowano wpływu budowy na zmianę właściwości termicznych. 

Wartości TCP (Tabela 5) zarówno kopolimerów blokowych, jak i kopolimerów statystycznych 

oscylują w okolicy temperatur, które uzyskano dla homopolimeru.  

Ze względu na zwiększenie stopnia skomplikowania układu bez uzyskania poprawy 

właściwości fizykochemicznych zaniechano dalszych badań w tym kierunku. Kopolimery 

blokowe i statystyczne zostały przekazane do badań biologicznych w celu możliwości ich 

zastosowania w terapiach przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych. 

Wstępne wyniki były prezentowane w formie posteru na 61. Zjeździe PTChem w Krakowie. 

                                                       
ii pomiary zostały wykonane w grupie prof. Destaraca w Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie 
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4.1.3. Polimery zawierające ugrupowanie acetyloacetonowe 

Myśląc o wprowadzeniu cząsteczek leku do nośników polimerowych należy zastanowić się 

nad możliwymi oddziaływaniami pomiędzy grupami funkcyjnymi substancji aktywnych 

i nanonośników. W przedstawionych powyżej Chol-PNIPAAm-X i kopolimerów z PNCVL 

trudno doszukać się dostępnych miejsc interakcji. Co prawda w cząsteczce znajduje się 

wiązanie amidowe, które zawiera grupę karbonylową i azot z wolną parą elektronową, 

jednak jest tam duże zatłoczenie steryczne wynikające np. z obecności grupy izopropylowej. 

Długi łańcuch polimerowy jest labilny, więc istnieje możliwość skręcania i kłębuszkowania 

co dodatkowo utrudnia dostęp cząsteczek leku do tych miejsc. Z tego powodu 

zdecydowano się na wprowadzenie do układu części zawierającej ugrupowanie 

acetyloacetonowe. Ligandy acetyloacetonowe są przedstawicielami β-diketonów, które 

mają właściwości kompleksowania. Główne wykorzystanie β-diketonów opiera się na 

kompleksowaniu metali przejściowych.[204,205] Dwie grupy karbonylowe mogą również 

reagować z innymi związkami organicznymi, np. aminami (tworząc iminy)[206,207] lub 

pochodnymi hydrazyny (tworząc enaminony)[208,209] lub oddziaływać poprzez tworzenie 

wiązań wodorowych z organicznymi grupami funkcyjnymi będącymi donorami protonów. 

Powstałe wiązania są łatwe do rozerwania w środowisku organizmu i wydają się być 

idealnym sposobem na tymczasowe zakotwiczenie cząsteczek leku w celu ich 

dostarczenia.[210] W niniejszej pracy, wprowadzenie ugrupowania acetyloacetonowego 

zaplanowano na odpowiednio długim wysięgniku, tak aby możliwe było tworzenie np. 

wiązań wodorowych z lekiem. Ponadto, zaprojektowany ligand posiada bogaty w elektrony 

pierścień triazolowy, co również może stanowić dodatkowe miejsce interakcji. 

Polimeryzacja RAFT 3-((1-(4-winylobenzylo)1H-1,2,3-triazol-4-ylo)metylo)acetylo-acetonu 

W pierwszej kolejności przeprowadzono 2-etapową syntezę monomeru – pochodnej 

styrenu, zawierającej grupę acetyloacetonową i pierścień triazolowy (21), którą 

opracowano w Zakładzie Polimerów i Syntezy Organicznej .[211] W pierwszym etapie 

acetyloaceton poddano reakcji z bromkiem propargilu w obecności węglanu potasu 

(Schemat 11A). Reakcję prowadzono w acetonie przez 24 godziny. Produkt oczyszczono 

stosując chromatografię DFC (z ang. dry flash chromatography) otrzymując żółty olej (20)  

z wydajnością 86%. W drugim etapie propargilową pochodną acetyloacetonu poddano 

reakcji typu „click” z chlorkiem 4-winylobenzylu i azydkiem sodu (Schemat 11B). Jako 
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katalizatora użyto siarczanu (VI) miedzi (II), w roli reduktora jonów miedzi użyto 

askorbinianu sodu. Reakcję prowadzono w metanolu w 40 °C. Zastosowano chromatografię 

DFC i uzyskano czysty produkt w postaci żółtawego ciała stałego z wydajnością 27%. 

 

 

Schemat 11. (A) Synteza 3-propargiloacetyloacetonu (20) i (B) Synteza monomeru AcacI (21). 

 

Monomer poddano polimeryzacji RAFT/MADIX z czynnikiem przeniesienia łańcucha 

(CholX). Założono 3, 6 i 15 jednostek powtarzalnych. Odpowiednie ilości monomeru, CTA, 

THF i AIBN (Tabela 15 w części eksperymentalnej) umieszczono w probówkach  

i odgazowano. Po osiągnięciu konwersji ok. 90% zakończono polimeryzację umieszczając 

mieszaninę w zimnej wodzie, następnie THF odparowano. Powstały osad rozpuszczono  

w DCM, strącono w zimnym heksanie i wysuszono.  

 

 

Schemat 12. Polimeryzacja RAFT/MADIX 3-((1-(4-winylobenzylo)1H-1,2,3-triazol-4-ylo)metylo) 

acetyloacetonu. 
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O otrzymaniu polimeru świadczą zmiany obserwowane w widmie 1H NMR Chol-PAcacI-X 

(22-24) w porównaniu do widma monomeru AcacI (Rysunek 14). Widoczny jest zanik 

sygnałów protonów wiązania winylowego w zakresie 5,8-5,2 ppm, poszerzenie sygnałów 

pochodzących od pozostałych protonów monomeru (21) oraz pojawienie się sygnałów 

w zakresie 2,0-0,5 ppm, które pochodzą od protonów grupy cholesterylowej. Ze względu 

na słabą rozpuszczalność uzyskanych polimerów nie było możliwe przeprowadzenie analizy 

SEC. Średnie masy cząsteczkowe zostały wyznaczone ze stosunku sygnałów przy 4,32 ppm 

pochodzącego od CH(C=O)2 z PAcacI i 0,68 ppm pochodzącego od grupy metylowej 

ugrupowania cholesterylowego. Wartości średnich mas cząsteczkowych korelują 

z wartościami teoretycznymi (Mn, th) przedstawionymi w tabeli 6. i wyniosły odpowiednio  

1,1 kg·mol-1, 2,7 kg·mol-1 oraz 5,6 kg·mol-1 dla Chol-PacacI-X (22), Chol-PacacI-X (23) oraz  

Chol-PacacI-X (24).  

 

Rysunek 14. Widma 1H NMR monomeru 21 (widmo górne) i polimeru Chol-PAcacI-X (24) (widmo 

dolne).
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Tabela 6. Podsumowanie danych fizykochemicznych układów zawierających ugrupowanie acetyloacetonowe. 

polimer 
Mn, th

a 

[kg‧mol-1] 

Mn, NMR
b 

[kg‧mol-1] 

Mn, SEC
c  

[kg‧mol-1] 
Đc 

potencjał 
ζd [mV] 

średnica 
hydrodynamicznae  

[nm] 

TCP
f [°C] CMCg         

[µg‧mL-1] 
woda PBS 

Chol-PAcacI-X (22) 1,4 1,1 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. 

Chol-PAcacI-X (23) 2,4 2,7 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. 

Chol-PAcacI-X (24) 5,1 5,6 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. 

Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (25) 50,1 nd. 14,8 1,72 -3,44 
37,13 ± 15,49 

(58,9%) 
34,02 31,12 nd. 

Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (26) 49,6 nd. 15,0 1,66 -2,35 72,51 ± 25,40 33,08 30,85 nd. 

Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (27) 52,5 nd. 15,3 1,84 -2,48 42,94 ± 14,78 32,52 31,03 2,9 

Chol-P(NIPAAm-grad-AcacI)-X (28) 46,6 nd. 13,3 1,58 -4,01 
6,13 ± 1,48 

(65%) 
32,96 31,03 nd. 

Chol-P(NIPAAm-grad-AcacI)-X (29) 47,3 nd. 12,1 1,69 -2,96 
19,41 ± 5,46 

(66,8%) 
33,62 30,78 nd. 

Chol-P(NIPAAm-grad-AcacI)-X (30) 49,7 nd. 12,3 1,91 -16,50 4,89 ± 1,38 33,81 31,04 52 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (31) 11,9 nd. 11,7 1,76 -10,20 
16,32 ± 4,93 

(30,8%) 
33,62 31,01 nd. 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (32) 12,9 nd. 13,4 1,61 -5,59 
18,73 ± 5,81 

(67,1%) 
35,33 30,96 nd. 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (33) 15,9 nd. 13,9 1,57 -3,61 21,68 ± 7,63 35,57 31,15 13,5 

nd.=nie dotyczy; aMn,th= ([monomeru]0/[CTA]0)·conv(monomeru)·M(monomeru) + M(CTA); bwyznaczone z 1H NMR w CDCl3; cwyznaczone z SEC-RI-MALS 
w DMF, dn/dc=0,087; dwyznaczone z pomiarów ELS w PBS (C=1 mg·mL-1); ewyznaczone z pomiarów DLS w PBS (C=1 mg·mL-1); fwyznaczone z pomiarów 
turbidymetrzycznych C=1 mg·mL-1; gwyznaczone z pomiarów fluorescencyjnych w PBS (C=1 mg·mL-1).
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Otrzymywanie kopolimerów blokowych Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X, Chol-PNIPAAm-b-

PAcacI-X i gradientowych Chol-P(NIPAAm-grad-AcacI)-X 

Założeniem tej części pracy jest otrzymanie kopolimerów o zróżnicowanej strukturze pod 

względem ułożenia części hydrofilowych i lipofilowych. Zaproponowano następujące 

podejścia, które prowadzą do uzyskania trzech serii kopolimerów:  

-  kopolimery blokowe o układzie LLH (lipofilowo-lipofilowo-hydrofilowym), 

- kopolimery gradientowe o układzie L(H-grad-L) (lipofilowo(hydrofilowo-grad-

lipofilowym), 

- kopolimery blokowe o układzie LHL (lipofilowo-hydrofilowo-lipofilowym). 

Otrzymane homopolimery, zawierające ugrupowania acetyloacetonowe, zostały 

wykorzystane jako makroczynniki przeniesienia łańcucha w polimeryzacji RAFT/MADIX  

hydrofilowego N-izopropyloakrylamidu (który stanowił drugi blok – blok termowrażliwy). 

Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 13. Zaplanowano dodanie 100 

jednostek powtarzalnych NIPAAm. Zważywszy, że polimery Chol-PacacI-X nie były 

rozpuszczalne w wodzie, dodanie odpowiednio długich bloków NIPAAmu miało na celu 

zmianę tej cechy. W celu zbadania wpływu rozłożenia jednostek powtarzalnych  

w strukturze polimeru na właściwości fizykochemiczne, przygotowano również serię 

kopolimerów gradientowych, w których jednostki kompleksujące są przemieszane  

z jednostkami mającymi nadać nośnikowi wrażliwość na zmiany temperatury (Schemat 14), 

oraz blokowych z N-izopropyloakrylamidem bezpośrednio sąsiadującym z hydrofobowym 

ugrupowaniem cholesterylowym (Schemat 15).  

W celu otrzymania kopolimerów blokowych Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X odważono 

odpowiednie ilości NIPAAm, makro-CTA i rozpuszczono je w THF (Tabela 16 w części 

eksperymentalnej). Inicjator (AIBN) dodano po osiągnięciu 70 °C. Polimeryzacje 

prowadzono przez 24 godziny, polimery wyizolowano i oczyszczono poprzez strącenie  

w zimnym heksanie, sączenie i suszenie.  
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Schemat 13. Polimeryzacja blokowa RAFT/MADIX NIPAAm z Chol-PAcacI-X (22-24) jako CTA. 

Kopolimery gradientowe Chol-P(AcacI-grad-NIPAAm)-X uzyskano poprzez polimeryzację 

RAFT monomeru (21) zawierającego grupę acetyloacetonową z handlowo dostępnym  

N-izopropyloakrylamidem w obecności CholX (Schemat 14). Założono tożsame ilości 

jednostek powtarzalnych, jak w przypadku kopolimerów blokowych, w celu ustalenia 

wpływu budowy polimeru na właściwości biologiczne i fizykochemiczne. Przedzielenie 

jednostek AcacI miało wpłynąć pozytywnie na zmniejszenie zatłoczenia sterycznego 

i zwiększenie ilości enkapsulowanych cząsteczek leków. Ze względu na różnice w stałych 

szybkości polimeryzacji monomeru akrylowego (NIPAAm) i monomeru będącego pochodną 

styrenową (AcacI) założono otrzymanie polimeru gradientowego o budowie zbliżonej do 

kopolimeru blokowego Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X. Odważono odpowiednie ilości 

monomerów, CTA i rozpuszczono je w THF (Tabela 17 w części eksperymentalnej). 

Analogicznie do poprzednich polimeryzacji, mieszaniny odgazowano i po osiągnięciu 70 °C 

dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach mieszaninyochłodzono a THF odparowano. 

Otrzymane produkty rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym heksanie, 

przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C).  

 
Schemat 14. Kopolimeryzacja gradientowa RAFT/MADIX NIPAAm i AcacI w obecności CholX. 
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Trzecią serię kopolimerów stanowiły kopolimery blokowe Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-

X.Pierwszy blok polimerowy Chol-PNIPAAm-X (9) zawierający cholesterol na jednym końcu 

oraz grupę ditiowęglanową na drugim końcu łańcucha wykorzystano jako makro czynnik 

przeniesienia łańcucha monomeru z grupą acetyloacetonową (21). Założono uzyskanie 3, 6 

i 15 jednostek AcacI, co jest tożsame z ilościami przyjętymi dla serii homopolimerów Chol-

PAcacI-X 22-24. Skład kopolimeru został tak dobrany, aby możliwe było porównanie z serią 

kopolimerów blokowych zawierających blok PAcacI znajdujący się bezpośrednio przy części 

cholesterylowej. Takie zestawienie miało na celu porównanie wpływu budowy łańcuchów 

polimerowych pod względem kolejność bloków i ich charakteru hydrofilowo-

hydrofobowego.  

Polimeryzację przeprowadzono w analogiczny sposób jak powyżej. W skrócie odważono 

odpowiednie ilości AcacI, makro-CTA i rozpuszczono je w THF (Tabela 18 w części 

ekperymentalnej). Mieszaniny po przepuszczeniu strumieniu argonu umieszczono w łaźni 

olejowej. Następnie dodano AIBN i kontynuowano grzanie przez 24 godziny. Probówki 

ochłodzono a THF odparowano. Produkty (kopolimery) zostały oczyszczone i wyizolowane 

poprzez strącanie i sączenie. Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 15. 

 
Schemat 15. Kopolimeryzacja blokowa RAFT/MADIX AcacI. 

 

Wyniki i dyskusja 

Zsyntezowane nośniki polimerowe poddano szczegółowym badaniom fizykochemicznym. 

Wyznaczono: liczbowo średnią masę cząsteczkową, współczynnik dyspersyjności, krytyczne 

stężenie micelizacji, temperaturę zmętnienia, potencjał zeta i średnicę hydrodynamiczną. 

Otrzymanie kopolimerów potwierdzono używając techniki spektroskopowe (FTIR oraz 

NMR). Dla wszystkich trzech serii kopolimerów widma protonowe, a także widma  
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w podczerwieni wyglądały podobnie, dlatego w celu ilustracji analizy poniżej 

przedstawiono jedynie wybrane przykłady. W widmie 1H NMR Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X 

(27) w porównaniu z widmem chol-PAcacI-X (24) zaobserwowano pojawienie się sygnałów 

przy 3,98 ppm, który odpowiada przesunięciu chemicznemu protonów z grupy CH części 

izopropylowej (CH(CH3)2) PNIPAAm oraz przy 1,13 ppm pochodzącego od protonów grup 

metylowych grupy izopropylowej (CH(CH3)2) (Rysunek 15). Można również zaobserwować 

sygnał przy 5,39 ppm, który pochodzi od protonów znajdujących się pomiędzy 

podstawnikiem fenylowym a pierścieniem triazolowym (PhCH2N) w bloku PAcacI.  

 

Rysunek 15. Widma 1H NMR Chol-PAcacI-X (24) (czerwony) i Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (27) 

(niebieski). 

 

W widmie ATR-FTIR Chol-PAcacI-X (24) widoczne są pasma drgań wiązań pierścienia 

triazolowego przy 3137 cm-1 oraz drgań wiązania C=O grup karbonylowych przy 1697 i 1723 

cm-1. W widmach IR kopolimerów obecne są pasma charakterystyczne dla PNIPAAm, np. 

w widmie Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (27) przy 3288 cm-1 widoczne jest pasmo drgań 

wiązania N-H, przy 2969 cm-1 wiązania C-H, przy 1638 cm-1 wiązania C=O z grupy amidowej 

(Rysunek 16B). Zaobserwowano również sygnały o małej intensywności przy 1737 i 1713 

cm-1 drgań wiązania C=O z grup karbonylowych obecnych w bloku PAcacI. Obecność pasm 

drgań rozciągających wiązań karbonylowych powyżej 1700 cm-1 potwierdza obecność 

układu β-diketonowego w kopolimerach (Rysunek 16). 
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Rysunek 16. Widma ATR-FTIR Chol-PAcacI-X (24) (czerwony) i Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (27) 

(niebieski). 

 

Otrzymaną serię kopolimerów blokowych poddano analizie SEC, próbki rozpuszczono   

w DMF.i Ze względu na słabą rozpuszczalność części PAcacI w DMF nie było możliwe 

wyznaczenie współczynnika dn/dc dla kopolimerów. Do obliczeń liczbowo średniej masy 

cząsteczkowej i współczynnika dyspersyjności przyjęto literaturowy współczynnik dn/dc 

PNIPAAm równy 0,087 mL·g-1.[212] Średnie masy cząsteczkowe uzyskane z analizy SEC serii 

kopolimerów blokowych Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X wyniosły 14,8; 15,0 i 15,3 kg·mol-1 

odpowiednio dla polimerów 25, 26 i 27. W przypadku kopolimerów gradientowych 

uzyskane wartości Mn to  13,3, 12,1 i 12,3 kg·mol-1 odpowiednio dla Chol-PNIPAAm-grad-

PAcacI-X (28), Chol-PNIPAAm-grad-PAcacI-X (29) i Chol-PNIPAAm-grad-PAcacI-X (30). 

Rozbieżność z wartościami teoretycznymi Mn,th przedstawionymi w tabeli 6. jest związana 

z przeniesieniem łańcucha na cząsteczki rozpuszczalnika.[195,196] Natomiast wartości 

średniej masy cząsteczkowej uzyskane z analizy SEC serii kopolimerów blokowych Chol-

PNIPAAm-b-PAcacI-X były zbliżone do wyliczonych mas teoretycznych i wyniosły 11,7; 13,4; 

13,9 kg·mol-1 odpowiednio dla 31, 32 i 33. 

                                                       
i pomiary zostały wykonane w grupie prof. Destaraca w Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie 
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Potencjał zeta jest silnie skorelowany z wartością pH. Biorąc pod uwagę przyszłe 

zastosowanie zsyntetyzowanych układów jako nośników leków ważne było odtworzenie 

warunków fizjologicznych. Potencjał zeta został wyznaczony przy użyciu techniki ELS. 

Kopolimery 25-33 otrzymane w części 4.1.3. zostały rozpuszczone w celu uzyskania stężenia 

1 mg·mL-1 w buforze fosforanowym o pH=7,4, (pH fizjologiczne). Badania przeprowadzono 

po czasie 7 dni od przygotowania roztworów w celu ich stabilizacji. Na podstawie 

wcześniejszych badań prowadzonych w Zakładzie Polimerów i Syntezy Organicznej 

stwierdzono, że takie układy polimerowe ulegają samoorganizacji w układy micelarne po 

około 4 dniach. Wartości potencjału zeta zostały zestawione na rysunku 17. i w tabeli 6. 

 
Rysunek 17. Średnica hydrodynamiczna i potencjał zeta kopolimerów zawierających ugrupowanie 

acetyloacetonowe. 

 

Kopolimery blokowe z AcacI „od strony” cholesterylowej 25-27, kopolimery gradientowe 

28 i 29 oraz kopolimery blokowe z PNIPAAm „od strony” cholesterylowej 32 i 33 

charakteryzują się wartością potencjału zeta w przedziale od -10 do 0, co zgodnie  

z literaturą świadczy o ich niskiej tendencji do samoorganizacji. Nie tworzyły one stabilnych 

(po 7 dniach) struktur trójwymiarowych. Natomiast w przypadku kopolimerów: 

gradientowego z najdłuższym łańcuchem AcacI (30) i kopolimeru blokowego o najkrótszym 

łańcuchu AcacI (31) wartość potencjału ζ była równa odpowiednio -16,5 i -10,2, co może 

świadczyć o większej stabilności tworzonych przez nie układów przestrzennych. Te wyniki 

znajdują potwierdzenie w badaniach średnicy hydrodynamicznej, która została wyznaczona 

przy użyciu DLS. Uzyskane wartości zostały przedstawione na rysunku 17. i w tabeli 5. 
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Kopolimery blokowe 25, 28, 29, 31 i 32 charakteryzuje wielomodalny rozkład rozmiarów, 

co potwierdza że nie tworzą one zdefiniowanych i trwałych struktur w drodze 

samoorganizacji. W przypadku kopolimerów blokowych, z PAcacI „po stronie” 

cholesterylowej 26 i 27 oraz kopolimeru blokowego z PAcacI po przeciwnej stronie 

łańcucha niż cholesterol (33), rozkłady średnic hydrodynamicznych i odchylenie 

maksymalne od wartości średniej były duże. Jedynie kopolimer gradientowy 30 

charakteryzuje się wąskim, monomodalnym rozkładem rozmiarów. Wyniki uzyskane 

z pomiarów dynamicznego rozproszenia światła i elektroforetycznego rozproszenia światła 

charakteryzują uzyskane roztwory jako niestabilne i niezdefiniowane struktury. W dalszych 

badaniach wybrane kopolimery zostały poddane nanostrącaniu, zastosowanie dodatkowej 

siły, jaką jest zmiana charakteru środowiska, ma wpływ na poprawę stabilności 

otrzymywanych układów. 

Biorąc pod uwagę wyniki badań temperatury zmętnienia homopolimerów Chol-PNIPAAm-

X (6-9) przedstawione w rozdziale 4.1.1. (strony 63-64) w różnych roztworach wodnych oraz 

zważając iż masa PNIPAAm wnosi przeważający wkład w masę kopolimerów zdecydowano 

się na przeprowadzenie badań TCP kopolimerów w wodzie i w PBS, przygotowując 

kopolimery w stężeniu 1 mg·mL-1. Wyniki przeprowadzonych pomiarów 

turbidymetrycznych zostały przedstawione na rysunku 18. i w tabeli 6. 

 

Badania przeprowadzone w wodzie pokazują, że zróżnicowanie kopolimerów pod 

względem konstytucyjnym wpływa na ich właściwości fizykochemiczne. Monomer AcacI, 

będący styrenową pochodną acetyloacetonu, wykazuje właściwości hydrofobowe, co 

powinno wpływać na obniżenie temperatury przejścia fazowego.[213] Wzrost udziału 

masowego ugrupowania acetyloacetonowego umiejscowionego bezpośrednio przy 

cholesterolu prowadzi do obniżenia TCP (Rysunek 18), co jest zgodne z danymi 

literaturowymi. Pozwala to podejrzewać, że polimery 25-27 pod wpływem temperatury 

organizują się do układów micelarnych, w których blok PNIPAAm ustawia się na zewnątrz 

(struktury o układzie LLH). Jest to spójne z wynikami DLS, które wskazywały na 

powstawanie cząstek o rozmiarach kilkudziesięciu nanometrów, czyli charakterystycznych 

dla układów micelarnych. W przypadku polimerów 28-33 można przypuszczać, że układ 

lipofilowo-hydrofilowo-lipofilowy (LHL) wpływa negatywnie na możliwość oddziaływania 
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części termowrażliwych z cząsteczkami rozpuszczalnika i prowadzi do wzrostu TCP wraz ze 

wzrostem udziału masowego PAcacI. 

 
Rysunek 18. Temperatury zmętnienia kopolimerów zawierających ugrupowanie 

acetyloacetonowe. 

 

Do dalszych badań zostały wybrane kopolimery 27, 30 i 33. Zadecydowały o tym takie 

parametry jak budowa układu (dwa różne polimery blokowe i gradientowy), największy 

udział masowy bloku zawierającego ugrupowanie acetyloacetonowe, największa stabilność 

w roztworach wodnych, najwyższa temperatura przejścia fazowego lub najmniejsza 

dyspersyjność. Ważnym czynnikiem była również konieczność ograniczenia ilości próbek do 

badań biologicznych. 

