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Streszczenie

Nanomedycyna, obecnie jako jedna z najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin
nanotechnologii oferuje nowe mozliwosci dla skutecznych metod leczenia wielu schorzen,
w tym choréb nowotworowych, czy tez infekcji, wywotywanych przez wysoce oporne na
antybiotyki bakterie. Stanowi ona nowg alternatywe terapeutyczng, wobec cz¢sto utrudnionej
diagnostyki, czy w nie w peli efektywnych metod leczenia. Na korzys¢ nanomateriatow
przemawiajg ich unikalne witasciwosci fizykochemiczne i biologiczne, wynikajace gtownie
z ich niewielkiego nanometrycznego rozmiaru. Z drugiej jednak strony, szerokie spectrum
dziatania oraz nie do konca poznane mechanizmy toksycznosci stanowia barier¢ dla
medycznego zastosowania nanomaterialow, a co z tym zwigzane, wskazuje tez kierunek wielu
przysztych badan. Dlatego tez, elektroprzgdzone polimerowe nanowtokna, jako innowacyjne
nanomateriaty o duzym potencjale naukowym 1 aplikacyjnym, skupiajg obecnie uwage wielu
badaczy z roznych dziedzin, obejmujac inzynieri¢ tkankowa, medycyn¢ regeneracyjna, czy
systemy kontrolowanego dostarczania lekow.

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo opracowanie nowych
nanomateriatlow na bazie elektroprz¢dzonych nanowldkien PL-b-CL/PVP modyfikowanych
nanoczgstkami i biatkami przeciwbakteryjnymi oraz ocena ich wtasciwosci fizykochemicznych
1 biologicznych.

W sktad pracy doktorskiej weszly trzy oryginalne prace badawcze opublikowane
kolejno w czasopismach Nanomaterials, Macromolecular Bioscience oraz Nanotechnology,
Science and Applications. Wszystkie nanowldkna zostaly wytworzone z biokompatybilnego
1 biodegradowalnego kopolimeru PL-b-CL oraz PVP, a nast¢pnie zmodyfikowane wczesniej
zsyntetyzowanymi nanoczgstkami (CdSe QDs, AuNPs, Dend-AgNPs) i/lub biatkami
(endolizyng). W badaniach zastosowano szeroki zestaw metod fizykochemicznych
1 biologicznych, a takze r6zne podejscia i metody modyfikacji nanowldkien, ktdre pozwolity
na kompleksowa charakterystyke opracowanych nanomaterialdow oraz oceng ich potencjatu
aplikacyjnego.

W Publikacji [ (Nanomaterials, 2023) przedstawiona zostala procedura syntezy
hybrydowych nanowtokien PL-b-CL/PVP modyfikowanych kropkami kwantowymi
selenku kadmu (CdSe QDs) o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych skierowanych
wobec lekoopornego Pseudomonas aeruginosa PAO1. Co jednak szczegolnie istotne,

opracowane nanowtokna PL-b-CL/PVP-CdSe QDs zmniejszaly  Zywotno$s¢ komorek



nowotworowych do ~20%, co czyni z nich bardzo obiecujace materiaty przeciwnowotworowe
do stosowania miejscowego.

W Publikacji I (Macromolecular Bioscience, 2024) ocenie poddano elektroprzgdzone
nanowtokna PL-b-CL/PVP sfunkcjonalizowane nanoczastkami ztota (AuNPs), ktore wykazaty
wyrazng aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec P. aeruginosa PAOI, niska toksyczno$¢
komoérkowa wobec fibroblastow oraz nieznacznie zwigkszong immunoreaktywnos$¢, co stwarza
mozliwosci ich zastosowania jako nowej klasy opatrunkow na rany. Otrzymane nanowtokna
PL-b-CL/PVP-AuNPs sprawdzity si¢ rowniez jako platformy do transportu $rodkéw
przeciwbakteryjnych, w tym przypadku dendronizowanych nanoczastek srebra (Dend-AgNPs),
ktore dodatkowo wzmocnity dziatanie przeciwbakteryjne catego nanorusztowania.

W ostatniej Publikacji III (Nanotechnology, Science and Applications, 2025)
potwierdzono z kolei role nanowtokien PL-b-CL/PVP jako wydajnych no$nikéw dla substancji
terapeutycznych o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, tj. Dend-AgNPs oraz biatek
pochodzenia bakteriofagowego (endolizyn). Nanowltokna PL-b-CL/PVP, ozdobione
powierzchniowo Dend-AgNPs 1 endolizyna, wykazatly zadowalajaca aktywnos$¢
przeciwbakteryjng wobec Gram-ujemnego patogenu P. aeruginosa PAO1, a efekt ten
powigzany byl z Dend-AgNPs, ktore zwigkszajac przepuszczalno$¢ zewngtrznej blony
bakteryjnej, umozliwiaja endolizynie trawienie bakteryjnego peptydoglikanu. Co wigcej,
wlaczenie do nanowtokien kompleksu Dend-AgNPs/endolizyna znaczaco zmniejszyto jego
cytotoksyczno$¢ w stosunku do ludzkich fibroblastow. Otrzymane wyniki wyraznie wskazuja
na potencjal wytworzonych nanowtokien jako innowacyjnych materialow o wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych.

Dzieki precyzyjnie dobranym parametrom elektroprzedzenia otrzymano cylindryczne
nanowldkna o znaczacej porowatosci oraz dobrej stabilnosci termicznej 1 mechanicznej, co
potwierdzity wykonane analizy fizykochemiczne. Ponadto, zastosowane modyfikacje NF
pozwolily na poszerzenie ich spektrum dziatania 1 wytworzenie wielofunkcyjnych
nanomateriatow, ktéore moga by¢ wykorzystane, jako skuteczne rozwigzania w terapiach
przeciwbakteryjnych oraz przeciwnowotworowych, co otwiera nowe mozliwosci w dziedzinie

nanomedycyny 1 zastosowan biomaterialow.

Stowa kluczowe: -elektroprzedzenie, nanowldkna, nanoczgstki, endolizyna, aktywnos$¢

przeciwbakteryjna, wlasciwosci przeciwnowotworowe



Abstract

Nanomedicine, currently one of the fastest developing fields of nanotechnology, offers
new possibilities for effective methods of treating many diseases, including cancer or infections
caused by highly antibiotic-resistant bacteria. It is a new therapeutic alternative to the often
difficult diagnostics or not fully effective treatment methods. Nanomaterials are favored by
their unique physicochemical and biological properties, mainly resulting from their small
nanometric size. However, on the other hand, the wide spectrum of action and not fully
understood toxicity mechanisms constitute a barrier to the medical use of nanomaterials, and
therefore indicate the direction of many future studies. Therefore, electrospun polymer
nanofibers, as innovative nanomaterials with great scientific and application potential, are
currently the focus of many researchers from various fields, including tissue engineering,
regenerative medicine, and controlled drug delivery systems.

The main aim of this doctoral thesis was to develop new nanomaterials based on
electrospun PL-b-CL/PVP nanofibers modified with nanoparticles and antibacterial proteins as
well as assessment of their physicochemical and biological properties.

The doctoral thesis consists of three original research papers published in the journals
Nanomaterials, Macromolecular Bioscience and Nanotechnology, Science and Applications.
All nanofibers were produced from a biocompatible and biodegradable copolymer PL-b-CL
and PVP, and then modified with previously synthesized nanoparticles (CdSe QDs, AuNPs,
Dend-AgNPs) and/or proteins (endolysin). The research used a wide range of physicochemical
and biological methods, as well as various approaches and methods of nanofiber modification,
which allowed for a comprehensive characterization of the developed nanomaterials and an
assessment of their application potential.

Publication I (Nanomaterials, 2023) presents a procedure for the synthesis of hybrid
PL-b-CL/PVP nanofibers modified with cadmium selenide quantum dots (CdSe QDs) with
antibacterial properties against drug-resistant Pseudomonas aeruginosa PAO1. What is
particularly important, the developed PL-b-CL/PVP-CdSe QDs nanofibers reduced the viability
of cancer cells to ~20%, which makes them very promising anticancer materials for topical use.

In Publication II (Macromolecular Bioscience, 2024), electrospun PL-b-CL/PVP
nanofibers functionalized with gold nanoparticles (AuNPs) were evaluated, which showed clear
antibacterial activity against P. aeruginosa PAO1, low cellular toxicity against fibroblasts, and
slightly increased immunoreactivity, which creates possibilities for their use as a new class of

wound dressings. The obtained PL-b-CL/PVP-AuNPs nanofibers also proved to be platforms



for the transport of antibacterial agents, in this case dendronized silver nanoparticles
(Dend-AgNPs), which additionally enhanced the antibacterial activity of the entire
nanoscaffold.

In the latest Publication III (Nanotechnology, Science and Applications, 2025), the role
of PL-b-CL/PVP nanofibers as efficient carriers for therapeutic substances with antibacterial
properties, i.e. Dend-AgNPs and bacteriophage-derived proteins (endolysins) was confirmed.
PL-b-CL/PVP nanofibers, which were surface-decorated with Dend-AgNPs and endolysin,
showed satisfactory antibacterial activity against the Gram-negative pathogen P. aeruginosa
PAOL, and this effect was associated with Dend-AgNPs, which, by increasing the permeability
of the outer bacterial membrane, enable endolysin to digest bacterial peptidoglycan. Moreover,
the incorporation of the Dend-AgNPs/endolysin complex into nanofibers significantly reduced
its cytotoxicity towards human fibroblasts. The obtained results clearly indicate the potential of
the produced nanofibers as innovative materials with antibacterial properties.

Thanks to precisely selected electrospinning parameters, cylindrical nanofibers with
significant porosity and good thermal and mechanical stability were obtained, which was
confirmed by the performed physicochemical analyses. In addition, the applied NF
modifications allowed to broaden their spectrum of action and to produce multifunctional
nanomaterials that can be used as effective solutions in antibacterial and anticancer therapies,

which opens up new possibilities in the field of nanomedicine and biomaterial applications.

Keywords: -eclectrospinning, nanofibers, nanoparticles, endolysin, antibacterial activity,

anticancer properties



1. Wstep

Nanotechnologia zyskuje coraz wigksze znaczenie w wielu dziedzinach nauki,
a zwlaszcza w medycynie 1 farmacji, co zaowocowato licznymi badaniami, prowadzonymi
w celu opracowania efektywnych terapii leczniczych i nanolekow [1], [2]. To wtasnie
w nanomedycynie upatruje si¢ rozwigzan problemow antybiotykoodpornosci bakterii [3], [4],
[5], zwalczania wiruséw [6], [7], produkcji szczepionek [6], [8], czy opracowania skutecznych
terapii przeciwnowotworowych [9], [10], [11]. Nie dziwi wigc zatem fakt, iz z roku na rok na
globalnym rynku obserwuje si¢ zwigkszong ilo$¢ zatwierdzonych  produktow
nanobiomedycznych [1]. Zgodnie z danymi bazy Nanotechnology Products Database,
dotychczas wprowadzono 1318 nanoproduktéw, ktore obejmuja §wiatowy sektor artykulow
medycznych, farmacji, stomatologii, inzynierii tkankowej, protetyki 1 ortopedii
(https.//product.statnano.com/industry/medicine; dost¢p online: 07.02.2025). Sposréd nich
316 posiada certyfikat Agencji ds. Zywnosci i Lekéw (FDA, ang. Food and Drug
Administration) (https://product.statnano.com/certification/fda; dostep online: 07.02.2025).

Nanoprodukty biomedyczne to przede wszystkim nanokrysztaty (np. Ostim®, Vitoss®),
liposomy (np. Doxil ®, Marqibo®), nanoczastki na bazie polimerow (np. Copaxone®, Zilretta®),
biatek (np. Abraxane ®, Rebinyn®) oraz nanoczastki nieorganiczne (np. Feraheme®,
Dexferrum®) [12], [13]. Na korzy$¢ nanostruktur przemawia ich duzy stosunek powierzchni do
objetosci, jak roéwniez mozliwos¢ modyfikacji réznymi zwigzkami 1 ugrupowaniami
funkcjonalnymi. Pozwala to na wydajne tadowanie substancji terapeutycznych, ich precyzyjne
dostarczanie do miejsc docelowych oraz kontrolowane uwalnianie, zmniejszajac tym samym
mozliwe dziatania niepozadane wobec organizmu. Cechy te sprawiaja, ze nanozwiazki, jawig
si¢ zatem jako obiecujace narzedzia wobec tradycyjnie stosowanych metod leczenia
1 diagnostyki chorob [1], [14]. Nalezy jednak pamig¢tac, iz oprocz skutecznosci, weigz pozostaje
do rozwazenia wiele innych kluczowych kwestii, jak np. ich cytotoksycznos¢, genotoksycznosé
oraz interakcje z ukladem odpornosciowym [2]. Co wigcej, aspekt ekonomiczny, zwigzany
z kosztami produkcji i przechowywania, takze odgrywa istotng role¢ w wdrozeniu nanoproduktu
na rynek [13], [14]. Spetienie powyzszych kryteridw jest zatem duzym wyzwaniem, co z kolei
podkresla potrzebe dalszych badan nad projektowaniem nowych nanolekow 1 strategii
terapeutycznych opartych na nanotechnologii.

Nanomateriaty polimerowe, takie jak nanowtdkna (NF), ze wzgledu na swoje unikalne
wlasciwosci fizykochemiczne i1 biologiczne, sa idealnymi kandydatami, jako materialy

biomedyczne do zastosowan na szeroka skale, w tym inzynierii tkankowej, medycynie
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regeneracyjnej, implantach medycznych, systemach dostarczania lekow, czy tez jako materiaty
opatrunkowe. Dostepnos$¢ roznych polimerdéw, zarowno naturalnych, jak 1 syntetycznych,
w polaczeniu z licznymi metodami produkcji nanowldkien, otwiera nie tylko nowe
perspektywy rozwoju badan, ale moze rowniez przyczyni¢ si¢ do wydajniejszego transferu NF

z laboratorium do ich klinicznego zastosowania.

1.1. Nanowlokna polimerowe — innowacyjne materialy do zastosowan

biomedycznych
Wildkna nanometryczne, czyli nanowtdkna, klasyfikuje si¢ jako nanomateriaty, ktorych
Srednica nie przekracza 100 nm. Dostgpno$¢ roznorodnych materiatdéw na bazie wegla, metali
1 ich tlenkow, kompozytoéw oraz polimeréw, ktére mogg zosta¢ wykorzystane w syntezie
nanowldkien, sprawito iz zyskaty one duza popularnos¢ nie tylko w sektorze biomedycznym,
ale i réznych obszarach przemyshu, jak w produkcji baterii, ogniw stonecznych, opakowan
zywosci, filtrow powietrza i wody, a takze odziezy ochronnej [15], [16], [17].
Sposroéd wspomnianych, na szczeg6lng uwage zastuguja nanowtokna polimerowe, ktore
posiadajg takie cechy, jak:
+ duzy stosunek powierzchni do objetoscei,
+ znaczng porowatos¢,
* dostosowywalne wlasciwosci fizykochemiczne i mechaniczne,
+ latwo$¢ w funkcjonalizaciji [18], [19].
Mozliwo§¢ przetwarzania rozmaitych biopolimerow oraz polimeréw syntetycznych
w nanowlokna, w réznych dostepnych technikach ich syntezy, sprawito ze staly si¢
one w ostatnim czasie przedmiotem zainteresowania wielu badaczy z réznych dziedzin.
Na rycinie 1 przedstawiono powszechnie stosowane polimery naturalne i syntetyczne
wykorzystywane w produkcji nanowtokien [19], [20].
Dobor odpowiedniego polimeru jest kluczowym aspektem dla otrzymania materialu
o pozadanej morfologii, odpowiedniej wytrzymato§ci mechanicznej, stabilnosci termiczne;j,
biodegradowalnosci oraz biokompatybilnosci. Prawda jest, iz nanowldkna na bazie
polimeréw naturalnych wykazuja lepsza biokompatybilno§¢ w poroéwnaniu do NF
syntetycznych, niemniej jednak ich stabe wlasciwosci mechaniczne 1 przetwarzalnos¢ stanowi
istotny problem. Co wigcej, istnieje takze ryzyko przeniesienia mikroorganizméw wraz
z naturalnym polimerem, co jest powazanym zagrozeniem, jesli chodzi o produkty do

zastosowan biomedycznych [19], [20], [21]. Z tego tez powodu, w celu wytworzenia
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nanowlokien o okreslonej specyfikacji, podejmowane s3 proby mieszania ze sobg réznych
polimeroéw [22], [23], [24], [25]. Takie podejscie daje szans¢ wzajemnego uzupeiniania si¢
pozadanych cech polimeréw oraz przezwyci¢zenia ich wad, co ma kluczowe znaczenie dla

opracowania efektywnego i bezpiecznego materiatu biomedycznego [19], [26].

Rycina 1. Wybrane polimery naturalne i syntetyczne powszechnie wykorzystywane w produkcji
nanowlokien (zrédto: opracowanie wlasne na podstawie [19], [20]).

Zastosowanie biomedyczne nanowlokien polimerowych obejmuje cztery glowne
obszary: inzynieri¢ tkankowg i medycyne regeneracyjng, materiaty opatrunkowe, biosensory
oraz transport zwigzkéw bioaktywnych i lekéw (ryc. 2) [19], [26], co zostato szczegotowo

omowione w kolejnych sekcjach tego rozdziatu.

Rycina 2. Przyktady biomedycznego zastosowania nanowtdkien (zrodlo: opracowanie wtasne na
podstawie [19], [26]).
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1.1.1. Biosensory

Biosensory na bazie nanowlokien wykazuja znacznie wigkszg czutos¢ detekeji
w poréwnaniu do konwencjonalnych bioczujnikéw. Duza powierzchnia wlasciwa NF pozwala
na wykorzystanie ich jako wydajnej platformy do immobilizacji receptorow, rozpoznajacych
specyficzne anality, takie jak markery nowotworowe, antygeny bakteryjne, leki, hormony,
czy neuroprzekazniki. Co wigcej, porowata struktura membran nanowtoknistych zapewnia
zwigkszong dyfuzje analitu przez warstwe czujnika, umozliwiajgc skuteczng analiz¢ badanych
materiatow 1 ptynéw biologicznych [27], [28]. Powszechne jest takze wprowadzanie do
polimerowej matrycy nanowldkien innych nanostruktur, np. nanoczastek nieorganicznych,
w celu modulowania wlasciwosci optycznych, mechanicznych, elektrycznych i termicznych
nanobiosensora [29], [30].

Badane byly rézne typy receptorow oraz sposoby ich immobilizacji na powierzchni
nanowlokien. Z powodzeniem sfunkcjonalizowano je biatkami, przeciwcialami, kwasami
nukleinowymi oraz aptamerami, za pomocg wigzan kowalencyjnych, metody adsorpcji,
putapkowania (inkluzji), czy tez tzw. imprintingu [28]. Duzy potencjal upatruje si¢ szczegolnie
w wykorzystaniu nanowtokien w diagnostyce choréb nowotworowych [31], [32], [33] oraz
infekcji bakteryjnych [28], [34]. Dla przyktadu, zaprojektowany przez Fan i wsp. biosensor na
bazie elektroprzedzonych nanowtokien PVA/PEI (poli(alkohol winylowy/polietylenoimina),
modyfikowanych kwasem foliowym (FA) sprawdzit si¢ w wychwytywaniu komorek
nowotworowych glejaka wielopostaciowego U-87MG, wykazujacego nadekspresje
receptorow dla FA [33]. W innym badaniu, Kumar i wsp. potwierdzili z kolei, ze wtaczenie
do nanowldkien polimerow przewodzacych, pozwala na produkcje efektywnych
czujnikow elektrochemicznych. Opracowany przez nich czujnik PEDOT:PSS/PVA
(poli(3.,4-etylenodioksytiofen):poli(4-styrenosulfonian)/polialkohol  winylowy) zawierajacy
przeciwciata anty-CEA, wykazal bowiem wysoka selektywnos¢ wobec biomarkera nowotworu
- antygenu karcinoembrionalnego (CEA) [32]. W detekcji bakterii sprawdzano za$
m.in. polimery o wtasciwo$ciach kalorymetrycznych, jak np. PDA (polidiacetylen). Biosensor
na bazie nanowlokien PDA/PU (polidiacetylen/poliuretan) zostat przetestowany wobec
bakterii Gram-ujemnej (Escherichia coli) 1 Gram-dodatniej (Staphylococcus aureus).
W wyniku interakcji PDA z fosfolipidami obserwowano zmiang koloru nanowldkien
z niebieskiej na czerwong oraz roéznic¢ w intensywnosci barwy, co pozwolilo zarowno na

jakosciows, jak 1 ilosciowg ocene¢ obecnosci bakterii [34].
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Biosensory na bazie nanowtokien polimerowych wykazuja zatem duzy potencjat, jesli
chodzi o opracowanie innowacyjnych urzadzen do skutecznej 1 szybkiej diagnostyki chordb,

umozliwiajac tym samym wczesng diagnoze i zwigkszajac skutecznos$¢ terapii.

1.1.2. Materialy opatrunkowe

Idealny opatrunek na rany powinien przede wszystkim stanowi¢ ochrone przed
czynnikami zewn¢trznymi, zapewnia¢ wymian¢ gazow, pochtania¢ wysieki z rany, jak rowniez
by¢ biokompatybilny, biodegradowalny i tatwy w aplikacji. Wér6d nanomateriatow to wtasnie
elektroprzedzone polimerowe nanowtokna zashuguja w tym przypadku na szczegdlng uwage.
Po pierwsze, cechuja si¢ one regulowanym stopniem porowatosci, co warunkuje efektywna
wymian¢ gazow 1 transport substancji odzywczych. Po drugie, ich struktura przypominajgca
macierz zewnatrzkomorkowa (ECM, ang. extracellular matrix) jest doskonatym
mikrosrodowiskiem dla adhezji, migracji i proliferacji komorek, stymulujac tym samym
regeneracje¢ uszkodzonych tkanek i przyspieszajac proces gojenia. Co wigcej, duza
powierzchnia wlasciwa NF moze by¢ odpowiednio modyfikowana w celu wytworzenia
bioaktywnych rusztowan, co jest istotng przewaga nad tradycyjnymi opatrunkami, takimi jak
bandaze, czy gazy, ktore tylko izoluja rang od $§rodowiska zewnetrznego i biernie uczestnicza
w procesie gojenia [35], [36], [37].

Wiaczanie do matrycy NF antybiotykow oraz $srodkow przeciwdrobnoustrojowych jest
obecnie jednym z gléwnych kierunkéw rozwoju innowacyjnych nanoopatrunkow [36], [38],
[39], [40], [41]. Rany przewlekle oraz oparzenia stwarzaja przyjazne srodowisko dla rozwoju
mikroorganizmdw, co nie tylko utrudnia proces gojenia i negatywnie wptywa na jako$¢ zycia
pacjentow, ale moze takze stanowi¢ powazne zagrozenie dla ich zycia [37]. Szacuje si¢ bowiem,
ze infekcje sa obecnie jednymi z najczgstszych powiklan po zabiegach chirurgicznych
(SSI, ang. surgical site infection). Co wigcej, wskazniki te sg szczegdlnie wysokie w krajach
o niskich i $rednich dochodach (LMICs, ang. low- and middle-income countries), gdzie
utrzymanie sterylnych warunkow jest znacznie utrudnione [42]. Wykorzystanie nanowldkien
o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych jako miejscowego opatrunku na rany moze by¢ takze
lepszym rozwigzaniem w aspekcie rosngcego obecnie problemu opornosci bakterii na
antybiotyki. Miejscowa antybiotykoterapia umozliwia bezposrednie dostarczenie antybiotyku
w wyzszym st¢zeniu do potencjalnego miejsca zakazenia, zmniejszajac tym samym jego
ogolnoustrojowe dziatanie [37]. Amiri i wsp. opracowali nanowtokna chitozanu 1 poli(tlenku

etylenu) (PEO) modyfikowane teikoplaning - antybiotykiem o dzialaniu bakteriobdjczym
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wobec Gram-dodatnich mikroorganizméw. Wykorzystanie NF jako platformy do transportu
teikoplaniny, umozliwito jej przedtuzone uwalnianie przez okres 12 dni, co w efekcie
skutkowato zwigkszonym dziataniem przeciwbakteryjnym wobec Staphylococcus aureus.
Ponadto, testowane nanowtokna byty nietoksyczne dla fibroblastow, a w testach in vivo na
modelu zwierzgcym znaczaco przyspieszaly zasklepianie si¢ rany [40]. Z powodzeniem
przetestowano takze przeciwbakteryjne opatrunki elektroprzedzone zawierajace bakteriofagi
[43], nanoczastki [44], [45], [46], [47], czy tez ekstrakty 1 zwigzki przeciwdrobnoustrojowe
pochodzenia roslinnego [47], [48]. Innym podejsciem, jest z kolei wiaczanie do polimerowe;j
matrycy nanowlokien czynnikow wzrostu (GF, ang. growth factor), co pozwala przezwycigzy¢
problem ich degradacji przez enzymy hydrolityczne, a tym samym zwigksza stabilnos$¢
GF w ukladach biologicznych 1 przyspiesza regeneracj¢ uszkodzonych tkanek [36].
Dla przyktadu, nanowtdkna z PLGA (poli(laktydo-ko-glikolid) zawierajace ekstrakt z aloesu
leczniczego (AV) i rekombinowany ludzki czynnik wzrostu naskorka (rhEGF) byty badane jako
opatrunek do zastosowania w leczeniu ran przewlekltych. Nanowldékna PLGA-AV-EGF
cechowaty si¢ bardzo dobrymi wlasciwosciami mechanicznymi, w tym zadowalajaca
wytrzymatoscig na rozcigganie i odpowiednia przepuszczalno$cia, wymagang dla opatrunkow.
Ponadto stymulowaly proliferacje fibroblastow oraz proces zamykania rany w testach
in vivo [49].

