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4. Omowienie osiagnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy

4.1. Tytul osiagniecia naukowego:

Mikro- i nano-czgstki polilaktydowe, jako potencjalne nosniki lekow w terapiach

przeciwnowotworowych

4.2. Spis opublikowanych prac stanowiacych podstawe rozprawy habilitacyjnej:

Osiaggni¢cie naukowe stanowi cykl o$miu monotematycznych prac, H1-H8,
opublikowanych w czasopismach z , listy filadelfijskiej”. M6j wktad w powstanie kazdej z prac
doktadnie opisatem w wykazie dorobku. W siedmiu publikacjach jestem pierwszym lub
korespondencyjnym autorem, a prace te powstalty w wyniku realizowanych 1 kierowanych
przeze mnie projektow finansowanych przez Fundacje Alexandra von Humboldta (nr 3.3-
POL/1159727 STP) w 2015 roku, oraz Narodowe Centrum Nauki (nr DEC-
2016/23/D/ST5/02458) w 2017 roku. Natomiast w jednej z odmiu prezentowanych prac jestem
drugim wspoétautorem, ale praca ta powstata w ramach doktoratu mgr. Barttomieja Kosta,
ktorego jestem opiekunem pomocniczym. Ponadto, bytem autorem koncepcji badan opisanych
w tej publikacji. Autoreferat nie zawiera pelnego opisu otrzymanych wynikow w
wymienionych pracach, a jedynie omawia najwazniejsze osiggni¢¢. Wszystkie szczegdtowe
dane opisujace metody syntezy, charakterystyke otrzymanych produktow oraz badania
biologiczne znajduja si¢ w zatgczonych publikacjach. Prace obejmujgce niniejszg rozprawe

oznaczylem symbolami H przypisujgc im numery od 1 do 8.



[H-1] M. Brzezinski, S. Seiffert, Monodisperse microspheres from supramolecular complexing
polylactides, Mater. Lett. 161 (2015) 471-475.

(Punktacja MNiSW = 35, IF2015 = 2.437)

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na: wspottworzeniu koncepcji badan, zaplanowaniu
i przeprowadzeniu Ssyntezy polimerow, otrzymaniu mikroczgstek za pomocq metody
mikroprzeptywéw, badaniu uwalniania modelowego leku, oraz napisaniu catosci publikacji.
Moj udziat procentowy szacuje na 50 %.

[H-2] M. Brzezinski, Hollow Microcapsules with Enhanced Stability via Stereocomplex
Assemblies, Macromol. Chem. Phys. 2017, 218(13), 1700018.

(Punktacja MNiSW = 35, IF217 = 2.495)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: tworzeniu koncepcji badan, wykonaniu pracy
eksperymentalnej wykorzystujqcej technike mikroprzephywow, otrzymaniu mikrokapsut i
zbadaniu ich czutosci na bodzce zewnetrzne. Publikacja zostata napisana i zredagowana przeze
mnie, a bedgc autorem korespondencyjnym ponosze odpowiedzialnosé za opublikowane wyniki
badan. Moj udzial w catoksztalcie pracy to 100%.

[H-3] M. Brzezinski, A. Kacprzak, M. Calderon, S. Seiffert, Metallo-polymer chain extension
controls the morphology and release kinetics of microparticles composed of terpyridine-capped
polylactides and their stereocomplexes, Macromol. Rapid Comunn. 2017, 38 (7), 1600790.

(Punktacja MNiSW = 40, IFx17 = 4.441)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: wspottworzeniu koncepcji badan, wykonaniu
pracy eksperymentalnej wykorzystujgcej technike mikroprzeptywow, otrzymaniu mikrosfer i
wykonaniu zdje¢ mikroskopowych. Publikacja zostata napisana i zredagowana przeze mnie, a
bedqgc autorem korespondencyjnym ponosze odpowiedzialnos¢ za opublikowane wyniki badan. .
Przygotowatem odpowiedzi na recenzje. Moj udzial w catoksztalcie pracy szacuje na 50%.

[H-4] M. Brzezinski, S. Wedepohl, B. Kost, M. Calder6n, Nanoparticles from supramolecular
polylactides overcome drug resistance of cancer cells, Eur. Polym. J. 2018, 109, 117-123.