Krytyczne stężenie micelizacji zostało zatem wyznaczone tylko dla 3 kopolimerów, które 

w kolejnych etapach zostały poddane nanostrącaniu i enkapsulacji cząsteczek leku. Wyniki 

tych badań zostaną przedstawione w dalszej części dysertacji w rozdziale  5.2. 

Wartości CMC zostały wyznaczone metodą spektrofluorymetryczną z wykorzystaniem 

pirenu jako sondy. Przedstawione w tabeli 6. wartości potwierdzają możliwość 

samoorganizacji układów do struktur micelarnych. Najniższe stężenie równe 2,9 µg‧mL-1 

odnotowano dla Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (27), co koreluje z największą tendencją tego 

układu do micelizacji, obserwowaną w wynikach analizy przedstawionych powyżej 

(potencjał zeta i średnica hydrodynamiczna). 



 

- 81 - 

Przeprowadzono podstawowe badania biologiczne przedstawionych serii kopolimerów.i 

Miały one na celu określenie biokompatybilności i toksyczności otrzymanych nośników. Na 

działanie rozpuszczonych w PBS kopolimerów zostały wystawione komórki krwi, fibroblasty 

oraz komórki raka mózgu. 

Test aktywności hemolitycznej wykazał, że kopolimer 25 wykazuje aktywność 

hemolityczną, natomiast pozostałe kopolimery 26-33 są pod tym względem bezpieczne 

(hemoliza na poziomie poniżej 1 %) (Rysunek 19A). Pomiary żywotności fibroblastów  

i komórek glejaka wykazały, że dochodzi do interakcji kopolimerów blokowych 31-33 

zarówno z komórkami nowotworowymi jak i z fibroblastami (Rysunek 19B). 

 

Rysunek 19. (A) Test aktywności hemolitycznej, (B) badanie przeżywalności komórek glejaka 

(pełne) i fibroblastów (deseń). 

Badania przedstawione w tej części pracy zostały opublikowane w Chem. Phys. Lipids. 2022, 

245, 105194.  

                                                       
i Badania przeprowadzone w Uniwersytecie Medycznym w Białymstoku we współpracy z dr hab. Katarzyną 
Niemirowicz-Laskowską i prof. Haliną Car. 
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4.1.4. Polimery z akrylanem (10-acetoacetoksy)decylu 

Równolegle z przedstawionymi powyżej badaniami postanowiono podjąć się kolejnego 

wyzwania, związanego z syntezą nowego monomeru kompleksującego. Pwoodem była 

niska wydajność syntezy monomeru acetyloacetonowego 21 oraz rygorystyczne warunki 

jej przeprowadzenia.  

Zaplanowano syntezę monomeru: (I) akrylowego charakteryzującego się podobną 

reaktywnością do NIPAAm (co pozwoliłoby na uzyskanie kopolimerów statystycznych, a nie 

gradientowych); (II) zawierającego wysięgnik węglowodorowy/hydrofobowy (co mogłoby 

wpłynąć na temperaturę przejścia fazowego, zapewniałoby amfifilowość nośnika 

polimerowego, oraz zwiększyłoby odległość ugrupowania kompleksującego od łańcucha 

głównego polimeru, zwiększając tym samym dostępność); (III) zawierającego układ dwóch 

grup karbonylowych (ketoester) o innej reaktywności w porównaniu do pochodnej 

acetyloacetonowej 21.     

Otrzymywanie akrylanu (10-acetoacetoksy)decylu 

Przeprowadzono 2-etapową syntezę monomeru. W pierwszym etapie ester metylowy 

acetyloacetonu poddano reakcji z dekano-1,10-diolem w obecności trietyloaminy  

w toluenie (Schemat 16). Reakcję kontrolowano przy użyciu chromatografii 

cienkowarstwowej (TLC). Po czym mieszaninę reakcyjną ochłodzono i zdekantowano 

wykrystalizowany dekano-1,10-diol, który następnie przemyto kilkukrotnie toluenem. 

Frakcje toluenowe połączono, a toluen odparowano. Produkt oczyszczono przy użyciu 

chromatografii kolumnowej uzyskując ciekły ketoester 34 o żółtym zabarwieniu  

z wydajnością 96%.  

 

Schemat 16. Reakcja transestryfikacji estru metylowego acetyloacetonu prowadząca do 

otrzymania związku 34. 

 

W drugim etapie otrzymany ester poddano reakcji z chlorkiem akryloilu w obecności 

trietyloaminy w suchym chlorku metylenu (Schemat 14). Kolbę reakcyjną z estrem, 

trietyloaminą i DCM umieszczono w łaźni lodowej i dodawano porcjami chlorek akryloilu. 
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Reakcja była kontrolowana za pomocą chromatografii cienkowarstwowej i była 

prowadzona do przereagowania całego estru 34. Produkt 35 został oczyszczony poprzez 

kilkukrotną ekstrakcję chlorkiem metylenu. Wydajność reakcji wyniosła 81%.  

 

Schemat 17. Reakcja otrzymywania monomeru AcacP (35). 

 

Na rysunku 20. zestawiono widma 1H NMR substratów i produktów otrzymanych podczas 

syntezy monomeru 35. Pojawienie się sygnału przy 4,13 ppm pochodzącego od protonów 

grupy CH2 bezpośrednio przy wiązaniu estrowym oraz obecność sygnału przy 3,61 ppm 

pochodzącego od protonów grupy CH2 bezpośrednio przy OH, a także dopasowanie 

integracji sygnałów do liczby protonów w odpowiednich grupach w związku potwierdza 

otrzymanie monopodstawionego produktu 34. O uzyskaniu AcacP świadczy pojawienie się 

sygnałów protonów grupy winylowej w zakresie 6,4-5,8 ppm oraz zanik sygnału protonów 

grupy CH2 znajdujących się w sąsiedztwie grupy hydroksylowej. 

 

Rysunek 20. Zestawienie 1H NMR ścieżki syntetycznej monomeru (35). Od góry widmo estru 

metylowego acetyloacetonu, dekono-1,10-diolu, 3-oksobutanianu  

10-hydroksydecylu (34) i akrylanu (10-acetoacetoksy)decylu (35). 
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Polimeryzacja akrylanu (10-acetoacetoksy)decylu 

Uzyskany monomer poddano polimeryzacji z wcześniej otrzymanym cholesterylowym 

czynnikiem przeniesienia łańcucha (CholX - 2). Analogicznie do serii polimerów z AcacI 

założono otrzymanie 3, 6 i 15 jednostek powtarzalnych kolejno w polimerach 36, 37 i 38 

(Schemat 18). W tym celu odpowiednie ilości monomeru i czynnika przeniesienia łańcucha 

zostały rozpuszczone w THF (Tabela 19. w części eksperymentalnej). Po osiągnięciu 70 °C, 

dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach mieszaniny reakcyjne ochłodzono a THF 

odparowano. Otrzymane produkty rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym 

heksanie, przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C). 

Schemat 18. Polimeryzacja RAFT/MADIX akrylanu (10-acetoacetoksy)decylu z ditiowęglanem 

cholesterylu. 

Ze względu na słabą rozpuszczalność produktów nie było możliwe przeprowadzenie analizy 

SEC uzyskanych polimerów. Średnie masy cząsteczkowe zostały wyznaczone ze stosunku 

odpowiednich sygnałów widocznych w widmie 1H NMR. Porównano integrację sygnału przy 

4,12 ppm protonów grupy CH2 przy grupie ketoestrowej w PAcacP z integracją sygnału przy 

0,67 ppm protonów grupy metylowej (C-18) części cholesterylowej. Masy wyniosły 

odpowiednio 1,67 kg·mol-1, 3,37 kg·mol-1 i 5,65 kg·mol-1 dla Chol-PAcacP-X (36), chol-

PAcacP-X (37) i Chol-PAcacP-X (38). We wszystkich reakcjach polimeryzacji konwersja 

monomeru wynosiła ponad 95%, co zostało wyliczone z widm 1H NMR mieszanin 

poreakcyjnych. 

Otrzymywanie kopolimerów blokowych Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X, Chol-PNIPAAm-b-

PAcacP-X i statystycznych Chol-P(NIPAAm-s-AcacP)-X 

W celu porównania właściwości fizykochemicznych i biologicznych nośników zawierających 

ugrupowanie acetyloacetonowe z nośnikami z grupą ketoestrową założono uzyskanie 

kopolimerów o takich samych teotetycznych ilościsch jednostek powtarzalnych 

z przedstawionymi w rozdziale 4.1.3. Zsyntetyzowano 2 serie kopolimerów blokowych 
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 i serię kopolimerów statystycznych. W tym przypadku zarówno AcacP jak NIPAAm są 

monomerami akrylowymi, założono, żepowinny one reagować w rekacji polimeryzacji  

z podobną szybkością. Otrzymano kopolimery blokowe o układzie LLH (Chol-PAcacP-b-

PNIPAAm-X) i LHL (Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X) oraz kopolimery statystyczne Chol-

P(NIPAAm-s-AcacP)-X o układzie L(H-s-L).  

Otrzymane wcześniej homopolimery zawierające ugrupowania ketoestrowe zostały 

wykorzystane jako makroczynniki przeniesienia łańcucha w polimeryzacji RAFT  

N-izopropyloakrylamidu (Schemat 19). Założono dobudowanie termowrażliwego bloku 

PNIPAAm o dużej masie cząsteczkowej ok. 50 kg‧mol-1, aby zwiększyć rozpuszczalność 

nośników w wodzie. Polimeryzacje przeprowadzono poprzez rozpuszczenie w THF 

odpowiednich ilości monomeru (AcacP – 35) i makro-CTA (Tabela 20. w części 

eksperymentalnej). Przez roztwory przepuszczono strumień argonu i po uzyskaniu 70 °C 

dodano AIBN. Polimeryzacje prowadzono przez 24 godziny. Otrzymane produkty 

rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym heksanie, przesączono i następnie 

suszono w piecu (60 °C).  

 

Schemat 19. Kopolimeryzacja blokowa RAFT N-izopropyloakrylamidu z Chol-PAcacP-X (36-38). 

 

Kolejne zadanie polegało na otrzymaniu kopolimerów statystycznych Chol-P(AcacP-s-

NIPAAm)-X, do czego wykorzystano monomer zawierający grupę ketoestrową (35), który 

poddano kopolimeryzacji RAFT z NIPAAm w obecności CholX (2). Postanowiono otrzymać 

kopolimery statystyczne o podobnym składzie co kopolimery blokowe, dlatego założono  

3, 6 i 15 jednostek AcacP i 100 jednostek NIPAAm (Schemat 17). Analogicznie jak powyżej,  

w probówkach umieszczono odpowiednie ilości monomerów (NIPAAm i 35) oraz CholX  

i rozpuszczono je w THF (Tabela 21 w części eksperymentalnej). Mieszaniny odgazowano 

i ogrzano w łaźni olejowej. Jako inicjatora użyto AIBN. Polimeryzacje prowadzono przez 24 

godziny w 70 °C. Produkty wyizolowano i oczyszczono poprzez strącenie w zimnym 

heksanie. 
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Schemat 20. Kopolimeryzacja RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu i AcacP z CholX. 

 

Opisany powyżej chol-PNIPAAm-X (9) zawierający cholesterol na jednym końcu oraz grupę 

ditiowęglanową na drugim końcu łańcucha wykorzystano jako makroczynnik przeniesienia 

łańcucha w polimeryzacji RAFT/MADIX monomeru z grupą ketoestrową (35). Założono 

otrzymanie serii 3 kopolimerów Chol-PNIPAAm-b-PacacP-X (45) o 3 jednostkach AcacP, 

Chol-PNIPAAm-b-PacacP-X (46) posiadającego 6 jednostek AcacP i Chol-PNIPAAm-b-

PacacP-X (47) o najdłuższym bloku komplekującym, bo składającym się z 15 merów PAacacP 

(Schemat 21). W tym celu odważono odpowiednie ilości monomeru (35), makro-CTA 

i rozpuszczono je w THF (Tabela 22. w części eksperymentalnej). Mieszaniny odgazowano 

i umieszczono w łaźni olejowej, po uzyskaniu 70 °C dodano AIBN. Polimeryzacje 

prowadzono przez 24 godziny, mieszaniny ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane 

produkty rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym heksanie, przesączono  

i następnie suszono w piecu (60 °C).  

 

Schemat 21. Kopolimeryzacja blokowa RAFT/MADIX AcacP. 

 

Wyniki i dyskusja 

Na rysunku 21. przedstawiono widma 1H NMR akrylanu (10-acetoacetoksy)decylu (35), 

Chol-PAcacP-X (38) i Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (41). O otrzymaniu Chol-PAcacP-X 

świadczy zmniejszenie intensywności sygnałów protonów grupy winylowej w zakresie 5,80-

6,40 ppm, pojawienie się nowego szerokiego sygnału przy 4,00 ppm odpowiadającego 

protonom szkieletu węglowodorowego polimeru i pojawienie się sygnału pochodzącego od 

protonów grupy metylowej cholX przy 0,67 ppm. W widmie kopolimeru blokowego 41 
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(Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X) widoczne są przede wszystkim sygnały pochodzące od 

PNIPAAm, ale obecne są również sygnały o małej intensywności pochodzące od protonów 

makroCTA 38, np. przy 3,40 oraz 2,27 ppm od protonów odpowiednio grupy CH2 i grupy 

metylowej znajdujących się w ugrupowaniu ketoestrowym. Przeprowadzone polimeryzacje 

metodą RAFT doprowadziły do uzyskania pożądanych polimerów blokowych z konwersją 

wynoszącą powyżej 90%. 

 

Rysunek 21. Od góry widma 1H NMR akrylanu (10-acetoacetoksy)decylu (35), Chol-PAcacP-X (38) 

i Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (41). 

 

Otrzymane serie kopolimerów poddanao badaniom metodą chromatgrafii żelowej (SEC) 

wyznaczając średnie masy cząsteczkowe (Tabela 7).i Analizę serii kopolimerów blokowych 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (39-41) przeprowadzono w THF. W przypadku tej grupy 

związków współczynnik dn/dc wyznaczono doświadczalnie i wyniósł on 0,107 mL·g-1. 

Średnie masy cząsteczkowe uzyskane z analizy SEC wyniosły 21,9; 20,9; 26,6 kg·mol-1 

odpowiednio dla 39, 40 i 41. Natomiast serie kopolimerów statystycznych (42-44) oraz 

kopolimerów blokowych (45-47) badano w DMF stosując literaturowy współczynnik dn/dc 

PNIPAAm równy 0,087 mL·g-1.[212] Wyznaczone w ten sposób średnie masy cząsteczkowe 

wyniosły odpowiednio 15,7, 16,7 i 14,6 kg·mol-1 dla Chol-PNIPAAm-s-PAcacP-X (42), Chol-

PNIPAAm-s-PAcacP-X (43) i Chol-PNIPAAm-s-PAcacP-X (44) oraz 10,5, 11,3 i 11,1 kg·mol-1 

dla Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (45), Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (46) i Chol-PNIPAAm-s-

PAcacP-X (47).  

                                                       
i pomiary zostały wykonane w grupie prof. Destaraca w Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie. 
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Tabela 7. Podsumowanie danych fizykochemicznych układów zawierających ugrupowanie ketoestrowe. 

polimer Mn, th
a  

[kg‧mol-1] 

Mn, NMR
b 

[kg‧mol-1] 

Mn, SEC
c,d 

[kg‧mol-1] 
Đc,d 

średnica 
hydrodynamicznae  

[nm] 

TCP
f 

[°C] 

CMCg 

[µg‧mL-1] 

Chol-PAcacP-X (36) 1,5 1,7 nd. nd. nd. nd. nd. 

Chol-PAcacP-X (37) 2,4 3,4 nd. nd. nd. nd. nd. 

Chol-PAcacP-X (38) 5,1 5,7 nd. nd. nd. nd. nd. 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (39) 48,5 nd. 21,9c 1,38c 26,8 ± 2,11 35,00 nd. 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (40) 49,9 nd. 20,9c 1,49c 7,8 ± 0,5 33,97 nd. 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (41) 50,1 nd. 26,6c 1,30c 24,7 ± 2,6 32,99 5 

Chol-P(NIPAAm-s-AcacP)-X (42) 51,5 nd. 15,7d 1,77d 21,9 ± 1,4 34,05 nd. 

Chol-P(NIPAAm-s-AcacP)-X (43) 52,5 nd. 16,7d 1,79d 69,7 ± 1,6 30,57 nd. 

Chol-P(NIPAAm-s-AcacP)-X (44) 55,3 nd. 14,6d 2,08d 84,7 ± 5,9 30,45 11 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (45) 11,9 nd. 10,5d 1,71d 21,9 ± 2,6 36,54 nd. 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (46) 12,8 nd. 11,3d 1,62d 25,7 ± 1,0 36,51 nd. 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (47) 15,7 nd. 11,1d 1,64d 24,0 ± 1,1 36,03 4,8 

nd.=nie dotyczy; aMn,th=([monomeru]0/[CTA]0)·conv(monomeru)·M(monomeru) + M(CTA); bwyznaczone z 1H NMR w CDCl3; cwyznaczone  
z SEC-RI-MALS w THF, dn/dc=0,107; dwyznaczone z SEC-RI-MALS w DMF, dn/dc=0,087; ewyznaczone z pomiarów MADLS w PBS (C=1 mg·mL-1); 
fwyznaczone z pomiarów turbidymetrzycznych C=1 mg·mL-1; gwyznaczone z pomiarów fluorescencyjnych w PBS (C=1 mg·mL-1).
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Uzyskane kopolimery składają się z bloków o różnej polarności, dzięki czemu są zdolne do 

samoorganizacji w układy przestrzenne. Dodatkowo przedstawione w tym podrozdziale 

polimery różnią się między sobą w seriach ilością jednostek powtarzalnych AcacP, 

natomiast pomiędzy seriami występuje rozbieżność w konstytucji łańcuchów. W celu 

zbadania właściwości fizykochemicznych, w szczególności termowrażliwości i możliwości 

samoorganizacji w roztworach wodnych wyznaczono paramenty takie jak średnica 

hydrodynamiczna, temperatura zmętnienia i krytyczne stężenie micelizacji. 

Do wyznaczenia rozmiaru cząstek formowanych przez otrzymane powyżej kopolimery 

zastosowano metodę wielokątowego dynamicznego rozproszenia światła (MADLS). 

Badano roztwory polimerów o stężeniu 1 mg·mL-1 w PBS. Wyniki zostały przedstawione  

w tabeli 7. i na rysunku 22. Większość cząstek charakteryzuje rozmiar w zakresie 20-27 nm, 

jednak średnica hydrodynamiczna kopolimerów statystycznych 43 i 44 wynosi 

odpowiednio 69,7 i 84,7 nm, co jest około 3-4-krotnie większą wartością w porównaniu do 

pozostałych kopolimerów. Może to być wynikiem przypadkowo rozmieszczonych jednostek 

powtarzalnych w łańcuchu polimerowym, przez co właściwości amfifilowe zostają 

zaburzone, nie ma jasno określonej strony hydrofilowej i hydrofobowej (układ L(H-s-L)), co 

potwierdza otrzymanie kopolimerów statystycznych (łańcuch PNIPAAm z „wtrąceniami” 

AcacP). Takie ułożenie jednostek powtarzalnych powoduje miejscowe usztywnienia  

i zmniejsza możliwość skręcania łańcucha PNIPAAm, co obserwowane jest w większej niż  

w przypadku kopolimerów średnicy hydrodynamicznej. W seriach kopolimerów blokowych 

39-41 i 45-47 kolejność bloków nie wpływała na rozmiar tworzonych układów 

przestrzennych. Zarówno układy LHL i LLH samoorganizują w układy micelarne 

o rozmiarach 26,8, 24,7, 21,9, 25,7 i 24,0 odpowiednio dla Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (39), 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (41), Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (45), Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-

X (46) i Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (47). Rozmiary otrzymanych układów mieszczą się  

w zakresie 20-150 nm, co zgodnie z doniesieniami literaturowymi przestawionymi  

w podrozdziale 1.2.1. na stronie 24. predysponuje je do zastoswań jako nośników leków. 
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Rysunek 22. Średnica hydrodynamiczna kopolimerów zawierających ugrupowanie ketoestrowe. 

 

Badania temperatur przejścia fazowego wykonano metodą turbidymetryczną. Kopolimery 

39-47 rozpuszczono w wodzie otrzymując roztwory o stężeniu 1 mg·mL-1. Wyniki badań 

potwierdzają, że zróżnicowanie kopolimerów pod względem konstytucyjnym wpływa na 

temperaturę zmętnienia. Wzrost udziału masowego ugrupowania ketoestrowego, w każdej 

z serii nieoczekiwanie prowadził do obniżenia TCP (Rysunek 23, Tabela 7). Najwyższe 

wartości TCP obserwowano, w przypadku serii kopolimerów Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (45-

47), wartości oscylowały w pobliżu 36,5 °C, co jest bliskie średniej temperaturze ciała. 

Zkaładano, żę enkapsulacja hydrofobowych cząsteczek substancji aktywnych może 

przyczynić się jeszcze do wzrostu temperatury przejścia fazowego, co byłoby korzystne  

w „celowanym” dostarczaniu leku. Najniższe zaś temperatury (ok. 30,5 °C) odnotowano  

w przypadku dwóch układów statystycznych 43 i 44, co jest skorelowane z wielkością micel 

powstałych wskutek samoorganizacji. W podrozdziale 4.1.1 (strony 63-64) udowodniono, 

że temperatura zmętnienia PNIPAAm rośnie wraz ze wzrostem średniej masy 

cząsteczkowej, na postawie czego można zakładać, że w układach statystycznych występują 

krótkie bloki PNIPAAm przeplecione jednostkami AcacP. 
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Rysunek 23. Temperatury zmętnienia kopolimerów zawierających ugrupowanie ketoestrowe. 

 

Kolejnym ważnym aspektem zastosowania nośników leków jest odpowiedź układu na 

rozcieńczenie preparatu po wstrzyknięciu do krwioobiegu. W tym celu przeprowadzono 

analizę krytycznego stężenia micelizacji układów zawierających największą liczbę jednostek 

powtarzalnych AcacP w każdej z trzech serii. Wartości CMC zostały wyznaczone 

z zastosowaniem regresji liniowej i wyniosły odpowiednio 5, 11 i 4,8 µg·mL-1 dla 41, 44 i 47. 

Wartości CMC kopolimerów blokowych są dwukrotnie niższe niż kopolimeru 

statystycznego, co może wynikać z kolejności jednostek powtarzalnych w strukturze 

polimeru i wyraźnego podziału na stronę hydrofilową i hydrofobową. Kopolimery blokowe 

wykazują nawet 6-krotnie niższe CMC w porównaniu z Chol-PNIPAAm-X (9), którego CMC 

wynosiło 33 µg·mL-1.. Homopolimer (układ LH) składa się z długiej części hydrofilowego 

PNIPAAm i małego udziału procentowego wagowego hydrofobowej pochodnej 

cholesterolu na końcu łańcucha polimerowego, podczas gdy kopolimery blokowe mają 

dodatkowe bloki w postaci PAcacP, posiadające 10-cio węglowe łańcuchy węglowodorowe. 
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Otrzymane kopolimery poddano podstawowym badaniom biologicznym.i Stwierdzono, że 

kopolimery 42-45 nie są hemolityczne, a w przypadku związków 46 i 47 zauważono słabą 

aktywność hemolityczną (Rysunek 24A).  

 

Rysunek 24. Test krwinek czerwonych (A), badanie przeżywalności komórek glejaka (B-pełne) 

i fibroblastów (B-deseń) przy obecności kopolimerów 42-47. 

 

Wstępne pomiary przeżywalności przeprowadzone na komórkach prawidłowych 

i nowotworowych wykazały, że przy zastosowaniu kopolimerów blokowych 42-44 

obumiera ok. 40% populacji komórek fibroblastów i komórek glejaka. 

Na podstawie uzyskanych wyników, do dalszych badań zostały wybrane kopolimery 41, 44 

i 47. Zadecydowały o tym takie parametry jak największy udział masowy bloku 

zawierającego ugrupowanie ketoestrowe, największa stabilność w roztworach wodnych, 

najwyższa temperatura przejścia fazowego lub najniższa dyspersyjność. Wybrane 

kopolimery zostały poddane nanostrącaniu w obecności leku w celu utworzenia stabilnych 

w wodzie układów typu nośnik-lek.  

Wyniki badań zostały opublikowane w Cancer Nanotechnology, 2023, 14:23.  

