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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb funkcjonalizacji eksfoliowanego heksagonalnego azotku boru.

Nie sg znane sposoby funkcjonalizacji eksfoliowanego heksagonalnego azotku boru.

Z Controlled Nucleation for the Regulation of the Particle Size in Monodisperse Gold Suspensions
nature physical science 241, 20-22 (01 January 1973) znana jest metoda wytworzenia nanoczgstek
zfota o kontrolowanej wielko$ci, funkcjonalizacji grafenu (Decorating Graphene Sheets with Gold Nano-
particles, Ryan Muszynski, Brian Seger, and Prashant V. Kamat, J. Phys. Chem. C, 2008, 112 (14), pp
5263-5266) polegajaca na wymieszaniu grafenu z kwasem chloroztotowym, podgrzaniu go do wrzenia,
a nastepnie dodaniu cytrynianu sodu w celu redukcji ztota i naniesieniu go na powierzchnie grafenu.

Spos6bb funkcjonalizacji eksfoliowanego heksagonalnego azotku boru, wedtug wynalazku, cha-
rakteryzuje sie tym, ze eksfoliowany heksagonalny azotek boru zanurza sie w nadtlenku wodoru w sto-
sunku 1:2, gotuje sie pod chfodnica zwrotng w temperaturze 110°C przez 48 godzin, suszy sie i miesza
z wodag w stosunku 2:50 w stosunku do wody. Nastepnie pod chtodnicg zwrotng doprowadza sie do
wrzenia i dodaje kwas chloroztotowy w stosunku 4:3 w odniesieniu do heksagonalnego azotku boru
i podgrzewa przez 5 minut w temperaturze 100°C. Dodaje sie kroplami cytrynian sodu w stosunku 5:1
do iloéci kwasu chloroztotowego i prowadzi sie reakcje przez 1 godzine w stanie wrzenia, po czym
otrzymany roztwér studzi sie, odwirowuje sie otrzymany zwigzek i przemywa wodg w celu wyréwnania
pHdo 7.

Korzystnie eksfoliowany heksagonalny azotek boru uzyskuje sie w taki sposéb, ze sproszkowany
heksagonalny azotek boru miesza sie z manganianem (VIl) potasu w stosunku 1:4, miesza sie miesza-
dtem magnetycznym pod chtodnicg zwrotng, nastepnie stopniowo dolewa sie kwas siarkowy (VI) o ste-
zeniu 96% w ilosci w ilosci 20:1 w stosunku do manganianu, podgrzewa sie to temperatury 40°C przez
6 godzin i studzi. Nastepnie dodaje sie nadtlenek wodoru w ilo$ci stosunku 10:3 w odniesieniu nadtlenku
do kwasu i cato$¢ utrzymuje sie w niskich temperaturach z wykorzystaniem tazni wodnej z lodem. Tak
otrzymany eksfoliowany chemicznie heksagonalny azotek boru poddaje sie oczyszczaniu w wiréwce,
wyréwnujgc pH do 7 i przemywa woda, a nastepnie w ilosci 0,5% objetoSciowych miesza sie z N-mety-
lopirolidonem, poddaje sonikacji tipem przez 30 minut i odparowuje rozpuszczalnik.

Korzystnie stosuje sie sonikator o mocy 600 W, w ktérym modut pulsowania ustawia sie na
5 sekund, 5 sekund wtgczony, 5 sekund wytgczony.

Sposéb wedtug wynalazku jest tatwy w wykonaniu, nie wymaga wielu szkodliwych odczynnikéw
oraz skomplikowanej aparatury. Otrzymany sposobem wedtug wynalazku heksagonalny azotek boru
zawierajgcy zfoto moze by¢ wykorzystany w medycynie. Ztoto znane jest ze swoich wtasciwosci tera-
peutycznych. Ma ono wiasciwosci antybakteryjne, wykorzystywane jest w terapii reumatoidalnego za-
palenia stawoéw (w postaci aurotiojabiczanu sodu), znane jest takze wykorzystywane promieniotwor-
czych izotopéw ztota w walce przeciw nowotworom. Whasciwosci ztota réznig sie jednak nieco w zalez-
nosci od wielkoSci jego czastek, np. nanoziota czy makroczastek ziota. Materiat otrzymany sposobem
wedtug wynalazku moze by¢ wykorzystany do zmiany morfologii oraz aktywno$ci metabolicznej komoé-
rek. Moze byé wykorzystany w terapii antyrakowej, gdyz wptywa na potencjat proliferacyjny komérek
rakowych, to znaczy obniza ich zdolno$¢ do podziatu, co sprawia, ze komérki rakowe nie dzielg sie,
natomiast dla zdrowych komoérek jest nietoksyczny.

