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Wykaz symboli i skrotow

AMOX — amoksycylina (ang. amoxicillin)
Au NPs — nanoczastki ztota (ang. gold nanoparticles)

Au@SiO; — nanoczastki zlota pokryte warstwa krzemionki (ang. silica-coated gold

nanoparticles)

CV — woltamperometria cykliczna (ang. Cyclic Voltammetry)

DLS — dynamiczne rozpraszanie §wiatta (ang. Dynamic Light Scattering)
DMSO — dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DoE — metoda planowania eksperymentu (ang. Design of Experiments)

DPPH - test aktywno$ci przeciwutleniajacej na bazie 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (ang 2, 2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging assay)

DPV — roznicowa woltamperometria impulsowa (ang. Differential Pulse Voltammetry)
DTG — ro6zniczkowa termograwimetria (ang. Derivative Thermogravimetry)
ELS — elektroforetyczne rozpraszanie $wiatla (ang. Electrophoretic Light Scattering)

FT-IR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (ang. Fourier Transform

Infrared Spectroscopy)

GC — elektroda z wegla szklistego (ang. glassy carbon electrode)

GSH — glutation zredukowany (ang. glutathione)

GSSG — glutation utleniony (ang. glutathione disulfide)

HaCaT — linia komoérkowa ludzkich keratynocytow (ang. human keratinocyte cell line)
HDF - linia komorkowa ludzkich fibroblastow (ang. human fibroblast cell line)

HA — kwas hialuronowy (ang. hyaluronic acid)

HEC — hydroksyetyloceluloza (ang. hydroxyethylcellulose)

IL-1p — interleukina 1 beta (ang. interleukin-1 beta)



IL-6 — interleukina 6 (ang. interleukin-6)
IL-10 — interleukina 10 (ang. interleukin-10)
JTK — jednostki tworzace kolonie (ang. colony-forming units)

L-DOPA - lewodopa (L-3,4-dihydroksyfenyloalanina) (ang. [levodopa, L-3,4-
dihydroxyphenylalanine)

LOD - granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)
LPS — lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

LSPR - zlokalizowany powierzchniowy rezonans plazmonowy (ang. Localized Surface

Plasmon Resonance)
MBC — minimalne st¢zenie bakteriobdjcze (ang. Minimum Bactericidal Concentration)
MIC — minimalne st¢zenie hamujace (ang. Minimum Inhibitory Concentration)

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy (ang. 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

MUP — mupirocyna (ang. mupirocin)

NIR — bliska podczerwien (ang. Near-Infrared Radiation)

ODs0o — gestos¢ optyczna przy 600 nm (ang. optical density at 600 nm)

PBS — bufor fosforanowy (ang. phosphate-buffered saline)

PBMC:s — jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells)
PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)

PVP — poliwinylopirolidon (ang. polyvinylpyrrolidone)

RSA — zdolno$¢ neutralizacji wolnych rodnikéw (ang. Radical Scavenging Activity)

RSM — metoda powierzchni odpowiedzi (ang. Response Surface Method)

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

SERS — spektroskopia Ramana ze wzmocnieniem powierzchniowym (ang. Surface-enhanced

Raman Spectroscopy)



SH-SYS5Y - linia komérkowa ludzkich komoérek neuroblastoma (ang. human neuroblastoma

cell line)

Si0; — ditlenek krzemu (ang. silicon dioxide)

SOD — dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy)
TEOS - tetraetoksysilan (ang. tetraethyl orthosilicate)

TEWL — przeznaskorkowa utrata wody (ang. Transepidermal Water Loss)

TGA/TG — analiza termograwimetryczna (ang. Thermogravimetric Analysis)

TNF-a — czynnik martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor-alpha)

UV-Vis — spektroskopia w zakresie nadfioletu 1 $wiatta widzialnego UV-Vis
(ang. Ultraviolet-Visible spectroscopy)

WCA - kat zwilzania woda (ang. Water Contact Angle)
ZI — strefa zahamowania wzrostu (ang. Zone of Inhibition)

6-OHDA — 6-hydroksydopamina (ang. 6-hydroxydopamine)



Streszczenie rozprawy doktorskiej

Wspobliczesna farmakoterapia, pomimo dostepnosci licznych substancji czynnych o
potwierdzonej skuteczno$ci klinicznej, nadal napotyka ograniczenia zwigzane z
biodostepnoscia, selektywnoscig dziatania oraz toksyczno$cig ogdlnoustrojowa lekow
dostgpnych na rynku. W odpowiedzi na te wyzwania intensywnie rozwijane sg nanometryczne
systemy dostarczania lekdéw, umozliwiajace poprawe stabilnosci substancji aktywnych,
kontrole ich uwalniania oraz zwigkszenie skutecznosci terapeutycznej przy jednoczesnym
ograniczeniu dzialan niepozadanych. Szczegélne zainteresowanie wzbudzaja nanostruktury
typu rdzen-powloka (ang. core-shell), stanowigce obiecujace platformy do zastosowan

biomedycznych.

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie, synteza oraz kompleksowa
charakterystyka nanostruktur typu rdzeh-powloka opartych na uktadzie Au@SiO: jako
potencjalnych systemoéw no$nikowych substancji biologicznie aktywnych. Opracowano
metode syntezy stabilnych nanostruktur o jednorodnej morfologii i korzystnych
wiasciwosciach fizykochemicznych, ktore nastepnie poddano szczegdtowej charakterystyce
obejmujacej ocen¢ morfologii, stabilno$ci koloidalnej oraz wtasciwosci powierzchniowych i
strukturalnych. Istotnym elementem pracy byla ocena wtasciwosci funkcjonalnych
nanostruktur rdzen-powloka ztozonych z metalicznego rdzenia 1 krzemionkowej powloki
Au@Si0;. Badania wykazaty brak przenikania przez modelowg bariere skorng oraz wysoka
biozgodno$¢ wobec ludzkich komoérek skory (HaCaT i1 HDF). Dodatkowo nanostruktury
wykazywaty wla$ciwosci antyoksydacyjne i nie oddziatywaty z DNA, wskazujac na korzystny

profil bezpieczenstwa biologicznego.

W czgsci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej zbadano réwniez mozliwosé
wykorzystania nanostruktur Au@SiO: jako uniwersalnej platformy no$nikowej dla substancji
biologicznie czynnych o zréznicowanych wiasciwosciach fizykochemicznych. W tym celu
przeprowadzono immobilizacj¢ substancji aktywnych, w tym mupirocyny, amoksycyliny oraz
lewodopy, analizujac efektywnos$¢ immobilizacji i profile uwalniania. Szczegodlnie korzystne
wyniki uzyskano dla hydrofobowej mupirocyny, dla ktdérej zaobserwowano zachowanie
aktywnos$ci  przeciwdrobnoustrojowej. Wykazano takze mozliwos¢ funkcjonalizacji
nanostruktur lewodopa, co wskazuje na potencjalng uniwersalnos¢ opracowanego uktadu jako

platformy do immobilizacji i dostarczania ré6znych substancji leczniczych.



Koncowy etap badan obejmowal inkorporacje nanostruktur Au@SiO2 do
hydrozelowych matryc opartych na kwasie hialuronowym 1 hydroksyetylocelulozie.
Otrzymane uktady hybrydowe umozliwialy skuteczne uwalnianie nanostruktur oraz korzystnie
wptywaly na parametry czynnosciowe skory w tym jej nawilzenie oraz ograniczenie
transepidermalnej utraty wody, przy czym najbardziej obiecujgce rezultaty uzyskano dla

uktadéw opartych na kwasie hialuronowym.

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze nanostruktury Au@SiO; stanowig stabilng,
biozgodng i funkcjonalng platform¢ o wysokim potencjale aplikacyjnym w projektowaniu
zaawansowanych systemow dostarczania substancji aktywnych do celow terapeutycznych,

dermatologicznych i kosmetycznych.
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Abstract of doctoral dissertation

Despite the availability of numerous clinically approved active compounds, modern
pharmacotherapy still faces significant limitations related to the bioavailability, selectivity, and
systemic toxicity of currently available drugs. In response to these challenges, nanoscale drug
delivery systems are being intensively developed to improve the stability of active substances,
control their release, and enhance therapeutic efficacy while minimizing adverse effects.
Particular attention has been devoted to core-shell nanostructures, which represent promising
platforms for biomedical applications due to the synergistic combination of the properties of

their individual components.

The aim of this doctoral dissertation was to design, synthesize, and comprehensively
characterize core-shell nanostructures based on the Au@SiO» system as potential carriers for
biologically active compounds. A synthesis strategy enabling the preparation of stable
nanostructures with uniform morphology and favorable physicochemical properties was
developed. The obtained materials were subsequently subjected to detailed characterization,
including the evaluation of morphology, colloidal stability, surface properties, and structural
parameters. An important part of this work involved the assessment of the functional properties
of Au@SiO; nanostructures. The studies demonstrated no penetration through a model skin
barrier and confirmed high biocompatibility toward human skin cells (HaCaT and HDF).
Furthermore, the nanostructures exhibited antioxidant properties and showed no interaction

with DNA, indicating a favorable biological safety profile.

The experimental studies also investigated the potential application of Au@SiO>
nanostructures as a universal carrier platform for biologically active compounds with diverse
physicochemical properties. Mupirocin, amoxicillin, and levodopa were loaded onto the
nanostructures, and their immobilization efficiency and release profiles were evaluated.
Particularly promising results were obtained for hydrophobic mupirocin, for which preserved
antimicrobial activity was observed. The possibility of functionalizing the nanostructures with
levodopa was also demonstrated, which confirmed the universality of the developed system as

a platform for immobilization and delivery of various medicinal substances.

The final stage of the study involved the incorporation of Au@SiO> nanostructures into
hydrogel matrices based on hyaluronic acid and hydroxyethyl cellulose. The obtained hybrid

systems enabled effective release of nanostructures and positively influenced skin hydration
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parameters while reducing transepidermal water loss, with the most promising results observed

for hyaluronic acid-based formulations.

The obtained results confirm that Au@SiO, nanostructures constitute a stable,
biocompatible, and functional platform with high application potential for the development of
advanced delivery systems for biologically active compounds with therapeutic, dermatological,

and cosmetic applications.
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I.  WSTEP

1. Wprowadzenie

Wspodtczesna farmakologia dysponuje licznymi substancjami  czynnymi o
potwierdzonej skutecznos$ci klinicznej, jednak ich efektywno$¢ terapeutyczna czegsto bywa
ograniczana przez problemy zwigzane z biodostepnoscia, selektywnoscig dziatania oraz
toksycznos$cig ogdlnoustrojowa. Wiele zwigzkéw aktywnych charakteryzuje si¢ ograniczong
rozpuszczalnos$ciag w wodzie oraz niskg stabilno$cig w srodowisku biologicznym, co przektada
si¢ na obnizong biodostepnos¢ i koniecznos¢ stosowania wyzszych dawek terapeutycznych.
Dodatkowo, wiele z nich charakteryzuje si¢ niekorzystng biodystrybucja w organizmie, co
prowadzi do wuszkodzenia zdrowych tkanek oraz wystgpowania licznych dziatan

niepozadanych.

Ograniczenia te wskazujag na potrzeb¢ opracowania nowoczesnych systemow
dostarczania substancji aktywnych, ktére mogltyby zwigkszy¢ ich stabilno$¢ w organizmie,
poprawi¢ dystrybucje oraz umozliwi¢ kontrolowane uwalnianie w miejscach docelowych.
Takie strategie pozwolityby na zmniejszenie toksycznosci ogodlnoustrojowej, ograniczenie
efektow ubocznych oraz zwigkszenie skutecznosci leczniczej, co stanowi jedno z glownych

wyzwan wspolczesnych metod terapeutycznych.

W tym kontekscie nanotechnologia oferuje obiecujace narzgdzia, umozliwiajace
kontrolowane dostarczanie lekow i1 optymalizacj¢ ich dziatania w miejscach docelowych.
Nanostruktury, dzigki swojej niewielkiej wielkosci, duzej powierzchni wlasciwej oraz
mozliwosci funkcjonalizacji, umozliwiajg projektowanie systemoOw dostarczania lekow o
poprawionej biodostepnosci, wigkszej selektywno$ci dziatania oraz kontrolowanym
uwalnianiu substancji aktywnych. Takie podejscie moze stanowi¢ podstawe do opracowania
nowych, bezpieczniejszych i bardziej efektywnych terapii, szczegélnie w kontekscie leczenia
nowotworoOw oraz innych chorob wymagajacych precyzyjnego ukierunkowania dziatania

farmakologicznego.

Wprowadzenie nanometrycznych systemow nos$nikowych otwiera szerokie
perspektywy w medycynie, umozliwiajac polaczenie diagnostyki, terapii oraz transportu lekow
w jednym uktadzie. Stosowanie takich zaawansowanych rozwigzan moze przyczyni¢ si¢ do

znaczacego zwigkszenia skutecznos$ci leczenia przy jednoczesnym ograniczeniu ryzyka

13



wystgpienia dziatan niepozadanych, co stanowi jeden z gldwnych celow wspotczesnej

nanomedycyny.
2. Nanostruktury o architekturze rdzen-powloka

Nanotechnologia jest interdyscyplinarng dziedzing nauki zajmujaca  si¢
projektowaniem, synteza oraz zastosowaniem struktur o wymiarach w zakresie 1-100 nm.
Laczy elementy chemii, fizyki, biologii oraz inzynierii materiatlowej, umozliwiajac badanie i
modyfikowanie wilasciwosci nanomateriatow. W skali nanometrycznej materiaty czesto
wykazuja odmienne wiasciwosci fizykochemiczne w poréwnaniu z ich makroskopowymi
odpowiednikami, co otwiera nowe mozliwosci projektowania funkcjonalnych materiatow o
Scisle okreslonych parametrach. Dzigki swoim unikalnym wiasciwos$ciom, nanomateriaty
znajduja zastosowanie w wielu dziedzinach, m.in. w elektronice, energetyce,

materialoznawstwie oraz medycynie [1,2].

Jedna z istotnych grup nanomaterialéw sg nanostruktury o architekturze rdzen-powtoka
(ang. core-shell nanostructures) (Rysunek 1). Struktury te skladaja si¢ z funkcjonalnego
rdzenia, najcze$ciej metalicznego otoczonego zewnetrzng powtoka ochronng nieorganiczng
(np. krzemionka) lub organiczng (np. kwas hialuronowy). Tego typu architektura umozliwia
integracje wlasciwosci obu komponentow w obrebie jednej nanostruktury, nadajac jej
charakter wielofunkcyjny. Rdzen moze odpowiada¢ za okreslone wlasciwosci fizyczne lub
chemiczne, natomiast powloka zapewnia stabilno$¢ uktadu, chroni rdzen przed
oddzialywaniem Srodowiska zewnetrznego oraz umozliwia dalsza modyfikacje 1

funkcjonalizacje powierzchni [3].
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Rysunek 1. Struktura rdzen-powtoka.
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Ze wzgledu na swoja modularng budowe nanostruktury rdzen-powloka znajdujg
szerokie zastosowanie w rdznych obszarach badan medycznych, w szczegdlnosci w
nanomedycynie (Rysunek 2). Moga petni¢ funkcje systemow nos$nikowych substancji
biologicznie czynnych, umozliwiajac kontrolowane oraz ukierunkowane dostarczanie lekow.
Zastosowanie tego typu systemow moze prowadzi¢ do zwiekszenia biodostgpnosci substancji
terapeutycznych oraz ograniczenia ich toksycznosci wzgledem zdrowych tkanek. Ponadto
nanostruktury rdzen-powloka znajduja zastosowanie w diagnostyce biomedycznej,
obrazowaniu oraz w systemach teranostycznych, taczacych funkcje diagnostyczne i

terapeutyczne w obrgbie jednego nanouktadu [4,5].

- 1)
0
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Y & SIIR
971 4% ¢
/%0‘ / 906
Q* /)/. &
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Rysunek 2. Zastosowanie nanostruktur rdzen-powtoka w medycynie.

3. Nanoczastki zlota (Au NPs)
3.1. Metody syntezy

Istniejg dwa gtowne podej$cia do syntezy nanoczagstek ziota (Rysunek 3). Pierwsze z

nich okre$lane jest jako strategia odgorna (ang. fop-down), ktéra opiera si¢ na metodach
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fizycznych polegajacych na zmniejszeniu wymiarow materialu w skali makroskopowe;.
Przyktadowymi technikami wykorzystywanymi w tym podej$ciu sg: ablacja laserowa,
dziatanie mikrofalami, rozpylanie, mielenie. Podejs$cie to umozliwia otrzymywanie materiatéw
bez uzycia odczynnikow chemicznych, jednak czesto wigze si¢ z ograniczong kontrola nad

rozmiarem i ksztattem oraz wigkszg polidyspersyjnoscig uzyskiwanych nanoczastek [6].

Drugie podejscie, okreslane jako strategia oddolna (ang. bottom-up), bazuje na
budowaniu nanomaterialu od podstaw najczesciej z wykorzystaniem odpowiednich
prekursoréw. W tym podejsciu najczgsciej stosuje si¢ metody chemiczne oraz biologiczne.
Umozliwiaja one lepsza kontrolg nad morfologia, rozmiarem 1 wlasciwo$ciami
powierzchniowymi nanoczastek, co ma kluczowe znaczenie w zastosowaniach
biomedycznych i katalitycznych. Z tego wzgledu strategia ta jest obecnie znacznie czgsciej

stosowana w badaniach naukowych oraz zastosowaniach aplikacyjnych [7].

____ METODA ODGORNA _ METODA ODDOLNA
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Rysunek 3. Metody otrzymywania nanoczastek.

Metody chemiczne

Najpopularniejsza metoda otrzymywania nanoczastek zlota jest metoda chemiczna
oparta na reakcji redukcji, obejmujaca dwa etapy. Pierwszy z nich polega na redukcji
prekursora zlota z uzyciem $rodka redukujacego. Kolejnym etapem jest stabilizacja
otrzymanych nanoczgstek stabilizatorem, co przeciwdziatla aglomeracji 1 zapewnia trwato$¢
catego uktadu. Jedna z najpowszechniej stosowanych metod chemicznej syntezy nanoztota jest
metoda Turkevicha. Opiera si¢ ona na redukcji kwasu tetrachloroztotowego (HAuCls)
cytrynianem sodu (Na3CeHsO7), ktory pelni dodatkowo role stabilizatora. W tej metodzie

wodny roztwor kwasu tetrachloroztotowego doprowadza si¢ do wrzenia, a nastepnie, przy
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cigglym mieszaniu, dodaje si¢ roztwor cytrynianu sodu. Po kréotkim czasie roztwor przyjmuje
charakterystyczng rubinowg barwe, co S$wiadczy o powstawaniu nanoczastek ztota o §rednicy
okoto 20 nm. Modyfikacja metody Turkevicha, zaproponowana przez Frensa, umozliwia
kontrole wielko$ci nanoczastek poprzez zmiang stosunku reagentow. Z kolei metoda Brusta-
Schiffrina pozwala na otrzymywanie nanozlota w uktadzie dwufazowym. W tej metodzie
bromek tetraoktyloamoniowy (C32HesBrN) umozliwia przeniesienie jonow AuCls z fazy
wodnej do fazy organicznej, natomiast jako §rodek redukujacy stosowany jest borowodorek
sodu. Produktem tej reakcji sa stosunkowo mate nanoczastki ztota o rozmiarach w zakresie

1,5-5 nm.

Opisane powyzej metody prowadza gldwnie do otrzymywania kulistych nanostruktur
ztota. Ich rozwinigciem jest metoda wzrostu zarodkow (ang. seed-mediated growth), ktora
umozliwia uzyskanie nanostruktur o zrdéznicowanej morfologii, takich jak nanoprety,
nanoszes$ciany czy nanogwiazdy. Technika ta wymaga wczes$niejszej syntezy zarodkow ztota
poprzez redukcje silnym czynnikiem redukujacym, takim jak borowodorek sodu. Nastgpnie
przygotowuje si¢ roztwor wzrostowy zawierajacy prekursor, stabszy czynnik redukujacy oraz
stabilizator, do ktorego wprowadza si¢ roztwor zarodkowy. Kontrola ksztattu i rozmiaru

nanostruktur mozliwa jest poprzez odpowiedni dobor stezen reagentéw oraz warunkow reakcji

[6].
Metody biologiczne

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania chemig zgodng z zasadami
zrbwnowazonego rozwoju, ktorej celem jest ograniczenie niebezpiecznych dla Srodowiska
reagentOw oraz ich zastgpowanie bardziej ekologicznymi i1 przyjaznymi S$rodowisku
alternatywami. Jednym z kierunkow wpisujacych sie¢ w to podejscie jest synteza nanoczastek
ztota z wykorzystaniem organizméw zywych, takich jak rosliny, wirusy, bakterie, grzyby czy
drozdze jako reduktorow. Do gltéwnych zalet takich metod naleza: zmniejszone zuzycie
rozpuszczalnikow organicznych, wykorzystanie biodegradowalnych 1 niskotoksycznych
reagentow, ograniczenie ilosci odpadow oraz mozliwo$¢ prowadzenia syntezy w temperaturze
1 cisnieniu otoczenia [8]. Mechanizm biosyntezy opiera si¢ na tych samych etapach co w
przypadku metod chemicznych [9]. Synteza nanoczastek ztota z wykorzystaniem bakterii nie
jest podejsciem na skalg produkcyjng ze wzgledu na czasochtonno$¢ procesu. Wyniki badan
wskazuja, ze nanoztoto uzyskane ta metoda charakteryzuje si¢ silng aktywnos$cia

przeciwgrzybicza [10]. Z kolei synteza z udzialem drozdzy polega na redukcji jonow ztota do
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metalicznego ztota przy udziale biatek i enzyméw zawartych w drozdzach. Wyniki testow
wskazujg, ze otrzymane w ten sposob nanoczgstki ztota cechujg si¢ wysoka stabilnos$cig oraz
hydrofilowym charakterem powierzchni [11]. Zielona synteza w wykorzystaniem ro$lin polega
na pozyskiwaniu ekstraktu z ro6znych czg$ci roslin, takich jak liscie, owoce, kwiaty, nasiona i
korzenie. Otrzymany ekstrakt jest filtrowany w celu oczyszczenia 1 mieszany z roztworem
prekursora ztota. Metabolity znajdujace si¢ w ekstraktach roslinnych petnig role reduktora 1

stabilizatora [12].

3.2. Wiasciwosci fizykochemiczne i funkcjonalne

Nanoczastki zlota to materialy o unikalnych wilasciwosciach fizykochemicznych,
wynikajacych przede wszystkim z ich niewielkich rozmiarow i1 duzego stosunku powierzchni
do objetosci. Charakteryzuja si¢ wysoka stabilnoscig chemiczng oraz mozliwos$cig precyzyjnej

kontroli ich ksztaltu i wielkosci.

Jedng z najbardziej charakterystycznych cech Au NPs s3g ich wlasciwosci optyczne,
zwigzane ze zjawiskiem zlokalizowanego rezonansu plazmondéw powierzchniowych (ang.
Localized Surface Plasmon Resonance, LSPR) (Rysunek 4). Zjawisko to polega na oscylacji
swobodnych elektronow na powierzchni nanoczastki pod wplywem padajacego
promieniowania. W efekcie Au NPs wykazuja silng absorpcje w zakresie widzialnym. W
przypadku nanoczgstek kulistych o $rednicy okolo 20 nm maksimum pasma absorpcji
wystepuje zwykle przy dlugosci fali okoto 500-550 nm. Polozenie maksimum absorpcji
zwigzane] z rezonansem LSPR oraz szeroko$¢ pasma absorpcyjnego zaleza od wielu
czynnikow takich jak rozmiar, ksztalt, stopnien agregacji nanoczastek oraz witasciwosci
otaczajacego srodowiska. W przypadku nanoczastek o wydtuzonym ksztalcie zakres absorpcji
moze przesuwac si¢ w kierunku bliskiej podczerwieni (ang. Near-Infrared Radiation, NIR), co

jest wynikiem rozdzielenia oscylacji plazmonowych wzdhuz krétkiej 1 dtugiej osi czastki [13].
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Rysunek 4. Schemat zlokalizowanego rezonansu plazmonow powierzchniowych w Au NPs.

Wsrod funkcjonalnych wlasciwosci nanostruktur zlota wyrdznia si¢ ich aktywnos$é¢
antyoksydacyjng oraz przeciwzapalng, ktére sg $cisle zwigzane z ich wysoka powierzchnig
wlasciwa. Aktywno$¢ antyoksydacyjna ma charakter katalityczny i zachodzi na powierzchni
nanoczastek, gdzie zachodza procesy adsorpcji oraz transferu elektrondw. Wyr6znia si¢ dwa
gléwne mechanizmy dzialania: mechanizm zapobiegawczy oraz mechanizm zrywania
tancucha reakcji rodnikowych. W ramach mechanizmu zapobiegawczego nanoczgstki zlota
wykazuja aktywnos$¢ nasladujaca enzymy antyoksydacyjne, w tym katalaze oraz dysmutaze
ponadtlenkowa (SOD). Aktywnos$¢ katalazopodobna polega na rozktadzie nadtlenku wodoru
do wody i tlenu, przy czym proces ten jest szczeg6Olnie efektywny w §rodowisku obojetnym i
zasadowym. Z kolei aktywno$¢ typu SOD obejmuje wychwytywanie rodnikow
ponadtlenkowych 1 ich konwersj¢ do mniej reaktywnych form, takich jak nadtlenek wodoru 1
tlen. Drugim istotnym mechanizmem jest zrywanie tancucha reakcji rodnikowych, polegajace
na zdolno$ci nanoczastek do jednoczesnego transferu elektronu i protonu do rodnikéw
alkiloperoksylowych, co prowadzi do ich stabilizacji 1 przerwania propagacji reakcji utleniania.
Efektywnos¢ tego procesu zalezy od dostepnosci donorow elektronow oraz obecnosci

srodowiska protycznego [14].

Dziatanie przeciwzapalne wykazywane przez nanoczastki ztota jest powigzane z ich
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi oraz zdolnoscig do modulowania procesow zachodzacych
w Srodowisku reakcji zapalnej. Podobnie jak w przypadku aktywnos$ci antyoksydacyjnej,
kluczowa role odgrywaja procesy powierzchniowe, takie jak adsorpcja reaktywnych form tlenu
oraz ich katalityczna konwersja do mniej reaktywnych produktéw. Ograniczenie stezenia

reaktywnych form tlenu prowadzi do zmniejszenia intensywnos$ci procesOw oksydacyjnych,
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ktore stanowig jeden z gldownych czynnikow inicjujacych i podtrzymujacych reakcje zapalne.
Redukcja poziomu reaktywnych form tlenu wptywa posrednio na ostabienie aktywacji
mediatoréw zapalnych, w tym zmniejszenie wydzielania cytokin prozapalnych. Dodatkowo
nanoczastki ztota moga oddzialywac z czasteczkami sygnatowymi poprzez ich adsorpcje na
powierzchni, co prowadzi do ograniczenia ich biodostepnosci 1 aktywnosci biologiczne;j

[15,16].

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna i przeciwzapalna nanoczastek ztota jest Scisle uzalezniona
od ich wilasciwosci fizykochemicznych, takich jak rozmiar, ksztalt, stan agregacji oraz
charakter powierzchni. Szczegoélnie istotny jest ksztalt i rozmiar czastek, poniewaz mniejsze
nanoczastki wykazuja wyzsza aktywnos¢ katalityczng ze wzgledu na wigkszg powierzchnie
wiasciwg 1 wiekszg liczbe miejsc aktywnych dostepnych do interakcji z reaktywnymi formami

tlenu.
3.3. Zastosowanie Au NPs w nanomedycynie

Dzigki powyzszym cechom i wlasciwosciom Au NPs znajdujg szerokie zastosowanie
w licznych obszarach nauki i technologii, obejmujacych zard6wno nanomedycyne, diagnostyke,
kataliz¢ oraz rozwdj zaawansowanych biosensorow. Szczegolne znaczenie przypisuje si¢ ich
wlasciwo$ciom optycznym oraz mozliwos$ci tatwej funkcjonalizacji powierzchni, co pozwala
na precyzyjne dostosowanie ich wlasciwosci do konkretnych zastosowan. W niniejszej pracy
skoncentrowano si¢ na wykorzystaniu nanoczastek zlota w obszarze nanomedycyny, ze
szczegblnym uwzglednieniem ich roli w diagnostyce, terapii przeciwnowotworowej oraz

systemach dostarczania substancji terapeutycznych.

Au NPs odgrywaja istotng rolg w diagnostyce oraz obrazowaniu medycznym dzigki
swoim unikalnym wiasciwosciom optycznym. Ich zdolno$¢ do intensywnego pochtaniania 1
rozpraszania $wiatta umozliwia wykorzystanie ich w testach kolorymetrycznych, w ktorych
zmiana stopnia agregacji prowadzi do latwo obserwowalnej zmiany barwy. Zjawisko to
znalazto zastosowanie w szybkich testach diagnostycznych [17-19]. Ponadto Au NPs znaczaco
wzmacniajg sygnat w technikach spektroskopowych, takich jak spektroskopia Ramana ze
wzmocnieniem powierzchniowym (ang. Surface-Enhanced Raman Spectroscopy, SERS),
umozliwiajac detekcje bardzo niskich stezen biomarkeréw [20,21]. W kontekscie obrazowania
diagnostycznego nanoczgstki ztota wykorzystywane sg jako $rodki kontrastowe, szczeg6lnie
w tomografii komputerowej, gdzie dzigki wysokiej liczbie atomowej zlota skutecznie

pochlaniaja promieniowanie rentgenowskie, zwigkszajac kontrast oraz poprawiajac jakos¢
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uzyskiwanych obrazow [22]. Dodatkowo, poprzez odpowiednig modyfikacje powierzchni,
mozliwe jest uzyskanie uktadow celowanych, ktore selektywnie gromadzg si¢ w okre§lonych

tkankach, co zwigksza precyzje¢ diagnostyki.

W  terapii przeciwnowotworowe] nanoczgstki zlota wykazuja duzy potencjal,
szczegodlnie ~w  metodach  opartych na  oddzialywaniu z  promieniowaniem
elektromagnetycznym. W terapii fototermicznej Au NPs absorbuja promieniowanie,
najczesciej w zakresie bliskiej podczerwieni i przeksztalcajg je w energi¢ cieplng, prowadzac
do lokalnego przegrzania i zniszczenia komorek nowotworowych [23]. Dzigki mozliwosci
wczesniejszego ukierunkowania nanoczastek do miejsca zmienionego chorobowo, efekt ten
ma charakter selektywny i minimalizuje uszkodzenia zdrowych tkanek [24,25]. Rownie istotne
jest ich zastosowanie w terapii fotodynamicznej, gdzie moga petni¢ role nosnikow
fotosensybilizatorow lub wzmacnia¢ generacje reaktywnych form tlenu, odpowiedzialnych za
indukcje $mierci komorkowej [26]. Dodatkowo Au NPs moga zwigksza¢ skutecznosé
klasycznych metod leczenia, takich jak radioterapia czy chemioterapia, dziatajac

synergistycznie i umozliwiajac redukcje dawek terapeutycznych.

Nanoczastki zlota znajdujg rowniez szerokie zastosowanie jako nos$niki substancji
terapeutycznych oraz elementy zintegrowanych systemow teranostatycznych. Dzieki duzej
powierzchni wlasciwej oraz tatwosci funkcjonalizacji mozliwe jest przytaczanie roznorodnych
czasteczek, takich jak leki, bialka, kwasy nukleinowe czy ligandy kierujace, co umozliwia
tworzenie uktadow o wysokiej selektywnosci dziatania [27]. Au NPs pozwalaja na poprawe
biodostepnosci lekow, szczegdlnie hydrofobowych oraz ich ochron¢ przed degradacja w
srodowisku biologicznym [28]. Istotnym aspektem jest takze mozliwo$¢ projektowania
systemOow kontrolowanego uwalniania, reagujacych na bodZce takie jak zmiany pH,
temperatura czy promieniowanie $wietlne [29]. W kontekScie podejscia teranostycznego
nanoczgstki umozliwiaja  jednoczesne projektowanie funkcji  terapeutycznych 1
diagnostycznych, co pozwala na rownolegte prowadzenie terapii oraz monitorowanie jej
przebiegu 1 skuteczno$ci, a tym samym zwigkszenie efektywnos$ci leczenia 1 jego lepsze
dopasowanie do warunkéw chorobowych [30,31]. Z kolei mozliwo$¢ integracji nanoczastek
ztota z materialami biomedycznymi, takimi jak hydrozele, umozliwia tworzenie
zaawansowanych 1 inteligentnych platform terapeutycznych, ktore tacza funkcje dostarczania
lekow oraz ich kontrolowanego, miejscowo ograniczonego i dlugotrwatego uwalniania, a takze
wydtuzonego czasu dziatania w miejscu aplikacji i poprawy stabilnosci calego ukladu

terapeutycznego [32].
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3.4. Wyzwania i ograniczenia

Wsrdd najistotniejszych wyzwan zwigzanych z wykorzystaniem nanoczastek zlota
wymienia si¢ ich tendencje do aglomeracji oraz kwestie zwigzane z biokompatybilnoscig. Oba
te aspekty sg $cisle powigzane z whasciwosciami fizykochemicznymi nanostruktur i w istotny
sposob determinujg ich stabilno$¢, bezpieczenstwo oraz potencjat aplikacyjny. W
szczegoOlnosci brak odpowiedniej stabilizacji powierzchniowej moze prowadzi¢ zaréwno do

utraty wtasciwosci funkcjonalnych, jak 1 do niepozadanych efektow biologicznych.