 

                                                       
i Badania przeprowadzone w Uniwersytecie Medycznym w Białymstoku we współpracy z dr hab. Katarzyną 
Niemirowicz-Laskowską i prof. Haliną Car. 
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Podsumowanie 

W ramach tej części pracy otrzymano czynnik przeniesienia łańcucha zawierający 

ugrupowanie cholesterylowe, 2 monomery z ugrupowaniami kompleksującymi (pochodną 

styrenową z grupą acetyloacetonową oraz nową pochodną akrylową z ugrupowaniem 

ketoestrowym) oraz 41 nowych polimerów, w tym 35 termowrażliwych. Dokonano 

charakterystyki wszystkich otrzymanych związków używając metod spektroskopowych 

(NMR, IR, UV/VIS, DLS, ELS, fluorymetria), metod chromatograficznych (SEC) oraz metod 

termicznych (DSC, TGA). 

Na najprostszych układach 3-13 badano wpływ obecności soli i innych związków  

w roztworach wodnych oraz grup końcowych łańcuchów polimerowych na temperaturę 

zmętnienia. Wyniki jednoznacznie pokazują, że nawet w przypadku najwyższych średnich 

mas cząsteczkowych jedna cząsteczka cholesterolu na końcu łańcucha wpływa na 

samoorganizację polimeru w roztworze. Natomiast redukcja grup ditiowęglanowych do 

grup tiolowych prowadzi do wzrostu TCP nawet o 5 °C w przypadku 7 i 11. Badane polimery 

wykazywały znikomą tendencję do samoorganizacji. 

Próba podniesienia temperatury przejścia fazowego poprzez kopolimeryzację bloku  

N-winylokaprolaktamu nie przyniosła oczekiwanych rezultatów. Uzyskane kopolimery 

blokowe i statystyczne nie wykazywały wyższych TCP w stosunku do odpowiednich 

homopolimerów. 

Układy trójskładnikowe (cholesterol, część termowrażliwa i część 

diketonową/ketoestrową) wykazywały większą tendencję do samoorganizacji 

w roztworach wodnych i charakteryzowały się lepszą stabilnością w porównaniu do 

homopolimeru Chol-PNIPAAm-X (9). Zwiększeniu uległa się również temperatura 

zmętnienia, jednak nie osiągnięto temperatury powyżej 37 °C. Należy jednak zauważyć, że 

parametr ten nie jest czynnikiem wykluczającym zastosowanie otrzymywanych polimerów 

w systemach dostarczania leków. W badaniach przedstawinych w dalszych rozdziałach 

zjawisko prześlcia fazowego zostało wykorzystane do usuwania niezwiązanych  

w strukturach polimerowych nośnika cząsteczek związków aktywnych. Warte podkreślenia 

są obiecujące wyniki podstawowych badań biologicznych. Brak aktywności hemolitycznej  
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i statystycznie istotne zmniejszenie przeżywalności komórek nowotworowych pozwoliło 

zakwalifikować je do dalszych etapów badań. 

Zastosowanie monomeru z ugrupowaniem ketoestrowym do otrzymania polimerów 

termowrażliwych z PNIPAAm spowodowało wzrost TCP o co najmniej 1 °C w porównaniu do 

analogicznych układów zawierających układ diketonowy. Widoczna jest również większa 

tendencja tych polimerów do samoorganizacji. Średnice hydrodynamiczne kopolimerów 

39-47 charakteryzowały się monomodalnym rozkład srednic hydrodynamicznych.  

Zróżnicowanie działania otrzymanych układów polimerowych na komórki glejaka 

i fibroblastów pokazało, że poszczególne części polimerów wchodzą w specyficzne 

interakcje z błonami komórkowymi, a efekt jest obserwowany w zależności od tego, czy 

dochodzi do oddziaływania z cząsteczką cholesterolu, NIPAAm, czy ugrupowaniami 

diketonowymi lub ketoestrowymi. Postanowiono przeprowadzić badania przeżywalności 

komórek raka sutka w obecności wybranych kopolimerów. Badania były prowadzone we 

współpracy z dr hab. Katarzyną Niemirowicz-Laskowską i prof. Haliną Car z Uniwersytetu 

Medycznego w Białymstoku. Wybrano dwie linie: (I) estrognozależną MCF-7 i (II) 

nieestrogenozależną MDA-MB-231. Stwierdzono, że same nośniki wchodziły w interakcje  

z komórkami powodując ich degradację i śmierć. Zauważalna jest różnica w oddziaływaniu 

z komórkami estrogenozależnymi, w których przypadku oznaczono przeżywalność na 

poziomie poniżej 40% we wszystkich układach (Rysunek 25A), natomiast przeżywalność 

komórek linii niestrogenozależnej MDA-MB-231 była średnio o 20 punktów procentowych 

wyższa (Rysunek 25B). Naszym celem jest wyjaśnienie istoty procesu i mechanizmu 

działania nośników. Przedstawione badania wskazują, iż uzyskane kopolimery przejawiają 

właściwości przeciwnowotworowe nawet bez dodatku leku, co dodatkowo pretenduje je 

do zastosowania w terapii łączonej i synergistycznej. Badania będą kontynuowane, w celu 

zrozumienia różnicy w uzyskanych wynikach. 
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Rysunek 25. Badanie przeżywalności komórek raka sutka (A) estrogenozależnych MCF-7, (B) 

nieestrogenozależnych MDA-MB-231. 

 

Wyniki badań zostały opublikowane w Chem. Phys. Lipids. 2022, 245, 105194 oraz w Cancer 

Nanotechnology 2023, 14:23.  
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4.2. Polimery zawierające cholesterol w łańcuchach bocznych 

Celem tej części pracy było otrzymanie nośników zawierających więcej niż jedną jednostkę 

powtarzalną pochodnej cholesterolu w łańcuchu bocznym polimeru. Na podstawie 

przedstawionych powyżej badań można zakładać, że zwiększenie ilości ugrupowań 

cholesterylowych w układzie, poprzez włączenie ich do łańcucha polimerowego może 

wpłynąć na właściwości naprowadzające, kompleksujące, czy biologiczne nowego nośnika 

leku. 

W tej części pracy zmodyfikowano cząsteczkę cholesterolu w taki sposób, aby ulegała ona 

polimeryzacji rodnikowej RAFT/MADIX. Uzyskano to poprzez wprowadzenie do struktury 

monomeru wiązania winylowego – otrzymano akrylan cholesterylu. Zastosowanie czynnika 

przeniesienia łańcucha pozwoliło na kontrolę rozrzutu mas cząsteczkowych (Ð) i stopnia 

polimeryzacji. 

Otrzymywanie ditiowęglanu O-etylowo-S-(1-metoksykarbonylo)etylowego Xa (48) 

Ditiowęglan Xa otrzymano w wyniku syntezy opracowanej w Zakładzie Polimerów i Syntezy 

Organicznej, którą opisano w części eksperymentalnej (strona 155). Ester metylowy kwasu  

2-chloropropionowego rozpuszczono w bezwodnym acetonie. Do ochłodzonej mieszaniny  

(0 °C) dodano porcjami ditiowęglan etylowo-potasowy. Produkt oczyszczono stosując 

chromatografię DFC (heksan:octan etylu (8:2)). Otrzymano produkt z wydajnością 79,8%. 

Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 22. Związek ten zastosowano jako 

czynnik przeniesienia łańcucha w polimeryzacjach RAFT/MADIX akrylanu cholesterylu. 
 

 

Schemat 22. Reakcja otrzymywania ditiowęglanu O-etylowo-S-(1-metoksykarbonylo)etylow-ego (48). 

Otrzymywanie akrylanu cholesterylu 

Akrylan cholesterylu otrzymano w wyniku syntezy opracowanej w Zakładzie Polimerów 

i Syntezy Organicznej, którą opisano w części eksperymentalnej (strona 155). Cholesterol 

rozpuszczono w suchym DCM i ochłodzono w łaźni lodowej. Do roztworu wkroplono Et3N 

i porcjami chlorek akryloilu. Produkt wyodrębniono za pomocą ekstrakcji kwasowej 

i oczyszczono przez krystalizację z etanolu. Otrzymano akrylan cholesterylu w postaci 

białego proszku z wydajnością 87%. Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 23.  
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Schemat 23. Reakcja otrzymywania akrylanu cholesterylu (49). 

 

Otrzymanie akrylanu cholesterylu potwierdzono przy użyciu spektroskopii magnetycznego 

rezonansu jądrowego wodoru. O pozytywnym przebiegu reakcji świadczy pojawienie się 

w widmie 1H NMR akrylanu cholesterylu sygnałów protonów grupy winylowej w zakresie 

6,41-5,80 ppm oraz zmiana przesunięcia chemicznego multipletu protonu w pozycji 3 

cholesterolu z 3,5 ppm do 4,70 ppm w cząsteczce CholA (Rysunek 26A).  

 

 

Rysunek 26. A - widma 1H NMR cholesterolu (widmo górne) i akrylanu cholesterylu (widmo dolne) 

oraz B - widma ATR-FTIR cholesterolu (widmo górne) i akrylanu cholesterylu (widmo dolne). 
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W widmie FTIR akrylanu cholesterylu obserwano zanik pasma drgań rozciągających 

wiązania O-H w pozycji 3 cholesterolu przy 3426 cm-1 oraz pojawienie się pasm 

rozciągających drgań wiązań C=O i C=C odpowiednio przy 1719 i 1638 cm-1 (Rysunek 26B), 

co potwierdza otrzymanie akrylanu cholesterylu. 

Związek ten zastosowano jako monomer do serii polimeryzacji RAFT/MADIX. 

Homopolimery na bazie akrylanu cholesterylu 

Akrylan cholesterylu (49) poddano polimeryzacji RAFT/MADIX  wykorzystując czynnik 

przeniesienia łańcucha Xa (48). Równanie reakcji przedstawiono na schemacie 24. 

Postanowiono zsyntezować akrylany cholesterolu o różnych długościach łańcucha, ale 

o realatywnie małej ilości merów w strukturze polimerowej. Cholesterol jest grupą 

hydrofobową i długie łańcuchy polimerowe będą wpływać na amfifilowość planowanych 

do uzyskania kopolimerów, a tym samym na rozpuszczalność kopolimerów w roztworach 

wodnych. Do syntezy wybrano układy o  5 (50), 10 (51) i 20 (52) założonych liczbach 

jednostek powtarzalnych. 

W tym celu odpowiednie ilości CholA i Xa rozpuszczono w THF (Tabela 23. w części 

eksperymentalnej). Przez mieszaniny przepuszczono strumień argonu, w celu usunięcia 

tlenu. Następnie probówki umieszczono w łaźni olejowej i po uzyskaniu 70 °C dodano AIBN. 

Polimeryzacje prowadzono przez 24 godziny, po czym mieszaniny ochłodzono a THF 

odparowano. Otrzymane produkty rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym 

metanolu, przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C).  

 

Schemat 24. Polimeryzacja RAFT/MADIX akrylanu cholesterylu. 

O prawidłowym przebiegu reakcji świadczą różnice obserwowane w widmach 1H NMR 

produktów i akrylanu cholesterylu. Należą do nich zanik sygnałów protonów grupy 

winylowej w widmie protonowym CholA w zakresie 6,41-5,80 ppm oraz pojawienie się  
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w widmie 1H NMR homopolimerów PCholA-X (50-52) sygnału protonów grupy metylowej 

Xa przy 3,66 ppm, co zostało przedsawione na przykładzie polimeru 52 na rysunku 27. 

 

Rysunek 27. Widma 1H NMR akrylanu cholesterylu (widmo górne) i PChol-X (52) (widmo dolne). 

 

Wykonano pomiary liczbowo średniej masy cząsteczkowej oraz dyspersyjności.ii Przed 

pomiarem mas cząsteczkowych wyznaczono współczynnik dn/dc poli(akrylanu 

cholesterylu), który był zgodny się z wartością teoretyczną[214] i wynosił 0,1178. Pomiary 

były wykonywane w tetrahydrofuranie. Liczbowo średnie masy cząsteczkowe uzyskane 

metodą SEC wyniosły odpowiednio 4,4; 6,9; 10,4 kg‧mol-1 dla PCholA-X (50), PCholA-X (51) 

i PCholA-X (52). Wartości Mn, SEC różniły się od założonych mas teoretycznych (2,4; 4,6 i 8,8 

kg‧mol-1). Współczynniki dyspersyjności wrastały wraz ze wzrostem Mn polimerów od 1,55 

do 1,87. Może być to spowodowane stosunkowo dużą masą molową monomeru 

(MCholA=440 g·mol-1) i trudnościami z kontrolą polimeryzacji w układach oligomerycznych. 

Temperaturę zeszklenia (Tg) wyznaczono z pomiarów metodą skaningowej kalorymetrii 

różnicowej. Zaobserwowano, że Tg wzrasta wraz ze wzrostem średniej masy cząsteczkowej 

(Rysunek 28 C). Wyznaczone wartości wynoszą 102,2; 118,7 i 141,4 °C odpowiednio dla 50, 

51 i 52. Dodatkowo na krzywej DSC obserwowane były dwa piki o maksimach przy 345 °C  

i przy 410 °C, które można przypisać rozkładowi poli(akrylanu cholesterylu). 

                                                       
ii pomiary zostały wykonane w grupie prof. Destaraca w Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie 
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Rysunek 28. Termogramy TG (A) i DTG (B) oraz krzywe DSC (C) polimerów PCholA-X (50-52). 

 

Kopolimery blokowe poli(akrylanu cholesterylu) i poli(N-izopropyloakrylamidu)  

Zdecydowano się na dobudowanie 100 i 300 jednostek NIPAAm do otrzymanych wcześniej 

homopolimerów (50-52), które zostały wykorzystane jako makroczynniki przeniesienia 

łańcucha w polimeryzacji N-izopropyloakrylamidu. Odpowiednie ilości NIPAAm i makro-

CTA rozpuszczono je w THF (Tabela 24. w części eksperymentalnej). Przez mieszaniny 

przepuszczono strumień argonu i po osiągnięciu 70 °C dodano AIBN. Po 24 godziny 

mieszaniny ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane białe osady rozpuszczono  

w DCM, strącono w zimnym heksanie, przesączono i następnie wysuszono w piecu (60 °C). 

Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 25. 

 

Schemat 25. Kopolimeryzacja RAFT NIPAAm z makro-CTA - PCholA-Xa. 

Otrzymane kopolimery scharakteryzowano za pomocą 1H NMR, FTIR, DSC i chromatografii 

wykluczenia (SEC) (Tabela 8.).  
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Tabela 8. Podsumowanie danych fizykochemicznych układów zawierających ugrupowanie 

cholesterylowe. 

polimer 
Mn, th

a  

[kg‧mol-1] 
Mn, SEC

b,c 

[kg‧mol-1] 
Ðb,c 

Tg
d

 

[°C] 

 

HLBe 

PCholA-Xa (50) 2,4 4,4b 1,55b 102,2 0 

PCholA-Xa (51) 4,6 6,9b 1,79b 118,7 0 

PCholA-Xa (52) 8,8 10,4b 1,87b 141,4 0 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (53) 16,4 12,2c 1,46c 134,3 12,79 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (54) 17,1 20,6c 1,36c 136,4 13,30 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (55) 21,0 20,5c 1,53c 137,1 9,85 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (56) 40,3 25,6c 1,32c 136,1 16,56 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (57) 37,6 23,3c 1,42c 136,0 14,08 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (58) 41,9 25,9c 1,30c 136,7 11,97 

aMn,th= ([monomeru]0/[CTA]0)·conv(monomeru)·M(monomeru) + M(CTA); bwyznaczone z SEC-RI-MALS  

w THF, dn/dc=0,1178; cwyznaczone z SEC-RI-MALS w THF, dn/dc=0,107; dwyznaczone z DSC zliofilizowanych 

próbek; eHLB = 20⋅(1-M1/M)), gdzie M1 to masa molowa części hydrofobowej  

a M masa molowa całego polimeru, dla polimeru 9 ten współczynnik wynosi 18,97.  

O dobudowaniu bloku PNIPAAm świadczy pojawienie się charakterystycznego szerokiego 

sygnału w widmie 1H NMR przy 4,02 ppm pochodzącego od izopropylowego protonu 

(CH(CH3)2) cząsteczki NIPAAmu. Dodatkowo w widmie wciąż zauważalne są sygnały przy 

5,38 i 0,69 ppm pochodzące odpowiednio od protonów przy 3 atomie węgla i grupy 

metylowej przy 18 atomie węgla części cholesterylowej. Obserwacje są identyczne dla 

widm wszystkich kopolimerów, jako przykład przedstawione zostały widma 1H NMR 

PCholA-X (52) oraz kopolimerów PCholA-b-PNIPAAm-X 55 i 58 otrzymanych poprzez 

dobudowanie bloku PNIPAAm do owego homopolimeru (Rysunek 29). 
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Rysunek 29. Widma 1H NMR PChol-X (52) (widmo górne), PCholA-b-PNIPAAm-X (55) (widmo 

środkowe) i PCholA-b-PNIPAAm-X (58)  (widmo dolne). 

 

W widmie FTIR kopolimerów zaobserwowano pojawienie się nowych pasm drgań wiązań 

grupy amidowej PNIPAAm. Pasmo przy 3287 cm-1 odpowiada drganiom wiązania N-H, 

pasmo przy 1639 cm-1 drganiom rozciągającym wiązania karbonylowego C=O, natomiast 

pasmo przy 1535 cm-1 drganiom wiązania N-H (Rysunek 30). 

 

Rysunek 30. Zestawienie widm ATR-FTIR PChol-X (52) (widmo górne), PCholA-b-PNIPAAm-X (55) 

(widmo środkowe) i PCholA-b-PNIPAAm-X (58)  (widmo dolne). 
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Temperaturę zeszklenia wyznaczono analogicznie jak dla homopolimerów 50-52. 

W przypadku kopolimerów blokowych PCholA-b-PNIPAAm-Xa 53, 54, 56 i 57 obserwowany 

był wzrost Tg względem odpowiednich homopolimerów. Temperatura zeszklenia 

homopolimeru o najmniejszej ilości jednostek powtarzalnych CholA wyniosła 102,2 °C, 

natomiast dla kopolimerów 53 i 56 te wartości wyniosły odpowiednio 134,3 °C i 136,1 °C. 

Homopolimer 51 charakteryzuje Tg równe 118,7 °C, natomiast kompolimery PCholA-b-

PNIPAAm-Xa 54 i 57 136,4 °C i 136,0 °C. Natomiast w przypadku kopolimerów z największą 

zawartością ugrupowań cholesterylowych widoczny jest spadek temperatury zeszklenia 

względem PCholA-Xa (52) z 141,4 °C do 137,1 i 136,7 °C dla 54 i 57. W obu seriach 

niewidoczna jest zależność Tg od stosunku ilości ugrupowań cholesterylowych i NIPAAm 

(Rysunek 31).  

 
Rysunek 31. Krzywe DSC (A) serii kopolimerów PCholA-b-PNIPAAm-X (53-55) oraz (B) serii 

kopolimerów PCholA-b-PNIPAAm-X (56-58). 

Przeprowadzono analizę SECiii otrzymanych serii kopolimerów blokowych stosując 

wyznaczony w THF współczynnik dn/dc równy 0,107. Masy cząsteczkowe kopolimerów 

wzrosły w stosunku do odpowiednich homopolimerów i wyniosły odpowiednio 12,2; 20,6; 

20,5; 25,6; 23,3 i 25,9 kg‧mol-1 dla 53; 54; 55; 56; 57 i 58. Wzrosty liczbowo średnich mas 

cząsteczkowych są zauważalne w przypadku serii kopolimerów 53-55 i są zbliżone do 

wartości teoretycznych, jednak w serii 56-58 uzyskane masy są niższe niż zakładane. Mogły 

na to wpływać dwa czynniki: (I) przeniesienie łańcucha na cząsteczki 

rozpuszczalnika[195,196]; (II) dostępność terminalnych grup ditiowęglanowych. Dyspersja 

w układach kopolimerowych mieści się w zakresie 1,30 do 1,53 i jest mniejsza  

w porównaniu do wartości odpowiednich homopolimerów.  

                                                       
iii pomiary zostały wykonane w grupie prof. Destaraca w Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie. 
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Wykonano obliczenia współczynnika równowagi hyrdofilowo-lipofilowej (HLB, z ang. 

hydrophil-lipophil balance) otrzymanych polimerów.[215] Jest to, zaproponowana przez 

Griffina, metoda klasyfikacji środków powierzchniowo aktywnych. Przedstawia ona  

w sposób liczbowy zależność pomiędzy częścią hydrofilową a hydrofobową substancji. HLB 

wyrażony jest wzorem 20⋅(1-M1/M)), gdzie M1 to masa molowa części hydrofobowej a M 

masa molowa całego polimeru. Współczynnik ten przyjmuje wartości w zakresie od 0 do 

20, gdzie 0 oznacza brak części hydrofilowej a 20 brak części hydrofobowej, wartość ok. 10 

oznacza równy udział obu części. W przypadku polimeru 9 ten współczynnik wynosi 18,97, 

co oznacza dużą hydrofilowość, znacznie wyższą niż dla związków przedstawionych w tabeli 

8. Należy zaznaczyć, że współczynnik ten nie jest bezpośrednio skorelowany  

z rozpuszczalnością w wodzie, co potwierdzają badania rozpuszczalności kopolimerów 53-

58. Polimery 53 i 54 są nierozpuszczalne w wodzie pomimo wyższych wartości HLB niż 58, 

który jest słabo rozpuszczalny w wodzie. O rozpuszczalności, w przypadku omawianych 

kopolimerów decydowała przede wszystkim długość łańcucha części hydrofilowej 

PNIPAAm. 

Wprowadzenie czynnika fluorescencyjnego na końcu łańcucha polimerowego 

Polimery posiadające terminalną grupę tiolową cieszą się dużą popularnością ze względu 

na możliwości ich modyfikacji. Ulegają one reakcjom z izocyjanianami, alkenami, alkinami, 

halogenkami, epoksydami, możliwa jest addycja Michaela oraz oddziaływanie ze złotem. 

Tak duża reaktywność prowadzi do np. otrzymywania koniugatów polimer-lek oraz 

polimerów znakowanych fluorescencyjnie. Redukcja grupy ditiowęglanowej do grupy 

tiolowej jest możliwa poprzez łagodną aminolizę. W tym celu przeprowadzono redukcję 

ditiowęglanu w kopolimerach 50-58 (Schemat 26). Reakcję prowadzono w THF w obecności 

n-propyloaminy i tributylofosfiny, przez ok 8 godzin. Produkty wytrącono w zimnym 

metanolu lub heksanie, odwirowano i osuszono w piecu (60 °C).  

 

Schemat 26. Aminoliza grupy ditiowęglanowej do grupy tiolowej. 
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Powodzenie redukcji terminalnej grupy ditiowęglanowej do grupy tiolowej zostało 

potwierdzone odpowiednimi analizami spektrofotometrycznymi w zakresie światła 

nadfioletowego. Na rysunku 32. zestawiono fragmenty widm UV-VIS ukazujące zmiany 

intensywności pasma absorbcji przy 280 nm, które jest związane z przejściem π–π* 

ugrupowania SC(S)OEt.[199,200] 

 

Rysunek 32. Widma UV-VIS A – PCholA-Xa (52) i PCholA-SH (61); B – PCholA-b-PNIPAAm-Xa (55) 

i PCholA-b-PNIPAAm-SH (64); C – PCholA-b-PNIPAAm-Xa (58) i PCholA-b-PNIPAAm-SH (67). Linią 

ciągłą zaznaczono polimery zakończone -SC(S)OEt, natomiast linią przerywaną zakończone -SH. 

Następnie w celu przyłączenia czynnika fluorescencyjnego przeprowadzono addycję 

Michaela wykorzystując maleimidową pochodną fluoresceiny (MF). Równanie reakcji 

zostało przedstawione na schemacie 27. Odpowiednie ilości polimerów zakończonych 

grupą tiolową (59-67) i MF rozpuszczono w roztworach w 1,4-dioksanie z dodatkiem 

trietyloaminy i mieszano w temperaturze pokojowej przez ok. 8 godzin. Produkty 

wytrącono w zimnym metanolu lub heksanie, odwirowano i osuszono w piecu (60 °C).  

 

Schemat 27. Reakcja przyłączenia maleimidowej pochodnej fluoresceiny do polimeru. 
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W celu potwierdzenia przyłączenia maleimidowej pochodnej fluorescencyjny do 

łańcuchów polimerowych wykonano pomiary fluorescencyjne. Polimery rozpuszczono  

w PBS uzyskując stężenie 1 mg·mL-1. Następnie zarejestrowano widma emisyjne w zakresie 

220-800 nm w zależności od długości fali wzbudzającej w zakresie 200-770 nm (Rysunek 

33). Z widm fluorescencyjnych 3D wyznaczono maksimum długości fali wzbudzenia oraz 

emisji. W przypadku polimerów 68-76 wartości były zbieżne z wartościami podanymi przez 

producenta MF i wyniosły λEX=490 nm oraz λEM=520 nm, co potwierdza przyłączenie 

czynnika fluorescencyjnego do łańcucha polimerowego. 