(Punktacja MNiSW = 35, IF218 = 3.761)

MOoj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji i planu pracy, otrzymaniu
nanoczgstek metodq nanowytrgcania, zbadaniu ich stabilnosci i uwalniania doxorubicyny.
Publikacja zostata napisana i zredagowana przeze mnie, a bedgc autorem korespondencyjnym
ponosze odpowiedzialnos¢ za opublikowane wyniki badan. Moj udziat w catoksztalcie pracy
szacuje na 50%.

[H-5] B. Kost, M. Brzezinski, M. Cieslak, K. Krolewska-Golinska, T. Makowski, M. Socka,
T. Biela, Stereocomplexed micelles based on polylactides with B-cyclodextrin core as anti-
cancer drug carriers, Eur. Polym. J. 2019, 120, 109271.

(Punktacja MNiSW = 100, 1F2019 = 3.621)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji i planu pracy, otrzymaniu
polimerow stosujqgc technike wysokiej prozni, oraz zredagowania manuskryptu. Bylem autorem
korespondencyjnym Moéj udzial w caloksztalcie pracy szacuje na 45%.


https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84941769987&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=6fa385cbac765bb2ef1e671e4ce489cf&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2855375935400%29&relpos=18&citeCnt=10&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84941769987&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=6fa385cbac765bb2ef1e671e4ce489cf&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2855375935400%29&relpos=18&citeCnt=10&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85017366964&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=6fa385cbac765bb2ef1e671e4ce489cf&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2855375935400%29&relpos=10&citeCnt=4&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85017366964&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=6fa385cbac765bb2ef1e671e4ce489cf&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2855375935400%29&relpos=10&citeCnt=4&searchTerm=

[H-6] M. Brzezinski, B. Kost, S. Wedepohl, M. Socka, T. Biela, M. Calderén,
Stereocomplexed PLA microspheres: Control over morphology, drug encapsulation and
anticancer activity, Colloids Surf. B 2019, 184, 110544.

(Punktacja MNiSW = 100, 1F2019 = 3.973)

MOoj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji i planu pracy, otrzymaniu
polimerow stosujgc technike wysokiej prozni, otrzymaniu mikroczgstek oraz badaniu
uwalniania lekow. Publikacja zostala napisana i zredagowana przeze mnie, a bedgc autorem
korespondencyjnym ponosze odpowiedzialnos¢ za opublikowane wyniki badan Moj udziat w
caloksztalcie pracy szacuje na 60%.

Prace przeglgdowe:

[H-7] M. Brzezinski, T Biela, Micro- and nanostructures of polylactide stereocomplexes and
their biomedical applications, Polym. Int. 2015, 64, 1667-1675.

(Punktacja MNiSW = 30, IF2015 = 2.414)

Moj wkiad polegal na opracowaniu koncepcji i planu publikacji. Publikacja zostata napisana
i zredagowana przeze mnie, a bedgc autorem korespondencyjnym ponosze odpowiedzialnosé
za opublikowane wyniki badan. Moj udzial w catoksztalcie pracy szacuje na 70%.

[H-8] M. Brzezinski, B. Kost, M. Socka, Microfluidics for producing polylactide nanoparticles
and microparticles and their drug delivery application, Polym. Int. 2019, 68(9), 997-1014.

(Punktacja MNiSW = 70, IF2019 =2.433)

Moj wkiad polegal na opracowaniu koncepcji i planu publikacji. Publikacja zostata napisana
i zredagowana przeze mnie, a bedgc autorem korespondencyjnym ponosze odpowiedzialnosé
za opublikowane wyniki badan Moj udzial w catoksztalcie pracy szacuje na 50%.

4.3. Oméwienie celu naukowego ww. publikacji i osiagnietych wynikéw wraz oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Celem pracy bylo otrzymanie modyfikowanych mikro- i nano-czastek polilaktydowych
0 potencjalnym zastosowaniu w terapii przeciwnowotworowej. W celu ich otrzymania
wykorzystano  réznego  rodzaju  odwracalne,  supramolekularne  oddziatywania
miedzyczasteczkowe tj.. wigzania wodorowe, kompleksowanie jonéow metali oraz
oddziatywania typu gos$¢-gospodarz. Pozwolito to na zaprojektowanie nosnikéw lekow,
czutych na bodzce zewnetrzne, zdolnych do kontrolowanego ich uwalniania, a to jest

szczegoblnie istotne w celowanych terapiach dostarczenia lekow antynowotworowych.