Aglomeracja stanowi istotny problem w pracy z nanoczastkami ztota, poniewaz
prowadzi do aczenia si¢ pojedynczych czastek w wicksze agregaty, co znaczaco wplywa na
ich wlasciwosci fizykochemiczne i funkcjonalne (Rysunek 5). Zjawisko to wynika przede
wszystkim z naturalnej tendencji nanoczastek do przyciggania si¢ wskutek sit van der Waalsa
oraz z niewystarczajacej stabilizacji powierzchniowej [33]. Dodatkowo zmiany pH, sity
jonowej roztworu, temperatury, a takze obecno$¢ biatek i innych makroczasteczek moga
sprzyja¢ agregacji, powodujac powstawanie wickszych aglomeratow [34]. Najbardziej
widocznym skutkiem sg zmiany rozmiaru i morfologii nanoczastek, co prowadzi do utraty ich
pierwotnych wlasciwosci i bezposrednio wptywa na ich funkcjonalno$¢. Proces ten moze
réwniez prowadzi¢ do zwigkszonej toksycznosci, ktora wynika m.in. z niekontrolowanej
akumulacji wigkszych struktur w tkankach, zaburzen internalizacji komdrkowej, indukeji
stresu oksydacyjnego oraz aktywacji odpowiedzi zapalnej. W konsekwencji moze dochodzié¢
do uszkodzen lipidow, biatek oraz kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA), a takze do inicjacji
procesOw apoptozy lub nekrozy komorek. Nalezy podkresli¢, ze toksyczno$¢ nanoczgstek
ztota, podobnie jak innych nanomateriatéw, jest silnie zalezna od ich wlasciwosci
fizykochemicznych, w szczegdlnosci rozmiaru, ksztattu, fadunku powierzchniowego oraz
obecnosci powtok stabilizujacych [35].

. Zmiana Sl jonowe) roztworu

+ zmiany temperatury
+ obecnosé zanieczyszczen

)

Agregacja
Indukowana zmianami srodowiska

Aglomeraty Au NPs

Rysunek 5. Schemat procesu aglomeracji Au NPs indukowanej zmianami warunkow

srodowiskowych.
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W kontekscie bezpieczenstwa biologicznego istotng rolg¢ odgrywa rozmiar nanoczastek.
Wykazano, ze bardzo mate czastki moga tatwo przenikaé przez bariery biologiczne i
wykazywaé zwigkszong reaktywnos¢, co potencjalnie wigze si¢ z wyzsza cytotoksycznoscia.
Z kolei wigksze nanoczastki charakteryzuja si¢ ograniczong penetracja, ale moga ulegac
akumulacji w narzadach takich jak watroba czy Sledziona [36]. W wielu przypadkach za
kompromis pomiedzy stabilnoscig, biodostepnoscia a bezpieczenstwem uznaje si¢ zakres
rozmiar6w okoto 10-50 nm, w ktéorym nanoczastki wykazuja wzglednie korzystny profil

biologiczny oraz kontrolowang dystrybucje [37].

Istotnym parametrem jest rowniez ksztatt nanoczastek. Formy sferyczne sa zazwyczaj
uznawane za bardziej stabilne i mniej toksyczne w poréwnaniu do struktur anizotropowych,
takich jak nanoprety czy nanogwiazdki, ktére moga wykazywaé zwigkszong reaktywnos¢

powierzchniowg oraz odmienne mechanizmy oddziatywania z komdrkami [38].

Ograniczenie aglomeracji oraz poprawa biokompatybilno$ci wymagaja odpowiedniej
stabilizacji powierzchniowej nanoczastek. W tym celu powszechnie stosuje si¢ réznego
rodzaju stabilizatory, takie jak surfaktanty, polimery (np. glikol polietylenowy - PEG, czy
poliwinylopirolidon - PVP), czy dodatkowe otoczki nieorganiczne lub organiczne, ktore
tworza warstwe ochronng zapobiegajaca agregacji. W zwigzku z powyzszymi ograniczeniami
coraz wigksze znaczenie zyskuje stosowanie dodatkowych, trwalych powtok ochronnych,
ktére nie tylko stabilizujg nanoczastki, ale rowniez umozliwiaja ich dalsza funkcjonalizacjg.
Szczegolnie obiecujagcym rozwigzaniem sg powtoki krzemionkowe (S102), ktore dzigki swojej
obojetnosci chemicznej, tatwosci modyfikacji powierzchni oraz zdolnosci do tworzenia
jednorodnych struktur stanowia efektywna bariere zapobiegajaca agregacji oraz poprawiajaca
stabilno$¢ 1 biokompatybilno$¢ nanoczastek zlota. Zastosowanie tego typu otoczek prowadzi
do powstania nanostruktur typu rdzen-powloka (Au@SiO), ktore tacza korzystne wtasciwosci

optyczne zlota z funkcjonalnoscig i stabilnoscig warstwy krzemionkowej [39].

4. Powloki krzemionkowe (SiO2) jako funkcjonalne komponenty nanostruktur

4.1. Whasciwosci fizykochemiczne krzemionki

Krzemionka (Si0;) stanowi jeden z najczeSciej wykorzystywanych materialow w
nanotechnologii oraz inzynierii biomedycznej, co wynika z jej unikalnych wilasciwosci
fizykochemicznych. W szczegdlnosci amorficzna forma krzemionki, otrzymywana najczesciej

metodg zol-zel, znajduje szerokie zastosowanie jako material powtokowy w nanostrukturach
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typu rdzen-powtoka. Wynika to przede wszystkim z wysokiej stabilno$ci chemicznej i
termodynamicznej, tatwosci modyfikacji powierzchni oraz mozliwosci precyzyjnego

kontrolowania struktury i morfologii [40].

Strukturalnie powloka krzemionkowa zbudowana jest z trojwymiarowej sieci wigzan
siloksanowych (Si—O-Si), tworzacych przestrzenng i silnie skondensowang matryce, w ktorej
atomy krzemu sg tetraedrycznie potaczone poprzez mostkowe atomy tlenu (Rysunek 6).
Wigzania siloksanowe sg bardzo trwate chemicznie i odpowiadajg za wysoka stabilnos¢
powstatej warstwy krzemionkowej. Na powierzchni krzemionki obecne sa takze grupy
silanolowe (—Si—OH), w ktorych atom krzemu zwigzany jest z jedng grupg hydroksylowa. Ich
obecno$¢ nadaje powierzchni reaktywnos$¢ 1 umozliwia dalszg funkcjonalizacje materialu, w

tym sprzgganie z innymi molekutami [41].

Rysunek 6. Schemat struktury powloki krzemionkowej utworzonej na Au NPs.

Jedng z istotnych cech krzemionki jest jej charakter powierzchniowy, wynikajacy z
obecnosci grup silanolowych. Nadaja one materialowi wlasciwosci hydrofilowe oraz zdolno$¢
do oddzialywan z czasteczkami o charakterze polarnym [42]. Ponadto powierzchnia
krzemionki wykazuje zazwyczaj fadunek ujemny. Cecha ta ma duze znaczenie dla stabilnosci
uktadéw koloidalnych oraz oddziatywan z czasteczkami biologicznymi, wpltywajac na procesy
adsorpcji 1 transportu substancji. Krzemionka moze wystgpowaé w formie materiatow o
réznym stopniu porowatosci. Szczegdlne znaczenie w zastosowaniach nanotechnologicznych
majg materialy mezoporowate. Struktury takie odznaczaja si¢ bardzo duza powierzchnig

wlasciwa, siegajaca nawet kilkuset metrow kwadratowych na gram materialu. Wysoka
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porowato$¢ umozliwia adsorpcj¢ 1 enkapsulacje réznych substancji, w tym czasteczek lekow,
co czyni krzemionkg atrakcyjnym materiatem w systemach dostarczania substancji aktywnych.
Dodatkowo, mozliwo$¢ kontrolowania rozmiaru i objetosci pordw na etapie syntezy pozwala
na projektowanie materiatbw o S$cisle okreslonych wiasciwosciach transportowych [43].
Kolejng istotng cechg krzemionki jest jej wysoka stabilno$¢ chemiczna i termiczna. Materiat
ten jest odporny na dziatanie wielu czynnikéw chemicznych, w tym utleniaczy oraz zachowuje
swoje wiasciwosci w szerokim zakresie temperatur [44]. Krzemionka jest rowniez
nierozpuszczalna w wodzie i wigkszosci rozpuszczalnikdw organicznych, co sprzyja jej
wykorzystaniu w §srodowiskach wodnych oraz biologicznych. W warunkach silnie zasadowych
moze jednak ulega¢ powolnej degradacji, co w niektérych zastosowaniach biomedycznych jest
zjawiskiem pozadanym, umozliwiajacym stopniowe uwalnianie przylaczonych substancji
[45]. Ponadto charakteryzuje si¢ wysoka przezroczystoscia optyczng w zakresie
promieniowania ultrafioletowego i1 widzialnego. Niski wspotczynnik absorpcji sprawia, ze
material ten nie zaktoca wilasciwosci optycznych wykazywanych przez rdzeh obecny w
nanostrukturach [46]. Dzigki temu mozliwe jest zachowanie charakterystycznych efektow,
takich jak rezonans plazmonowy, przy jednoczesnym zapewnieniu ochronnej funkcji powtoki.
Istotnym aspektem krzemionki w kontek§cie zastosowan biomedycznych jest jej
biokompatybilno$¢. Jej posta¢ amorficzna uznawana jest za materiat o niskiej toksycznosci, co
umozliwia jej stosowanie w systemach dostarczania lekow, biosensorach oraz materiatach
opatrunkowych [42]. Wlasciwosci te, w potaczeniu z mozliwoscig kontrolowania wielkos$ci
czastek, porowatosci oraz dostosowywania charakteru chemicznego powierzchni, czynia

krzemionke materialem wysoce uniwersalnym i podatnym na modyfikacje.
4.2. Funkcjonalizacja powierzchni

Powtoki krzemionkowe w nanostrukturach rdzen-powloka charakteryzujg si¢ duzym
potencjatem w zakresie modyfikacji powierzchni, co stanowi jeden z kluczowych aspektow
ich zastosowan w nanomedycynie. Obecno$¢ grup silanolowych (—Si—~OH) na powierzchni
powloki umozliwia wprowadzanie roznorodnych funkcjonalnos$ci, ktére moga modyfikowac

zarowno wiasciwosci fizykochemiczne, jak i1 biologiczne nanoczastek [47].

Funkcjonalizacja powierzchni polega w ogdélnym ujeciu na zmianie chemicznego lub
fizycznego charakteru warstwy krzemionkowej w taki sposob, aby umozliwi¢ selektywne
oddzialywania z otoczeniem, poprawi¢ stabilnos¢ ukladow koloidalnych lub umozliwié¢

przylaczenie wybranych czastek, w tym substancji terapeutycznych.
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Istnieje wiele strategii funkcjonalizacji, ktore mozna podzieli¢ na dwie gtowne grupy:
modyfikacje fizykochemiczne oraz reakcje chemiczne (Rysunek 7). W pierwszym przypadku
modyfikacja powierzchni powtoki zachodzi w sposéb niekowalencyjny, na przyktad poprzez
adsorpcje [48]. Takie podejscie pozwala na stabilizacj¢ nanomaterialu w roztworze oraz
umozliwia zatadowanie substancji aktywnych, zachowujac ich petng aktywno$¢ biologiczna.
Natomiast w przypadku modyfikacji chemicznych powtoka Si0, moze by¢ funkcjonalizowana
poprzez przylaczenie roéznych grup funkcyjnych, ktére stanowia miejsce immobilizacji

kolejnych ligandow [49,50].
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Rysunek 7. Strategie funkcjonalizacji powloki krzemionkowej substancjami

o wlasciwosciach biologicznie czynnych.

Funkcjonalizacja powierzchni nie ogranicza si¢ jedynie do zwigkszenia
kompatybilnosci biologicznej czy stabilnosci koloidalnej. Moze rowniez stuzy¢ do
kontrolowanego dostarczania i uwalniania lekow, wplywajac na kinetyke uwalniania
czagsteczek oraz ich selektywne oddziatywanie z wybranymi komodrkami. Powloki
krzemionkowe umozliwiajg zar6wno tworzenie uktadow, w ktorych lek jest przytaczany do
powierzchni za posrednictwem oddzialywan niekowalencyjnych, jak i systemow, w ktorych
substancje aktywne zostaja inkorporowane wewnatrz pordw materialu [51,52]. Taka
wszechstronno$¢ sprawia, ze krzemionka stanowi uniwersalng platforme do projektowania

nanonosnikow o kontrolowanych wtasciwosciach farmakokinetycznych 1 biologicznych.
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Warto podkresli¢, ze funkcjonalizacja powierzchni powlok SiO» pozwala na adaptacje
nanostruktur do okreslonych zastosowan, tym samym poszerzajac zakres funkcjonalnosci.
Pozwala to na zachowanie ich unikalnych wtasciwosci, takich jak wtasciwosci optyczne
nanoczastkek ztota, przy jednoczesnym nadaniu nowych funkcjonalnosci powtoce [53,54].
Dzieki temu mozliwe jest projektowanie uktadow wielofunkcyjnych, taczacych diagnostyke,
terapi¢ oraz transport substancji aktywnych, co jest szczegélnie istotne w kontekscie

nowoczesnej, spersonalizowanej farmakoterapii.

5. Nanostruktury rdzen-powloka Au@SiO: jako platformy nos$nikowe lekow

Bioragc po uwage wlasciwosci nanoczastek zlota, krzemionki jako powtloki
funkcjonalnej opisane w rozdziale 3 i 4 oraz rosngcego potencjatu aplikacyjnego nanostruktur
rdzen-powloka, szczegodlnego znaczenia nabiera ich zastosowanie jako zaawansowanych
platform do dostarczania substancji terapeutycznych. Nanostruktury Au@SiO2 wyrdzniajg si¢
mozliwos$cig integracji wielu funkcji w obrebie jednego materiatu, co umozliwia jednoczesne

zatadowanie leku, jego ochrong przed degradacja oraz kontrolowane uwalnianie [55].

Kluczowym aspektem wykorzystania tych nanosystemow jest ich zdolno$¢ do
efektywnej enkapsulacji czasteczek aktywnych oraz modulowania ich dystrybucji w
srodowisku biologicznym. Dzigki odpowiednio zaprojektowanej strukturze otoczki mozliwe
jest ograniczenie przedwczesnego uwalniania leku oraz zwigkszenie jego biodostepnosci w
miejscu docelowym [56,57]. W tym kontekscie nanostruktury Au@SiO> stanowig istotny
element strategii poprawy skuteczno$ci terapeutycznej przy jednoczesnym ograniczeniu

efektow ubocznych.
5.1. Enkapsulacja substancji biologiczne czynnych do nosnika

Proces enkapsulacji substancji aktywnych w nanostrukturach Au@SiO> jest silnie
zalezny zaro6wno od wlasciwosci nosnika, jak i1 charakteru czasteczki terapeutycznej. W
praktyce konieczne jest odpowiednie zaprojektowanie oraz modyfikacja witasciwosci
powierzchni nanono$nika w zaleznosci od cech fizykochemicznych enkapsulowanej
substancji, co pozwala zwigkszy¢ wydajnos¢ enkapsulacji oraz ograniczy¢ straty podczas
przechowywania i transportu. Szczegdlnie istotng role w tym procesie odgrywa powtoka
krzemionkowa, ktora dzigki swojej porowatej strukturze umozliwia skuteczne zamykanie

lekéw oraz innych substancji biologicznie czynnych [58,59].
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Enkapsulacja moze zachodzi¢ zarowno poprzez oddziatywania niekowalencyjne, jak i
wigzania kowalencyjne, ktore rdznig si¢ mechanizmem immobilizacji oraz stabilno$cig
zatadowanej substancji. W przypadku oddziatywan niekowalencyjnych dominujaca role
odgrywaja sity elektrostatyczne, oddzialywania hydrofobowe oraz wigzania wodorowe, ktore
umozliwiajg odwracalne wigzanie czasteczek w obrebie porowatej struktury krzemionki. Tego
typu podejscie jest szczegdlnie korzystne w systemach wymagajacych tatwego uwalniania
substancji aktywnej. Z kolei immobilizacja kowalencyjna polega na trwalym przylaczeniu
czasteczek do powierzchni SiO2 poprzez odpowiednio dobrane grupy funkcyjne, co prowadzi

do zwigkszenia stabilnosci uktadu, jednak moze ograniczac¢ szybkos$¢ uwalniania [60].

W przypadku lekéw hydrofobowych szczegolnie istotne jest wytworzenie srodowiska
sprzyjajacego ich stabilizacji, co moze by¢ osiagnigte poprzez odpowiednia modyfikacje
powierzchni lub wprowadzenie dodatkowych komponentéw organicznych. Z kolei dla
czasteczek o charakterze hydrofilowym kluczowa role odgrywaja oddzialywania
elektrostatyczne, ktére moga by¢ wykorzystywane zar6wno do immobilizacji, jak i pdZniejsze;j

kontroli uwalniania.
5.2. Kontrolowane uwalnianie lekow

Kinetyka 1 mechanizm uwalniania leku z nanostruktur Au@SiO2 s3 wynikiem
wspotdziatania kilku proceséw, wsérdd ktorych dominujaca role odgrywa dyfuzja przez
strukturg powtoki. Dodatkowo istotne znaczenie majg procesy desorpcji z powierzchni oraz w
przypadku uktadéw kowalencyjnych, rozpad wigzan chemicznych pod wptywem czynnikow
srodowiskowych. Wtasciwosci te moga by¢ precyzyjnie modulowane poprzez kontrolg

porowatosci, funkcjonalizacji powierzchni oraz grubosci warstwy krzemionkowej [61].

Istotnym aspektem projektowania systemow Au@SiO> jest réwniez dostosowanie
profilu uwalniania do drogi podania oraz miejsca dziatania. W przypadku aplikacji
miejscowych pozadane jest stopniowe i dlugotrwale uwalnianie substancji aktywne;,
zapewniajace utrzymanie jej odpowiedniego stezenia w obrebie miejsca aplikacji. Z kolei w
systemach podania ogolnoustrojowego kluczowe jest ograniczenie przedwczesnego

uwalniania oraz zapewnienie stabilno$ci no$nika w krazeniu [62].

Dodatkowo mozliwe jest projektowanie ukitadow reagujacych na bodzce

srodowiskowe, takie jak zmiany pH, temperatury czy obecnos¢ reaktywnych form tlenu, ktére
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moga inicjowa¢ uwalnianie substancji aktywnej w okreslonych warunkach. Takie podejscie

umozliwia zwigkszenie selektywnosci dzialania oraz ograniczenie efektow ubocznych [63,64].

W rezultacie kontrolowane uwalnianie substancji aktywnej z nanostruktur Au@SiO»
stanowi efekt synergii pomiedzy wilasciwosciami materialu no$nikowego, a warunkami
srodowiskowymi, co pozwala na projektowanie systeméw o precyzyjnie dostosowanym

profilu dziatania.
5.3. Zalety i potencjal systemu nosnikowego

Nanostruktury rdzen-powtoka Au@SiO: oferujg szereg korzysci w poroéwnaniu do
innych platform no$nikowych. Po pierwsze, wysoka stabilno§¢ chemiczna i mechaniczna
powloki SiO; chroni zardwno rdzen, jak i transportowang substancj¢ przed degradacja w
srodowisku biologicznym. Po drugie, porowato$¢ i duza powierzchnia wlasciwa powtoki
umozliwiaja enkapsulacj¢ roéznorodnych substancji leczniczych, co czyni system

uniwersalnym 1 tatwo adaptowalnym do réznych zastosowan terapeutycznych.

Synergia rdzenia 1 powloki dodatkowo zwigksza efektywnos¢ systemu. Wiasciwosci
antyoksydacyjne i przeciwzapalne rdzenia mogg wspiera¢ dziatanie leku, podczas gdy powtoka
umozliwia jego kontrolowane uwalnianie. Jednocze$nie funkcjonalizacja powierzchni pozwala
na ukierunkowane dostarczanie do okreslonych typow komorek. Taki zintegrowany system

moze by¢ wykorzystywany w roznych strategiach terapeutycznych.

Dodatkowo, nanostruktury Au@SiO2 mozna tatwo integrowac z innymi matrycami,
takimi jak hydrozele, co pozwala na tworzenie systemoéw wielofunkcyjnych [65]. Hydrozele
moga zwigkszac stabilno$¢ nanostruktur, regulowac kinetyke uwalniania lekéw 1 umozliwiaé
ich aplikacj¢ w formie Zelowej, co jest szczeg6lnie istotne w kontekscie terapii miejscowych
[66,67]. W rezultacie nanostruktury rdzen-powtoka stanowig uniwersalng platforme, ktora
taczy wlasciwosci fizykochemiczne, biologiczne i funkcjonalnos$¢ no$nika w jednym systemie,

oferujac szerokie mozliwosci w projektowaniu nowoczesnych terapii.

Podsumowujac, Au@SiO: tworzy synergiczny, wszechstronny system nos$nikowy, w
ktorym rdzen ztota wspomaga efekty biologiczne, powltoka krzemionkowa stabilizuje i
umozliwia kontrolowane uwalnianie lekow, a funkcjonalizacja powierzchni pozwala na ich

celowane dostarczanie. Dzigki polaczeniu tych wlasciwosci system ten jest nie tylko efektywny
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1 bezpieczny, ale takze uniwersalny w zastosowaniach terapeutycznych i diagnostycznych, co

czyni go jednym z najbardziej obiecujacych kierunkow w nanomedycynie.

6. Inkorporacja nanostruktur w matryce hydrozelowe jako funkcjonalne platformy

biomaterialowe

Integracja nanostruktur z matrycami hydrozelowymi stanowi istotny kierunek rozwoju
nowoczesnych materiatow kompozytowych o szerokim potencjale zastosowan biomedycznych
1 funkcjonalnych. Polgczenie nanometrycznych komponentow, takich jak nanostruktury rdzen-
powloka z trojwymiarowg siecig polimerowa hydrozeli umozliwia uzyskanie uktadéw
hybrydowych, w ktorych wilasciwosci obu faz wzajemnie si¢ uzupeiniajag. W rezultacie
mozliwe jest projektowanie materialéw o kontrolowanej strukturze, wysokiej stabilnosci oraz
zaawansowanej funkcjonalnosci wynikajacej zaré6wno z obecno$ci nanomateriatu, jak i

wlasciwos$ci matrycy polimerowe;.
6.1. Hydrozele jako matryce dla materialéw kompozytowych

Hydrozele stanowig przyktad ukladow koloidalnych, w ktorych wystepuja
trojwymiarowe sieci polimerowe zdolne do absorpcji i zatrzymywania duzych ilosci wody lub
roztworéw wodnych, przy jednoczesnym zachowaniu integralnosci strukturalnej. Ich budowa
opiera si¢ na hydrofilowych tancuchach polimerowych potaczonych wigzaniami fizycznymi
(np. oddzialywania wodorowe, oddziatywania van der Waalsa, sieciowanie fizyczne) lub
chemicznymi (kowalencyjne mostki sieciujace). W rezultacie hydrozele charakteryzujg si¢
wysoka elastyczno$cig, migkkoscig oraz zdolnoscig do pgcznienia, co pozwala na znaczne

zmiany ich obj¢tosci w zaleznosci od warunkow srodowiskowych [68].

Istotna cechg hydrozeli jest ich wysoka zawarto$¢ wody, czesto przekraczajaca 70-90%
masy, co sprawia, ze ich wlasciwos$ci mechaniczne 1 transportowe moga by¢ zblizone do
wlasciwosci  tkanek biologicznych. Dzigki temu materialy te wykazuja wysoka
biokompatybilno$¢ oraz niska toksyczno$¢, co czyni je szczegodlnie atrakcyjnymi w

zastosowaniach biomedycznych oraz bioinzynieryjnych [69,70].

W kontekscie materiatow kompozytowych hydrozele petnig przede wszystkim funkcje
matryc strukturalnych, w ktorych mozliwe jest osadzanie rdznego rodzaju komponentow
funkcjonalnych, w tym nanostruktur nieorganicznych. Ich tréjwymiarowa sie¢ umozliwia

fizyczne uwiezienie czastek w przestrzeni porowatej oraz ich stabilizacj¢ w calej objetosci
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materialu (Rysunek 8). Jednocze$nie hydrozele ograniczaja mobilno$¢ nanomateriatow,
zmniejszajac ryzyko ich agregacji oraz sedymentacji, co jest kluczowe dla zachowania

jednorodnosci wlasciwosci kompozytu [71].

Rysunek 8. Schemat osadzenia nanostruktur w porowatej sieci hydrozelowe;.

6.2. Strategie wlaczenia nanostruktur do hydrozeli

Inkorporacja nanostruktur do matryc hydrozelowych moze by¢ realizowana z
wykorzystaniem kilku podej$¢ technologicznych, ktére determinujg koncowa organizacje
przestrzenng oraz wlasciwosci materiatu kompozytowego. Wprowadzenie nanomateriatow do
hydrozeli ma na celu nie tylko ich immobilizacje, ale rowniez modyfikacje wlasciwosci

fizykochemicznych matrycy, takich jak wytrzymatos¢, stabilnos¢ czy funkcjonalnosc.

Jednym z najcze¢$ciej stosowanych podejs¢ jest fizyczna inkorporacja uprzednio
zsyntezowanych nanomateriatbw do roztworu prekursoréw hydrozelu przed procesem
sieciowania. Metoda ta umozliwia réwnomierne rozmieszczenie nanostruktur w objetosci
materialu oraz ich integracje z powstajaca siecig polimerowa poprzez oddzialywania
niekowalencyjne. Alternatywnie moga one by¢ takze wprowadzone do juz uformowanej
matrycy zelowej poprzez adsorpcje fizyczng. Mozliwe jest rOwniez zastosowanie podejscia in
situ, polegajacego na dodaniu prekursoréw nanomaterialow do roztworu w trakcie procesu
zelowania, a nast¢pnie ich redukcji w tym srodowisku. Sprzyja to efektywnemu uwiezieniu
nanostruktur w rozwijajacej si¢ sieci hydrozelu oraz poprawia jednorodnos¢ ich dystrybucji.

W bardziej zaawansowanych uktadach nanomaterialty moga dodatkowo petni¢ role weztow
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sieciujacych, uczestniczac bezposrednio w tworzeniu trojwymiarowej struktury hydrozelu, co

prowadzi do zwigkszenia jego wytrzymatosci mechanicznej oraz stabilnosci.

Drugim podejsciem stosowanym w inkorporacji nanostruktur do matryc
hydrozelowych jest ich integracja kowalencyjna, prowadzaca do uzyskania trwatych i
stabilnych uktadéw kompozytowych. W odréznieniu od metod opartych na oddziatywaniach
fizycznych, strategia ta polega na chemicznym zwigzaniu nanostruktur z siecig polimerowa
hydrozelu, co znaczaco ogranicza ich migracje oraz mozliwo$¢ wyptukiwania z matrycy.
Inkorporacj¢ kowalencyjng mozna realizowa¢ dwiema gltoéwnymi drogami: poprzez
wprowadzenie reaktywnych grup funkcyjnych, takich jak —NH», —COOH lub —SH, na
powierzchni¢ nanostruktur, umozliwiajacych ich udziat w procesie sieciowania podczas
formowania hydrozelu, badz poprzez =zastosowanie funkcjonalizowanych polimerow
zawierajacych grupy zdolne do reakcji z nanomateriatami juz po utworzeniu sieci. Kluczowa
zaleta tej strategii jest wysoka stabilno$§¢ uzyskanego materiatu, wynikajaca z trwatego
zakotwiczenia nanostruktur w sieci hydrozelowej, co pozwala na zachowanie ich jednorodne;j
dystrybucji oraz kontrolg nad struktura kompozytu. Dodatkowo, obecno$¢ wigzan
kowalencyjnych umozliwia projektowanie bardziej ztozonych, hierarchicznych ukladéw
materialowych, w ktorych wiasciwosci poszczegdlnych komponentéow moga by¢ niezaleznie
dopasowywane. Nalezy jednak podkresli¢, ze podej$cie to wymaga precyzyjnej kontroli
warunkow reakcji oraz odpowiedniego doboru uktadu, szczegdlnie w przypadku materiatow

wrazliwych [72,73].
6.3. Potencjal aplikacyjny ukladu Au@SiO2-hydrozel

Kompozytowe uklady oparte na nanostrukturach Au@SiO, oraz matrycach
hydrozelowych stanowig przyktad zaawansowanych materiatdw hybrydowych, w ktorych
faczy sie stabilno$¢ nanostruktur typu rdzen-powtoka z elastycznos$cig 1 wysoka zawartoscia
wody charakterystycznej dla hydrozeli. Takie potaczenie umozliwia uzyskanie materiatow o
kontrolowanej strukturze oraz wlasciwosciach wynikajacych z synergii poszczeg6lnych

komponentow uktadu.

Nanostruktury Au@SiO» pelnig w tego typu uktadach role funkcjonalnych elementow
nanometrycznych, ktore moga wptywac na wtasciwosci mechaniczne i strukturalne hydrozelu.
Rdzen zloty zapewnia stabilno$¢ oraz unikalne wlasciwosci fizykochemiczne, natomiast

powloka krzemionkowa umozliwia chemiczng stabilizacje oraz modyfikacje powierzchni, co
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utatwia integracj¢ z matrycg polimerowa. Hydrozel natomiast stanowi $rodowisko
przestrzenne, ktore zapewnia rOwnomierne rozmieszczenie nanostruktur oraz ogranicza

mozliwo$¢ potencjalnej agregacji.

W efekcie uzyskuje si¢ materialy kompozytowe o potencjale zastosowan w obszarze
biomateriatow, w tym w systemach powierzchniowo aktywnych, materiatach opatrunkowych
oraz platformach inzynierii tkankowej. Szczegolnie istotna jest mozliwo$¢ precyzyjnego
ksztaltowania mikrostruktury kompozytu poprzez dobor parametrow syntezy oraz warunkoéw
inkorporacji nanostruktur. W ostatnich latach coraz wigkszg uwage zwraca si¢ na tego typu
uktady jako elementy podwdjnych systeméw funkcjonalnych, w ktorych nanostruktury oraz
matryca hydrozelowa pelnig komplementarne role [74]. W takim podejsciu komponent
nanomaterialowy odpowiada za funkcjonalno$¢, podczas gdy hydrozel pelni role
makroskopowej platformy zapewniajacej stabilizacje, retencje oraz kontrolowane srodowisko
dziatania. Uktady Au@SiOz-hydrozel wpisuja si¢ tym samym w koncepcje
nanokompozytowych hydrozeli, okre§lanych cze¢sto jako hydrozele nowej generacji w ktorych
klasyczne wlasciwosci materiatdw mickkich sa rozszerzane poprzez wprowadzenie
komponentow nanometrycznych. Takie podej$cie umozliwia uzyskanie materialow o
zwigkszonej wytrzymato$ci mechanicznej, lepszej stabilno$ci oraz dodatkowych

funkcjonalno$ciach wynikajacych z obecnos$ci nanostruktur [75].

Szczegolnie obiecujagcym kierunkiem zastosowan tych materiatow sg zaawansowane
systemy dostarczania substancji aktywnych, w tym materialy opatrunkowe, gdzie potaczenie
wiasciwosci hydrozelu i nanono$nika umozliwia jednoczesng kontrole srodowiska wilgotnego
oraz modulacj¢ uwalniania. W tym kontekscie kompozyty Au@SiO»z-hydrozel moga by¢
traktowane jako platformy posrednie pomiedzy klasycznymi hydrozelami, a zaawansowanymi
systemami nanono$nikowymi, otwierajac droge do projektowania wielofunkcyjnych

materiatdéw biomedycznych [76].
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II. CEL PRACY

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie, optymalizacja syntezy
oraz funkcjonalizacja powierzchni nanostruktur typu Au@SiOz, a nastegpnie ich
kompleksowa charakterystyka fizykochemiczna, prowadzgca do otrzymania nowoczesnej
platformy nosnikowej. Wybor nanostruktur Au@SiO: wynikal 7 moZliwosci polgczenia
korzystnych wlasciwosci nanoczgstek zlota, takich jak aktywnos¢ przeciwzapalna,
antyoksydacyjna i wlasciwosci optyczne, ze zwigkszong stabilnosciq koloidalng,
biokompatybilnoscig oraz moZliwoscig funkcjonalizacji powierzchni zapewniang przez
powloke krzemionkowq. Celem szczegolowym pracy bylta ocena mozliwosci wykorzystania
otrzymanych nanostruktur jako uniwersalnej platformy do immobilizacji, zaladunku i
kontrolowanego wuwalniania substancji biologicznie aktywnych o zréZnicowanych
wlasciwosciach fizykochemicznych. Badano rownie; potencjal zwigkszenia skutecznosci
terapii wynikajqcej 7 synergii uktadu nosnik-lek, ograniczeniu toksycznosci wobec zdrowych
komédrek oraz mozliwosci kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych. Istotnym
etapem realizacji tego celu byla inkorporacja otrzymanych nanostruktur do matryc
hydrozelowych prowadzqca do uzyskania funkcjonalnych kompozytow oraz okreslenie ich
potencjatu aplikacyjnego w kontrolowanym dostarczaniu lekéw na podstawie analizy
zatadunku i profili uwalniania wybranych substancji aktywnych, takich jak mupirocyna,

amoksycylina oraz lewodopa.

W ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej, w celu osiggnigcia zamierzonego celu,

sformutowano nast¢pujace zadania badawcze:

e opracowanie metod syntezy nanoczastek Au i SiOz oraz nanostruktur typu Au@SiOz,

e optymalizacja procesu otrzymywania nanostruktur typu Au@SiO2 z wykorzystaniem
procesu zol-zel jako potencjalnych nanono$nikow,

e przeprowadzenie szczegotowej charakterystyki  fizykochemicznej  otrzymanych
nanostruktur,

e modyfikacja powierzchni nanostruktur typu rdzen-powloka poprzez wprowadzenie
odpowiednich grup funkcyjnych,

e funkcjonalizacja powierzchni nanostruktur w celu immobilizacji wybranych substancji
biologicznie aktywnych, takich jak mupirocyna (MUP), amoksycylina (AMOX) i
lewodopa (L-DOPA),
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ocena wlasciwosci otrzymanych oraz zmodyfikowanych nanostruktur pod katem ich
potencjalnych zastosowan jako no$nikow dla substancji aktywnych,

inkorporacja nanostruktur Au@SiO> do matryc hydrozelowych oraz ocena ich dystrybucji,

stabilnosci 1 wiasciwosci w uktadach kompozytowych.

35



IHNI.METODYKA

W trakcie realizacji prezentowanej rozprawy doktorskiej przeprowadzono badania

eksperymentalne wykorzystujac szereg technik badawczych, ktore zostaty przedstawione w

Tabeli 1.

Tabela 1. Techniki badawcze uzyte w dysertacji.

Metody charakteryzujgce
otrzymane nanomaterialy pod

wzgledem fizykochemicznym

Metody spektroskopowe
Spektroskopia w zakresie nadfioletu 1 $wiatla
widzialnego (UV-Vis) (ang. Ultraviolet-Visible
spectroscopy)

Spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Fouriera (FT-IR) (ang. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy)

Metody mikroskopowe
Skaningowa Mikroskopia Elektronowa (SEM)
(ang. Scanning Electron Microscopy)

Transmisyjna Mikroskopia Elektronowa (TEM)
(ang. Transmission Electron Microscopy)
Metody termiczne
Analiza termograwimetryczna (TGA)
(ang. Thermogravimetric Analysis)
Metody optyczne
Dynamiczne Rozpraszanie Swiatta (DLS) (ang.

Dynamic Light Scattering)

Elektroforetyczne Rozpraszanie Swiatta (ELS) (ang.
Electrophoretic Light Scattering)

Ocena powierzchni
Pomiar kata zwilzania (WCA) (ang. Water Contact
Angle)

Metody oceny wlasciwosci
funkcjonalnych otrzymanych

nanomaterialow

Metody spektroskopowe
Test aktywnosci przeciwutleniajagcej metoda DPPH

Ocena przenikalno$ci przezskornej oraz analiza
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aktywnosci katalitycznych (Spektroskopia w zakresie
nadfioletu i $wiatta widzialnego (UV-Vis))
Metody biologiczne
Ocena cytotoksycznosci metodg MTT
Badania immunologiczne
Ocena oddzialywania z DNA
Analiza oddzialywan biomolekularnych metoda
switchSENS
Badania aparaturowe kosmetykéow
Badanie poziomu nawilzenia skory oraz
transepidermalnej utraty wody (TEWL)

(ang. Transepidermal Water Loss)

Metody oceny aktywnosci
biologicznych otrzymanych

nanomaterialow

Metody biologiczne

Ocena cytotoksycznosci metodg bigkitu trypanu
(Trypan Blue)
Analiza homeostazy oksydoredukcyjnej (GSH,
GSSG, SOD)
Ocena Minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC)
(ang. Minimal Inhibitory Concentration)
Ocena minimalnego stezenia bakteriobojczego
(MBC) (ang. Minimum Bactericidal Concentration)
Test strefy zahamowania wzrostu (Z1) (ang. Zone of
Inhibition)
Test migracji komorek (ang. Scrach test)

Metody spektroskopowe
Badania wuwalnianie leku 2z koniugatu, badz
nanostruktur z matrycy hydrozelowej (Spektroskopia
w zakresie nadfioletu i $wiatta widzialnego (UV-Vis))

Metody elektrochemiczne
Badania stopnia zatadowania leku w koniugacie
(Metody  elektrochemiczne:  woltamperometria

cykliczna  (CV) (ang. Cyclic  Voltammetry)
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1 réznicowa woltamperometria impulsowa (DPV)

(ang. Differential Pulse Voltammetry)

Spektroskopia w zakresie nadfioletu i Swiatla widzialnego UV-Vis - widma absorpcyjne

zarejestrowano z wykorzystaniem spektrofotometru UV-Vis firmy Shimadzu, model UV-

1900i (Kyoto, Japonia). Pomiary wykonano w temperaturze 298 K, uzywajac kuwet

kwarcowych. Widma rejestrowano w zakresie dtugosci fal 200-800 nm.

Technike spektroskopii w zakresie UV-Vis zastosowano do:

charakterystyki optycznej otrzymanych nanostruktur oraz uktadéw typu nanonosnik-
lek. Analiza widm absorpcyjnych umozliwita potwierdzenie obecno$ci nanoczastek
ztota w otrzymanych nanostrukturach.

oceny aktywnos$ci antyoksydacyjnej badanych nanouktadow z wykorzystaniem testu
DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylu), na podstawie pomiaru spadku absorbancji
przy dhugosci fali okoto 517 nm. Uzyskane wyniki pozwolity na okreslenie zdolno$ci
zmiatania wolnych rodnikéw poprzez otrzymane nos$niki.

oceny aktywno$ci katalitycznej otrzymanych nanostruktur na podstawie
monitorowania zmian absorbancji oranzu metylowego przy dtugosci fali okoto 465 nm.
Uzyskane wyniki pozwolity na okreslenie wilasciwosci katalitycznych badanych
uktadow.

analizy ilosciowej w badaniach przenikalnosci przezskornej. Na podstawie pomiaréw
absorbancji probek pobieranych z komory akceptorowej w funkcji czasu wyznaczano
profile przenikania nanostruktur przez membrang.

oceny skutecznos$ci przytaczenia leku do nanostruktur, obecnos$¢ leku w probkach
koniugatow nosnik-lek potwierdzono na podstawie obecnosci charakterystycznych
pasm absorpcyjnych.

monitorowania procesu uwalniania leku z nanono$nika badz samego no$nika z matrycy
hydrozelowej w funkcji czasu, na podstawie zmian absorbancji umozliwiajacych

wyznaczenie profili uwalniania.

Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR) - widma wykonano z

uzyciem spektrometru FT-IR Bruker IFS66 (Ettlingen, Niemcy) metoda pastylek KBr lub

substratow CaF,. Widmo FT-IR zarejestrowano w zakresie od 4000 do 400 cm™.
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Technike spektroskopii FT-IR zastosowano do:

charakterystyki chemicznej otrzymanych nanostruktur, w tym nanoczastek Au, SiO:
oraz uktadow typu Au@SiO:, a takze do analizy porownawczej zmian zachodzacych
na kolejnych etapach syntezy i modyfikacji powierzchni. Analiza widm umozliwita
identyfikacj¢ charakterystycznych pasm drgan grup funkcyjnych oraz ocen¢ zmian w
strukturze chemicznej badanych uktadow.

potwierdzenia obecnosci leku w strukturze nanono$nika. Wnioskowanie oparto na
analizie charakterystycznych pasm leku, ich przesunig¢, zmian intensywnosci lub

pojawienia si¢ nowych sygnatéw w widmach uktadoéw nanono$nik-lek.

Skaningowa Mikroskopia Elektronowa (SEM) - mikrokartografie wykonano z uzyciem

mikroskopu Prisma E Thermofisher Scientific (Waltham, MA, USA).

Technike SEM zastosowano do:

analizy morfologii 1 topografii powierzchni otrzymanych nanostruktur, w
szczegolnosci nanokompozytow Au@SiOs.

oceny struktury matryc hydrozelowych przed i po modyfikacji nanostrukturami
Au@SiOz. Analiza obrazow SEM umozliwita poréwnanie zmian w strukturze
powierzchni oraz ocen¢ jednorodnosci dystrybucji nanono$nikow w matrycy

polimerowe;.

Transmisyjna Mikroskopia Elektronowa (TEM) - mikrokartografie wykonano przy uzyciu
mikroskopu Tecnai G2 Spirit BioTWIN FEI (Eindhoven, Holandia) przy napigciu 120 kV.

Probki rozproszono w wodzie i poddano dziataniu ultradzwiekow, po czym natozono na siatke.

Technike TEM wykorzystano do:

analizy morfologii 1 struktury wewngtrznej nanoczastek ztota (Au NPs) oraz
krzemionki (Si0;), a takze do szczegétowej charakterystyki nanostruktur typu
Au@SiOz. Mikroskopia TEM umozliwita oceng wielkos$ci, ksztattu oraz jednorodnosci

otrzymanych nanoczgstek 1 ich powtoki krzemionkowe;.

Analiza Termograwimetryczna (TGA) - pomiar przeprowadzono z uzyciem derywatografu

Jupiter STA 449 F3 sprzezonego z kwadrupolowym spektrometrem mas QMS 403 C

(NETZSCH, Niemcy). Pomiary wykonywano w atmosferze gazu obojetnego (azotu), w

zakresie temperatur od 50 do 1000°C, z szybko$cig nagrzewania 10°C/min.
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Technikg TGA zastosowano do:

e oceny stabilnosci termicznej nanostruktur SiO2, Au@SiO., a takze do poréwnawczej
analizy zmian masy w funkcji temperatury.

e oceny stabilnosci termicznej matryc hydrozelowych przed i po ich modyfikacji
nanostrukturami, co pozwolito okres§li¢ wplyw nanostruktur na wlasciwosci termiczne

materiatu.

Dynamiczne Rozpraszanie Swiatla (DLS) - pomiar wielkosci czastek wykonano metoda
DLS, zakres pomiaru wynosit od 0,3 nm do 10 um ($rednica czastek). Pomiar wykonano z

uzyciem urzadzenia Litesizer 500 firmy ANTON-PAAR.
Technike DLS zastosowano do:

e okreslenia rozktadu wielkoS$ci czastek nanostruktur Au NPs oraz Au@SiOz, a takze do
oceny wptywu powtoki krzemionkowej na ich rozmiar hydrodynamiczny.
e analizy zmian wielkos$ci czastek po funkcjonalizacji nanono$nikéw lekiem, co

pozwolito na ocen¢ skutecznosci koniugacji oraz stabilnos$ci uktadéw koloidalnych.

Elektroforetyczne Rozpraszanie Swiatla (ELS) - potencjat zeta mierzono metoda ELS w
zakresie pomiarowym > +/-1000 mV. Pomiar wykonano z uzyciem urzadzenia Litesizer 500

firmy ANTON-PAAR.
Analizy przeprowadzono w celu:

e oceny stabilnosci koloidalnej nanostruktur Au NPs oraz Au@SiOs, a takze poréwnania
wplywu powtoki krzemionkowej na tadunek powierzchniowy ukltadow.
e oceny zmian wlasciwosci elektrokinetycznych oraz stabilnos$ci zawiesin po koniugacji

nanono$nika z lekiem.

Pomiar kata zwilzania (WCA) - pomiary wykonano z uzyciem goniometru DSA100 firmy
Kriiss (Hamburg, Niemcy). Zawiesing nanoczastek 1 nanostruktur zdyspergowanych w etanolu
naniesiono na szkietko mikroskopowe i1 pozostawiono do odparowania w temperaturze
pokojowej. Tak utworzong powierzchni¢ nanoczastek poddano dalszym badaniom. Na
powierzchni¢ zbudowang z badanych nanoczastek naniesiono za pomocg strzykawki krople
wody o objetosci 2 pl. Kat zwilzania po obu stronach kropli zmierzono kamerg CCD, a po
cyfrowej analizie obrazu wyznaczono $redni kat zwilzania metoda Younga-Laplace'a. Kazdy

pomiar powtdrzono 20 razy.
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Metode zastosowano do

e porownawczej analizy hydrofobowos$ci powierzchni Au NPs, SiO> NPs oraz Au@SiO»,
a takze do oceny zmian wiasciwosci powierzchniowych otrzymanych koniugatow

Au@SiO..

Analiza oddzialywan biomolekularnych metoda switchSENS - badania oddzialywan
nanostruktur z DNA przeprowadzono z wykorzystaniem technologii SwitchSense (Dynamic
Biosensors GmbH, Niemcy). System pomiarowy opierat si¢ na chipie heliX z fluorescencyjnie
znakowanym dwuniciowym DNA immobilizowanym na powierzchni sensora. Eksperymenty
wykonano w trybie statycznym zgodnie z protokotem producenta. Funkcjonalizacje
powierzchni przeprowadzono przy uzyciu adaptera DNA o stezeniu 1x107 M przez 200 s.
Analizy kinetyczne wykonano dla nanoczastek Au NPs oraz Au@SiO2 w réznych zakresach
stezen, w buforze PE40 (pH 7,4). Pomiary prowadzono w temperaturze 25 °C, przy czasie

asocjacji i dysocjacji 120 s oraz przeptywie 200 pL-s™!.
Metodg zastosowano do

e oceny interakcji nanostruktur z DNA oraz poréwnania zdolno$ci wigzania Au NPs i

Au@SiOx.

Test MTT - Komorki keratynocytow (HaCaT) i fibroblastow (HDF) wysiano w gestosci 4x10°
komorek na dotek na ptytkach 96-dotkowych 1 inkubowano w temperaturze 37°C w atmosferze
5% CO.. Komorki traktowano badanymi zwigzkami w zakresie stezen 0,1-100 mg/ml lub woda
jako kontrolg i inkubowano przez 48 godzin. Nastepnie dodano roztwor soli MTT (bromek 3-
(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy) w stezeniu 4 mg/ml (25 pl na dotek). Po
3 godzinach inkubacji powstaly formazan rozpuszczono w dimetylosulfotlenku (DMSO).
Absorbancje przy dtugosci fali 570 nm mierzono z uzyciem czytnika mikroptytek EnSpire
(Perkin Elmer) z referencyjng dlugoscig fali 660 nm. Zywotnoéé komérek kontrolnych uznano
za 100%. Eksperyment powtorzono niezaleznie trzykrotnie w trzech powtorzeniach. Analize

statystyczng wynikow przeprowadzono za pomocg oprogramowania GraphPad Prism 7.
Test MTT wykorzystano do:

e oceny cytotoksycznosci otrzymanych nanomateriatdw wobec komodrek skory

pochodzacych z linii HaCaT i HDF.
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Badania immunologiczne - Potencjal immunomodulacyjny otrzymanych nanosystemow
oceniano z wykorzystaniem jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMCs, ang.
peripheral blood mononuclear cells). Komoérki poddano na dziatanie Au@SiO,. Odpowiedz
cytokinowg oceniano z zastosowaniem roéznych schematow preinkubacji, dostosowanych do
badanych markerow stanu zapalnego. W celu oznaczenia cytokin prozapalnych takich jak
interleukina 1 beta (IL-1p), interleukina 6 (IL-6) oraz czynnik martwicy nowotwordéw alfa
(TNF-a), komorki preinkubowano z badanymi zwigzkami przez 2 h, a nastepnie stymulowano
lipopolisacharydem (LPS) przez 6 h. Odpowiedz przeciwzapalng oceniano poprzez
preinkubacje PBMCs przez 4 h, po ktorej przeprowadzano 20-godzinng stymulacje LPS w celu
oznaczenia poziomu interleukiny 10 (IL-10). Po zakonczeniu inkubacji zbierano supernatanty
hodowli komoérkowych i1 oznaczano stezenia cytokin przy uzyciu zestawéw Human DuoSet®
ELISA Development Systems (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA), zgodnie z
instrukcja producenta. Eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem materialu

biologicznego pochodzacego od czterech niezaleznych zdrowych dawcow.
Badania immunologiczne zastosowano do:

e oceny potencjalu immunomodulacyjnego otrzymanych nanostruktur na podstawie
analizy wydzielania cytokin prozapalnych (IL-18, IL-6, TNF-a) oraz przeciwzapalnej
(IL-10).

Testy aparaturowe kosmetykéw (poziom nawilzenia skéry, TEWL) - Do badan
wykorzystano skore wieprzowa pochodzaca z tylnych konczyn zwierzecia. Najpierw pocigto
ja na kawalki o wymiarach 25%25 mm, odtluszczono i usunigto sier§¢. Nastgpnie wszystkie
kawalki skory $winskiej przechowywano w zamrazarce w temperaturze -25 °C. Na
powierzchni¢ skory aplikowano hydrozel przed oraz po modyfikacji nanostrukturami, a
nastepnie przeprowadzano pomiary wlasciwosci czynno$ciowych bariery skornej. Nawilzenie
warstwy rogowej oceniano za pomocg korneometru Corneometer® CM 825, natomiast poziom
TEWL mierzono przy uzyciu Tewameter® TM Hex z zastosowaniem adaptera

wielokanatowego MPA 6.
Metode zastosowano do:

e oceny wptywu modyfikacji nanostrukturami na wtasciwosci czynnosciowe barierowe

skory 1 nawilzajace hydrozeli.
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Test Trypan Blue - Komorki SH-SYSY wysiano w gestosci 2x10* komérek/cm? na plytkach
24-dotkowych 1 inkubowano przez 24 h w 37 °C, 5% CO: w podtozu DMEM/F12
zawierajagcym 10% FBS oraz 1% penicyliny—streptomycyny. Nastepnie komorki traktowano
przez 24 h badanymi zwigzkami w zakresie stezen 1-40 uM oraz 1-40 mM. Roztwory robocze
przygotowywano bezposrednio przed uzyciem w pozywce standardowej lub z dodatkiem
0,05% (w/v) kwasu askorbinowego 1 chroniono przed $§wiattem w celu ograniczenia
autooksydacji leku. Po inkubacji komorki zbierano, barwiono 0,4% biekitem trypanu, a
nastepnie liczono zywe komérki przy uzyciu automatycznego licznika LUNA™ II. Zywotno$é
komorek wyrazano wzgledem grupy kontrolnej. Eksperyment wykonano w trzech
niezaleznych powtérzeniach, kazde w trzech replikatach technicznych. Analize statystyczng
przeprowadzono w programie GraphPad Prism (v9.5.0) z zastosowaniem dwuczynnikowej

analizy wariancji (a = 0,05).
Test wykorzystano do:

e oceny cytotoksycznosci otrzymanych nanomateriatow i1 koniugatoéw nanostruktura-lek

wobec ludzkich komorek neuroblastoma (SH-SYSY).

Oznaczenie homeostazy redoks (GSH, GSSG, SOD) - Komorki SH-SYSY wysiewano na
ptytkach 6-dotkowych i inkubowano w standardowych warunkach hodowli (37°C, 5% CO»).
Nastepnie komorki inkubowano badanymi zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Po
inkubacji komoérki poddawano dziataniu 6-hydroksydopaminie (6-OHDA) lub inkubowano w
warunkach kontrolnych. Po zakonczeniu ekspozycji komorki lizowano, a poziomy
zredukowanego glutationu (GSH), utlenionego glutationu (GSSG), stosunek GSH/GSSG oraz
aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oznaczano z wykorzystaniem odpowiednich
zestawow komercyjnych zgodnie z protokotem producenta. Zawarto$¢ biatka w lizatach
oznaczano za pomoc3 komercyjnie dostgpnego zestawu i1 wykorzystano do normalizacji

wynikow.
Metod¢ zastosowano do:

e oceny wplywu otrzymanych nanomateriatow 1 koniugatow nanostruktura-lek na
homeostaz¢ redoks komoérek SH-SYSY, w tym poziom stresu oksydacyjnego oraz

aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych.

Minimalne stezenie hamujace (MIC) - oznaczano metoda seryjnych rozcienczen w celu

okreslenia najnizszego stezenia badanego materialu hamujacego wzrost bakterii.
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Przygotowywano seri¢ rozcienczen nanomaterialéw ze stezenia wyjsciowego 500 pg/mL, do
ktorych dodawano inokulum bakteryjne Escherichia coli do koncowej gestosci 5 x 10°
JTK/mL. Proby inkubowano w 37 °C przez 16,5 h przy wytrzasaniu. Kontrole obejmowaty
probe dodatnig (pozywka z bakteriami) oraz ujemng (pozywka bez bakterii). Wzrost bakterii

oceniano na podstawie pomiaru absorbancji przy 600 nm (ODsoo).
Metode zastosowano do:

e okreslenia oraz porownania aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej koniugatow

nanostruktura-lek w stosunku do wolnego leku.

Test strefy zahamowania wzrostu (ZI) - wykonano metoda dyfuzyjna na podtozu agarowym.
Na ptytki Petriego z agarem nanoszono zawiesine bakterii, a po zestaleniu podtoza aplikowano
badane probki w réznych stezeniach (10, 20 1 30 pg) oraz bufor fosforanowy (PBS) jako
kontrole. Po inkubacji w 37 °C oceniano $rednicg¢ stref zahamowania wzrostu

mikroorganizméw wokot aplikowanych probek.
Metod¢ zastosowano do:

e jakosciowej oceny aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej oraz pordwnania aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej koniugatéw nanostruktura-lek w stosunku do wolnego leku.

Test migracji komorek (Scratch test) — Zdolnos$¢ migracji komorek oceniano metoda scratch
test z wykorzystaniem ludzkich fibroblastow skory wlasciwej (HDF). Komorki wysiewano na
plytki 6-dotkowe w gestosci 2 x 10* komdrek/dotek i hodowano przez okoto 48 h. Po usunieciu
pozywki hodowlanej wykonywano standaryzowane pionowe zarysowanie w centralnej czesci
kazdego dotka przy uzyciu sterylnej koncowki do pipety o objetosci 200 pL. Oderwane
komorki 1 pozostatosci komorkowe usuwano poprzez dwukrotne ptukanie buforem PBS.
Nastepnie komorki inkubowano w kompletnej pozywce wzrostowej zawierajagcej Au@SiOa,
Au@SiO2/MUP albo wolng MUP w stezeniach odpowiadajacych ilosci zatadowanego leku.
Migracje fibroblastow do obszaru pozbawionego komdrek monitorowano po 0, 24,48 1 72 h
od wykonania zarysowania przy uzyciu odwrdconego mikroskopu Olympus IX51 przy
powigkszeniu 40-krotnym. Ilo$ciowg analiz¢ zamykania obszaru zarysowania przeprowadzono
z wykorzystaniem oprogramowania ImageJ na podstawie pomiaru pozostalej powierzchni

rany.
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Test migracji komorek zastosowano do:

e oceny wplywu otrzymanych nanostruktur oraz ukladéow typu nanonosnik-lek na

migracj¢ fibroblastow oraz ich potencjatlu wspomagajacego proces gojenia ran.

Ocena aktywnos$ci przeciwbakteryjnej (MIC i MBC) — Aktywno$¢ przeciwbakteryjng
Au@Si0,, Au@SiO2/MUP oraz wolnej MUP oceniano poprzez wyznaczenie minimalnego
stezenia hamujacego wzrost bakterii oraz minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego, zgodnie z
wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), protokot M07-A9. Wartos$ci
MIC oznaczano metodg dwukrotnych seryjnych rozcienczen w bulionie Muellera—Hintona
(MH) dostosowanym do zawarto$ci kationdw, wykorzystujac 96-dotkowe ptytki. Inokulum
bakteryjne przygotowywano z kolonii hodowanych przez 18-20 h i standaryzowano do ggstosci
odpowiadajacej 0,5 skali McFarlanda w 3 mL pozywki MH. Po 24 h inkubacji w temperaturze
37°C zawiesiny bakteryjne z poszczegolnych wariantow eksperymentalnych wysiewano na
podtoze agarowe Muellera—Hintona w celu oznaczenia wartosci MBC. Wszystkie oznaczenia
wykonywano w duplikatach w co najmniej trzech niezaleznych eksperymentach. Koncowe

wartosci MIC i MBC przedstawiano jako mediang wszystkich uzyskanych wynikow.
Ocene¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej zastosowano do:

e oceny skutecznosci przeciwbakteryjnej otrzymanych nanostruktur oraz uktadow typu

nanonos$nik-lek.

Metody elektrochemiczne: woltamperometria cykliczna (CV) 1 roznicowa
woltamperometria impulsowa (DPV) - pomiary przeprowadzono przy uzyciu potencjostatu
Autolab PGSTAT302N (Metrohm, Holandia) sterowanego oprogramowaniem Nova 2.1.
Zastosowano standardowy uktad trzyelektrodowy, sktadajacy si¢ z elektrody dyskowej z wegla
szklistego (ang. glassy carbon, GC) o $rednicy 3 mm jako elektrody roboczej, drutu
platynowego jako elektrody pomocniczej (przeciwelektrodowej) oraz elektrody Ag/AgClI (w 3
M KCl) jako elektrody odniesienia. Wszystkie wartosci potencjatu podano wzgledem
elektrody Ag/AgCl. Przed kazdym eksperymentem powierzchnia elektrody z wegla szklistego
byta doktadnie polerowana zawiesinami tlenku glinu (0,3 1 0,05 pm), nast¢pnie plukana woda
dejonizowang i1 poddawana dziataniu ultradzwickow. Pomiary wykonywano w temperaturze
pokojowej 22+2. Przed kazdym pomiarem komora elektrochemiczna byta odtleniana argonem
o wysokiej czystosci. Eksperymenty przeprowadzono w $wiezo przygotowanych roztworach
L-DOPA w 0,1 M KCI, Pomiary CV wykonywano w zakresie od -0,2 do 1,2 V (w stosunku do

1

Ag/AgCl) z szybkos$cig skanowania 100 mV s . W przypadku DPV zakres potencjatu byt
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identyczny jak dla CV (w stosunku do Ag/AgCl), z nastepujacymi parametrami: potencjat
skokowy 4 mV, amplituda impulsu 25 mV, czas modulacji 0,05 s i czas interwatu 0,5 s.

Wszystkie pomiary przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.
Metody zastosowano do:

e oszacowania stopnia zatadowania leku do nanono$nika poprzez poréwnanie sygnatow
elektrochemicznych uzyskanych z roztworu wolnego leku, konigatéw nanostruktura-

lek 1 pozostatego supernatantu po oczyszczaniu konigatow.
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IV.BADANIA WLASNE

Badania wlasne zrealizowane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej koncentrowaty
si¢ na opracowaniu wielofunkcyjnej platformy nanotechnologicznej opartej na nanostrukturach
typu rdzen-powtoka Au@SiO., przeznaczonej do =zastosowan biomedycznych, w
szczegllno$ci w obszarze systemOw dostarczania substancji biologicznie czynnych oraz
projektowania nowoczesnych uktadow terapeutycznych o przedtuzonym dziataniu. Koncepcja
badawcza obejmowata cztery komplementarne etapy przedstawione ponizej, ktorych wyniki
wykazano w trzech publikacjach naukowych stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy
doktorskiej. Kazda z publikacji obejmowala odmienny, lecz wzajemnie uzupehiajacy si¢
aspekt prowadzonych badan, tworzac spojna S$ciezke rozwoju opracowanego systemu

nanonos$nikowego.

Etap I - synteza i charakterystyka fizykochemiczna nanostruktur Au@SiO: -
przedstawiony w publikacjach P1, P2 i P3.

Etap II - ocena wlasciwosci funkcjonalnych nanonosnikoéw - przedstawiony w publikacjach

P1, P2i P3.

Etap I1I - koniugacja nanono$nikow z substancjami biologicznie czynnymi -przedstawiony

w P1iP2.

Etap IV - inkorporacja nanostruktur do matrycy hydrozelowej - przedstawiony w P3.

Synteza i charakterystyka fizykochemiczna nanostruktur Au@SiO:

Pierwszy etap badan wlasnych obejmowal opracowanie metody syntezy nanostruktur
typu rdzen-powloka Au@SiO- oraz ich kompleksowg charakterystyke fizykochemiczng. Etap
ten stanowit podstawe wszystkich dalszych badan eksperymentalnych, poniewaz wlasciwosci
strukturalne 1 powierzchniowe otrzymanych materiatow determinowaly ich po6zniejsza

funkcjonalno$¢ biologiczng oraz mozliwosci aplikacyjne.

Strategia syntezy zostata zaplanowana etapowo i1 obejmowata kolejno, otrzymanie
metalicznego rdzenia nanoczastek ztota (Au NPs), synteze nanoczgstek krzemionki (SiO2 NPs)
jako materiatlu referencyjnego oraz koncowe wytworzenie nanostruktur typu rdzen-powtoka
Au@SiOz. Synteza nanoczastek zlota zostala przedstawiona we wszystkich pracach

wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej (P1, P2 oraz P3), co wynikato z ich roli jako
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podstawowego komponentu budulcowego projektowanego ukladu. Synteze nanoczgstek
krzemionki jako uktadu referencyjnego opisano w publikacji P1. Natomiast synteza finalnych
nanostruktur Au@SiO., stanowiacych glowny przedmiot badan niniejszej rozprawy, zostata

szczegdtowo przedstawiona we wszystkich trzech publikacjach (P1, P2 i P3).

Proces syntezy rozpoczeto od otrzymania stabilnych nanoczastek ztota stanowigcych
nieorganiczny rdzen projektowanych nanostruktur. W tym celu zastosowano klasyczng metodg
redukcji chemicznej soli ztota w §rodowisku wodnym. Parametry reakcji zoptymalizowano tak,
aby uzyska¢ koloidy charakteryzujace si¢ wysoka jednorodnoscia oraz waskim rozkladem
wielkosci czastek. Kontrola tego etapu miata kluczowe znaczenie, poniewaz rozmiar i
morfologia rdzenia determinujg wlasciwosci fizykochemiczne otrzymanych nanostruktur
wplywajac miedzy innymi na ich stabilno$¢ koloidalng, zdolno$¢ do immobilizacji lub

zatadunku substancji aktywnych oraz zachowanie w $srodowisku biologicznym.

Kolejnym etapem bylo osadzanie powtoki krzemionkowej na powierzchni nanoczastek
ztota metodg zol-zel z wykorzystaniem tetraetoksysilanu (TEOS) jako prekursora krzemionki.
Proces prowadzono w kontrolowanych warunkach $rodowiska alkoholowo-wodnego, w
obecnosci katalizatora zasadowego, ktory wptywa na kinetyke reakcji hydrolizy i kondensacji
prekursoréw alkoksysilanowych. Kluczowym elementem byto uzyskanie jednorodnej warstwy
Si0,. Powstala krzemionkowa powloka petnita wielofunkcyjng role, stabilizowata uktad
koloidalny nanoczastek zlota, ograniczata agregacje oraz tworzyta reaktywna powierzchnig

umozliwiajacg dalszg funkcjonalizacjg.

W  celu potwierdzenia skuteczno$ci syntezy przeprowadzono kompleksowa
charakterystyke  fizykochemiczng z  wykorzystaniem komplementarnych  technik
analitycznych. Podstawowg technikg obrazowania byta transmisyjna mikroskopia elektronowa
(TEM), ktéra umozliwita bezposrednia obserwacje morfologii otrzymanych struktur oraz
potwierdzenie architektury typu rdzen-powtoka. Analiza obrazow TEM wykazata obecno$¢
dobrze zdefiniowanego rdzenia ztota otoczonego jednorodng warstwa krzemionki. Srednica
rdzenia Au wynosita okoto 20 nm, natomiast grubo$¢ powtoki Si0, miescita si¢ w zakresie 30-
40 nm, co jednoznacznie potwierdzito skuteczno$¢ procesu powlekania. Wyniki te

przedstawiono we wszystkich trzech publikacjach (P1-P3).

Dynamiczne rozpraszanie S$wiatla (DLS) zastosowano do okreslenia $rednicy

hydrodynamicznej nanostruktur oraz oceny ich dyspersyjnosci w $rodowisku cieklym.