 

Rysunek 33. (A) Roztwór PCholA-S-MF 70 naświetlany lampą UV; (B) widmo fluorescencyjne 3D 

PCholA-S-MF 70. 

 

Podsumowanie 

W tej części pracy otrzymano akrylan cholesterylu, czynnik przeniesienia łańcucha (Xa) oraz 

9 nowych polimerów w tym 6 termowrażliwych, które charakteryzuje więcej niż jedna ilość 

ugrupowań cholesterylowych w łańcuchu polimerowym. Dokonano charakterystyki 

wszystkich otrzymanych związków używając metod spektroskopowych (NMR, IR, UV-VIS, 

DLS, ELS, fluorymetria), metod chromatograficznych (SEC) oraz metod termicznych (DSC, 

TGA). 

Na podstawie badań metodą DSC stwierdzono, że Tg wzrasta wraz ze wzrostem średniej 

masy cząsteczkowej w serii homopolimerów 50-52. Ta tendencja zanika się wraz ze 

wzrostem udziału masowego bloku PNIPAAm. Wyznaczono współczynnik HLB dla 
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otrzymanych układów i zbadano ich rozpuszczalność w wodzie. Stwierdzono, że na 

rozpuszczalność w wodzie jak i na inne właściwości przedstawionych polimerów wpływa 

głównie ilość grup hydrofilowych niezależnie od stosunku ilości grup hydrofilowych do 

lipofilowych. 

Otrzymane polimery znakowano fluorescencyjnie. W tym celu najpierw przeprowadzono 

łagodną aminolizę, podczas której zredukowano terminalne grupy ditiowęglanowe 

otrzymując polimery i kopolimery z grupami tiolowymi. Zostało to potwierdzone przy 

użyciu spektroskopii UV-VIS. Następnie w reakcji addycji Michaela przyłączono 

maleimidową pochodną fluoresceiny do S-końca polimeru. Uzyskanie pochodnych 

fluorescencyjnych zostało potwierdzone przy użyciu spektroskopii fluorescencyjnej, 

wyznaczono maksima długości fali wzbudzającej i emisyjnej. 

Ze względu na słabą rozpuszczalność lub brak rozpuszczalności w roztworach wodnych 

w stężeniach zakładanych do pomiarów przejścia fazowego - nie były możliwe badania 

turbidymetryczne, DLS. Podobnie jak w przypadku polimerów zawierających jedno 

ugrupowanie cholesterylowe zastosowano metodę nanostrącania do roztworów wodnych 

wcelu uzyskania kulistych nanocząstek polimerowych. W dalszej części pracy zostaną 

zaprezentowane wyniki badań fizykochemicznych nanocząstek otrzymanych w procesie 

nanostrącania kopolimerów przedstawionych w tym podrozdziale. 
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ROZDZIAŁ 5. Formowanie cząstek polimerowych oraz enkapsulacja 

substancji aktywnych biologicznie 

Synteza homopolimerów i kopolimerów z ugrupowaniem/ami cholesterylowym/i to 

dopiero początek drogi otrzymania układów typu nośnik-lek. Ważnym aspektem jest 

tworzenie zdefiniowanych układów przestrzennych, w których transportowane są 

substancje aktywne biologicznie. W celu ułatwienia śledzenia toku badań nanocząstki 

zostały oznaczone przedrostkiem PNP, z ang. polymeric nanoparticles przed numerem 

przypisanym wcześniej odpowiedniemu polimerowi, np. nanocząstki polimeru 7 są 

oznaczone jako PNP7. Natomiast cząstki załadowane doksorubicyną zostały oznaczone 

przyrostkiem _DOX, np. cząstki polimeru 9 z „uwięzionymi” cząsteczkami doksorubicyny 

zostały oznaczone jako PNP9_DOX. 

5.1. Nanocząstki polimerowe na bazie homopolimerów Chol-PNIPAAm-X 

W tej części pracy porównywane zostaną wybrane nośniki leków uzyskane dwoma 

metodami: (I) poprzez samoorganizację polimerów w roztworze oraz (II) w procesie 

nanostrącania (oznaczone PNP). Homopolimery poli(N-izopropyloakrylamidu)  

z ugrupowaniami cholesterylowymi na końcu łańcucha Chol-PNIPAAm-X 6-9 poddano 

nanostrącaniu. Rozpuszczono je w THF, otrzymując roztowory o stężeniu 10 mg·mL-1  

i wkroplono do wody otrzymując końcowe stężenie roztworu PNP równe 1 mg·mL-1. 

Roztwory intensywnie mieszano przez 48 godzin w celu odparowania THF, po czym 

zliofilizowano. Otrzymane cząstki poddano badaniom fizykochemicznym w celu ustalenia 

ich rozmiaru, potencjału ζ i temperatury przejścia fazowego. Wyniki zostały przedstawione 

w tabeli 9. i na odpowiednich wykresach i zdjęciach zawartych poniżej. 

Tabela 9. Podsumowanie danych fizykochemicznych nanocząstek polimerów diblokowych. 

układ średnica hydrodynamicznaa [nm] ζ potencjałb [mV] TCP
c
 [°C] 

PNP6 16,67 ± 3,68 -8,8 31,0 

PNP7 17,23 ± 5,01 -12,3 32,4 

PNP8 22,6 ± 7,96 -8,2 33,5 

PNP9 19,06 ± 6,05 -14,1 35,5 

aWyznaczone z pomiarów DLS w wodzie (C=1 mg·mL-1); bwyznaczone z pomiarów ELS w wodzie  
(C=1 mg·mL-1); awyznaczone z pomiarów turbidymetrycznych w wodzie (C=1 mg·mL-1). 
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Badania rozmiarów i morfologii powierzchni otrzymanych nanocząstek polimerowych 

zrealizowano metodą dynamicznego rozproszenia światła (DLS) oraz obrazowania 

transmisyjnym mikroskopem elektronowym (TEM) i skaningowym mikroskopem 

elektronowym (SEM). Uzyskane wyniki porównywano z wartościami i zdjęciami 

otrzymanymi dla polimerów liniowych 6-9.  

Na rysunku 34A przedstawiono rozmiary cząstek PNP6-PNP9 uzyskane dla pomiarów DLS 

ich wodnych roztworów o stężeniu 1 mg·mL-1. Układy otrzymane na drodze nanostrącania 

charakteryzują się wielkością w granicach od 16,7 nm dla PNP6 do 22,6 nm dla PNP8. 

Wartości te były zbieżne w granicach błędu. Nie zamieszczono danych liczbowych dla 

układów liniowych 6-9, ponieważ w wyniku przeprowadzonych analiz nie udało się uzyskać 

jednoznacznych wartości średnic hydrodynamicznych roztworów wodnych polimerów. 

Układy te nie ulegały samoorganizacji w struktury micelarne, były niejednorodne pod 

względem budowy przestrzennej po 7, a nawet 30 dniach.  

 

Rysunek 34. Średnica hydrodynamiczna (A) i potencjał zeta (B) polimerów 6-9 i nanocząstek 

polimerowych PNP6-PNP9. 

 

Powyższe wnioski zostały również potwierdzone w wyniku badań wykonanych metodą 

transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) (Rysunek 35). Na miedziany grid nanoszono 

3 µL roztworu PNP, którego nadmiar zebrano bibułą. Następnie grid z próbką zanurzono 

w ciekłym azocie i suszono pod próżnią przez 24 godziny. W przypadku polimerów 



 

- 110 - 

rozpuszczonych w wodzie (Rysunek 35A,B,C) nie możliwe jest określenie kształtów, próbka 

przypomina przypadkowo rozrzucone nitki (łańcuchy polimerowe). Natomiast na zdjęciach 

TEM nanocząstek polimerowych PNP6 (Rysunek 35D,E,F) obserwowane były regularne 

kuliste kształty o wymiarach 20–30 nm, co koreluje z wynikami uzyskanymi z pomiarów 

DLS.  

 
Rysunek 35. Zdjęcia TEM Chol-PNIPAAm-X (6) (A–C) i nanocząstek polimerowych PNP6 (D–F) 

w różnych powiększeniach. 

 

Średnice hydrodynamiczne PNP6-PNP9 uzyskane z obu metod mieściły się w przedziale 15-

30 nm, co zgodnie z doniesieniami literaturowymi (strona 24) jest wartością warunkującą 

przedłużoną cyrkulację in vivo otrzymanych układów. Warto zaznaczyć, iż te układy zostały 

rozbudowane o kolejny blok, co powinno wpłynąć na wzrost wielkości cząstek (idealne 

rozmiary cząstek w dostarczaniu leków mieszczą się w zakresie 20-150 nm).  

Wykonano również zdjęcia metodą skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Na 

rysunku 36. zostały przedstawione powierzchnie proszków otrzymanych w wyniku 

liofilizacji wcześniej otrzymanych roztworów polimerów i roztworów nanocząstek. Na 

zdjęciach widoczne są zdecydowane różnice w topografii próbek. W przypadku polimerów 

Chol-PNIPAAm-X 6-9 powierzchnia jest płaska, a krawędzie ostre. Co świadczy o utworzeniu 
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filmów polimerowych w procesie odparowania rozpuszczalnika. Natomiast na 

powierzchniach próbek nanocząstek PNP6-PNP9 widoczne są zbrylenia a krawędzie są 

poszarpane i zaoblone, co potwierdza oddziaływania między cząsteczkowe i organizację 

układów polimerowych w zorganizowane struktury przestrzenne. 

 
Rysunek 36. Zdjęcia SEM polimerów 6-9 (górny rząd), cząstek polimerowych PNP6-PNP9 (dolny 

rząd). 

 

Wykonano również pomiary elektroforetycznego rozproszenia światła (ELS) (Rysunek 34B). 

Uzyskane wartości potencjału zeta, które wynoszą odpowiednio ok. -3 mV dla 6 i 7 oraz ok. 

-1 mV dla 8 i 9, potwierdzają wcześniej sformułowany wniosek, iż układy liniowe nie ulegają 

procesowi samoorganizacji. Inaczej jest w przypadku układów otrzymanych w procesie 

nanostrącania. Wartości potencjału zeta PNP6-PNP9 były w zakresie od -14 do -8 mV, co 

wskazuje na wzrost stabilności koloidalnej. Wartości te jak przedstawiono w części 

teoretycznej (strona 25) wpisują się w charakterystykę idealnego nośnika leków (mieszczą 

się w przedziale od -20 do -5 mV). Nie zaobserwowano jednak wyraźnej zależności 

potencjału zeta od długości łańcucha PNIPAAm.  

PNIPAAm jest polimerem termowrażliwym. W celu zbadania wpływu formy polimeru na 

temperaturę zmętnienia przeprowadzono pomiary turbidymetryczne. Tak jak układy 

liniowe, nanocząstki polimerowe zostały rozpuszczone w wodzie uzyskując stężenia  

1 mg·mL-1. Widma transmisyjne rejestrowano w zakresie temperatur od 25 do 40 °C. Wyniki 

badań przedstawione na rysunku 37. prowadzą do wniosku, że forma polimeru nie ma 
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wpływu na temperaturę zmętnienia. Wartości TCP rosną wraz ze wzrostem masy 

cząsteczkowej i stosunkiem części hydrofilowej (PNIPAAm) do części hydrofobowej (Chol). 

Najniższą wartość odnotowano dla PNP6 (31,0 °C), natomiast najwyższą dla PNP9 (35,5 °C). 

 
Rysunek 37. Temperatura zmętnienia polimerów 6-9 i nanocząstek polimerowych PNP6-PNP9. 

 

Przeprowadzono szereg podstawowych biologicznych: test aktywności hemolitycznej, 

badanie uwalniania dehydrogenazy mleczanowej oraz przeżywalność fibroblastów  

i komórek raka mózgu.iv Nanocząstki polimerowe PNP6-PNP9 były hemokompatybilne, test 

nie wykazał oznak interakcji prezentowanych układów z błonami czerwonych krwinek 

(hemoliza na poziomie poniżej 1%) (Rysunek 38A). Pomiary żywotności fibroblastów  

i komórek glejaka wykazały, że PNP mogą prowadzić do apoptozy nawet 40% komórek 

glejaka, jednocześnie nie będąc toksycznymi dla fibroblastów (Rysunek 38C i D). Błonowy 

mechanizm działania został potwierdzony testem uwalniania dehydrogenazy mleczanowej 

(LDH) (Rysunek 38B). To badanie polega na pomiarze ilości enzymu – LDH, który został 

uwolniony z komórek na skutek ich śmierci lub dysrupcji błony.  

                                                       
iv Badania przeprowadzone w Uniwersytecie Medycznym w Białymstoku we współpracy z dr hab. Katarzyną 
Niemirowicz-Laskowską i prof. Haliną Car. 
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Rysunek 38. Wyniki pomiarów aktywności hemolitycznej (A). Wyniki testu uwalniania 

dehydrogenazy mleczanowej z komórek glejaka (B). Żywotność komórek glejaka (C) i fibroblastów 

(D) określono w teście wychwytu czerwieni obojętnej. 

Badania PNIPAAm otrzymanego na drodze polimeryzacji wolnorodnikowej (bez grupy 

cholesterylowej) oraz test uwalniania LDH potwierdziły zasadniczą rolę cząsteczki 

cholesterolu w proponowanych układach, który umożliwia penetrację i rozerwanie błon 

komórkowych glejaka. Wyniki badań biologicznych są zbieżne z wynikami uzyskanymi dla 

nieuporządkowanych roztworów polimerów, co sugeruje, że polimery po destabilizacji 

(rozpadzie struktury nanocząstki) będą kompatybilne z komórkami prawidłowymi i będą 

utrzymywać działanie cytotoksyczne wobec komórek nowotworowych glejaka. Wniosek 

ten jest szczególnie istotny z farmakologicznego punktu widzenia, gdyż dezintegracja 

struktury nośnika (ze względu na ich rozcieńczenie we krwi) jest istotnym ograniczeniem w 

zastosowaniu jako nośnik. Prezentowane polimery stanowią zatem obiecującą podstawę 

do projektowania wydajnych systemów dostarczania leków wykazujących wysoką 

kompatybilność z reprezentatywnymi komórkami fizjologicznymi oraz cytotoksyczność 

wobec komórek patologicznych.  

Powyższe badania zostały opublikowane w International Journal of Nanomedicine, 2020, 

15, 7263-7278. 
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5.2. Nanocząstki  polimerów triblokowych 

Na postawie badań opisanych w rozdziale 4. wybrano 6 kopolimerów trójskładnikowych, 

które charakteryzowały się największą ilością jednostek powtarzalnych bloków 

kompleksujących:  

- kopolimery blokowe poli(N-izopropyloakrylamidu) zawierające blok diketonowy 

z  ugrupowaniem cholesterylowym o strukturze LHL (lipofilowo-hydrofilowo-lipofilowy)  

i LLH oraz kopolimer gradientowy o układzie L(H-grad-L); 

- kopolimery blokowe poli(N-izopropyloakrylamidu) zawierające blok ketoestrowy  

z ugrupowaniem cholesterylowym o strukturze LHL i LLH oraz kopolimer statystyczny  

o układzie L(H-s-L). 

W celu uzyskania informacji o wpływie na aktywność biologiczną i właściwości 

fizykochemiczne części diketonowej i ketoestrowej do celów porównawczych 

wykorzystano polimer 9 (Chol-PNIPAAm-X - LH), służący do otrzymania kopolimerów 33 

i 47. W tej części pracy zostaną omówione nanocząstki polimerowe uzyskane na drodze 

nanostrącania polimerów 9, 27, 30, 33, 41, 44 i 47.  

Metodyka otrzymania cząstek opisana w podrozdziale 5.1. została zmodyfikowana poprzez  

wprowadzenie dializy, która w przypadku enkapsulacji substancji aktywnej jest niezbędna 

do oczyszczenia układu z wolnych, nieuwięzionych cząsteczek leku. Z tego powodu wyniki 

badań fizykochemicznych i biologicznych różnią się w przypadku nanocząstek PNP9. 

Polimery zostały rozpuszczone w THF (Cpolimeru=10 mg·mL-1) i następnie powoli wkroplone 

do zlewki z wodą umieszczonej na mieszadle magnetycznym. W ten sposób uzyskano 

układy koloidalne nanocząstek o stężeniu polimeru 1 mg·mL-1. Następnie poddano je 

dializie w wodzie, dwukrotnie zmieniając wodę. Zawartość worków dializowych została 

zliofilizowana, w wyniku czego uzyskano białe, gąbczaste produkty. Analogicznie został 

przeprowadzony proces enkapsulacji doksorubicyny. Polimery zostały rozpuszczone  

w roztworze doksorubicyny w THF (C=0,58 mg·mL-1, Cpolimeru=10 mg·mL-1). Stężenie leku 

zostało dobrane w taki sposób aby zachowana była dawka stosowana terapeutycznie. 

Następnie roztwory zostały, powoli, wkroplone do zlewki z wodą umieszczonej na 

mieszadle magnetycznym. Końcowe stężenie nanocząstek wynosiło 1 mg·mL-1. Roztwory  
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poddano dializie w celu usunięcia z układu nieuwięzionej doksorubicyny. Po 24 godzinach 

zawartość worków zliofilizowano, uzyskując liofilizaty o lekko różowym zabarwieniu.  

Przeprowadzono badania temperatury zeszklenia nanocząstek wykorzystując metodę 

skaningowej kalorymetrii różnicowej (DSC). Wyniki pomiarów przedstawiono na rysunku 

39. i umieszczono w tabeli 10. Kilkustopniowe różnice w wartościach Tg obserwowane są 

w parach PNP9-PNP9_DOX, PNP27-PNP27_DOX i PNP33-PNP33_DOX, są to układy 

o największej ilości załadowanej doksorubicyny. W przypadku pozostałych nośników te 

różnice są niewielkie i trudno jest tu wskazywać jednoznaczne tendencje.  

 

Rysunek 39. Krzywe DSC (A) PNP9 i PNP9_DOX, (B) PNP27 i PNP27_DOX, (C) PNP30 i PNP30_DOX, 

(D) PNP33 i PNP33_DOX, (E) PNP41 i PNP41_DOX, (F) PNP44 i PNP 44_DOX oraz (G) PNP47 

 i PNP47_DOX. 
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Tabela 10. Podsumowanie danych fizykochemicznych nanocząstek polimerów triblokowych. 

układ 
średnica 

hydrodynamicznaa 
[nm] 

ζ potencjałb 
[mV] 

TCP
c
 

[°C] 
TAgg

d
 

[°C] 
Tg

e
 

[°C] 
CDOX

f 
[µM] 

PNP9 21,8 ± 3,0 -6,8 34,0 30,5 132,5 nd. 

PNP9_DOX 24,1 ± 1,7 -8,0 35,0 31,0 140,7 0,626 

PNP27 101,9 ± 1,7 -9,0 33,5 30,0 141,9 nd. 

PNP27_DOX 93,7 ± 2,3 -5,0 32,5 30,0 135,6 0,644 

PNP30 22,1 ± 2,9 -11,1 34,0 31,0 136,7 nd. 

PNP30_DOX 27,8 ± 2,6 -13,3 34,5 31,0 136,4 0,385 

PNP33 24,9 ± 4,9 -11,8 35,0 31,0 131,0 nd. 

PNP33_DOX 43,6 ± 4,6 -12,1 33,5 31,0 134,5 0,829 

PNP41 30,1 ± 1,6 -4,9 32,5 30,0 138,3 nd. 

PNP41_DOX 41,6 ± 1,3 -7,9 33,0 30,0 139,8 0,190 

PNP44 81,9 ± 5,0 -3,7 30,5 29,0 131,8 nd. 

PNP44_DOX 86,4 ± 3,8 -6,7 30,5 28,5 132,4 0,077 

PNP47 99,7 ± 12,9 -5,5 34,0 30,5 132,5 nd. 

PNP47_DOX 42,6 ± 2,8 -24,2 33,5 30,5 132,2 0,163 

nd.=nie dotyczy; awyznaczone z pomiarów MADLS w PBS (C=0,5 mg·mL-1); bwyznaczone z pomiarów ELS  
w PBS (C=0,5 mg·mL-1); cwyznaczone z pomiarów turbidymetrycznych w PBS (C=0,5 mg·mL-1); dwyznaczone  
z pomiarów DLS w PBS (C=0,5 mg·mL-1); ewyznaczone z pomiarów DSC zliofilizowanych próbek; fwyznaczone 
z pomiarów fluorescencyjnych w PBS (C=1 mg·mL-1). 

Podjęto próbę wyznaczenia rozmiarów powstających cząstek polimerowych przy użyciu 

transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Zastosowano tą samą metodologię 

przygotowania próbki, co w przypadku PNP6-PNP9 (strona 110). Zdjęcia próbek PNP27  

i PNP27_DOX przedstawiono na rysunku 40.   

 

Rysunek 40. Zdjęcia TEM cząstek polimerów triblokowych. 
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Zarejestrowane obiekty miały kształt kulisty lub elipsoidalny, cząstki nakładały się na siebie 

i występowały w skupiskach, co jest prawdopodobnie związane z metodyką przygotowania 

próbki. Wyznaczone ze zdjęć średnice cząstek mieściły się w zakresie 25-70 nm (50 nm - 

PNP27 i PNP27_DOX). Badanie metodą transmisyjnej mikroskopii elektronowej pozwoliły 

stwierdzić, że otrzymywane obiekty dążą do kul o średnicy kilkudziesięciu nanometrów. 

Niektórych próbek nie udało się zarejestrować, gdyż polimery ulegały ablacji pod wpływem lasera. 

W celu wyznaczenia rozmiarów cząstek (średnicy hydrodynamicznej) wykorzystano 

metodę wielokątowego rozproszenia światła (MADLS). Jest to odmiana klasycznej metody 

DLS, w której bada się próbkę pod różnymi kątami, co pozwala na otrzymanie wyniku  

o wyższej rozdzielczości. Należy pamiętać, że wyznaczone rozmiary przedstawione na 

rysunku 41. oraz zawarte w tabeli 10. nie są równe wielkości uformowanej cząstki  

a oznaczają średnicę hydrodynamiczną, która jest średnicą cząstki wraz z cienką warstwą 

cząsteczek rozpuszczalnika, które przylegają do jej powierzchni. Grubość warstwy jest 

zależna od różnych czynników, m.in. od przewodności elektrycznej medium. To implikuje 

rozbieżności pomiędzy rozmiarami uzyskanymi z obrazowania TEM i z rozpraszania światła. 

Wartości średniej średnicy hydrodynamicznej PNP9, PNP30, PNP33 i PNP41 nie różnią się 

od siebie znacząco i zawierają się w przedziale od 22 do 30 nm. Natomiast PNP27, PNP44  

i PNP47 charakteryzuje 4- lub 5-krotny wzrost rozmiaru w stosunku do wielkości 

nanocząstek Chol-PNIPAAm-X (PNP9). Masy cząsteczkowe polimerów są podobne, dlatego 

można założyć, że wzrost wielkości jest związany z budową łańcucha polimerowego - 

kolejnością bloków w łańcuchach. Budowa monomerów 21 i 35 (różnice w liofilowości  

i sztywności cząsteczki – obecność pierścieni aromatycznych) wpływa na oddziaływania 

wewnątrz i między łańcuchami polimerów w różny sposób. Na podstawie analiz DLS można 

wysunąć wstępny wniosek, że wielkość nanocząstek jest związana z rodzajem i sekwencją 

bloków polimerowych. Średnica hydrodynamiczna cząstek powstałych z kopolimeru 

blokowego Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (27) zawierającego ugrupowanie diketonowe, 

bezpośrednio przy części cholesterylowej, jest większa niż w przypadku cząstek uzyskanych 

z analogicznego polimeru z ugrupowaniem ketoestrowym (41). Odwrotnie jest  

w przypadku rozmiarów cząstek uzyskanych w wyniku nanostrącania kopolimeru 

blokowego z ugrupowaniem diketonowym po przeciwnej stronie łańcucha Chol-PNIPAAm-

b-PAcacI-X (33) oraz kopolimerów gradientowych Chol-P(NIPAAm-grad-AcacI)-X 

w porównaniu z odpowiednimi cząstkami zawierającymi ugrupowania ketoestrowe PNP44 

i PNP47. Brak różnicy w wielkościach cząstek PNP30 i PNP33 potwierdza, iż mamy do 

czynienia z polimerem o strukturze gradientowej, w którym mery z ugrupowaniem 
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diketonowym znajdują się po przeciwnej stronie ugrupowania cholesterylowego (podobnie 

jak w 30). Inaczej sytuacja wygląda w trójce PNP41, PNP44 i PNP47, gdzie widoczna jest 

różnica w średnicach cząstek. Wielkości wynoszą odpowiednio 30,1, 81,9 i 99,7 nm. 