https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85073751391&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=6fa385cbac765bb2ef1e671e4ce489cf&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2855375935400%29&relpos=1&citeCnt=1&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85073751391&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=6fa385cbac765bb2ef1e671e4ce489cf&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2855375935400%29&relpos=1&citeCnt=1&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85060128542&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=6fa385cbac765bb2ef1e671e4ce489cf&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2855375935400%29&relpos=3&citeCnt=2&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85060128542&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=6fa385cbac765bb2ef1e671e4ce489cf&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2855375935400%29&relpos=3&citeCnt=2&searchTerm=

Omowione wyniki obejmuja:

- wykorzystanie techniki mikroprzeplywéw do otrzymania jednorodnych mikrosfer
zbudowanych z polilaktydow sfunkcjonalizowanych grupami ureido-[2]-pirydynowymi (UPy)
i ich stereokompleksow, ktore zdolne byty do uwalniania modelowego leku w kwasowym pH,

charakterystycznym dla komoérek rakowych (H1);

- otrzymanie stereokompleksowych mikrokapsut ,,pustych w $rodku” za pomocg techniki
mikroprzeplywow. Kapsutki te byly stabilne w kwasowym pH, a silnie niestabilne w

zasadowym pH, a to mozna wykorzysta¢ w kontrolowanym dostarczaniu lekéw (H2);

- wykorzystanie wptywu kompleksowania jonéw metali przez polilaktydy sfunkcjonalizowane
grupg terpyridynowa na morfologi¢ i porowato$¢ mikroczastek (MPs) polilaktydowych i
stereokompleksowych, ktore otrzymane zostaly za pomoca techniki mikroprzeptywow.

Porowatos$¢ otrzymanych mikroczastek pozwolila na kontrolowanie uwalniania modelowego

leku (H3);

- wykorzystanie metody spontanicznego wytracania mikroczastek stereokompleksowych
zbudowanych z polilaktydow sfunkcjonalizowanych Boc-L-proling 1 L-proling, wykazano
wplyw wielkosci mikroczastek na uwalnianie doxorubicyny (DOX) i wnikanie jej do komorek
raka ptuc (H6);

- zastosowanie metody nanowytrgcania do otrzymania nanoczastek (NCs) z polilaktydow
sfunkcjonalizowanych grupami ureido-[2]-pirydynowymi (UPy) napetnionych DOX, ktore
uwalniaty lek w zaleznos$ci od pH $rodowiska, a €0 szczegodlnie istotne, takie nanoczastki byty

zdolne zwalcza¢ komorki antynowotworowe, ktore wyksztalcity oporno$é na leki (H4);

- otrzymanie nanoczastek polilaktydowych i stereokompleksowych zbudowanych z polimerow
gwiazdzistych z rdzeniem cyklodekstrynowym i dipentaerytrytolowym; wykazano, ze typ
rdzenia wptywa na szybko$¢ uwalniania leku, ponadto, nanoczastki te skutecznie wnikaty do

jader komorek raka szyjki macicy i przewleklej biataczki szpikowej (H5);

Na uwage zastuguja dwie opublikowane prace przegladowe H7 i H8, w ktorych szeroko
omoéwiono biomedyczne zastosowania nano- i mikro-czastek polilaktydowych, a takze
zaproponowano wykorzystanie techniki mikroprzeptywow do ich otrzymania. Opisane jest w

szczegblnosci ich zastosowanie, jako systemow dostarczania lekow.



4.3.2. Wprowadzenie

Przedstawiony cykl prac stanowiacy rozprawe habilitacyjng dotyczy metod
otrzymywania mikro- i nano-czastek polilaktydowych o potencjalnym zastosowaniu, jako
nosnikow substancji biologicznie aktywnych i obejmuje zarowno aspekty syntetyczne jak
rowniez ich zastosowanie w terapii antynowotworowe;j.