48



Zaobserwowano wzrost srednicy hydrodynamicznej po osadzeniu warstwy krzemionkowej z
okoto 30 nm dla niemodyfikowanych Au NPs (P1, P3) do 100-140 nm dla uktadow typu
Au@SiO2 (P1-P3), co stanowito dodatkowe potwierdzenie skutecznej modyfikacji
powierzchniowej. Stabilnos¢ elektrokinetyczng uktadéw oceniono poprzez pomiary potencjatu
zeta metodg elektroforetycznego rozpraszania $wiatlta (ELS). Dla nanostruktur Au@SiO»
uzyskano wartosci potencjatu zeta wynoszace od —30 do —35 mV, wskazujace na wysoka
stabilno$¢ koloidalng oraz ograniczong tendencje do agregacji badanych uktadow. Wyniki te

opisano we wszystkich publikacjach (P1-P3).

W celu identyfikacji grup funkcyjnych obecnych na powierzchni materialu
wykorzystano spektroskopi¢ w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR). W uzyskanych
widmach (P1) zaobserwowano charakterystyczne pasma odpowiadajace asymetrycznym
drganiom rozciggajacym wigzan Si—O-Si (~1100 cm™), a takze szerokie pasmo przypisywane
grupom hydroksylowym (3200-3400 cm™), potwierdzajace obecno$¢ sieci krzemionkowej

zdolnej do dalszej funkcjonalizacji chemiczne;.

Utworzenie nanostruktur typu Au@SiO> zostalo dodatkowo potwierdzone z
wykorzystaniem analizy spektroskopii UV-Vis. Dla niepowlekanych nanoczastek ztota
maksimum pasma plazmonowego obserwowano przy dlugosci fali okoto 520 nm (P1, P3). Po
osadzeniu warstwy krzemionki sygnat plazmonowy pozostawat w zblizonym zakresie dtugos$ci
fal (P1- P3), co potwierdzito obecnos¢ metalicznego rdzenia Au oraz wskazywato, ze proces
powlekania krzemionka nie wplynat istotnie na jego witasciwosci optyczne. Obecnosé
charakterystycznego pasma plazmonowego stanowita tym samym dodatkowe potwierdzenie

skutecznego otrzymania nanostruktur typu rdzen-powtoka Au@SiOs.

Uzupetniajagce badania przeprowadzono z wykorzystaniem analizy
termograwimetrycznej (TGA) oraz pochodnej (DTG), ktére umozliwily oceng stabilnosci
termicznej otrzymanych materiatéw (P1). Dla nanoczastek SiO; zaobserwowano utrate masy
zwigzang z desorpcja zaadsorbowanej wody (10,52% w zakresie 50-200 °C). Ponadto dla
probki SiO» oraz Au@Si0O> widoczna byla utrata masy wynoszaca 15,24% w zakresie 100-
500°C, ktéra zwigzana jest z redukcja powierzchniowych grup hydroksylowych na
powierzchni krzemionki. Dodatkowo dla SiO; odnotowano niewielkg utrate masy (2,08%) w
zakresie 450-700°C, przypisang rozktadowi resztkowych grup organicznych pochodzacych z
TEOS. Uzyskane wyniki potwierdzily wysoka stabilno$¢ termiczng oraz obecno$¢

charakterystycznych grup powierzchniowych badanych nanostruktur.
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Istotnym elementem charakterystyki powierzchniowej byt pomiar kata zwilzania,
umozliwiajacy ocene hydrofilowosci powierzchni otrzymanych materialdéw. Dla Au NPs
uzyskano warto$¢ kata zwilzania wynoszaca okoto 44° (P1, P3), wskazujaca na umiarkowanie
hydrofilowy charakter powierzchni. W przypadku nanoczastek krzemionki (SiO> NPs)
zaobserwowano caltkowite rozptywanie si¢ kropli wody na powierzchni materiatu, co
uniemozliwito wyznaczenie kata zwilzania 1 potwierdzito ich silnie hydrofilowy charakter
(P1). Natomiast dla nanostruktur Au@SiO> wartos$¢ kata zwilzania wynoszaca okoto 11° (P1-
P3) potwierdzita dominujagcy wplyw warstwy krzemionkowej oraz  obecno$é

powierzchniowych grup silanolowych odpowiedzialnych za wysoka hydrofilowo$¢ materiatu.
Materialy nieopublikowane

W wyniku przeprowadzonych prac eksperymentalnych wykonano takze analize
morfologii otrzymanych nanostruktur za uzyciem mikroskopu SEM. Na otrzymanych
mikrofotografiach widoczne sg sferyczne czastki o stosunkowo jednorodnym rozmiarze.
Powierzchnia nanomateriatu wskazuje na charakterystyczna, regularng morfologi¢ zgodna z

uzyskaniem uktadow o architekturze rdzen-powtoka.

Kompleksowa analiza uzyskanych wynikow potwierdzita, ze opracowana procedura
syntezy umozliwia powtarzalne otrzymywanie nanostruktur Au@SiO2 o dobrze zdefiniowanej
architekturze rdzen-powloka, wysokiej stabilnosci koloidalnej oraz korzystnych
wlasciwosciach powierzchniowych, co potwierdzaja przedstawione zdjecia mikroskopowe na
Rysunku 9. Otrzymane materiaty stanowily odpowiednig platform¢ wyjsciowa do dalszych

etapow badan oraz projektowania zaawansowanych ukladéw nanonosnikowych.

Rysunek 9. Mikrofotografie A) TEM i B) SEM otrzymanych nanostruktur Au@SiO-.
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Ocena wlasciwosci funkcjonalnych otrzymanych nanomaterialéw

Drugim etapem badan byla ocena wlasciwosci funkcjonalnych otrzymanych
nanostruktur Au@SiO2, majaca na celu okreslenie ich potencjatu aplikacyjnego jako platformy
no$nikowej do zastosowan biomedycznych. W szczeg6lnosci analizowano zdolnosc
oddziatywania z barierami biologicznymi, cytotoksyczno$¢, wiasciwosci antyoksydacyjne,

interakcje z materiatem genetycznym, aktywnos$¢ katalityczng oraz badania immunologiczne.

Jednym z kluczowych aspektow funkcjonalnych byta ocena przenikalno$ci
przezskornej nanostruktur Au@SiOz, przeprowadzona z wykorzystaniem komory Franza (P1).
Analiza spektrofotometryczna roztworu pobranego z komory akceptorowej po zakonczeniu
eksperymentu, przeprowadzona po 5 dniach inkubacji nie wykazata obecnosci
charakterystycznego pasma plazmonowego nanostruktur, co potwierdzito brak przenikania
Au@SiO; przez badang bton¢ biologiczng w ilosciach oznaczalnych. Jest to szczegdlnie
korzystne z punktu widzenia projektowania uktadéw do miejscowego dostarczania substancji
aktywnych, np. w zastosowaniach dermatologicznych lub opatrunkowych. Dodatkowo
wyznaczona granica wykrywalnosci (LOD) dla Au@SiO> wyniosta 4,74 x 10% M,

potwierdzajac wysoka czulo$¢ zastosowanej metody analityczne;.

Istotnym elementem oceny bezpieczenstwa biologicznego byla rowniez analiza
cytotoksyczno$ci nanostruktur Au@SiO2 wobec komoérek skéry (P1). Badania
przeprowadzono z wykorzystaniem ludzkich linii komorkowych keratynocytow (HaCaT) oraz
fibroblastow skornych (HDF). Uzyskane wyniki wykazaly brak efektu cytotoksycznego
zarowno dla Au NPs, SiO2 NPs, jak i nanostruktur rdzen-powtoka Au@SiO: w calym
analizowanym zakresie stezen. Co istotne, zastosowanie powtoki krzemionkowej dodatkowo
poprawito profil bezpieczenstwa badanego materiatu, a nanostruktury Au@SiO> wykazywaly
najwyzsza biozgodnos¢ sposrod analizowanych ukladow, przejawiajaca sie¢ najwyzsza

zywotnoscig komorek rowniez przy najwyzszych testowanych stezeniach.

Kolejnym elementem oceny funkcjonalnej byla rowniez analiza wlasciwosci
antyoksydacyjnych nanostruktur Au@SiO,, przeprowadzona metoda DPPH (P2, P3).
Uzyskane wyniki wykazaty wyrazny, zalezny od czasu wzrost zdolnosci wychwytywania
wolnych rodnikéw. W publikacji P2 aktywno$¢ antyoksydacyjna wzrosta z okoto 24% po 1
godzinie do 77,99% po 168 godzinach, wskazujac na wysoka zdolno$¢ neutralizacji wolnych

rodnikéw przez badane nanostruktury. Wyniki uzyskane w pracy P3 potwierdzily ten trend,
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warto$¢ zdolno$ci neutralizacji wolnych rodnikow (RSA) dla Au@Si0O; wzrosta z okoto 4%
po 1 godzinie do okoto 40% po 168 godzinach. Pomimo rdéznic ilosciowych pomiedzy
uzyskanymi warto$ciami, ktére moga wynika¢ z niewielkiej zmiennos$ci eksperymentalnej,
ktéra moze by¢ zwigzana z przygotowaniem dyspersji nanostruktur oraz réznicami w
efektywnym st¢zeniu materiatu po procesach oczyszczania, w obu przypadkach
zaobserwowano ten sam kierunek zmian, potwierdzajacy zalezny od czasu wzrost aktywnosci
antyoksydacyjnej. Uzyskane dane wskazuja, ze nanostruktury Au@SiO> wykazuja znaczacy
potencjat antyoksydacyjny, ktory moze wspiera¢ ochrone komorek przed stresem
oksydacyjnym, co ma szczegdlne znaczenie w zastosowaniach dermatologicznych i

neuroprotekcyjnych.

Analizowanym aspektem bylo rowniez oddziatywanie nanostruktur z DNA, ocenione
z wykorzystaniem techniki switchSense (P2). Badania przeprowadzone dla Au NPs wykazaty
zdolno$¢ tworzenia stabilnych adduktow z dwuniciowym DNA, jednak po osadzeniu warstwy
krzemionkowej efekt ten nie byl obserwowany. W przypadku nanostruktur Au@SiO2 nie
odnotowano istotnych zmian intensywnosci fluorescencji podczas procesu asocjacji i
dysocjacji, co wskazuje na brak bezposredniego oddzialywania z DNA. Wynik ten ma istotne
znaczenie z punktu widzenia bezpieczenstwa biologicznego, poniewaz sugeruje ograniczone

ryzyko niepozadanych interakcji z materialem genetycznym komorek.

Uzupetiajagco oceniono wilasciwosci katalityczne otrzymanych nanostruktur na
modelu degradacji oranzu metylowego (P3). W badanych warunkach eksperymentalnych
nanostruktury Au@SiO: nie wykazaly aktywnosci katalitycznej wobec wybranego barwnika,
co potwierdzono brakiem zmian w widmach absorpcyjnych oraz brakiem obserwowalnej
zmiany barwy roztworu. Wynik ten wskazuje, ze zastosowanie krzemionkowej powtloki
skutecznie izoluje metaliczny rdzen, ograniczajac jego bezposredni udzial w reakcjach
powierzchniowych. Chociaz brak aktywnosci katalitycznej wyklucza wykorzystanie tych
struktur jako klasycznych nanokatalizatoréw, jednocze$nie moze stanowié zalete w
zastosowaniach biomedycznych, gdzie pozadana jest wysoka stabilno$¢ chemiczna 1

ograniczenie niekontrolowanych reakcji ubocznych.

Przeprowadzona ocena wlasciwosci funkcjonalnych potwierdzita, ze nanostruktury
Au@SiO; stanowig stabilng i1 bezpieczng platforme¢ nosnikowa o korzystnych wtasciwosciach
biologicznych, predysponowang do dalszego wykorzystania w uktadach kontrolowanego

dostarczania substancji aktywnych.
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Materialy nieopublikowane

Ocena wlasciwosci funkcjonalnych otrzymanych nanostruktur Au@SiO2 obejmowata
réwniez analiz¢ ich wptywu na odpowiedZ immunologiczng komoérek jednojadrzastych krwi
obwodowej (PBMCs), ktoérej rezultaty zostang opublikowane w najblizszym czasie.
Wykazano, ze inkubacja komoérek z nanonos$nikiem nie indukuje silnej odpowiedzi
prozapalnej, co potwierdzono na podstawie poziomow kluczowych cytokin, takich jak IL-1p,
IL-6 oraz TNF-a. Jednocze$nie zaobserwowano brak wyraznej aktywacji reakcji zapalnej w
poréwnaniu do kontroli stymulowanej LPS, co wskazuje na immunokompatybilny charakter
otrzymanych nanostruktur. Dodatkowo analizowano poziom IL-10 jako cytokiny
przeciwzapalnej, ktérego zmiany nie wskazywaly na niepozadang deregulacje odpowiedzi
immunologicznej. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze opracowane nanostruktury Au@SiO>
charakteryzuja si¢ korzystnym profilem immunologicznym, istotnym z punktu widzenia ich

potencjalnych zastosowan biomedycznych.

Koniugacja otrzymanego no$nika Au@SiO: z substancjami o wlasciwosciach biologicznie

czynnych oraz ich charakterystyka

W celu potwierdzenia uniwersalno$ci opracowanej platformy Au@SiO2 jako
potencjalnego nanosystemu dostarczania substancji aktywnych przeprowadzono badania
koniugacji z modelowymi zwigzkami o zrdznicowanych wlasciwos$ciach fizykochemicznych
hydrofilowa amoksycyling, hydrofobowa mupirocyna oraz biologicznie aktywna L-DOPA.
Dobér tych zwigzkéw pozwolit na ocene przydatnosci opracowanego nanosystemu zardéwno
do dostarczania substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym, jak 1 zwigzkéw stosowanych w
terapii choréb neurodegeneracyjnych, reprezentujacych odmienne klasy terapeutyczne i

wlasciwosci fizykochemiczne.

W pierwszym etapie oceniono mozliwos¢ immobilizacji antybiotykéw na powierzchni
nanostruktur Au@SiO; (P1), traktujac ten etap jako modelowe potwierdzenie zdolnos$ci
platformy do wigzania zwigzkoéw terapeutycznych. Analiza spektroskopowa FT-IR dla
uktadow Au@SiO2/AMOX oraz Au@SiO2/MUP potwierdzita zmiany charakterystycznych
pasm drgan obu lekow po koniugacji z nanono$nikiem, wskazujac na skuteczne oddziatywania
niekowalencyjne pomiedzy czasteczkami leku, a porowata powtoka krzemionkowa. Uzyskane
wyniki potwierdzily mozliwo$¢ skutecznego wigzania zaréwno zwiazkéw hydrofilowych, jak

1 hydrofobowych przez otrzymang platform¢. Badania profilu uwalniania wykazaly wyraznie
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zroznicowane zachowanie obu antybiotykow, zalezne od ich wtasciwosci molekularnych. W
przypadku uktadu Au@SiO/AMOX obserwowano wigkszy stopien uwalniania osiggajacy
okoto 50% po 7 dniach, co wskazuje na stabsze oddzialywania z matryca krzemionkowg i
tatwiejsza dyfuzje leku. Z kolei uklad Au@SiO/MUP charakteryzowal si¢ wyraznie
wolniejszym i bardziej kontrolowanym profilem uwalniania (~11,5% po 7 dniach), co sugeruje
silniejsze oddziatywania pomiedzy hydrofobowa czasteczka leku a powierzchnig nosnika. Z
punktu widzenia planowanych zastosowan biomedycznych taki profil jest szczegdlnie
korzystny, poniewaz wskazuje na potencjal do przedluzonego, lokalnego dostarczania
substancji aktywnej. Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej potwierdzily zachowanie
funkcjonalnosci biologicznej obu antybiotykéw po immobilizacji na Au@SiOa. Szczegolnie
korzystne wyniki uzyskano dla uktadu Au@SiO2/MUP, dla ktoérego nie obserwowano utraty
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej wzgledem wolnego antybiotyku, przy jednoczesnym

ograniczeniu powstawania kolonii satelitarnych, co sugeruje zwigkszong stabilno$¢ formulacji.

Uzyskane wyniki dotyczace enkapsulacji i kontrolowanego uwalniania antybiotykéw
potwierdzity funkcje no$nikowa opracowanej platformy Au@SiO2 oraz stanowily podstawe
do rozszerzenia badan o kolejng substancje aktywna L-DOPA (P2), wybrang jako modelowy
zwigzek stosowany w terapii schorzen neurodegeneracyjnych. Takie podej$cie miato na celu
ocen¢ mozliwosci wykorzystania opracowanego nanosystemu nie tylko w dostarczaniu
zwigzkow o dzialaniu przeciwbakteryjnym, ale réwniez w bardziej zaawansowanych
aplikacjach terapeutycznych. Analiza widm absorpcji potwierdzita skuteczne przylaczenie
leku do powierzchni Au@SiO2, natomiast wyniki pomiardw potencjatu zeta oraz wielkos$ci
hydrodynamicznej wykazaly zachowanie wysokiej stabilnosci koloidalnej i jednorodnosci
uktadu po funkcjonalizacji. Pomimo umiarkowanej wydajnosci zatadunku (~3%), uzyskano
wyrazny efekt kontrolowanego uwalniania, osiggajacy ponad 84% po 168 godzinach dla
Au@SiO2/L-DOPA, przy czym zastosowanie dodatkowej warstwy poliwinylopirolidonu
(PVP) na powierzchni nanostruktur Au@SiO2 pozwolito na dalsze wydtuzenie tego procesu.
Co istotne, uzyskane wyniki badan biologicznych przeprowadzonych na linii komoérkowej SH-
SYSY wskazaly na zachowanie biozgodnos$ci uktadu oraz potencjalny efekt ochronny wobec
stresu oksydacyjnego w modelu komoérkowym, potwierdzajac mozliwo$¢ zastosowania
platformy réwniez w bardziej zaawansowanych systemach terapeutycznych, ktdore moga

poprawia¢ profil bezpieczenstwa terapeutycznego transportowanych substancji.
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Lacznie uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzajg, ze nanostruktury Au@SiO:
stanowig funkcjonalng i uniwersalng platforme¢ nos$nikowa, zdolng do wigzania oraz
kontrolowanego uwalniania zwigzkéw o zréznicowanej budowie chemicznej i odmiennych
wlasciwos$ciach biologicznych. Uzyskane dane wskazuje rowniez na mozliwos¢ dalszej
funkcjonalizacji uktadu z wykorzystaniem docelowych czasteczek terapeutycznych w

kolejnych etapach projektu.

Materialy nieopublikowane

Powyzsze wyniki stanowily podstawe do poszerzenia badan eksperymentalnych
dotyczacych koniugatu Au@SiO/MUP, ktéore stanowig przedmiot przygotowywanej
publikacji. Przeprowadzono test gojenia rany na komorkach fibroblastoéw ludzkich (HDF)
podczas ktorego zaobserwowano korzystny wptyw uktadu na dynamike migracji komoérkowe;.
Wyniki wykazaly, Ze otrzymany koniugat Au@SiO2/MUP wykazywal réwniez aktywnos$¢
przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram-dodatnich, w tym Staphylococcus epidermidis, przy
zastosowaniu nizszej dawki leku w poréwnaniu do wolnego antybiotyku. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze koniugacja mupirocyny z nanono$nikiem Au@SiO> moze stanowié efektywna

strategie poprawy wilasciwosci terapeutycznych oraz potencjatu aplikacyjnego antybiotyku.
Inkorporacja nanostruktur Au@SiO:z do matrycy hydrozelowej

Ostatni etap badan wlasnych obejmowat inkorporacj¢ otrzymanych nanostruktur
Au@SiO2 do matryc hydrozelowych jako modelowych uktadow aplikacyjnych, stanowigcych
potwierdzenie mozliwosci  wykorzystania opracowanego nosnika w  systemach
kontrolowanego dostarczania substancji aktywnych. Etap ten mial na celu wykazanie, ze
otrzymane nanostruktury moga zosta¢ skutecznie wbudowane w polimerowa matryce bez
utraty swoich wtasciwosci fizykochemicznych, zachowujac jednocze$nie zdolno$¢ do
kontrolowanego uwalniania. Badania te zostaty szczegotowo przedstawione w publikacji P3.
Jako matryce modelowe wybrano dwa hydrozele bazujace na hialuronianie sodu (HA) oraz
hydroksyetylocelulozie (HEC), powszechnie stosowane w formulacjach biomedycznych i
kosmetycznych ze wzglgdu na ich wysoka biokompatybilno$¢, zdolno$¢ zatrzymywania wody
oraz wlasciwosci bioadhezyjne. Do obu uktadow wprowadzono bazowe nanostruktury
Au@Si0O, a nastepnie oceniono wplyw ich obecnosci na wlasciwosci strukturalne,

powierzchniowe oraz funkcjonalne otrzymanych kompozytéw hydrozelowych.
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Analiza morfologii powierzchni wykonana metoda SEM potwierdzita skuteczne wbudowanie
nanostruktur do obu typow hydrozeli. W przypadku matrycy HA obecnos¢ Au@SiO»
prowadzita do wyraznego zaggszczenia struktury oraz zmniejszenia porowato$ci powierzchni,
co wskazywato na dobra dyspersje nanoczastek i ich efektywng integracje z siecig polimerowa.
Z kolei w hydrozelu HEC zaobserwowano bardziej heterogeniczng topografie powierzchni, z
lokalnymi defektami 1 zmianami mikrostruktury, sugerujacymi odmienny mechanizm
oddziatywania pomi¢dzy nanostrukturami, a matrycg celulozowa. Wyniki te potwierdzity, ze
rodzaj zastosowanego biopolimeru istotnie wplywa na organizacj¢ przestrzenng ukladu
kompozytowego. Istotne zmiany zaobserwowano rowniez w zakresie wlasciwosci
powierzchniowych hydrozeli. Pomiary kata zwilzania wykazaty, ze wprowadzenie Au@SiO»
do matrycy HA zwigkszato hydrofilowo$¢ materiatu, obnizajac warto$¢ kata zwilzania z 64,7°
do 48,4°, co moze korzystnie wptywa¢ na komfort aplikacji oraz zdolno$¢ retencji wilgoci. W
przypadku hydrozelu HEC efekt byt odmienny warto$¢ kata zwilzania wzrosta z 26,5° do
71,7°, wskazujac na zmian¢ organizacji powierzchni oraz wzrost jej heterogenicznosci.
Analiza termograwimetryczna (TGA/DTG) wykazata, ze inkorporacja Au@SiO» prowadzi do
poprawy stabilnosci termicznej obu badanych hydrozeli. Zaobserwowano przesunigcie
temperatury gtownego etapu degradacji w kierunku wyzszych wartosci oraz zmniejszenie
szybko$ci rozktadu materialu, co wskazuje na stabilizujacy wptyw zainkorporowanych
nanostruktur na sie¢ polimerows. Efekt ten przypisano barierowej funkcji warstwy
krzemionkowej, ktora ogranicza transport ciepla i opdznia proces degradacji matrycy.
Dodatkowo oceniono wptyw otrzymanych kompozytow hydrozelowych na parametry
czynno$ciowe skory poprzez pomiar poziomu nawilzenia oraz transepidermalnej utraty wody
(TEWL). Najkorzystniejsze wyniki uzyskano dla hydrozeli opartych na kwasie hialuronowym
zawierajacych Au@SiO», ktore zapewniaty dlugotrwaty wzrost stopnia nawilzenia skory oraz
obnizenie TEWL, wskazujac na poprawe funkcji bariery naskorkowej. Wyniki te sugeruja
korzystny efekt potaczenia nanostruktur z matryca hydrozelowa oraz ich potencjat do

zastosowan miejscowych.

Kluczowym elementem oceny funkcjonalnosci uktadu byt profil uwalniania
nanostruktur z hydrozelu. W przypadku matrycy HA zaobserwowano szybkie uwalnianie
Au@Si0,, gdzie ponad 80% nanostruktur zostato uwolnionych w ciggu pierwszych 20 minut.
Natomiast hydrozele na bazie HEC wykazywaly wolniejszg kinetyke uwalniania, osiggajac
podobny poziom uwolnienia dopiero po okoto 40 minutach. Wyniki te potwierdzily mozliwo$¢

modulowania profilu uwalniania poprzez odpowiedni dobor matrycy polimerowej, co ma

56



kluczowe znaczenie przy projektowaniu systemow kontrolowanego dostarczania substancji

aktywnych.

Uzyskane wyniki potwierdzily mozliwo$¢ skutecznej integracji nanostruktur Au@SiO-
z biopolimerowymi matrycami hydrozelowymi bez utraty ich funkcjonalnosci. Etap ten
stanowil potwierdzenie zasadno$ci przyjetej koncepcji projektowej oraz wykazal, ze
opracowany nosnik moze stanowi¢ uniwersalng platforme do dalszego projektowania bardziej
zaawansowanych ukladow terapeutycznych, obejmujacych w przysztosci rowniez systemy

zawierajace substancje biologicznie czynne.
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V. PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania potwierdzily, ze opracowane nanostruktury o architekturze
typu rdzen-powtoka Au@SiO; stanowig stabilng, wszechstronng i funkcjonalng platforme
nanomaterialowg o wysokim potencjale aplikacyjnym zwlaszcza w obszarze biomedycyny.
Zastosowana strategia syntezy umozliwila otrzymanie nanostruktur o jednorodnej morfologii,
wysokiej stabilnosci koloidalnej oraz korzystnych wilasciwosciach powierzchniowych, co
zostalo potwierdzone kompleksowg charakterystyka fizykochemiczng. Wykazano, ze powtoka
krzemionkowa skutecznie stabilizuje ztoty rdzen, poprawiajac trwatos¢ uktadu oraz
umozliwiajac dalsza funkcjonalizacje powierzchni. Jednocze$nie obecnos¢ SiO» ogranicza
bezposredniag ekspozycje metalicznego rdzenia na $rodowisko biologiczne, zwigkszajac

bezpieczenstwo stosowania nanostruktur.

Ocena wilasciwosci funkcjonalnych wykazata, ze nanostruktury Au@SiO> wykazuja
korzystny profil biologiczny. Brak przenikania przez modelowa barier¢ skorng wskazuje na
ich przydatno$¢ w miejscowym dostarczaniu substancji aktywnych, natomiast badania in vitro
nie wykazaly negatywnego wplywu na zywotno$¢ komorek skory (HaCaT i HDF), co
potwierdza wysoka biozgodnos$¢ opracowanego ukladu. Ponadto nanostruktury wykazaty
wyrazne wlasciwosci antyoksydacyjne, co zwigksza ich potencjal w zastosowaniach
ochronnych 1 regeneracyjnych. W badanym zakresie nie zaobserwowano interakcji z DNA co
wskazuje na brak oddziatywan genotoksycznych. Jednocze$nie brak aktywnosci katalitycznej

sugeruje niskg reaktywno$¢ uktadu w analizowanych warunkach.

Istotnym elementem pracy byto zbadanie mozliwosci wykorzystania Au@SiO2 jako
uniwersalnej platformy no$nikowej dla roznych zwigzkéw biologicznie czynnych. Badania z
wykorzystaniem antybiotykow wykazaty skuteczne sprz¢ganie zwigzkéw o odmiennych
wlasciwosciach fizykochemicznych oraz ich kontrolowane uwalnianie, przy czym szczegolnie
korzystne wyniki uzyskano dla hydrofobowej mupirocyny, dla ktérej obserwowano
zachowanie aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej oraz wydtuzony profil uwalniania. Wyniki
te potwierdzajg potencjat Au@SiO» jako platformy dostarczania lekdw. Dodatkowo wykazano
mozliwos¢ funkcjonalizacji powierzchni nanostruktur Au@SiO> zwigzkiem L-DOPA, co
rozszerzyto potencjat aplikacyjny opracowanego nanosystemu. Otrzymany uklad moze
stanowi¢ podstawe do opracowania nowych strategii dostarczania L-DOPA, w tym
potencjalnych formulacji dozylnych lub doustnych, dzigki mozliwosci ochrony zwigzku przed

utlenianiem 1 degradacjg. Ponadto wlasciwosci antyoksydacyjne samego nanosystemu moga
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dodatkowo wspiera¢ stabilno$¢ oraz aktywnos$¢ biologiczng transportowanego zwigzku.
Pomimo ograniczonej wydajnosci zatadowania leku, uktad umozliwiat jego kontrolowane
uwalnianie oraz wykazywat korzystny wplyw na parametry stresu oksydacyjnego w modelu

komoérkowym, wskazujac na mozliwo$¢ dalszego rozwoju tego typu formulacji.

Koncowy etap badan obejmowat inkorporacj¢ nanostruktur Au@SiO> do matryc
hydrozelowych opartych na kwasie hialuronowym oraz hydroksyetylocelulozie, co pozwolito
na otrzymanie funkcjonalnych uktadéw hybrydowych. Uzyskane hydrozele zachowaty
korzystne wlasciwosci strukturalne, zapewniaty skuteczne uwalnianie nanostruktur oraz
wykazywaty pozytywny wptyw na poziom nawilzenia skory i ograniczenie transepidermalnej
utraty wody. Szczegélnie obiecujace wyniki uzyskano dla uktadéw opartych na kwasie

hialuronowym, wskazujac na synergistyczne dziatanie matrycy hydrozelowej 1 nanostruktur.

Wyniki uzyskane podczas prac badawczych wskazuja, ze otrzymane nanostruktury
Au@SiO; moga stanowi¢ uniwersalng platform¢ technologiczng do projektowania
zaawansowanych systemow dostarczania substancji aktywnych o potencjale terapeutycznym,

kosmetycznym 1 diagnostycznym.
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VI. PERSPEKTYWY BADAWCZE

Perspektywy dalszych badan obejmuja przede wszystkim rozwéj i optymalizacje
metody syntezy otrzymanej platformy Au@SiO; jako nowoczesnego systemu dostarczania
substancji aktywnych, szczegélnie zwiazkéw hydrofobowych, ktorych skuteczne
wykorzystanie oraz kontrolowane uwalnianie nadal pozostaje jednym z gtownych wyzwan
wspotczesne] farmacji. Uzyskane wyniki badan wskazuja na mozliwos¢ efektywnego
sprzegania takich czgsteczek z powierzchnig nanono$nika oraz ich stabilnego, przedtuzonego
uwalniania, co otwiera droge do dalszych badan nad zwigkszeniem biodostgpnosci substancji
aktywnych, poprawa skuteczno$ci terapeutycznej oraz ograniczeniem mozliwych skutkéw

ubocznych i1 dziatan niepozadanych.

Niezwykle istotnym kierunkiem przysztych prac badawczych moze by¢ integracja
opracowanych nanostruktur z matrycami hydrozelowymi. Uzyskane wyniki pokazuja, ze
potaczenie platformy Au@SiO: z biokompatybilnymi hydrozelami umozliwia projektowanie
funkcjonalnych uktadéw do naskdérnego dostarczania substancji aktywnych, takich jak
nowoczesne opatrunki hydrozelowe czy systemy transdermalne. Takie rozwigzania moga
znalez¢ szczegdlne zastosowanie w terapii ran trudno gojacych sig, ran przewlektych, oparzen
oraz zmian dermatologicznych, gdzie poza samym dzialaniem terapeutycznym istotne jest
takze utrzymanie odpowiedniego mikrosrodowiska wilgotnego sprzyjajacego regeneracji

tkanek.

W dalszej perspektywie opracowana platforma moze stanowi¢ uniwersalne narzedzie
badawcze umozliwiajagce oceng wplywu nanono$nika na skuteczno$¢ istniejgcych
farmakoterapii poprzez zwigkszenie biodostgpnosci substancji czynnych, wydtuzenie czasu ich
dzialania, ograniczenie dzialan niepozadanych oraz mozliwos¢ bardziej precyzyjnego
dostarczanie lekow. Modutowa budowa platformy Au@SiO2 umozliwia jej adaptacje do
roznych grup terapeutycznych, od antybiotykéw, przez zwigzki neuroaktywne, az po
substancje kosmetyczne 1 regeneracyjne. Dalsze badania mogg koncentrowac si¢ na
optymalizacji wlasciwosci fizykochemicznych nanouktadu, analizie bezpieczenstwa
biologicznego, biodystrybucji, metabolizmu oraz skutecznosci terapeutycznej w modelach in
vitro 1 in vivo co czyni je wartosciowym narzedziem do projektowania przysztych

spersonalizowanych terapii oraz zaawansowanych materialdéw biomedycznych.
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Istotnym kierunkiem dalszych badan moze by¢ réwniez optymalizacja procesu syntezy
nanostruktur Au@SiO» z wykorzystaniem metod statystycznych oraz narzedzi wspomaganych
komputerowo. Ze wzgledu na ztozone i nieliniowe zalezno$ci pomi¢dzy parametrami syntezy,
a wlasciwos$ciami koncowego nanomateriatu, klasyczne podejscie oparte na metodzie prob i
btedow moze by¢ niewystarczajace w projektowaniu stabilnych 1 funkcjonalnych
nanosystemow. Wykorzystanie metodologii planowania eksperymentu (ang. Design of
Experiments, DoE), w szczego6lnosci metod powierzchni odpowiedzi (ang. Response Surface
Methodology, RSM), moze umozliwi¢ racjonalng optymalizacj¢ parametroéw procesu syntezy
w celu uzyskania nanostruktur o pozadanych wtasciwosciach fizykochemicznych, takich jak
wysoka stabilnos¢ koloidalna czy kontrolowana grubos$¢ powtoki krzemionkowej. Podejscie to
moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia powtarzalno$ci procesu, ograniczenia kosztow i czasu
eksperymentalnego oraz utatwi¢ skalowanie syntezy, stanowigc istotny krok w kierunku

praktycznego wdrozenia platform Au@SiO2 do zastosowan biomedycznych.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Drug delivery system
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Gold nanoparticles

Gold nanoparticles (Au NPs) are widely used in medicine, however, their tendency to agglomerate can increase
toxicity, which is a significant limitation. To counteract this, they are covered with a neutral coating, e.g. silica,
which, among other things, allows their use as drug delivery systems. In this publication, Au@SiO2 nano-
structures were synthesized and functionalized with antibiotics - amoxicillin (AMOX) or mupirocin (MUP). The
nanocarriers were characterized by spectroscopic, microscopic, wettability, cytotoxicity and percutaneous

permeability tests. In addition, microbiological tests were performed, and the drug release rate of the
nanostructure-antibiotic conjugates was investigated. Preliminary results showed that Au@SiO; can deliver even
hydrophobic drugs and provide a prolonged release of the active substance. The nanocarriers showed low
cytotoxicity and did not penetrate the skin. Moreover, conjugation with antibiotics indicates the potential of
these nanomaterials as innovative components of hydrogel dressings for difficult-to-heal wounds.