Średnica hydrodynamiczna PNP44 ma wartość pomiędzy wartościami wyznaczonymi dla 

cząstek zbudowanych z kopolimerów blokowych, co świadczy o statystycznym ułożeniu 

merów. Najprostszy układ PNP9 powinien posiadać strukturę przestrzenną najbliższą 

klasycznej miceli, ponieważ posiada mały fragment hydrofobowy (Chol) oraz długi łańcuch 

hydrofilowy (PNIPAAm). Taka budowa powinna prowadzić do liniowego ułożenia 

łańcuchów polimerowych PNIPAAm w przestrzeni, z grupami cholesterolowymi w środku 

miceli, lub układu ze zwiniętym łańcuchem polimerowym PNIPAAm (w zależności o gęstości 

upakowania i czynników zewnętrznych np. rozpuszczalnika, pH, siły jonowej). W układach 

bardziej skomplikowanych, w których dochodzi do ułożenia lipofil-lipofil-hydrofil lub 

hydrofil-hydrofil-lipofil specyfika oddziaływań i tworzenie się układów przestrzennych 

powinno być zbliżone do obserwowanego w przypadku PNP9. Natomiast w układach 

naprzemiennie występujących bloków lipofil-hydrofil-lipofil będzie dochodziło do 

dodatkowych naprężeń strukturalnych i być może układania się polimerów w struktury  

U-kształtne, co również będzie wpływało na wielkość otrzymywanych cząstek.  

 

Rysunek 41. Średnice hydrodynamiczne nanocząstek polimerowych (puste kolumny) oraz 

nanocząstek polimerowych z doksorubicyną (pełne kolumny). 

 

Widoczny jest również wpływ enkapsulacji DOX w układach polimerowych na średnicę 

hydrodynamiczną uzyskanych struktur. Dochodzi do wzrostu wielkości cząstek w układach 

PNP9_DOX, PNP30_DOX, PNP33_DOX, PNP41_DOX i niewielkiego wzrostu w przypadku 
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PNP44_DOX w stosunku do rozmiaru „pustych” cząstek. Wartości te wynoszą odpowiednio 

w parach: PNP9 i PNP9_DOX – 21,8 i 24,1 nm; PNP30 i PNP30_DOX – 22,1 i 27,8 nm; PNP33 

i PNP33_DOX – 24,9 i 43,6 nm; PNP41 i PNP41_DOX – 30,1 i 41,6 nm oraz PNP44 

PNP44_DOX – 81,9 i 86,4 nm. W przypadku PNP27_DOX i PNP47_DOX zaobserwowano 

zmniejszenie średnicy hydrodynamicznej w porównaniu z układami bez leku odpowiednio 

z 101,9 i 99,7 nm do 93,7 i 42,6 nm. Na postawie zebranych wyników można założyć, że 

interakcja z DOX zachodzi specyficznie i jest zależna od architektury polimeru, czyli 

kolejności występowania bloków polimerowych lub ich rodzaju – układów blokowych, 

statystycznych i gradientowych. Taką samą tendencję obserwowano w przypadku cząstek 

niezaładowanych doksorubicyną. Wielkości średnic hydrodynamicznych tych struktur, 

uzyskane metodą DLS, mieszczą się w zakresie od 20 do 150 nm. Pozwala to na stwierdzenie 

że uzyskane w wyniku realizacji tej pracy polimerowe nanocząstki (Tabela 10) posiadają 

rozmiary idealne do zastosowania ich jako nośniki leków.  

Metoda DLS z zastosowaniem filtrów polaryzacyjnych pozwala na określenie kształtu 

analizowanych cząstek, a dokładniej na stwierdzenie, czy są one sferami. W tym celu 

niezbędne jest przeprowadzenie dwóch pomiarów, jednego z użyciem filtra, który 

polaryzuje światło pionowo i drugiego z filtrem polaryzującym wiązkę światła poziomo. 

Jeżeli wartości w kierunku wertykalnym i horyzontalnym się pokrywają to znaczy, że 

w analizowanym roztworze znajdują się obiekty sferyczne. Myśląc o zastosowaniu 

otrzymanych układów polimerowych, jako nośniki leków, dąży się do uzyskania obiektów  

o strukturach zbliżonych do kuli. Obiekty sferyczne posiadają najwyższy potencjał 

fagocytarny spośród znanych kształtów, co oznacza że mają najwyższy współczynnik 

absorbcji przez komórki.[7] Otrzymane wyniki z zastosowaniem filtrów polaryzacyjnych 

przedstawione na Rysunek 42. potwierdzają dane uzyskane ze zdjęć TEM. Otrzymane  

w wyniku nanostrącania cząstki mają kształt kuli lub do niej zbliżony. 
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Rysunek 42. Wyniki badań DLS z zastosowaniem filtrów polaryzacyjnych nanocząstek 

polimerowych i układów nośnik-lek. 
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Istotnym parametrem, warunkującym zastosowanie nośnika i układu nośnik-lek  

w warunkach fizjologicznych jest potencjał powierzchniowy. Elektroforetyczne 

rozpraszanie światła pozwala na wyznaczanie potencjału zeta, czyli potencjału na granicy 

ślizgu cząstek. Ta wielkość fizyczna mówi jak szybko poruszają się cząstki w roztworze po 

przyłożeniu zewnętrznego pola elektrycznego. Prędkość ta nazywana jest ruchliwością 

elektroforetyczną. Ładunek powierzchniowy cząstek odgrywa kluczową rolę w interakcji ze 

składnikami krwi i internalizacji z komórkami. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi 

(strona 25) idealne nośniki powinny charakteryzować się potencjałem zeta w przedziale od 

-20 do -5 mV. Wykonano pomiary potencjału zeta metodą ELS nanocząstek i nanocząstek  

z doksorubicyną (Tabela 10). Stwierdzono, że wszystkie załadowane nośniki poza 

PNP47_DOX spełniają ten warunek, choć i w tym przypadku potencjał zeta jest bliski 

preferowanemu zakresowi zastosowania. Wyznaczone wartości potencjału zeta również 

potwierdzają wstępowanie interakcji pomiędzy uzyskanymi nośnikami polimerowymi 

a doksorubicyną. We przeważającej części badanych nośników (poza PNP27, PNP27_DOX) 

doksorubicyna wpływała na poprawę stabilności nanocząstek.  

 

Rysunek 43. Potencjał  zeta nanocząstek polimerowych (puste kolumny) oraz nanocząstek 

polimerowych z doksorubicyną (pełne kolumny). 

 

W pracy zsyntezowano polimery wrażliwe na bodziec – temperaturę, dlatego kolejnymi 

parametrami, które wyznaczono były temperatura aglomeracji (TAgg) i temperatura 

zmętnienia (TCP). Wyniki uzyskano odpowiednio poprzez pomiary DLS w funkcji 

temperatury oraz badania turbidymetryczne. Przejście fazowe związane jest z obecnością 
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w strukturze nośników jednostek powtarzalnych N-izopropyloakrylamidu. Łańcuchy 

polimerowe PNIPAAm są wrażliwe na zmianę temperatury, co przejawia się przesunięciem 

równowagi oddziaływań polimer-rozpuszczalnik w stronę wewnątrz- i między- 

cząsteczkowych oddziaływań polimer-polimer. Prowadzi to do kłębuszkowania łańcuchów 

polimerowych i tworzenia aglomeratów, co powoduje wzrost średnicy hydrodynamicznej 

cząstek i mętnienie roztworu. W przypadku pomiarów turbidymetrycznych jest to 

obserwowane jako spadek transmitancji. Biorąc pod uwagę fizykę procesów i czułości 

metod, którymi badano obie wielkości fizyczne, TAgg będą charakteryzować niższe wartości 

niż TCP. Temperatury aglomeracji przedstawionych w tabeli 10. i na rysunku 44. nanocząstek 

polimerowych mieszczą się w zakresie od 30 do 31 °C z wyjątkiem PNP44 i PNP44_DOX, dla 

których TAgg wynoszą odpowiednio 29,0 i 28,5 °C. PNP9 charakteryzuje się temperaturę 

zmętnienia zgodną z doniesieniami literaturowymi dla układów zawierających PNIPAAm 

(34 °C). Dodatek bloku będącego pochodną styrenową prowadzi do podwyższenia wartości 

TCP o 1 °C, w porównaniu do homopolimeru. Różnicy nie zaobserwowano w przypadku 

obecności bloku PAcacP. W obu przypadkach zmiana kolejności bloków, czyli 

umiejscowienie bloków kompleksujących w sąsiedztwie części cholesterylowej prowadzi do 

obniżenia temperatury zmętnienia o 0,5 i 1,5 °C odpowiednio dla PNP27 i PNP41. 

Interesujące wyniki uzyskano w badaniach nanocząstek kopolimeru statystycznego PNP44, 

gdzie TCP wynosiła 30,5 °C, co jest prawdopodobnie spowodowane występowaniem 

krótkich łańcuchów PNIPAAm w strukturze nośnika. Na podstawie badań literaturowych  

i badań przedstawionych w podrozdziale 4.1.1. wiadomo, że temperatura przejścia 

fazowego PNIPAAm powinna rosnąć wraz ze wzrostem ilości jednostek powtarzalnych  

w łańcuchu polimerowym. W przypadku kopolimeryzacji statystycznej jednostki 

powtarzalne NIPAAm przedzielone są merami AcacP, co wpływa na obniżenie temperatury 

przejścia fazowego. Podczas badań temperatury aglomeracji nie zaobserwowano wpływu 

enkapsulacji doksorubicyny lub był on znikomy. Natomiast obserwowany był wpływ 

doksorubicyny na wartości temperatury zmętnienia, co spowodowane jest 

oddziaływaniami grup funkcyjnych polimeru z grupami funkcyjnymi doksorubicyny. 

Największe różnice zanotowano w przypadku cząstek zawierających ugrupowanie 

diketonowe, w których uwięziono średnio 4-5 razy więcej molekuł DOX niż w układach  

z ugrupowaniami ketoestrowymi. Wartym odnotowania jest, iż wartość TCP PNP27_DOX  

i PNP33_DOX spadła znacząco w porównaniu z nanocząstkami bez leku, co jest odwrotnym 
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efektem niż obserwowany dla cząstek homopolimerów PNIPAAm (PNP9 i PNP9_DOX). Na 

podstawie powyższego, można wysunąć wniosek, że blok PAcacI zawierający ugrupowania 

diketonowe jest, w głównej mierze, odpowiedzialny za interakcję z DOX. Wartości 

temperatur aglomeracji i zmętnienia uzyskane metodami DLS i UV-VIS są zbieżne  

i pokazują, iż w warunkach fizjologicznych cząstki będą występowały w postaci 

zaglomerowanej. Co uważane za aspekt pozytywny aspektem, jeżeli bieże się pod uwagę 

biodystrybucję i biokompatybilność.  

Ilość zatrzymanej w nośnikach doksorubicyny wyznaczano wykorzystując jej właściwości 

fluorescencyjne. Badania przeprowadzono metodą spektrofluorymetryczną  

z zastosowaniem krzywej wzorcowej doksorubicyny. Wyniki badań przedstawione w tabeli 

10. zostały uzyskane dla roztworów nanocząstek z doksorubicyną o stężeniu 1 mg·mL-1  

i wynoszą one odpowiednio 0,626; 0,644; 0,385; 0,829; 0,190; 0,077 i 0,163 µM dla 

PNP9_DOX, PNP27_DOX, PNP30_DOX, PNP33_DOX, PNP41_DOX, PNP44_DOX  

i PNP47_DOX. Stwierdzono, że wyznaczone stężenia DOX są większe w cząstkach 

homopolimeru 9 i cząstkach kopolimerów blokowych z ugrupowaniem AcacI. Dodatkowo 

enkapsulacja doksorubicyny była mniej wydajna w przypadku zarówno polimerów 

gradientowych jak i statystycznych. Może być to związane z przypadkowo rozłożonymi 

jednostkami powtarzalnymi niosącymi ugrupowania kompleksujące oraz brakiem 

odpowiednich przestrzeni do uwięzienia DOX. Biorąc pod uwagę budowę doksorubicyny 

może to wynikać z niezdolności do kompleksowania leku przez więcej niż jedno centrum 

kompleksujące. Niewielka zawartość leku w stukturach polimerowych jest wynikiem 

dokładnego oczyszczenia układu nośnik-lek w procesie dializy i usunięcie leku związanego 

powierzchniowo z nośnikiem. Ze względu na małe ilości doksorubicyny zatrzymanej  

w nośnikach polimerowych nie było możliwe wyznaczenie profili jej uwalniania. 
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Rysunek 44. Wyniki badań turbidymetrycznych i separacji fazowej nanocząstek polimerowych 

i układów nośnik-lek.[126] 
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Przeprowadzono analizę właściwości biologicznych otrzymanych nanocząstek 

polimerowych oraz układów nośnik-lek.v Do określenia biotoksyczności zastosowano test 

aktywności hemolitycznej, badanie przeżywalności fibroblastów, komórek monocytarnych 

linii THP-1, a także kardiomiocytów linii H9c2(2-1). Wykonano również badanie uwalniania 

dehydrogenazy mleczanowej (LDH) z komórek raka sutka MCF-7 oraz przeżywalności 

estrogenozależnych (MCF-7) i nieestrogenozależnych (MDA-MB-231) komórek raka sutka. 

Dodatkowo dla serii cząstek z ugrupowaniami ketoestrowymi zostały wykonane badania 

cytometrii przepływowej w celu ustalenia wpływu nanocząstek polimerowych na cykl 

komórkowy oraz została oceniona ilość reaktywnych form tlenu wygenerowana po 

ekspozycji komórek MCF-7 na puste i załadowane doksorubicyną PNP.  

Stwierdzono, że zarówno same nośniki jak i te z załadowaną doksorubicyną, nie wykazują 

działania hemolitycznego (Rysunek 45A), nie powodują apoptozy fibroblastów, monocytów 

(Rysunek 45C) i kardiomiocytów (Rysunek 45E). Badanie uwalania dehydrogenazy 

mleczanowej udowodniło działanie części cholesterylowej jako czynnika naprowadzającego 

i wbudowywni nośnika w błonę komórkową. Wyrzut LDH z komórki, czyli wynik większy od 

1, oznacza częściową lub całkowitą destrukcję błony komórkowej. Natomiast wyniki testów 

przeżywalności obu linii komórkowych dowodzą, że zastosowanie nanocząstek 

polimerowych, w których stężenie doksorubicyny jest nawet kilkukrotnie niższe niż obecnie 

stosowane najniższe stężenie terapeutyczne (CDOX=0,5 µM) prowadzi do zwiększenia efektu 

cytotoksycznego względem komórek nowotworowych. Użycie nanocząstek polimerowych 

jako nośników doksorubicyny prowadziło do śmierci nawet 90-95% komórek MCF-7 

(Rysunek 45D) i 70-80% komórek MDA-MB-231 (Rysunek 45F). Różnica uzyskana dla 

„pustych nanocząstek” pozwala na postawienie hipotezy, iż mechanizm działania jest 

oparty o oddziaływania receptorowe, gdzie ugrupowanie ketoestrowe lepiej wpasowuje 

się w receptor niż ugrupowanie diketonowe. Obserwowane jest działanie synergistyczne 

nanocząstek i leku, które dodatkowo potęguje efekt terapeutyczny doksorubicyny.  

                                                       
v Badania przeprowadzone w Uniwersytecie Medycznym w Białymstoku we współpracy z dr hab. Katarzyną 
Niemirowicz-Laskowską i prof. Haliną Car. 
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Dalsze badania będą prowadzone w celu wyjaśnienia różnic w działaniu cząstek 

z ugrupowaniami ketoestrowymi i diketonowymi oraz różnej odpowiedzi na ekspozycję 

komórek MCF-7 i MDA-MB-231. 

 
Rysunek 45. (A) Test aktywności hemolitycznej; (B) badanie uwalniania dehydrogenazy 

mleczanowej; badanie przeżywalności (C) komórek monocytarnych linii THP-1, (D) komórek raka 

sutka linii MCF-7, (E) kardiomiocytów linii H9c2(2-1), (F) komórek raka sutka linii MDA-MB-231. 

 

Wyniki badań zawarte w tej części pracy zostały opublikowane w Chem. Phys. Lipids. 2022, 

245, 105194  oraz Cancer Nanotechnology 2023, 14:23 .  
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5.3. Nanocząstki polimerowe PCholA-b-PNIPAAm-Xa 

Obiecujące wyniki otrzymane dla układów zawierających jedną pochodną cholesterylową 

w łańcuchu nośnika polimerowego były podstawą do zastosowania opracowanej 

metodologii do otrzymywania cząstek polimerowych układów bogatszych w ugrupowania 

cholesterylowe. Przeprowadzono nanostrącanie organicznych roztworów kopolimerów 53-

58 bez i w obecności DOX otrzymując cząstki polimerowe zawieszone w buforze 

fosforanowym o stężeniu 1 mg·mL-1. Główną modyfikacją przygotowania cząstek 

polimerowych było strącanie kopolimerów w buforze fosforanowym z pominięciem etapu 

liofilizacji. Doświadczenie w pracy z układami zawierającymi część cholesterylową na końcu 

łańcucha polimerowego i pierwsze próby „rozpuszczalności” układów 53-58 spowodowały 

zmianę metodologii otrzymywania roztworów koloidalnych PNP w PBS. Stwierdzono, że 

stosunek hydrofobowych części cholesterylowych w łańcuchach polimerowych do 

hydrofilowych części NIPAAm (Tabela 8) nie był bezpośrednim wyznacznikiem uzyskania 

stabilnych roztworów koloidalnych nanocząstek, pomimo słabej rozpuszczalności w wodzie 

tworzących je polimerów. Roztwory wodne cząstek serii kopolimerów 53-55 miały mleczne 

zabarwienie, podczas gdy roztwory PNP56-PNP58 były przeźroczyste. Przełożyło się  to na 

trudności w oznaczeniu parametrów fizykochemicznych, badania turbidymetryczne oraz 

badania z wykorzystaniem rozpraszania światła były ograniczone bądź niemożliwe do 

przeprowadzenia, ze względu na niedostateczne przepuszczanie wiązki światła próbek 

wodnych polimerów o zabarwieniu mlecznym. Na podstawie badań DLS stwierdzono 

obecność aglomeratów w próbkach PNP53_DOX, PNP54_DOX, PNP55_DOX oraz 

nanocząstek bez leku PNP54 i PNP55. Stwierdzono, że udział polimeru hydrofilowego 

(PNIPAAm) w układzie jest zbyt mały, żeby zapewnić stabilność nanocząstek w roztworach 

wodnych. Z powyższych względów podjęto decyzję, że PNP53-PNP55 oraz ich formulacje  

z DOX nie będą poddane dalszym analizom.  

Cząstki kopolimerów o wyższym stopniu polimeryzacji N-izopropyloakrylamidu 

charakteryzują się średnicą hydrodynamiczną poniżej 100 nm (Rysunek 46A i Tabela 11).. 

Rozmiar nanocząstek wzrasta wraz ze wzrostem ilości ugrupowań cholesterylowych 

w strukturze polimeru. Duży udział części lipofilowej prowadzi do pojawienia się 

oddziaływań van der Wallsa pomiędzy tymi częściami łańcuchów polimerowych, co 

skutkuje tendencją do aglomeracji cząstek. W parze PNP56, PNP56_DOX nie zauważono 
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różnicy w rozmiarze nanocząstek spowodowanej obecnością cząsteczek doksorubicyny, co 

może być spowodowane dominującą przewagą bloku termowrażliwego (PNIPAAm). 

Natomiast w parach układów PNP57 i PNP57_DOX oraz PNP58 i PNP58_DOX, gdzie wzrasta 

udział części cholesterylowej, w porównaniu do PNIPAAm zmiany w średnicy 

hydrodynamicznej, są już zauważalne (77,1 nm i 91,6 nm oraz 94,7 nm i 85,1 nm). Co 

ciekawe, interakcja z cząsteczkami doksorubicyny w obu układach prowadzi do innych 

rezultatów. PNP57_DOX są większe o około 15 nm od struktur niezaładowanych 

doksorubicyną, natomiast w przypadku PNP58_DOX rozmiary średnic hydrodynamicznych 

mniejsze o około 10 nm w porównaniu do ich odpowiedników bez leku. Różnica we 

właściwościach może być spowodowana tym, iż w strukturze kopolimeru 58 zawartych jest 

o 50% więcej grup cholesterylowych w porównaniu do kopolimeru 57. Prawdopodobnie 

większy udział części lipofilowej wymusza inne ułożenie łańcuchów polimerowych  

w przestrzeni i prowadzi do powstania układów o innych właściwościach. Wskazują na to 

również inne badane parametry fizykochemiczne.  

Tabela 11. Podsumowanie danych fizykochemicznych nanocząstek polimerów zawierających 

ugrupowania cholesterylowe w łańcuchach bocznych. 

układ 
średnica 

hydrodynamicznaa 
[nm] 

ζ potencjałb 
[mV] 

TCP
c
 

[°C] 
TAgg

d
 

[°C] 
CDOX

e 
[µM] 

PNP53 787,0 ± 13,5 nd. nd. nd. nd. 

PNP53_DOX 768,8 ± 18,9 nd. nd. nd. 0,23 

PNP54 469,0 ± 12,6 nd. nd. nd. nd. 

PNP54_DOX 787,7 ± 19.2 nd. nd. nd. 3,00 

PNP55 108,8 ± 6,2 nd. nd. nd. nd. 

PNP55_DOX 162,8 ± 13,5 nd. nd. nd. 2,81 

PNP56 69,9 ± 5,3 -27,0 32,0 30,5 nd. 

PNP56_DOX 68,4 ± 2,4 -15,6 35,5 32,0 1,81 

PNP57 77,1 ± 4,2 -8,9 31,5 30,0 nd. 

PNP57_DOX 91,6 ± 7,8 -9,3 34,0 31,5 3,55 

PNP58 94,7 ± 2,4 -4,0 32,0 30,0 nd. 

PNP58_DOX 85,1 ± 4.3 -11,3 36,5 31,5 0,96 

nd.=nie dotyczy; awyznaczone z pomiarów MADLS w PBS (C=0,5 mg·mL-1); bwyznaczone z pomiarów 

ELS w PBS (C=0,5 mg·mL-1); cwyznaczone z pomiarów turbidymetrycznych w PBS (C=0,5 mg·mL-1); 
dwyznaczone z pomiarów DLS w PBS (C=0,5 mg·mL-1); ewyznaczone z pomiarów fluorescencyjnych 

w PBS (C=1 mg·mL-1). 
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Rysunek 46. (A) Średnica hydrodynamiczna i (B) potencjał zeta nanocząstek polimerowych (puste 

kolumny) oraz nanocząstek polimerowych z doksorubicyną (pełne kolumny). 

 

Zbadano potencjał zeta nanocząstek w roztworze PBS. Odnotowano wartości w zakresie od 

-27,0 mV dla PNP56 do -4,0 mV dla PNP58 (Rysunek 46B). Wraz ze wzrostem stosunku 

części lipofilowej do hydrofilowej spada powinowactwo do wody i roztworów wodnych, za 

czym idzie mniejsza stabilność tworzących się koloidów. Enkapsulacja doksorubicyny nie 

wpływa znacząco na stabilność nanocząstek kopolimeru 57, natomiast w przypadku układu 

najstabilniejszego prowadzi do niemal dwukrotnego wzrostu wartości potencjału zeta. Inne 

dane uzyskano dla PNP58_DOX, gdzie obecność doksorubicyny prowadzi do wzrostu 

stabilizacji układu. Prawdopodobnie jej obecność wymusza umiejscownienie części 

cholesterylowych bliżej środków cząstek, umożliwiając grupom polarnym jednostek  

N-izopropyloakrylamidu na swobodniejsze oddziaływanie z cząsteczkami rozpuszczalnika. 

Biorąc pod uwagę wartość potencjału zeta, jest szansa na dłuższą cyrkulację in vivo 

nanocząstek z DOX. Może to być kluczowe dla właściwości terapeutycznych (brak 

uwalniania substancji aktywnej ogólnoustrojowo, ograniczenie mechanizmów usuwania  

z organizmu). 