Synergistyczne dziatanie zwigzkow bioaktywnych w polaczeniu z wiasciwosciami
nanowlokien daje szanse¢ opracowania nowej klasy innowacyjnych opatrunkéw na rany,
wykazujacych m.in. wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwzapalne, czy tez promujace proces
regeneracji uszkodzonych tkanek [36]. Takie podejscie moze znaczaco poprawi¢ efekty

leczenia trudno gojacych si¢ ran oraz zwigzang z tym jako$¢ zycia pacjentow.

1.1.3. Inzynieria tkankowa i medycyna regeneracyjna

Pomimo, ze niektore tkanki ludzkie maja zdolno$¢ do samoregeneracji, rozlegte urazy,
infekcje, czy nowotwory moga by¢ przyczyna powaznych uszkodzen, z ktéorymi organizm
wcigz nie jest w stanie sobie sam poradzi¢ [50], [51]. Skutecznych rozwigzan tego problemu
upatruje si¢ zatem w inzynierii tkankowej 1 medycynie regeneracyjnej, ktore sa ze soba $cisle
powiazane. Podczas, gdy pierwsza z nich dazy do wykorzystania komoérek, rusztowan
1 bioaktywnych czasteczek w naprawie uszkodzonych tkanek oraz przywracaniu i ulepszaniu
ich funkcji poza organizmem, druga z nich - medycyna regeneracyjna czerpie z jej osiggniec
w celu opracowania efektywnych strategii terapeutycznych w warunkach in vivo poprzez

wspoldziatanie réznych terapii [52].
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Polimerowe nanowtokna jawig sie¢ jako idealne rusztowania w inzynierii tkankowe;j
o duzym potencjale ich przysztego klinicznego zastosowania. Kontrolowana porowato$¢ NF
o strukturze nasladujacej ECM wraz z ich duza powierzchnia wiasciwg sprzyja
adhezji, proliferacji i1 rdéznicowaniu komorek oraz pozwala na wilaczanie zwigzkow
bioaktywnych promujacych naprawe uszkodzonej tkanki. Co wigcej, dostosowywalne
wlasciwosci  mechaniczne nanorusztowan, a takze mozliwo$s¢ doboru polimeréow
o odpowiedniej biokompatybilnosci 1 stopniu degradacji sg kluczowymi aspektami, ktore
przemawiaja na korzy$¢ nanowtokien [26], [53], [54]. Stad tez, nanowtdkna polimerowe byty
badane jako rusztowania w inzynierii tkanki kostnej [55], [56], [57], [58], chrzestnej [55], skory
[59], czy tez regeneracji i naprawie uszkodzen nerwéw obwodowych [50], [54] oraz tkanek
sercowo-naczyniowych [60], [61]. Dla przyktadu, Bozdag i wsp. opracowali elektroprzedzone
nanowtokna na bazie polialkoholu winylowego (PVA), chitozanu (CH) i hydroksyapatytu (HA)
nasgczone albuming surowicy bydlgcej (BSA) w celu leczenia pgknigé 1 ztaman kosci. Wedtug
ich glownych zalozen, wykorzystanie BSA mialo stymulowa¢ interakcje komoérkowe oraz
proliferacje osteoblastow, za§ HA zostat zastosowany ze wzgledu na swoje dobrze juz znane
wiasciwosci osteoindukcyjne. Otrzymane wyniki potwierdzily, ze nanowldkna posiadaty
wymagang porowatos¢, byly biokompatybilne, wykazywaty wtasciwosci osteoindukcyjne oraz
zwigkszaly zywotnos$¢ osteoblastow, zwlaszcza w przypadku rusztowania z najwyzszg badang
zawartoscig BSA (0.15 % wag.) [57]. W innym badaniu, Jaswal i wsp. zaproponowali podejscie
polegajace na wykorzystaniu nanowtokien w leczeniu nowotworu kos$ci oraz regeneracji tkanki
kostnej. W tym celu do nanowtdkien PCL (polikaprolakton) wtaczyli 30 nm nanokulki ztota
(GNS) pokryte polidopaming (PDA) oraz przetestowali ich cytotoksyczne dziatanie w terapii
fototermicznej wobec ludzkich komorek kostniakomigsaka MG-63. Wlaczenie nanoczastek
GNSs@PDA do matrycy nanowldkien poprawito m.in. wlasciwosci mechaniczne
i fototermiczne catego nanokompozytu oraz jego przewodnos¢ elektryczng. Szczegolnie
obiecujace wyniki uzyskano dla nanowtokien z nanoczastkami GNSs@PDA o najwyzszym
testowanym stezeniu, czyli 5.0 mg, ktére spowodowaty ablacje 94% komoérek nowotworowych.
Co wigcej, te same NF stymulowaly proliferacje 1 adhezj¢ osteoblastow MC3T3-E1, wskazujac
tym samym na ich potencjat jako dwufunkcyjnych nanorusztowan do leczenia i naprawy tkanki
kostnej [62]. Nanowldkna polimerowe byly takze z powodzeniem testowane w naprawie
zerwanych 1 naderwanych wigzadet 1 $ciggien, jak np. Sciggna Achillesa [63] oraz uszkodzen
nerwoéw obwodowych, ktére to posiadajg ograniczong zdolno$¢ do samoregeneracji.
Wykorzystanie polimeroéw przewodzacych, takich jak poli(3,4-etylenodioksytiofen) (PEDOT),

czy polipirol (PPy) w produkcji nanowtoknistych rusztowan, stwarza odpowiednie
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mikro$rodowisko dla naprawy neuronéw, zapewniajac odpowiednia stabilno$¢ mechaniczng
1 stymulacje elektryczng, kluczowa dla regeneracji tkanki nerwowej i1 zachowania jej
funkcji [54], [64]. Polimery przewodzace zyskaty rowniez popularno$¢ w regeneracji tkanek
sercowo-naczyniowych. Nanowlokna przewodzace byly gléwnie wykorzystywane do
produkcji sztucznych zastawek i1 naczyn krwiono$nych oraz rusztowan i tzw. ,latek”,
stymulujacych regeneracje mig¢snia sercowego. Materiaty do tego typu zastosowan musza nie
tylko zapewnia¢ odpowiednie wlasciwosci elektryczne, ale takze by¢ elastyczne 1 wytrzymale,
aby sprosta¢ wyzwaniom funkcjonalnym uktadu sercowo-naczyniowego [60]. Mousa i wsp.
poprzez zmieszanie dwoch polimerow - poliuretanu (PU) i polilaktydu (PLA), uzyskali
nanowldkna o odpowiedniej morfologii, stopniu degradacji i wlasciwosciach mechanicznych,
ktore pokryli polimerem PANI (polianilina), zwigkszajacym przewodno$¢ rusztowania oraz
adhezje¢ i proliferacje ludzkich komorek srodbtonka EA. hy926, co ostatecznie pozwolito
otrzyma¢ nanowtoknista ,tatke” do regeneracji mig$nia sercowego [61].

Opracowanie efektywnego i1 bezpiecznego rusztowania do zastosowania w inzynierii
tkankowej 1 medycynie regeneracyjnej nadal stanowi wyzwanie. Gtownymi kwestiami do
rozwazenia wcigz pozostaja biokompatybilnos¢, biodegradowalnos¢, porowato$¢, wtasciwosci
mechaniczne oraz struktura rusztowan, ktéra w jak najwigkszym stopniu powinna odtwarzac
morfologi¢ naturalnej tkanki [26], [50], [53]. Nanowltokna polimerowe wykazuja w tym
przypadku najwigkszy potencjat, poniewaz mogg zapewni¢ odpowiednie wsparcie strukturalne

dla komorek i tkanek oraz stworzy¢ odpowiednie mikrosrodowisko dla procesu regeneracji.

1.1.4. Transport zwiazkow bioaktywnych i lekow

Nanowtokna to idealna platforma do transportu zwigzkow bioaktywnych i leczniczych,
ktore moga zosta¢ wykorzystane w diagnostyce oraz leczeniu chordb, dotyczacych réznych
obszar6w medycyny [65], [66], [67]. Opracowanie wydajnego i bezpiecznego no$nika
na bazie nanowtokien wigze si¢ z okreslonymi parametrami i wtasciwos$ciami, jakie NF musza
posiada¢, a mianowicie odpowiednig $rednice, rozmiar poréw i1 geometrie powierzchni.
Ponadto, czynniki takie jak szybko$¢ degradacji i sktad chemiczny matrycy, a takze
powinowactwo transportowanych substancji oraz kompatybilno$¢ z polimerem, wptywa na ich
farmakokinetyke i skutecznos¢ terapeutyczng [9], [67], [68]. Stad tez, nanowtdkna hydrofilowe
powinny by¢ stosowane z zwigzkami hydrofilowymi, a hydrofobowe z hydrofobowymi, aby
zapobiec ich mozliwej agregacji 1 nierownomiernej dystrybucji w polimerze. Nanomaterialy
hydrofilowe o duzych rozmiarach poréw sprawdzajg si¢ w uzyskaniu szybkiego i gwattownego

efektu uwolnienia substancji czynnej (tzw. ,,efekt wyrzutu”), ktéry moze by¢ wykorzystany
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w sytuacjach wymagajacych natychmiastowego dzialania terapeutycznego, jak w leczeniu bolu
lub goragczki. Natomiast materiaty hydrofobowe o mniejszych porach sg idealne w systemach
o przedtuzonym uwalnianiu np. do leczenia choréb przewlektych, aby zapewni¢ utrzymujace
si¢ state stezenie leku w organizmie [9], [69], [70]. W tym przypadku preferowane
sg m.in. elektroprz¢dzone nanowldkna typu rdzen-powtoka o wielu warstwach wypetnionych
lekiem lub z zewngetrzng warstwa, stanowiacg barier¢ ochronng dla kapsutkowanego w rdzeniu
leku. Badane sg takze kombinacje, polegajace na jednoczesnym stosowaniu lekow
hydrofilowych i hydrofobowych wraz z polimerami o takich samych wtasciwos$ciach,
aby uzyska¢ hydrofilowo-hydrofobowe nos$niki o odpowiedniej dystrybucji lekow
1 dwufazowej kinetyce uwalniania. Co wigcej, NF moga uwalnia¢ swoj tadunek terapeutyczny
w zalezno$ci od zmian w srodowisku fizjologicznym, jak np. nanowtokna wrazliwe na niskie
pH w kwasnym mikrosrodowisku guza, badz tez reagowa¢ na bodzce zewnetrzne,
np. pole magnetyczne, generujace miejscowy wzrost temperatury i prowadzacy tym samym do
rozktadu nanowtokien wykonanych z termoczutych polimerow [9], [68], [70].

Nanowtdkna polimerowe wykorzystywane s3 jako lokalne systemy do
ukierunkowanego i kontrolowanego dostarczania zwigzkow bioaktywnych do docelowych
tkanek 1 narzadoéw, co zwicksza ich skuteczno$¢ terapeutyczng i ogranicza niepozadane
ogoOlnoustrojowe dziatanie. Elektroprzedzone NF sprawdzaja si¢ m.in. w transporcie
chemioterapeutykow, antybiotykow, czynnikow wzrostu, genow oraz biatek, co zostato
wykorzystane w leczeniu nowotwordw, zakazen bakteryjnych, terapiach genowych,
immunoterapii, medycynie regeneracyjnej i wielu innych (ryc. 3) [65], [66], [67], [71], [72].
Substancje bioaktywne mozna kapsutkowa¢ w matrycy NF poprzez ich rozpuszczenie badz
rozproszenie w polimerze, czy tez zwigza¢ fizycznie (adsorpcja fizyczna) lub chemicznie
(wigzanie kowalencyjne) z ich powierzchnig. Metoda kapsutkowania pozwala na
efektywniejsze tadowanie substancji terapeutycznych oraz zmniejsza ryzyko ich degradacji
w uktadach biologicznych. Niemiej jednak, w przypadku tej metody proces uwalniania
bazuje na degradacji polimerowej matrycy, co ogranicza jej zastosowanie do materialow
biodegradowalnych. Metody chemiczne umozliwiajg z kolei wytworzenie stabilnych wigzan
miedzy lekiem a powierzchnig nanonosnika, co czgsto wigze si¢ z koniecznoscig ich
chemicznego traktowania, np. §rodkami sieciujgcymi, a tym samym moze wptyna¢ na strukture
1 funkcjonalno$¢ ladunku terapeutycznego. Najprostsza metoda unieruchomienia jest za$
adsorpcja fizyczna, zwigzana z wystgpowaniem stabych wigzan, jak oddziatywan

hydrofobowych 1 hydrofilowych oraz sit van der Waalsa [67], [68].
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Rycina 3. Przyktady substancji bioaktywnych transportowanych za pomoca nanowlokien oraz gtéwne
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podstawie [65], [66], [67], [71], [72].

Tradycyjne terapie genowe polegaja gltownie na wykorzystywaniu wektorow
wirusowych jako no$nikdw genow, co po mimo wysokiej wydajnosci transfekeji, budzi obawy
ze wzgledu na ich immunogennos¢. Obiecujacg alternatywa sa zatem wektory niewirusowe,
takie jak nanowlokniste rusztowania, ktore moga zosta¢ wykorzystane jako nietoksyczne
platformy do bezposredniego dostarczania genéw w celu stymulacji komorek do produkcji
konkretnych biatek i wywotania okre§lonego efektu terapeutycznego [65], [66]. Dla przyktadu,
Li 1 wsp. opracowali nanowldkna do transportu plazmidowego DNA kodujacego
angiopoetyng-1 (pAng) — czynnik wzrostu zaangazowany w proces angiogenezy. Matryca
badanych nanowlokien zostala wytworzona z kwasu polimlekowego (PLLA), do ktorej
wlaczone zostaly poliedryczne oligomeryczne nanoczasteczki silseskwioksany (POSS),
co pozwolito uzyska¢ porowate nanowldkna o zwigkszonej wytrzymato$ci mechanicznej
1 przedluzonym uwalnianiu pAng do 35 dni. Ponadto, zastosowanie nosnika PLLA/POSS
umozliwito wyzsza wydajnos¢ transferu genéw do ludzkich komorek s$rodbtonka zyty
pepowinowej (HUVEC) oraz stymulowato angiogeneze i promowalo proces gojenia

ran oparzeniowych u szczuréw [73]. Nanowltdkna moga réwniez modulowaé ekspresje genow
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poprzez dostarczanie fragmentow kwasow nukleinowych, np. krotkich interferujacych
czasteczek RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) odpowiedzialnych za wyciszanie
ekspresji okreslonych genow [65], [66], jak byto to w przypadku nanowtokien PCL
obcigzonych mezoporowatymi nanoczastkami krzemionki modyfikowanymi polietylenoiming
(MSN-PEI). Poczatkowo kompleks siRNA/MSN-PEI zostat poprzez adsorpcj¢ zwigzany na
powierzchni tych nanowldkien, co skutkowalo uwalnianiem siRNA do 30 dni z ,.efektem
wyrzutu”. Nastgpnie oceniono wplyw zamknigcia siRNA/MSN-PEI wewnatrz rusztowan
z poli(kaprolaktonu-ko-fosforanu trietylu) (PCLEEP). W przypadku drugiej metody zauwazono
przedtuzone uwalnianie siRNA przez okres 5 miesiecy. Co wigcej, takie podejscie jest
korzystniejsze, poniewaz moze ograniczy¢ enzymatyczng degradacje siRNA w uktadach
biologicznych. Zaobserwowana zmniejszona ekspresja kolagenu typu I w ludzkich
fibroblastach skérnych (HDF) oraz warunkach in vivo, finalnie potwierdzita funkcjonalno$¢
otrzymanego nosnika [74].

W terapiach przeciwnowotworowych elektroprzedzone nanowtokna sprawdzajg sie
jako platformy do dostarczania genéw kodujacych czynniki proapoptotyczne lub siRNA
thumigcego ekspresje biatek antyapoptotycznych w komodrkach nowotworowych i innych
specyficznych dla ich cyklu komérkowego [65], [71]. Ponadto, NF moga stuzy¢ do transportu
chemioterapeutykéw, takich jak doksorubicyny, czy cisplatyny [66], [69] oraz by¢
wykorzystywane w terapiach skojarzonych, ktére bazujg na synergistycznym dziataniu kilku
metod, jak np. chemioterapii i terapii genowej [71]. Terapie skojarzone majg szczegdlne
znaczenie w przypadku zwalczania nowotworéw wykazujacych zjawisko opornosci
wielolekowej (MDR, ang. multidrug resistance), bowiem wyciszanie ekspresji biatek
zaangazowanych w rozwo6j MDR, zwigksza wrazliwo$¢ komorek rakowych na dziatanie lekéw
przeciwnowotworowych. NanowtOkniste rusztowania mogg zatem postuzy¢ jako
wielofunkcyjne platformy do jednoczesnego transportu siRNA i chemioterapeutykow, w celu
poprawy efektywnosci leczenia [71]. Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie elektroprzedzonych
nanowlokien w terapiach onkologicznych jest szczeg6lnie istotne w sytuacjach, gdzie kluczowe
jest bezposrednie i1 precyzyjne uwalnianiu tadunku terapeutycznego w miejscu guza, jak
u pacjentdw z guzami nieoperacyjnymi, a takze po resekcji guza, w celu wyeliminowania
pozostatych komorek nowotworowych i zapobieganiu ewentualnemu nawrotowi choroby [9],
[71]. Wartym uwagi jest rowniez fakt, iz adaptowalnos¢ techniki elektroprzedzenia umozliwia
produkcje nanowtokien dopasowanych do konkretnego pacjenta, co sprzyja rozwojowi

medycyny personalizowanej. Biorgc pod uwage zjawisko heterogenicznosci guzéw oraz
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indywidualne cechy chorego, NF moga bowiem zosta¢ odpowiednio zaprojektowane, tak aby
wywotac pozadane efekty terapeutyczne [1], [75].

Poza tym, nanowldkna byly takze wykorzystywane do transportu antybiotykow,
np. cyprofloksacyny, gentamycyny [66], metronidazolu [76] oraz peptydow
przeciwdrobnoustrojowych [65], [77] w celu leczenia zakazen bakteryjnych. Golestannejad
1 wsp. badali z kolei efektywnos$¢ nosnika wykonanego z dobrze rozpuszczalnych w wodzie
nanowldkien alkoholu poliwinylowego (PVA) do transportu srodkéw przeciwwirusowych.
Opracowany przez nich nanoplaster sprawdzit si¢ w dostarczaniu acyklowiru — leku
powszechnie stosowanego w leczeniu opryszczki wargowej. Tradycyjna metoda leczenia
opryszczki wargowej polega na wykorzystaniu acyklowiru w postaci kremu, co ze wzgledu na
sposob aplikacji wykazuje niskg skuteczno$¢ jego dostarczania i wchtaniania oraz wymusza
koniecznos$¢ jego stosowania w zwigkszonych dawkach. Zaproponowane podejscie polegajace
na zastosowaniu nanowldknistych platform pozwolito pokona¢ te ograniczenia, co w efekcie
ztagodzito objawy infekcji wirusowej [78].

Zatadowanie substancji bioaktywnych do elektroprzedzonych nanowidkien pozwala
przezwyciezy¢ problemy zwigzane z ich krétkim okresem poéttrwania oraz ryzyko degradacji
enzymatycznej, jak w przypadku czynnikéw wzrostu, czy siRNA. Co wigcej, duza
powierzchnia wiasciwa NF przeklada si¢ takze na zwiekszona pojemnos¢ tadowania lekow,
ktore sg dostarczane bezposrednio do miejsc docelowych, zwigkszajagc tym samym ich
biodostepnos¢ 1 zmniejszajac ich toksyczne ogdlnoustrojowe dzialanie. Niemniej jednak,
podczas wiaczania zwigzkow bioaktywnych do nanowtdkien nalezy zwrdci¢ uwage na wiele
kluczowych kwestii dotyczacych wtasciwosci fizykochemicznych NF oraz samych
transportowanych substancji, aby wytworzy¢ wydajna i bezpieczng platforme¢ do zastosowan

farmaceutycznych 1 biomedycznych [65], [68], [79].
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1.2. Elektroprzedzenie, jako metoda wytwarzania nanowlokien

Opracowano kilka technik produkcji nanowtokien, w tym synteza oparta na szablonach
(ang. template synthesis), rozdzielanie faz (ang. phase separation), samoorganizacja
(ang. self-assembly), ciagnienie (ang. drawing) oraz elektroprzedzenie (ang. electrospinning)
[17], [53], [66]. Sposrdd nich, metoda elektroprzedzenia jest jedng z najbardziej preferowanych
ze wzgledu na oplacalno$§¢ oraz mozliwos$¢ szybkiej 1 stosunkowo prostej produkcji
roznorodnych NF na szerokg skale. Co wigcej, jest to metoda wysoce powtarzalna, ktora
pozwala na przeksztatcanie szerokiej gamy polimeréw naturalnych i syntetycznych w wtdkna
o S$rednicach od nano- do mikrometrow oraz wlaczanie do nich roéznych $rodkow
funkcjonalnych, jak np. lekdw, czy nanoczastek [53], [66], [80].

Powstajace w procesie elektroprzedzenia nanowidkna moga posiada¢ réznorodne
formy, od gladkich, przez rozgalezione, az po te typu rdzen-powloka. Poza tym, wykazuja
réwniez lepsze wlasciwosci termiczne, mechaniczne i optyczne, co z kolei przektada si¢ na ich
szerokie mozliwosci aplikacyjne [26], [66]. Unikalne cechy elektroprzedzonych NF sprawity,
1z metoda ta cieszy si¢ coraz wigkszg popularnoscig, zarowno w srodowisku akademickim, jak
i przemystowym. Swiadczy o tym wzrastajaca w przeciagu ostatnich kilkudziesieciu lat liczba

publikacji dotyczaca wykorzystania elektroprzedzenia w syntezie nanowltdkien (ryc. 4).
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Rycina 4. Liczba publikacji opublikowanych w latach 2001-2024 dotyczacych wykorzystania metody
elektroprzedzenia w produkcji nanowtdkien (zroédto: PubMed, stowo kluczowe: electrospinning
of nanofibers) (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).
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Dazenie do opracowania materiatow o pozadanych cechach 1 zwigkszenia wydajnos$ci
procesu elektroprzedzenia doprowadzitlo do rozwoju roznych modyfikacji tej metody.
Wyroéznia si¢ zatem elektroprzedzenie wspotosiowe (ang. coaxial electrospinning), emulsyjne
(ang. emulsion electrospinning), strumieniem gazu (ang. gas jet electrospinning), czy tez
rozdmuchu stopionych polimeréw (ang. melt blowing) [53], [66]. Najprostsza technika jest
elektroprzedzenie mieszane (ang. blend electrospinning), ktére polega na rozpuszczeniu
polimeru przy uzyciu rozpuszczalnika 1 bezposrednim wymieszaniu roztworu np. z srodkiem
terapeutycznym. Mieszanie pozwala na rownomierne obcigzenie matrycy nanowlokien
danym zwigzkiem, niemniej jednak wykorzystywane w tej metodzie rozpuszczalniki
(np. etanol, chloroform, dichlorometan) to przewaznie substancje toksyczne, co wymusza
konieczno$¢ zachowania szczegOlnej ostroznosci oraz ich precyzyjnego doboru.
Wybor rozpuszczalnika oraz szybko$¢ i stopien jego odparowania jest jednym z kluczowych
czynnikdw wpltywajacych na morfologi¢ wytwarzanych nanowtokien oraz mozliwo$¢ ich
biomedycznego zastosowania [19], [26], [66].