Introduction

Undoubtedly, antibiotics have played an important role in the pro-
tection and saving of human health and life from infections caused by
pathogens.]'2 The improper use of antibiotics and, above all, their
excessive abuse have led to the development of resistance by microor-
ganisms to the drugs used in treatments, causing increasingly less
effective treatment.>* Antibiotic resistance is one of the biggest health
problems in the world, due to which about 700 thousand deaths are
recorded worldwide each year.” It is predicted that by 2050, infectious
diseases and the decreasing effectiveness of antibiotic therapy may be
one of the leading causes of mortality in the world and cause 10 million
deaths.®

Nanotechnology is one tool currently being studied to solve the
problem of drug resistance in microorganisms. Nanometric structures
are currently one of the most promising strategies to overcome this
problem, and their application as nanosystems for drug delivery con-
stitutes a significant part of research on nanomedicine.” Among the
carriers, metallic nanoparticles, including nanogold (Au NPs), arouse
great interest, and they are a suitable platform for developing new

* Corresponding author.

efficient drug delivery systems.® ' A significant advantage is the pos-
sibility of modifying and tuning the surface of nanoparticles, which
makes it possible to attach even hydrophobic drugs.'? There are also
various approaches to drug loading through covalent attachment and
non-covalent interactions, depending on the intended application.
Furthermore, Au NPs have been reported to exhibit antioxidant and anti-
inflammatory effects, which may be beneficial in biomedical applica-
tions.''¥ The use of Au NPs as a delivery nanosystem, makes it possible
to obtain a multifunctional system characterized by the combined
properties of Au NPs and the attached drug molecule. One disadvantage
of nanoparticles is their potential toxicity, which is influenced by,
among others thing, the size and shape of the obtained nanostructures or
stabilizers that are used during the synthesis of nanomaterials. The
above factors can cause the formation of agglomerates, which pose a
high risk of cytotoxicity.'>'® To counteract toxicity, nanostructures are
surrounded by a protective shell that provides stability. This combina-
tion is called core-shell nanostructures, with an even wider range of
possibilities, including drug delivery systems.'” Nanostructures based
on Au@SiO2 have already been explored as drug delivery platforms,
demonstrating their potential as nanocarriers for therapeutic

E-mail addresses: agata.kowalska@ug.edu.pl (A. Kowalska), elzbieta.adamska@ug.edu.pl (E. Adamska), anna.wcislo@ug.edu.pl (A. Wcisto), michal.sroczynski@
phdstud.ug.edu.pl (M. Sroczynski), magdalena.datta@phdstud.ug.edu.pl (M. Datta), janusz.rak@ug.edu.pl (J. Rak), piotr.skowron@ug.edu.pl (P. Skowron), beata.
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molecules.'® However, most reported studies focus primarily on mate-
rial synthesis and basic physicochemical characterization.

In our research, we designed novel core-shell nanostructures conju-
gated with two antibiotics, amoxicillin (AMOX) or mupirocin (MUP). Au
NPs serve as a base enabling controlled growth of the silica shell and the
formation of a well-defined core-shell architecture. Combining the
properties of a nanostructure core by enveloping them with a silica
coating minimizes possible cytotoxicity, instability and ensures
biocompatibility and functionalization through antibiotic immobiliza-
tion, creating a multifunctional nanomaterial that can be used, among
other things, as an innovative component of hydrogel dressings for
difficult-to-heal wounds. The system design is based on the synergistic
interplay between the structural Au NP core, functional SiO, shell, and
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the biologically active drug. The conjugates will have a bactericidal
effect due to the presence of the antibiotic and antioxidant properties
demonstrated by gold nanoparticles.'®'° In addition, the pores in the
silica shell allow for the packing of drug molecules and their slower
release over time.'”

In addition, we synthesized and characterized the nanocarrier itself
(Au@SiO3) using spectroscopic (FT-IR, UV-Vis), microscopic (TEM)
methods, and thermogravimetric analysis. The stability, surface tension,
and surface properties of the nanomaterial were also determined. The
studies also included toxicity assessment of skin cell lines and perme-
ability through skin coatings. In addition, a procedure for conjugating
the carrier with a selected antibiotic was developed, the degree of drug
release over time was examined, and microbiological tests were
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Fig. 1. TEM images and diagrams of the particle diameter for a) Au NPs, b) SiO, NPs, and ¢) Au@SiO-.
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performed. Preliminary studies have shown that the prepared conju-
gates are effective even in the case of hydrophobic drugs. In addition,
compared to a solution of the antibiotic alone, they achieve a similar
therapeutic effect at a much lower dose of the drug released from the
carrier.

Methods

The procedures for the synthesis and characterization of nano-
structures and their conjugates with antibiotics are presented in the
supplementary materials (section S1).

Results and discussion
Characterization of obtained Au@SiO core-shell nanostructures

Transmission electron microscopy (TEM)

This imaging method is extremely useful for determining and char-
acterizing samples in terms of morphology. We can determine the size,
shape, and distribution.?’ Fig. 1 shows TEM micrographs and size his-
tograms taken of the obtained samples. Fig. 1a shows a photo of the Au
NPs that were obtained. Based on the scale, it can be concluded that the
highest intensity of NPs is in the size range of about 20 nm, moreover,
they have a spherical shape, and they are quite homogeneous. The ob-
tained SiO5 NPs are shown in Fig. 1b, and it can be observed that they
have a spherical shape, and their diameter size is most often about 200
nm. In turn, Fig. 1c shows the synthesized Au@SiO; nanostructures,
which are exceptionally homogeneous in terms of morphology, and their
total size is about 90 nm, which is also visible in the histogram. Addi-
tionally, the figure distinctly highlights the significant contrast between
the core and the shell. The black color indicates the presence of gold
nanoparticles as cores, and the gray shell is the silica layer. The cores are
approximately 20 nm in size, while the silica shell thickness determined
from TEM images is typically 35 nm.

Spectroscopy UV-Vis

Spectroscopic methods, including UV-Vis spectroscopy, can be used
to identify and confirm the composition of the nanomaterial, including
determining the presence of, e.g., nanoparticles in a given preparation.
According to the literature data, gold nanoparticles have maximum
absorption in the range of 500-600 nm.>! Fig. 2 shows the absorbance
spectra taken for the samples that were obtained. For Au@SiOs core-shell
nanostructures (Fig. 2b) and Au NPs (Fig. 2a), peaks related to the ab-
sorption maximum at a wavelength of 520 nm are observed. This result
confirms the nanogold in both samples and indicates that the average
size of the obtained nanoparticles is about 20 nm.? In turn, the visible
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spectrum taken for SiO5 NPs (Fig. 2a) in this range does not show any
characteristic peaks, which was also confirmed in other works.**

Dynamic Light Scattering - particle size analysis (DLS)

Analysis of particle size distribution can be a complementary method
to determine the size of a nanomaterial by analyzing TEM images. The
size diagrams of the nanomaterials are presented in Fig. S1. The
maximum size distribution of Au NPs is around 30 nm, while for
Au@SiOs it is approximately 100-120 nm due to presence of the silica
shell. The polydispersity index (PDI) for Au NPs was determined to be
0.283, and for Au@SiOz was 0.253 indicating moderately narrow hy-
drodynamic size distributions and acceptable colloidal uniformity. The
values read from the analyzed TEM photos are slightly smaller. The
reason for the larger differences obtained in the diagram may be the
measurement of two nanoparticles that are located close to each other
and the fact that the measurements are influenced by surface layers and
solvent interactions.

Electrophoretic Light Scattering - zeta potential (ELS)

Based on the measured zeta potential, it can be determined whether
the colloidal solution can be considered stable or unstable. Values < —30
or > 30 mV are regarded as the limit range of values defining the sta-
bility of dispersion.? The measured zeta potential for Au NPs is pre-
sented in Fig. S2a and is —42 mV. The negative value may be due to
using negatively charged citrate ions from the reducing agent used. The
result for the Au@SiO, sample is shown in Fig. S2b. The obtained po-
tential value is —35 mV, and the negative value is due to negatively
charged places on the surface of the silica shell. The obtained results
confirm that stable nanomaterials were successfully obtained, which is
an extremely important issue when planning the use of nanostructures in
the medical and pharmaceutical industries.

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

Transmittance spectra were also recorded for the obtained nano-
material samples (Fig. S3). Fig. S3a presents the transmittance spectrum
taken for Au NPs. It shows broad absorption bands in the range above
3000 cm™!. This signal comes from stretching vibrations of the ~-OH
group; also, from this group, a signal is visible at 1590 cm™1*° The
presence of hydroxyl groups may be due to adsorbed water on the sur-
face of the nanoparticles. The IR band seen at 1400 cm ! is attributed to
the bending signals coming from C-O-H, which is most likely due to the
sodium citrate used to obtain the nanoparticles.?®*” The visible spec-
trum obtained for Au@SiO, nanostructures, in addition to the signals
mentioned above, also shows signals at 2850 and 2920 cm™! from
stretching vibrations of methylene groups (~CHy), which are attributed
to vibrations of ethanol molecules that were used in the synthesis
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Fig. 2. Absorption spectra for a) Au NPs, SiO, NPs, and b) Au@SiO,.
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process and were adsorbed on the sample surface. Absorption bands of
—OH groups may also appear due to the presence of ethanol. Bands from
the silica shell were also recorded, visible at 1200 cm™! and 1100 cm ™!
signals corresponding to stretching vibrations of siloxane groups.?®%°
Fig. S3b shows the spectrum recorded for SiO; NPs. The strong bands at
470, 800, and 1100 cm™! from stretching vibrations of symmetric and
asymmetric siloxane groups are visible, while the band visible at 950
cm ! corresponds to stretching vibrations from silanol groups occurring
in the silica lattice.’ In contrast, all bands present on the spectrum
above 1300 cm ™! come from vibrations of ethanol molecules.

Thermogravimetric analysis (TG)

As part of the characterization, thermogravimetric analysis (TGA)
and derivative thermogravimetric (DTG) analysis were performed for
samples of SiOy NPs and Au@SiO5 (Fig. S4). For SiOy NPs, the weight
loss of 10.52% between 50 and 200 °C results from the desorption of
water adsorbed on the surface of the nanoparticles.®! The weight loss for
SiO, NPs and Au@SiOy core-shell nanostructures between 100 and
500 °C is 15.24%; related to the reduction of ~OH groups on the silica
surface. In contrast, for SiOy NPs, the weight loss of 2.08% in the
450-700 °C range was associated with the decomposition of the residual
organic group (CH3CH,-) from TEOS.%%%3

Water contact angle measurement (wettability measurements)

To assess the nature of the surface of nanomaterials, a series of
contact angle measurements were performed; assessing such properties
is extremely important in planning subsequent possible uses and appli-
cations of the nanomaterial. Measurements were made for thin layers of
the obtained nanostructures applied to a glass plate and for a reference
test on clean glass. The results presented in Fig. S5 and Table 1 show that
a hydrophilic surface characterizes all nanomaterials. Pure Au NPs have
a contact angle of 44.2°, while SiO5 NPs are so hydrophilic that the angle
is immeasurable. Additionally, covering Au NPs with a silica coating
causes a significant reduction in the wetting angle to 11.1°. It should be
noted that although silica constitutes the outermost surface of both SiOy
nanoparticles and Au@SiO; core-shell nanostructures, their wetting
behavior is not identical. This suggests that differences in the structural
condensation of the silica layer and the accessibility of surface silanol
groups, rather than particle size alone, contribute to the observed
variation in water contact angle.

The relatively high surface tension value (Table 1) for the Au NPs
sample might indicate that Au NPs do not significantly disrupt the
cohesive forces between water molecules (SFT 74.32 + 0.75). This could
be due to the particles being relatively non-reactive or having a surface
coating that minimally interacts with water. On the other hand, the high
surface tension for SiO, NPs, despite the hydrophilic nature, might be
attributed to the forming of a strong solid-liquid interface due to the
extensive hydrogen bonding between the silanol groups on the silica
surface and water molecules. This could lead to a more ordered water
structure at the interface, increasing surface tension. The lower surface
tension value for Au@SiO, compared to SiO3 NPs could be attributed to
the presence of the gold core, which might introduce some hydrophobic
character or alter the surface silanol groups' accessibility to water mol-
ecules, leading to a slight decrease in surface tension.

The differences in water contact angles and surface tension of sus-
pensions among Au NPs, SiOy NPs, and Au@SiOs core-shell nanoparticles

Table 1

Water contact angle and surface tension values for measured nanomaterials.
Sample WCA [°] SFT [mN/m]
Au NPs 44.20 + 0.34 69.49 + 0.81
SiOy NPs - 71.32 £0.17
Au@SiO, 11.01 £+ 2.23 61.90 + 0.88
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highlight the importance of surface chemistry and composition in
determining the wetting properties and interactions with water. The
hydrophilic nature of silica plays a dominant role in the behavior of SiO,
NPs and Au@SiO; nanoparticles, while the surface properties of Au NPs
suggest a more balanced or modifiable surface chemistry. These findings
underscore the potential for tailoring the surface properties of nano-
materials to achieve desired wetting characteristics and interactions
with aqueous environments, which is crucial for applications in sensors,
catalysis, drug delivery, and more.

Transdermal permeability test

For the obtained Au@SiO» sample, tests were conducted to assess the
transdermal permeability through biological membranes, as shown in
Fig. 3a. The permeability test was evaluated after a week using UV-Vis
spectroscopy. For this purpose, a solution was taken from the Franz
chamber (gray line), and a reference solution (blue line) was prepared
containing the total volume of nanostructures applied to the membrane.
The reference solution shows an absorption maximum at a wavelength
characteristic of Au@SiO4 core-shell nanostructures. In contrast, the
solution taken from the diffusion chamber does not show an absorption
band, meaning there are no Au@SiO; nanostructures in the solution.
Therefore, it can be concluded that the nanostructures completely stop
on the skin and do not penetrate it. Moreover, in order to determine the
limit of detection (LOD) of Au@SiO; nanostructures (Fig. 3b), a series of
dilutions were made and examined spectrophotometrically; the lowest
detectable concentration was 4.74 x 1078 M.

Cytotoxicity on skin cell lines

Fig. 4 shows viability plots of skin cells derived from (a) keratino-
cytes (HaCaT) and (b) fibroblast cell lines (HDF) treated with Au NPs,
SiOy NPs, and Au@SiOs, respectively. Analysis of the results obtained
allows us to conclude that none of the nanomaterials mentioned above
poses a risk of cytotoxicity to the given skin cell lines. Moreover, using a
silica shell around the Au NPs makes such a hybrid nanomaterial the
safest, even at the highest concentrations used in the study. The results
obtained confirm that the use of Au@SiO; as a carrier for drugs applied
to the skin is safe.

Au@SiO; nanostructures as an antibiotic delivery system

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

Fig. 5a shows the FT-IR spectra obtained for AMOX and Au@SiOy/
AMOX. The spectrum of AMOX shows two broad and strong signals at
1680 and 1580 cm ', which can be assigned to hydroxyl groups. The
visible broad band above 3000 cm ™! is present due to the presence of
—OH and -NH experienced by COOH and NH; groups. The FT-IR spectra
of MUP and Au@SiO,/MUP are shown in Fig. 5b. The spectrum of MUP
shows a characteristic band at 1700 cm ™! corresponding to the C—0
stretching. The bands at 2850 and 2920 cm™! are attributed to C—H
deformation. Many bands are visible in the range around 1100 cm™?,
corresponding to the stretching vibrations from C-O-C. In both cases of
Au@SiO2/AMOX and Au@SiO2/MUP, characteristic peaks for the silica
shell appear. The peaks corresponding to antibiotics were shifted, less
visible, or completely disappeared in the FT-IR spectra. This may indi-
cate the formation of non-covalent bonds between the nanostructures
and antibiotics, which suggests the effective loading of drug molecules
in the silica pores of the nanostructures.

Drug release

Figs. 6 and 7 show the results of the drug release study from obtained
nanostructures. In the case of the Au@SiOy/AMOX carrier (Fig. 6), an
increase in drug release over time can be observed; after a week, the
concentration of released AMOX was the highest and amounted to
0.5087 mg/mL, i.e., 50% of the dose was released from the carrier. On



A. Kowalska et al.

a)
0.15
solution from Franz chamber
Au@SiO, (6,07x10° M)
S 0104
©
@
Q
c
©
Qo
—_
Q0054
E-1
<L
0.00

T
500 600

Wavelength/ nm

700

Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine 73 (2026) 102921

b)

0.15
Concentration of Au@SiO,

6,07x10°M
3,04x10°M
—1,52x10° M
——7,59x10"M
———3,79x107M

1,90x107 M
——9,48x10"M
4,74x10°M

o
o
1

Absorbance/ a.u.
g

»k,_\
=
600

0.00

T
400 500

Wavelength/ nm

700
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the other hand, the tests performed for Au@SiO,/MUP (Fig. 7) also
confirm that the longer the time, the higher the dose of antibiotic is
released. Still, these are lower values than for Au@SiO,/AMOX because,
after a week, 11.5% of the amount of loaded drug in the nanocarrier was
released. This difference reflects the distinct physicochemical properties
of the antibiotics, particularly their hydrophilicity and molecular in-
teractions with the silica shell.

These release profiles provide a basis for discussing the functional
performance of the Au@SiO2 nanocarriers in relation to drug-carrier
interactions. The primary objective of this study was to establish a
proof-of-concept platform for Au@SiO, nanocarriers and to identify
their affinity and compatibility with antibiotics of different physico-
chemical properties. Rather than optimizing quantitative encapsulation

parameters, the loading strategy was designed to qualitatively assess
how the proposed nanocarriers interact with hydrophilic and hydro-
phobic drugs and how these interactions translate into drug retention
and release behavior under biologically relevant conditions. In this
context, the performance of the proposed Au@SiO, nanocarriers can be
discussed relative to reported silica-based delivery systems. Gold-
mesoporous silica nanocarriers have been shown to achieve high
loading efficiencies for amoxicillin, primarily due to their developed
mesoporosity. However, these systems typically exhibit limited cumu-
lative release under physiological conditions, often not exceeding
~10-15% over several days.'®

In contrast, the Au@SiO; nanocarriers developed in the present work
demonstrate a substantially higher cumulative release of amoxicillin,
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reaching approximately 50% after 7 days, despite the absence of mes- can be achieved through controlled drug retention and release, rather
oporosity. This observation suggests that efficient therapeutic delivery than high encapsulation efficiency alone.
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The delivery of mupirocin, a highly hydrophobic antibiotic, repre-
sents an additional challenge in nanocarrier design. Previous studies
employing silica-based carriers for mupirocin delivery report successful
drug incorporation but are frequently associated with rapid or burst-
type release profiles, limiting prolonged antimicrobial action. For
example, silica microspheres loaded with mupirocin exhibited initial
burst release followed by limited sustained delivery in wound healing
scaffolds.>

In comparison, the sustained release of mupirocin observed for the
Au@SiOy system (~11.5% after 7 days) highlights the ability of the
silica shell to effectively retain hydrophobic molecules and enable pro-
longed release, which is particularly advantageous for topical nano-
medicine applications.

Zone of inhibition test for antimicrobial activity

All tested formulations cause zones of inhibited growth. This proves
that the E. coli strain is sensitive to the active substances used in the test.
The main difference between plates is in the diameter of the inhibition
zones.

These zones are similar in MUP and Au@SiO5/MUP. It can be seen

that in AMOX and Au@SiO,/AMOX, the difference between antibiotic
and core-shell/antibiotic is about 10 mm between successively used
masses of preparations. Due to the smaller zones of growth inhibition on
plates with Au@SiO,/AMOX compared to AMOX, it can be suspected
that nanostructures reduce the diffusion of the antibiotic deep into the
medium or reduce its thermal stability. All diameters of the Zone of
Inhibition are in Table 2.

Additionally, all the plates began to appear and grow around the
edge of the zones satellite colonies, as shown in Fig. 8. The causes of this
can be the declining concentration of active substances and their ther-
mal degradation. In comparison to both AMOX and Au@SiO2/AMOX,
comparable differences in the number of satellite colonies could not be
observed. However, there is an evident difference between MUP and
Au@SiO,/MUP. Fewer satellite colonies are observed on the Au@SiO,/
MUP plate than on the MUP analysis plate (the satellite colonies are
smaller), which may indicate a greater thermal resistance to the
degradation of Au@SiOy/MUP particles.

Minimum inhibitory concentration

As shown in Table 3, the MIC is 15.63 pg/mL for AMOX, and for
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Table 2
Antimicrobial activity of antibiotics (MUP and AMOX) with or without nano-
structures against E. coli K38 KPD 92-BA.

The active Quantity Diameter of the Zone of Standard
substance in [ngl Inhibition [mm)] deviation
sample Measurement Average (+SD)
AMOX 10 17 18 17 173 0.6

20 21 21 22 21.3 0.6

30 25 26 26 25.7 0.6
Au@SiO2/AMOX 10 6 7 6 6.3 0.6

20 11 10 10 103 0.6

30 16 15 13 14.7 1.5
MUP 10 23 22 23 227 0.6

20 28 27 27 273 0.6

30 31 30 30 30.3 0.6
Au@SiO,/MUP 10 24 25 24 243 0.6

20 28 27 28 277 0.6

30 33 28 31 307 2.5

Fig. 8. Exemplary photographs of Zone of Inhibition test results of antibiotics
(MUP and AMOX) with or without Au@SiO, used against E. coli K38 KPD 92-
BA. Tested compounds were applied on each plate in the amounts of 10, 20
and 30 pg at equal distances from each other and incubated overnight at 37 °C.
a) AMOX, b) Au@SiO,/AMOX, c¢) MUP and d) Au@SiO,/MUP.

Au@SiO/AMOX is 62.5 pg/mL. The same MIC is for MUP and
Au@SiO2/MUP, which is 31.25 pg/mL. Moreover, there are correlations
between MIC and ZI; both of them are dependent on each other. If the
bacterial strain is sensitive to the active substance, the value of MIC is
low, while the diameter of ZI is large.

Conclusions

In conclusion, new nanotechnology-based drug delivery nano-
systems based on Au@SiO; core-shell nanostructures for hydrophilic
and hydrophobic antibiotics have been successfully fabricated. The
fabricated Au@SiO, core-shell nanosystems show colloidal stability,
homogeneity in shape and size, a hydrophilic surface, and safety when
used in skin cells. AMOX and MUP antibiotics were incorporated into
Au@SiOy core-shell nanostructures to improve their effectiveness at
lower, safer concentrations. The results show that in both cases,
Au@SiO2/AMOX and Au@SiO2/MUP conjugates were characterized by
microbiological activity. The most significant difference in antibiotic
activity combined with Au@SiO; or without them was for nanosystems

Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine 73 (2026) 102921

Table 3

Minimum inhibitory concentration (MIC) of antibiotics (mupirocin and amoxi-
cillin) with or without NPs against E. coli K38 KPD 92-BA. On gray or “+”
bacterial culture, still grew; on white or “—” was stopped. The positive control
(K+) contains bacterial inoculum and LB media, and the negative control (K-)
contains only LB media. The MIC has the lowest antibiotic concentration and
inhibits bacterial growth.

MUP Au@SiOy/ AMOX  Au@SiOy/

MUP AMOX
1 Antibiotic 250.00  250.00 250.00  250.00
2 concentrations [pg/ 125.00  125.00 125.00  125.00
3 mL] 62.50 62.50 62.50 62.50
4 31.25 31.25 31.25 31.25
5 15.63 15.63 15.63 15.63
6 7.81 7.81 7.81 7.81
7 3.91 3.91 3.91 3.91
8 1.95 1.95 1.95 1.95
9 0.98 0.98 0.98 0.98
10 0.49 0.49 0.49 0.49
K+ + + + +
K- — — — —
MIC pg/mL 31.25 31.25 15.63 62.5

with AMOX. It seems that the presence of core-shell nanostructures
interfered with the effect of the antibiotic (high value of NPs-AMOX MIC
and the smallest diameter in ZI, compared to others). The activity of
Au@SiO,/MUP or without core-shell nanostructures was the same
(same MIC value and similar ZI diameters). The only difference between
activities was that more satellite colonies appeared on plates with MUP
than NPs-MUP on the ZI test.

The most important information from our studies is that lower doses
of drugs released over time cause a therapeutic effect, which is espe-
cially visible in the case of Au@SiO2/AMOX nanosystem. However, in
the case of the Au@SiO,/MUP nanosystem, the impact is comparable to
the antibiotic itself.

The above studies show that the nanocarriers obtained are excellent
delivery systems for hydrophobic drugs. The development of the field of
nanotechnology also creates a predisposition to extend research work
with more advanced techniques and a more thorough analysis of
nanostructures as carriers of medicinal substances, including antibiotics,
to search for increasingly effective therapeutic therapies.
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S1. Materials and methods

All reagents and solvents were of analytical grade and used without purification.
Tetrachloroauric acid (HAuCly), trisodium citrate dihydrate (CsHsNa3O7-2H,O, NaCit),
ammonia water (25%, NH4OH), ethanol (C:HsOH, EtOH), tetracthyl orthosilicate (SiCsH20Os4,
TEOS), mupirocin (Cz6H4409, MUP), amoxicillin (CicHi19N3OsS, AMOX), purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA-IL). The MTT assay was conducted to evaluate the
cytotoxic effects of the investigated compounds on melanoma cells (A375 line, ATCC), human
keratinocyte cells (HaCaT line, CLS), and human fibroblasts (HDF line, CLS). All three cell
lines were cultured in high glucose DMEM medium (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (ThermoFisher Scientific) and antibiotics
(penicillin and streptomycin at a concentration of 100 U-mL™!', ThermoFisher Scientific).
Lysogeny Agar (LA) containing 1.5% of agar, was prepared from Lysogeny Broth (LB): peptic
digest of soybean, 10 g, yeast extract, 5g and NaCl, 10 g (BTL sp. z o. o.; £.6dz, Poland). Semi-
liquid LA medium (containing 0.6% of agar), PBS Buffer was prepared from as: 137 mM NaCl;
2.7 mM KCI (POCH S.A., Gliwice, Poland); 10 mM Na,HPOj4 (Sigma-Aldrich); 1.8 mM
KH>PO; (Sigma-Aldrich). The bacteria Escherichia coli K38 KPD 92-BA (E. coli),
corresponding to ATCC 35049, was from KPD collection (Faculty of Biology, University of
Gdansk., Poland). Amoxicil-containing preparations correspond to Amoxiciline (AMOX).
AMOX was noncovalently bonded to nanoparticles (Au@SiO/AMOX). Mupirocin-containing
preparations correspond to Mupirocin (MUP). MUP was noncovalently bonded to nanoparticles
(Au@SiO»/MUP). All samples were prepared using deionized water produced in the Hydrolab
system (Hydrolab Sp. Z.0.0. Straszyn, Poland).

Synthesis of Au NPs

Au NPs were synthesized using the chemical reduction method. 100 mL of a 0.25 mM HAuCly
precursor solution was prepared and heated to 100°C. Then, 0.7 mL of a 5% NaCit solution was
prepared, which was added to the previous precursor solution and stirred for 30 minutes at reflux
temperature, when the ruby color appears.

Synthesis of SiO: NPs

The mixture was prepared by mixing the following reagents: TEOS, EtOH, H,O, and NHsOH
in appropriate proportions 1:16:2:1.5. The prepared solution was stirred for 8 hours on a
magnetic stirrer at 500 rpm and 50 °C. Then, the precipitate was centrifuged, washed twice with
water and ethanol, and left to dry. Depending on the further use, SiO, NPs were used in the form
of a powder or a dispersion solution in water.



Synthesis of Au@SiO;

To synthesize Au@SiO; core-shell nanostructures, previously prepared Au NPs colloid and
EtOH were mixed in a ratio of 1:5.5. Then, TEOS, the concentration of which in the reaction
solution was 2.79 x 10~ M, and NH4OH were added to adjust the pH of the reaction solution to
11. The solution was stirred for 24 h using a magnetic stirrer (500 rpm) at 50°C. The Au@SiO>
nanostructures were then centrifuged and redispersed in water.

Preparation of Au@SiOy/AMOX and Au@SiOyMUP

To obtain nanocarriers of selected antibiotics AMOX or MUP, 3 mL of Au@SiO, nanostructures
were taken, and then mixed with the antibiotic in such an amount to obtain 10 mL of the stock
solution with a concentration of 1 mg/mL. The reactions were carried out for 48 h under
continuous mixing on a magnetic stirrer (500 rpm). Then, a purification step was performed to
remove excess unattached drug particles by centrifuging the solution for 20 min at 500 rpm and
then dispersing it in water.

Characterization

The morphology of the obtained nanostructures was assessed using a Transmission Electron
Microscope (TEM) measurement, which was performed using a Tecnai G2 Spirit BioTWIN FEI
microscope (Eindhoven, The Netherlands), operated at 120 kV. The samples were dispersed in
water and sonicated. Absorption spectra were made using a UV-Vis spectrophotometer, Perkin
Elmer, model Lambda 650 (Shelton, CT, USA). Measurements were made at a temperature of
298 K, using spectrophotometric cuvettes in an aqueous solution. The UV-Vis spectrum was
made at 300-800 nm. The zeta potential was measured by Electrophoretic Light Scattering
(ELS), with a measurement range of > +/-1000 mV. In contrast, the particle size measurement
was measured by Dynamic Light Scattering (DLS); the measurement range was 0.3 nm to 10
pm (particle diameter). Both measurements were performed using the Litesizer 500, ANTON-
PAAR. Fourier-transform infrared (FT-IR) spectra were taken with a Bruker [FS66 FT-IR
spectrometer (Ettlingen, Germany), using the KBr pellet or CaF, substrates method. FT-IR
spectrum was recorded between 4000 and 400 cm’. Thermogravimetric analysis of
nanostructures was carried out using a Jupiter STA 449 F3 derivatograph coupled to a QMS 403
C quadrupole mass spectrometer (NETZSCH, Germany). Measurements were carried out in an
inert gas (nitrogen) atmosphere, in the temperature range from 50 to 1000°C, with a heating rate
of 10°C/min. Water angle measurements were made with a Kruss DSA100 goniometer
(Hamburg, Germany). A suspension of nanoparticles dispersed in ethanol was applied to a glass
plate and allowed to evaporate at room temperature. The nanoparticle surface that was thus
formed was subjected to further testing. A drop of water of 2 ul. was applied with a syringe to
the surface made of the tested nanoparticles. The contact angle on both sides of the drop was
measured using a CCD camera. After digital image analysis, the average contact angle was
determined using the Young-Laplace method. Each measurement was repeated 20 times. The
pendant drop method was implemented to quantify the surface tension of the nanomaterial
suspensions under investigation. A capillary tube (steel needle) suspends a droplet of the liquid
being tested. The drop shape's suited contour is the source of the surface tension. Each
measurement was repeated 30 times.

Permeability through skin membranes

In the transdermal permeability study, porcine skin was used as a membrane. Full-thickness skin
was prepared, fat was removed, and hair was shaved. All pieces of porcine skin were then stored
in a freezer at —25 °C. This storage method does not damage the skin, and no difference in
permeability was observed between fresh and frozen skin pieces [21]. A vertical Franz-type cell
was used to characterize penetration. The Franz-type diffusion cell used in this study was made
of borosilicate glass with a 2 cm diameter hole in the center, the same size as the hole in the
vertical receptor cell, which is placed on top of the membrane. The membrane was placed on



top of the vertical receptor cell and tightly clamped. The exposed skin area was 3.1 cm?, and the
average thickness of the membranes was 1.7 mm. The receptor cell was filled with buffer (pH
7.4), and a small Teflon-coated magnetic stirrer was used for stirring at 500 rpm. The flow rate
was 5 mL/min during the study at a constant temperature of 32 £ 0.5°C. After equilibration for
30 min., the Au@SiO, sample was dripped onto the membrane. A defined volume (250 puL) was
dripped for 5 days at the same time every day. Then, the cell solution was examined for the
presence of nanostructures by UV-Vis spectroscopy.

