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Wymiana masy w uktadach rozproszonych
do zastosowan biomedycznych

Wstep

Transport sktadnikéw biologicznie czynnych w nowych terapiach
nowotworéw realizowany moze by¢ poprzez wykorzystanie no$ni-
kéw w postaci uktadéw rozproszonych. Sktad i struktura no$nika
dobierane sa tak, aby intensyfikowa¢ transport substancji leczniczej
w miejscach zmienionych chorobowo [Bertrand i in., 2014]. Srodo-
wisko guza nowotworowego rézni od zdrowej tkanki m.in. pH na
zewnatrz komodrek. W zdrowych tkankach pH zewnatrzkomdrkowe
przyjmuje wartosci z zakresu 7,3+7,4, natomiast w guzie nowotwo-
rowym pH jest nizsze i wynosi 6,2+6,9. Przy$pieszony metabolizm
iintensywny wzrost komoérek nowotworowych przyczyniaja si¢ do
zakwaszenia ich §rodowiska [Vaupel, 2004, Cardone i in., 2004].

Celem pracy byto wytworzenie cieklych wielofazowych i selek-
tywnych no$nikéw chemoterapeutyku w postaci emulsji wielokrot-
nych i zbadanie szybko$ci jego uwalniania w r6znych warunkach pH
z emulsji o ré6znych rozmiarach kropel (Rys. 1).
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Rys. 1. Uwalnianie chlorowodorku doksorubicyny (DOX)
z emulsji wielokrotnej w warunkach pH 7,4 oraz pH 6,3

Badania doswiadczalne

Wytwarzanie i badania emulsji wielokrotnych

Sktad faz emulsji wielokrotnych i warunki ich wytwarzania pod-
czas badan uwalniania chlorowodorku doksorubicyny (DOX) poda-
no w tab. 1. Emulsje wytwarzano w biokontaktorze z przeptywem
helikoidalnym [Dtuska i Markowska-Radomska, 2010]. W przypad-
ku obu emulsji (E1 i E2) kontaktor zasilano trzema réznymi stru-
mieniami faz. Szczelina pomigdzy wspétosiowymi cylindrami kon-
taktora miata szeroko$¢ 1,5 mm.

Obserwacje mikroskopowe wytwarzanych emulsji prowadzono
z wykorzystaniem mikroskopu Olympus BX-60 z kamera Olympus SC50.

Tab. 1. Warunki wytwarzania oraz sktad faz emulsji wielokrotnych

Emulsja: El B2
Przeptyw wewngtrznej 15 10
fz;zy:' membranowej 30 10
[en/min] zewngtrznej 60 150
Czgstos¢ obrotéw cylindra
kontaktora [obr/min] 2160 2160

woda destylowana, 2% mas. alginian 0,25% mas.
Pluronic P-123

DOX 69,9 uM DOX 170 uM

wewngtrznej

membranowej olej sojowy, 2% mas. Span 83

Sktad
fazy:

woda destylowana, 0,25% mas. Tween 80,
0,2% mas. S6l sodowa karboksymetylocelulozy
(Na-CMO),

0,25% mas.
Pluronic P-123

zewngtrznej

0,14% mas. Poloxamer 407,
0,11% mas. Pluronic P-123

Za pomoca oprogramowania Image Pro Plus 4.5 (Media Cyberne-
tics) przeprowadzono analiz¢ wykonanych zdjg¢ mikroskopowych
emulsji. Zmierzono 800+1000 kropel badanych emulsji,
1 na tej podstawie wyznaczono rozklady ich rozmiaréw. Ocena
cytotoksycznosci nosnika oraz dobér dawek zostaly wykonane
w ramach wczeéniejszych badan [Dfuska i in., 2017].