Najprosciej ujmujac, proces elektroprzedzenia polega na przeksztalcaniu roztworu
cieklego polimeru w nanowldkna na skutek dziatania sit elektrostatycznych generowanych
przez zroédto wysokiego napigcia. Typowy sprzet do elektroprzgdzenia skiada si¢ z pompy,
dyszy przedzalniczej (kapilary), zrodla wysokiego napigcia, dwoch elektrod i kolektora,
ktore moga by¢ utozone w konfiguracji pionowej lub poziomej. System ten znajduje si¢
w kabinie, ktorej warunki, takie jak wilgotno$¢ i temperature¢ mozna w tatwy sposéb
kontrolowa¢ [65], [66]. Na rycinie 5 przedstawiono typowy uklad poziomy do

elektroprzedzenia wraz z jego gtdéwnymi elementami.

strzvkawka roztwor elektrop,rzgdzone
Y polimeru widkna
kapilara
pompa
kolektor

zrédlo wysokiego
napiecia

Rycina 5. Podstawowa konfiguracja uktadu do elektroprzedzenia (zrodto: [80]).
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Podczas elektroprzedzenia roztwor polimeru jest wprowadzany do strzykawki
1 przepuszczany z okreslong predkoscig przez dysze przedzalniczg za pomocg pompy. Pozwala
to kontrolowac szybkos¢ przeptywu polimeru oraz prowadzi do utworzenia kropli roztworu na
koncu kapilary. Przylozone do dyszy przedzalniczej wysokie napiecie powoduje gromadzenie
si¢ tadunkéw elektrycznych na powierzchni roztworu polimeru i1 powstawanie sit
elektrostatycznych. Ksztatt kropli roztworu ulega znieksztatceniu, formutujac tzw. stozek
Taylora. W momencie przezwyci¢zenia sil napigcia powierzchniowego cieczy przez sity
elektrostatyczne, nastepuje wyrzut strumienia roztworu ze stozka w kierunku uziemionego
kolektora, na ktérym nastgpnie osadzone zostaja nanowtokna [53], [54], [65], [77].

Elektroprzedzenie jest popularng technikg produkcji funkcjonalnych widkien
nanometrycznych, ktorych struktur¢ oraz morfologie¢ mozna w latwy sposob modulowaé
poprzez odpowiednie dostosowanie wiasciwosci roztworu przedzalniczego, parametrow
zwigzanych z aparaturg oraz czynnikéw Srodowiskowych [9], [17], [19], [66], [80], [81],
co zostato szczegotowo omoéwione w Tabeli 1.

Technika elektroprzedzenia jest jedng z najbardziej popularnych metod wytwarzania
nanowtokien o pozadanej morfologii 1 zwigkszonej powierzchni funkcjonalnej, co czyni je
atrakcyjnymi kandydatami do zastosowan biomedycznych, w tym produkcji opatrunkéw na
rany, rusztowan tkankowych, platform do dostarczania lekow, biosensoréw i1 wielu innych [19],
[66], [80]. Co wigcej, elektroprzedzenie wykazuje duzy potencjat do zastosowan w skali
przemystowej ze wzgledu na swojg prostote, aspekt ekonomiczny oraz powtarzalnosé
i elastyczno$¢ procesu. Niemiej jednak, kwestie takie jak niestabilno$¢ strumienia moga
stanowi¢ problemem podczas elektroprzedzenia [19], [66], [77]. Dlatego tez tak wazne sg
dalsze badania, pozwalajace na optymalizacj¢ warunkdéw procesu i opracowanie odpowiednich

protokotow, wykorzystywanych w produkcji polimerowych nanowtokien.
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Tabela 1. Gtéwne parametry wptywajgce na morfologie NF wywarzanych metodg elektroprzedzenia®

PARAMETRY

WPLYW NA MORFOLOGIE WELOKIEN

PARAMETRY ROZTWORU PRZEDZALNICZEGO

NATURA POLIMERU
e STEZENIE
e MASA CZASTECZKOWA

W miar¢ wzrostu stezenia i masy czasteczkowej polimeru,
srednica tworzonych widkien ulega zwigkszeniu. Z kolei zbyt
niskie st¢zenie 1 masa czgsteczkowa sprzyja tworzeniu
wiokien z uwypukleniami tzw. ,,koralikami”.

Zwigkszona przewodnos$¢ roztworu powoduje powstawanie

PRZEWODNOSC ROZTWORU jednorodnych wtdkien o mniejszych §rednicach.
Niska lepko$¢ sprzyja powstawaniu widkien z ,koralikami”.
LEPKOSC ROZTWORU Zbyt wysoka powoduje tworzenie si¢ grubych wiokien oraz

moze prowadzi¢ do zatrzymywania polimeru na koncu
kapilary i jej zatykania.

LOTNOSC ROZPUSZCZALNIKA

Zastosowanie lotnych rozpuszczalnikow sprzyja ich
szybkiemu odparowaniu podczas elektroprzedzenia, co
zwigksza porowatos¢ wiokien. Zbyt lotne rozpuszczalniki
moga jednak powodowaé wysychanie strumienia oraz
prowadzi¢ do zablokowania kapilary.

PARAMETRY APARATUROWE

ODLEGLOSC MIEDZY
KAPILARA A KOLEKTOREM

Zwickszenie odleglosci zwigksza czas potrzebny na
rozcigganie polimeru mi¢dzy kapilarg a kolektorem, co
skutkuje powstaniem cienszych witdkien o zmniejszonych
srednicach.

SZYBKOSC PRZEPLYWU

Wraz z zwickszaniem szybko$ci pompowania roztworu
zwicksza si¢ $rednica wiokna, jednakze w sytuacji bardzo
szybkiego przeptywu moze indukowaé tworzenie si¢
,.koralikow”.

PRZYLOZONE NAPIECIE

Wyzsze napigcie powoduje powstawanie cienszych wiokien,
jednak jego zbyt wysokie wartos$ci sprzyjaja powstawaniu
,.koralikow”.

PARAMETRY SRODOWISKOWE

Wyzsza temperatura powoduje szybsze odparowanie
rozpuszczalnika, co prowadzi do zmniejszenia lepkosci

TEMPERATURA OTOCZENIA . . ., 1 . .
roztworu i powstania cienszych widkien o zmniejszonej
srednicy.

WILGOTONOSC POWIETRZA x}(;ioile(i wilgotno$¢ indukuje powstawanie grubszych

*zrodto: opracowanie wilasne na podstawie [9], [17], [19], [66], [80], [81]
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2. Cel pracy

Glownym celem pracy doktorskiej byto opracowanie nowych nanomaterialow na

bazie elektroprzedzonych nanowlokien PL-b-CL/PVP modyfikowanych nanoczgstkami

i bialkami przeciwbakteryjnymi oraz ocena ich wlasciwosci fizykochemicznych

i biologicznych. Cel ten osiagni¢to poprzez realizacj¢ ponizszych celi szczegdtowych:

1))

2)

3)

wytworzenie nanomateriatdw, za pomocg elektroprzedzenia oraz przeprowadzenie
ich odpowiedniej modyfikacji, zmierzajacych do opracowania poszczegdlnych
nanowlokien:

= PL-b-CL/PVP-CdSe QDs

= PL-b-CL/PVP-AuNPs

= PL-b-CL/PVP-AuNPs + Dend-AgNPs

» PL-b-CL/PVP + Dend-AgNPs + endolizyna
wykonanie  kompleksowej  charakterystyki  fizykochemicznej  otrzymanych
nanowtokien;
wskazanie  mozliwosci  aplikacyjnych  opracowanych  nanomaterialtow  na
podstawie oceny ich wlasciwosci biologicznych, tj. przeciwbakteryjnych,

przeciwnowotworowych oraz cytotoksycznych.
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3. Omowienie publikacji

Podstawe niniejszej pracy doktorskiej stanowi cykl publikacji, w sktad ktorego weszly
trzy oryginalne prace badawcze opublikowane w czasopismach naukowych z listy
ministerialnej. We wszystkich pracach ocenie poddano nanowltdkna przygotowane
metoda elektroprzedzenia, ktérych matryca zostala wykonana z biokompatybilnego
1 biodegradowalnego kopolimeru PL-b-CL (poli(L-laktyd-ko-g-kaprolakton) oraz PVP
(poliwinylopirolidon), ktory wykorzystano jako $rodek wspdlprzedzacy w celu poprawy
efektywnosci procesu elektroprzedzenia. Dla wszystkich nanowtokien zastosowano takie same

parametry elektroprzedzenia (Tabela 2).

Tabela 2. Parametry elektroprzgdzenia zastosowane podczas syntezy nanowlokien

Waga [g] Napiecie | Przeplyw | Temperatura | Wilgotnosé
PL-b-CL | PVP LEVIRN [t [°C] [%]
0.85 0.21 12 0.8-1 16 85

3.1. Publikacja I. Hybrid Nanomat: Copolymer Template CdSe Quantum Dots In Situ

Stabilized and Immobilized within Nanofiber Matrix (Nanomaterials, 2023)

Rozprawe doktorska otwiera publikacja pt. ,, Hybrid Nanomat: Copolymer Template
CdSe Quantum Dots In Situ Stabilized and Immobilized within Nanofiber Matrix”
(Nanomaterials, 2023). W pracy tej przedstawiono procedure syntezy hybrydowych
nanowlokien PL-b-CL/PVP modyfikowanych kropkami kwantowymi selenku kadmu
(CdSe QDs) oraz dokonano charakterystyki fizykochemicznej i biologicznej
otrzymanych nanomaterialow, wskazujac na ich potencjal aplikacyjny jako materialow

o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych i przeciwnowotworowych.

Materialy i metody
Materialy
= octan kadmu i proszek selenu (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy), NaBH 4 (Sigma Aldrich)
— wykorzystane do syntezy CdSe QDs
* PL-b-CL (kopolimer L-laktydu i e-kaprolaktonu) (70:30) (Mw-200 kg) (Purasorb ®,

Corbion, Holandia) - wykorzystany w syntezie matrycy nanowtokien
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PVP (Mw-250 kg) (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy) — wykorzystany w syntezie
CdSe QDs oraz matrycy nanowltdkien

rozpuszczalniki analityczne: etanol, chloroform (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy)

Linie komorkowe

BEAS-2B (ang. human bronchial epithelial cells) - ludzkie komorki nabtonka oskrzeli
(ATCC CRL-9609) hodowane w pozywce LHC-9 (Gibco)

AS549 (ang. human lung cancer epithelial cells) - ludzkie komorki raka ptuc (CCL-185)
hodowane w pozywce F-12K (Corning) uzupetnionej 10% FBS i 1% mieszaning

penicyliny/streptomycyny (Corning).

Szczep bakteryjny

Pseudomonas aeruginosa (PAO1) (ATCC 15692) — pochodzacy z kolekcji Zaktadu
Biologii Medycznej UJK

Metody

1. Synteza CdSe QDs stabilizowanych in situ PVP - zostata przeprowadzona zgodnie

z opisang wczesniej procedurg [82] w laboratorium na uniwersytecie Rhein-Waal

University of Applied Sciences (Niemcy).

Synteza nanowlokien PL-b-CL/PVP modyfikowanych CdSe QDs — kropki

kwantowe zostaly unieruchomione w matrycy nanowtokien poprzez bezposrednie

zmieszanie roztworu polimeréow z zawiesing QDs 1 nastgpnie poddanie ich

elektroprzedzeniu.

Charakterystyka fizykochemiczna

3.1. Kropki kwantowe CdSe — ocena morfologii (TEM 1 DLS) oraz wtasciwosci
spektroskopowych z wykorzystaniem spektroskopii UV-Vis 1 fluorescencyjne;.

3.2. Nanowlékna PL-b-CL/PVP-CdSe QDs - analiza morfologii (SEM), sktadu
chemicznego (AFT-FTIR) oraz wiasciwosci termicznych (TGA, DSC).

Charakterystyka biologicznych nanowlokien

4.1. Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej wytworzonych nanowldékien
— w badaniach mikrobiologicznych zastosowano szczep bakteryjny P. aeruginosa
PAOL1; dziatanie przeciwbakteryjne oceniono spektrofotometrycznie stosujac test
gestosci optycznej (OD600) oraz pomiar poziomu produkcji dwoch barwnikow:
piocyjaniny i piowerdyny.

4.2. Ocena cytotoksycznosci badanych nanowlékien — cytotoksyczne dziatanie

nanowlokien oceniono wobec nienowotworowe;j linii komoérkowej BEAS-2B oraz

28



nowotworowej A549, stosujac test zywotnosci komorek MTS Cell Proliferation
Assay Kit (Colorimetric) (abcam).

4.3. Ocena wplywu nanowldkien na proliferacje komoérek nowotworowych
— zostala przeprowadzona poprzez wizualng obserwacje mikroskopowa komorek

A549 traktowych NF przez okres 72 h.

W tym badaniu, CdSe QDs zostaly syntetyzowane in situ PVP, ktory wykorzystano jako
srodek stabilizujacy. Nalezy zaznaczy¢, ze powszechnie stosowane ligandy stabilizujace QDs
to z reguly substancje toksyczne, dlatego tez, tutaj zaproponowano podejécie polegajace na
wykorzystaniu biokompatybilnego polimeru. Efektywnos$¢ przeprowadzonej syntezy zostata
potwierdzona za pomocg TEM, ktorej mikrofotografie wykazaty obecnos¢ warstwy polimeru
wokot nanoczastek. Co wigcej, zapewnito to wigkszg kontrole nad rozmiarem nanoczgstek oraz
zapobiegalo ich agregacji, o czym $wiadczy otrzymany wskaznik polidyspersyjnosci (PDI)
wynoszacy 0.27. Ponadto, otrzymane QDs wykazywaty silne zachowanie fotoluminescencyjne
(ExEm= 290/580 nm), co potwierdza ich mozliwo$¢ zastosowania jako biosensorow.

W Tabeli 3 przedstawiono dane dotyczace rozmiaréw uzyskanych QDs.

Tabela 3. Wiasciwosci otrzymanych CdSe QDs

Srednica CdSe QDs
Wskaznik PDI**
Srednia $rednica Srednia $rednica
rdzenia* hydrodynamiczna **
6 £4 nm 23 £7 nm 0.27

*na podstawie ImageJ program, **na podstawie danych DLS

W kolejnym etapie przeprowadzono syntez¢ nanowtokien. W tym celu, zawiesing CdSe
QDs bezposrednio zmieszano z mieszaning roztworu polimeréw PL-b-CL oraz PVP, ktérego
zastosowanie przyczynilo si¢ do poprawy stabilnosci i efektywnosci procesu elektroprzedzenia.
Co wigcej, wykorzystanie tego samego polimeru, co w syntezie nanoczastek utatwito zwigzanie
QDs z matrycg PL-b-CL/PVP oraz zapewnito ich rownomierny rozktad w nanowtdknach.

Nastgpnie NF poddano ocenie morfologicznej, z wykorzystaniem SEM, ktora
wykazala otrzymanie cylindrycznych, porowatych nanowtokien, bez ,,koralikow” (rycina 6),

co bylo rezultatem elektroprzedzenia w wysokiej wilgotnosci i niskiej temperaturze. Takie

29



warunki byly konieczne, aby zapobiec szybkiemu odparowaniu rozpuszczalnika z dyszy
przedzalniczej 1 zestaleniu polimeru. Nalezy réwniez zaznaczy¢, iz porowatos¢ NF jest
istotnym czynnikiem, ktory sprzyja adhezji komorek oraz zwicksza dostepng powierzchnig, co
przektada si¢ z kolei na zwigkszong aktywno$¢ catych nanorusztowan i wiaczonych do nich
nanoczastek. Zaobserwowano takze, ze wlaczenie nanoczastek do nanowldkien skutkowato
dwukrotnym zmniejszeniem ich §rednicy, co mogto wynika¢ ze zmiany przewodnosci, lepkosci
1 napigcia powierzchniowego roztworu podczas elektroprzedzenia, na skutek oddziatywania

kropek kwantowych z matryca.

Rycina 6. Mikrofotografie SEM ukazujace morfologie elektroprzedzonych nanowtokien, rozktad
ich $rednic (wstawka po prawej) oraz powickszony widok przedstawiajacy szorstkie/porowate
powierzchnie wtokna (wstawka po lewej); a) nanowtdkna PL-b-CL/PVP; b) nanowtokna PL-b-CL/PVP
z unieruchomionymi kropkami kwantowymi CdSe.
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Analiza ATR-FTIR wykazala z kolei niewielkie zmiany w widmach absorpcji pomigdzy
nanowldknami PL-b-CL/PVP a PL-b-CL/PVP-CdSe QDs, z zachowaniem niezmienionego
charakterystycznego obszaru daktyloskopowego dla polimeréw (ang. fingerprint region)
zaréwno przed, jak i po wlaczeniu nanoczastek. Unieruchomienie QDs w matrycy polimerowej
sprzyjalo zatem stabym interakcjom migedzy ugrupowaniami organicznymi i nieorganicznymi.
Kolejno, wykorzystujagc analizg termograwimetryczng (TGA) oraz roznicowa kalorymetrie
skaningowg (DSC) potwierdzono bardzo dobra stabilno$¢ termiczng otrzymanych
nanowtokien. Jak pokazano na rycinie 7, badane NF posiadaty trzystopniowy profil degradac;ji,
co wynikalo z zastosowania wielosktadnikowego roztworu do elektroprzgdzenia. Co wigcej,
dane uzyskane po analizie TGA dla niemodyfikowanych i modyfikowanych NF wykazaty,
1z ich degradacja nastgpita dopiero przy 280°C oraz 304°C, co bylo poczatkiem degradacji,
odpowiednio dla nanowtdkien PL-b-CL/PVP-CdSe QDs oraz PL-b-CL/PVP. Zaobserwowana
nieco nizsza poczatkowa temperatura ubytku masy dla nanowldokien z kropkami kwantowymi,
wynika¢ mogta z zachowania CdSe QDs, ktore w tym przypadku dzialaly jak punkty grzewcze,
prowadzac do obnizenia temperatury poczatku degradacji, a takze opdznienia temperatury
konca degradacji do 429°C (dla nanowtokien PL-b-CL/PVP to 384°C). Ponadto, nanowtdkna
PL-b-CL/PVP-CdSe QDs charakteryzowaly si¢ mniejszym ubytkiem procentowym masy
(91.6 %) w porownaniu do PL-b-CL/PVP (98.3%).

Rycina 7. Analiza termograwimetryczna (a) i termograwimetryczna krzywa rozniczkowa (DTG) (b)
niemodyfikowanych i modyfikowanych kropkami kwantowymi nanowtdkien PL-b-CL/PVP,
pokazujaca ich profil degradacji masy oraz wptyw unieruchomienia kropek kwantowych CdSe na
stabilnos$¢ termiczng nanowtokien.
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Dalsza charakterystyke wtasciwos$ci termicznych przeprowadzono za pomoca metody DSC,
ktora wykorzystano do analizy przemian fazowych zachodzacych w nanowtdknach podczas ich
nagrzewania. Wykazata ona stosunkowo skomplikowane zachowanie nanowtokien z wieloma
pikami topnienia i krystalizacji (rycina 8). Niemniej jednak, ostateczna analiza uzyskanych
danych potwierdzita, ze wlaczenie do matrycy polimerowej QDs zwigksza amorficznosé

nanowldkien PL-b-CL/PVP.

Rycina 8. Krzywa DSC niemodyfikowanych i modyfikowanych kropkami kwantowymi CdSe
nanowlokien PL-b-CL/PVP, wykazujaca réznice w zachowaniu zmiany fazy (Tg, Tm) ze wzglgdu na
obecno$¢ kropek kwantowych i interakcje z kopolimerem PL-b-CL; (a) skan po pierwszym cyklu
ogrzewania; (b) skan po drugim cyklu ogrzewania; t; — temperatura zeszklenia; t. — temperatura
krystalizacji; tm — temperatura topnienia.

Kolejny etap badan obejmowat charakterystyke biologiczng wytworzonych
nanomateriatow, w tym oceng ich wtasciwosci przeciwbakteryjnych i przeciwnowotworowych.
Testy antybakteryjne wykazaty, ze badane nanowldkna, a zwtaszcza PL-b-CL/PVP-CdSe QDs
wyraznie hamowaty wzrost P. aeruginosa (rycina 9A) oraz produkcje jego czynnikdéw
wirulencji — piocyjaniny (rycina 9B) i piowerdyny (rycina 9C). Dziatanie przeciwbakteryjne
potwierdzita takze zaobserwowana zmiana koloru podtoza hodowlanego bakterii
z jasnozielonej, w przypadku nietraktowanej kontroli, po jasnobrazowa dla bakterii poddanych
dziataniu NF (rycina 9D). Mechanizm aktywno$ci przeciwbakteryjnej badanych
nanomaterialdw moze by¢ zatem zwigzany z blokowaniem podstawowych szlakow
metabolicznych u tej bakterii, co w rezultacie skutkuje réwniez ograniczeniem jej wzrostu.
Nastepnie zbadano wlasciwosci cytotoksyczne nanowtdkien wobec dwoch linii komérkowych:

BEAS-2B (rycina 9E) i A549 (rycina 9F). Co wazne, nanowldkna PL-b-CL/PVP-CdSe QDs
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hamowaty proliferacj¢ komorek nowotworowych A549 (rycina 9G) oraz indukowaty wyrazny
spadek ich zywotnosci do ~20% (rycina 9F). Przyczyne tego zjawiska upatruje si¢
w zachowaniu kropek kwantowych selenku kadmu, ktoérych dziatanie przeciwnowotworowe

czesto zwigzane jest z blokowaniem szlakéw sygnatowych w komorkach.

Rycina 9. Wiasciwosci biologiczne niemodyfikowanych i modyfikowanych CdSe QDs nanowtokien
PL-b-CL/PVP. Gestos¢ optyczna PAO1 mierzona przy 600 nm (A); poziom piocyjaniny mierzony przy
691 nm (B) i1 poziom piowerdyny (Ex/Em = 405/460 nm) (C). Zmiana koloru podtoza hodowlanego
bakterii po potraktowaniu nanowldknami, gdzie zielona ramka oznacza bakterie nietraktowane,
a brazowa bakterie poddane dziataniu nanowlokien (D). Zywotno$¢ komorek nienowotworowych
BEAS-2B (E) i nowotworowych A549 (F) traktowanych nanowldknami. Wszystkie wyniki
przedstawiono w procentach, gdzie 100% oznacza kontrol¢ niepoddang dzialaniu NF. * istotno$¢
statystyczna (p < 0,05). Hamowanie wzrostu komorek A549 traktowanych nanowtoknami obserwowane
w mikroskopie optycznym (x64) (G).
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Podsumowujac, w badaniu tym przedstawione zostalo proste podejscie
syntezy hybrydowych nanowtokien PL-b-CL/PVP-CdSe QDs wykazujacych dzialanie
przeciwbakteryjne wobec opornego na antybiotyki P. aeruginosa PAO1. Niemniej jednak,
na szczeg6lng uwage zashuguje ich wysoka cytotoksycznos¢ wobec komoérek nowotworowych,
co czyni z nich obiecujace nanomaterialy przeciwnowotworowe do stosowania
miejscowego i otwiera nowe perspektywy terapeutyczne, ktére w przysztosci moga przyczynié
si¢ do opracowania skutecznych metod leczenia raka, np. polegajacych na wykorzystaniu NF
w terapii fotodynamicznej. Zastosowanie nanowtokien na konkretnie zlokalizowane zmiany
nowotworowe pozwoli ograniczy¢ ich mozliwg toksycznos¢ wobec zdrowych tkanek przy
jednoczesnym zachowaniu ich wysokiej efektywnosci terapeutycznej. Co wigcej, unikalne
wlasciwosci  optyczne CdSe QDs, sugeruja rowniez duzy potencjal nanowtodkien
sfunkcjonalizowanych CdSe QDs, jako biosensoréw do identyfikacji biomakroczasteczek

w ptynach biologicznych.