Cytotoxicity test

Cells were seeded at a density of 4000 cells per well in 96-well plates and then incubated at
37°Cina 5% CO; atmosphere. The cells were treated with varying concentrations of compounds
ranging from 0.1 to 100 mg/mL or with water (H>O) as a control and further incubated for 48
hours. Subsequently, MTT salt solution (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide, VWR) was added at a concentration of 4 mg/mL (25 pL per well). After 3 hours of
incubation, the resulting formazan product was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO).
Absorbance at 570 nm was measured using an EnSpire microplate reader (Perkin Elmer) with
a reference wavelength of 660 nm. The viability of control cells was considered 100%. The
experiment was independently repeated three times in triplicate. Statistical analysis of the results
was performed using GraphPad Prism 7 software.

Drug release study

To calculate the amount of released drug (antibiotic) from nanocarriers, a series of dilutions of
the initial solutions of antibiotics alone were made, in which the concentration in both cases was
1 mg/mL and measured spectrophotometrically. Based on the obtained spectra, standard curves
were also made, showing the dependence of absorbance on the concentration of the substance,
which helped to determine the concentration of released antibiotics. The drug release rate was
studied using the membrane dialysis technique. For this purpose, 3 mL of Au@SiO/AMOX or
Au@SiO/MUP were placed in a dialysis bag (100-500 Da) and transferred to a closed sterile
container with a capacity of 50 mL. The container was filled with PBS buffer and kept at room
temperature with constant stirring. Then, a small amount of the buffer with the released drug
was taken, and spectrophotometric measurements were performed after 24, 48, and 168 h,
respectively.

Zone of Inhibition Test for Antimicrobial Activity

The Zone of Inhibition Test (ZI), also known as The Kirby-Bauer Test, is a qualitative method
used to measure antibiotic resistance to test the ability of a given compound to inhibit microbial
growth. For this purpose, Petri dishes with LA were prepared. For that prepared plate, semi-
liquid agar was poured on top of the solidified media with the addition of 200 pL of test bacterial
culture (CFU/mL = 5.35x10%). Following solidification of semi-liquid LA medium (£ 15
minutes), the plate was divided into three areas and then, in the middle of them, an overlay of
10, 20, and 30 ug NPs with or without antibiotics and PBS as a control was made All Petri
dishes were incubated at 37°C The test was conducted in three independent repeats.

Minimum Inhibitory Concentration
A Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test was conducted to determine the lowest

concentration that inhibits bacterial growth. Serial dilutions were prepared from a nanoparticle
stock at a concentration of 500 ug/mL. Into all tubes from serial dilution, 2 mL E. coli inoculum
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was added to a final concentration of 5x10° CFU/mL. For positive controls, there were tubes
with LB medium and bacterial culture, while for negative control, only LB medium was here
positive controls there were used tubes with LB medium and bacterial culture, while for negative
control only LB medium was applied. The test reactions were cultured at 37°C for 16.5 h with
220 rpm agitation. Subsequently, the bacteria concentration was determined by measuring the
optical density at 600 nm (ODsqo). The test was conducted in two independent repeats.

Statistical analysis

Experiments were replicated a minimum of two times (ZI three times) independently, with
consistent results. All the quantitative results are presented as mean values, and the standard
deviation was used in ZI. No data was excluded from the analyses. This allowed us to conclude
that the results are not accidental and are statistically significant.
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Neurodegenerative diseases, particularly Parkinson's disease (PD), remain a major clinical challenge due
to the limited efficacy and side effects of current therapies. L-DOPA, the gold-standard drug for PD,
suffers from low stability, poor bioavailability, and neurotoxicity upon prolonged use. To address these
limitations, we report the design, synthesis, and evaluation of a silica-coated gold core—shell nanosystem
(Au@SiO,) as a nanocarrier for the controlled delivery of L-DOPA. The nanostructures were synthesized
via a bottom-up approach, stabilized with polyvinylpyrrolidone (PVP), and thoroughly characterized using
TEM, UV-Vis, DLS, ELS, contact angle measurements, and electrochemical techniques. Despite modest
L-DOPA loading efficiency (~3%), the system demonstrated controlled and sustained drug release, with a
marked difference between PVP-modified and unmodified systems. The nanocarrier exhibited high col-
loidal stability, hydrophilicity, and redox-protective effects over time, mitigating oxidative stress induced
by L-DOPA, as well as minimal interaction with DNA. In vitro studies on SH-SY5Y cells confirmed good
biocompatibility and a potential protective effect against oxidative stress, as evidenced by GSH : GSSG
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ratios and SOD activity. This multifunctional nanosystem offers a promising platform for brain-targeted
drug delivery, combining biocompatibility, sustained release, and antioxidant-like activity reflected
in the modulation of cellular redox balance (GSH/GSSG, SOD) - key advantages for next-generation

rsc.li/dalton neurotherapies.

To date, there are no effective therapies to address the
underlying cause, and current treatment strategies primarily

1. Introduction

Neurodegenerative disorders represent some of the most
devastating and complex conditions of the central nervous
system, with Parkinson’s disease (PD) ranking as the second
most prevalent after Alzheimer’s disease.' PD is characterized
by the progressive degeneration of dopaminergic neurons,
leading to a marked decrease in dopamine levels.* The result-
ing dopamine deficiency impairs normal motor functions,
causing characteristic clinical symptoms such as brady-
kinesia, resting tremors, muscle rigidity, and postural
instability.>* As the disease progresses, nonmotor symptoms
such as cognitive decline, mood disorders, and autonomic
dysfunction can also appear, further affecting the patient’s
quality of life.
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Poland. E-mail: agata.kowalska@ug.edu.pl, beata.grobelna@ug.edu.pl,
elzbieta.adamska@ug.edu.pl, paulina.nowicka@ug.edu.pl, anna.wcislo@ug.edu.pl,
mariusz.makowski@ug.edu.pl

bDepartment of Physiology, Faculty of Medicine, Medical University of Gdansk,
Debinki 1, 80-210 Gdansk, Poland. E-mail: katarzyna.zima@gumed.edu.pl
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focus on symptom control and relief. The mainstay of pharma-
cological therapy is 1-3,4-dihydroxyphenylalanine (1-DOPA), a
precursor of dopamine that can cross the blood-brain barrier
(BBB) via the large neutral amino acid transporter.® Once in
the brain, 1-DOPA is decarboxylated to dopamine, partially
restoring dopaminergic signaling.” However, despite its clinical
efficacy, 1-DOPA therapy has several limitations. These include
rapid peripheral metabolism, short half-life, and fluctuating
bioavailability, all of which necessitate increased dosages,
which in turn lead to motor complications such as dyskinesias
and “on-off” phenomena over time.*® Furthermore, 1.-DOPA is
susceptible to oxidative degradation, raising concerns about
neurotoxicity with long-term administration."*>

One potential solution to the above limitations may be the
widespread development of nanomaterials. This is due, in
part, to the high compatibility, stability, and large surface area
of nanomaterials, which can be easily functionalized for
specific applications. Due to their biocompatibility, non-tox-
icity, and surface conjugation properties, nanomaterials are
effective nanocarriers.”**® Additionally, nanoscale delivery
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systems can also provide more controlled release profiles.'®"”
Among them, core-shell nanostructures, especially those con-
sisting of gold nanoparticles covered with a silica layer
(Au@Si0,), offer a promising platform due to their chemical
inertness, biocompatibility, easily modifiable surface, and the
possibility of conjugation with  biologically active
substances.'®'® Although smaller nanoparticles are usually
considered to cross the blood-brain barrier more easily, more
and more studies indicate that slightly larger nanostructures
can also effectively reach the brain, especially when their
surface is properly designed.?*>* The appropriate charge and
stability of nanoparticles reduce their rapid removal from the
bloodstream, promoting transport across the barrier.
Additionally, in neurodegenerative diseases, where this barrier
may be more permeable, such nanocarriers have a better
chance of reaching the central nervous system.

In this manuscript, we present the method of preparation
and comprehensive characterization of a modern Au@SiO,
nanocarrier for the controlled delivery of 1-DOPA in the treat-
ment of neurodegenerative diseases. Nanocarrier systems were
synthesized using the bottom-up method, resulting in core-
shell nanostructures that were further stabilized with PVP and
subsequently analyzed for their physicochemical properties.
Morphology and structure were confirmed using transmission
electron microscopy (TEM) and UV-Vis spectroscopy. In con-
trast, electrophoretic light scattering (ELS) and dynamic light
scattering (DLS) techniques were used to determine colloidal
stability and particle diameter. Additionally, the measurement
of the wetting angle allows defining the nature of the nano-
structure surface. The antioxidant properties were studied
using spectrophotometry with the DPPH radical, demonstrat-
ing the nanocarrier’s ability to neutralize free radicals.
Interactions of nanoparticles with deoxyribonucleic acid (DNA)
were assessed using a fluorescent switch-sense assay, which
enabled the determination of their potential impact on the
genetic material. .--DOPA was loaded into the system, and the
encapsulation efficiency and release profile were confirmed
using both spectrophotometric and electrochemical methods.
The obtained nanosystems were subjected to in vitro
studies on the human neuronal line SH-SY5Y. Cell viability
was assessed using the trypan blue exclusion method.
Additionally, the levels of glutathione in the reduced (GSH)
and oxidized (GSSG) forms were determined, and the
GSH : GSSG ratio was calculated as an indicator of oxidative
stress. Additionally, the activity of superoxide dismutase
(SOD), one of the main antioxidant enzymes, was analyzed.

The results demonstrate that the Au@SiO, nanosystem serves
as a stable and efficient platform for 1-DOPA delivery, exhibiting
favorable physicochemical properties, good biocompatibility,
and potential protective effects against oxidative stress in neuro-
nal cells. These results represent one of the first steps in study-
ing such nanostructures for the treatment of neurodegenerative
diseases. The promising results provide a solid foundation for
further research and development to enhance therapeutic
efficacy and minimize side effects, potentially leading to innova-
tive advancements in Parkinson’s disease therapy.

17598 | Dalton Trans., 2025, 54, 17597-17610

View Article Online

Dalton Transactions

2. Materials and methods

2.1. Materials used for the synthesis of Au@SiO,/L.-DOPA
conjugates

All the chemicals used here were of analytical grade and
did not require further purification. Tetrachloroauric acid
(HAuCly), trisodium citrate dihydrate (CsH;Naz;O,-2H,0,
NaCit), ammonia water (25%, NH,OH), ethanol (C,H;OH,
EtOH), tetraethyl orthosilicate (SiCgH,,04, TEOS), polyvinylpyr-
rolidone (CH,CH(C¢HgNO)n, PVP), 3,4-dihydroxy-L-phenyl-
alanine (CoH;;NO,, 1-DOPA, 197.19 Da) were obtained from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA-IL). All samples were pre-
pared using deionized water produced by the Hydrolab system
(Hydrolab Sp. Z.0.0., Straszyn, Poland).

2.2. 1-DOPA loading of synthesized Au@SiO, nanostructures

To synthesize Au@SiO, core-shell nanostructures, in the first
step, Au NPs were prepared by preparing a 25 mM HAuCL, pre-
cursor solution and adding 5% sodium citrate solution as a
reducing agent, and the reactions were carried out under
reflux until a red color appeared. Then, the colloidal Au NPs
solution was mixed with EtOH at a ratio of 1:5. Next, TEOS,
with a concentration of 2.79 x 107> M in the reaction solution,
and NH,OH were added to adjust the pH of the reaction solu-
tion to 11. The solution was stirred for 24 h with a magnetic
stirrer (500 rpm) at 50 °C. Then, the Au@SiO, nanostructures
were centrifuged and redispersed in water. To further stabilize
the system, PVP was added to the solution to a concentration
of 0.7% w/v and then re-purified by centrifugation and dis-
persion in water. To load the obtained nanostructures with
1-DOPA, a 1 mg mL™" drug solution was used and mixed with
Au@SiO, colloidal solution. The conjugation reaction was per-
formed at 4 °C for 24 hours. The conjugate was then purified
by centrifugation and resuspended in water.

2.3. Characterization of the obtained nanocarrier Au@SiO,
and its conjugate with .-DOPA

The morphology of the obtained nanostructures was assessed
using a Transmission Electron Microscope (TEM) measure-
ment, which was performed using a Tecnai G2 Spirit BlioTWIN
FEI microscope (Eindhoven, The Netherlands), operated at 120
kv. Absorption spectra were made using a UV-Vis spectro-
photometer, PerkinElmer, model Lambda 650 (Shelton, CT,
USA). Measurements were made at a temperature of 298 K,
using quartz spectrophotometric cuvettes with a 1 cm optical
path length in an aqueous solution. The UV-Vis spectrum was
recorded between 200 and 800 nm. The zeta potential was
measured using Electrophoretic Light Scattering (ELS), with a
measurement range of greater than +1000 mV. The hydrodyn-
amic size and polydispersity index (PDI) of nanomaterials were
determined using the Dynamic Light Scattering (DLS) tech-
nique, which enables the assessment of particle size and hom-
ogeneity in colloidal suspensions. Measurements were per-
formed using the Litesizer 500 from Anton-PAAR (Graz,
Austria). Water angle measurements were made with a Kruss
DSA100 goniometer (Hamburg, Germany). A suspension of
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nanoparticles dispersed in ethanol was applied to a glass plate
and allowed to evaporate at room temperature. The nano-
particle surface that was thus formed was subjected to further
testing. A drop of water of 2 pL was applied with a syringe to
the surface made of the tested nanoparticles. The contact
angle on both sides of the drop was measured using a CCD
camera. After digital image analysis, the average contact angle
was determined using the Young-Laplace method. Each
measurement was repeated 20 times.

2.4. Antioxidant properties of Au@SiO, (DPPH test)

The DPPH assay was used to evaluate the antioxidant activity,
following the previously used approach.>® Therefore, 4.3 mg
of DPPH compound was dissolved in 3.3 mL of methanol
solution, which was covered with aluminum foil to protect
from light. For the control, 150 pL of the prepared DPPH
solution was taken, dissolved in 3 mL of methanol, and the
absorbance was measured at 517 nm. To measure the anti-
oxidant properties of the Au@SiO, sample, 0.1 mL of the
nanostructure colloidal solution was taken. Then, 150 pL of
DPPH solution was added and diluted with methanol to
3 mL. The absorbance was measured after 15 minutes at the
same wavelength, using methanol as the blank solution.
Measurements were retaken after 1 h, and at 1, 2, 6,
and 7 days, respectively. Measurements were performed in
triplicate.

DPPH scavenging activity was calculated using the formula:

% antioxidant potential = 100 (4¢ — 4s)/Ag

A,—control absorbance.A;-—sample absorbance.

2.5. Study of the interactions of nanostructures with DNA

The study of the interactions between nanostructures and DNA
was conducted using the SwitchSense technique. The solu-
tions of Au@SiO, were prepared and measured at four concen-
trations: 6.638 x 107>, 1.3275 x 107, 2.655 x 10™%, and 5.31 X
10™* M. The solutions of Au NPs were prepared and measured
for the three concentrations: 6.25 x 10™%, 1.25 x 1072, and 2.50
x 107 M. All samples were prepared using the PE40 buffer
(pH 7.4; 10 mM Na,HPO,/NaH,PO,, 40 mM NaCl, 0.05%
Tween20, 50 puM EDTA, 50 pM EGTA). All necessary solutions
and consumables for switchSense measurements were pur-
chased from Dynamic Biosensors GmbH.

The measurement system consists of a standard available
chip (heliX adapter chip with two spots) containing two
measuring points for real-time references.”® The surface of the
chip after the functionalization process includes a fragment of
fluorescently labeled DNA, the sequence of which has been
described earlier.”” The experiments were conducted in a
static mode using the software and method for weak binder
kinetics provided by Dynamic Biosensor, the manufacturer.
Functionalization was the initial step in all experiments, with
an adapter concentration of 1 x 1077 M and a processing time
of 200 s. Subsequently, kinetics analysis was performed for
four concentration variants for Au@SiO, and three for Au NPs,
including a blank and the remaining concentrations.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2025
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Association and dissociation times were set at 120 s, with a
200 pL s~ flow rate. Measurements were recorded at 25 °C for
all solutions.

2.6. Degree of drug loading into the nanocarrier

All  electrochemical measurements, including Cyclic
Voltammetry (CV) and Differential Pulse Voltammetry (DPV),
were conducted using a Autolab PGSTAT302N potentiostat
(Metrohm, Netherlands) controlled by Nova 2.1 software. A
standard three-electrode setup was employed, consisting of a
glassy carbon (GC) disk electrode (3 mm diameter) as the
working electrode, a platinum wire as the counter electrode,
and an Ag/AgCl electrode (in 3 M KCl) as the reference elec-
trode. All potentials are reported relative to the Ag/AgCl
electrode.

Before each experiment, the GC electrode surface was
thoroughly polished with alumina slurries (0.3 and
0.05 pm), rinsed with deionized water, and sonicated.
Measurements were performed at room temperature. The
electrochemical cell was purged with high-purity argon
before each measurement. Experiments were conducted in
0.1 M KCl, -DOPA solutions were freshly prepared in the
respective electrolytes.

CV measurements were performed from —0.2 to 1.2 V (vs.
Ag/AgCl) at a scan rate of 100 mV s™*. For DPV, the potential
range was identical to that of CV (vs. Ag/AgCl), with the follow-
ing parameters: step potential 4 mV, pulse amplitude 25 mV,
modulation time 0.05 s, and interval time 0.5 s. All measure-
ments were carried out in triplicate.

The percentage of L-DOPA loaded onto the nanostructures
was estimated by comparing electrochemical signals obtained
from a 1 mg mL™" pure 1-DOPA solution, the 1-DOPA-loaded
nanostructure suspension, and the supernatant after loading.

2.7. Release of .L-DOPA from a nanocarrier

To determine the release profile of 1-DOPA from the nano-
carrier, an in vitro assay was performed in phosphate buffer
(PBS, pH 7.4). The nanocarrier containing encapsulated
L-DOPA was placed in dialysis systems (Spectra/Por® Float-
A-Lyzer®, 100-500 Da) and immersed in 15 mL of PBS solution
in a vessel. Drug release from the nanocarrier was performed
in the dark to prevent drug degradation. The mixture was
mixed on a magnetic stirrer. At specific time intervals (24, 48,
72 and 168 h), 3 mL of the release medium was collected and
analyzed spectrophotometrically at a wavelength of 1 =
280 nm, corresponding to the maximum absorption of
L-DOPA. After each measurement, the volume of the medium
was replenished to maintain the appropriate measurement
conditions. Measurements were performed in triplicate. The
concentration of .-DOPA in each sample was calculated based
on a calibration curve. The final release profile was calculated
based on the standard curve of the drug itself and expressed
as a percentage of the total amount of L-DOPA released during
incubation relative to the initial amount loaded into the nano-
carrier in the medium.
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2.8. Cytotoxicity on the SH-SY5Y cell line

The effect of .-DOPA, 1-DOPA conjugated with the Au@SiO,
nanocarrier, and Au@SiO, core-shell (drug-free carrier) on
SH-SY5Y viability was assessed by the Trypan Blue exclusion
assay. SH-SY5Y cells (Cytion GmbH, Eppelheim, Germany)
were seeded in 24-well plates (Sarstedt, Nimbrecht, Germany)
at 2 x 10* cells per cm” and cultured for 24 h at 37 °C, 5% CO,
in DMEM/F12 (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund,
Germany) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS;
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Germany) and
1% penicillin-streptomycin (Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund, Germany). Following this initial incubation,
cells were treated for 24 h with the indicated formulations at
1-40 pM (free 1-DOPA and Au@SiO,/1-DOPA) or 1-40 mM
(Au@SiO, core-shell). Working solutions were freshly prepared
immediately before dosing in either standard medium or
medium supplemented with 0.05% (w/v) ascorbic acid, and
handled under low light to limit :-DOPA autoxidation. After
treatment, cells were harvested and stained with 0.4% Trypan
Blue (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and
viable cells were counted using the LUNA™ II automated cell
counter (Logos Biosystems, Anyang, South Korea). Cell viability
(%) was expressed relative to the untreated control group
(CTRL; cells maintained in medium only or in medium with
0.05% ascorbic acid). Results are presented as mean + SD from
3 independent experiments, each performed in technical tripli-
cate. Statistical analysis was performed in GraphPad Prism
(v9.5.0) using two-way ANOVA with a = 0.05.

2.9. Quantification of GSH, GSSG and SOD in SH-SY5Y

To assess cellular redox homeostasis and antioxidant capacity
under basal conditions and in the presence of 6-hydroxydopa-
mine (6-OHDA), levels of reduced glutathione (GSH), oxidized
glutathione (GSSG), the GSH/GSSG ratio, and superoxide dis-
mutase (SOD) activity were quantified as follows. SH-SY5Y cells
were seeded in 6-well plates (Sarstedt, Niimbrecht, Germany)
at 2 x 10* cells per cm” and cultured overnight at 37 °C, 5%
CO, in DMEM/F12 (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund,
Germany) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS;
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Germany) and
1% penicillin-streptomycin (Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund, Germany). Cells were pre-incubated for 2 h
with L-DOPA, Au@SiO,/L-DOPA, or Au@SiO,/PVP/L-DOPA at 2
or 20 pM (.-DOPA-equivalent), or with drug-free Au@SiO,
core-shell at 2 or 20 mM. Thereafter, cells were either main-
tained in medium alone for a 6 h total or exposed to 50 uM
6-OHDA (Chemat, Gdansk, Poland) for the final 4 h. 6-OHDA
was prepared fresh, protected from light, and diluted in
medium containing 0.01% (w/v) ascorbic acid (AA, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, US). All solutions/suspensions were
handled under low light.

After treatment, wells were placed on ice, cells were washed
twice with ice-cold PBS (Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund, Germany) and lysed according to the manu-
facturer’s protocol using the Glutathione GSH/GSSG Assay Kit
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(MAK440, Sigma-Aldrich, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, US)
and SOD Assay Kit (MAK528; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
US). Protein content of matched lysates was determined with
the Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) and used for normalization. Results are
reported as GSH and GSSG in nmol mg™" protein, GSH/GSSG
ratio (unitless), and SOD activity in U mg™" protein. Each con-
dition was repeated in 3 independent experiments. Statistical
analysis was performed in GraphPad Prism (v9.5.0). Normality
was assessed with the Shapiro-Wilk test. When assumptions
were met, data were analyzed by two-way ANOVA; when normal-
ity was violated, nonparametric tests were used (Kruskal-
Wallis within each condition with Dunn’s post hoc). The sig-
nificance level was a = 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of Au@SiO, nanocarriers

The design of new classes of nanocarriers for medicine chal-
lenges scientists working not only in the field of materials
science but also in nanotechnology. To prepare homogenous
Au@SiO, nanocarriers, the bottom-up method was used. The
synthesis of nanomaterials occurs in two steps. The most crucial
element of the synthesis performed by us was the proper selec-
tion of conditions for individual steps and their careful control.
Therefore, it was possible to obtain materials with a small size
distribution and the desired coverage of the core nanoparticles
with a coating layer. TEM analysis was undertaken to verify the
obtained nanocarriers. The TEM microscopic image (Fig. 1A)
shows a distribution of nanostructures with spherical shape and
uniform size, indicating their monodispersity. The bright shell
around the darker core suggests the presence of a silica layer sur-
rounding the gold core. The nanostructures are well-dispersed
and do not form clusters, indicating their high stability and
homogeneity. The size is approximately 100 nm, as determined
from the histogram, where the core diameter is about 20 nm
and the shell diameter ranges from 30 to 40 nm.

The zeta potential distribution graph (Fig. 1B) for Au@SiO,
is about —35 mV, which indicates good colloidal stability of
the Au@SiO, nanosystem. Measurements were indeed per-
formed after several days. Zeta potential values exceeding
+30 mV are generally considered to indicate a stable colloidal
dispersion because the electrostatic repulsive forces between
particles are sufficient to prevent aggregation.*®*° The negative
potential is mainly due to the presence of silanol groups on
the surface of the silica shell.>® Such surface charging pro-
motes electrostatic repulsion of particles, preventing their
aggregation and ensuring the durability of the colloidal
system. In the context of colloidal and nanocarrier systems,
contact angle parameter is particularly relevant because it
relates to nanoparticle-solvent and nanoparticle-biological
interface interactions, influencing dispersion stability, surface
modification efficiency, and ultimately the biocompatibility of
the nanocarriers intended for drug delivery. The contact angle
analysis (Fig. 1C) shows a significant difference between the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2025
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Fig. 1 Physicochemical characterization of Au@SiO, nanostructure sample: (A) TEM image and corresponding particle size distribution histogram,
(B) zeta potential graph, (C) contact angle measurement, and (D) absorption spectrum.

control sample (44°) and the Au@SiO, sample (11°). Based on
the contact angle measurement, it is visible that the Au@SiO,
surface (Fig. 1C) exhibits a distinctly hydrophilic character.
The contact angle decreased from 60.5° for the unmodified
glass surface (control sample) to 11.1° after its coating with
nanostructures.’’ The absorbance spectrum for Au@SiO,
(Fig. 1D) exhibits a characteristic plasmon band centered at
approximately 520 nm, attributed to the surface resonance of
gold nanoparticles. The presence of this band confirms the
presence of Au NPs in the system. The performed analyses
confirm the successful synthesis of stable, hydrophilic and
well-dispersed Au@SiO, nanostructures, which makes them
promising candidates for use as drug nanocarriers.

A summary of the parameters obtained using the DLS
method is presented in Table 1. The hydrodynamic diameter
of the Au@SiO, nanostructures was 128.6 nm, confirming the
successful formation of a silica coating on the surface of the
gold cores. The polydispersity index (PDI) was determined to

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2025

Table 1 Physicochemical parameters of Au@SiO, determined by the
DLS technique

Parameter Value
Hydrodynamic diameter 128.59 nm
Polydispersity index 25.3%

be 25.3%, indicating moderate uniformity in particle size and
confirming the formation of a stable colloidal suspension. The
hydrodynamic diameter of the resulting nanostructures deter-
mined by DLS measurements is larger than that specified by
TEM microscopy. This difference results from the fact that DLS
measures particles in a dispersed state, taking into account
not only the surrounding hydration layer but also the presence
of any agglomerates that may form in solution. TEM, on the
other hand, provides information on the actual dimensions of
individual dry particles in the solid state.

Dalton Trans., 2025, 54, 17597-17610 | 17601


https://doi.org/10.1039/d5dt02168e

Published on 13 November 2025. Downloaded by Uniwersity of Gdansk on 6/11/2026 12:01:18 PM.

Paper

3.2. Antioxidant potential

In the conducted study, the antioxidant potential of Au@SiO,
nanostructures was assessed over time using the DPPH radical
test. The presented bar graph and table (Fig. 2) illustrate the
changes in antioxidant activity at individual time points. After
the first hour, a moderate free radical scavenging capacity
(about 24%) was observed, which increased systematically with
incubation time. After 6 and 7 days, the antioxidant activity
reached 75.41% and 77.99%, respectively, indicating a lasting
and growing protective effect. The obtained results suggest
that Au@SiO, shows measurable radical-scavenging capacity
(DPPH test) that may contribute to its observed protective
effect against 1-DOPA-induced oxidative stress in cells. This
capability could undoubtedly support therapeutic strategies in
the treatment of diseases associated with oxidative stress, such
as neurodegenerative diseases.

3.3. Study of the interactions of nanostructures with DNA

Kinetic analysis using the switchSense technique began with
AuNPs, where extensive changes are observed. The curve illus-
trating the association and dissociation of AuNPs to a double-
stranded DNA fragment is shown in Fig. 3. Negative fluo-
rescence changes indicate a decrease in the fluorescence inten-
sity of the signaling unit during the measurements. After a
buffer flow time of approximately 20 s, the curve associated
with the association process with the DNA molecule slowly
decreases. The intensity increases with the concentration of
the tested analyte. At 25 °C, with a concentration of 2.5 x 1073
M, the intensity drops —8%.
Subsequently, buffer flow did not dissociate the formed
AuNPs-DNA adduct, even though the process was conducted
for 120 s. This suggests that although the binding process may
be slow, the resulting system is relatively stable under buffer
flow conditions. Unfortunately, it was not possible to deter-
mine any kinetic parameters (k,, k4, Ko or Kp) using this
technique.

fluorescence to almost
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Fig. 3 Results showing changes in fluorescence intensity over time
during the analysis of interactions between Au NPs and the DNA helix,
performed in the static mode (weak binders) at 25 °C.

When examining Au@SiO, nanostructures at 25 °C using
the same technique. The resulting graph (Fig. 4) shows slight
changes in fluorescence intensity throughout the measure-
ment. No significant changes are observed after initiation of
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either the association or dissociation process. Too small
changes made determining any kinetic parameters (k,, kq, Ka,
or Kp) impossible. Based on the information obtained, it can
be inferred that the formation of an Au@SiO,-DNA adduct
does not occur or that the method used may not be suitable
for studying this interaction.

3.4. Characterization of Au@SiO,/L.-DOPA conjugate

Analysis of absorption spectra (Fig. 5A) revealed significant
differences in the absorption profile between the tested
samples. Nanocarriers containing 1-DOPA, both with and
without the presence of PVP, exhibited a visible peak at
280 nm, which can be attributed to the presence of .-DOPA in
the structure. The visible broadening of the band in this range
indicates effective attachment of the drug to the nanocarrier
surface. Zeta potential measurement (Fig. 5B) enabled the
assessment of the electrostatic stability of the obtained
systems. For Au@SiO,/1-DOPA the zeta potential value was
—39.9 mV, while for Au@SiO,/PVP/L-DOPA, it was —32.6 mV.
Both values indicate good colloidal stability of the tested sus-
pensions. Surface property analysis was performed based on
contact angle measurements (Fig. 5C). For the Au@SiO,/
1-DOPA sample, the contact angle was 36.6°, and for the
Au@SiO,/PVP/L-DOPA it was 25.2°. The lower contact angle in
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the presence of PVP indicates a higher surface hydrophilicity,
which may be due to the presence of polar ether groups in the
PVP chains. The higher angle for Au@SiO,/.-DOPA suggests
that the surface is moderately hydrophilic, covered solely with
a layer of 1-DOPA. Particle size analysis (Fig. 5D) provided
information on the size distribution and homogeneity of the
studied systems after .-DOPA modification. For the Au@SiO,/
1-DOPA sample, an average hydrodynamic size of 155.28 nm
was obtained with a low polydispersity index (PDI = 3.9%),
indicating a homogeneous particle population. In the case of
nanocarierrs additionally stabilized with PVP, the particle size
increased to 169.06 nm, and the PDI reached 10.6%,
suggesting slightly greater heterogeneity resulting from the
presence of the additional stabilizer. The increased particle
size compared to the carrier alone confirms the effective
functionalization of 1-DOPA with the nanomaterial surface.
The results confirm the effective conjugation of the drug to
the surface of the nanocarrier.

3.5. Degree of drug loading into the nanocarrier

The cyclic voltammograms in Fig. 6A and B exemplify the
redox characteristics of -DOPA and its interaction with the
synthesized nanoparticles. The black trace in both panels
serves as a reference and represents the CV of a 1 mg mL™"
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Fig. 5 Physicochemical characterization of Au@SiO,, Au@SiO,/L.-DOPA and Au@SiO,/PVP/L.-DOPA (A) UV-Vis spectra in the range of 200—800 nm,
(B) zeta potential values, (C) surface contact angle measurement images and (D) particle size distribution.
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Fig. 6 Electrochemical characterization of L-DOPA loading. Cyclic Voltammetry (CV) (A and B) and Differential Pulse Voltammetry (DPV) (C and D)

for: 1 mg mL™ L-DOPA (black), L-DOPA-loaded nanostructure suspension

(blue/red), and supernatant (light blue/light red). Panels A & C: Au@SiO,/

L-DOPA. Panels B & D: Au@SiO,/PVP/L.-DOPA. DPV panels (C and D) show loading efficiency.

1-DOPA solution that has been purified. This solution exhibits
a well-defined quasi-reversible redox couple, characterized by
an anodic peak (oxidation of 1-DOPA to dopaquinone) at
approximately 0.2-0.3 V and a cathodic peak (reduction of
dopaquinone back to 1-DOPA) at approximately 0.0-0.1 V (vs.
Ag/AgCl).