Leki antynowotworowe wykazuja silng toksycznos¢ nie tylko w stosunku do komorek
nowotworowych, ale tez w stosunku do zdrowych tkanek w ciele ludzkim [1]. Dzieje sig tak,
dlatego, ze zazwyczaj podaje si¢ je poprzez wstrzykniecie dozylne, a to powoduje ich
niespecyficzne rozprzestrzenianie si¢ w ciele cztowieka [2,3]. Z tego wzgledu poszukuje si¢
nowych systemow celowanego dostarczania tych lekow, ktore bez zmniejszenia skutecznosci
leczniczych zwigkszatyby terapeutyczny komfort pacjentow poprzez ograniczenie efektow
ubocznych ich podawania, w istotny sposob wplywajac na tolerancje¢ tych silnie toksycznych
lekéw. Réwnoczesnie takie podejscie obnizatyby koszty terapii poprzez zmniejszenie dawki i
czestotliwosci podawania leku. [4]. Mozna to np. osiaggnaé poprzez enkapsulacje lekow
antynowotworowych w polimerowych nosnikach lekow [5-7]. Posrod wielu proponowanych
w tym celu polimerow, szczegolnie istotnym przyktadem jest polilaktyd (PLA) ze wzgledu na
jego biozgodno$¢ i biodegradowalnos$¢. [8,9]. Szczegélnie istotne jest to, ze Systemy
dostarczania lekow oparte na PLA, zostaly dopuszczone do badan klinicznych przez
Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow (z ang. Food and Drug Administration, FDA,
USA) [10]. Dodatkowo, makroczasteczki PLA moga tworzy¢ stereokompleksy pomiedzy
dwoma enancjomerycznymi izomerami tego polimeru: poli(L-laktydem) (PLLA) i poli(D-
laktydem) (PDLA), w wyniku tworzenia wielokrotnych wigzan wodorowych [11,12]. Tego
typu oddziatywania moga by¢ wykorzystane w regulowanym uwalnianiu lekow poprzez
kontrolg szybkosci degradacji in vivo polilaktydowych nosnikow. [13-15].

Wadg PLA jest brak w jego strukturze grup funkcyjnych, ktore bytyby czute nawet na
niewielkie zmiany Srodowiska. Strategia nowoczesnej terapii nowotworowej polega natomiast
na zastosowaniu systemow dostarczania lekow czutych na bodzce, takie jak np. pH czy zmiany
temperatury. Pozwala to na kierunkowe dostarczanie lekéw antynowotworowych, gdyz w
poblizu komorek rakowych wystepuje lekko kwasowe pH i podwyzszona temperatura [16,17].
Modyfikacja struktury PLA wymaga wprowadzenia do makroczgsteczki roznego rodzaju grup
funkcyjnych, stosujac np. kopolimeryzacje z odpowiednimi monomerami lub uzywajac, jako

inicjatory polimeryzacji, rdzenie wyposazone dodatkowo w podstawniki zdolne do tworzenia



supramolekularnych, odwracalnych oddziatywan czulych na zmiany $rodowiska [18-21].
Zastosowanie takich ,,inteligentnych” systemow dostarczania lekow pozwala na dostarczenie
ich doktadnie w miejscu zmiany chorobowej. Do chwili podjgcia, w naszym laboratorium,
badan nad zastosowaniem supramolekularnych PLA oraz takich ,,wzmocnionych”
stereokompleksowaniem do otrzymania systemow dostarczania lekéw, zagadnienie to nie byto
szeroko badane, jak to opisano w pracy przegladowej z 2015 roku [15]. Zaprezentowano
glownie przyktady kopolimeryzacji LA z odpowiednimi monomerami do otrzymania
nanoczastek czutych na zmiany pH [22] lub temperatury [23], ale prace te dotyczyty wytgcznie
ich samoorganizacji w odpowiednim medium i czuto$ci na bodzZce, a nie zastosowania do
kontrolowanego uwalniania lekow. Z tego wzgledu, zainteresowano si¢ projektowaniem
nowych nos$nikow lekow z zastosowaniem supramolekularnych PLA.