Badania metodą dynamicznego rozpraszania światła z wykorzystaniem filtrów 

polaryzacyjnych (Rysunek 47) potwierdzają występowanie dużych aglomeratów cząstek 

PNP53-55 i PNP53-55_DOX. Widoczne jest to w niejednorodności rozmiarów, 

bimodalności i szerokości sygnałów uzyskanych z pomiarów z użyciem filtrów pionowego  

i poziomego. Natomiast nanocząstki PNP56-58 i PNP56-58_DOX mogą być określane 

mianem sferycznych. Interakcja z cząsteczkami doksorubicyny prowadzi do zmiejszenia 

różnic w wartościach średnicy odczytanej z obu filtrów. 
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Rysunek 47. Wyniki badań DLS z zastosowaniem filtrów polaryzacyjnych nanocząstek 

polimerowych  i układów nośnik-lek. 
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Przeprowadzono badania turbidymetryczne i zbadano separację faz przy użyciu techniki 

DLS w funkcji temperatury (Rysunek 48). Nanocząstki bez leku zaczynły aglomerować  

w około 30 °C, natomiast układy z doksorubicyną aglomerowały w temperaturze o 1,5 

stopnia wyższej. Temperatura zmętnienia „pustych” nanocząstek wynosiła około 32 °C, 

natomiast dodatek DOX podnosił wartości temperatur aglomeracji nawet o 4,5 °C osiągając 

temperaturę 36,5 °C dla PNP58_DOX. Temperatura ta jest zbliżona do średniej 

temperatury ciała.  

 

Rysunek 48. Wyniki badań turbidymetrycznych i separacji fazowej nanocząstek polimerowych 

i układów nośnik-lek. 

 

Ilości enkapsulowanej doksorubicyny oznaczono przy użyciu wspomnianej już wcześniej 

metody fluorymetrycznej. Badania prowadzono dla roztworów nanocząstek polimerowych 

w buforze fosforanowym o C=1 mg·mL-1. Najwięcej, 3,55 µM, DOX uległo zatrzymaniu 

w strukturze PNP57_DOX, o połowę mniej w PNP56_DOX. Najmniej doksorubicyny uległo 

zatrzymaniu w formulacji najbogatszej w ugrupowania cholesterylowe PNP58_DOX.  

Bardziej zaawansowane badania strukturalne są konieczne, aby móc ustalić przyczynę 

takiego zróżnicowania.  

Testy aktywności hemolitycznej, uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej oraz testy 

przeżywalności komórek normalnych i komórek raka piersi są w trakcie badań na 

Uniwersytecie Medycznym w Białymstoku.  
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Podsumowanie  

W tej części pracy otrzymano cząstki polimerowe stosując nanostrącanie z rozpuszczalnika 

organicznego do wody lub buforu fosforanowego. W wybranych układach polimerowych 

enkapsulowano cząsteczki doksorubicyny. Określono kształt, rozmiar, potencjał zeta, 

temperatury aglomeracji, zmętnienia i zeszklenia otrzymanych nośników, a także 

oznaczono zawartość DOX w układach nośnik-lek. Badano interakcję nanocząstek 

polimerowych z układami biologicznymi, zarówno z komórkami prawidłowymi jak  

i neoplastycznymi. Do charakterystyki fizykochemicznej wykorzystano szereg metod 

instrumentalnych, w tym MADLS, DSC, TEM, SEM, spektroskopie FTIR, UV/VIS oraz 

fluorymetrię.  

Przedstawione PNPs posiadają, odpowiednie dla nośników leków, rozmiary, kształt  

i potencjał zeta. Otrzymane cząstki polimerowe są większe niż 20 nm, co zmniejszy szybkość 

wydalania przez nerki i mniejsze niż 150 nm, co z kolei pozwoli na zachowanie się jak cząstki 

„niewidzialne” dla układu odpornościowego. Wyniki pomiarów DLS i zdjęcia TEM wskazują 

na sferyczny kształt nanocząstek polimerowych, co jest preferowane w procesie fagocytozy 

i wpływa pozytywnie na internalizację do komórek. Wartości potencjału zeta otrzymanych 

PNPs mieszczą się w zakresie od -20 do -5 mV, co świadczy o ich stabilności i braku tendencji 

do aglomeracji, co w przypadku transportu i przechowywania medykamentu odgrywa 

kluczową rolę. Lekko ujemna wartość ZP zapewnia interakcję z komórkami. Temperatury 

aglomeracji i zmętnienia są poniżej 37 °C. Układy zawierające więcej ugrupowań 

cholesterylowych charakteryzują wyższe TAgg i TCP, niż w przypadku polimerów 

zawierających jedno ugrupowanie cholesterylowe na końcu łańcucha polimerowego. 

Wpływa to również na zwiększenie ilości enkapsulowanej doksorubicyny, nawet 10-krotnie. 

Badania pokazują, że kompozycja polimeru ma bezpośredni wpływ na ilość uwięzionych 

cząsteczek DOX. Ponadto, doksorubicyna, jeżeli jest jej wystarczająco dużo, oddziałując  

z grupami funkcyjnymi łańcucha polimerowego, wpływa na organizację przestrzenną 

struktur polimerowych w roztworach wodnych. Determinuje rozmiar i właściwości 

fizykochemiczne powstających nanocząstek polimerowych. 

Wybrane nośniki leków i układy nośnik-lek zostały poddane badaniom biologicznym w celu 

oceny bezpieczeństwa oraz skuteczności ich zastosowania w terapiach 

przeciwnowotworowych. Przeprowadzono badania hemolizy, przeżywalności komórek 

normalnych (fibroblasty i kardiomiocyty) oraz komórek nowotworowych (glejak, a także 

rak piersi MCF-7 oraz MDA-MB-231). Badane PNP nie wykazywały działania hemolitycznego 
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oraz nie powodowały śmierci komórek normalnych, jednocześnie wpływając na 

ograniczenie proliferacji komórek nowotworowych nawet do 90%, w porównaniu do grupy 

kontrolnej. Warto podkreślić, iż zawartość DOX w przedstawionych nośnikach była 

kilkukrotnie niższa niż najniższa stosowana dawka wolnej doksorubicyny w terapiach 

nowotworowych. Pomimo tego układy nośnik-lek z ugrupowaniem cholesterylowym  

i diketonowym lub ketoestrowym wykazywały działanie hamujące wzrost komórek 

nowotworowych na statystycznie znaczącym poziomie. Powyższe wyniki badań 

potwierdzają skuteczność zastosowanych układów polimerowych i pozytywnie weryfikują 

postawione wcześniej hipotezy badawcze. 

Cząstki polimerowe bez leku wykazywały działanie bójcze w stosunku do komórek raka 

piersi pozostając nietoksycznymi dla komórek krwi, kardiomiocytów i fibroblastów. 

Przeprowadzono test uwalniania dehydrogenazy mleczanowej, który potwierdził interakcję 

otrzymanych nanocząstek polimerowych z błonami biologicznymi. 
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI KOŃCOWE 

W części literaturowej zdefiniowano problemy dotyczące architektury, syntezy, analizy  

i zastosowania nośników leków, czyli: (I) trudności z porównaniem danych - badanie 

rozmiaru różnymi metodami, (II) prowadzenie badań turbidymetrycznych w różnych 

roztworach wodnych, w różnych stężeniach, niekoniecznie odzwierciedlających warunki 

badań biologicznych, (III) brak refleksji nad kształtem otrzymywanych struktur, (IV) brak 

pełnej charakterystyki fizykochemicznej syntetyzowanych polimerów, (V) stosowanie PEG-

u jako czynnika poprawiającego rozpuszczalność w wodzie bez względu na potwierdzone 

skutki uboczne, (VI) dążenie do najwyższych wartości LE i LC oraz (VII) traktowanie nośnika 

polimerowego jedynie jako klatki do przenoszenia substancji aktywnych.  

Badania zawarte w dysertacji prowadzą do wniosków, które rozwiązują niektóre  

z wymienionych problemów lub przybliżają do ich wyjaśnienia.  

Odnosząc się do hipotez postawionych w celu pracy dowiedziono, że:  

1. Wykorzystanie cholesterylowego czynnika kontroli w polimeryzacji RAFT pozwala na 

uzyskanie dobrze zdefiniowanych kopolimerów wykazujących wrażliwość na zmiany 

temperatury w wąskim zakresie teperatur. 

2. Budowa kopolimerów ma wpływ na właściwości termiczne nośników. 

3. Wprowadzenie bloku acetyloacetonowego lub ketoestrowego poprawia zdolność 

enkapsulacji doksorubicyny w nośnikach.  

4. Redukcja grupy ditiowęglanowej do grupy tiolowej na końcu łańcucha otworzyła 

możliwość dodatkowych modyfikacji otrzymanych układów, np. przez wprowadzenie 

czynnika fluorescencyjnego. 

5. Ugrupowanie cholesterylowe na końcu łańcucha polimerowego umożliwia interakcję  

z błonami komórkowymi komórek patologicznych. Wbudowywanie otrzymanych 

polimerów w błony prowadzi do ich dezintegracji i w konsekwencji do apoptozy 

komórek patologicznych. 

6. Otrzymane nanocząstki polimerowe z zaenkapsulowaną doksorubicyną są 

nietoksyczne dla komórek fizjologicznych. Nośniki polimerowe pełnią funkcję 

ochronną przed kardiotoksycznym działaniem doksorubicyny. 
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Wnioski ogólne 

Badania dotyczące hipotezy: „wprowadzenie kilku/kilkunastu ugrupowań 

cholesterylowych poprzez polimeryzację akrylanu cholesterylu wpłynie na zwiększenie 

aktywności biologicznej (insercja i depolaryzacja błony komórek patologicznych)” są  

w toku. 

Dodatkowo, wykazano, że układy zawierające ugrupowania diketonowe i ketoestrowe 

wpływają na wzrost aktywności doksorubicyny w stosunku do komórkek 

estrogenozależnych MCF-7 w porównaniu z aktywnością wobec komórek 

nieestrogenozależnych MDA-MB-231. 

Potwierdzono, że zastosowanie układów polimerowych zawierających ugrupowanie 

cholesterylowe pozwala na obniżenie dawki doksorubicyny poniżej stężeń, które 

są obecnie stosowane w terapiach przeciwnowotworowych. 

Udowodniono, że konstytucyjność bloków polimerowych ma kluczowe znaczenie 

w odniesieniu do właściwości fizykochemicznych i biologicznych. Potwierdzajć tym samym, 

że warto jest w sposób przemyślany projektować nośniki leków. 

Otrzymano stabilne nanocząstki polimerowe, których średnice i ładunek powierzchniowy 

znajdują się przedziale od 20-150 nm i charakteryzują się potencjałem zeta w zakresie od -

5 do -20 mV, idealnym dla nośników leków. Jednym z parametrów, który wymaga dalszych 

badań jest temperatura zmętnienia, która była niższa niż zakłada się w literaturze, 

rozwiązaniem tego problemu może być wprowadzenie czynnika hydrofobowego lub 

zastosowanie odpowiedniej formy podania. 

Różnorodność układów przedstawionych w niniejszej pracy obrazuje spektrum możliwości 

wykorzystania polimerów jako inteligentnych systemów dostarczania leków. Polimeryzacja 

RAFT umożliwia modyfikację otrzymywanych polimerów niemal w nieskończoność. 

Aktywny koniec łańcucha polimerowego pozwala na dobudowywanie bloków o nowych 

właściwościach. Dodatkowo redukcja grupy ditiowęglanowej do grupy tiolowej umożliwia 

korzystanie z mnogości reakcji post-modyfikacji, co przekłada się na wprowadzenie 

kolejnych funkcji do układu. Z tak zróżnicowaną budową i licznymi możliwościami 

modyfikacji przedstawione w tej pracy układy mogą służyć do enkapsulacji leków nie tylko 

przeciwnowotworowych, ale również przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych, co będzie 

badane w przyszłości. 
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Podsumowanie w punktach 

I. Opracowano sposóby otrzymania i oczyszania: 

a) 3 monomerów (AcacI (21), AcacP (35) CholA (49)), 

b) 2 czynników przeniesienia łańcucha (CholX (2) i Xa (48)), 

c) 16 homopolimerów, w tym: 

▪ poli(N-izopropyloakrylamid) otrzymany na drodze polimeryzacji wolnorodnikowej 

(PNIPAAm (3)), 

▪ 6 PNIPAAm z ugrupowaniem cholesterylowym (Chol-PNIPAAm-X (4-9)), 

▪ 3 z ugrupowaniem ketoestrowym (Chol-PAcacI-X (22-24)), 

▪ 3 z ugrupowaniem diketonowym (Chol-PAcacP-X (36-38)), 

▪ 3 z ugrupowaniami cholesterolowymi (PCholA-Xa (50-52)), 

d) 30 kopolimerów, w tym: 

▪ 6 kopolimerów z N-winylokaprolaktamem (Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (14-16) oraz 

Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (17-19)), 

▪ 9 kopolimerów zawierających ugrupowania diketonowe (Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X 

(25-27), Chol-P(AcacI-grad-NIPAAm)-X (28-30) oraz Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (31-33)), 

▪ 9 kopolimerów zawierających ugrupowania diketonowe (Chol-PAcacP-b-

PNIPAAm-X (39-41), Chol-P(AcacP-s-NIPAAm)-X (42-44) oraz Chol-PNIPAAm-b-

PAcacP-X (45-47)), 

▪ 6 kopolimerów zawierających ugrupowania cholesterylowe (PCholA-b-PNIPAAm-

Xa (53-58)), 

e) 9 polimerów znakowanych fluorescencyjnie (PCholA-S-MF (68-70) oraz PCholA-b-

PNIPAAm-S-MF (71-76)), 

f) 16 nanocząstek polimerowych, w tym: 

▪ 10 diblokowych (PNP6-9 oraz PNP53-58), 

▪ 6 triblokowych (PNP27,30,33,41,44,47), 

g) 13 nośników z zaenkapsulowanymi cząsteczkami doksorubicyny 

(PNP9,27,30,33,41,44,47,53-58_DOX). 

II. Struktury monomerów i czynników przeniesiania łańcucha potwierdzono stosując 

techniki spektroskopowe 1H NMR, 13C NMR i FTIR.  

III. Polimery scharakteryzowano metodami 1H NMR, FTIR, SEC, UV-VIS, fluorymetria, 

TGA, DSC, DLS, ELS, TEM i SEM. 

IV. Wybrane polimery i nanocząstki polimerowe badano pod kątem ich rozmiaru, potencjału 

zeta, temperatury zmętnienia, temperatury zeszklenia i aktywności biologicznej (test 

aktywności hemolitycznej, test uwalniania dehydrogenazy mleczanowej, żywotność 

fibroblastów, komórek glejaka, komórek raka sutka MCF-7 i MDA-MB-231). 
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CZĘŚĆ EKSPERYMENTALNA 

ROZDZIAŁ 6. Aparatura naukowo-badawcza 

W trakcie realizacji celów niniejszej rozprawy doktorskiej zostały wykonane liczne badania 

fizykochemiczne otrzymanych związków i materiałów. W celu określenia struktury i masy 

cząsteczkowej wykorzystano metody spektroskopowe FTIR, UV-VIS, 1H NMR,  

13C NMR oraz chromatografię żelową (SEC). Do wyznaczenia właściwości 

fizykochemicznych układów polimerowych, takich jak temperatura zmętnienia, 

temperatura zeszklenia, temperatura rozkładu, krytyczne stężenie micelizacji, promień 

hydrodynamiczny, potencjał ζ zostały użyte techniki: zmienno-temperaturowe pomiary UV-

VIS, analizy termiczne DSC i TGA, fluorymetria oraz pomiary dynamicznego rozpraszania 

światła (DLS), wielokątowego dynamicznego rozproszenia światła (MADLS)  

i elektroforetycznego rozpraszania światła (ELS). Do zobrazowania otrzymanych cząstek 

polimerowych wykorzystano techniki mikroskopowe: SEM, TEM oraz mikroskopię 

optyczną. Wykorzystana aparatura naukowo-badawcza została przedstawiona poniżej. 

1. Widma ATR-FTIR zostały wykonane na spektrofotometrze FTIR Nicolet 6700 firmy 

Thermo Scientific wyposażonego w przystawkę do pomiaru osłabionego całkowitego 

wewnętrznego odbicia (ATR, z ang. Attenuated Total Reflectance). Widma otrzymano 

poprzez zarejestrowanie 32 skanów w zakresie liczby falowej od 4000 do 500 cm-1 

z rozdzielczością 4 cm-1 i porównanie ich do widma tła. Pomiary zostały wykonane na 

Wydziale Chemii UwB przez autora rozprawy. 

2. Widma protonowe i węglowe magnetycznego rezonansu jądrowego (1H i 13C NMR,  

z ang. Nuclear Magnetic Resonanse) zostały zarejestrowane na spektrometrach 

Bruker Avance II 400 (400 MHz) lub Avance DPX 200 (200 MHz) w rozpuszczalnikach 

deuterowanych (CDCl3, D2O), wobec tetrametylosilanu jako wzorca wewnętrznego. 

Pomiary zostały wykonane na Wydziale Chemii UwB przez dr. inż. Leszka Siergiejczyka 

lub dr Jolantę Magnuszewską. 

3. Średnie masy cząsteczkowe i rozkłady mas cząsteczkowych określono za pomocą 

chromatografii żelowej (SEC, z ang. Size Exclusion Chromatography). Badano roztwory 

polimerów o stężeniu 5 mg·mL-1 w DMF przy przepływie równym 1 mL·min-1 w 25 °C. 

Użyto zestawu kolumn Styragel HR3 i HR4 (Waters) lub KF-805, KF-804 i KF-802.5 
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(Shodex) połączonych z systemem 3 detektorów: refraktometr Optilab Rex, Wyatt 

technology termostatowany w 35 °C, detektor UV Prostar, Varian ustawionym na 254 

nm oraz detektor wielokątowego rozpraszania światła Mini Dawn, Wyatt technology.  

Stosowano literaturowy współczynnik PNIPAAm dn/dc 0,087 mL·g-1
 oraz wyznaczone 

doświadczalnie 0,107 i 0,1178 mL·g-1 odpowiednio dla Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X  

i PCholA-Xa (52). Pomiary zostały wykonane na Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie 

przez dr Iwonę Misztalewską-Turkowicz lub mgr Izabelę Kurowską. 

4. Widma UV-Vis zostały zarejestrowane przy użyciu spektrofotometru Jasco V-670 

w różnych zakresach długości falowej i różnych stężeniach, dobieranych na potrzeby 

analizy. Pomiary zostały wykonane na Wydziale Chemii UwB przez autora rozprawy. 

5. Temperatura zmętnienia została wyznaczona na podstawie badań 

turbidymetrycznych wykonanych przy użyciu spektrofotometru Jasco V-670  

w roztworach wodnych (DMEM, PBS, woda dejonizowana, 0,9% NaCl) o stężeniu  

1 mg·mL-1. Pomiary zostały wykonane na Wydziale Chemii UwB przez autora 

rozprawy. 

6. Temperatura zeszklenia została wyznaczona przy użyciu skaningowego kalorymetru 

różnicowego Mettler Toledo Star DSC w atmosferze gazu obojętnego (Ar). Pomiary 

zostały wykonane na Wydziale Chemii UwB przez prof. dr hab. Agnieszkę Z. 

Wilczewską, prof. UwB lub dr Karolinę H. Markiewicz. 

7. Krzywe TGA zarejestrowano przy użyciu termograwimetru Mettler Toledo Star 

TGA/DSC w atmosferze gazu obojętnego (Ar). Pomiary zostały wykonane na Wydziale 

Chemii UwB przez prof. dr hab. Agnieszkę Z. Wilczewską lub dr Karolinę H. 

Markiewicz. 

8. Obrazowanie skaningowym mikroskopem elektronowym (SEM) wykonano za 

pomocą SEM TFP 2017/12 Inspect S50 FEI wyposażonego w pistolet do emisji pola 

(FEG) przy 10 kV z powiększeniem 1000 razy. Zdjęcia zostały wykonane na Wydziale 

Chemii UwB przez autora rozprawy. 

9. Polimery do analizy SEM zostały umieszczone na taśmie węglowej przyklejonej do 

aluminiowych stołów i pokryte warstwą złota 4 nm przez leica ACE 200 coater. 

Pomiary zostały wykonane na Wydziale Chemii UwB przez autora rozprawy. 

10. Zdjęcia TEM wykonano za pomocą mikroskopu Tecnai G2 X-Twin. Obrazy zostały 

wykonane przy przyspieszającym napięciu 200kV. Wodne roztwory polimerów (3 μL, 



 

- 141 - 

C=0,1 mL·min-1) zostały naniesione na siatkę miedzianą pokrytą węglem i nadmiar 

roztworu usunięto bibułą, proces powtórzono 2 razy dla wygodniejszego i lepszego 

obrazowania. Następnie siatki zanurzono w ciekłym azocie (LN2) i suszono przez noc 

za pomocą pompy próżniowej. Zdjęcia zostały wykonane na Wydziale Chemii UwB 

przez dr Iwonę Misztalewską-Turkowicz. 

11. Próbki były liofilizowane za pomocą aparatu Christ Alpha 1-2 LDplus przez 24 godziny. 

Liofilizacja była przeprowadzona na Wydziale Chemii UwB przez autora rozprawy. 

12. Ilość zaenkapsulowanej doksorubicyny, pomiary krytycznego stężenia micelizacji 

klasyczną metodą fluorescencji pirenu oraz badanie intensywności fluorescencji 

polimerów z przyłączoną pochodną fluoresceiny były przeprowadzone przy użyciu 

spektrofluorymetru Hitachi F-7000 lub Jasco FP-8500. Analizy były przeprowadzone 

na Wydziale Chemii UwB przez autora rozprawy. 

13. Promień hydrodynamiczny otrzymanych cząstek został wyznaczony na podstawie 

analizy dynamicznego rozproszenia światła za pomocą Zetasizer Nano ZS lub Zetasizer 

Ultra (Malvern Instruments, UK). Pomiary zostały wykonane na Wydziale Chemii UwB 

przez autora rozprawy. 

14. Pomiary wielokątowego dynamicznego rozproszenia światła oraz pomiary DLS 

z wykorzystaniem optycznych filtrów polaryzacyjnych zostały wykonane przy użyciu 

Zetasizer Ultra (Malvern Instruments, UK). Pomiary zostały wykonane na Wydziale 

Chemii UwB przez autora rozprawy. 

15. Do wkraplania roztworów ze stałą szybkością użyto pomp strzykawkowych kD 

Scientific LEGATO 180. 

  



 

- 142 - 

 

  



 

- 143 - 

ROZDZIAŁ 7. Otrzymywanie polimerowych nośników leków zawierających 

cholesterol na końcu łańcucha 

7.1. Otrzymywanie homopolimerów z ditiowęglanem cholesterylu 

7.1.1. Synteza 2-bromo-O-(3-cholesterylo)propionianu (1) 

Cholesterol (5 g, 12,93 mmol, 1 ekw.) rozpuszczono 

w suszonym nad sitami molekularnymi DCM (150 mL), 

następnie dodano Et3N (2,5 mL, 17,92 mmol, 1,4 ekw.). 

Mieszaninę reakcyjną umieszczono w łaźni lodowej  

i w ciągu 30 minut wkraplano bromek 2-bromopropionylu (1,88 mL, 17,92 mmol, 1,4 ekw.). 

Po 3 godzinach mieszania w 0 °C mieszaninę wlano do 100 mL wody destylowanej 

i przeprowadzono ekstrakcję z DCM. Produkt oczyszczono przez krystalizację z etanolu. 

Otrzymano 5,8 g białego ciała stałego z wydajnością 86%. Równanie reakcji zostało 

przedstawione na schemacie 6. 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 5,39 (s, 1H), 4,63 (m, 

1H), 4,32 (q, 1H, J=7 Hz), 2,35 (d, 2H), 1,99-1,85 (m, 5H), 1,80 (d, 3H, J=7 Hz), 1,41-1,03 (m, 

18H), 1,02 (s, 3H), 1,01-0,85 (m, 12H), 0,67 (s, 3H). 13C NMR (100MHz, CDCl3, δ, ppm): 169,6 

(C=O), 139,3 (C=C), 123,0 (CH), 75,6 (CH), 56,7 (CH), 56,1 (CH), 50,0 (CH), 42,3 (C), 40,6 (CH), 

39,7 (CH2), 39,5 (CH2), 37,7 (CH2), 36,9 (CH2), 36,6 (), 36,2 (C), 35,8 (CH), 31,9 (CH2), 31,8 

(CH3), 28,2 (CH2), 28,0 (CH), 27,5 (CH2), 27,3 (CH2), 24,3 (CH2), 23,8 (CH2), 22,8 (CH3), 22,5 

(CH3), 21,0 (CH), 19,3 (CH3), 18,7 (CH3), 11,8 (CH3). FTIR (ATR, ν) cm-1: 2935, 2866, 1734, 

1466, 1443, 1377, 1333, 1268, 1222, 1159, 1054, 997, 944, 797, 734, 678. 

