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biologicznie czynnych,,

Nano- i mikroczastki polimerowe uwazane sa za obiecujace nosniki lekow. Wsrdéd licznych
badanych polimeréw syntetycznych, polietery oraz poliestry wyrdzniaja si¢ pod wzgledem
bardzo dobrej biokompatybilnosci. Wsrod substancji aktywnych biologicznie, biatka i kwasy
nukleinowe szczegdlnie wymagaja obecnosci odpowiednego nosnika, ktéry umozliwia ich
skuteczne wykorzystanie jako leku.

Pierwszym celem pracy bylo zbadanie mozliwos¢ enkapsulacji insuliny w micelach
polieterowo-poliestrowych. Jako komponent polieterowy zostal wybrany liniowy
poliglicydol. Poliglicydol, podobnie jak PEG, jest biozgodnym, rozpuszczalnym w wodzie
polimerem. Dodatkowo, obecne w jego strukturze grupy hydroksylowe mozna wykorzystac¢
do dalszej modyfikacji korony miceli. Z kolei hydrofobowy blok poliestrowy zostat
wytworzony z polilaktydu. W celu optymalizacji wlasciwosci otrzymanych formulacji
micelarnych zostalzbadany wpltyw dlugo$ci bloku hydrofilowego na wlasciwosci
fizykochemiczne powstajacych miceli (zarowno z samych kopolimerow, jak i w obecnosci
insuliny) oraz na sam proces enkapsulacji i uwalniania insuliny. Kolejnym z celow byto
sprawdzenie przydatnosci polieteréw zawierajacych grupy aminowe do tworzenia
polipleksow z kwasami nukleinowymi. Gtowny nacisk przytozono na zbadanie wptywu
struktury makroczasteczek (dlugo$¢ tancucha, rzgdowos$¢ grup aminowych) na kluczowe
zagadnienia zwigzane z dostarczaniem kwasow nukleinowych do komorek, takich jak
cytotoksycznos¢, zdolnos¢ kompleksowania DNA, 1 ostatecznie wydajnos$¢ transfekcji genu.

Zostato wykazane, ze kopolimery blokowe glicydolu i laktydu w badanym zakresie cigzarow
czasteczkowych (My(polilaktyd) = 5000; Mp(poliglicydol) = 3800 — 12800) poszczegdlnych
blokow, moga wydajnie enkapsulowac insuling w formie miceli. Stwierdzono, iz istotny
wplyw na wlasciwos$ci otrzymywanych formulacji ma cigzar czasteczkowy czgSci
hydrofilowej polimeru. Najlepsze witasciwosci uzyskano w przypadku kopolimeru
PGL PLLI1, ktory sposrod badanych polimeréw charakteryzowat si¢ najmniejsza Srednig
dhugoscia czesci hydrofilowej (DP,(glicydolu) = 52). Czastki wytworzone z tego kopolimeru
charakteryzowaty si¢ najmniejsza $rednia wielkoscia oraz najmniejszym rozrzutem Srednic.
W przypadku tego kopolimeru najwyzsze byly rowniez uzyskiwane wydajno$ci enkapsulacji
insuliny (co najmniej 75%), a przede wszystkim micele wytworzone z tego kopolimeru
charakteryzowaty si¢ najbardziej korzystnym profilem uwalniania leku (niski poziom
poczatkowego wyrzutu leku i uwalnianie leku w ciagu 24 godzin). Stwierdzono, ze duze
znaczenie na wilasciwosci badanych ukladéw ma najprawdopodobniej krytyczne st¢zenie
micelizacji, ktore w przypadku kopolimeru PGL PLLAI o najkrotszym tancuchu
poliglicydolowym ma warto$¢ najnizsza (0,40 mg/ml).