3.2. Publikacja II. Dendronized Ag/Au Nanomats: Antimicrobial Scaffold for Wound

Healing Bandages (Macromolecular Bioscience, 2024)

W drugiej pracy doswiadczalnej pt. ,,Dendronized Ag/Au Nanomats: Antimicrobial
Scaffold for Wound Healing Bandages” (Macromolecular Bioscience, 2024) przedstawiona
zostala ~ kompleksowa  charakterystyka  fizykochemiczna oraz  biologiczna
elektroprzedzonych nanowldkien PL-b-CL/PVP sfunkcjonalizowanych nanoczgstkami
zlota  (AuNPs). Ponadto, okreslono wplyw modyfikacji nanorusztowania
PL-b-CL/PVP-AuNPs dendronizowanymi nanoczastkami srebra (Dend-AgNPs) na jego
skuteczno$¢ antybakteryjna oraz oceniono potencjal otrzymanych nanowlékien

w kierunku rozwoju innowacyjnych opatrunkéw na rany.

Materialy i metody
Materialy
= prekursor ztota (HAuCls:3H>O) (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) oraz $rodek
redukujacy (NaBH4) (Sigma—Aldrich, Germany) — wykorzystane do syntezy
nanoczastek ztota (AuNPs)
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PL-b-CL (kopolimer L-laktydu i e-kaprolaktonu) (70:30) (Mw-200 kg) (Purasorb ®,
Corbion, Holandia) - wykorzystany w syntezie matrycy nanowtokien

PVP (Mw-250 kg) (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy) — wykorzystany w syntezie AuNPs
oraz matrycy nanowtokien

rozpuszczalniki analityczne: etanol, chloroform (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy)
dendronizowane nanoczastki srebra (Dend-AgNPs) - otrzymane dzigki wspotpracy
z University of Alcala (Hiszpania); Dend-AgNPs z przylaczonymi dendronami

karbokrzemowymi zostaly przygotowane wedtug metodologii opisanej wczesniej [83]

(ryc. 10)

Rycina 10. Schemat dendronizowanych nanoczastek srebra (Dend-AgNPs) [83].

Linie komorkowe

BEAS-2B 2B (ang. human bronchial epithelial cells) - ludzkie komorki nabtonka
oskrzeli (ATCC CRL-9609) hodowane w pozywce LHC-9 (Gibco)

A549 (ang. human lung cancer epithelial cells) - ludzkie komorki raka ptuc (CCL-185)
hodowano w pozywce F-12K (Corning) uzupetnionej 10% FBS i 1% mieszaning
penicyliny/streptomycyny (Corning).

VH10 (ang. normal human foreskin fibroblasts) — ludzkie fibroblaty (ATCC, Manassas,
VA, USA, PCS-201-012) hodowano w pozywce DMEM (Sigma—Aldrich) uzupetnione;j
10% FBS i 1% mieszaning penicyliny/streptomycyny (Corning).
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=  THP-1 (ang. human monocytic cell line) —ludzka lini¢ komorek monocytarnych (ATCC,
Manassas, VA, USA, TIB-202™) hodowano w zmodyfikowanym podtozu RPMI 1640
(Gibco) zawierajacym 10% FBS

Szczep bakteryjny

= Pseudomonas aeruginosa (PAO1) (ATCC 15692) — z kolekcji Zaktadu Biologii
Medycznej UJK

Metody
1. Synteza i charakterystyka AuNPs stabilizowanych PVP — nanoczastki pokryte
poliwinylopirolidonem zostaty zsyntetyzowane w laboratorium na uniwersytecie
Rhein-Waal University of Applied Sciences (Niemcy), a nastgpnie analizowane
z wykorzystaniem TEM i DLS.
2. Synteza nanowlokien PL-b-CL/PVP modyfikowanych AuNPs - nanoczastki zostaly
unieruchomione w matrycy nanowlokien poprzez bezposrednie zmieszanie roztworu
polimeréw z zawiesing AuNPs 1 nast¢pnie poddanie go elektroprzedzeniu.
3. Charakterystyka fizykochemiczna nanowlékna PL-b-CL/PVP-AuNPs — analiza
morfologii (SEM), skladu chemicznego (AFT-FTIR) oraz wlasciwos$ci termicznych
(TGA, DSC).
4. Charakterystyka biologicznych nanowldékien
4.1. Ocena cytotoksycznosci nanowlékien PL-b-CL/PVP-AuNPs wobec komorek
eukariotycznych -  cytotoksycznos¢ NF  oceniono wobec  komorek
BEAS-2B 1 A549 za pomoca obserwacji mikroskopowej oraz cytometrii
przeptywowe] z wykorzystaniem testu FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit I (BD Pharmingen, USA), przeznaczonego do identyfikacji komorek
apoptotycznych; poziom ROS w komorkach traktowanych NF mierzono ilosciowo
z wykorzystaniem znacznika fluorescencyjnego CM-H2DCFDA (Sigma-Aldrich).

4.2. Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej nanowlokien PL-b-CL/PVP-AuNPs
— dziatanie przeciwbakteryjne NF oceniono wobec P. aeruginosa PAOIl na
podstawie testu gestosci optycznej (OD600) oraz pomiaru poziomu produkcji
dwoch barwnikdw: piocyjaniny i piowerdyny.

4.3. Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej nanowlokien PL-b-CL/PVP-AuNPs
modyfikowanych Dend-AgNPs — nanowlokna zostaly zmodytfikowane
Dend-AgNPs poprzez bezposrednie nanoszenie ich na powierzchni¢ i suszenie

nanomateriatu; skuteczno$¢ przeciwbakteryjng NF oceniono za pomocy: testu
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gestosci optycznej (OD600), pomiaru poziomu produkcji dwéch barwnikow
(piocyjaniny i piowerdyny), testu dyfuzji na ptytce agarowej, testu hamowania
biofilmu bakteryjnego z wykorzystaniem barwienia fioletem krystalicznym,
oznaczenia poziomu ROS u bakterii z uzyciem znacznika fluorescencyjnego
CM-H2DCFDA.

4.4. Analiza mechanizmu uwalniania Dend-AgNPs z nanowlokien — modyfikowane
Dend-AgNPs nanowtokna zostaly umieszczone w PBS, a ilo§¢ uwalnianych
Dend-AgNPs z nanowldkien oceniono na podstawie pomiaru absorbancji przy
560 nm w poszczegolnych punktach czasowych.

4.4. Ocena zywotnosci i proliferacji fibroblastow VH10 — wzrost i proliferacj¢
komorek w obecnosci NF oceniono poprzez obserwacje mikroskopowa,
a zywotno$¢ fibroblastéw za pomoca testu MTS Cell Proliferation Assay Kit
(Colorimetric) (abcam).

4.5. Ocena zywotnosci komoérek THP-1 traktowanych nanowloknami i ich wpltywu
na poziom ekspresji IL-1p w komdrkach — do oceny zywotnosci komorek
wykorzystano test MTS, a poziom interleukin mierzono za pomocg zestawu ELISA

(Human IL-1 beta ELISA Kit, Abcam100562)

Pierwszy etap badan obejmowat synteze nanoczastek ztota in situ PVP, co zapewnito
kontrolowany rozktad wielkosci AuNPs i zapobiegato ich agregacji. Otrzymane NPs byty
w wigkszosci jednorodne ze $rednig $rednicg czastek wynoszacg ~10 nm, a w przypadku
analizy DLS o $redniej wielkosci ~8 nm. Nastepnie nanoczastki zlota zostaty unieruchomione
w matrycy nanowtokien PL-b-CL/PVP. Wytworzone nanowtokna byly cylindryczne
1 porowate, jak pokazano na rycinie 11. Co wigcej, tak jak oczekiwano, wlaczenie nanoczastek
do NF skutkowato rdwniez zmniejszeniem ich $rednicy, wskutek zmiany lepkosci i napigcia

powierzchniowego elektroprzedzonego roztworu (Tabela 4).

Tabela 4. Analiza statystyczna $rednicy nanowtokien mierzona za pomocg programu ImageJ

Badane NF Srednia $rednica Odchylenie
standardowe
PL-b-CL/PVP 2.12 pm 1.6 um
AuNPs + PL-b-CL/PVP 0.95 um 0.7 ym
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Rycina 11. Mikrofotografie SEM elektroprzgdzonych nanowlokien pozwalajace na analize ich
morfologii i rozktadu S$rednic (wstawka po prawej) oraz powigkszony widok ukazujacy
szorstkie/porowate powierzchnie wiokien (wstawka po lewej); a) nanowitdkna PL-b-CL/PVP;
b) nanowtdkna PL-b-CL/PVP sfunkcjonalizowane AuNPs/PVP.
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Przeprowadzona analiza widm absorpcyjnych ATR-FTIR potwierdzita efektywnos¢
immobilizacji NF nanoczastkami ztota. Jak wykazano, dwukierunkowe zastosowanie polimeru
PVP, tj., jako $rodka wspotrzadzacego oraz stabilizujacego AuNPs, przyczynito si¢ do poprawy
efektywnosci elektroprzgdzenia, a takze sprzyjalo interakcjom migdzy ugrupowaniami

nieorganicznymi i matryca, zwigkszajac stabilno$¢ otrzymanego nanomateriatu (ryc. 12).
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Rycina 12. Poréwnanie widm ATR-FTIR nanowtokien PL-b-CL/PVP i PL-b-CL/PVP-AuNPs.

Badane nanowtokna wykazywaty rowniez trzystopniowy profil degradacji masy, co pokazano
na rycinie 13. Zaobserwowano takze, ze unieruchomienie nanoczastek ztota w matrycy
powoduje wzrost temperatury poczatku jej degradacji z 304°C do 345°C, a jej konca z 384°C
do 457°C. Ponadto, wystapity réznice w przemianach fazowych migdzy nanowldknami

PL-b-CL/PVP a PL-b-CL/PVP-AuNPs (ryc. 14). Reasumujac, wiaczenie AuNPs do NF
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wplywa na ich zachowanie termiczne poprzez zwigkszenie ich stabilnosci termicznej

1 krystaliczno$ci oraz obnizenie piku endotermy topnienia (ryc. 14).

—+— AuNPs functionalised fibers
——Pristine fibers (b)

—— AuNPs functionalised fibers
Pristine fibers
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25

derivative weight (dw/dt (a.u.))

T T T T T T 1 T T T T T T 1
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Sample Temperature (°C) Sample Temperature (°C)

Rycina 13. Analiza termograwimetryczna (TGA) (a) i termograwimetryczna krzywa rdézniczkowa
(DTG) (b) niemodyfikowanych i modyfikowanych AuNPs/PVP nanowtokien PL-b-CL/PVP.

Rycina 14. (a) Krzywa DSC niemodyfikowanych i modyfikowanych AuNPs nanowldkien
PL-b-CL/PVP, ukazujaca rdznice w ich zachowaniu zmiany fazy z powodu wlaczenia nanoczastek
i interakcji z kopolimerem PL-b-CL po pierwszym cyklu ogrzewania, (b) po drugim cyklu ogrzewania
po kontrolowanym schiodzeniu probek ; T, — temperatura zeszklenia; T. — temperatura krystalizacji;
Tm — temperatura topnienia.
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Nanowldkna PL-b-CL/PVP-AuNPs charakteryzowata niewielka cytotoksyczno$¢
wobec nienowotworowej linii komorkowej BEAS-2B, w przeciwienstwie do nanorusztowan
PL-b-CL/PVP, ktore indukowaty spadek zywotnosci komorek do 59%. Co ciekawe, mechanizm
toksyczno$ci NF nie byl zwigzany ze zwigkszona produkcja ROS w komorkach, ktora jest
uwazana za jedng z gléwnych przyczyn toksyczno$ci nanomaterialéw. Zwigkszona
toksyczno$¢ nanowtokien PL-b-CL/PVP wynika¢ mogta zatem np. z wydluzonej fazy
adaptacyjnej komorek do materiatu 1 struktury jego powierzchni. Co jednak istotne, oba rodzaje

nanowtokien nie wykazywaly dziatania przeciwnowotworowego (rycina 15).

Rycina 15. Hodowla komoérek BEAS-2B i A549 po 24 h inkubacji z r6znymi typami nanowtokien.
Komorki nietraktowane NF zastosowano jako kontrolg. Poziom reaktywnych form tlenu (ROS)
mierzono w hodowli komoérkowej po 24 h inkubacji z nanowldknami.
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W testach mikrobiologicznych, zaréwno nanowldkna PL-b-CL/PVP, jak
1 PL-b-CL/PVP-AuNPs hamowaty wzrost antybiotykoopornego P. aeruginosa odpowiednio do
80% 1 68%, jak roéwniez ograniczaly produkcje dwoch podstawowych barwnikow
PAO1 — piocyjaniny i piowerdyny, co sugeruje na dziatanie antybakteryjne powigzane z ich

ingerencja w zachodzace u tej bakterii szlaki metaboliczne (ryc. 16).

Rycina 16 . (a) Gestos¢ optyczna P. aeruginosa PAO1 bez i w obecnosci roznych typéw nanowlokien
mierzona przy 600 nm po 24 h inkubacji. (b) Poziom piocyjaniny wytwarzanej przez P. aeruginosa
PAOI1 bez i w obecnosci roznych typéw nanowldkien mierzony przy 691 nm po 24 h inkubacji.
(¢) Poziom piowerdyny wytwarzanej przez P. aeruginosa PAO1 bez 1 w obecnosci roznych typow
nanowtokien po 24 h inkubacji. Nietraktowang hodowle bakteryjna wykorzystano jako kontrole.

Ze wzgledu na obiecujace wiasciwosci przeciwbakteryjne badanych nanowtokien,
w kolejnym etapie w celu zwiekszenia ich potencjalu antybakteryjnego zostaty one
zmodyfikowane Dend-AgNPs, ktore mogg zakldcaé integralnos¢ btony komodrkowej bakterii
Gram-ujemnych poprzez indukowanie jej zwigkszonej przepuszczalnos$ci. Na podstawie
wczesniejszych badan wybrano trzy rozne stezenia Dend-AgNPs (20, 40, 60 pg/mL), ktorych
dziatanie przeciwbakteryjne potwierdzono poprzez test hamowania biofilmu z wykorzystaniem
barwienia fioletem krystalicznym (ryc. 17B). Nastgpnie przeprowadzono test gestosci
optycznej z wykorzystaniem wszystkich mozliwych kombinacji, co przedstawia rycina 17A.
Zaobserwowano, ze modyfikowanie nanowtdkien dendronizowanymi nanoczastkami srebra
zwieksza ich dzialanie przeciwbakteryjne w poréwnaniu do nanowtokien niemodyfikowanych.
Do dalszej cze$ci badan wybrano Dend-AgNPs o stezeniu 40 pg/mL, ktore zapewnito
zadowalajaca aktywnos¢ przeciwbakteryjng oraz stosunkowo niska toksycznos¢ dla komorek

ludzkich, a nastgpnie wykonano test dyfuzji na ptytce agarowej w celu oceny wplywu
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badanych nanomateriatéw na wzrost bakterii (ryc. 17C). Nie stwierdzono obecnosci kolonii
bakteryjnych zaré6wno pod, jak 1 na nanowtdknach PL-b-CL/PVP-AuNPs oraz
PL-b-CL/PVP-AuNPs + Dend-AgNPs. Zaobserwowano réwniez zwigkszong strefe
zahamowania wzrostu bakterii podczas traktowania ich nanowldknami PL-b-CL/PVP-AuNPs
modyfikowanymi Dend-AgNPs. Dopehieniem powyzszych badan byt pomiar ilosci ROS
w komorkach bakterii poddanych dziataniu nanowtokien (ryc. 17D). Zaré6wno nanowtokna
PL-b-CL/PVP-AuNPs, jak i same Dend-AgNPs promowaty nadprodukcje ROS u bakterii,
w przeciwienstwie do nanowldkien PL-b-CL/PVP-AuNPs + Dend-AgNPs, w przypadku
ktorych wystapito wyrazne zmniejszenie ich produkcji, co biorac pod uwage wczesniejsze
pozytywne wyniki testow antybakteryjnych wskazuje na inny mechanizm dzialania
przeciwbakteryjnego.

Dlatego tez, w kolejnym kroku zbadano profil uwalniania Dend-AgNPs
z nanowtokien w czasie (ryc. 18), ktory wykazat poczatkowe szybkie uwalnianie nanoczastek
stabo zwigzanych na powierzchni NF, o czym $wiadczyla zaobserwowana zwigkszona
absorbancja. Po uptywie 2 1 24 h nastapit spadek absorbancji, co mozna wyjasni¢ sedymentacja
uwolnionych NPs i ich penetracja do wnetrza NF. To wlasnie taka sytuacja mogta mie¢ miejsce
podczas traktowania bakterii nanowtdéknami PL-b-CL/PVP-AuNPs+Dend-AgNPs, bowiem
przenikanie Dend-AgNPs do wnetrza NF moze ogranicza¢ ich kontakt z bakteriami, a tym

samym prowadzi¢ do zmniejszonej produkcji ROS.
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Rycina 17. (a) Ggstos¢ optyczna P. aeruginosa PAO1 bez i w obecnosci réznych typéw nanowtokien
i dendronizowanych nanoczastek srebra mierzona przy 600 nm po 24 h inkubacji. (b) Hamowanie
tworzenia biofilmu bez i w obecnosci réznych stezen dendronizowanych nanoczgstek srebra mierzono
poprzez absorbancje fioletu krystalicznego po 24 h inkubacji. (¢) Ocena dziatania przeciwbakteryjnego
wytworzonych nanowlokien przy uzyciu testu dyfuzyjnego na plytce agarowej i wizualng obserwacje
wzrostu bakterii na i pod nanowtoknami. Brak kolonii bakteryjnych i zahamowany wzrost bakterii
na i pod nanowtoknami PL-b-CL/PVP-AuNPs wskazuje na ich aktywno$¢ przeciwbakteryjna (czerwone
okregi). Ztote strzatki wskazuja kolonie bakteryjne obecne na i pod nanowtoknami PL-b-CL/PVP.
Nietraktowana hodowlg bakteryjna wykorzystano jako kontrolg negatywna. Jako kontrole pozytywna
zastosowano hodowle bakteryjng poddang dziataniu antybiotyku (Tobramycyny). (d) Wplyw
niemodyfikowanych i modyfikowanych Dend-AgNPs nanowldokien na wewnatrzkomorkowa generacje
ROS. Poziom ROS oznaczono po 15 minutach traktowania CM-H2DCFDA.
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Rycina 18. Mechanizm uwalniania dendronizowanych nanoczastek srebra z nanowldkien w czasie
w PBS. Procent nanoczastek uwalnianych z nanowtokien w PBS przedstawiono w prawym rogu,
gdzie niebieskie stupki odpowiadaja PL-b-CL/PVP + Dend-AgNPs, a pomaranczowe
PL-b-CL/PVP-AuNP + Dend-AgNP.

Na koniec, zbadano cytotoksycznos$¢ badanych nanomaterialow wobec fibroblastow
— komorek istotnych w procesie gojenia ran. Zarowno Dend-AgNPs oraz modyfikowane nimi
NF zmniejszaty zywotno$¢ komorek VHI10, jak pokazano na ryc. 19. Niemiej jednak,
nanowtokna PL-b-CL/PVP oraz PL-b-CL/PVP-AuNPs nie byly toksyczne dla fibroblastow
1 nie ograniczaly ich wzrostu (ryc. 20). Mozna zatem wnioskowaé, ze obserwowana
cytotoksyczno$¢ modyfikowanych NF wynika gtownie z dzialania Dend-AgNPs. Podobna
sytuacj¢ zaobserwowano takze w przypadku makrofagow, gdzie wykorzystanie Dend-AgNPs
indukowato zwigkszong cytotoksycznosci nanowldkien. Co wigcej, NF niemodyfikowane
i  modyfikowane AuNPs promowaly wzrost produkcji prozapalnych interleukin
w komorkach, a zastosowanie Dend-AgNPs ich spadek. Zatem, wystapita zalezno$¢, w ktorej
wysoka cytotoksyczno$¢ nanomateriatow korelowata z niska produkcja IL-1B, co moze
wskazywac na calkowite zniszczenie komorek, a tym samym brak wytwarzanych IL-1.
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Rycina 19. Zywotno$¢ komorek VH10 traktowanych nanowtéknami lub Dend-AgNPs. Nietraktowane
komorki zastosowano jako kontrole. Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki
przedstawiono jako procent kontroli.

Rycina 20. Hodowla komérek VH10 po 24 h i 72 h inkubacji z réznymi typami nanowokien.
Nietraktowane komorki zastosowano jako kontrolg.
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Podsumowujac,  zaproponowane  modyfikacje = nanowtokien = PL-b-CL/PVP
pozwolilty na poszerzenie ich spectrum zastosowania. Opracowane nanorusztowanie
PL-b-CL/PVP-AuNPs, cechowala silna aktywno$¢ przeciwbakteryjna skierowana wobec
opornego na antybiotyki Gram-ujemnego patogenu - P. aeruginosa oraz, co wazne stosunkowo
niska toksyczno$¢ komorkowa wobec ludzkiej linii fibroblastow i nieznacznie zwi¢kszona
immunoreaktywnos¢. Wyniki te potwierdzaja zatem mozliwo$¢ zastosowania tych
nanowldkien jako nowej klasy opatrunkow przeciwbakteryjnych, ktore beda w stanie
sprosta¢ wszystkim restrykcyjnym wymaganiom jakie stawia si¢ materialom tego typu oraz
pokona¢ ich gtowne ograniczenia. Latwe w aplikacji NF o porowatej strukturze gwarantuja
bowiem efektywng wymiane gazow i1 skuteczne pochianianie wysiekow z rany, za$§ ich
wlasciwosci przeciwbakteryjne, beda zapobiegaty infekcji, zapewniajac optymalne srodowisko
dla procesu gojenia si¢ rany. Co wigcej, otrzymane nanowlékna PL-b-CL/PVP-AuNPs
sa bardzo dobrymi platformami do transportu innych zwiazkéw, w tym przypadku
dendronizowanych nanoczastek srebra (Dend-AgNPs), ktore dodatkowo wzmacniaja dzialanie

przeciwbakteryjne catego rusztowania.

4.5. Publikacja III. Electrospun Nanofibers for the Delivery of Endolysin/Dendronized

Ag-NPs Complex Against Pseudomonas aeruginosa (Nanotechnology, Science and

Applications, 2025)

W ostatniej pracy doswiadczalnej pt. ,,Electrospun Nanofibers for the Delivery of
Endolysin/Dendronized  Ag-NPs  Complex  Against Pseudomonas  aeruginosa”
(Nanotechnology, Science and Applications, 2025) przedstawiono podejscie polegajace
na opracowaniu materialu o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych na bazie
elektroprzedzonych nanowlokien PL-b-CL/PVP modyfikowanych dendronizowanymi
nanoczastkami srebra (Dend-AgNPs) oraz bialkiem pochodzenia bakteriofagowego
— endolizyna. Ponadto, wskazano glowne zalety z zastosowanej podwojnej modyfikacji NF
w aspekcie wytworzenia innowacyjnego opatrunku do leczenia trudno gojacych si¢ ran
i jednoczesnie zapobiegajacego zakazeniom, wywolywanym przez bakterie

wielolekooporne.
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Materialy i metody

Materialy

PL-b-CL (kopolimer L-laktydu i e-kaprolaktonu (70:30) (Srednia Mw-200 kg)
(Purasorb ®, Corbion, Holandia) oraz polimer PVP (Mw-250 kg) (Carl Roth, Karlsruhe,
Niemcy) - wykorzystane w syntezie matrycy nanowtokien

rozpuszczalniki analityczne: chloroform (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy)
dendronizowane nanoczastki srebra (Dend-AgNPs) - otrzymane dzigki wspotpracy
z University of Alcala (Hiszpania); Dend-AgNPs zostaly przygotowane wedlug
metodologii opisanej wezesniej [83] (ryc. 10)

rekombinowana endolizyna (domena Kkatalityczna CHAP faga 1'812) — zakupiona

z firmy Protean (Czechy)

Linia komorkowa

VHI10 (ang. normal human foreskin fibroblasts) — ludzkie fibroblaty (ATCC, Manassas,
VA, USA, PCS-201-012) hodowano w pozywce DMEM (Sigma—Aldrich) z 10% FBS

1 1% mieszaning penicyliny/streptomycyny (Corning).