Rozwigzanie wediug wynalazku przedstawione jest w przykfadzie wykonania i na rysunku, na
ktérym fig. 1 i fig. 2 przedstawia zdjecia heksagonalnego azotku bom ze ztotem z transmisyjnego mi-
kroskopu elektronowego, fig. 3 przedstawia zdjecia heksagonalnego azotku boru ze ztotem z mikro-
skopu sit atomowych, fig. 4 przedstawia analize UV-Vis dla heksagonalnego azotku boru po eksfolia-
cjach oraz kompozytu heksagonalnego azotku boru ze ztotem, fig. 5 przedstawia analize morfologiczng
linii komérek zdrowych L929, przy czym ,a” — to hodowla kontrolna, a ,b” — po 24 godzinach inkubacji
z heksagonalnym azotkiem boru ze ztotem, fig. 6 przedstawia analize morfologiczng linii komérek raka
piersi MCF-7, przy czym ,a” — to hodowla kontrolna, a ,b"- po 24 godzinach inkubacji z heksagonalnym
azotkiem bom ze ztotem, fig. 7 przedstawia analize holograficzng linii komérek zdrowych L929 po do-
daniu heksagonalnego azotku boru ze zfotem, przy czym ,a” — przedstawia moment rozpoczecia inku-
bacji, ,b” — przedstawia obraz po 1 godzinie inkubacji, C — obraz po 4 godzinach inkubacji, D — po 24
godzinach inkubacji, fig. 8 przedstawia analize holograficzng linii komoérek raka piersi MCF-7 po dodaniu
heksagonalnego azotku boru ze zfotem, przy czym ,a” przedstawia moment rozpoczecia inkubacii, ,b”
— przedstawia obraz po 1 godzinie inkubacji, ,c” — obraz po 4 godzinach inkubacji, D — po 12 godzinach
inkubacji, fig. 9 przedstawia wptyw stezehn heksagonalnego azotku bom ze ztotem na komoérki zdrowe
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L929 i rakowe MCF-7, przy czym ,a” przedstawia wplyw na aktywno$é mitochodnialng komérek, ,b”
— na uwolnienie wewngtrzkomoérkowej dehydrogenazy LDH, ,¢c” — na wzgledng zywotno$¢ komérek.

Otrzymano eksfoliowany heksagonalny azotek boru w nastepujgcy sposéb. Sproszkowany hek-
sagonalny azotek boru w ilosci 0,75 g zmieszano z manganianem (VII) potasu w stosunku 1:4 i mie-
szano mieszadtem magnetycznym pod chtodnicg zwrotng. Stopniowo dolewano kwas siarkowy (VI)
o stezeniu 96% w iloSci 60 ml, podgrzewano do temperatury 40°C przez 6 godzin i studzono. Nastepnie
dodano nadtlenek wodoru w ilosci 200 ml i cato$¢ utrzymywano w niskich temperaturach z wykorzysta-
niem fazni wodnej z lodem. Otrzymany eksfoliowany chemicznie heksagonalny azotek boru poddano
oczyszczaniu w wirdbwce, wyroéwnujgc pH do 7 i przemyto wodg. Nastepnie poddano go eksfoliacji me-
chanicznej. Eksfoliacja mechaniczna polegata na tym, ze heksagonalny azotek boru w ilosci 0,3 g zmie-
szano z N-metylopirolidonem w ilosci 15 ml a nastepnie poddano sonikacji tipem przez 30 minut. Po
odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano heksagonalny azotek boru cienkich warstwach. Stosowano
sonikator o mocy 600 W (25%), w ktérym modut pulsowania ustawia sie na 5 sekund, (5 sekund wia-
czony, 5 sekund wyfgczony).