The CVs for the Au@SiO,/1-DOPA system are illustrated in
Fig. 6A. The electrochemical signals for 1-DOPA in the light
blue trace, which corresponds to the supernatant following the
loading procedure, are remarkably high, nearly identical to those
of the pure 1-DOPA solution. This robust signal suggests that the
Au@SiO, nanostructures were not effectively associated with the
majority of 1-DOPA, which remained in the solution phase. In
contrast, the blue trace, which represents the Au@SiO,/t.-DOPA
suspension, exhibits a substantial reduction in anodic and catho-
dic peaks. This indicates that a detectable, though limited, quan-
tity of .-DOPA was associated with the nanostructures.

Similarly, the CVs for the Au@SiO,/PVP/L.-DOPA system are
illustrated in Fig. 6B. The pure .-DOPA solution is closely mir-
rored by the light red trace of the supernatant, which also exhi-
bits a high 1-DOPA signal. This observation following the

17604 | Dalton Trans., 2025, 54,17597-17610

Au@SiO, system, suggest that .-DOPA did not effectively load
onto the Au@SiO,/PVP composite nanostructures either. The
1-DOPA signals in the Au@SiO,/PVP/L.-DOPA suspension are
extremely low, as evidenced by the red line. The qualitative evi-
dence of ineffective 1-DOPA loading onto the tested nano-
particles is provided by the consistently elevated 1-DOPA
signals in the supernatants across both nanoparticle systems,
as observed by CV.

DPV measurements were conducted to quantitatively evaluate
the 1-DOPA dosage, as illustrated in Fig. 6C and D. DPV is an
ideal choice for precise quantification due to its improved resolu-
tion and enhanced sensitivity. The DPV spectra typically exhibit a
prominent anodic peak for 1-DOPA at a voltage of 0.3 to 0.4
V. The loading efficacy was subsequently determined by reading
the percentage of .-DOPA that remained in the supernatant from
the displayed percentages adjacent to the supernatant peak.

The DPV curves for the Au@SiO,/1-DOPA system are illus-
trated in Fig. 6C. The black trace depicts the maximal current
of the 1 mg mL™" pure 1-DOPA solution. The supernatant, rep-
resented by the light blue trace, exhibits a high 1.-DOPA signal,
with a value of 96.72%. This value suggests that 96.72% of the
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initial L-DOPA was retained in the supernatant following the
loading procedure. As a result, the calculated loading efficacy
for 1-DOPA onto Au@SiO, nanostructures is approximately
3.28%. The observed loading level is consistent with the dark
blue trace of the Au@SiO,/1-DOPA suspension, which displays
a minimal .-DOPA peak.

Similarly, Fig. 6D displays the DPV results for the Au@SiO,/
PVP/L-DOPA system. A high 1-DOPA peak, denoted as 97.06%,
is once again visible in the light crimson trace of the super-
natant. This implies that the supernatant contained 97.06% of
the initial -DOPA, resulting in a loading efficiency of approxi-
mately 2.94% for the Au@SiO,/PVP nanostructures. The dark
red trace of the Au@SiO,/PVP/L-DOPA suspension also exhibits
an exceptionally low L-DOPA signal.

The Au@SiO,/PVP nanoparticles (loading efficiency
~2.94%) demonstrated a marginally reduced 1-DOPA loading
capacity than the Au@SiO, nanostructures (loading efficiency
~3.29%) when comparing the two systems. This minor discre-
pancy suggests that the PVP layer’s presence does not substan-
tially improve L-DOPA loading under the current experimental
conditions, and it may even slightly impede it, presumably as
a result of altered surface properties or steric effects. Although
the loading percentages are moderate, they suggest that a
quantifiable quantity of .-DOPA can be associated with these
nanoparticles.

The 1-DOPA loading efficiency in both cases was relatively
low (~3%), which can be attributed to the limited porosity of
the silica shell and the weak physical adsorption of the hydro-
philic drug molecules on the Au@SiO, surface.

3.6. Release of L-DOPA from a nanocarrier

The obtained cumulative release profiles (Fig. 7) showed distinct
differences in release kinetics depending on the presence of the
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PVP layer. For the Au@SiO,/i-DOPA system, gradual but
effective .-DOPA release was observed: after 24 hours, 6% of the
drug was released, after 48 hours, it was 13.86%, after 72 hours,
it was 25.60%, and after 168 hours, it was over 84%. The results
suggest that the porous silica coating promotes controlled but
relatively rapid release of the active substance. In the case of the
Au@SiO,/PVP/L-DOPA carrier, the release was significantly
slower. After 24, 48, and 72 hours, 2.08%, 7.57%, and 9.93% of
1-DOPA were released, respectively, with the final release occur-
ring after 168 hours at 37.42%. The presence of the PVP layer
likely constitutes an additional diffusion barrier, limiting the
medium’s access to the loaded carrier core. As a control, the
release of free L-DOPA (without any carrier) was also evaluated.
The drug was completely released at the first measurement
point, and no further increase in absorbance was observed at
subsequent time points, confirming that the slower release in
nanocarrier systems. The obtained data indicate that surface
modification of nanocarriers significantly affects their drug
release properties. While the system without a PVP layer is
characterized by faster and more complete release, its PVP
counterpart allows for a longer, more controlled release, which
may be beneficial in applications requiring prolonged thera-
peutic action. The release profiles suggest that the dominant
mechanism of t-DOPA release from both nanocarrier systems is
controlled diffusion. In the case of the Au@SiO,/1-DOPA
sample, drug molecules are likely released via Fickian diffusion
from the porous silica shell. The presence of the PVP layer in
the Au@SiO,/PVP/1-DOPA system introduces an additional
diffusion barrier, slowing drug transport and providing a more
sustained release profile. These observations are consistent with
diffusion-based kinetic models, such as the Higuchi equation,
which describe drug release governed primarily by concen-
tration gradients.
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Fig. 7 Cumulative release profile of L-DOPA from Au@SiO,/L.-DOPA and Au@SiO,/PVP/L.-DOPA nanocarriers in vitro for 168 hours. Mean result and

standard deviation.
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3.7. Invitro biological effects of gold-silica nanocarriers in
SH-SY5Y cells

Cell viability was evaluated in SH-SY5Y neuroblastoma cells
after exposure to free .-DOPA and gold-silica nanostructures
(Au@SiO, and Au@SiO,/PVP) loaded with 1.-DOPA using the
trypan blue exclusion assay (Fig. 8). The concentration range
(1-40 pM) was chosen to cover the doses applied in enzymatic
assays (2 and 20 pM, Fig. 9) and to ensure their non-cyto-
toxicity in SH-SY5Y cells. Across all tested doses, cell viability
remained above 90% compared with untreated controls,
demonstrating the absence of significant cytotoxic effects
under the applied conditions.

Additional control experiments were performed to verify
that the observed effects were attributable specifically to the
tested nanostructures with L.-DOPA. Addition of 0.01% ascorbic
acid as an antioxidant (Fig. S1) did not markedly alter cell via-
bility, which remained largely comparable to the corres-
ponding conditions without ascorbic acid across most concen-
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Fig. 9 Effects of free L-DOPA and Au@SiO,-based L.-DOPA nanoformulations on SH-SY5Y cells in the absence or presence of 6-hydroxydopamine
(6-OHDA). Cells were pre-incubated for 2 h with free L-DOPA, Au@SiO,/L.-DOPA, or Au@SiO,/PVP/L.-DOPA at 2 or 20 pM L-DOPA-equivalent, then
either maintained in medium only to a 6 h total or exposed to 50 uM 6-OHDA for the final 4 h. Open bars: medium only; hatched bars: +6-OHDA;
CTRL: untreated cells. Panels: (A) reduced glutathione (GSH), (B) oxidized glutathione (GSSG), (C) GSH/GSSG ratio, (D) superoxide dismutase (SOD)
activity. Data are mean + SD (n = 3). Asterisks (*) indicate significant differences versus control; hash marks (#) indicate significant differences versus

6-OHDA. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ***p < 0.0001.
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trations. At 40 pM, viability slightly decreased for free .L-DOPA
(81.0 £ 1.2%) and Au@SiO,/L.-DOPA (82.0 + 1.1%), whereas
Au@SiO,/PVP/1-DOPA  maintained values above 90%.
Treatment with unloaded Au@SiO, core-shell nanostructures
(Fig. S2) did not affect SH-SY5Y viability, confirming that the
nanocarrier itself was non-cytotoxic.

To determine the effects of .-DOPA and its nanoformula-
tions (Au@SiO,/L.-DOPA and Au@SiO,/PVP/L.-DOPA) on cellular
redox homeostasis, SH-SY5Y cells were pre-incubated for 2 h
with 2 or 20 pM of the respective formulations, followed by
either continued incubation in medium alone (6 h total) or
subsequent exposure to 50 uM 6-OHDA for 4 h to induce oxi-
dative stress.

Reduced glutathione (GSH; Fig. 9A) was largely unaffected
by most treatments; however, a significant increase was
observed after 20 pM Au@SiO,/PVP/L.-DOPA under basal con-
ditions (p = 0.0202) and after 6-OHDA exposure (p = 0.0190).
Oxidized glutathione (GSSG; Fig. 9B) increased in the absence
of 6-OHDA after 20 uM free L-DOPA (p < 0.0001) and 20 pM
Au@SiO,/i-DOPA (p = 0.0018), whereas in 6-OHDA-treated
cells GSSG was lower than control after Au@SiO,/1.-DOPA at
2 uM (p = 0.0010) and 20 pM (p = 0.0043), as well as after
20 uM Au@SiO,/PVP-1-DOPA (p < 0.0001). Consequently, the
GSH/GSSG ratio (Fig. 9C) was reduced by 20 uM free .-DOPA (p
= 0.0101) and 20 pM Au@SiO,/1-DOPA (p = 0.0100) under
basal conditions, but increased by 20 pM Au@SiO,/PVP/
1-DOPA after 6-OHDA treatment (p = 0.0334).

Superoxide dismutase (SOD) activity (Fig. 9D) was decreased
under basal conditions by free L-DOPA (2 and 20 uM; both p <
0.0001) and by Au@SiO,/L-DOPA (2 uM, p = 0.0004; 20 uM, p <
0.0001), with no significant change after Au@SiO,/PVP/
1-DOPA. Following 6-OHDA exposure, SOD activity was
increased in cells treated with 2 pM Au@SiO,/.-DOPA (p =
0.0403) and 20 pM Au@SiO,/PVP/L-DOPA (p = 0.0060). By con-
trast, drug-free Au@SiO, core-shell nanostructures did not sig-
nificantly alter GSH, GSSG, the GSH/GSSG ratio, or SOD
activity under either condition (Fig. S3).

1-DOPA has been shown to disrupt cellular redox equili-
brium in dopaminergic systems. Studies have demonstrated
that .-DOPA exposure leads to increased GSSG accumulation
and reduced GSH/GSSG ratio.**** 1-DOPA also suppresses SOD
activity,>® consistent with its pro-oxidant effects. These
changes are associated with the inhibition of thiol-disulfide
oxidoreductase enzymes, particularly glutaredoxin and thiore-
doxin systems.?* 1-DOPA’s pro-oxidant effects are attributed to
its autoxidation and metabolism, generating reactive oxygen
species and quinones.***” However, .-DOPA can also induce a
protective response by upregulating GSH levels in certain cell
types, particularly those containing glia.*® This complex inter-
play between pro-oxidant and antioxidant effects highlights
the need for careful consideration in Parkinson’s disease
treatment.*”

In line with these earlier observations, our results demon-
strate that free -DOPA indeed exerts a pro-oxidant effect in
SH-SY5Y cells, as evidenced by GSSG accumulation, a reduced
GSH/GSSG ratio, and decreased SOD activity under basal con-
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ditions. These findings reinforce the view that unmodified
1-DOPA compromises antioxidant defenses through gluta-
thione oxidation and suppression of enzymatic scavenging
systems. By contrast, nanoformulated 1-DOPA displayed a
more favorable profile. In particular, Au@SiO,/PVP/L.-DOPA not
only elevated intracellular GSH levels both at baseline and fol-
lowing 6-OHDA insult, but also improved the GSH/GSSG ratio
under oxidative stress, suggesting a restoration of redox equili-
brium. Furthermore, both Au@SiO,/L.-DOPA and Au@SiO,/
PVP/L-DOPA enhanced SOD activity in 6-OHDA-treated cells,
counteracting the enzyme suppression seen with free .-DOPA.
Collectively, these results suggest that nanoformulation miti-
gates the redox liabilities of .-DOPA and may enhance its thera-
peutic safety by balancing its dual pro- and antioxidant effects
in neuronal cells. This redox-modulating effect is further sup-
ported by the restoration of SOD activity and GSH/GSSG
balance, indicating an indirect antioxidant-like mechanism
rather than intrinsic antioxidant activity of the carrier itself.

3.8. Comparison with literature carrier systems

Various carriers have been described in the literature to
demonstrate efficacy in delivering L.-DOPA, aiming to improve
its bioavailability and ability to cross the blood-brain barrier
(BBB). These include mesoporous silica (MSN), polymeric
nanocapsules (e.g., PCL-PVA), and 1-DOPA-functionalized gold
nanoparticles (.-DOPA-AuNF). For example, a functionalized
AuNF-1-DOPA nanomaterial enabled specific drug penetration
across the BBB via the LAT-1 transporter without inducing
inflammatory reactions in brain macrophages, indicating their
potential as selective, biocompatible carriers.’® Another study
utilized MSNs and the concept of structure-directing drug-
forming agents (DSDAs) with intrinsic therapeutic activity. The
approach involved chemically transforming r-DOPA to con-
struct anionic surfactants, which were capable of forming
micelles as templates for the formation of a porous silica
scaffold. The materials developed in this way exhibited diverse
morphology. They enabled pH-dependent, delayed release of
1-DOPA under intestinal conditions (pH 7.4), which limited
premature drug degradation in the gastric environment.*'
Particularly promising results were also achieved with polymer
systems in which 1-DOPA was encapsulated in a nano-
composite based on poly(e-caprolactone) (PCL) stabilized with
polyvinyl alcohol (PVA). LD-PCL-PVA nanocomposites exhibit
good chemical stability, prolonged drug release, and increased
bioavailability in mouse plasma, while simultaneously demon-
strating cytotoxicity towards SH-SY5Y neuronal cells. Notably,
the use of this type of nanocarrier in an in vivo model showed
a significant improvement in motor symptoms in a rotenone-
induced mouse model of Parkinson’s disease. Additionally,
the nanocomposite increased dopamine and glutathione
levels.*? Although many of these systems enable effective drug
release, most lack additional biological activity that could
support the treatment of neurodegenerative diseases. The
Au@SiO, nanocarriers developed here uniquely combine
tunable release kinetics (with or without a PVP barrier) and
intrinsic antioxidant properties, offering a multifunctional
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Table 2 Comparison of selected nanocarrier systems developed for L-DOPA delivery. The overview highlights carrier type, release profile, thera-
peutic outcome, and main limitations. The Au@SiO, system presented in this work provides a unique combination of tunable release kinetics and
intrinsic antioxidant activity, offering dual therapeutic functionality in the context of Parkinson’s disease

Key mechanism/

In vivo/functional

Carrier system feature Release profile outcome Limitations Drug release
AuNF-1-DOPA LAT-1 mediated BBB  Moderate, BBB penetration, no Limited release N/A

transport transporter- inflammation control, no added

dependent activity

MSN-DSDA pH-Responsive Delayed release at pH Protection from gastric Complex synthesis, 25% after 48 h

porous silica 7.4 degradation limited bioactivity
PCL-PVA Polymeric sustained  Prolonged release, 1 ~ Motor improvement in Biodegradation, scale-  94.71% after 120 h
nanocomposite release system bioavailability PD mouse model; t up challenges

dopamine, 1 GSH

Au@SiO, (this Porous silica + PVP  Fast (>80%/168 h)or  Controlled kinetics; Yet to be validated 37.42% after 168 h for
work) diffusion layer prolonged (~37%/ intrinsic antioxidant in vivo Au@SiO,/PVP and 84%

168 h)

activity

after 168 h for Au@SiO,

Abbreviations: AuNF - gold nanoflowers, LAT-1 - L-type amino acid transporter 1, MSN - mesoporous silica nanoparticles, DSDA - drug-
structure-directing agents, PCL - poly-e-caprolactone, PVA - poly(vinyl alcohol).

approach that addresses both drug delivery and disease-related
oxidative stress in Parkinson’s therapy. A comparative
summary of the above-described carriers for 1-DOPA is pre-
sented in Table 2.

4. Conclusion and future
perspectives

The developed silica-coated gold core-shell nanosystem
(Au@sSi0,) represents a promising platform for the controlled
delivery of 1-DOPA in the context of Parkinson’s disease
therapy. The nanocarrier demonstrated high colloidal stability,
hydrophilicity, and a redox-protective effect that may mitigate
oxidative stress associated with .-DOPA treatment. Despite the
low but measurable drug loading efficiency (~3%), which rep-
resents a limitation of the current nanoformulation, primarily
due to the limited amount of drug delivered per dose, the
system enabled sustained and controlled release of L-DOPA,
with improved performance in PVP-modified formulations.
Importantly, in vitro studies on SH-SY5Y cells confirmed excel-
lent biocompatibility and a potential protective effect against
oxidative stress, suggesting that the nanosystem could mitigate
L-DOPA-associated neurotoxicity.

As next steps, we plan to further optimize the loading
efficiency and evaluate the in vivo performance of these nano-
systems. In particular, the loading efficiency could be
improved by increasing the carrier’s surface area through the
use of mesoporous silica, which would provide more adsorp-
tion sites for 1-DOPA molecules. Furthermore, surface
functionalization with amino or carboxyl groups, along with
optimization of loading parameters (pH, solvent composition,
and concentration ratios) may enhance drug-matrix inter-
actions and improve encapsulation efficiency. Another impor-
tant for future aspect is the evaluation of the ability of
Au@SiO, and Au@SiO,/PVP nanosystems to cross the blood-
brain barrier (BBB). In vitro BBB models will be employed to
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access permeability, and surface modification strategies such
as functionalization with target ligands, may be used enhance
selective transport into the brain.

Overall, this multifunctional nanosystem combines sus-
tained drug delivery, biocompatibility, and redox-protective
(antioxidant-like) effects that counteract .-DOPA-induced oxi-
dative stress, demonstrating controlled release and reduced
oxidative stress compared with free 1-DOPA, while acknowled-
ging the current limitations in drug loading.
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Figure S1. Effect of free L-DOPA and Au@SiO:-based nanoformulations on SH-SY5Y cell
viability after 24 h in the presence of 0.01% ascorbic acid. Cells were exposed to increasing L-
DOPA-equivalent concentrations (1-40 uM) delivered as free L-DOPA, Au@SiO-—L-DOPA,
or Au@SiO2/PVP-L-DOPA. Viability was determined by the Trypan Blue exclusion assay and
normalized to the untreated control (CTRL (-); medium only). CTRL + AA refers to cells
treated with 0.01% ascorbic acid alone. Bars represent mean = SD (n = 3). The dashed
horizontal line at 50% denotes the 1Cso threshold.
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Figure S2. Effect of Au@SiO: core—shell nanoparticles on SH-SYS5Y cell viability after 24 h
with or without 0.01% ascorbic acid. Cells were exposed to increasing nanoparticle
concentrations (1-40 mM). Viability was determined by the Trypan Blue exclusion assay and
normalized to the untreated control (CTRL; medium only). CTRL + 0.01% AA denotes cells
treated with ascorbic acid alone. Bars show mean + SD (n = 3). The dashed horizontal line at
50% indicates the 1Cso threshold.
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Figure S3. Effects of Au@SiO: core—shell nanoparticles on the cellular redox state of SH-
SYSY cells in the absence or presence of 6-hydroxydopamine (6-OHDA). Cells were pre-
incubated for 2 h with Au@SiO: core—shell at 2 or 20 mM, then either maintained in medium
alone to a 6 h total or exposed to 50 pM 6-OHDA for the final 4 h. Open bars: medium only;
hatched bars: +6-OHDA; CTRL: untreated cells. Panels: (A) reduced glutathione (GSH), (B)
oxidized glutathione (GSSG), (C) GSH/GSSG ratio, (D) superoxide dismutase (SOD) activity.
Data are mean £+ SD (n = 3).
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Nanotechnology offers innovative strategies for developing multifunctional cosmetic ingredients.
Here, we synthesize Au@SiO, and Ag@SiO, core-shell nanostructures with high shape and size
uniformity, colloidal stability, and hydrophilicity. The silica shell stabilizes the metal core and
enables surface functionalization, enhancing applicability in biopolymer-based formulations. We
characterize the nanomaterials using UV-Vis spectroscopy, TEM, DLS, zeta potential, and contact
angle measurements, confirming well-defined core-shell morphology and favorable surface
properties. Both nanostructures display comparable antioxidant activity, while Ag@SiO, exhibits
superior catalytic efficiency. To evaluate delivery performance, we incorporate the nanoparticles

into sodium hyaluronate (HA) and hydroxyethylcellulose (HEC) hydrogels. The hybrid gels maintain
homogenous morphology and enable tunable nanoparticle release profiles: HA gels promote rapid
release and significantly improve skin hydration, whereas HEC gels provide sustained release suitable
for prolonged action. These results demonstrate that Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures act as
versatile, stable, and bioactive components for cosmetic and biomedical formulations. The study
highlights the potential of core-shell nanomaterials at soft matter interfaces, combining antioxidant
and antimicrobial functionality with controlled delivery and enhanced skin barrier performance.

Keywords Core-shell nanostructures, Au@SiO,, Ag@SiO,, Colloidal stability, Biopolymer hydrogels,
Controlled release

In recent years, nanotechnology has gained significant importance in the cosmetics industry due to the possibility
of designing materials with unique physicochemical properties. The use of nanomaterials in cosmetic products
allows for increased bioavailability of active ingredients, improved formulation stability, and targeted biological
action!~3.

Nanoparticles (NPs) of noble metals, especially gold (Au NPs) and silver (Ag NPs), exhibit numerous
beneficial biological properties. Au NPs is known for its antioxidant, anti-inflammatory, and regenerative effects,
making it a valuable ingredient in anti-aging and skin care products*-°. Additionally, their ability to penetrate the
epidermal barrier supports the transport of active ingredients into the skin”. Ag NPs has been used for years
due to its wide spectrum of antimicrobial activity, thanks to which it is used in cleansing, anti-acne, and skin
inflammation-soothing cosmetics®!1.

However, their colloidal instability, susceptibility to aggregation, and potential cytotoxicity in biological
systems have restricted their broader application. A promising strategy to overcome these limitations is
encapsulation of metal nanoparticles in a biocompatible coating, such as silica shell (SiO,). Silica not only stabilizes
the nanoparticles and enhances their hydrophilicity but also provides a versatile platform for further surface
functionalization. Core-shell nanostructures (e.g., Au@SiO,, Ag@SiO,) exhibit improved biocompatibility,
long-term stability, and controlled release capabilities, making them attractive candidates for applications in skin
care, wound healing, and drug delivery!'>!3. Importantly, silica coating also reduces uncontrolled ion release,
thereby improving the safety profile of noble metal nanoparticles in cosmetic applications'*>.

Faculty of Chemistry, University of Gdansk, Wita Stwosza 63, Gdansk 80-308, Poland. *‘email:
elzbieta.adamska@ug.edu.pl; beata.grobelna@ug.edu.pl
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Hydrogels, particularly those based on biopolymers such as sodium hyaluronate (HA) and
hydroxyethylcellulose (HEC), are widely used in cosmetic and pharmaceutical formulations due to their
excellent moisturizing properties, high biocompatibility, and ease of topical application'®-'. Incorporation of
nanostructures into hydrogel matrices leads to multifunctional hybrid systems that can provide synergistic
effects like enhancing skin hydration, offering properties exhibited by nanostructures such as antioxidant and
antimicrobial protection, and improving the mechanical and rheological properties of the formulation?*2!. HA
is especially valued for its regenerative and moisturizing potential, while HEC offers rheological stability and
controlled release, making these polymers complementary platforms for cosmetic applications?>%.

Despite the growing number of reports on Au and Ag NPs in cosmetology, there is still a lack of studies
comparing their functionality after silica coating, especially in relation to their antioxidant and catalytic activity
and their impact on cosmetic properties. Moreover, little is known about how different hydrogel carriers
influence the release kinetics and performance of embedded silica-coated nanostructures. Addressing this gap is
essential for the rational design of safe and multifunctional cosmetic formulations.

In this work, the focus was on obtaining and characterizing core-shell nanostructures, in which the core
consists of gold or silver nanoparticles, and the shell is a layer of amorphous silica. The aim was to obtain
uniform particles of controlled size, good colloidal stability, and high hydrophilicity. The obtained materials
were characterized in detail using microscopic techniques such as transmission electron microscopy (TEM)
and scanning electron microscopy (SEM), spectroscopic techniques (UV-Vis), analysis of zeta potential by
electrophoretic light scattering (ELS), and particle size distribution by dynamic light scattering (DLS) and contact
angle measurements (WCA). Additionally, their antioxidant and catalytic properties in selected model reactions
were assessed. In the final stage of the study, Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures were incorporated into a
hydrogel based on HA or HEC, i.e,. biocompatible matrices commonly used in cosmetology and dermatology.
The assessment of physicochemical and application properties of the obtained hydrogel systems aimed to
determine the cosmetic potential of the tested nanomaterials, with particular emphasis on their effect on skin
hydration. The release profile of nanostructures from the hydrogel matrix was also investigated. A schematic of
the project concept and the research conducted is presented in Fig. 1.

In summary, the aim of this study was to synthesize and characterize Au@SiO2 and Ag@SiO2 nanostructures,
incorporate them into HA- and HEC-based hydrogels, and evaluate their release profile and cosmetic potential,
with particular emphasis on skin hydration and barrier protection.

Experimental section

Materials

All reagents were of analytical grade and were used without purification. Silver nitrate(V) (AgNO,),
tetrachloroauric acid (III) (HAuCl,), trisodium citrate (TCA, Na,CH,0,), ethanol (99.8%, EtOH, C,H,OH),
tetraethoxysilane (TEOS, SiCjH, O,), ammonia water (25%) (NH,OH), triethanolamine (TEA, C;H,.NO,),
sodium borohydride (NaBH,), methanol (CH,OH), methyl orange (MO, CsH14sN5SO;Na), 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrase radical (DPPH, C ;H,,N.O,) came from Sigma-Aldrich (Poznan, Poland). Whereas sodium
hyaluronate (HA, (C,,H,,NO,,Na) , average molecular weight 1.1 MDa) came from the Esent company
(Szczecin, Poland), and hydroxyethylcellulose (HEC, (C,H,0,),) from Beautyever (Nowy Dwér Mazowiecki,
Poland). All samples were prepared using deionized water obtained using the Hydrolab system (Hydrolab sp.

2.0.0., Straszyn, Poland).
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Fig. 1. Schematic presentation of the research workflow, including synthesis, characterization, incorporation
of nanomaterials into the hydrogel, and evaluation of cosmetic potential.
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Methods

Characterization of nanostructures

Transmission electron microscopy (TEM) images were taken using a Tecnai G2 Spirit BioTWIN microscope
from FEI (Eindhoven, The Netherlands). Particle size distributions were determined by analyzing TEM images
using Image] software (NIH, USA). Scanning Electron Microscope (SEM) images were taken with a Prisma E
Thermofisher Scientific microscope (Waltham, MA, USA). Absorption spectra were recorded using a Shim-Pol
UV-1900i spectrophotometer. Zeta potential was measured using electrophoretic light scattering (ELS). Particle
size distribution was measured using dynamic light scattering (DLS) using a Litesizer 500, ANTON-PAAR
analyzer, which has a measuring range of> +1000 mV. Contact angle measurements were performed using
a DSA100 goniometer from Kriiss (Hamburg, Germany). The ethanol-dispersed suspension of nanoparticles
and nanostructures was applied to a glass slide and allowed to evaporate at room temperature. The nanoparticle
surface thus created was subjected to further tests. A 2 uL water droplet was applied with a syringe onto the
surface made of the tested nanoparticles. The wetting angle on both sides of the droplet was measured with
a CCD camera, and after digital image analysis, the average wetting angle was determined using the Young-
Laplace method. Each measurement was repeated 20 times.

Synthesis of Au NPs

To synthesize gold nanoparticles, an aqueous solution of the precursor HAuCl, at a concentration of 0.25 mM
was prepared and heated to boiling. Then, a sodium citrate solution at a concentration of 195 mM was added,
and the whole mixture was kept at boiling until the solution color changed from colorless to ruby, indicating
gold nanoparticle formation.

Synthesis of Ag NPs

To synthesize silver nanoparticles, silver nitrate (V) was dissolved in water to prepare a solution with a
concentration of 1.06 mM. Then, the reaction solution was heated to boiling, after which sodium citrate was
added in such an amount that the concentration in the solution was 0.775 mM. The reaction was considered
complete when the solution color changed from colorless to gray-green.

Synthesis of Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures

Ethanol was added to the Au NPs or Ag NPs colloid in a ratio of 1:5, then TEOS was added, the concentration of
which in the reaction solution was 2.79 x 10~ M, and NH ,OH was added to adjust the pH of the reaction solution
to 11. The solution was stirred for 24 h using a magnetic stirrer (500 rpm) at 50 °C. Then, the nanostructures
were centrifuged and re-dispersed in water.

Preparation of hydrogels and modification with nanostructures

As part of the study, two hydrogel preparations were obtained using two types of gelling agents,
hydroxyethylcellulose (HEC) and sodium hyaluronate (HA). In order to prepare each of the hydrogels, 0.06 g of
the appropriate thickener was weighed and then dispersed in 3 mL of water. Three drops of triethanolamine were
added to both systems. The obtained mixtures were subjected to homogenization for about 2 min until clear
and stable hydrogels were obtained. For the purpose of modification, a hydrogel base was prepared analogously,
to which 0.1 ml of previously obtained nanostructures was added with the concentration: 25 mM Au@SiO,,
106 mM Ag@SiO,, and then homogenization was performed.

Determination of antioxidant and catalytic properties

The DPPH method was used to evaluate the antioxidant properties, based on our previous protocol?’. Therefore,
4.3 mg of DPPH was dissolved in 3.3 mL of methanol, and the solution was covered with aluminum foil to protect
it from light. For the control, 150 pL of the prepared DPPH solution was taken, dissolved in 3 mL of methanol,
and the absorbance at 517 nm was measured. To measure the properties exhibited by the nanostructures, 0.1 mL
of Au@SiO, or Ag@SiO, colloid solution was taken, and 150 uL of DPPH solution was added, and then diluted
with methanol to 3 mL. The absorbance was checked after 1 h at the same wavelength. The measurements were
performed again after 2 and 7 days.

DPPH scavenging activity was calculated using the formula:

RSA% = 100 (Ao — A,) /Ao

where: RSA - antioxidant potential, A 0" control absorbance, A - absorbance of the sample.

In order to investigate the catalytic activity of the nanostructures towards methyl orange, a solution was
prepared by dissolving 0.0049 g of the dye and 0.02 g of NaBH, in 135 mL of water and 15 mL of ethanol. Then,
2 mL of an aqueous solution of nanostructures (Au@SiO, and Ag@SiO,) was added to the mixture prepared in
this way. Absorbance measurements were performed at a wavelength of 645 nm.

Hydrogel synthesis and cosmetic tests

The T10 basic ULTRA-TURRAX homogenizer (IKA brand) was used to prepare the hydrogels. Pig skin from
the animal’s hind legs, prepared in advance according to the method developed by us, was used in cosmetic
tests?®. The skin originated as a by-product of animals slaughtered for the food industry and therefore did not
require additional ethical approval. A part of the hydrogel before and after modification with nanostructures was
applied to the skin, and tests were performed. The MPA 6 multichannel probe adapter was used to evaluate skin
condition. Skin hydration was measured using the Corneometer ® CM 825, and the Tewameter ®* TM Hex was
used to measure transepidermal water loss (TEWL).
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Release study protocol

The release of Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures from HA- and HEC-based hydrogels was investigated
under static conditions. For each experiment, 1.0 g of hydrogel was weighed, and 1 mL was carefully transferred
to the bottom of a 10 mL glass vial using a syringe. Subsequently, 5 mL of distilled water was added as the release
medium. At predetermined time intervals, 0.5 mL aliquots of the release medium were withdrawn for UV-Vis
spectrophotometric analysis using a 2 mm path-length cuvette. After each sampling, the removed volume was
replaced with an equal volume of fresh distilled water to maintain a constant total volume, without returning
the collected aliquot to the vial. The absorbance of the samples was measured at the characteristic plasmon
resonance wavelengths of the respective nanoparticles to construct the cumulative release profile.

To determine the 100% release value, after the last measurement (120 min), the vials containing the remaining
hydrogels and release medium were incubated for 24 h at 70 °C under continuous stirring, and the absorbance
of the resulting solutions was measured under the same conditions.

The final release profile was expressed as a percentage of the total amount of nanoparticles. The absorbance
measured for the initial amount of NPs diluted in water in a volume corresponding to the hydrogel was taken
as 100%. Hydrogels without nanoparticles were used as a reference to account for the absorbance contribution
resulting from partial thermal degradation of the hydrogel matrix. This ensures that the measured UV-visible
signal reflects only the release of nanoparticles from the hydrogel matrix.