Szczep bakteryjny

Pseudomonas aeruginosa (PAO1) (ATCC 15692) — z kolekcji Zaktadu Biologii
Medycznej UJK

Metody

1. Przygotowanie nanowlokien PL-b-CL/PVP modyfikowanych Dend-AgNPs oraz

endolizyng — nanowtokna PL-b-CL/PVP zostaly wytworzone wedlug procedury

1 parametréw elektroprzedzenia opisanych wczesniej (Publikacja 2) [83]. Otrzymane

nanowldkna zostaty nastepnie pokryte Dend-AgNPs i endolizyna, poprzez bezposrednie

nanoszenie i suszenie nanomateriatu.

Ocena morfologii niemodyfikowanych i modyfikowanych nanowlékien - zmiany

w morfologii badanych nanowtokien obserwowano za pomoca SEM

Charakterystyka biologiczna nanowlokien

3.1. Ocena aktywnosSci przeciwbakteryjnej - dzialanie przeciwbakteryjne
NF oceniono na podstawie testu gestosci optycznej (OD600) oraz pomiaru poziomu
produkcji dwoch barwnikow (piocyjaniny i1 piowerdyny); morfologie komorek
bakteryjnych traktowanych NF oceniono za pomocg SEM, a ich przezywalno$¢ przy

pomocy mikroskopii fluorescencyjnej z wykorzystaniem testu LIVE/DEAD Cell
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Viability Assays (Thermo Fisher); wptyw NF na tworzenie biofilmu bakteryjnego
P. aeruginosa okreslono stosujac barwienie fioletem krystalicznym

3.2. Ocena dzialania cytotoksycznego NF wobec fibroblastéw — zywotnos$¢ ludzkich
fibroblastow VH10 poddanych dzialaniu nanowtokien okre§lono za pomoca testu

MTS

W tym badaniu wytworzone metoda elektroprzedzenia nanowtdékna PL-b-CL/PVP
zostaly zmodyfikowane Dend-AgNPs i endolizyng, jak przedstawiono na ryc. 21A.
Biatka fagowe, takie jak endolizyny wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne poprzez trawienie
peptydoglikanu znajdujacego si¢ w $cianie komorkowej bakterii. Niemiej jednak, obecno$¢
zewnetrznej btony bakteryjnej (OM, ang. outer membrane) w przypadku Gram-ujemnych
bakterii stanowi istotng przeszkode dla ich efektywnego egzogennego zastosowania.
Dlatego tez, w celu zapewnienia zadowalajacej skuteczno$ci przeciwbakteryjnej,
przeprowadzono dodatkowa modyfikacje NF permeabilizatorami zewnetrznej blony
bakteryjnej, tj. Dend-AgNPs z kationowymi dendronami karbokrzemowymi, ktorych interakcja
z ujemnie natadowang OM prowadzi do zwigkszenia jej przepuszczalnosci.

Wiasciwosci  fizykochemiczne otrzymanych nanowldkien PL-b-CL/PVP zostaty
opisane wczesniej w Publikacji 2 (Macromolecular Bioscience, 2024). Wptyw modyfikacji
nanowtokien Dend-AgNPs i endolizyng oceniono za pomocg SEM (ryc. 21B), ktora
potwierdzita efektywne przylaczenie nanoczastek do nanowtdkien oraz co ciekawe, powstanie
widocznej warstwy biatka tzw. ,filmu” na ich powierzchni podczas traktowania endolizyng.
Mogto to by¢ spowodowane utworzeniem dodatkowego rusztowania na nanowtoknach, na
skutek oddziatywania przylaczonych do nich Dend-AgNPs z endolizyna, co w efekcie
doprowadzilo réwniez do zmiany morfologii badanych nanowtokien. Zmiany te nie
powodowaly jednak trwalej deformacji ani kurczenia si¢ nanomateriatu, a po jego
umieszczeniu w roztworze PBS, na skutek uwolnienia wcze$niej zwigzanego biatka

obserwowano powr6t NF do ich pierwotnej morfologii.
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Rycina 21. (A) Schemat przygotowania nanowlokien. (B) Mikrofotografie SEM niemodyfikowanych
nanowtdkien (PLCL/PVP) (po lewej), NF modyfikowanych dendronizowanymi nanoczastkami srebra
(PLCL/PVP + Dend-AgNPs) (w $rodku) i nanowldkien modyfikowanych dendronizowanymi
nanoczastkami srebra i endolizyng (PLCL/PVP + Dend-AgNPs + Endolizyna) (po prawe;j).

Kolejno ocenie poddano dzialanie przeciwbakteryjne otrzymanych nanomateriatow.
Zarowno nanowtokna PL-b-CL/PVP, jak i endolizyna, nieznacznie wplywaly na wzrost
P. aeruginosa, w przeciwienstwie do Dend-AgNPs, ktore hamowaly wzrost bakterii do 13%.
W kazdej z zastosowanej kombinacji, gdzie wystgpowaty nanoczastki obserwowano wyrazne
zahamowanie wzrostu PAO1. Jak pokazano na rycinie 22A, dla PL-b-CL/PVP+DendAgNPs,
DendAgNPs+ednolizyna oraz PL-b-CL/PVP +DendAgNPs+endolizyna, byto to odpowiednio
47%, 50% 1 9%. Wyniki te byly spdjne z pomiarem poziomu piocyjaniny (ryc. 22B)
1 piowerdyny (ryc. 22C) — dwodch podstawowych barwnikéw wytwarzanych przez
P aeruginosa, gdzie uklad nanowtdkna + nanoczastki + endolizyna roéwniez wykazywat
najsilniejsze dziatanie hamujace. Potwierdzito to kluczowa rol¢ kompleksu Dend-AgNPs

1 endolizyny w zaobserwowanej aktywno$ci przeciwbakteryjnej, ktéra mogta obejmowac
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bezposrednie niszczenie oslon bakteryjnych oraz zaktocanie bakteryjnych procesow

metabolicznych.

Rycina 22. Ggsto$¢ optyczng P. aeruginosa PAO1 mierzono przy 600 nm bez i w obecnosci
niezmodyfikowanych 1 zmodyfikowanych nanowldkien, Dend-AgNP, Endolizyny i Dend-AgNP
+ Endolizyny po 24 h inkubacji (A). Produkcja piocyjaniny przez PAO1 mierzona przy 691 nm bez
i w obecnosci niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych nanowldokien, Dend-AgNP, Endolizyny
i Dend-AgNP + Endolizyny po 24 h inkubacji (B). Produkcja piowerdyny przez PAOI
bez i w obecnosci niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych nanowlokien, Dend-AgNP, Endolizyny
i Dend-AgNP + Endolizyny po 24 h inkubacji (C). Nietraktowane komorki zastosowano jako kontrolg.
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Ponadto, mikroskopowa obserwacja komorek bakteryjnych traktowanych samymi
Dend-AgNPs, jak 1 w polaczeniu z nanowtdknami i/lub endolizyna, potwierdzita brak
zachowania typowej dla tych komorek morfologii oraz wystepowanie ich pozostalosci na
skutek zniszczenia (ryc. 23). Jest to zgodne z poprzednimi wynikami testow
mikrobiologicznych i sugeruje na udziat kompleksu Dend-AgNPs/endolizyna w zwigkszaniu
przepuszczalno$¢ blony 1 Sciany komorkowej bakterii, prowadzacej do wycieku sktadnikow

komorkowych 1 ostatecznego zniszczenia komorki.

Rycina 23. Mikrofotografie SEM przedstawiajace morfologi¢ nietraktowanych komorek bakteryjnych
(A), traktowanych NF (B), endolizyng (C), NF+endolizyna (D), Dend-AgNPs (E),
NF+Dend-AgNPs (F), Dend-AgNPs+endolizyna (G) oraz NF+Dend-AgNPs+endolizyna (H).
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Dopetnieniem powyzszych testow antybakteryjnych byla ocena Zywotno$ci bakterii
poddanych dziataniu badanych nanomateriatéw (ryc. 24). W tym celu zastosowano test
LIVE/DEAD, ktory pozwolit na rozroéznienie zywych komorek, barwionych na zielono,
od martwych barwionych na kolor czerwony. Analogicznie, w kazdej z kombinacji gdzie
zastosowane byly Dend-AgNPs, zaobserwowano wyrazny spadek zywotnosci P. aeruginosa,
ze szczegblnym uwzglednieniem nanowldkien modyfikowanych nanoczastkami i endolizyna,
ktore to indukowaly znaczacy wzrost S$miertelnosci PAO1. Zatem, wszystkie powyzsze
badania potwierdzity aktywno$¢ przeciwbakteryjng Dend-AgNPs oraz kompleksu
Dend-AgNPs/endolizyna, a takze jej brak w przypadku stosowania samych nanowtokien
PL-b-CL/PVP.

Rycina 24. Wyniki barwienia LIVE/DEAD: nietraktowanej NF hodowli bakteryjnej (kontrola) (A), po
24 h traktowania niemodyfikowanymi NF (B), endolizyna (C), NF z endolizyna (D), Dend-AgNPs (E),
NF z Dend-AgNPs (F), Dend-AgNPs+endolizyng (G) i NF modyfikowanymi kompleksem
Dend-AgNPs/endolizyna (H).
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Nastepnie, oceniono wplyw badanych nanomaterialtdbw na tworzenie biofilmu
P. aeruginosa, ktérego wystepowanie moze znaczaco utrudnia¢ leczenie 1 gojenie ran. W tym
celu przeprowadzono barwienie fioletem krystalicznym, a ilo$¢ powstatego biofilmu mierzono
spektrofotometrycznie. Jak pokazano na rycinie 25 modyfikacje nanowldkien Dend-AgNPs,
endolizyng oraz kompleksem Dend-AgNPs/endolizyna, doprowadzily do zahamowania
tworzenia biofilmu odpowiednio do 4.5%, 28% 1 9%. Podczas gdy, sam kompleks
dendronizowanych nanoczastek srebra 1 enzymu hamowat tworzenie biofilmu do 5%. Nalezy
zaznaczyC, ze oprocz bezposredniego uszkadzania komorek i ograniczania ich wzrostu,
hamowanie tworzenia biofilmu moze by¢ takze powigzane z dziataniem jonow srebra, w tym
ich interakcja z resztami cysteiny, obecnymi w enzymach zaangazowanych w metabolizm

egzopolisacharydow, czy tez by¢ zwigzane z zaktocaniem zjawiska QS (ang. quorum sensing).

Rycina 25. Hamowanie tworzenia biofilmu bez i w obecnosci niezmodyfikowanych
i modyfikowanych NF z Dend-AgNP i/lub endolizyna oceniono poprzez pomiar absorbancji fioletu
krystalicznego po 24 godzinach inkubacji.

W zwiazku z przeznaczeniem opracowanych nanomateriatlow tj. funkcjonalnych
opatrunkéw na rany, w kolejnym etapie zbadano ich dzialanie cytotoksyczne wobec ludzkich
fibroblastow (ryc. 26). Zaréwno nanowldkna PL-b-CL/PVP, jak i endolizyna nie byly
cytotoksyczne dla komorek, w przeciwienstwie do Dend-AgNPs i modyfikowanych nimi NF,
ktére zmniejszaly zywotno$¢ fibroblastow odpowiednio do 24% 1 26%. Z kolei badany

kompleks Dend-AgNPs/endolizyna indukowal spadek zywotnosci komorek do 30 %. Niemiej
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jednak, wilaczenie kompleksu do nanowtokien ograniczylo jego efekt cytotoksyczny,
z zachowaniem zywotno$ci komorek na poziomie 74%, co stwarza obiecujace perspektywy,

jesli chodzi o ich medyczne zastosowanie.

Rycina 26. Zywotno$¢ komoérek VH10 poddanych dziataniu niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych
nanowtdkien PLCL/PVP, Dend-AgNP, Endolizyny i Dend-AgNP + Endolizyny po 24 h inkubacji.
Komorki nietraktowane zastosowano jako kontrole. Eksperymenty przeprowadzono w trzech
powtdrzeniach, a wyniki przedstawiono jako procent kontroli.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja na duzy potencjat elektroprzedzonych
nanowtokien PL-b-CL/PVP jako no$nikéw substancji terapeutycznych o wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych, tj. Dend-AgNPs oraz bialek pochodzenia bakteriofagowego
(endolizyn). Nanowlokna PL-b-CL/PVP, modyfikowane powierzchniowo Dend-AgNPs
i endolizyna, wykazuja zadowalajaca aktywnos¢ przeciwbakteryjna wobec lekoopornego
P. aeruginosa, a efekt ten powigzany jest z Dend-AgNPs, ktore dzialajg jako permeabilizatory
zewngtrznej btony bakteryjnej, umozliwiajgc dzialanie endolizynie - trawienie bakteryjnego
peptydoglikanu. Ponadto, zastosowanie nanowlékien jako nosnika dla kompleksu
Dend-AgNPs/endolizyna znaczaco zmniejsza jego cytotoksycznos¢ w stosunku
do ludzkich fibroblastow. Wtasciwosci biologiczne badanych nanomateriatow podsumowano

w Tabeli 5.
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Tabela 5. Porownanie wlasciwosci antybakteryjnych i cytotoksycznych

Bacteria Inhibition of Fibroblast Cell
Growth Biofilm Formation Viability
(Percentage (Percentage (Percentage
of Control) of Control) of Control)
Nanofibers 83 % 92 % 98 %
Dend-AgNPs 13 % 10 % 24 %
Endolysin 100 % 100 % 98 %
Nanofibers + Dend-AgNPs 47 % 4.5 % 26 %
Nanofibers+ Endolysin 87 % 28 % 92 %
Dend-AgNPs + Endolysin 50 % 5% 39%
Nanofibers+Dend-AgNPs+Endolysin 9% 9 % 74 %

Jak, wida¢ zastosowanie nanowtokien PL-b-CL/PVP + Dend-AgNPs + endolizyna jest
kolejnym traftnym podejsciem polegajacym na wykorzystaniu wtasciwosci réznych zwigzkow,
ktoérych wspotdziatanie daje szanse otrzymania innowacyjnego rusztowania dla komorek,
jednoczesnie zapobiegajacego infekcjom i wspomagajacego regeneracj¢ uszkodzonych
tkanek, co moze by¢ doskonatym rozwigzaniem, zwlaszcza jesli chodzi o kraje o niskich
1 Srednich dochodach, gdzie ograniczone zasoby i1 dostep do ustug medycznych, uniemozliwia
utrzymanie sterylnych warunkéw, a kazdy nawet nieskomplikowany zabieg wigze si¢

z wysokim ryzykiem zakazenia.
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5. Whnioski koncowe

1.

Dzigki precyzyjnie dobranym parametrom elektroprzedzenia otrzymano porowate,
cylindryczne nanowtokna o satysfakcjonujacej stabilnosci termicznej 1 mechanicznej,

co potwierdzity wykonane analizy fizykochemiczne.

Wilaczenie do nanowldkien PL-b-CL/PVP kropek kwantowych selenku kadmu
(CdSe QDs) pozwolilo na wytworzenie nanomaterialdw o wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych skierowanych wobec lekoopornego Pseudomonas aeruginosa

PAO1 oraz istotnej aktywnos$ci przeciwnowotworowe;j.

Powierzchniowa modyfikacja przeciwbakteryjnych nanowtokien
PL-b-CL/PVP-AuNPs dendronizowanymi nanoczastkami srebra wzmacnia dziatanie
antybakteryjne calego nanorusztowania wobec opornego na antybiotyki
Pseudomonas aeruginosa PAOI, a zastosowanie tych nanowtokien jako platformy
do transportu Dend-AgNPs ogranicza cytotoksyczno$¢ tych nanoczastek

w stosunku do ludzkich fibroblastow.

Elektroprzgdzone  nanowtokna  PL-b-CL/PVP  modyfikowane  Dend-AgNPs
1 endolizyng wykazuja silne dziatanie przeciwbakteryjne wobec Pseudomonas
aeruginosa PAO1 hamujac jego wzrost, produkcje czynnikow wirulencji i indukujac
uszkodzenia btony zewng¢trznej i Sciany komodrkowej bakterii, a wykorzystanie tych
nanowtokien jako nosnika dla Dend-AgNPs istotnie zmniejsza ich cytotoksycznos¢

wobec fibroblastow.
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Abstract: Fabrication and characterization of hybrid nanomats containing quantum dots can play a
prominent role in the development of advanced biosensors and bio-based semiconductors. Owing
to their size-dependent properties and controlled nanostructures, quantum dots (QDs) exhibit dis-
tinct optical and electronic characteristics. However, QDs include heavy metals and often require
stabilizing agents which are toxic for biological applications. Here, to mitigate the use of toxic lig-
ands, cadmium selenide quantum dots (CdSe QDs) were synthesized in situ with polyvinylpyrrol-
idone (PVP) at room temperature. The addition of PVP polymer provided size regulation, stability,
and control over size distribution of CdSe QDs. The characterization of the optical properties of the
CdSe QDs was performed using fluorescence and ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy. CdSe
QDs exhibited a typical absorbance peak at 280 nm and a photoluminescence emission peak at 580
nm. Transmission electron microscopy (TEM) micrographs demonstrated that CdSe QDs having an
average size of 6+4 nm were obtained via wet chemistry method. CdSe QDs were immobilized in a
blend of PVP and poly(L-lactide-co-e-caprolactone) (PL-b-CL) copolymer that was electrospun to
produce nanofibers. Scanning electron microscopy (SEM), thermal analyses and attenuated total re-
flectance Fourier-transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) were used to characterize properties
of fabricated nanofibers. Both pristine and hybrid nanofibers possessed cylindrical geometry and
rough surface features, facilitating increased surface area. Infrared absorption spectra showed a
slight shift in absorbance peaks due to interaction of PVP-coated CdSe QDs and nanofiber matrix.
The presence of CdSe QDs influenced the fiber diameter and their thermal stability. Further, in vitro
biological analyses of hybrid nanofibers showed promising antibacterial effect and decline in cancer
cell viability. This study offers a simple approach to obtain hybrid nanomats immobilized with size-
controlled PVP-coated CdSe QDs, which have potential applications as biosensors and antibacterial
and anticancer cell agents.

Keywords: polymer-stabilized quantum dots; hybrid structured nanomaterials; copolymer; electro-
spinning; non-wovens; fluorescence; biosensors

1. Introduction

Nanostructured organic/inorganic semiconductor hybrids possess exceptional size-
dependent optical [1], electrical [2], and magnetic properties [3]. These materials have
been explored substantially for biosensing [4,5], photocatalysis [6,7] and photovoltaic [8—
10] applications. Hybrid nanomaterials based on polymer-templated quantum dots are
innovative functional materials, which combine the flexibility and the processability of
polymers together with the unique optical collective properties of QDs [11]. Inorganic
QDs comprise semiconductor nanoparticles based on metals from the II-VI groups of the
periodic table, with an average size between 2 and 20 nm. Favorably, quantum dots offer
the possibility of tuning optical properties based on their shape, size, and composition
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[12,13]. Moreover, templating the QDs within the biopolymers can extend their solubility
and compatibility in wide range of biological media in addition to providing control over
their morphology. Additionally, inorganic/organic hybrid combinations at nanoscales of-
fer efficient charge separation at the interface between the dielectric shell and semi-con-
ductor core, therefore resulting in magnification of quantum effect and power translation
efficiency in addition to improving the photostability. CdSe QDs are remarkable as they
offer the possibility of the systematic tuning of the absorption and emission wavelengths
as well as wide wavelengths of photoluminescence and stability [14-16]. Due to these
characteristics, CdSe QDs are preferred for applications such as biomarkers and sensors
[17]. CdSe QDs, similar to other inorganic/organic hybrids, consist of a luminescent active
core and stabilizing ligands as a shell. Traditionally, the role of stabilizing QDs has been
played by ligands such as trioctylphosphine oxide (CT) and octadecylamine (CA) [18].
These ligands are often toxic for biological systems, hence restricting their usage in bio-
logical applications [19]. Therefore, combinations such as P3HT-coated CdSe QDs are
highly demanded to overcome such issues. Here, P3HT, as an electron donor, is well-
suited to coat CdSe QDs as well as enable modification of emissions over a wide wave-
length of spectrum [20-22]. Similarly, by using polymers as stabilizing agents, it is possi-
ble to mitigate the use of toxic ligands while providing stable QDs for biological applica-
tions [13,17,23]. In particular, applying the in situ approach restricts agglomeration and
facilitates a greater control over the size and the size distribution of QDs [22,24]. Addi-
tionally, use of polymer offers a selection of biocompatible materials [13]. Moreover, the
presence of functional polymeric matrix can open energy transfer pathways and prevent
the self-quenching of the fluorescence of QDs [22,25] and subsequently enhance the effi-
ciency and effectiveness of QDs by structuring them at the nanoscale. Herein, the fabrica-
tion of nanofibers via electrospinning offered as an excellent tool for homogenous immo-
bilization of QDs in low dimensional structure. Utilization of nanofibers for structuring
hybrid QDs offers two main advantages:

a. They provide QDs access to a large surface area due to their characteristic high aspect
ratio [26].

b.  Secondly, they offer QDs a shielding effect, which in turn mitigates toxicity and leach-
ing issues as well as facilitating access to a targeted delivery mechanism [8].

Electrospinning offers a cost effective, relatively controlled mechanism to obtain
CdSe QDs structured in nanofibers, which are made from biocompatible polymers [27-
29]. Hence, in this two-stage investigation, initially, the synthesis of CdSe QDs was per-
formed in situ with PVP polymer to control size and size distribution of QDs. Thereafter,
QDs were immobilized in an electrospun nanofibers matrix using a biodegradable and
biocompatible copolymer of poly(L-lactide-co-e-caprolactone) (PL-b-CL). PVP polymer
was used as co-spinning agent to stabilize the electrospinning process. Additionally, it
facilitated an interface between the PVP-stabilized QDs and the nanofiber matrix. There-
fore, hybrid nanofibers with a homogenous distribution of CdSe QDs in nanofiber matrix
were fabricated. Finally, the properties of the obtained nanomaterials were characterized
using various physicochemical techniques and electron microscopy. Biological analysis
was performed to describe antimicrobial activity of nanofibers and their cytotoxic effect
on eukaryotic cells. Nanostructured hybrid materials fabricated using this study exhibit
suitability for biosensing, biomarker, semiconductor, and photocatalysis applications.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Cd acetate, selenium powder, PVP (Mw-250 kg) and analytical-grade solvents etha-
nol/chloroform were purchased from Carl Roth, Karlsruhe, Germany, while NaBHa4 to ob-
tain NaHSe in ethanol suspension was obtained from Sigma Aldrich. Commercial copol-
ymer of L-lactide and e-Caprolactone (70:30) (PL-b-CL) (average Mw-200 kg) was pur-
chased from Purasorb®, Corbion, The Netherlands.
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2.2. Methods
2.2.1. Synthesis of CdSe QDs Stabilized with PVP

PVP-stabilized CdSe QDs were synthesized via an in situ approach based on a com-
position demonstrated in Fahmi et al. [30]. Initially, 0.01 M Cd acetate was dissolved in
polymer solution comprising of 0.07 g PVP in ethanol. The mixture was stirred vigorously
under N2 atmosphere at 40 °C. Simultaneously, 0.01 M Se powder was stirred and sus-
pended in ethanol under constant flow of N2. After 1 hour, 0.3 M NaBH4 was added to the
solution to obtain colorless solution. As soon as the NaHSe suspension turned colorless,
it was added dropwise to Cd acetate solution, which gradually turned yellowish, to give
CdSe QDs coated with PVP as proposed in Scheme 1. Solution was left for stirring for 2 h
at 40 °C. Resulting CdSe QDs were analyzed using TEM, DLS, and fluorescence/UV-Vis
spectroscopy. It was observed that ethanol, which was used as solvent for synthesis QDs,
leads to phase separation of co-polymer solubilized in chloroform. Therefore, to prevent
phase separation, CdSe QDs were re-dispersed in chloroform before being added to elec-
trospinning solution.