7.1.2. Synteza ditiowęglanu O-etylowo-S-(1-cholesteroksykarbonylo)etylowego (2) 

Otrzymany wcześniej 2-bromo-O-(3-

cholesterylo)propionian (5 g, 9,6 mmol, 1 ekw.) 

rozpuszczono w octanie etylu (100 mL). Następnie 

wkroplono roztwór ditiowęglanu etylowo-potasowego 

(2,5 g, 15,6 mmola, 1,6 ekw.) w acetonitrylu (10 mL). Mieszaninę mieszano w łaźni lodowej 

przez 24 godziny. Produkt oczyszczono przez krystalizację z etanolu. Otrzymano 4,38 g 

żółtawego ciała stałego z wydajnością 81%. Równanie reakcji przedstawiono na schemacie 

6. 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 5,38 (s, 1H), 4,63 (m, 3H, J=7,1 Hz), 4,34 (q, 1H, J=7,3 
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Hz), 2,33 (m, 2H), 2,02-1,85 (m, 5H), 1,56 (d, 3H, J=7,3 Hz), 1,42 (t, 3H, J=7,1 Hz), 1,41-1,03 

(m, 18H), 1,02 (s, 3H), 1,01-0,85 (m, 12H), 0,67 (s, 3H). 13C NMR (100MHz, CDCl3, δ, ppm): 

212,2 (C=S), 170,7 (C=O), 139,4 (C=C), 122,9 (CH), 75,4 (CH), 70,1 (CH2), 56,6 (CH), 56,1 (CH), 

50,0 (CH), 47,4 (CH), 42,3 (C), 39,7 (CH2), 39,5 (CH2), 37,9 (CH2), 36,9 (CH2), 36,6 (CH2), 36,2 

(C), 35,8 (C), 31,9 (CH2), 31,8 (CH3), 28,2 (CH2), 28,0 (CH), 27,6 (2xCH2), 24,3 (CH2), 23,8 

(CH2), 22,8 (CH3), 22,5 (CH3), 21,0 (CH), 19,3 (CH3), 18,7 (CH3), 13,7 (CH3), 11,8 (CH3). FTIR 

(ATR, ν) cm-1: 2941, 2890, 2865, 1733, 1465, 1365, 1287, 1208, 1151, 1111, 1050, 994, 972, 

895, 799, 736. 

7.1.3. Otrzymywanie poli(N-izopropyloakrylamidu) (3) 

N-izopropyloakrylamid przed użyciem w reakcjach został oczyszczony 

z inhibitora polimeryzacji poprzez krystalizację z układu toluen:heksan = 

6:4 v/v.  NIPAAm (200 mg, 1,77 mmol) rozpuszczono w THF (2 mL) i 

mieszaninę odgazowano przepuszczając argon przez 15 min. Po ogrzaniu 

do 70 °C dodano AIBN (1 mg, 0,006 mmol) i roztwór mieszano przez 24 h, osiągając 100% 

konwersję. Następnie THF odparowano na wyparce obrotowej pod zredukowanym 

ciśnieniem, biały produkt PNIPAAm rozpuszczono w DCM i wytrącono w zimnym heksanie, 

przesączono i osuszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji przedstawiono na Schemat 7B. 

1H NMR (400 MHz, CDCI3, δ, ppm): 4,00 (CH(CH3)2), 2,40-1,40 (szkielet polimerowy), 1,13 

(CH(CH3)2). 

7.1.4. Otrzymywanie Chol-PNIPAAm-X (4-9) 

Odpowiednie ilości (Tabela 12.) O-etylo-S-(1-

cholesteroksykarbonylo)etyloditiowęglanu), N-izopropylo-

akrylamidu i THF umieszczono w kolbach. Mieszaniny 

odgazowano przepuszczając argon przez 15 min. Po 

ogrzaniu do 70 °C dodano AIBN i roztwór mieszano przez 24 godziny. Po tym czasie THF 

odparowano na wyparce obrotowej, żółtawe (Chol-PNIPAAm-X(4)) lub białe (Chol-

PNIPAAm-X(5-9)) produkty rozpuszczono w DCM i wytrącono w zimnym heksanie, 

odsączono i osuszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji przedstawiono na schemacie 7. 

Chol-PNIPAAm-X (5): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 4,62 (m, CholX), 4,00 (CH(CH3)2, 

PNIPAAm), 1,14 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 1,32-2,30 (szkielet polimerowy), 1,01 (s, cholX), 
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0,92-0,85 (m, CholX), 0,67 (s, CholX). FTIR (ATR, ν) cm-1: 3429, 3282, 3062, 2966, 2926, 

2872, 1637, 1534, 1454, 1383, 1365, 1172 , 1129, 1041, 924, 879, 833. 

Tabela 12. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu 

z ditiowęglanową pochodną cholesterolu. 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

 

7.1.5. Otrzymywanie chol-PNIPAAm-SH (10-13) 

Chol-PNIPAAm-X (2-5) (0,01 mmol) rozpuszczono w THF  

(1 mL). Roztwory odgazowano przepuszczając przez nie argon 

przez 15 min. Następnie dodano n-propyloaminę (7,4 µL, 0,09 

mmol) i tributylofosfinę (4,9 µL, 0,02 mmol). Mieszano przez 

noc w temperaturze pokojowej. Produkty (Chol-PNIPAAm-SH (10-13)) wytrącono w 

zimnym heksanie, odwirowano i osuszono w piecu (60 °C).  

  

Polimer 
CholX 
[mg] 

Monomer 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PNIPAAm-X (4) 636 1130 0,5 5 73,1 

Chol-PNIPAAm-X (5) 318 1130 0,5 5 98,5 

Chol-PNIPAAm-X (6) 127 1130 0,5 5 98,1 

Chol-PNIPAAm-X (7) 63,6 1130 0,5 5 96,7 

Chol-PNIPAAm-X (8) 31,8 1130 0,5 5 97,6 

Chol-PNIPAAm-X (9) 12,7 1130 0,5 5 98,8 
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7.2. Otrzymywanie kopolimerów z N-winylokaprolaktamem 

7.2.1. Otrzymywanie Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (14-16) 

Odpowiednie ilości (Tabela 13.) NVCL, Chol-

PNIPAAm-X (9) i THF zostały umieszczone 

w probówkach. Mieszaniny zostały odgazowane  

i wstawione do łaźni olejowej. Po osiągnięciu 70 °C, 

dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach probówki 

ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane produkty rozpuszczono w dichlorometanie  

i strącono w zimnym heksanie, przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C). Równanie 

reakcji zostało przedstawione na schemacie 9. Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (16): 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,31 (NH, PNIPAAm), 4,00 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 3,21 (s, CH2-

CH2-N, PNVCL) 2,40–1,40 (szkielet polimerowy), 1,13 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 0,67 (s, CholX). 

FTIR (ATR, ν) cm-1: 3731, 3722, 3434, 3285, 3066, 2972, 2927, 2873, 1730, 1706, 1633, 

1533, 1457, 1387, 1364, 1325, 1244, 1171, 1127, 1064, 976, 926, 878, 837. 

Tabela 13. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX NVCL z Chol-PNIPAAm-X (9). 

Polimer 
CTA 
[g] 

NVCL 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (14) 1 20 0,5 5 100 

Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (15) 1 40 0,5 5 100 

Chol-PNIPAAm-b-PNVCL-X (16) 1 100 0,5 5 100 
aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

7.2.2. Otrzymywanie Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (17-19) 

Odpowiednie ilości (Tabela 14) NVCL, CholX 

NIPAAm i THF zostały umieszczone w probówkach. 

Mieszaniny zostały odgazowane i wstawione do 

łaźni olejowej. Po osiągnięciu 70 °C, dodano 

inicjator (AIBN). Po 24 godzinach probówki 

ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane produkty rozpuszczono w dichlorometanie  

i strącono w zimnym heksanie, przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C). Równanie 

reakcji zostało przedstawione na schemacie 10. Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (19): 1H NMR 
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(400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,18 (NH, PNIPAAm), 4,00 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 3,21 (s, PNVCL) 

2,40–1,40 (szkielet polimerowy), 1,13 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 0,67 (s, CholX). FTIR (ATR, ν) 

cm-1: 3731, 3722, 3434, 3285, 3066, 2972, 2927, 2873, 1730, 1706, 1633, 1533, 1457, 1387, 

1364, 1325, 1244, 1171, 1127, 1064, 976, 926, 878, 837. 

Tabela 14. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu  

i N-winylokaprolaktamu z ditiowęglanową pochodną cholesterolu. 

Polimer 
CholX 
[mg] 

NVCL 
[mg] 

NIPAAm 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (17) 13 20 1130 0,5 5 100 

Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (18) 13 40 1130 0,5 5 100 

Chol-PNIPAAm-s-PNVCL-X (19) 13 100 1130 0,5 5 100 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 
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7.3. Otrzymywanie układów z 3-((1-(4-winylobenzylo)1H-1,2,3-triazol-4-ylo)metylo) 

acetyloacetonem 

7.3.1. Synteza 3-propargiloacetyloacetonu (20) 

Synteza 3-propargiloacetyloacetonu (20) została opracowano w Zakładzie 

Polimerów i Syntezy Organicznej.[211] 45 mL (0,45 mola) acetyloacetonu, 10 

mL (0,09 mola) bromku propargilu (80% roztwór w toluenie), 600 mL acetonu 

oraz 15 g (0,11 mola) węglanu potasu umieszczono w kolbie. Reakcję 

prowadzono w atmosferze argonu przez 24 godziny. Reakcję kontrolowano 

przy użyciu chromatografii cienkowarstwowej. Produkt przesączono przez sączek  

i przemyto acetonem, następnie odparowano aceton na wyparce obrotowej. Nadmiar 

acetyloacetonu usunięto stosując destylację azeotropową z toluenem. Produkt 

oczyszczono stosując chromatografię DFC, z ang. dry flash chromatography (heksan:DCM, 

7:3). Otrzymano żółty olej z wydajnością 86%. Widma 1H NMR, 13C NMR i FTIR były tożsame 

z widmami przedstawionymi w publikacji.[211]  

7.3.2. Synteza 3-((1-(4-winylobenzylo)1H-1,2,3-triazol-4-ylo)metylo)acetyloacetonu (21) 

Synteza monomeru (21) została opracowana w Zakładzie Polimerów i Syntezy 

Organicznej.[211] W skrócie, 1,38 g (10 mmol) 3-propargiloacetyloacetonu, 

1,83 g (12 mmol) chlorku 4-winylobenzylu, 1,3 g (20 mmol) azydku sodu 

rozpuszczono w 10 mL MeOH. Następnie dodano 250 mg (1,45 mmol) 

askorbinianu sodu i 250 mg (1 mmol) pentahydratu siarczanu miedzi(II). 

Mieszaninę reakcyjną mieszano w obojętnej atmosferze w 40 °C przez 18 

godz. Powstały zielony osad odsączono, a produkt oczyszczono przy użyciu 

chromatografii DFC, z ang. dry flash chromatography (heksan:octan etylu, 

7:3). Otrzymano 800 mg żółtawego ciała stałego z wydajnością 27%. Widma 1H NMR, 13C 

NMR i FTIR były tożsame z widmami przedstawionymi w publikacji.[211] 
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7.3.3. Otrzymywanie Chol-PAcacI-X (22-24) 

Odpowiednie ilości (Tabela 15.) AcacI, CholX i THF zostały 

umieszczone w probówkach. Mieszaniny zostały 

odgazowane i wstawione do łaźni olejowej. Po osiągnięciu 

70 °C, dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach probówki 

ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane produkty 

rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym 

heksanie, przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C). 

Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 12. 

Chol-PAcacI-X (24): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 7,50 (HAr, PAcacI), 6,77 (Htriazol, 

PAcacI), 6,36 (HAr, AcacI), 5,42 (Ph-CH2-N, PAcacI), 4,32 (CH(C=O)2, PAcacI), 3,71 (Henol, 

PAcacI), 3,21 (Hdiketo, PAcacI), 2,24–2,13 (grupy CH3, PAcacI), 2,00–1,00 (szkielet 

polimerowy), 0,97 (d, chol-X), 0,87 (d, 3H, cholX), 0,68 (s, 3H, cholX). FTIR (ATR, ν) cm-1: 

3137, 2927, 2862, 1723, 1697, 1609, 1547, 1512, 1422, 1355, 1214, 1150, 1049, 1019, 942, 

814, 783. 

Tabela 15. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX monomeru (21) z ditiowęglanową 

pochodną cholesterolu. 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimer 
CholX 
[mg] 

AcacI 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PAcacI-X (22) 45,0 80 4,4 2 91,2 

Chol-PAcacI-X (23) 28,2 100 2,8 2 89,9 

Chol-PAcacI-X (24) 22,5 200 2,5 2 90,4 
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7.3.4. Otrzymywanie Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (25-27) 

Odpowiednie ilości (Tabela 16.) chol-PAcacI-X (22-

24), NIPAAm i THF zostały umieszczone 

w probówkach. Mieszaniny zostały odgazowane 

 i wstawione do łaźni olejowej. Po osiągnięciu 70 °C, 

dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach probówki 

ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane 

produkty rozpuszczono w dichlorometanie  

i strącono w zimnym heksanie, przesączono  

i następnie suszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 

13. Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (27): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,74 (NH, 

PNIPAAm), 5,39 (PhCH2N, PAcacI), 3,98 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 2,40–1,30 (szkielet 

polimerowy), 1,13 (CH(CH3)2, PNIPAAm), (0,67 (s, CholX). FTIR (ATR, ν) cm-1: 3746, 3714, 

3434, 3288, 3068, 2969, 2934 , 2875, 1737, 1713, 1638, 1535, 1457, 1386, 1366, 1323, 

1265, 1171, 1130, 1075, 974, 923, 878, 837. 

Tabela 16. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu  

z Chol-PAcacI-X (22-24). 
 

 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimer 
CTA 
[mg] 

NIPAAm 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (25) 18.1 565 0,018 2,11 98 

Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (26) 29,4 565 0,018 2,11 96 

Chol-PAcacI-b-PNIPAAm-X (27) 63,3 565 0,018 2,11 99 
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7.3.5. Otrzymywanie Chol-PNIPAAm-grad-PAcacI-X (28-30) 

Odpowiednie ilości (Tabela 17.) CholX, AcacI, 

NIPAAm i THF zostały umieszczone 

w probówkach. Mieszaniny zostały odgazowane  

i wstawione do łaźni olejowej. Po osiągnięciu 70 

°C, dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach 

probówki ochłodzono a THF odparowano. 

Otrzymane produkty rozpuszczono 

w dichlorometanie i strącono w zimnym heksanie, 

przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji zostało przedstawione 

na schemacie 14. Chol-PNIPAAm-grad-PAcacI-X (30): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 

6,18 (NH, PNIPAAm), 4,00 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 2,40–1,40 (szkielet polimerowy), 1,14 

(CH(CH3)2, PNIPAAm), (0,67 (s, 3H, CholX). FTIR (ATR, ν) cm-1: 3731, 3722, 3434, 3285, 3066, 

2972, 2927, 2873, 1730, 1706, 1633, 1533, 1457, 1387, 1364, 1325, 1244, 1171, 1127, 1064, 

976, 926, 878, 837. 

Tabela 17. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu i AcacI 

z ditiowęglanową pochodną cholesterolu. 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimer 
CholX 
[mg] 

NIPAAm 
[mg] 

AcacI 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PAcacI-grad-PNIPAAm-X (28) 13 1130 20 0,5 5 100 

Chol-PAcacI-grad-PNIPAAm-X (29) 13 1130 40 0,5 5 98,7 

Chol-PAcacI-grad-PNIPAAm-X (30) 13 1130 100 0,5 5 100 
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7.3.6. Otrzymywanie Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (31-33) 

Odpowiednie ilości (Tabela 18. AcacI, chol-

PNIPAAm-X (9) i THF zostały umieszczone 

w probówkach. Mieszaniny zostały odgazowane  

i wstawione do łaźni olejowej. Po osiągnięciu 70 °C, 

dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach probówki 

ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane 

produkty rozpuszczono w dichlorometanie  

i strącono w zimnym heksanie, przesączono  

i następnie suszono w piecu (60 °C). Równanie 

reakcji zostało przedstawione na schemacie 15. Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (33): 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,67 (NH, PNIPAAm), 3,98 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 2,40–1,30 

(szkielet polimerowy), 1,12 (CH(CH3)2, PNIPAAm) . FTIR (ATR, ν) cm-1: 3735, 3722, 3433, 

3290, 3074, 2971, 2931, 2875, 1709, 1636, 1536, 1458 , 1386, 1366, 1267, 1171, 1130, 

1052, 974, 923, 884, 837. 

Tabela 18. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX AcacI z Chol-PNIPAAm-X (9). 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

  

Polimer 
CTA 
[g] 

AcacI 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (31) 1 19,8 0,5 5 100 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (32) 1 39,6 0,5 5 100 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacI-X (33) 1 99,0 0,5 5 100 
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7.4. Otrzymywanie układów z akrylanem (10-acetoacetoksy)decylu 

7.4.1. Synteza 3-oksobutanianu 10-hydroksydecylu (34) 

1,10-dekanodiol (3,5 g, 20 mmol) wkroplono do roztworu 

acetooctanu metylu (1,079 mL, 10 mmol) i trietyloaminy (1,812 mL, 

13 mmol) w toluenie (100 mL). Mieszaninę po 6,5 godziny mieszania 

w 110 °C schłodzono do temperatury pokojowej. Roztwór zdekantowano znad nadmiaru 

wykrystalizowanego diolu, który przemyto kilkakrotnie toluenem. Frakcje toluenowe 

połączono i odparowano na wyparce obrotowej. Otrzymany produkt oczyszczono metodą 

chromatografii kolumnowej, otrzymując żółtawą ciecz (2,47 g, 96%). 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3, δ, ppm): 12,08 (s, 1H, H-9enol), 4,96 (s, 1H, H-10enol), 4,13 (t, 2H, H-3), 3,61 (t, 2H, H-

7), 3,43 (s, 2H, H-2), 2,25 (s, 3H, H-1), 1,73 (s, 1H, H-8), 1,62 (m, 2H, H-4), 1,54 (m, 2H, H-6), 

1,27 (m, 12H, H-5). 13C NMR (100MHz, CDCl3, δ, ppm):  200,6 (C=O), 175,3 (C-OHenol), 172,7 

(CHenol), 167,2 (C=O), 65,5 (CH2), 62,9 (CH2), 50,0 (CH2), 32,7 (CH2), 30,1 (CH3), 29,4 (2xCH2), 

29,3 (CH2), 29,0 (CH2), 28,4 (CH2), 25,7 (CH2), 25,6 (CH2). FTIR (ATR, ν) cm-1: 3398, 3331, 

2920, 2850, 1736, 1716, 1651, 1463, 1360, 1331, 1279, 1271, 1237, 1154, 1058, 1049, 1018, 

970, 803, 728, 667, 613. 

7.4.2. Synteza akrylanu (10-acetoacetoksy)decylu (35) 

Do kolby okrągłodennej o pojemności 250 mL wlano 10-

hydroksydecylo-3-oksobutanian (1 g, 3,87 mmola), 

trietyloaminę (0,76 mL, 5,42 mmola) i 100 mL suchego DCM. 

Kolbę następnie umieszczono w łaźni lodowej na mieszadle 

magnetycznym i wkroplono chlorek akryloilu (0,38 mL, 4,64 mmola). Reakcję prowadzono 

w 0 °C przez 2 godziny. Produkt wyekstrahowano z mieszaniny otrzymując 0,98 g produktu 

z wydajnością 81%. 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,38 (d, 1H, H-J1, J=17,3 Hz) 6,11 

(dd, 1H, H-I, J1=10,4 Hz, J2=17,3 Hz), 5,80 (d , 1H, H-J2, J=10,4 Hz), 4,13 (t, 4H, H-C), 3,44 (s, 

2H, H-B), 2,23 (s, 3H, H-A), 1,64 (m, 4H, H-D), 1,28 (s, 12H, HE). 13C NMR (100 MHz, CDCl3, 

δ, ppm): 200,6 (C=O), 167,2 (C=O), 166,3 (C=O), 130,4 (CH2), 128,6 (CH), 65,5 (CH2), 64,7 

(CH2), 50,1 (CH2), 30,1 (CH3), 29,4 (CH2), 29,2 (CH2), 29,1 (CH2), 28,6 (CH2), 28,4 (CH2), 25,9 

(CH2), 25,8 (CH2). FTIR (ATR, ν) cm-1: 2936, 2855, 1718, 1636, 1466, 1408, 1359, 1295, 1270, 

1239, 1187, 1150, 1057, 984, 810, 719, 669. 
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7.4.3. Otrzymywanie Chol-PacacP-X (36-38) 

Odpowiednie ilości (Tabela 19.) AcacP, CholX i THF 

zostały umieszczone w probówkach. Mieszaniny 

zostały odgazowane i wstawione do łaźni olejowej. 

Po osiągnięciu 70 °C, dodano inicjator (AIBN). Po 24 

godzinach probówki ochłodzono a THF 

odparowano. Otrzymane produkty rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym 

heksanie, przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji zostało 

przedstawione na schemacie 18. Chol-PAcacP-X (38): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 

4,12 (t, H-Cod strony ketoestrów,PAcacP), 4,00 (s, H-Cod strony łańcucha polimerowego, PAcacP), 3,45 (s, H-

B, PAcacP), 2,27 (s, H-A, PAcacP), 1,62 (m, H-D, PAcacP), 1,29 (s, H-E, PAcacP), 0,67 (s, 3H, 

Chol-X). FTIR (ATR, v) cm-1: 2925, 2854, 1728, 1460, 1359, 1238, 1158, 1047, 801, 719. 

Tabela 19. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX monomeru (35) z ditiowęglanową 

pochodną cholesterolu. 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

 

7.4.4. Otrzymywanie Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (39-41) 

Odpowiednie ilości (Tabela 20.) Chol-PAcacP-X 

(36-38), NIPAAm i THF zostały umieszczone 

w probówkach. Mieszaniny zostały 

odgazowane i wstawione do łaźni olejowej.  

Po osiągnięciu 70 °C, dodano inicjator (AIBN). 

Po 24 godzinach probówki ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane produkty 

rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym heksanie, przesączono i następnie 

suszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 19. Chol-

PAcacP-b-PNIPAAm-X (41): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,63 (NH, PNIPAAm), 3,99 

(CH(CH3)2, PNIPAAm), 2,40–1,30 (szkielet polimerowy), 1,14 (CH(CH3)2, PNIPAAm).  

Polimer 
cholX 
[mg] 

AcacP 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PAcacP-X (36) 56,3 100 3,28 3 95 

Chol-PAcacP-X (37) 28,2 100 1,64 3 97 

Chol-PAcacP-X (38) 11,3 100 0,66 3 96 
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FTIR (ATR, ν) cm-1: 3286, 3071, 2971, 2931, 2874, 1734, 1637, 1536, 1458, 1386, 1366, 

1171, 1130, 974, 922, 884, 843. 

Tabela 20. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu 

z makroczynnikiem Chol-PAcacP-X (36-38). 
 

 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR 
 

7.4.5. Otrzymywanie Chol-PAcacP-s-PNIPAAm-X (42-44) 

Odpowiednie ilości (Tabela 21.) CholX, 

AcacP, NIPAAm i THF zostały umieszczone 

w probówkach. Mieszaniny zostały 

odgazowane i wstawione do łaźni olejowej. 

Po osiągnięciu 70 °C, dodano inicjator 

(AIBN). Po 24 godzinach probówki ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane produkty 

rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym heksanie, przesączono i następnie 

suszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji zostało przedstawione na Schemat 20. 

Kopolimeryzacja RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu i AcacP z CholX. Chol-PNIPAAm-s-

PAcacP-X (44): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,60 (NH, PNIPAAm), 4,00 (CH(CH3)2, 

PNIPAAm), 2,40–1,25 (szkielet polimerowy), 1,14 (CH(CH3)2, PNIPAAm). FTIR (ATR, ν) cm-1: 

3437, 3292, 3076, 2971, 2931, 2875, 1732, 1711, 1640, 1537, 1458, 1386, 1366, 1171, 1130, 

976, 922, 884, 847. 