Istotnym aspektem w projektowaniu nowych systeméw kontrolowanego dostarczania
lekéw jest rowniez dobranie takich metod ich przygotowania, aby otrzymywane nos$niki byty
w maksymalnym stopniu jednorodne. Zwykle do otrzymania mikroczgstek i nanoczastek
stosuje si¢ metody emulsyjne, w ktorych trudno o kontrolg nad wielko$cig i rozrzutem wielko$ci
otrzymanych czastek [24,25]. Z tego wzgledu, poszukuje si¢ nowych i bardziej efektywnych
metod otrzymywania jednorodnych mikro- i nano-nosnikow lekow, gdyz od wielkosci i ich
rozrzutu zalezy stopien enkapsulacji jak i farmakokinetyka leku [26]. Szeroko rozwijang
obecnie metoda otrzymywania no$nikow lekow jest metoda mikroprzeptywow [27-29]. Jedna
z odmian tej metod, polega na wykorzystaniu mikrometrycznych szklanych kapilar do
wytworzenia przeptywu roztworu polimeru, ktory w wyniku napotkania fazy ciaglej
(niemieszalnej z fazg polimerowa) tworzy tzw. szyjke (Rysunek 1A), ktora nastgpnie na skutek
nierownowagi ci$nien peka, i w efekcie tworzg si¢ jednorodne krople emulsji (tzw. skupianie
przeptywu, z ang. flow focusing) [30]. Kontrole wielkosci kropel uzyskuje si¢ poprzez
manipulacje szybkoscia przeptywu obu cieczy [31]. Nastgpnie, aby otrzyma¢ mikroczastki z
kropel emulsji odparowuje si¢ rozpuszczalnik organiczny [32,33], lub doprowadza do ich
zelowania za pomocg zwigzkoéw sieciujgcych lub $wiatla [29]. Ogromng zaletg techniki
mikroprzeplywow jest rowniez fakt, Ze umozliwia ona wytworzenie w ciggu sekundy nawet
kilkudziesigciu kropelek, co znacznie przyspieszylo badania, trwajace wczesniej catymi
miesigcami [34]. W niniejszym opracowaniu podsumowano wyniki badan dotyczace
wykorzystania, po raz pierwszy, tej techniki do otrzymania stereokompleksowych mikrosfer
(H1), mikrokapsut (H2) oraz porowatych mikrosfer (H3) i opisano sposoby kontrolowania
uwalniania  lekow z  takich  mikroczastek  ,sieciowanych”  oddzialywaniami

supramolekularnymi.



Kolejng, i relatywnie prosta metodg otrzymywania mikroczagstek jest ,,spontaniczne”
wytracanie si¢ stereokompleksowych mikrosfer z rozpuszczalnikow organicznych (Rysunek
1B) [35]. Po zmieszaniu PLLA i PDLA w odpowiednim rozpuszczalniku i rownomolowych
ilosciach, mikrosfery te tworza si¢ na skutek oddziatywan makroczasteczek polilaktydow o
przeciwnej konfiguracji. W poczatkowe] fazie procesu oddziatywanie makroczasteczek PLLA
I PDLA prowadzi do utworzenia nanoczastek, ktore agregujac, tworzg stereokompleksowe
mikrosfery [36]. Nastepnie, zachodzi sedymentacja utworzonych mikrosfer. Jako pierwszy ten
sposob otrzymania mikroczastek zaproponowal Tsuji [11], obserwujgc ich tworzenie w
acetonitrylu. W naszym laboratorium rozwinigto t¢ metode, wykazujac wplyw grup
koncowych, a takze rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika, na  morfologi¢
stereokompleksowych mikroczgstek [37,38]. W niniejszym opracowaniu, przedstawiano
zastosowanie jej do otrzymania stereokompleksowych mikroczastek napetnionych DOX i

zaprezentowano ich terapeutyczng efektywno$¢ przeciwko komorkom raka ptuc (H6).

roztwor
faza polimeru
rozproszona
A ,
czastki K
PLA
mieszanina stereokompleksowanie woda
PLLAi PDLA ~Spontaniczne”

w odpowiednim
rozpuszczalniku

wytrgcanie
stereokompleksowych |
mikroczgstek

nanowytrgcenia

Rysunek 1. Schemat ilustrujgcy zastosowanie (A) metody mikroprzeptywow w kapilarach
szklanych do otrzymania mikroczastek zbudowanych z PLA (tzw. skupianie przeptywu) [33],
(B) metody ,,spontanicznego” wytracania stereokompleksowych mikrosfer w odpowiednim
rozpuszczalniku [39], (C) metody nanowytrgcania do otrzymania polilaktydowych i

stereokompleksowych nanoczastek [40].