Scheme 1. Proposed structure of PVP and CdSe complexation during in situ synthesis.

2.2.2. Fabrication of the Nanofibers Immobilized with CdSe QDs

Hybrid nanofibers immobilized with CdSe QDs were prepared by mixing 2 polymer
solutions containing 0.85 g PL-b-CL (L-lactide/caprolactone copolymer) in chloroform
and 0.21 g PVP (polyvinylpyrrolidone) with CdSe QDs in chloroform. The ratio of weights
of PVP and PL-b-CL in electrospinning solution was 4:1. Briefly, 0.21 g PVP was added to
8 mL of PVP-capped CdSe QDs, which were suspended in chloroform in previous stage.
Here, PVP was utilized as co-spinning agent to stabilize the electrospinning process and
provide better yield. In a separate vial, 0.85 g PL-b-CL was dissolved in 8 mL of chloro-
form. Then, both solutions were combined and stirred for 24 h at room temperature. After
24 h, the obtained hybrid solution was added into a syringe (5 mL) connected to a capillary
(0.8 mm) via PTFE tube. The electrospinning process was carried out with optimized pa-
rameters, as presented in Table 1. Nanofibers were collected on the rotating collector cov-
ered with non-stick sheet. Similar procedure was followed to obtain pristine PL-b-CL/PVP
nanofibers excluding CdSe QDs.
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Table 1. The electrospinning parameters of nanofibers.

Sample Weight () Voltage Flow Rate TeItl:ﬁ:ra- Humidity
P PL-b-CL PVP (V) (mlhr) (%)
CdSe QDs +
PL-b- 0.85 0.21 12 1 16 85
CL/PVP
PL-b-
CL/PVP 0.85 0.21 12 1 16 85

2.3. Characterization of Morphology and Size
2.3.1. Morphology and Size Distribution

The morphology of nanofibers was determined using a scanning electron microscope
(JSM-IT 100 InTouchScope™, Freising, Germany) at an accelerating voltage of 15 kV. TEM
microscopy (JEOL 2200 fs (HR-TEM) and JEOL-10; JEOL Ltd., Tokyo, Japan) was used to
provide higher magnification micrographs of PVP-stabilized QDs. The QDs in PBS solu-
tion were placed on the carbon surface 200-mesh copper grid (Ted Pella., Redding, CA,
USA) for 30 min and drained with blotting paper, while HR-TEM was performed on CdSe
QDs suspended in ethanol using JEOL 2200 fs (HR-TEM). ImageJ® [31] was used to ana-
lyze SEM and TEM micrographs. Statistical analysis was performed using OriginLab soft-
ware.

The hydrodynamic diameter of QDs was measured using dynamic light scattering
(DLS) in a photon correlation spectrometer (Anton Paar Litesizer 500, Graz, Austria). The
refraction factor was assumed to be 1.33, while the detection angles were 15°, 90° and 175°,
and the wavelength was 658 nm. PBS was used as a solvent. The data was analyzed using
Anton Paar software.

2.3.2. Thermal Analysis

For thermal analysis of fibers, differential scanning calorimetry (DSC) and thermo-
gravimetric analysis (TGA) (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) were used. Briefly, ~10 mg
of solid nanofibers samples sealed in an aluminum pan were subjected to multiple heating
cycles at the rate of 5 °C min from -60 to 200 °C in a chamber flushed with nitrogen. For
TGA, ~10 mg of solid fibers were weighed in a ceramic cuvette and heated at 5 °C min-!
from 30 °C to 700 °C at nitrogen flow rate of 20 mL.min.

2.3.3. UV-Vis and Fluorescence Spectroscopy

Before performing spectroscopic analysis, synthesized CdSe QDs were diluted by a
factor of 100. Perkin Elmer A-25 spectrometer was used to measure peak absorbance wave-
length exhibited by PVP-coated CdSe QDs. Thereafter, peak absorbance wavelength ob-
tained from UV-Vis analysis was used as excitation wavelength in fluorescence spectrom-
eter. The emission wavelength and photoluminance intensity of PVP-coated CdSe QDs
were observed.

2.3.4. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR)

PerkinElmer Spectrum 2000 spectrometer with an ATR assembly was used to com-
pare changes in specific vibrational frequencies of pristine fibers, and fibers were immo-
bilized with CdSe QDs under infrared at scanning resolution of 2 cm™. Briefly, electrospun
nanofibers were cut to ~0.5 cm circle and pressed against crystal on top plate for analysis.
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2.4. Biological Properties of Nanofibers
2.4.1. Antimicrobial Activity of Nanofibers

The antibacterial activity of the studied nanofibers was tested against P. aeruginosa
(PAO1). For this purpose, the bacteria were seeded on a 96-well plate and then treated
with nanofibers (size 6 mm). Bacterial growth was assessed spectrophotometrically using
an optical density test (OD600) in addition to measuring the level of pyocyanin and pyo-
verdine production by bacterial cells treated with nanofibers. The pyocyanin level was
measured at 691 nm. The pyoverdine fluorescence intensity was measured at Ex/Em =
405/460 nm. Experiments were performed in triplicate and results are presented as per-
centage of control.

2.4.2. Cytotoxic Effect of Nanofibers on Eukaryotic Cells

Two cell lines were used in this study. Human bronchial epithelial BEAS-2B cells
(ATCC CRL-9609) were cultured in LHC-9 medium (Gibco). Human lung carcinoma A549
(CCL-185) cells were cultured in F-12K medium (Corning) supplemented with 10% fetal
bovine serum and 1% penicillin/streptomycin (100x antibiotic antimycotic solution, Corn-
ing). Cells were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere and 5% COz. The culture
medium was changed every 2 days. The level of surviving nanofiber-treated cells was as-
sessed using the MTS Cell Proliferation Assay Kit (Colorimetric) (abcam). Briefly, cells
were seeded in 96-well plates and cultured for 24 h to reach the appropriate cell conflu-
ence. Next, the cells were treated for 24 h with UV-sterilized nanofibers (sterilized for 30
min). It has been reported that exposing PVP polymer to UV light (254 nm) induces cross-
linking. However, the crosslinking was reported in solution phase and in the presence of
crosslinking agents. Here, no noticeable crosslinking was observed as the exposure time
was insufficient. Nanofibers (size 35 mm) were immobilized with inserts to achieve the
appropriate cell/nanofiber contact. Untreated cells were used as control. After 24 h incu-
bation, the nanofibers were removed, and the MTS reagent was used according to the
manufacturer’s instructions.

2.4.3. Inhibition of Proliferation of Cancer Cells

The A549 cells were seeded in 6-well plates and cultured for 72 h in the presence of
tested UV-sterilized nanofibers (size 35 mm). Next, the nanofibers were removed, and
cells were observed by optical microscopy (x64).

3. Results and Discussion

One route to obtain stable QDs colloids is to attach a large ligand, which can maintain
QDs in a suspended state due to steric hindrance. Here, PVP was as an excellent candidate
to be used as ligand due to its biocompatible nature and presence of a long polymer chain,
which provided hindrance effect. Hence, synthesis of CdSe QDs was performed in situ
with PVP and resulted in neon yellow solution, which was highly stable. Their morpho-
logical and spectroscopic properties were analyzed using TEM/DLS and fluorescence/UV-
Vis spectroscopy. The TEM micrographs showed that the QDs were coated with a thin
layer of PVP polymer (Figure 1). The core diameter of PVP-coated CdSe was measured to
be between 5-15 nm with a mean of 6 + 4 nm, and their average hydrodynamic diameter
was 23 + 7 nm. DLS data demonstrated that the synthesized QDs had fewer aggregates,
possessing a polydispersity index PDI -0.27 (Figure 2). Indeed, the layer of PVP around
QDs had resulted in stabilization and minimized agglomeration. Further, a typical CdSe
QDs diffraction pattern was observed from the HR TEM showing the crystal structure of
CdSe QDs to the third order.
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Figure 1. TEM micrographs of CdSe QDs displaying lattice fringes and diffraction pattern. (a) TEM
overview of cluster CdSe QDs coated with PVP. (b) HR-TEM (inset) showing lattice fringes of or-
dered CdSe QDs. (c) Diffraction pattern showing crystal structure of CdSe QDs to third order, which
is typical of CdSe crystals.

Figure 2. DLS graph of PVP-stabilized CdSe QDs, demonstrating homogeneity with PDI of 0.27 and
average hydrodynamic diameter of 23 + 7 nm.

As seen in Figure 3, CdSe QDs showed a typical UV-visible spectroscopy absorption
behavior. CdSe QDs stabilized with PVP had a relatively narrow absorption peak at 280



Nanomaterials 2023, 13, 630

7 of 18

nm, with an absorption range from 320 to 240 nm, while no absorption peak was observed
for PVP polymer solution, which was used as control.

Figure 3. UV-Visible spectroscopy of PVP-stabilized CdSe QDs absorbance at 280 nm and photolu-
minescence intensity at 580 nm when excited at 290 nm.

PVP-stabilized CdSe QDs showed a strong photoluminescent behavior, as seen in
Figure 3. Here, QDs were excited using wavelength of 290 nm. PVP-stabilized QDs
showed emission wavelength at 580 nm. Photoluminescence spectroscopy shows that
CdSe QDs coated with PVP have favorable fluorescent characteristics, and they can be
utilized potentially as biomarkers. For instance, functionalizing the surface of CdSe QDs
with glycoproteins and utilizing their luminescence properties has been demonstrated to
be a simple, cost-effective and specific method to detect a-fetoproteins [32]. Here, using
PVP in situ as a stabilizing and coating agent allowed a greater control over size and size
distribution of CdSe QDs. Moreover, it prevented the use of surfactants, which are used
as stabilizing agents and are shown to be toxic for biological applications [33]. Further, it
can potentially help mask the toxicity of the QDs towards biological systems or influence
the uptake of CdSe [34].

Recognizing this potential of the CdSe QDs, they were immobilized in a PVP/PL-b-
CL nanofiber matrix. Electrospinning was used to fabricate hybrid nanofibers containing
homogenously distributed PVP-stabilized CdSe QDs. Electrospinning of PL-b-CL alone
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was highly unstable as chloroform was required to dissolve co-polymer to obtain the elec-
trospinning solution. Use of chloroform favored rapid evaporation at the spinneret, caus-
ing erraticjet ejection and blockage due to solidification of polymer. Hence, PVP was used
to blend PL-b-CL copolymer for two reasons. Firstly, being used to stabilize CdSe QDs, it
could facilitate stronger interactions among CdSe QDs and the fiber matrix. Secondly, its
high molecular weight grants easy electrospinnability in addition to compatibility with
the solvent, promising a homogenous blend. It was noticed that the addition of PVP as co-
electrospin agent had a moderate effect on the stability of the electrospinning process.
After electrospinning, fibers were obtained with an intermediate yield possessing cylin-
drical morphology. SEM was used to study the morphology of pristine and CdSe QDs-
immobilized nanofibers, which provided micrographs, as seen in Figure 4. Using Image],
micrographs were analyzed to obtain information about the nanofibers’ diameter. Statis-
tical analysis of the data revealed that pristine fibers possessed a mean diameter of 2um,
which was twice the mean diameter of the immobilized fibers at 1um. It is presumed that
immobilization with metallic nanoparticles provided relative stability to electrospinning
process, and the presence of QDs led to a change in conductivity, viscosity, and surface
tension [35,36]. Interestingly, both pristine and functionalized nanofibers possessed rough
surface features with dimensions below 500 nm. It is a consequence of electrospinning at
high humidity and low temperature to prevent rapid evaporation of solvent at the spin-
neret. Electrospinning in the presence of high humidity during results in vapor-induced
phase separation where during the jet formation water vapor is absorbed in the jet. Ab-
sorption of water vapor leads to phase separation in hydrophobic polymers, creating pol-
ymer-rich and polymer-deficient regions. When the highly volatile solvent (in this case
chloroform) evaporates quickly, it locks the phase geometry on deposition providing po-
rous/rough surface features, as seen in the inset of Figure 4a,b [37,38]. Such remarkable
morphology can potentially be helpful for cell adhesion, and enhanced surface area can
increase the surface activity of scaffolds and the effectivity of QDs [39,40]. The same pro-
cess also results in high diameter distribution presumably due to the combination of
highly volatile solvent, high humidity and hydrophobic polymer [38]. Due to high vola-
tility and rapid evaporation of solvent, the solidification of the polymer was encountered
at the spinneret tip, resulting in irregularity during the electrospinning process. Hence,
the electrospinning was performed at low temperatures to minimize evaporation and sta-
bilize the process. A statistical summary of the nanofiber dimensions can be seen in Table
2.

Table 2. Diameter analysis of nanofibers.

Sample Mean Diameter Standard Deviation
PL-b-CL/PVP 2.12 um 1.07 um
CdSe QDs in PL-b-CL/PVP 1.04 um 0.7 um
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Figure 4. Scanning electron micrograph displaying morphology of electrospun nanofibers, their di-
ameter distribution (inset right) and magnified view exhibiting rough/porous features on fiber sur-
face (inset left): (a) pristine PL-b-CL/PVP nanofibers; (b) CdSe QDs-immobilized PL-b-CL/PVP nan-
ofibers.

Nanofibers were collected as a non-woven mat and characterized with ATR-FTIR,
giving spectra as seen in Figure 5. The ATR-FTIR analysis shows a slight difference be-
tween absorption spectra recorded from pristine and CdSe QDs-immobilized nanofibers.
The stretching vibration of the O-H group due to absorbed H20O molecules through PVP
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could be seen at 3454 cm'in the pristine nanofibers sample. A similar peak at 3439 cm™!
wasobserved for fibers containing PVP-capped CdSe QDs [41,42]. Here, utilization of PVP
as stabilizing agent has potentially facilitated hydrogen bonding between PVP, capping
CdSe QDs, and copolymer present in the fiber matrix (Scheme 2). In both samples, over-
lapping asymmetric stretching of C-H (CHz and CHs) was represented at 2945 cm™ [43].
Further, at 1755 cm™, a peak due to stretching of ester C=O corresponding to copolymer
was noticed [44], while C-O stretching in PVP was noticeable at 1660 cm™'. Absorption
peaks at 1454 cm~'and 1382 cm™! correspond to asymmetric and symmetric C-H bending,
while absoprtion at 1272 cm represents CHz wagging. Asymmetric and symmetric C-O-
C stretching were also present at 1181 cm™' and 1129 cm™, respectively [43,45]. C-C breath-
ing was restricted in samples with CdSe QDs/PVP, presumably due to its interaction with
PVP and PL-b-CL/PVP matrix, shifting the peak from 754 cm™ in pristine samples to 736
cm™ in functionalized fibers [46]. Additionally, N-CO bends between 650 and 533 cm™!
were similar in both samples [46,47]. Finally, the characteristic fingerprint region observed
in FTIR analysis of polymers used for fabrication of nanofibers and capping CdSe QDs
remained unchanged before and after inclusion of CdSe QDs. Overall, immobilization of
CdSe QDs stabilized with PVP promoted weak interactions among inorganic and organic
moieties. This promoted a homogenous distribution of QDs in fibers in addition to helping
to minimize potential leaching of inorganic materials in biological media.

Scheme 2. Interactions between PL-b-CL copolymer and CdSeQDs/PVP in electrospinning solution.
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Figure 5. FTIR (ATR) spectroscopy absorbance showing comparison between pristine and CdSe
QDs-functionalized PL-b-CL/PVP nanofibers. Addition of PVP-stabilized CdSe QDs show a slight
change in absorbance under infrared spectroscopy.

The characterization of thermal properties is relevant as immobilizing the nanofibers
with QDs can affect its degradation behavior and thermal stability. Additionally, both the
electrospinning process and the functionalization of nanofibers using QDs can influence
the crystallinity of the semi-crystalline PL-b-CL/PVP copolymer blend. Moreover, solvent,
processing temperature and humidity too can play an important role in defining the crys-
talline properties of both pristine and functionalized nanofibers. Initially, thermogravi-
metric analysis was employed to characterize the degradation behavior of pristine and
functionalized nanofibers, followed by the analysis of phase change properties of nano-
fibers and their variations in the presence of QDs using differential scanning calorimetry.
The thermogram seen in Figure 6 shows the degradation of behavior of nanofibers when
subjected to a temperature program from 30-700 °C. Major findings of the TGA analysis
are highlighted in Table 3. Both nanofiber samples exhibited a three-step degradation pro-
file, implying an electrospinning formulation consisting of multiple constituents such as
PL-b-CL/PVP. There was no weight degradation observed until 280 °C, which was rec-
orded as the onset temperature for immobilized nanofibers. Compared to those, the pris-
tine nanofibers had a relatively higher onset temperature of 304 °C. This indicated that the
QDs structured inside the nanofiber matrix acted as heat spots leading to a decrease in
onset temperature.
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Table 3. Data after TGA analysis of pristine and functionalized nanofibers.

Onset Step Inflection Points (°C) Total Weight
1 End (°
Sample co 8 1st Step  2nd Step 3rd Step Loss (%)
PL-b-CL/PVP 304 384 337 380 431 98.3
CdSe QDs in
PL-b-CL/PVP 280 429 327 370 434 91.6

For pristine nanofibers, the maximum mass degradation rate occurred at 338 °C. This
degradation step corresponds to the melting and breakdown of intermingled segments. A
similar step was observed at 337 °C in the thermogram of functionalized nanofibers. Fur-
ther, a second degradation event occurred at 380 °C for pristine fibers and 370 °C for func-
tionalized fibers, which corresponds to the degradation of low crystalline PCL of the PL-
b-CL copolymer.

Subsequently, the end of the degradation temperature for pristine nanofibers was
observed at 384 °C, where presumably most of the PL-b-CL copolymer was decomposed.
Interestingly, a third degradation step was noticed at 431 °C, resulting from the conden-
sation and cyclization of the polyromantic structures of PVP. Identical peak was noticed
for functionalized nanofibers where a similar third degradation step occurs at 434 °C.
However, due to the presence of QDs in functionalized nanofibers, their end of degrada-
tion temperature was delayed until 429 °C. After the end of temperature program the pris-
tine nanofibers showed a total weight loss of 98%, whereas the total weight loss for nano-
fibers functionalized with CdSe QDs was significantly reduced at 91% loss [48,49].

Figure 6. Thermogravimetric analysis (a) and derivative thermogravimetric analysis (b) of the pris-
tine and QDs-immobilized PL-b-CL/PVP nanofibers showing their mass degradation profile and
effect of immobilization of CdSe QDs on thermal stability of nanofibers.
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Further analysis of thermal characteristics and differences in phase change behavior
were observed using DSC. Analysis of nanofiber samples using the DSC temperature pro-
gram from -0 to 200 °C showed a relatively complicated behavior with multiple melting
and crystallization peaks (Figure 7). The samples were subjected to several heating cycles,
which had impact on their phase change temperatures. As expected, the first heating cycle
revealed the rapid setting of polymer during electrospinning. The DSC thermogram re-
vealed a glass transition peak (Tg)at 35 °C and 45 °C for pristine and functionalized fibers,
respectively. A crystallization peak was observed at 65 °C and 70 °C for pristine and func-
tionalized fibers, respectively. Cold crystallization peaks could be observed in pristine
nanofibers samples at 140 °C. However, a similar phase change event is absent for func-
tionalized nanofibers. Pristine PL-b-CL/PVP nanofibers exhibited two distinct melting
peaks at 156 °C and 184 °C [50]. In contrast, CdSe QDs-immobilized nanofibers displayed
a broad melting curve with two adjacent peaks with slight overlap 133 °C and 158 °C. As
the samples went through the second heating cycle, their response was smoother with
fewer phase change events. Noticeably, Tz was absent in thermogram of both samples.
Here, it seems that PCL exhibited some degree of crystallinity with an individual charac-
teristic endotherm peak around 40 °C, which was absent in the first heating cycle and is
lower compared to PCL homopolymer [44]. A weak crystallization peak could still be ob-
served in pristine nanofiber samples at 63 °C. In contrast, CdSe QDs-immobilized fibers
had a sharp crystallization peak at 80 °C. In the second heating cycle, both pristine and
CdSe QDs-functionalized fibers showed a single melting event occurring at 156 °C and
166 °C for pristine and CdSe QDs-functionalized fibers, respectively. Overall, the inclu-
sion of CdSe QDs in the PL-b-CL/PVP nanofiber system increased their amorphosity. As
expected, the PVP component in the nanofibers had no peaks largely due to its amorphous
nature [51]. As observed from the first heating cycle, the presence of structured CdSe QDs
within the matrix function as heating spots bringing the melting endotherm peak below
by a few degrees compared to the pristine nanofiber samples. As observed in the second
heating cycle, the occurrence of melting event at a slightly higher temperature indicates a
loss of structure and change in distribution of CdSe QDs after the first heating cycle.

Figure 7. DSC curve of pristine and CdSe QDs-immobilized PL-b-CL/PVP nanofibers exhibiting
difference in their phase (T, Tm) change behavior due to presence of QDs and interaction with PL-
b-CL copolymer (1% scan (a) and 2nd scan (b)). Tg—glass transition temperature; Tc—crystallization
temperature; Tm—melting temperature.

The results of the antibacterial test showed that the nanofibers inhibited the growth
of bacteria. As shown in Figure 8A (OD600), both the pristine PL-b-CL/PVP nanofiber ex-
cluding QDs and immobilized with CdSe QDs inhibited bacterial growth by ~36% and
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~48%, respectively, compared to the control. The antibacterial effect is also confirmed by
the results of measuring the level of two pigments produced by P. aeruginosa—pyocyanin
and pyoverdine (Figure 8B,C, respectively). In the presence of both types of nanofibers, a
decrease in the production of dyes was observed, especially for bacteria treated with CdSe
QDs nanofibers. Thus, nanofibers immobilized with CdSe QDs are slightly more toxic to
P. aeruginosa than pristine PL-b-CL/PVP nanofibers. These results are consistent with the
observed change in the color of the bacterial culture media (Figure 8D). In the case of the
untreated culture of P. aeruginosa (control), the medium was light green, which indicates
the production of the primary dye and virulence factor—pyocyanin. For bacterial cells
treated with nanofibers, the medium was light brown, which may indicate the blockage
of the basic metabolic pathways of P. aeruginosa and thus explain the reduced growth of
bacteria treated with nanofibers [52].

The non-cancer cells (BEAS 2B) and cancer cells (A549) were treated with tested nan-
ofiber for 24 h, and their cytotoxicity potentials were evaluated toward those cells employ-
ing MTS assay. Figure 8E illustrates the decrease of cell viability compared to control.
There is no significant decrease in samples treated with PL-b-CL/PVP nanofibers. How-
ever, in presence of PL-b-CL/PVP + CdSe QDs the decrease of cell viability to 20% was
observed. Similar results were observed for cancer cells (Figure 8F) A549. The significance
of cytotoxicity in shown for PL-b-CL/PVP + CdSe QDs. The cell growth inhibition of stud-
ied nanofibers against A549 cells is shown in Figure 8G. No inhibition in cell growth was
observed in the control (untreated cells) after 3 days. In the presence of PL-b-CL/+PVP
nanofiber, one can observe gradual growth inhibition. In the case of PL-b-CL/PVP CdSe
QDs, pronounced growth inhibition was present. The obtained results indicate that load-
ing CdSe QDs into the PL-b-CL/PVP nanofibers improves its inhibitory effects. The expla-
nation for this is the inhibitory effect of CdSe quantum dots (QD) on cancer cells, which is
very often associated with blocking many signaling pathways, e.g., Rho-associated kinase
(ROCK) activity [53], or can cause ultrastructural changes in cells, such as organelle de-
generation, chromatin condensation, and aggregation [54].