Otrzymany w ten sposob eksfoliowany heksagonalny azotek boru poddaje sie funkcjonalizaciji
zfotem w nastepujgcy sposédb. Eksfoliowany heksagonalny azotek boru zanurza sie w nadtlenku wodoru
w stosunku 1:2, gotuje sie pod chtodnica zwrotng w temperaturze 110°C przez 48 godzin, suszy sie
i miesza z wodg w stosunku 2:50 w stosunku do wody. Nastepnie pod chtodnicg zwrotng doprowadza
sie do wrzenia dodaje kwas chloroztotowy w stosunku 4:3 w odniesieniu do heksagonalnego azotku
boru i podgrzewa przez 5 minut w temperaturze 100°C. Dodaje sie kroplami reduktor w postaci cytry-
nianu sodu w stosunku 5:1 do ilosci kwasy chloroztotowego i prowadzi sie reakcje przez 1 godzine
w stanie wrzenia, po czym otrzymany roztwo6r studzi sie, odwirowuje sie otrzymany zwigzek i przemywa
wodg w celu wyréwnania pH do 7. Badania potwierdzajgce osadzenie sie ztota na powierzchni heksa-
gonalnego azotku boru zostaty przeprowadzone za pomocg spektrofotometru UV-Vis, transmisyjnego
mikroskopu elektronowego oraz skaningowego mikroskopu elektronowego. Wszystkie trzy metody po-
twierdzity obecnos$¢ ztota na powierzchni, a takze mozliwe byto zbadanie dystrybuciji oraz wielko$ci me-
talu na noéniku.

Przeprowadzono badanie majgce na celu okreslenie wptywu otrzymanego nanokompozytu hek-
sagonalnego azotku boru ze ztotem (h-BN_AuNP) na komérki ssacze.

Okreslenie biokompatybilno$ci zsyntetyzowanego nanozwigzku stanowito istotny etap charakte-
rystyki kompozytu h-BN_AuNP i obejmowato — okreslenie potencjalnej zmiany morfologii komoérek oraz
aktywnos$ci metaboliczne;j.

W analizie biologicznej wykorzystano komoérki dwoch adhernetnych linii komérkowych — L929
(lina komdérkowa mysich fibroblastow, ATCC® CCL-1 ™) oraz MCF-7 (linia komdrkowa raka piersi, ade-
nocarcinoma, ATCC® HTB-22 ™). Kazda z linii zostata poddana dziataniu kompozytu zawieszonego
w petnym medium hodowlanym DMEM uzupetnionym o bydlecg surowice ptodowg — FBS (10%), r-r
antybiotykéw (penicyline-streptomycyne 50 IUmI"), r-r L- glutaminy (2 mM) oraz r-r amfoterycyny B
(2.5 pgml"). Komérki oby linii inkubowano z nanomateriatem w nastepujgcych stezeniach — 0,0, 3,125,
6,25, 10,0, 12,5, 25,0, 50,0, 100,0, 200,0 pgml' przez okres 24 godzin (w standardowych warunkach
dla hodowli komérkowych — 37°C, 95% wilgotnosci, 5% COy).

Analize morfologiczng komoérek prawidtowych i nowotworowych oparto o obserwacje mikrosko-
powg (kontrast fazowy, mikroskop odwrdécony, Nikon Eclipse TS-100) oraz holograficzng (HoloMoni-
tor™ M4, Phase Holographic).

W przypadku obu obserwacji mikroskopowych komoérki hodowano w butelkach typu T-flask 25
(o powierzchni wzrostu 25 cm?2), po uprzednim ich wysianiu w ilo$ci 7,5x10%/naczynie hodowlane. Mi-
krografie z uzyciem mikroskopu odwréconego wykonano pod koniec 12-godzinnej inkubacji z testowa-
nym czynnikiem. Natomiast analiza holograficzna polegata na poklatkowej dokumentacji holograficzne;j
obu linii komérkowych w czasie rzeczywistym, podczas 12-godzinnej inkubacji w odstepie 1 min. Ze-
brane w ten sposdb dane po obrébce zostaty przedstawione w postaci obrazéw 2 i 3D na fig. 7 i 8.

Okreslenie wptywu kompozytu h-BN_AuNP na aktywno$¢ metaboliczng komérek wymagata prze-
prowadzenia testow — CCK-8, LDH oraz NRU. W celu oszacowania wptywu kompozytu na metabolizm
komorkowy komérki wsiano na ptytki 96-dotkowe w ilo$ci 5x103 komorek/dotek i hodowano w standar-
dowych warunkach (jak wyzej) przez czas 24 godzin. Nastepnie komérki poddano dziataniu kompozytu
(w stezeniach jak wyzej) przez czas 24 godzin. Kazdy test wykonano trzykrotnie w niezaleznych do-
Swiadczeniach, a kazde ze stezen testowanych na ptytkach powtérzono trzy razy. Uwzgledniono takze
wptyw rozpuszczalnika (Pluronic) uzytego do przygotowania wstepnego roztworu nanokompozytu
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(o poczatkowym stezeniu 1 pgm-') na metabolizm komérkowy, a cato$¢ wynikow odnoszono do hodowli
kontrolnej (komérki inkubowane tylko z medium hodowlanym niezawierajgcym czynnika testowego).