Tabela 21. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX N-izopropyloakrylamidu i AcacP 

z ditiowęglanową pochodną cholesterolu. 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

Polimer 
CTA 
[mg] 

NIPAAm 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (39) 18.1 565 0,018 2,11 98 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (40) 29,4 565 0,018 2,11 96 

Chol-PAcacP-b-PNIPAAm-X (41) 63,3 565 0,018 2,11 99 

Polimer 
CholX 
[mg] 

NIPAAm 
[mg] 

AcacP 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PAcacP-s-PNIPAAm-X (28) 12,7 1130 22,6 0,05 3 100 

Chol-PAcacP-s-PNIPAAm-X (29) 12,7 1130 45,1 0,05 3 100 

Chol-PAcacP-s-PNIPAAm-X (30) 12,7 1130 112,8 0,05 3 100 
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7.4.6. Otrzymywanie Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (45-47) 

Odpowiednie ilości (Tabela 22.) AcacP, 

Chol-PNIPAAm-X (9) i THF zostały 

umieszczone w probówkach. Mieszaniny 

zostały odgazowane i wstawione do łaźni 

olejowej. Po osiągnięciu 70 °C, dodano 

inicjator (AIBN). Po 24 godzinach probówki ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane 

produkty rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym heksanie, przesączono  

i następnie suszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 

21. Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (47): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,71 (NH, 

PNIPAAm), 4,00 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 2,60–1,25 (szkielet polimerowy), 1,15 (CH(CH3)2, 

PNIPAAm) ). FTIR (ATR, ν) cm-1: 3293, 3092, 3069, 2970, 2929, 2870, 1736, 1724, 1638, 

1535, 1457, 1384, 1366, 1175, 1129, 976, 928, 878, 832. 

Tabela 22. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX AcacP z Chol-PNIPAAm-X (9). 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

  

Polimer 
CTA 
[g] 

AcacP 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (45) 1 20 0,03 3 100 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (46) 1 40 0,03 3 100 

Chol-PNIPAAm-b-PAcacP-X (47) 1 100 0,03 3 100 
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ROZDZIAŁ 8. Otrzymywanie polimerowych nośników leków zawierających 

cholesterol w łańcuchach bocznych 

8.1. Polimeryzacja akrylanu cholesterylu 

8.1.1. Synteza ditiowęglanu O-etylowo-S-(1-metoksykarbonylo)etylowego (48) 

Ester metylowy kwasu 2-chloropropionowego (10 g, 82 mmole) 

umieszczono w kolbie i rozpuszczono w bezwodnym acetonie (70 mL). 

Kolbę umieszczono w łaźni lodowej i po ochłodzeniu do temperatury  

0 °C dodawano porcjami ditiowęglan etylowo-potasowy (15 g, 93 mmole) przez 30 minut. 

Mieszanina reakcyjna była mieszana przez kolejne 4 godziny. Sól (KCl) wydzieloną w trakcie 

reakcji odsączono na sączku karbowanym, a przesącz odparowano. Otrzymany osad 

rozpuszczono w chlorku metylenu i przeprowadzono ekstrakcję kwasową. Produkt 

oczyszczono stosując chromatografię DFC (heksan:octan etylu (8:2)). Otrzymano produkt 

z wydajnością 79,8% (13,61 g). Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 22. 

1H NMR (400MHz, CDCl3, δ, ppm): 4,62 (kw, 2H, H-4, J=7,1 Hz), 4,39 (kw, 1H, H-3, J=7,4 Hz), 

3,74 (s, 3H, H-1), 1,55 (d, 3H, H-2, J=7,4 Hz), 1,41 (t, 3H, H-5,  J=7,1 Hz) ppm. 13C NMR 

(100MHz, CDCl3, δ, ppm):  211,9 (C=S), 171,8 (C=O), 70,2 (CH2), 52,6 (CH), 46,9 (CH3), 16,8 

(CH3), 13,6 (CH3). FTIR (ATR, ν) cm-1: 2932, 2860, 1724, 1265, 1048, 862. 

8.1.2. Synteza akrylanu cholesterylu (49) 

W kolbie okrągłodennej odważono cholesterol (5,01 

g, 12,96 mmola), który rozpuszczono w suchym DCM 

(350 mL). Następnie kolbę umieszczono w łaźni 

lodowej. Do roztworu wkroplono Et3N (2,62 g, 3,61 

mL, 25,91 mmola) i porcjami chlorek akryloilu (1,76 

g, 1,58 mL, 19,44 mmola). Kolbę zabezpieczono przed dostępem światła. Reakcję 

prowadzono przez 4 godziny w atmosferze gazu obojętnego. Produkt wyodrębniono za 

pomocą ekstrakcji kwasowej. Połączone warstwy organiczne suszono nad siarczanem 

magnezu a chlorek metylenu odparowano na wyparce obrotowej. Produkt oczyszczono 

przez krystalizację z etanolu. Otrzymano 4,96 g białego proszku, z wydajnością od 87%. 

Równanie reakcji zostało przedstawione na na schemacie 23.. 
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1H NMR (400MHz, CDCl3, δ, ppm): 6,41 (d, 1H, H-d, J=8,1 Hz), 6,11 (dd, 1H, H-e, J=8,7 Hz), 

5,80 (d, 1H, H-f, J=8,9Hz), 5,40 (s,1H, H-c), 4,74- 4,66 (m, 1H, H-g), 1,04 (s, 3H, H-b), 0,69 (s, 

3H, H-a). 13C NMR (100MHz, CDCl3, δ, ppm): 165,6 (C=O), 139,6 (C=C), 130,2 (CH2=C), 129,0 

(CH=C), 122,7 (CH=C), 74,1 (CH=C), 56,7 (CH), 56,1 (CH), 50,0 (CH), 42,3 (C), 39,7 (CH2), 39,5 

(CH2), 38,1 (CH2), 37,0 (CH2), 36,6 (CH2), 36,2 (C), 35,8 (CH), 31,9 (CH2), 31,8 (CH3), 28,2 

(CH2), 28,0 (CH), 27,8 (CH2), 24,3 (CH2), 23,8 (CH2), 22,8 (CH3), 22,6 (CH3), 21,0 (CH), 19,3 

(CH3), 18,7 (CH3), 11,8 (CH3).  FTIR (ATR, ν) cm-1: 2993, 2820, 1719, 1638, 1201, 804. 

8.1.3. Otrzymywanie PCholA-Xa (50-52) 

Odpowiednie ilości (Tabela 23) CholA (49), Xa (48) i THF 

zostały umieszczone w probówkach. Mieszaniny zostały 

odgazowane i wstawione do łaźni olejowej. Po osiągnięciu  

70 °C, dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach probówki 

ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane produkty 

rozpuszczono w dichlorometanie i strącono w zimnym metanolu, przesączono i następnie 

suszono w piecu (60 °C). Równanie reakcji zostało przedstawione na schemacie 24. PCholA-

Xa (52): 1H NMR (400 MHz, CDCl3, δ, ppm): 5,38 (s, PCholA), 4,57 (m, PCholA), 3,66 (s, -O-

CH3, XA), 2,32-1,83 (szkielet polimerowy), 0,69 (s, -CH3, PCholA). FTIR (ATR, ν) cm-1: 2933, 

2905, 2860, 2820, 1719, 1408,1201,1030, 905, 804. 

Tabela 23. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX cholA z Xa. 

Polimer 
Xa 

[mg] 

CholA 

[mg] 

AIBN 

[mg] 

THF 

[mL] 

konwa 

[%] 

PCholA-Xa (50) 83,2 880 6,56 3 99 

PCholA-Xa (51) 41,6 880 3,28 3 99 

PCholA-Xa (52) 20,8 880 1,64 3 98 

aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 
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8.2. Otrzymywanie kopolimerów blokowych poli(akrylanu cholesterylu) i poli(N-

izopropyloakrylamidu) 

8.2.1. Otrzymywanie PCholA-b-PNIPAAm-Xa (53-58) 

Odpowiednie ilości (Tabela 24.) NIPAAm, PCholA-

Xa (50-52) i THF zostały umieszczone 

w probówkach. Mieszaniny zostały odgazowane 

i wstawione do łaźni olejowej. Po osiągnięciu 70 °C, 

dodano inicjator (AIBN). Po 24 godzinach probówki 

ochłodzono a THF odparowano. Otrzymane produkty rozpuszczono w dichlorometanie  

i strącono w zimnym heksanie, przesączono i następnie suszono w piecu (60 °C). Równanie 

reakcji zostało przedstawione na schemacie 25. PCholA-b-PNIPAAm-Xa (58): 1H NMR (400 

MHz, CDCl3, δ, ppm): 5,38 (s, PCholA), 4,02 (CH(CH3)2, PNIPAAm), 2,40-1,50 (szkielet 

polimerowy), 0,69 (s, -CH3, PCholA). FTIR (ATR, ν) cm-1: 3287, 2968, 2930, 2863, 1730, 1639, 

1535, 1457, 1171, 1130. 

Tabela 24. Dane eksperymentalne polimeryzacji RAFT/MADIX NIPAAm z PCholA-Xa (50-52). 

Polimer 
CTA 
[g] 

NIPAAm 
[mg] 

AIBN 
[mg] 

THF 
[mL] 

konwa 

[%] 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (53) 406,6 1130 1,85 5 98 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (54) 745,8 1130 1,85 5 98 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (55) 1084,8 1130 1,85 5 98 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (56) 135,72 1130 0,62 5 98 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (57) 248,82 1130 0,62 5 98 

PCholA-b-PNIPAAm-Xa (58) 361,92 1130 0,62 5 97 
aKonwersja monomeru wyznaczona z 1H NMR. 

  



 

- 160 - 

8.3. Otrzymywanie układów znakowanych fluorescencyjnie 

8.3.1. Otrzymywanie PCholA-SH (59-61) i PCholA-b-PNIPAAm-SH (62-67) 

PCholA-Xa (50-52) i PCholA-b-PNIPAAm-Xa (53-58) (0,01 mmol) 

rozpuszczono w THF (1 mL). Roztwory odgazowano 

przepuszczając przez nie argon przez 15 min. Następnie dodano  

n-propyloaminę (7,4 µl, 0,09 mmol) i tributylofosfinę (4,9 µl, 0,02 mmol). Mieszano przez 

noc w temperaturze pokojowej. Produkty 59-61 strącono w zimnym metanolu, natomiast 

62-67 strącono w zimnym heksanie, odwirowano i osuszono w piecu (60 °C). 

8.3.2. Otrzymywanie PCholA-S-FLU (68-70) i PCholA-b-PNIPAAm-S-FLU (71-76) 

PCholA-SH (59-61) i PCholA-b-PNIPAAm-SH (62-67) 

(0,01 mmol) rozpuszczono w THF (1 mL). Roztwory 

odgazowano przepuszczając przez nie argon przez 

15 min. Następnie dodano n-propyloaminę (7,4 µL, 

0,09 mmol) i tributylofosfinę (4,9 µL, 0,02 mmol). 

Mieszano przez noc w temperaturze pokojowej. 

Produkty 68-70 strącono w zimnym metanolu, 

natomiast 71-76 strącono w zimnym heksanie, odwirowano i osuszono w piecu (60 °C). 
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STRESZCZENIE 

W niniejszej pracy przedstawiono syntezę i charakterystykę nowych termowrażliwych 

nośników doksorubicyny. Do ich otrzymania wykorzystano opracowane wcześniej czynniki 

przeniesienia łańcucha Xa i CholX, handlowo dostępne monomery (NIPAAm i NVCL), 

uzyskany wcześniej monomer (AcacI) oraz nowy monomer (AcacP). W celu otrzymania 

struktur przestrzennych polimery zostały poddane nanostrącaniu, podczas którego 

prowadzona była również enkapsulacja doksorubicyny. Ponadto, wybrane polimery zostały 

poddane aminolizie, w celu redukcji grupy ditiowęglanowej do grupy tiolowej, a następnie 

reakcji Michaela, w celu przyłączenia maleidmidowej pochodnej fluoresceiny. Otrzymane 

związki i materiały zostały scharakteryzowane metodami spektroskopowymi (ATR-FTIR, 

UV-VIS, NMR, fluorymetria), chromatograficznymi (TLC, SEC), mikroskopowymi (SEM, 

TEM), termicznymi (DSC, TGA) oraz z wykorzystaniem rozproszenia światła (DLS, MADLS, 

ELS). Praca została podzielona na dwie części. Pierwsza zawiera badania dotyczące syntezy 

i charakterystyki materiałów polimerowych. W drugiej zaś znajduje się opis nanocząstek 

polimerowych i ich właściwości fizykochemicznych i biologicznych. W obu częściach 

wyszczególniono rozdziały dotyczące związków zawierających jedno ugrupowanie 

cholesterylowe i struktur posiadających tych ugrupowań 10, 15 lub 23.  

Badano wpływ długości bloku PNIPAAm i grupy terminalnej na temperaturę aglomeracji, 

temperaturę zmętnienia i na rozpuszczalność w wodzie i roztworach wodnych polimerów 

zawierających jedno lub więcej ugrupowań cholesterylowych. Przeanalizowano rolę 

kolejności bloków w łańcuchu polimerowym na prosces formowana struktur 

przestrzennych oraz interakcji z cząsteczkami DOX. Wyznaczono rozmiar, kształt i potencjał 

zeta „pustych” i załadowanych doksorubicyną układów, które porównywano z wartościami 

literaturowymi. Przeprowadzono szereg testów biologicznych, które sprawdzały 

biokompatybilność i toksyczność otrzymanych nanocząstek polimerowych dla wybranych 

normalnych i neoplastycznych komórek.  
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ABSTRACT 

In this work, the synthesis and characterization of new thermosensitive carriers of 

doxorubicin are presented. The previously developed chain transfer agents Xa and CholX, 

commercially available monomers (NIPAAm and NVCL), a previously obtained monomer 

(AcacI), and a new monomer (AcacP) were used to obtain delivery systems. To acquire 

spatial structures, the obtained polymers were subjected to nanoprecipitation, during 

which doxorubicin was also encapsulated. In addition, selected polymers were subjected 

to aminolysis to reduce the dithiocarbonate group to a thiol group, followed by a Michael 

reaction to attach the fluorescein maleimide derivative. Synthesized compounds and 

materials were characterized by spectroscopic methods (ATR-FTIR, UV-VIS, NMR, 

fluorimetry), chromatography (TLC, SEC), microscopy (SEM, TEM), thermal analysis (DSC, 

TGA) and light scattering methods (DLS, MADLS, ELS). The work was divided into two parts. 

The first contains research on the synthesis and characterization of polymeric materials. 

The second contains a description of polymer nanoparticles and their physicochemical and 

biological properties. Both parts have sections on compounds containing one cholesteryl 

moiety and structures having 10, 15, or 23 of these moieties. 

The influence of the PNIPAAm block length and the terminal group on the agglomeration 

temperature, cloud point, and solubility in water and aqueous solutions of polymers 

containing one or more cholesteryl groups was investigated. The role of the order of blocks 

in the polymer chain in the formation of spatial structures and the interaction with DOX 

molecules was analyzed. The size, shape, and zeta potential of empty and doxorubicin-

loaded systems were determined and compared with literature values. Several biological 

tests were carried out to check the biocompatibility and toxicity of the obtained polymer 

nanoparticles to selected normal and neoplastic cells.   
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of Chitosan and Low-Methoxy Amidated Pectin as 
Multifunctional Biomaterials for Drug Delivery” 
International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23, 
8092. 

6,208/[6,628] 140 

7. 
J. Augustyniak, I. Zgłobicka, K. Kurzydłowski, P. Misiak, 
A. Z. Wilczewska, J. Gluch, Z. Liao, D. M. 
Perkowski* „Characterization of nanofluids using 

4,996/[5,516] 140 
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multifractal analysis of a liquid droplet trace” Scientific 
Reports, 2022, 12, 11111. 

8. 

I. Kurowska, K. H. Markiewicz*, K. Niemirowicz-
Laskowska, I. Misztalewska-Turkowicz, P. Misiak, G. 
Siemiaszko, H. Car, M. Destarac,  
A. Z. Wilczewska* „Membrane-active diacylglycerol-
terminated thermoresponsive polymers: RAFT synthesis 
and biocompatibility evaluation” European Polymer 
Journal, 2022, 169, 111154. 

5,546/[5,006] 100 

9. 

G. Siemiaszko*, K. Niemirowicz-Laskowska*, K. H. 
Markiewicz, I. Misztalewska-Turkowicz, E. Dudź, S. 
Milewska, P. Misiak, I. Kurowska, A. Sadowska, H. Car, A. 
Z. Wilczewska* „Synergistic effect of folate-conjugated 
thermosensitive polymers and 5-fluorouracil in the 
treatment of colon cancer” Cancer Nanotechnology, 
2021 12:31. 

7,917/[4,822] 100 

10. 

R. Bucki, K. Niemirowicz-Laskowska, P. Deptuła, A.Z. 
Wilczewska, P. Misiak, B. Durnaś, K. Fiedoruk, E. Piktel, 
J. Mystkowska, P.A. Janmey, „Susceptibility of microbial 
cells to the modified PIP2-binding sequence of gelsolin 
anchored on the surface of magnetic 
nanoparticles” Journal of Nanobiotechnology 2019, 17, 
81. 

9,429/[11,509] 140 

11. 

P. Misiak, A.T. Dubis, A. Łapiński, „Does the 
Intramolecular Hydrogen Bond Affect the Spectroscopic 
Properties of Bicyclic Diazole Heterocycles?” Journal of 
Spectroscopy, 2018, 1048157, 2018. 

1,75/[2,455] 40 

[1] Dane z Web of Science z dnia 11.04.2023 r. 

[2] Punktacja według załącznika do komunikatu Ministra Edukacji i Nauki z dnia 21.12.2021 r. 

 

Prace opublikowane w monografiach pokonferencyjnych: 

1. P. Misiak, „Aromatyczność w ujęciu chemii obliczeniowej na przykładzie układów 

pirolopirazynowych” monografia pt. „Wiele tematów, jedna dziedzina – Chemia II, ISBN 

978-83-939479-4-2, Białystok 2017, str. 105-120. 
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Wystąpienia na konferencjach krajowych i zagranicznych, na których zaprezentowano 

część materiału zawartego w niniejszej rozprawie doktorskiej 

L.p. Autorzy i tytuł wystąpienia 
Nazwa, miejsce  

i data konferencji 
Forma 

wystąpienia 

1. 

Paweł Misiak, Katarzyna Niemirowicz-Laskowska, 
Karolina H. Markiewicz, Przemysław Wielgat, Izabela 
Kurowska, Iwona Misztalewska-Turkowicz, Halina 
Car, Agnieszka Z. Wilczewska „Projektowanie, 
synteza i charakterystyka polimerowych nośników 
doksorubicyny z ugrupowaniem cholesterylowym” 

VII Konferencja 
„Związki biologicznie 
czynne: aktywność, 
struktura, synteza”, 

Białystok, Polska 
(24-25.06.2022) 

komunikat 

2. 

Paweł Misiak, Iwona Misztalewska-Turkowicz, 
Karolina H. Markiewicz, Agnieszka Z. Wilczewska 
„Design, synthesis, and characterization of 
cholesterol-terminated thermosensitive polymers for 
doxorubicin delivery” 

BPC 2022, Bordeaux, 
Francja  

(13-16.06.2022) 
poster 

3. 

Paweł Misiak, Iwona Misztalewska-Turkowicz, 
Karolina H. Markiewicz, Agnieszka Z. Wilczewska 
„Thermoresponsive cholesterol-terminated 
copolymers for doxorubicin delivery” 

POLYMAT 2022, 
Zabrze, Polska 
(17.03.2022) 

poster 

4. 
Paweł Misiak „Termowrażliwe nośniki leków 
zawierające ugrupowania cholesterylowe” 

XIV KSD, Toruń, 
Polska 

(20-22.09.2021) 
komunikat 

5. 

Paweł Misiak, Katarzyna Perkowska, Agnieszka Z. 
Wilczewska „Polimeryzacja RAFT/MADIX nowych 
kopolimerów amfifilowych zawierających cholesterol 
w łańcuchach bocznych oraz ich wybrane właściwości 
fizykochemiczne" 

63. Zjazd Naukowy 
PTChem, Łódź, 

Polska 
(13-17.09.2021) 

komunikat 

6. 

Paweł Misiak, Izabela Kurowska, Karolina H. 
Markiewicz, Iwona Misztalewska-Turkowicz, 
Agnieszka Z. Wilczewska „Synthesis, polymerization 
and copolymerization via RAFT/MADIX of new 
complexing monomer – acetylacetone derivative” 

16 th BPS 2019, 
Bayreuth, Germany 

(22-24.09.2019) 
flash talk 

7. 
Paweł Misiak, Agnieszka Z. Wilczewska „Nowoczesne 
nośniki leków” 

XII MSKN, Warszawa  
(4-5.06.2019) 

komunikat 

8. 
Paweł Misiak, Agnieszka Z. Wilczewska „Polimery 
termowrażliwe z pochodnymi cholesterylowymi” 

61. Zjazd PTChem, 
Kraków, Polska 
(17-21.09.2018) 

poster 

9. 

Paweł Misiak, Izabela Kurowska, Iwona 
Misztalewska-Turkowicz, Kamila Lubowicka and 
Agnieszka Z. Wilczewska „Synthesis of thermo-
responsive polymers with cholesteryl moieties at the 
end of the polymeric chain” 

24th Conference on 
Isoprenoids, 

Białystok, Polska  
(8-12.09.2018) 

poster 

10. 
Paweł Misiak, Agnieszka Z. Wilczewska „Cholesterol 
derivative as chain transfer agent for RAFT/MADIX 
polymerization of vinyl-ɛ-caprolactam” 

ChemCys 2018, 
Blankeberge, Belgia  

(21-23.02.2018) 
poster 
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Realizowane granty 

1. Kierownik w NCN, PRELUDIUM 19, 2020/37/N/ST5/02140 „Termowrażliwe polimery 

gwieździste oparte na steroidach i sacharydach jako nowoczesne systemy dostarczania 

leków” realizowany na Wydziale Chemii Uniwersytetu w Białymstoku. Okres realizacji: 

luty 2021 - styczeń 2024, kwota dofinansowania: 210 000 PLN. 

2. Doktorant w NCN, OPUS 11, 2016/21/B/ST5/01365 „Nowe wrażliwe na bodźce 

kopolimery do kontrolowanego dostarczania leków.” realizowany na Wydziale Chemii 

Uniwersytetu w Białymstoku. Okres realizacji: marzec 2017- luty 2021, kwota 

dofinansowania: 766 930 PLN. Kierownik grantu: prof. dr hab. Agnieszka Z. Wilczewska 

Staże i szkolenia 

1. Trzymiesięczny staż naukowy na Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie (Francja) pod 

kierunkiem prof. Mathiasa Destarca (1 października – 31 grudnia 2022). 

2. Miesięczny staż naukowy w firmie ChM sp. z o.o. z siedzibą w Lewickich 3b, 16-061 

Juchnowiec Kościelny, posiadającym nr REGON: 050561656, NIP: 966-11-76-019, staż 

był odbywany w siedzibie firmy (1 – 31 sierpnia 2021). 

3. Webinarium „Analiza mikroplastików techniką spektroskopii FTIR i Ramana” 

organizowane przez MS Spektrum (26 marca 2021). 

4. Szkolenie z zakresu pomiarów fluorescencyjnych zrealizowane przez firmę ABL&E-JASCO 

Polska Sp. Z o. o., Wydział Chemii UwB (19 marca 2021). 

5. Zaawansowane szkolenie z obsługi analizatora wielkości, stężenia i potencjału zeta 

cząstek Zetasizer Ultra Red (ZSU3305) wraz z wyposażeniem zrealizowane przez A. P. 

Instruments, Wydział Chemii UwB (26 lutego 2021). 

6. Szkolenie z podstaw DLS i ELS w zakresie pomiaru próbek polimerów połączone  

z warsztatami na aparacie Zetasizer Ultra przeprowadzonym przez A. P. Instruments, 

Wydział Chemii UwB (23 stycznia 2020). 

7. Warsztaty analityczne „Zastosowanie metod spektrometrycznych w badaniach 

środowiskowych, kryminalistycznych i żywnościowych” zorganizowany przez MS 

SPEKTRUM, Wydział Biologii UwB (26 listopada 2019). 

8. Szkolenie COST „Szkoła metod spektroskopii” jako praktykant, Uniwersytet Wiedeński, 

Wiedeń, Austria (5-8 czerwca 2018). 

Inne 

1. Finalista konkursu Technotalent - 2 edycje z rzędu (2017 i 2018). 

2. Członek Zarządu Białostockiego Oddziału PTChem na kadencję 2022-2024. 

3. Koordynator Spotkań z Nauką na Wydziale Chemii UwB (2020, 2021, 2022, 2023).  

4. Założyciel i opiekun kanału Wydział Chemii UwB na platformie YouTube. 

5. Moderator strony Wydział Chemii Uniwersytetu w Białymstoku na platformie 

Facebook.  
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