Results and discussion
Characterization of obtained nanostructures
Transmission electron microscopy (TEM)
Transmission electron microscopy is a method that allows the estimation of morphological features, including
the size and shape of nanomaterials obtained. In order to determine these parameters, microscopic photographs
of the obtained nanostructures were taken. Figure 2 shows photographs of the obtained Au (Fig. 2a) and Ag
(Fig. 2b) NPs. For Au NPs, the image analysis indicates that the majority of particles exhibit a nearly spherical
shape with good dispersion and no visible agglomeration. However, a fraction of the nanoparticles shows
slightly anisotropic morphologies, such as oval or irregular shapes. The particle size distribution reveals an
average diameter of approximately 12.8 nm, indicating a relatively narrow size distribution. In contrast, Ag NPs
display a broader size distribution with a mean diameter of 43.3 nm. The TEM image clearly shows that the Ag
nanoparticles are not exclusively spherical, several particles possess polyhedral or irregular shapes, suggesting
partial anisotropy in the sample. This morphological diversity may result from differences in the nucleation and
growth kinetics during the synthesis process. Overall, both types of nanoparticles exhibit favorable morphological
characteristics, making them suitable for further modification and application in cosmetic or biological systems.
Figure 3 presents TEM images of the obtained nanostructures with a silica layer. Figure 3a shows a photograph
of the obtained Au@SiO, nanostructures, in which the observed structure of the material indicates the presence
of core-shell type nanostructures. Darker areas, corresponding to cores about 20 nm in size, are attributed
to gold nanoparticles, while the surrounding gray shell, 40-50 nm thick, suggests a silica shell. All analyzed
structures exhibit spherical morphology and are highly homogeneous. Figure 3b, in turn, shows photos of the
Ag@SiO, nanostructures obtained. As in the case of the previous nanostructures, a significant contrast is visible
between the core and the shell. Ag@SiO, nanostructures are characterized by lower homogeneity than Au@SiO,
the cores are less uniform in shape and size.
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Fig. 2. TEM image and size distribution of (a) Au NPs and (b) Ag NPs.
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Fig. 4. Absorption spectrum for (a) Au NPs and Au@SiO, and (b) Ag NPs and Ag@SiO,.

UV-visible spectroscopy

UV-Visible spectroscopy is a sensitive tool for analyzing the optical properties of noble metal nanoparticles,
enabling their identification and indirect size estimation. The recorded spectra for the obtained nanomaterial
samples are presented in Fig. 4. According to literature data, gold nanoparticles exhibit a broad absorption band
in the range of 500-600 nm?®, with the maximum depending on the particle diameter and shape?”?%. For Au
NPs with dimensions of the order of 10-50 nm, the typical maximum range is 515-560 nm. The absorption
spectrum obtained for gold-based nanoparticles and nanostructures is presented in Fig. 4a. In both cases,
bands with a maximum wavelength of about 520 nm are visible, confirming the presence of gold nanoparticles
and corresponding to a diameter of about 20-30 nm. In turn, silver nanoparticles are characterized by an
absorption band in the range of 350-450 nm, the position of which also depends on the particle size?. As shown
in Fig. 4b, the absorption maximum of the analyzed sample is located at a wavelength above 400 nm, which
indicates the presence of silver nanoparticles with a size of about 20-30 nm. In the case of Au@SiO, and Ag@
SiO, nanostructures, a bathochromic shift of the absorption maximum is observed. This effect results from the
influence of the silica shell on the local optical environment of the nanoparticles, confirming the formation of
core-shell type nanostructures. The observed differences in the intensity of the absorption bands may be related
to the different concentrations of the analyzed samples.
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Particle size distribution

Dynamic light scattering (DLS) is a technique that allows the determination of the size distribution of
nanoparticles in a suspension based on the analysis of the intensity of light scattered by particles moving as
a result of Brownian motion. The sample is illuminated with a laser beam, and changes in light intensity are
recorded by a detector at an appropriate angle. The obtained data are then converted into the hydrodynamic size
distribution of particles. Measurements performed using the DLS technique for the obtained samples allowed
the determination of the average particle size and the thickness of the silica shell in core-shell structures. The
summary of the average values of the hydrodynamic diameters of nanomaterials are presented in Fig. 5. The
obtained results confirm that the synthesized gold nanoparticles are characterized by a size in the range of 28 nm
(Fig. 5a), while silver nanoparticles are larger (Fig. 5b), because their average size is about 70 nm. The presence
of the silica shell (Fig. 5¢,d) contributes to the increase in the diameter of nanomaterials, which confirms the
effectiveness of the process of creating a core-shell structure. The diameters of nanomaterials determined by
DLS are larger than those from TEM, which is due to the hydrodynamic effect and the presence of possible
aggregates in the solution. Microscopic images provide information on the actual dimensions of individual dry

particles in the solid state.

Electrokinetic potential

Electrophoretic light scattering (ELS) is a technique for determining the zeta potential, based on the measurement
of electrophoretic mobility of charged particles dispersed in a liquid, subjected to an external electric field.
The movement of particles in an electric field at a specific speed, the so-called electrophoretic mobility, allows
the determination of the electrokinetic potential, known as zeta potential. Zeta potential measurements were
performed to assess the stability of the obtained colloidal systems. According to literature data, zeta potential
values exceeding+30 or below —30 mV indicate good colloid stability®’, resulting from strong repulsive
interactions between particles, which prevent their aggregation®!. A summary of zeta potential values for the
tested nanostructures are presented in Fig. 6. The obtained values are below —30 mV, which indicates high

colloidal stability of the analyzed nanomaterials.
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Fig. 6. Electrokinetic potential graph for (a) Au NPs, (b) Ag NPs, (c) Au@SiO, and (d) Ag@SiO,.

Water contact angle measurement

Contact angle measurements were used to assess the surface properties of the obtained nanomaterials. The
analysis was performed on thin films deposited on a glass plate. The obtained values are graphically illustrated
in Fig. 7. All tested nanostructures showed good hydrophilic properties, because the measured contact angle
was lower than 90°. According to the literature data, the presence of silica on the surface should cause a decrease
in the contact angle*’, which was noted taking into account the result obtained for Au@SiO, (Fig. 7c) contrast
to Au NPs (Fig. 7a). In the case of Ag@SiO, nanostructures (Fig. 7d), the value increased compared to Ag NPs
(Fig. 7b). This may be due to the presence of small spots visible within the shell may correspond to silver-rich
domains or embedded metallic clusters. Their presence could locally alter the surface energy and hydrophilicity,
leading to a higher apparent contact angle compared to the expected behavior for a fully homogeneous SiO,
surface.

Antioxidant properties

The antioxidant properties of nanomaterials are particularly important in medicine and cosmetology, where
the ability to neutralize free radicals (ROS) helps to limit their harmful effects, including damage to DNA,
proteins, and lipids. Such oxidative damage contributes to skin aging, inflammation, and loss of skin elasticity.
In cosmetics, nanomaterials with antioxidant activity can act as protective agents, reducing oxidative stress and
supporting skin health and regeneration. Additionally, they can increase the effectiveness of cosmetic products
by supporting cellular protection, slowing down the aging process, and improving skin immunity. Previous
studies have also confirmed that nanostructures based on Ag and Au NPs with a silica shell exhibit significant
antioxidant effects. For example, Ag@SiO, nanocomposites synthesized with rosemary extract demonstrated
strong radical scavenging activity in the DPPH assay>*. Similarly, Au@SiO, nanoparticles have been shown to
protect keratinocytes under oxidative stress by restoring endogenous antioxidant defenses and preventing DNA
and lipid damage**. The antioxidant activity of the obtained Ag@SiO, and Au@SiO, nanostructures was assessed
using the DPPH method. In the radical form, the compound exhibits an intense purple color, while after reaction
with a proton donor, creating a stable DPPH-H compound, it changes to yellow. The results of the studies are
presented in Fig. 8. For Au@SiO, nanoparticles (Fig. 8a), the RSA% increased from approximately 4% after 1 h
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Fig. 7. Water contact angle measurement results for (a) Au NPs, (b) Ag NPs, (c) Au@SiO, and (d) Ag@SiO,.
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to 27% after 48 h, reaching approximately 40% after 168 h. This gradual increase suggests a time-dependent
increase in free radical scavenging activity, likely due to the progressive interaction of the Au@SiO, surface with
DPPH radicals. For Ag@SiO, nanoparticles (Fig. 8b), a similar time-dependent trend was observed, with the
RSA% increasing from approximately 13% after 1 h to 30% after 48 h, reaching approximately 41% after 168 h.
Compared with Au@SiO,, Ag@SiO, showed higher initial antioxidant activity, but both types of nanoparticles
reached comparable final RSA% values after 1 week, indicating their significant antioxidant potential. The
similar DPPH radical-scavenging activity observed for both Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures indicates
that the antioxidant response is mainly governed by the silica surface rather than the metallic core. Although
Au and Ag possess distinct redox properties, the silica coating isolates the metals from direct interaction with
DPPH radicals. Therefore, the radical-scavenging effect likely originates from surface silanol groups or defect
sites within the silica shell rather than from the core composition.

Catalytic activity

The catalytic properties of nanomaterials may offer significant potential in the cosmetics industry, particularly in
the development of cleansing, anti-aging, and regenerative formulations. These properties enable nanostructures
to participate in or accelerate chemical reactions on the skin’s surface, such as the breakdown of pollutants,
neutralization of reactive oxygen species (ROS), or activation of bioactive compounds, thereby enhancing the
performance of cosmetic products. The assessment of the catalytic activity of core-shell nanostructures was
performed on the example of methyl orange degradation. Methyl orange (MO) shows a maximum absorption
at a wavelength of 645 nm, which allows monitoring its degradation by UV-Vis spectrophotometry. In order
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to assess the catalytic activity of nanostructures, an experiment was carried out consisting in the photocatalytic
decomposition of this dye in the presence of the tested nanomaterials. In the case of the sample containing Ag@
SiO, structures (Fig. 9b), a significant change in the color of the solution from orange to pale yellow was observed
within 20 min, which indicates effective degradation of methyl orange. In contrast, the sample containing Au@
SiO, nanostructures (Fig. 9a) did not show any visible color change, suggesting the lack of catalytic activity
towards the selected dye under the present experimental conditions.

Ag@SiO, nanostructures exhibited significantly higher catalytic activity than Au@SiO,, likely due to the
superior electrical conductivity of silver, which facilitates electron transfer and accelerates the reduction of MO.
The disappearance of the absorption band at 464 nm, along with the visible fading of the solution, indicates
chemical reduction of the dye rather than mere adsorption on the silica surface. The inactivity of Au@SiO,
may be explained by less favorable interactions between the dye and gold. While MO was used as a model
compound, extending this study to other dyes could provide insight into the broader catalytic potential of Ag@
SiO, nanostructures.

Analysis of hydrogel mask morphology

Scanning electron microscopy (SEM)

The surface morphology of HA- and HEC-based hydrogel masks, with and without nanoparticle incorporation,
was examined by scanning electron microscopy (SEM) (Fig. 10). The control HA hydrogel (Fig. 10a) exhibited a
dense structure with numerous well-defined pores of varying sizes distributed across the surface. Incorporation
of Au@SiO, nanoparticles into the HA matrix (Fig. 10c) resulted in a more compact surface with fine cracks
and reduced porosity, suggesting nanoparticle-induced densification of the polymer network. In contrast, HA
hydrogels containing Ag@SiO, nanoparticles (Fig. 10e) displayed a smooth and homogeneous morphology with
no visible pores, and only slight surface granularity, indicating limited aggregation or surface exposure of the
nanoparticles.

The control HEC hydrogel (Fig. 10b) showed a smooth morphology without visible porosity or particulate
structures. Upon addition of Au@SiO, nanoparticles (Fig. 10d), the surface exhibited a heterogeneous
topography with a distinct defect area, accompanied by layered surface features, potentially associated with
localized stresses during sample preparation. The HEC hydrogel containing Ag@SiO, nanoparticles (Fig. 10f)
presented a porous surface with large, irregular voids surrounded by smaller depressions, indicating that this
nanostructures loading may promote localized pore formation within the hydrogel matrix.

These observations highlight distinct interactions between the nanoparticle systems and the two hydrogel
matrices. In sodium hyaluronate, nanoparticle incorporation led to surface densification and loss of porosity,
suggesting effective nanoparticle dispersion facilitated by the highly hydrated and flexible HA chains. In contrast,
HEC hydrogel retained their smooth or defective surface morphology, and particularly in the case of Ag@SiO,,
showed a tendency toward formation of irregular pores and larger defects. Such differences may originate from
the lower hydration capacity and more rigid network architecture of HEC compared to HA, which may hinder
uniform nanoparticle distribution. From an application perspective, the irregular and porous morphology
observed in HEC with Ag@SiO, nanosystems could be advantageous for controlled release or antimicrobial
activity, whereas the more compact and homogeneous HA-based composites may offer improved mechanical
stability and enhanced user comfort in mask applications.

Water contact angle measurement
The results of contact angle measurements for the surface of hydrogel masks based on HA and HEC are presented
in Fig. 11. For HA hydrogels (Fig. 11a), the contact angle for the control sample was 64.7°, indicating moderate
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Fig. 9. Absorption spectrum of MO degradation by NaBH, in the presence of (a) Au@SiO, and (b) Ag@SiO,.
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a)

Fig. 10. SEM micrographs of the surfaces of hydrogel masks (a) control HA hydrogel, (b) control HEC
hydrogel, (c) HA with Au@SiO,, (d) HEC with Au@SiO,, (e) HA with Ag@SiO, and (f) HEC with Ag@SiO,.
Scale: 5 um (a—c) and 10 pm (d-f).

hydrophilicity. The addition of Au@SiO, nanostructures (Fig. 11c) resulted in a significant reduction of the angle
to 48.4°, thus increasing the surface hydrophilicity, while the introduction of Ag@SiO, (Fig. 11e) resulted in a
reduction of the angle to 58.8°, which also confirms improved wettability, although to a lesser extent than for gold
nanostructures. The results for HEC hydrogels were different. The control sample (Fig. 11b) was characterized
by a very low contact angle (26.5°), indicating high hydrophilicity. The addition of Au@SiO, (Fig. 11d) caused
a significant increase in the angle value up to 71.7°, changing the surface towards hydrophobicity, while in the
case of Ag@SiO, (Fig. 11f) this effect did not occur, and the obtained value was close to the control (25.8°). The
surface morphology of the hydrogels plays a crucial role in determining their wettability. An increase in the
smoothness of the polymer surface generally leads to a lower contact angle, indicating enhanced hydrophilicity,
whereas a higher number of surface defects results in an increased contact angle and reduced hydrophilicity.
In the case of the HEC hydrogel, which exhibits an inherently smooth surface, the incorporation of Au@
SiO, nanostructures caused surface heterogenization and the formation of defects (as stated before), which
directly affected the material’s wettability by increasing the contact angle. Conversely, for the HA hydrogel, the
introduction of nanostructures improved the packing and uniformity of the gel network, leading to a more
homogeneous surface and a notable enhancement of its wettability. It should be emphasized that the observed
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a) 64.7°

Fig. 11. Water contact angle measurements of hydrogel mask surfaces (a) control HA hydrogel, (b) control
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changes in wettability are not a direct effect of the presence of the nanostructures themselves, but rather an

indirect consequence of their influence on the hydrogel structure.

Thermal analysis (TG/DTG)

Thermogravimetric (TG) and derivative thermogravimetric (DTG) analyses were performed to evaluate the
thermal stability of pure HA and HEC matrices as well as their composites containing Au@SiO, and Ag@SiO,

nanostructures (Fig. 12).

As seen in Fig. 12a The TG curve for HA hydrogel revealed a multi-step decomposition process. The initial
weightloss below 120 °C was attributed to the evaporation of physically adsorbed water. The main decomposition
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occurred between 200-300 °C, which corresponds with a sharp peak on the DTG curve. It can be attributed to
the degradation of the polysaccharide backbone. Incorporation of Au@SiO, and Ag@SiO, nanoparticles slightly
shifted the onset of degradation and changed the DTG peak intensity, indicating an influence of the inorganic
phase on the thermal behavior. In particular, HA with Ag@SiO, exhibited a more pronounced stabilization effect
compared to HA with Au@SiO,, as reflected in the delayed onset of thermal decomposition and the reduced
weight loss rate.

Similarly, HEC hydrogel exhibited a two-step degradation profile, as shown in Fig. 12b. The first weight loss
below 120 °C corresponded to moisture removal, followed by a major decomposition step between 250-350 °C.
The introduction of Au@SiO, and Ag@Sio, nanoparticles led to a slight increase in thermal stability, evidenced
by the upward shift of the main DTG peak temperature and a reduction in the maximum decomposition rate.
Among the HEC-based systems, the Ag@SiO, composite showed the most significant stabilization, consistent
with the results obtained for the HA-based materials.

Overall, the TG/DTG results confirm that the incorporation of silica-coated metallic nanoparticles into
polysaccharide hydrogels enhances their thermal stability. This effect can be ascribed to the barrier properties of
the inorganic shell, which hinders thermal diffusion and retards the degradation of the polymeric matrix.

Mechanistic interpretation

The observed morphological differences can be attributed to the distinct interactions between the polymeric
network and the inorganic nanoparticles. In HA-based hydrogels, both the carboxylate groups of hyaluronate
and the surface of silica are negatively charged under neutral pH conditions; therefore, direct electrostatic
attraction between the two is unlikely. Instead, the observed densification of the hydrogel network around silica
nanoparticles may be driven by hydrogen-bonding interactions (for example between silanol groups on silica and
hydroxyl/ether/carboxylate groups on hyaluronate) and by ion-mediated screening of repulsive charges, which
facilitates local organization of polymer chains in the vicinity of the nanoparticles®>~>’. This effect is particularly
pronounced for Au@SiO,, potentially due to more uniform particle dispersion and stronger interfacial adhesion,
which reduces surface roughness and creates a fine-grained morphology.

In contrast, Ag@SiO, incorporation in HA hydrogels appears to induce minimal alteration of the bulk surface
architecture at the scale observed, possibly due to weaker polymer-particle affinity or partial nanoparticle
agglomeration within the bulk rather than on the surface.

For HEC hydrogels, the hydroxyl-rich cellulose backbone may interact with the silica surface primarily
through hydrogen bonding. Au@SiO, nanoparticles likely form localized microdomains that modify the drying
pattern of the gel, producing crack-like features and denser microstructures. The presence of Ag@SiO,, on
the other hand, may alter gelation kinetics or local osmotic pressure during solvent removal, promoting the
formation of large, well-defined pores within the matrix.

Overall, these findings suggest that nanoparticle chemistry and polymer composition synergistically
determine the final microstructure of hydrogel masks, which could in turn influence their mechanical properties,
water retention capacity, and potential bioactive performance.

These morphological modifications, governed by the interplay between polymer matrix composition and
nanoparticle type, are expected to directly impact the hydrogel masks’ mechanical integrity, moisture retention,
and potential for controlled release of bioactive agents.

Level of skin hydration and transepidermal water loss from the skin

The level of skin hydration and the value of transepidermal water loss (TEWL) are key cosmetic properties
that determine the condition and functionality of the skin. The appropriate level of hydration of the epidermis
provides elasticity, firmness, and resistance to external factors and aging processes. These parameters are
determined by numerous factors, including age, skin phenotype, health, diet, exposure to UV radiation, and
environmental conditions. In turn, TEWL is an important indicator of the integrity of the epidermal barrier.
Increased TEWL values correlate with its dysfunction, leading to dehydration, irritation and accelerated skin
aging. In order to assess the cosmetic properties, nanostructures were incorporated into a hydrogel matrix based
on HA or HEC as an active ingredient. The measurement results are presented in Fig. 13. Hydrogel based on
HEC with the addition of nanostructures (Fig. 13d,f) causes an initial increase in the level of skin hydration,
but after 20 min, this value decreases compared to pure hydrogel (Fig. 13b). At the same time, a decrease in
TEWL is observed immediately after application, which indicates a short-term strengthening of the epidermal
barrier. On the other hand, the hydrogel based on HA with the addition of nanostructures (Fig. 13c,e) shows a
sustained increase in the level of hydration, also after 20 min, compared to the unmodified hydrogel (Fig. 13a).
Additionally, TEWL is lower both immediately after application and after 20 min, which indicates a lasting
protective effect on the epidermal barrier. The presented results show a particularly beneficial effect, which is
observed in the case of the modified hydrogel based on HA, which, thanks to synergy with nanostructures,
shows both a long-term moisturizing and protective effect.

Release profile of Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures from HA and HEC hydrogels

In the case of HA-based hydrogels (Fig. 14a), both types of nanostructures exhibited a rapid initial burst release,
with more than 80% of the total content diffusing into the release medium within the first 20 min and reaching a
plateau close to 100% after approximately 40 min. The differences between Au@SiO, and Ag@SiO, were minimal,
suggesting that the diffusion mechanism in the HA network is largely independent of the core metal type. The fast
release can be attributed to the highly hydrated, loosely crosslinked structure of HA, which provides relatively
large mesh sizes, facilitating unhindered nanoparticle diffusion. This is consistent with previous reports showing
that polyanionic hydrogels with high swelling capacity tend to promote rapid diffusion of colloidal particles*®.
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Fig. 13. Skin hydration level (blue bars) and transepidermal water loss (TEWL, pink bars) measured after
application of (a) control HA hydrogel (b) control HEC hydrogel, (c) HA loaded with Au@SiO,, (d) HEC
loaded with Au@SiO,, (e) HA loaded with Ag@SiO, and (f) HEC loaded with Ag@SiO,.

In contrast, the HEC-based hydrogels (Fig. 14b) displayed a slightly slower release in the early stages, with
approximately 65-70% of the nanoparticles released within the first 20 min, followed by a gradual increase to
values close to 100% after 120 min. The similarity of release profiles for Au@SiO, and Ag@SiO, indicates that
particle size and surface chemistry were comparable in terms of mobility within the HEC matrix. The slower
initial release compared to HA may be explained by the denser polymer network of HEC, which likely results in
a smaller effective mesh size and stronger physical interactions between the silica shell and the cellulose chains,
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Fig. 14. Release profiles of Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures from hydrogels prepared with (a) HA
(b) and HEC determined by UV-Vis spectroscopy at the plasmon resonance wavelength of the respective
nanostructures.

such as hydrogen bonding. Similar effects of network density and polymer—particle interactions on nanoparticle
release kinetics have been described for other cellulose-based hydrogels*.

Overall, both the type of polymer matrix and its structural characteristics influence the release kinetics of
silica-coated noble metal nanoparticles. HA hydrogels enable rapid and nearly complete release within a short
time frame, while HEC hydrogels slow down the initial diffusion phase, despite ultimately achieving similar
total release levels. These observations highlight the importance of tailoring hydrogel composition and network
architecture when designing controlled-release systems for colloidal nanomaterials. To better visualize these
findings, a schematic illustration is provided in Fig. 15, highlighting the structural differences between HA and
HEC networks and their impact on nanoparticle release, as well as the experimental setup used for release
monitoring.

Conclusions

In this work, we successfully obtained core-shell nanostructures (Au@SiO2 and Ag@SiOz), which are
characterized by a homogeneous spherical shape and size. Zeta potential measurements showed that
obtained nanomaterials exhibited colloidal stability. In addition, contact angle measurements confirmed their
hydrophilicity, with Au@SiO, exhibiting greater hydrophilicity than Ag@SiO,. Antioxidant measurement results
showed that both nanomaterials had similar antioxidant activity. However, catalytic assessments indicated that
Ag@SiO, was a more effective catalyst for methyl orange degradation.

Importantly, the nanostructures were incorporated into hydrogel systems based on HA and HEC, which are
widely used as cosmetic carriers. The hybrid gels maintained uniform morphology and enabled efficient release
of the embedded nanostructures. Release experiments revealed that HA hydrogels promoted rapid diffusion
with an initial burst effect, while HEC-based slowed down nanoparticle release, offering more sustained delivery.
These differences highlight the possibility of tailoring hydrogel composition to achieve either fast-acting or
prolonged-release cosmetic effects.

Cosmetic performance tests confirmed that incorporation of Au@SiO, and Ag@SiO, significantly enhanced
skin hydration and reduced TEWL, particularly in the case of HA-based hydrogels, which provided long-lasting
moisturizing and barrier-supporting effects. These results clearly demonstrate a synergistic action between
nanostructures and the biopolymer matrix.

Thermal and release studies further indicated that the polymer matrix exerts the dominant influence on
nanocomposite performance: HA hydrogels exhibited lower thermal stability and rapid burst release, while
HEC-based showed higher thermal resistance and slower initial release. Importantly, subtle differences between
Au@SiO, and Ag@SiO, were also observed. Ag@SiO, conferred slightly greater thermal stabilization and slower
release in HEC hydrogels compared to Au@SiO,, which may be attributed to stronger interfacial interactions
with cellulose chains. Thus, while the polymer network primarily governs functional behavior, the nanoparticle
type can fine-tune both stability and release kinetics.

Taken together, Au@Sio, and Ag@SiO, nanostructures represent multifunctional cosmetic ingredients,
combining antioxidant and antimicrobial activity with the ability to improve hydration and skin barrier
properties. Their successful integration into biocompatible hydrogel systems opens perspectives for their
application in moisturizing masks, leave-on gels, and advanced dermocosmetic formulations.
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Fig. 15. Schematic representation of the release of Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures from HA and HEC
hydrogels. The HA hydrogel, characterized by a looser polymer network and higher swelling capacity, allows
for rapid nanoparticle diffusion into the release medium, resulting in a pronounced initial burst release and
fast attainment of release plateau. In contrast, the denser polymer structure of the HEC hydrogel slows down
nanoparticle diffusion, producing a more gradual release profile. The bottom panel illustrates the experimental
setup for the release study, in which aliquots of the release medium were periodically collected and analyzed by
UV-Vis spectroscopy to determine cumulative release.

Future perspectives and safety considerations

Although Au@SiO, and Ag@SiO, nanostructures demonstrated promising multifunctional properties in
cosmetic hydrogel formulations, further research is needed to fully validate their safety and optimize their
application potential. In particular, future studies should address cytotoxicity and skin compatibility, as the release
of metallic ions from nanoparticles may influence long-term biocompatibility. The silica coating significantly
reduces uncontrolled ion release, but systematic in vitro and in vivo dermatological tests will be required
before clinical translation?!. From a regulatory perspective, the incorporation of engineered nanomaterials into
cosmetics must comply with guidelines such as the European Cosmetics Regulation (EC) No 1223/2009 and
FDA recommendations, which emphasize safety assessment, toxicological profiling, and labeling requirements
for nanomaterials*>*.

Beyond safety evaluation, future work may also explore surface functionalization of silica shells with bioactive
molecules such as vitamins, peptides, or botanical extracts, enabling targeted anti-aging, brightening, or soothing
effects. Another promising direction involves designing stimuli-responsive hydrogels that release nanoparticles
in response to pH, temperature, or enzymatic activity, offering greater control over delivery kinetics. Finally,
large-scale stability studies and sensory evaluations will be necessary to bridge the gap between laboratory-scale
formulations and real-world cosmetic products.

Data availability
The data that support the findings of this study are available from the corresponding author upon reasonable
request.
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wynikéw, rysunkow i tabel, przygotowywanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz dopracowanie
artykutu do publikacji.
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and controlled release of Au@SiO: and Ag@SiO: core-shell nanostructures from biopolymer-
based hydrogels”, Scientific Reports, 16, 989, 2026, 1-17, TF2024 3,9, MNiSW 140 pkt.

synteze i charakterystyke nanostruktur, opracowywanie uzyskanych wynikow, rysunkow i tabel,
przygotowywanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz dopracowanie artykutu do publikacji.
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B. Grobelna, ,.Synthesis and characterization of Au@SiO; core-shell nanostructures for
improved antibiotic delivery systems”, Nanomedicine-Nanotechnology Biology and
Medicine, 73, 102921, 2026, 1-9, IF2024 4,6, MNiSW 140 pkt.

2. A. Kowalska, E. Adamska, K. Zima, P. Nowicka, A. Wcisto, M. Makowski, B. Grobelna,
“Nanostructures based on gold and silica as a delivery platform for enhanced L-
DOPA therapy in neurodegenerative disease”, Dalton Transactions, 54, 47, 2025, 17597-
17610, IF2024 3,3, MNiSW 140 pkt.

3. A. Kowalska, E. Adamska, A. Wcisto, K. Deja, A. Kalinowska, B. Grobelna,“Colloidal
stability and controlled release of Au@SiO: and Ag@SiO: core-shell nanostructures from
biopolymer-based  hydrogels”, Scientific ~ Reports, 16, 989, 2026, 1-17,
IF2024 3,9, MNiSW 140 pkt.

obejmowal opieke merytoryczng and realizowanymi badaniami oraz wspoludzial w
opracowaniu koncepcji pracy i dyskusji wynikow.
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B. Grobelna, ,,Synthesis and characterization of Au@SiOs core-shell nanostructures for improved
antibiotic delivery systems”, Nanomedicine-Nanotechnology Biology and Medicine, 73, 102921,
2026, 1-9, IF2024 4,6, MNiSW 140 pkt.

A. Kowalska, E.Adamska, K. Zima, P. Nowicka, A. Wcisto, M. Makowski, B. Grobelna,
“Nanostructures based on gold and silica as a delivery platform for enhanced L-DOPA therapy in
neurodegenerative  disease”, Dalton Transactions, 54, 47, 2025, 17597-17610,
IF2024 3,3, MNiSW 140 pkt.

opieke merytoryczna and realizowanymi badaniami oraz wspétudzial w opracowaniu koncepcji
pracy i dyskusji wynikow.

A. Kowalska, E. Adamska, A. Wcisto, K. Deja, A. Kalinowska, B. Grobelna,“Colloidal
stability and controlled release of Au@SiO: and Ag@SiO: core-shell nanostructures from
biopolymer-based hydrogels”, Scientific Reports, 16, 989, 2026, 1-17, [F2p24 3.9, MNiSW 140
pkt.
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1. A. Kowalska, E. Adamska, A. Wcisto, M. Sroczynski, M. Datta, J. Rak, P. Skowron,
B. Grobelna, ,, Synthesis and characterization of Au@SiO: core-shell nanostructures for
improved antibiotic delivery systems”, Nanomedicine-Nanotechnology Biology and
Medicine, 73, 102921, 2026, 1-9, IF2p24 4,6, MNiSW 140 pkt.

Przeprowadzenie badan eksperymentalnych oraz opracowanie, analiza i interpretacja wynikow

dotyczacych wlasciwosci powierzchniowych otrzymanych nanomateriatow, obejmujgcych

pomiary zwilzalno$ci powierzchni nanomaterialdw oraz pomiary ich napigcia
powierzchniowego. Przygotowanie czesci publikacji obejmujgcej omowienie i dyskusje

uzyskanych wynikéw oraz wspotudzial w opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentdéw w

toku procesu wydawniczego.

2. A. Kowalska, E. Adamska, K. Zima, P. Nowicka, A. Weisto, M. Makowski, B. Grobelna,
“Nanostructures based on gold and silica as a delivery platform for enhanced L-
DOPA therapy in neurodegenerative disease”, Dalton Transactions, 54, 47, 2025, 17597-
17610, IF024 3,3, MNiSW 140 pkt.

Przeprowadzenie badan eksperymentalnych oraz opracowanie, analiza i interpretacja wynikow

dotyczacych wlasciwosci powierzchniowych otrzymanych nanomaterialéw i koniugatow,

obejmujacych pomiary zwilzalnosci powierzchni nanomaterialow i koniugatéw oraz badan
elektrochemicznych stuzacych ocenie stopnia zaladowania leku w koniugatach. Przygotowanie

czesci publikacji obejmujacej omowienie i dyskusje uzyskanych wynikow oraz wspotudziat w

opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow w toku procesu wydawniczego.
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3. A. Kowalska, E. Adamska, A. Wcisto, K. Deja, A. Kalinowska, B. Grobelna, “Colloidal
stability and controlled release of Au@SiO: and Ag@SiO: core-shell nanostructures from
biopolymer-based  hydrogels”,  Scientific ~ Reports, 16, 989, 2026, 1-17,
IF2024 3,9, MNiSW 140 pkt.

Przeprowadzenie badan eksperymentalnych oraz opracowanie, analiza i interpretacja wynikow

dotyczacych wiasciwosci powierzchniowych otrzymanych materialow, w tym pomiaréw

zwilzalnosci powierzchni nanomaterialow i hydrozeli przed oraz po modyfikacji
nanostrukturami. Przygotowanie czgsci publikacji obejmujacej omodwienie i dyskusje

uzyskanych wynikow oraz wspdtudzial w opracowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow w

toku procesu wydawniczego.
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obejmowat wykonanie oraz opracowanie wynikow dotyczacych badan biologicznych
otrzymanych nanomaterialéw i koniugatéw in vitro na komorkach SH-SYSY.
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obejmowal wykonanie oraz opracowanie wynikéw dotyczacych badan odziatywania

otrzymanych nanostruktur z DNA.
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