Here, these forms of hybrid PL-b-CL/PVP CdSe QDs nanofibers can be used as anti-
microbial materials for wound infections or anticancer materials acting locally (e.g., in
cancer treatment with photodynamic therapy). In addition, hybrid PL-b-CL/PVP CdSe
QDs nanofibers can be used as a platform with further modifications as a biosensor for
the detection of various biomacromolecules in biological fluids.



Nanomaterials 2023, 13, 630

15 of 18

Figure 8. The biological properties of pristine and CdSe QDs-immobilized nanofibers. The optical
density of PAO1 measured at 600 nm (A). The pyocyanin level measured at 691 nm (B) and pyo-
verdine level fluorescence measured at Ex/Em = 405/460 nm (C). The changes in the color of the
bacterial culture media after treatment with nanofibers, where green bracket indicates untreated
bacteria and brown bracket indicates bacteria treated with nanofibers (D). The cell viability of non-
cancer BEAS-2 B cell line (E) and cancer cell line A549 (F) treated with nanofibers. All results are
expressed as the percentage, where 100% is a non-treated control. * indicates statistical significance
(p < 0.05). The cell growth inhibition of studied nanofiber against A549 cells in optical microscopy
(x64) (G).

4. Conclusions

A simple concept to template CdSe QDs via in situ approach using polyvinylpyrrol-
idone (PVP) has been explored successfully. Use of PVP as stabilizing agents gave a higher
degree of control over the size of QDs and provided exceptionally stable CdSe QDs col-
loid. As observed through TEM and DLS measurements, PVP-stabilized CdSe QDs had a
narrow size distribution. In situ synthesized CdSe QDs exhibited a sharp photolumines-
cence peak at 580 nm. PVP-stabilized CdSe QDs were immobilized in the matrix of elec-
trospun PL-b-CL/PVP nanofibers. Here, interaction between stabilizing agent, and nano-
fibers matrix and its effect on physicochemical properties of the nanofibers were investi-
gated. Overall, obtained fibers were uniform cylindrical and free of beads. The fibers were
decorated with rough surface features, enhancing the exposed surface area promoting
QDs activity. The presence of PVP as stabilizing agents provided increased coordination
domains, which delivered homogenous distribution of CdSe QDs, and stability in nano-
fiber matrix. Furthermore, CdSe QDs immobilized fibers had better thermal stability,
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where QDs functioned as heating spots. Antimicrobial assays clearly indicate the antibac-
terial effect of CdSe QDs-functionalized nanofibers against drug-resistant P. aeruginosa
PAOL. Finally, testing of pristine and functionalized scaffolds via in vitro viability assay
using BEAS-2B and A549 cells showed a favorable response as compared to the control.
Moreover, growth inhibition of cancer cells in the presence of functionalized nanofibers is
observed. These results demonstrate the potential of CdSe QDs functionalized nanofibers
for use in various biological applications, including biosensors and antibacterial, anti-
cancer cell agents. The fine-tuning of the electrospinning process along with additional
biological analysis of fibers will further improve and establish the potential of nanofibers
in medicinal nanotechnology and diagnostics.
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Dendronized Ag/Au Nanomats: Antimicrobial Scaffold for

Wound Healing Bandages

Magdalena Lasak, Viraj P. Nirwan, Dorota Kuc-Ciepluch, Malgorzata Lysek-Gladysinska,
F. Javier de la Mata, Rafael Gomez, Amir Fahmi,* and Karol Ciepluch*

Electrospun polymer nanofibers, due to high surface area-to-volume ratio,
high porosity, good mechanical strength, and ease of functionalization, appear
as promising multifunctional materials for biomedical applications. Thanks to
their unidirectional structure, imitating the extracellular matrix (ECM), they
can be used as scaffolds for cell adhesion and proliferation. In addition, the
incorporation of active groups inside nanofiber can give properties for
bactericides. The proposed nanomats incorporate nanoparticles templated
within the electrospun nanofibers that prevent infections and stimulate tissue
regeneration. The generated hybrid electrospun nanofibers are composed of a
copolymer of L-lactide-block-e-caprolactone (PL-b-CL), 70:30, blended with
homopolymer polyvinylpyrrolidone (PVP) and gold (Au) nanoparticles. A low
cytotoxicity and slightly increased immunoreactivity, stimulated by the
nanomat, are observed. Moreover, the decoration of the hybrid nanomat with
dendronized silver nanoparticles (Dend-Ag) improves their antibacterial
activity against antibiotic-resistant Pseudomonas aeruginosa. The use of
Dend-Ag for decorating offers several functional effects; namely, it enhances
the antibacterial properties of the produced nanomats and induces a
significant increase within macrophages’ cytotoxicity. The unidirectional
nanostructures of the generated hybrid nanomats demonstrate unique
collective physio—chemical and biological properties suitable for a wide
range of biomedical applications. Here, the antibacterial properties facilitate
an optimal environment, contributing to accelerated wound healing.

1. Introduction

Electrospun nanofibers are becoming
more popular due to their unique physico—
chemical and biological properties re-
sulting from their nanometric size and
high aspect ratio.'}] Biocompatible and
biodegradable biopolymers, such as chi-
tosan, collagen, or hyaluronic acid, have
already been subjected to electrospinning.
However, natural polymers present many
challenges for biomedical applications
due to their low mechanical strength and
difficulty in electrospinning.**51 There-
fore, synthetic polymers with similar
attributes have gained more attention,
which; while co-spun, offer both satis-
factory strength and flexibility, as well as
low toxicity and biodegradability.>*6-®]
These features have enabled the use of
electrospun nanomats as effective plat-
forms in a controlled drug delivery system
(DDS). The high surface-to-volume ratio of
nanofibers and the ease of their functional-
ization allow for successful immobilization
and transport of compounds with a dif-
ferent spectrum of activity; and thus,
achieve better therapeutic effectiveness
and biodistribution of the drug.*367:910]
Hybrid functionalized nanofibers are also
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promising tools for bioimaging pathogenic changes or effective
biosensors detecting a specific biological analyte.!!!]
Importantly, electrospun nanofibers have gained significant
popularity in the field of regenerative medicine and tissue en-
gineering. Thanks to their structure, nanofibers mimic the fi-
brous (ECM), providing space for cell adhesion and prolifera-
tion as well as the circulation of oxygen and nutrients, which
in turn, promotes the regeneration and repair of damaged
tissues.l12716] Moreover, their porous structure allows them to
absorb excess exudate from the wound and provide the appro-
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priate gas permeability.'’"1) The dressings based on electro-

spun nanofibers with biodegradable and biocompatible copoly-
mer of poly(L-lactide-co-e-caprolactone) are easier to apply and
replace, compared to the conventionally used creams and oint-
ments that easily wipe off the body surface. In addition, their
proper functionalization with therapeutic agents—that is, anti-
inflammatory, anesthetics, growth factors, and antioxidants—
alleviates discomfort; while, providing appropriate conditions for
healing wounds.[27-]

However, despite so many advantages that the nanofibers
have, they must meet several stringent requirements in order
to be used as a new class of dressing materials. First, the ma-
terial must be non-toxic, non-immunogenic, biocompatible, and
appropriately conform to the place of its application.!'’] An-
other important issue is maintaining a barrier to external mi-
croorganisms. Open wounds create favorable conditions for the
development of pathogens that can infect wounds and hin-
der the healing process, and they can attack nearby healthy
tissues.['31°] Thus, incorporating antimicrobial agents into elec-
trospun nanomats is an attractive strategy for designing ideal
materials to reduce pathogen colonization and promote wound
healing. The above-mentioned group of antimicrobials includes
antibiotics, biocides, natural bioactive compounds, and nanopar-
ticles (NPs) of metals and their oxidesl!®79121315.20-23] For ex-
ample, chitosan/polyethylene oxide biomimetic and bioactive
nano-fibers possess good biodegradability, increased hemocom-
patibility, and reduced cytotoxicity degree. They also show in-
creased antioxidant effects in terms of radical scavenging abil-
ity and antioxidant capacity.['?! Other types of nanofibers such as
antibiotic and protein-stabilized nanosilver sandwich-structured
ENMs exhibit good biocompatibility and killing efficacy on Es-
cherichia coli, Staphylococcus aureus, and methicillin-resistant
S. aureus (MRSA). Moreover, in vivo experiment shows im-
proved wound healing efficiency by reducing the bacterial load
and inflammation.**! The incorporation of curcumin and sil-
ver nanoparticles also enhances the antimicrobial effect of elec-
trospun nanofibers, for example, by killing E. coli, S. aureus,
and MRSA, which involves the reactive oxygen species (ROS)
generation.[?l Among the latter, AuNPs and AgNPs[26-3% deserve
the greatest attention due to their confirmed high antibacterial
potential.

Therefore, in this study, functionalization of nanofibers
PL-b-CL/PVP composed of biodegradable and biocompat-
ible copolymer of L-lactide-block-e-caprolactone (PL-b-CL,
70:30) blended with homopolymer polyvinylpyrrolidone
(PVP) to stabilize nanoparticles, via in situ synthesized
PVP-AuNPs using co-electrospinning, has been explored.
The evaluation of their physico—chemical and biological
properties was performed for the characterization of hy-
brid nanomats. In addition, the effect of covering the
PL-b-CL/PVP-AuNPs nanomats with dendronized silver
nanoparticles (Dend-AgNPs) on their antibacterial activity was
investigated.

Dendronized silver nanoparticles have additional antimicro-
bial properties, where in addition to killing bacteria as a result
of ROS production, they also have a permeabilizing effect on the
outer bacterial membrane and act as transporters of antimicro-
bial proteins, which makes them excellent agents against Gram-
negative bacteria.l}1-33
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2. Experimental Section

2.1. Materials
2.1.1. Gold Nanoparticles (AuNPs)

The gold precursor (HAuCl,.3H,0) used to obtain NPs was pur-
chased from Carl Roth, Karlsruhe, Germany. Sodium Borohy-
dride (NaBH,) used as a reducing agent, was purchased from
Sigma-Aldrich, Germany.

2.1.2. Polymers

A synthetic copolymer of L-lactide and e-caprolactone (70:30)
(PL-b-CL) (average Mw 200 kg) was purchased from Purasorb,
Corbion, Netherlands. PVP (Mw 250 kg) and analytical grade
ethanol/chloroform used for making electrospinning solution
were purchased from Carl Roth, Karlsruhe, Germany.

2.1.3. Dendronized Silver Nanoparticles (Dend-AgN Ps)

Dend-AgNPs were prepared following the methodology previ-
ously described elsewhere (Figure 1).[°]

Dendronized AgNPs were formed in water by the reaction of
AgNO;, cationic carbosilane dendron HSG1(S-NMe**), 4 and
NaBH, acting as the reducing agent. The Ag/dendron/NaBH,
ratio was 1/1/5. The Dend-AgNPs were purified by dialysis
(MWCO 10K) for 3 days.

3. Methods
3.1. Synthesis of AuNPs Stabilized With PVP

In this synthesis, 0.01 mm HAuCl,«3H,0 (M = 393,83 g mol™)
was used as a gold precursor; while 0.1 mm NaBH, was used
as a reducer and polyvinylpyrrolidone (PVP) (3.6 g) as a stabiliz-
ing agent. Briefly, HAuCl,»3H,0 was dissolved in PVP in ethanol
and mixed to obtain a homogeneous mixture. Then, freshly pre-
pared 0.1 mm NaBH, was added to the reaction mixture and was
stirred for ~2 h. The pink color of the solution was observed,
which indicates the formation of gold nanoparticles. Next, the
solution was placed in an incubator to evaporate the ethanol. The
synthesized PVP-coated gold nanoparticles were suspended in
water and analyzed by TEM and DLS.

3.2. Fabrication of the Nanofibers

For the fabrication of nanofibers, the electrospinning solution
was made by blending PL-b-CL and PVP polymers in chloroform.
As seen in Table 1, the polymers were blended initially in the ab-
sence of AuNPs to obtain pristine nanofibers and optimize the
electrospinning process. Before adding the nanoparticles into the
electrospinning solution, the nanoparticles were suspended in
chloroform to maintain the same solvent for the nanoparticles
and polymer solution. Thereafter, functionalized nanofibers were
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Figure 1. Reaction schemes of Dend-AgNP synthesis.[?°]

Table 1. Parameters for electrospinning.

www.mbs-journal.de

Sample Weight [g] Voltage [kV] Flow rate Temperature Humidity [%)]
[mLh™") °q
PL-b-CL PVP
PL-b-CL/PVP 0.85 0.21 12 0.8 16 85
AuNPs + PL-b-CL/PVP 0.85 0.21 12 1 16 85

prepared by solubilizing 0.21 g PVP directly in 4 mL AuNPs solu-
tion in chloroform. This solution was blended with the copolymer
solution dissolved in chloroform. The blend was stirred overnight
before being transferred to a 5 mL syringe connected to a capillary
via a PTFE tube. At the end of the PTFE tube, a capillary (0.8 mm
diameter) was connected and inserted in the spinneret. The elec-
trospinning was performed in a climate-controlled device using
the optimized parameters as seen in Table 1. The nanofibers de-
posited as a non-woven mat on the rotating collector were peeled
off before conducting the physico—chemical and biological char-
acterizations.

3.3. Physico-Chemical Characterization of Fabricated Nanofibers

Initially, a scanning electron microscope (JSM-IT 100 InTouch-
Scope) at an accelerating voltage of 20 kV was used to analyze
the morphology of electrospun fibers. The fibers were sputtered
with a thin coating of gold for SEM. The resulting micrographs
were examined using the Image] software, which provided in-
formation about the diameter distribution of the fibers. Statis-
tical analysis was performed using OriginLab. The non-woven
mat of both pristine and functionalized nanofibers was subjected
to thermal analysis. Differential scanning calorimetry (DSC) and

Macromol. Biosci. 2024, 2300513

2300513 (3 of 16)

thermogravimetric analysis (TGA) (Perkin Elmer) were used to
characterize the thermal properties of electrospun nanofibers.
Nanofibers samples were cut and ~10 mg of fibers was taken
in a ceramic cuvette which was subjected to a temperature pro-
gram running from 30 °C to 700 °C at 5 °C min~'. For perform-
ing DSC, 10 mg of fibers was cut and sealed in aluminum pans.
These pans along with a blank were analyzed under alternating
heating and cooling cycles from —65 °C to 200 °C at 5 °C min~".
Finally, the PerkinElmer Spectrum 2000 spectrometer attached to
the ATR assembly was used to perform FTIR analysis of pristine
and functionalized fibers at the scanning resolution of 2 cm™.
Electrospun nanofibers were simply pressed against the crystal
on the top plate for analysis, and the spectra were recorded.

3.4. Biological Properties of Nanofibers
3.4.1. Cytotoxic Effect of Nanofibers on Eukaryotic Cells

Human bronchial epithelial BEAS-2B cells (ATCC CRL-9609)
were cultured in LHC-9 medium (Gibco). Human lung carci-
noma A549 cells (CCL-185) were cultured in F-12K medium
(Corning) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS,
South America, Biowest) and 1% penicillin/streptomycin (100x
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antibiotic antimycotic solution, Corning). Cells were cultured
at 37 °C in a humidified atmosphere and 5% CO,. The cul-
ture medium was changed every 2 days. The level of surviving
nanofibers-treated cells was assessed using the FITC Annexin
V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen, USA). Cells were
seeded in 6-well plates and cultured until they reached the ap-
propriate confluency. After that, the cells were treated for 24 h
with UV-sterilized nanofibers (nanofibers with an area of ~9
cm? to cover the surface of the well).[*] After 24 h incubation,
the nanofibers were removed, cells were washed three times
with PBS, they were harvested by trypsinization, and centrifuged.
The pellet was resuspended in 100 puL 1xbinding buffer (50 mm
HEPES, 700 mm NaCl, 12.5 mwm, and CaCl,, pH 7.4), and then,
incubated with 5 uL of PI (propidium iodide) and 5 pL of An-
nexin V atroom temperature for 15 min in the dark. Fluorescence
was evaluated using a LSR II flow cytometer (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). Data were acquired and analyzed us-
ing BD FACS DiVa (v 6.0, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA). Data from 20 000 events were stored.

3.4.2. Level of Reactive Oxygen Species (ROS) in Eukaryotic Cells

ROS production in cells was quantified using a 2'7-
dichlorofluorescein diacetate fluorescent marker (Sigma-—
Aldrich) after 24 h incubation of cells with nanofibers (nanofibers
with an area of ~0.3 cm? to cover the surface of the well). The
fluorescence intensity was measured after 60 min incubation
with a fluorescent marker. The experiment was done in triplicate.

3.4.3. Antibacterial Activity of Nanofibers

The antibacterial activity of the produced nanofibers was tested
against Pseudomonas aeruginosa (PAO 1). The antibacterial po-
tential of the produced nanofibers was assessed spectrophoto-
metrically using the optical density test (OD 600) and by mea-
suring the level of two pigments produced by P. aeruginosa —
pyocyanin and pyoverdine. The pyocyanin production was mea-
sured at 691 nm and the pyoverdine fluorescence intensity was
measured at Ex/Em = 405/460 nm.3¢ All measurements were
performed after 24 h incubation with nanofibers (nanofibers with
an area of 0.3 cm? to cover the surface of the well), in triplicate,
and the results were presented as a percentage of control.

3.4.4. Antibacterial Activity of Nanofibers Modified With
Dend-AgNPs

First, previously obtained nanofibers were covered by the solu-
tion of Dendronized AgNPs ((5 uL, 40 pg mL™') and left for
drying for 2 h. Then, the antibacterial activity of the produced
nanofibers modified with Dend-AgNPs was tested against P.
aeruginosa (PAO 1). In the beginning, bacteria were diluted to
0OD600 around 0.02. The antibacterial potential of the produced
nanofibers (nanofibers with an area of ~0.3 cm? to cover the
surface of the well) was assessed spectrophotometrically using
the optical density test (OD 600). The diffusion test on the agar
plate and visual observation of bacterial growth on and under the
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nanofibers were also carried out. Measurement of the zone of in-
hibition of bacterial growth was presented as the average of three
measurements [mml].

3.4.5. Biofilm Inhibition Assay

The inhibition of P. aeruginosa biofilm by free Dend-AgNPs was
tested using the crystalviolet (CV) assay. This method quantifies
the total biofilm mass based on the CV dye’s binding ability to
the extracellular polymeric substances (EPS) and both live and
dead bacterial cells. The 24 h biofilms were gently washed twice
with phosphate-buffered saline (PBS, pH = 7.4) to remove un-
bound bacteria. The biofilms were stained for 20 min with 0.1%
crystal violet solution and then washed three times with PBS to
remove the excess dye. Next, CV was dissolved in 96% ethanol.
After 15 min incubation, the solution was transferred to a new
96-well plate and the absorbance at 570 nm was measured. The
optical density of the de-staining solution represented the biofilm
mass.

3.4.6. Determination of Reactive Oxygen Species (ROS) in Bacteria

One mL of bacteria P. aeruginosa (10° cells per mL) obtained
in the exponential growth phase was washed with PBS and re-
suspended in 1 mL of 10 mm phosphate buffer. The mixtures
were treated or untreated with nanofibers (nanofibers with an
area of 0.3 cm? to cover the surface of the well) and/or Dend-
AgNPs. After that, CM-H2DCFDA (2’,7’-Dichlorofluorescin Di-
ace) (1 um) was added. Subsequently, 100 pL of the bacteria was
transferred to black 96-well microplates, and the fluorescence
was measured every 5 min using a TECAN Spark Fluorometer
with 485/535 nm excitation/emission wavelengths.33 The exper-
iment was done in triplicate. The presented data shows the aver-
age.

3.4.7. Release Profile of Dendronized Silver Nanoparticles from
Nanofibers

The nanofibers were placed in a 96-well plate and treated with
Dend-AgNPs (5 uL, 40 ug mL~!) for 40 min to obtain dried Dend-
AgNPs nanofibers. Then, 100 pL of PBS was added and the ab-
sorbance at 560 nm was measured immediately after adding the
nanoparticles, 15 min, 30 min, 2 h, and 24 h.

3.4.8. Viability and Proliferation of Fibroblasts

Human fibroblast cell line VH10 (ATCC, Manassas, VA, USA,
catalogue number PCS-201-012) was maintained and cultured
in DMEM medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% fe-
tal bovine serum (FBS, South America, Biowest) and 1% peni-
cillin/streptomycin (100X antibiotic antimycotic solution, Corn-
ing) at 37 °C in a humidified atmosphere and 5% CO,. The cul-
ture medium was changed every 2 days. Cell growth and prolif-
eration in the presence of nanofibers mats were observed in 6-
well plates under an optical microscope (64x) after 24 and 72 h
of treatment.
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Figure 2. TEM micrograph and DLS size distribution of AuNPs used for nanomat.

The viability of fibroblast cells treated with nanofibers and/or
Dend-AgNPs was determined by the MTS test. Fibroblasts were
seeded in a 96-well plate. After reaching the appropriate conflu-
ence, the cells were treated with nanofibers, Dend-AgNPs, and
nanofibers covered by Dend-AgNPs for 24 h. After that, the MTS
Cell Proliferation Assay Kit (Colorimetric) (abcam) was used ac-
cording to the manufacturer’s recommendations, and the ab-
sorbance at 490 nm was measured.

3.4.9. Viability and Determination of IL-18 Expression from THP-1
Cells

THP-1 cells were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA, catalogue number TIB-
202) and cultured in ATTC modified RPMI 1640 medium
(Gibco, A10491-01), supplemented with 10% heat-inactivated fe-
tal bovine serum (FBS, South America, Biowest) at 37 °Cin a hu-
midified atmosphere containing 5% CO,. The culture medium
was changed every 3 days. THP-1 cells were seeded at 1 x
10 cells per well into 96 well plates, treated with nanofibers,
Dend-AgNPs, and nanofibers covered by Dend-AgNPs for 24 h,
and washed. After the fourth pass, the monocytes differenti-
ated to macrophages by being incubated for 24 h with PMA at
50 ng mL~! final concentration. Next, for 48 h, the cell culture
rested with new medium. The supernatants were collected and
cell culture was used for the MTS test. The levels of IL-18 in
supernatants were measured using the Human IL-1 beta (Ab-
cam100562) ELISA kit, according to the manufacturer’s protocol.
The concentration of IL-18 (as pg mL™') was calculated relative
to the standard curve.

4, Results and Discussion

4.1. Physico—Chemical Properties of Electrospun Nanofibers

Electrospun nanofibers have widely been explored for var-
ious biomedical applications such as tissue engineering,
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wound dressings, controlled drug delivery systems, and
biosensors.[29113740] In this study, we fabricated multifunc-
tional hybrid nanofibers using PL-b-CL, a biocompatible
polymer blended with PVP. The nanofibers were functionalized
initially via PVP in situ templated AuNPs. Subsequently, the
fibers were coated with Dend-AgNPs. The electrospun fibers
were analyzed using multiple physico-chemical and biological
assays to establish their potential for multifunctional accelerated
wound healing scaffolds with antibacterial properties.

Synthesis of AuNPs via in situ reduction within PVP polymer
solution provided an excellent ligand to cap the growth and ag-
glomeration of AuNPs. PVP is made of long monomer chains,
which are biologically compatible and act as hindrances to the
agglomeration of AuNPs. The size and size distribution of syn-
thesized nanoparticles was studied using TEM and DLS. As seen
in Figure 2, the results obtained from TEM show that the average
diameter of the particles was ~#10 nm. The particles were mostly
homogenous. DLS indicates an average size of ~8 nm. Further,
PVP was blended with the copolymer solution. Here, the utiliza-
tion of PVP as a blend for electrospinning solution and coating
nanoparticles increased homogeneity and interactions among in-
organic moieties and the polymeric matrices. This facilitated a
uniform distribution of functional agents throughout the fiber
matrix.