Uwalnianie chlorowodorku doksorubicyny
z emulsji wielokrotnych

Prowadzono badania uwalniania DOX zamknigtego w kroplach
fazy wewngtrznej (Rys. 2) emulsji podwdjnej W,/O/W, (W — faza
wodna, O — faza olejowa).
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Rys. 2. Emulsja wielokrotna W1/O/W,

Uwalnianie DOX prowadzono w $rodowisku buforu fosforanowe-
go (PBS) o pH 7.4 — $rodowisko komérek zdrowych oraz PBS
opH 6,3 — $rodowisko komoérek chorych. Emulsje dodawano do
PBS w proporcji objetosciowej 1:100 (emulsja : PBS).

Podczas uwalniania objeto$é pojedynczej prébki wynosita 1 cm®,
a temperatura: 37°C. W czasie uwalniania pobierano kolejne probki
emulsji rozproszonej w PBS, aby wyznaczy¢ profil zmian st¢zenia
substancji uwalnianej w czasie. Uwalniang DOX oznaczano spektro-
fluorymetrycznie (£, 488nm/E,, 593nm).

Wyniki i ich analiza

Emulsje wielokrotne

Do badan uwalniania DOX w dawce 100 nM wybrano dwie emul-
sje rézniace sig¢ wielkoscia kropel. Emulsja E1 charakteryzowata sig
wigkszymi rozmiarami kropel fazy membranowej i fazy wewngtrz-
nej w poréwnaniu z rozmiarami kropel emulsji E2. Dla emulsji E1
$rednica Sautera kropel membranowych wynosita D;, = 28,6 um,
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Rys. 3. Rozklad rozmiaréw kropel emulsji E1 (I) oraz E2 (II)

Rys. 4. Przyktadowe zdjgcia mikroskopowe emulsji E1 (I) oraz E2 (II)

Stopien enkapsulacji DOX w emulsji E1 wynosit 97,4%, a w emulsji
E2 955%. Biopolimer —sél sodowa karboksymetylocelulozy
(Na-CMC) byt w obu emulsjach sktadnikiem umozliwiajacym bada-
nie odpowiedzi uktadu na zmiany pH.

Badania uwalniania chlorowodorku doksorubicyny
z emulsji wielokrotnych

W  przypadku obu emulsji DOX uwalniala si¢ szybciej
w §rodowisku kwasnym przy pH 6,3 (symulowane S$rodowisko
guza), w poréwnaniu z uwalnianiem prowadzonym w $rodowisku
o pH 74 (symulowane $rodowisko zdrowych komérek). Wykazano
to narys. 5.

Czas uwalniania, h

Rys. 5. Profile uwalniania DOX z emulsji E1 i E2 w PBS o pH 7,41 PBS o pH 6,3

Réznice szybkosci uwalniania w réznych pH wynikaja ze zmiany
wiasciwosci fizykochemicznych biopolimeru (Na-CMC), ktéra jest
gléwnym sktadnikiem faz zewngtrznych obu emulsji. W $rodowisku
kwasnym obecne sa dodatkowe jony, ktére powoduja zwijanie tan-
cuchéw polimeru i tym samym zmniejszenie jego lepkosci, co
wplywa na szybko$§¢ transportu. W $rodowisku obojgtnym polimer
zachowuje strukturg dtugich tancuchéw [Benyounes i Benmounah.
2012; Mitsumata i in., 2003]. Obserwowano szybsze uwalnianie
zemulsji E2 o mniejszych rozmiarach kropel, w poréwnaniu
z emulsja E1, co wynika z ich wigkszej powierzchni miedzyfazowe;.

Whnioski

Wyniki pracy potwierdzity mozliwos¢ realizacji selektywnego
transportu sktadnika w uktadach wielofazowych jako emulsyjnych
nosniach chemoterapeutyku do zastosowan w terapiach guzéw
nowotworowych.

Dzigki zastosowaniu jako sktadnika emulsji biopolimeru (s6l so-
dowa karboksymetylocelulozy) odpowiadajacego zmiang swoich
wilasciwosci fizykochemicznych (lepkosci) na zmiany zewngtrznych
parametréw (pH srodowiska) uzyskano nosnik pozwalajacy na se-
lektywne uwalnianie enkapsulowanego chemoterapeutyku (chloro-
wodorku doksorubicyny).
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