Analiza metabolizmu komérkowego polegata na ocenie poziomu aktywnos$ci mitochondrialnej ko-
morek obu linii przy pomocy testu CCK-8. Cell Counting Kit-8 (CCK-8) pozwala na pomiar ilosci roz-
puszczalnego w wodzie pomaranczowego formazanu powstajgcego w wyniku redukcji WST-8 [2-(2-
-metoksy-4-nitrofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-2H-tetrazolu, soli monosodowej] w obec-
nosci nosnika elektronéw (1-metoksy PMS) w wyniku aktywnoéci metabolicznej (mitochondrialnej
w kompleksie | taricucha oddechowego) komérek. Wyniki dla testu CCK-8 przedstawia wykres — fig. 9 A.

Test LDH (dehydrogenazy mleczanowej) wskazuje na poziom uszkodzenia btony plazmatycznej
oraz $mierci komorkowej. Poziom LDH uwolnionego do medium komérkowego jest miarg iloSci uszko-
dzonych komorek i cytotoksycznos$ci badanego zwigzku. llo$¢ uwolnienia LDH z komérek w obecnosci
h-BN_AuNP przedstawia wykres — fig. 9 B.

Test NRU okresla poziom transportu aktywnego barwnika — czerwieni obojetnej (NR) przez zywe
komorki, ktére magazynujg go w organellach o kwasnym pH (np. w lizosomach). Stopien ilosci barwnika
w tescie wprost proporcjonalny do ilosci zywych komérek okre$lony w obecnosci ré6znych stezen
h-BN_AuNP przedstawia wykres — fig. 9 C.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob funkcjonalizaciji eksfoliowanego heksagonalnego azotku boru, znamienny tym, ze
eksfoliowany heksagonalny azotek boru zanurza sie w nadtlenku wodoru w stosunku 1:2, go-
tuje sie pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 110°C przez 48 godzin, suszy sie i miesza
z wodg w stosunku 2:50 w stosunku do wody, nastepnie pod chtodnicg zwrotng doprowadza
sie do wrzenia i dodaje kwas chloroztotowy w stosunku 4:3 do heksagonalnego azotku boru
i podgrzewa przez 5 minut w temperaturze 100°C, po czym dodaje sie kroplami cytrynian sodu
w stosunku 5:1 do iloSci kwasu chloroztotowego i prowadzi sie reakcje przez 1 godzine
w stanie wrzenia, nastepnie otrzymany roztwoér studzi sie, odwirowuje sie otrzymany zwigzek
i przemywa wodg w celu wyréwnania pH do 7.

2. Sposob funkcjonalizacji wedtug zastrzezenia 1, znamienny tym, ze eksfoliowany heksago-
nalny azotek boru uzyskuje sie w taki sposéb, ze sproszkowany heksagonalny azotek boru
miesza sie z manganianem (VIl) potasu w stosunku 1:4, miesza sie mieszadtem magnetycz-
nym pod chtodnicg zwrotng, nastepnie stopniowo dolewa sie kwas siarkowy (VI) o stezeniu
96% w ilosci w ilosci 20:1 w stosunku do manganianu, podgrzewa sie to temperatury 40°C
przez 6 godzin i studzi, po czym dodaje sie nadtlenek wodoru w iloSci stosunku 10:3 w odnie-
sieniu nadtlenku do kwasu i cato$é utrzymuje sie w niskich temperaturach z wykorzystaniem
tazni wodnej z lodem, tak otrzymany eksfoliowany chemicznie heksagonalny azotek boru pod-
daje sie oczyszczaniu w wirdwce, wyréwnujac pH do 7 i przemywa wodg, a nastepnie w iloci
0,5% objetosciowych miesza sie z N-metylopirolidonem, poddaje sonikacji tipem przez 30 mi-
nut i odparowuje rozpuszczalnik.

3. Sposdb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosuje sie sonikator o mocy 600 W, w ktérym
modut pulsowania ustawia sie na 5 sekund, 5 sekund wtgczony, 5 sekund wytgczony.
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