Fabrication of fibers using electrospinning resulted in two dis-
tinctly colored non-woven mats. The pristine fibers were white
whereas the functionalized fibers carried a pinkish tinge due to
the presence of AuNPs. Analysis of deposited fibers under SEM
helped identify the optimized parameters for the stable fabrica-
tion of nanofibers. During the electrospinning, it was observed
that the use of chloroform as the solvent had a negative impact on
the electrospinnability of the solution and yield. The electrospin-
ning process was not continuous and there was an occurrence of
solidification at the spinneret tip due to the rapid evaporation of
solvent. As a result, the fibers had a wide diameter distribution
as seen in Figure 3a,b. The diameter of pristine fibers was signif-
icantly higher than that of the AuNPs functionalized nanofibers.
The presence of the nanoparticles in the electrospinning solu-
tion led to a change in viscosity, surface tension, and distribution
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Figure 3. Scanning electron micrograph of electrospun nanofibers to analyze their morphology, diameter distribution (inset right), and magnified
view exhibiting rough/porous features on fiber surface (inset left): a) pristine PL-b-CL/PVP nanofibers and b) AuNPs/PVP functionalized PL-b-CL/PVP

nanofibers.

of applied voltage favorably toward diameter reduction. However,
the particles suspended in solution tended to agglomerate due to
inherent high surface energy in the absence of constant mixing,
which could in effect, lead to the presence of high variability in
diameter.[*!]

The statistical analysis of the diameter distribution and their
differences due to functionalization with AuNPs can be seen in
Table 2. The morphology of fibers was uniform and mostly cylin-
drical, and the fibers appeared ridged when observed under SEM,

Macromol. Biosci. 2024, 2300513

2300513 (6 of 16)

which could be due to the rapid evaporation of solvents. Further,
AuNPs could be observed distinctly on the surface of the fibers.
Using ATR-FTIR analysis, the absorption spectra of nanofibers
were obtained to determine the influence of the addition of
AuNPs in the matrix (Figure 4). The observed spectra con-
tained the standard peaks for a combination of co polymer
PL-b-CL and PVP homopolymer(3’! after electrospinning. As
seen in Figure 4, the —OH stretchingl*>*3] vibration due to the
presence of PVP could be observed at 3454 cm™! in the case
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Figure 4. FTIR (ATR) spectroscopy absorbance results for comparing the influence of the addition of AuNPs/PVP to the PL-b-CL/PVP nanofiber system.

Table 2. Statistical analysis of the nanofiber’s diameter measured through
Image).

Sample Mean diameter Standard

deviation
PL-b-CL/PVP 2.12 um 1.6 um
AuNPs + PL-b-CL/PVP 0.95 um 0.7 um

of pristine nanofibers. This peak was slightly red shifted to
3424 cm™! in AuNPs functionalized nanofibers, presumably
due to the increased amount of PVP and causing restriction
of O—H stretching. Asymmetric C—H stretching of CH, could
be observed in both samples at 2945 cm~'. The symmetric
and asymmetric C=0 associated vibrations at 1755 and 1660
cm~! showed a small red shift (%5 cm™!) in the C=0O stretching
vibration from 1750 to 1654 cm™~! in the presence of AuNPs. This
implied weak adsorption of PVP molecules on the Au surface
via the O atom of the C=0 group.!***] Absorption peaks asso-
ciated with the asymmetric and symmetric C—H bending were
observed at 1454 and 1382 cm™'.1*) CH, wagging or twisting
could be observed at 1272 cm™1,[*’) along with symmetric and
asymmetric C—O—C stretching (amorphous) presentat 1181 and
1129 cm™!, respectively.®>*®! Finally, C—C breathing observed
through absorbance at 754 cm™ in pristine nanofibers was
restricted in AuNPs functionalized nanofibers, and the peak was
red shifted to 736 cm™1.1*8] The N—CO bend absorbance peak
between 650 and 533 cm™! was observed in both samples.[*!]
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Overall, the FTIR spectra have confirmed the presence of AuNPs
with PVP, absorbed on its surface, and their interaction with
the matrix of copolymer in nanofibers. Here, the presence of
PVP-AuNPs seems to promote interaction among inorganic and
organic parts of the fibers and provide overall stability to the
composition.

It is known that the functionalization of nanofibers with
inorganic moieties can influence their thermal behavior, which
includes properties such as phase transitions and mass degra-
dation. Here, the thermal degradation behavior of the fibers
was analyzed using thermogravimetric analysis including, the
influence of the presence of AuNPs in the nanofibers’ matrix
(Figure 5). The thermogram as seen in Figure 5a shows a stan-
dard degradation curve of the copolymer PL-b-CL/PVP blend. As
seen from the thermograms, both pristine and functionalized
nanofibers display multi-step degradation behavior due to the
presence of various constituents with varying degrees of degra-
dation profiles. In Table 3, the data from multiple degradation
profiles of the nanofibers has been provided. Interestingly, only
the thermogram of functionalized nanofibers shows a slight
mass loss around 100 °C, which is associated with loss of water
in the samples. Compared to pristine nanofibers, the pres-
ence of inorganic moieties in the matrix of the functionalized
nanofibers has raised the degradation onset temperature to 345
°C from 304 °C. A similar trend can be observed at the end of
the degradation temperature of the samples, which increases
from 384 °C to 457 °C. The DTG (derivative thermogravimetric
analysis) curves in Figure 5b show multiple inflection points
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Figure 5. a) Thermogravimetric analysis (TGA) and b) Derivative thermogravimetric analysis (DTG) of the pristine and AuNPs/PVP immobilized PL-b-

CL/PVP nanofibers.

Table 3. Data after TGA analysis of pristine and functionalized nanofibers.

Sample Onset [°C] End [°C] Step inflection points [°C] Total weight loss [%)]
1st step 2nd step 3rd step

PL-b-CL/PVP 304 384 337 380 431 98.3

AuNPS + PL-b-CL/PVP 345 457 323 371 434 95.7

where the major degradation of the samples happens, which
does not change significantly after functionalization. The melt-
ing and breakdown of intermingled segments are observed at
337 °C and 323 °C for pristine and functionalized nanofibers,
respectively; whereas, the degradation corresponding to low
crystalline caprolactone in PL-b-CL is observed at 380 °C and
371 °C for pristine and functionalized nanofibers, respectively.
However, it is to be noted that the third inflection step resulting
from condensation and cyclization of polyaromatic structures of
PVP is slightly higher for functionalized nanofibers, which can
be due to a slightly increased amount of PVP present as AuNPs
ligand. Again, due to the presence of AuNPs, the total weight
loss at the end of the temperature program is reduced slightly
from 98% for pristine nanofibers to 95% for functionalized
fibers.

In addition, electrospinning and functionalization of
nanofibers with inorganic AuNPs influence the crystallinity
of the semi-crystalline PL-b-CL/PVP copolymer blend. Moreover,
the solvent, processing temperature, and humidity can affect the
crystalline properties. Here, the analysis of these changes was
performed using DSC (Figure 6). The samples were subjected
to multiple heating and cooling cycles from —65 °C to 200 °C.
A few notable differences were observed between the phase
transition of the pristine and functionalized nanofibers. Further,
the two heating cycles displayed a change in phase transitions
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confirming the rapid transition of the polymer during the fabri-
cation process from the solution phase to the solid nanofibers.
The DSC analysis of the nanofibers revealed their T, to be at
~35 °C for both pristine and functionalized fibers. During the
first heating cycle (Figure 6a), crystallization peaks could be
seen at 123 °C and 141 °C for AuNPs functionalized nanofibers.
The melting transition (T,,) in functionalized nanofiber was
observed at 156 °C with a very strong peak. A similar transition
was observed at 186 °C in pristine nanofibers. Comparatively,
the behavior of nanofiber samples in Figure 6b after the second
heating cycle was smoother, and few phase changes were ob-
served, presumably due to controlled cooling during the DSC
temperature program. Here, distinct Tg peaks were absent in
both samples. However, as the temperature increased, a sharp
crystallization peak could still be observed in the pristine sample
at 80 °C, and a shallow crystallization peak for AuNPs function-
alized samples at 85 °C. A second crystallization transition was
also observed for the fiber’s samples at 103 °C and 117 °C, for
pristine and AuNPs functionalized nanofibers, respectively. In
contrast to the first heating cycle, the melting transitions for
pristine and AuNPs functionalized nanofibers almost coincided
with similar peaks at 166 °C. Through the DSC analysis, it was
evident that the inclusion of AuNPs as functional agents in
the matrix of nanofibers influenced the thermal behavior of
the nanofibers. The inclusion of the nanoparticles increased
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Figure 6. a) DSC curve of pristine and AuNPs immobilized PL-b-CL/PVP nanofibers highlighting the difference in their phase change behavior due to
inclusion of NPs, and interaction with PL-b-CL copolymer after first heating scan, b) second heating scan after controlled cooling of the samples. T, -
glass transition temperature, T, —crystallization temperature, T,,, — melting temperature.

the thermal stability of the nanofibers and increased their crys-
tallinity. Moreover, the presence of AuNPs as functional agents
in the matrix of nanofibers lowered the melting endotherm
peak.

4.2. Cytotoxicity of Electrospun Nanofibers

The next step was to evaluate the biological properties of the ob-
tained nanofibers. In the beginning, the assessment of the cy-
totoxicity of the fabricated nanofibers against non-cancer cells
(BEAS-2B) and cancer cells (A549) was done. Observations of
cells’ growth under an optical microscope and an Annexin V-
FITC Apoptosis Staining Assay were performed after 72 h incu-
bation with various types of nanofibers. As shown in Figure 7,
nanofibers with metal nanoparticles (PL-b-CL/PVP-AuNPs) to a
lesser extent inhibited the growth of normal BEAS-2B cells, com-
pared to nanofibers without nanoparticles (PL-b-CL/PVP). The
observed slight cytotoxicity of nanofibers with gold nanoparti-
cles creates promising opportunities for their further research
in terms of possible biomedical applications. In the presence
of pristine PL-b-CL/PVP nanomats, the viability of non-cancer
cells decreased to 59%. However, the observed cytotoxicity was
not associated with increased production of ROS in cells and
the occurrence of oxidative stress, which was reported as one
of the main causes of cytotoxicity induced by exposure to
nanomaterials.[**°°] Therefore, reduced cell viability was related
to the toxicity mechanism of nanomaterials other than excessive
production of ROS, or may also result from a longer phase of
cells’ adaptation to PL-b-CL/PVP nanofibers compared to PL-b-
CL/PVP-AuNPs nanofibers; and thus, result from surface struc-
ture of the nanofibers.**>!] Preliminary studies also did not
show a significant anti-cancer potential of the tested nanofibers
(Figure 7).
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4.3. Antimicrobial Properties of Electrospun Nanofibers

In the next step, the antibacterial properties of the fabricated
nanofibers against antibiotic-resistant Gram-negative pathogen
— P. aeruginosa were assessed.[>?] Figure 8a (OD 600) presents
the inhibited bacterial growth after 24 h treatment of the
nanofibers. PL-b-CL/PVP and PL-b-CL/PVP-AuNPs nanofibers
limited the growth of P. aeruginosa to 80% and 68%, respec-
tively, compared to the untreated control. Both nanofibers also
reduced the production of two basic pigments and virulence
factors produced by P. aeruginosa — pyocyanin (Figure 8b) and
pyoverdine (Figure 8c). Thus, it is likely that the nanofibers
may block important metabolic pathways of P. aeruginosa,
which in turn, may result in reduced growth of bacteria ex-
posed to the nanofibers and confirm their high antibacterial
potential 1362531

4.4. Antimicrobial Properties of Electrospun Nanofibers Covered
by Dend-AgNPs

Due to the promising results of the antibacterial scaffolds, fur-
ther measurements are conducted to reveal the influence of the
dendronized silver nanoparticles (Dend-AgNPs) with modified
nanomat. The antimicrobial properties of Dend-AgNPs are well
known and confirmed by different mechanisms including inter-
actions with the bacterial cell membrane and its permeabiliza-
tion, ROS production, disrupting DNA replication, and many
metabolic pathways.[??8] Based on the previous studies, three
different concentrations of Dend-AgNPs are selected (20, 40, and
60 pg mL™!) to confirm the bacterial activity of nanofibers cov-
ered by Dend-AgNPs.[274 Ag observed, a biofilm inhibition as-
say using CV staining show that the use of Dend-AgNPs inhibits
the formation and growth of P. aeruginosa biofilm (Figure 9b).
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Figure 7. BEAS-2B and A549 cells culture after 24 h incubation with various types of nanofibers. Untreated cells were used as control. The reactive oxygen
species (ROS) level was measured in cell culture after 24 h incubation with nanofibers.

Figure 8. a) The optical density of P. aeruginosa PAO1 measured at 600 nm without and in the presence of various types of nanofibers after 24 h
incubation. b) Pyocyanin production of P. aeruginosa PAO1 measured at 691 nm without and in the presence of various types of nanofibers after 24 h
incubation. c) Pyoverdine production of P. aeruginosa PAO1 without and in the presence of various types of nanofibers after 24 h incubation. An untreated
bacterial culture was used as a control.
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Figure 9. a) The optical density of P. aeruginosa PAO1 measured at 600 nm without and in the presence of various types of nanofibers and dendronized
silver nanoparticles after 24 h incubation. b) The inhibition of biofilm formation was measured as crystal violet absorbance without and in the presence
of various concentrations of dendronized silver nanoparticles after 24 h incubation. c) Assessment of the antibacterial effect of fabricated nanofibers
using diffusion test on an agar plate by visual assessment and observing the bacterial growth on and under the nanofibers. The absence of bacterial
colonies and inhibited bacterial growth on and under PL-b-CL/PVP-AuNPs nanofibers indicates their antibacterial activity (red circle). The golden arrows
indicate bacterial colonies present on and under the PL-b-CL/PVP nanofibers. Untreated bacterial culture was used as a negative control. A bacterial
culture treated with an antibiotic (Tobromycin) was used as the positive control (c). d) Influence of nanofibers and modified Dend-AgNPs nanofibers on
intracellular ROS generation. ROS levels were determined after 15 min of treatment with CM-H2DCFDA.
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Table 4. Measurement of the zone of inhibition of bacterial growth.

Sample Average of inhibited
growth zone [mm]

Negative control —

Positive control (antibiotic) 7.7
PL-b-CL/PVP nanofibers 2.0
PL-b-CL/PVP nanofibers + Dend-AgNPs 2.7
PL-b-CL/PVP-AuNPs nanofibers 23
PL-b-CL/PVP-AuNPs nanofibers + Dend-AgNPs 3.7

In the optical density testing (Figure 9a), nanofibers in combi-
nation with Dend-AgNPs show a slightly stronger antibacterial
effect against P. aeruginosa compared to unmodified nanofibers.
For subsequent research, the Dend-AgNPs concentration of 40 pg
mL~! is used, which shows both satisfactory antibacterial activity
and relatively low toxicity to human cells.

The results are consistent with the diffusion test on the agar
plate (Figure 9¢). As expected, one can observe an absence
of bacterial colonies on and under the PL-b-CL/PVP-AuNPs

www.mbs-journal.de

Figure 11. The cell viability of VH10 cells treated with nanofibers or Dend-
AgNPs. Untreated cells were used as control. Experiments were performed
in triplicate, and the results are presented as a percentage of control.

nanofibers and a larger zone of bacterial growth inhibition when
treating the bacteria with PL-b-CL/PVP-AuNPs nanofibers in
combination with dendronized silver nanoparticles. The average
zone of inhibition of bacterial growth for tested nanofibers is pre-

Figure 10. The mechanism of release of dendronized silver nanoparticles from nanofibers in time in biological medium. The percentage of nanoparticles
released from nanofiber in biological medium is depicted in the left corner, where blue bars correspond to PL-b-CL/PVP and orange bars correspond to

PL-b-CL/PVP-AuNPs, both modified with dendronized AgNPs.
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Figure 12. VH10 cells culture after 24 and 72 h incubation with various types of nanofibers. Untreated cells were used as control.

sented in Table 4 and for PL-b-CL/PVP-AuNPs + Dend-AgNPs
nanofibers, it is 3.7 mm. Thus, one can suggest that the use of
nanofibers modified with dendronized silver nanoparticles lim-
its the growth of bacteria, which can be used to inhibit potential
infection.

Considering the antibacterial efficacy of metal ion-generated
reactive oxygen species, the investigation of the level of ROS
induction over time in the presence of modified and unmod-
ified nanofibrous scaffolds in the tested bacteria was done
(Figure 9d). Treatment of P. aeruginosa with nanofibers (PL-b-
CL/PVP-AuNPs) or Dend-AgNPs resulted in the overproduction
of ROS in bacterial cells compared to untreated control, confirm-
ing their cytotoxic effect on bacteria. Interestingly, contrary to ex-
pectations, a decrease in ROS production was observed in bacte-
rial cells treated with PL-b-CL/PVP-AuNPs nanofibers modified
with Dend-AgNPs, which, taking into account the previous posi-
tive results of antibacterial tests, suggests a different mechanism
of antibacterial action. As it has been shown, the bactericidal ef-
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fect of nanofibers may result from their surface chemistry and
small diameters. It has been confirmed that nanofibers with di-
ameters of 300-1000 nm, that is, not larger than the dimensions
of bacteria, lead to conformational changes in bacterial cells and
their lysis. In turn, increased surface roughness may promote
bacterial adhesion and induce their disintegration as a result of
direct contact.l’)

For this reason, a further step is to investigate the mecha-
nism of Dend-AgNPs release from nanofibers over time in a bi-
ological medium (Figure 10). The initial increased absorbance
indicates a rapid release of weakly bound Dend-AgNPs on
the nanofibers’ surface. After 2 and 24 h, the absorbance de-
creases, which can be explained by the sedimentation of the re-
leased nanoparticles and their penetration inside the nanofibers.
This process can also occur during the treatment of bacterial
cells with PL-b-CL/PVP-AuNPs nanofibers modified with Dend-
AgNPs. The penetration of Dend-AgNPs inside the nanofibers
can limit the contact of nanoparticles with bacteria, which
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Figure 13. The cells’ viability and interleukin 1 beta production of THP-1 cells treated with nanofibers or Dend-AgNPs. Untreated cells were used as
control. Experiments were performed in triplicate, and the results are presented as percentage of control.

could have been the cause of previously observed decreased
production of ROS in cells treated with PL-b-CL/PVP-AuNPs
nanofibers modified with Dend-AgNPs. On the other hand, this
can result in the release of the Dend-AgNPs during longer
periods.

4.5. Cytotoxicity, Proliferation, and Inflammatory Properties of
Electrospun Nanofibers Covered by Dend-AgNPs

As fibroblasts play a key role in regeneration and wound
healing,>! fibroblast viability and proliferation in the presence
of nanofibers with or without Dend-AgNPs were investigated.
The MTS test results showed increased cytotoxicity of Dend-
AgNPs and modified nanofibers with Dend-AgNPs (Figure 11).
However, importantly, treatment with unmodified nanofibers
neither reduced fibroblast viability nor inhibited their growth
(Figure 12). This confirms that the observed cytotoxicity of
the modified nanofibers results mainly from the action of
Dend-AgNPs.

Stimulating the immune system is one of the most important
issues in wound healing. Therefore, the effect of nanofibers
on the cytotoxicity of macrophages and the production of pro-
inflammatory interleukins was tested (Figure 13). No cytotoxic
effect of nanofibers on macrophages was observed. However,
a clear increase in cytotoxicity was visible in the presence of
Dend-AgNPs. The dendronized silver nanoparticles themselves
also showed high cytotoxicity. Therefore, the results of cytotoxi-
city were compared with the level of interleukin 14 as a marker
of immunoreactivity. To test this, an ELISA assay was used.
In Figure 13, a high concentration of IL-18 (45-70 pg mL™)
in the supernatants could be observed after incubation with
nanofibers alone (with and without AuNPs), whereas incubation
with nanoparticles resulted in a low level of IL-15 (=11 pg mL™!).
Thus, it was clearly visible that the level of interleukin was corre-
lated with cytotoxicity. Where there was a high toxic effect, there
was a small amount of interleukin, and vice versa, where there
was a low toxic effect, the level of interleukin was significant.
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This suggests that high cytotoxicity may have led to the complete
destruction of cells that were unable to produce IL-18. This was
the case in the studies by Smela et al. (2022), who showed that
the SiO, nanofibers alone were not cytotoxic and the IL-18 level
was not significantly high,!¢! that TiO, nanobelts®’] and silver
nanowires!®®! in contrast can be toxic. They showed that the level
of IL-1p after treatment with SiO, nanofibers strictly depends
on the length and concentration of the nanofibers. A high level
of interleukin was observed only at a very high concentration
of 200 pg mL~1.5%) What was also interesting in our obtained
results was that the Dend-AgNPs used to modify nanofibers were
less toxic, in the case of fibroblast. This is in agreement with the
literature where one can find similar observations in Bonan et al.
(2019); they showed that cytotoxicity in mouse macrophages
treated with Ag/TiO, silver nanofibers depended on the con-
centration of Ag/TiO, nanofibers and that cells of the immune
response were more sensitive to AgNPs compared to other cell
lines.[>)

5. Conclusion

Herein, a comprehensive investigation has been carried out on
the physico—chemical and biological properties of electrospun hy-
brid nanomat based on copolymer L-lactide-block-e-caprolactone
(PL-b-CL) blended with homopolymer polyvinylpyrrolidone
(PVP) charged with AuNPs. Dendronized silver nanoparticles
(Dend-AgNP) adsorbed on nanofibers and enhanced their an-
tibacterial properties against P. aeruginosa. The generated hybrid
nanomats retained their collective activities and showed relatively
low cytotoxicity with a slightly increased immunoreactivity where
the rate of fibroblast proliferation was not reduced. Modification
with dendronized silver nanoparticles increased antibacterial
effectiveness but may also significantly increase macrophage cy-
totoxicity. These hybrid nanomats can be considered for wound
healing applications specifically, to inhibit bacterial growth,
and against antibiotic-resistant bacteria for future clinical
practice.
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Purpose: As bacterial resistance to antibiotics increases, there is an urgent need to identify alternative antibacterial agents and
improve antibacterial materials. One is the controlled transport of antibacterial agents that prevents infection with drug-resistant
bacteria, especially in the treatment of [ [] [J [ [ [J [wounds.

Methods: This work presents the use of electrospun PLCL/PVP (poly(L-lactide-co-g-caprolactone/polyvinylpyrrolidone) [ [ [0 [J [0 [J
[ [0 [0 [ with two agents with antibacterial properties but with different mechanisms of action, that is, dendritic silver nanoparticles
(Dend-AgNPs) and endolysin.

Results: The nanomat prepared in this manner showed [ [] (1 [J [Jaitibacterial activity against antibiotic-resistant Pseudomonas
aeruginosa strains, inhibiting their growth and production of key pigments and virulence factors. Moreover, the use of [1 [1 [ [J [as]
carriers of the selected factors [1 [J [J [0 [J [reduced their cytotoxicity towards human [1 [J [J [0 [J [

Conclusion: The results [J [0 [J [J [the possibility of using the presented product as an innovative dressing material, opening new
perspectives for the treatment of wounds and combating bacterial infections with drug-resistant bacteria.

Keywords: [ [ [] [] [ldendritic nanoparticles, endolysin, antibacterial agents

Introduction

Effective platforms for antimicrobial agents based on nanomaterials should be characterized by special physicochemical
properties that allow easy functionalization and immobilization for the transport of compounds with a different spectrum of
activities. This type of platform allows better therapeutic effectiveness and biodistribution of drug.' * Among the most popular
nanomaterials, both natural and synthetic nanomaterials exhibit unique physicochemical and biological properties.*®
Synthetic nanomaterials have properties similar to those of natural polymers, but are more popular owing to their satisfactory
strength and [ [1 [J [,[asiwell as low cytotoxicity and biodegradability. One method for obtaining synthetic nanomaterials
with the previously presented properties is electrospinning.**!" Nanomats based on electrospun [] [ [ [] [Jwith
a biodegradable and biocompatible poly(L-lactide-co-g-caprolactone) copolymer have been widely used in the creation of
engineering materials in bionanotechnology and medicine, for example, in regenerative medicine, tissue formation, and
antimicrobial properties.”®'>'> Appropriate functionalization with therapeutic agents, such as antibacterial agents, anti-

[ [J [ [ [ [Jagents, anesthetics, growth factors, and antioxidants, alleviates discomfort, while ensuring appropriate
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