Drugim z celéw bylo sprawdzenie, czy liniowe poliaminoetery, o roéznym cigzarze
czasteczkowym oraz rzedowos$ci grup aminowych, wykazuja wlasciwosci predestynujace je
do bycia wydajnymi no$nikami kwasow nukleinowych. W ramach prowadzonych badan
otrzymano liniowe polietery o strukturze tancucha gltéwnego, analogicznej do poli(tlenku
etylenu) zawierajace w swojej strukturze grupy aminowe (pierwszo- lub trzeciorzgdowe) lub
czwartorzedowe tetraalkilowe grupy amoniowe. Poliglicydyloaming oraz jej blokowe
kopolimery z poli(tlenkiem etylenu) uzyskano poprzez konwersj¢ grup hydroksylowych,
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odpowiednio poliglicydolu lub kopolimeru blokowego glicydolu i tlenku etylenu, w wyniku
sekwencji reakcji Appela, substytucji nukleofilowej anionu chlorkowego anionem
azydkowym oraz reakcji  redukcji grupy azydkowej  Staudingera.  Poli(2,3-
epoksypropylodietyloaming) otrzymano w wyniku polimeryzacji wedlug mechanizmu
anionowego 2,3-epoksypropylodietyloaminy inicjowanej tert-butanolanem potasu. Poli(2,3-
epoksypropylodietyloaming) wykorzystano do syntezy polieterow zawierajacych w swojej
strukturze kationowe czwartorzgdowe grupy amoniowe w reakcji z bromoetanem. Stopien
czwartorzgdowania uzyskanych polimeréw wynosit okoto 70%. Zbadano cytotoksycznosé
otrzymanych poliaminoeterow wobec komorek z linii Hela, K562 oraz HUVEC.
Poliglicydyloamina, ktorej sredni stopien polimeryzacji miesci si¢ w zakresie od 59 do 210
charakteryzuje si¢ wysoka cytotoksycznoscia wobec komoérek z linii HeLa, K562 oraz
HUVEC. Homopolimery 2,3-epoksypropylodietyloaminy o §rednim stopniu polimeryzacji
ponizej 90 charakteryzuja si¢ zadowalajacym poziomem cytotoksycznosci wobec badanych
linii komoérkowych. Homopolimery EPDEA sa nietoksyczne wzglegdem komorek z linii
HUVEC. Wzgledem linii HeLa PEPDEA o stopniu polimeryzacji 30 (PEPDEA1) jest
polimerem nietoksycznym, podczas gdy LCsy PEPDEA o stopniu polimeryzacji 90
(PEPDEAZ2) wynosi 10 pg/ml, przy czym dziesigciokrotne zwigkszenie st¢zenia polimeru nie
prowadzi do zwigkszenia poziomu $miertelnosci komodrek. Wobec komoérek z linii K562,
warto$ci LCsp wynosza odpowiednio 70 1 30 pg/ml w przypadku polimerow PEPDEAI 1
PEPDEAZ2. Pochodne PEPDEA, ktorych ok. 70% grup aminowych zostalo przeprowadzone w
czwartorzegdowa s6l amoniowa w wyniku reakcji z bromkiem etylu, sa nietoksyczne
wzgledem komoérek HeLa i HUVEC. Wobec komorek z linii K562, polimer o stopniu
polimeryzacji 30 jest nietoksyczny, natomiast LCso polimeru o stopniu polimeryzacji 90
wynosi 100 pg/ml. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze cytotoksyczno$¢ poliaminoeterow rosnie
wraz z cigzarem czasteczkowym, jak roéwniez zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem rzgdowosci
grupy aminowej. W przypadku PEPDEA oraz ich czwartorzgdowanych pochodnych,
cytotoksycznos$¢ polimeréw jest nizsza niz polietylenoiminy. Zbadano zdolnos¢ PEPDEA
oraz ich czwartorzegdowanych pochodnych do tworzenia kompleksow z plazmidowym DNA
przy zastosowaniu elektroforezy zelowej, testu wykluczania bromku etydyny oraz
spektroskopii korelacji fotonow. Badania z wykorzystaniem elektroforezy zelowej wykazaty,
ze PEPDEA w petni kompleksuje plazmidowe DNA przy zastosowanym stosunku wagowym
polimeru do DNA réwnym 10:1, podczas gdy czwartorzgdowane pochodne kompleksuja
DNA przy stosunku wagowym wynoszacym 20:1. Test wykluczania bromku etydyny
wykazal, Ze polimery o wyzszym stopniu polimeryzacji tworza silniejsze kompleksy DNA.
Wykazano, ze polimery PEPDEA1 i PEPDEA2, jak rowniez ich czwartorzgdowane
pochodne, pomimo zdolnosci do kompleksowania plazmidowego DNA, nie sa wydajnymi
czynnikami transfekujacymi. Przyczyna braku transfekcji w przypadku badanych polimerow
jest fakt tworzenia przez nie kompleksow z DNA o wielkosci uniemozliwiajacej ich wydajny
wychwyt przez komorki, co zostalo zaobserwowane w badaniach mikroskopowych
kompleksow utworzonych z plazmidem znakowanym znaczkiem fluorescencyjnym BOBO-3.
Brak zdolnos$ci do tworzenia przez badane polimery kompleksow o wielko$ci umozliwiajace;j
ich wprowadzenie do wngtrza komorek jest prawdopodobnie zwigzane ze stosunkowo niskim
cigzarem czasteczkowym polimerow.