Szeroko stosowang metoda otrzymywania czastek jest réwniez nanowytracanie,

polegajace na wkraplaniu rozcienczonego roztworu polimeru do nierozpuszczalnika
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mieszalnego z tym roztworem (Rysunek 1C). Przy zachowaniu odpowiednich warunkéw
prowadzi to do powstawania sferycznych nanoczastek [41]. Proces tworzenia nanoczastek
polega na wstgpnym tworzeniu niewielkich agregatow zbudowanych z kilku makroczasteczek,
ktore nastepnie asocjujg w czastki (0 wielkosci od kilkudziesigciu do kilkuset nanometrow), az
do osiggniecia tzw. stabilnosci koloidalnej. Wielko$¢ nanoczgstek determinowana jest
rodzajem polimeru [42], jego st¢zeniem (lepkos$¢ uktadu musi by¢ niewielka, aby uniknaé
splatan makroczasteczek) [43], oraz przez stosunek rozpuszczalnik/nierozpuszczalnik, i zalezy
od ich wspotczynnikow dyfuzji i statych dielektrycznych [44]. Wykorzystano metode
nanowytrgcania do otrzymania nanoczastek o wielkosci 100-180 nm, zbudowanych z
supramolekularnych polilaktydow i1 napetionych DOX. Nanoczgstki takie moga efektywnie
wnika¢ do nowotworéw na skutek efektu zwiekszenia przepuszczalnosci i retencji (EPR)
tkanek nowotworowych [45]. Tkanka nowotworowa charakteryzuje si¢ zwickszong
przepuszczalno$cia naczyniowg i to powoduje zatrzymanie duzych czastek w obrgbie takich
tkanek ($rednica szczelin migdzy komoérkami $rodbtonka naczyn wlosowatych guza wynosi
100-1000nm) [46]. To powoduje, ze nanoczastki moga si¢ gromadzi¢ wewnatrz zmienionych
chorobowo tkanek, powodujac przedtuzona retencj¢ NCs w guzie i kontrolowane uwalnianie
substancji leczniczej w miejscu zmiany nowotworowej. W moich badaniach, po raz pierwszy
przedstawiono ide¢ zastosowania oddzialywan grup UPy do otrzymania polilaktydowych
nanoczastek czutych zaréwno na zmiany pH, jak i zmiany temperatury. Szczegdlnie istotne jest,
ze takie nanoczastki moga dziata¢ skutecznie nawet przeciw komorkom rakowym, ktore
wyksztalcity oporno$¢ na leki antynowotworowe (H4). W ostatniej z prac opisano
wykorzystanie potgczenia stereokompleksowania ze zdolnos$cig do tworzenia kompleksu gosc-
gospodarz przez cyklodekstryne (CD) z DOX, i pokazano synergiczny wplyw tych
oddziatywan na uwalnianie leku antynowotworowego z otrzymanych nanoczastek oraz na jego
cytotoksycznos¢ wzgledem komorek raka szyjki macicy i przewlektej biataczki szpikowej
(H5).

Zbior prac przedstawionych w ramach rozprawy habilitacyjnej stanowi podsumowanie
réznych metod wytwarzania enancjomerycznych polilaktydowych 1 racemicznych
stereokompleksowych czastek, jak rowniez ilustruje mozliwosci ich wykorzystania w terapii

antynowotworowej.
4.4. Omowienie osiggnietych wynikow

44.1. Otrzymywanie jednorodnych mikrosfer zlozonych 2z supramolekularnych
polilaktydéw metoda mikroprzeptywow (H1)
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W celu otrzymania mikroczastek czutych na pH ztozonych z supramolekularnych
polilaktydow wykorzystano metod¢ mikroprzeptywéw w Kapilarach szklanych. Pierwszym
etapem badan byta polimeryzacja z otwarciem pierscienia (z ang. ring-opening polymerization,
ROP), do ktérej uzyto dwa monomery o przeciwnej konfiguracji: L-LA i D-LA [47]. Otrzymano
w niej, odpowiednio enancjomery PLLA i PDLA. Zastosowany inicjator zawierat zar6wno
grupy zdolne do inicjowania polimeryzacji, jak i zdolne do tworzenia wielokrotnych wigzan
wodorowych. Dzigki temu mozliwe bylo otrzymanie enancjomerycznych polilaktydow
sfunkcjonalizowanych grupami UPy, na jednym koncu tancucha, a poprzez zastosowanie
diizocyjaniandéw, w reakcji sprzggania tancuchéw, na obu koncach tancucha polimerowego
[19]. Otrzymane polimery postuzyty do przygotowania mikroczastek polilaktydowych oraz
mikroczastek  ,,wzmocnionych”  stereokompleksowaniem, 2z zastosowaniem metod
emulsyjnych, ktore nie byly wczesniej stosowane w takich uktadach. Aby otrzymaé krople
emulsji, skonstruowano odpowiednie urzgdzenie, a otrzymane PLA (razem z modelowym
lekiem) rozpuszczono w CHaCly (w stezeniu 5 do 60 g L™), i zastosowano, jako faze
rozproszong W metodzie mikroprzeptywow. Z kolei faze ciagla stanowil wodny roztwor
polialkoholu winylowego (PVA, 5 wt%), jak przedstawiono to na Rysunku 2. Dostosowujac
szybko$¢ przeptywu obu faz (w zakresie 5-100 pL min™?), udato sie uzyska¢ jednorodne krople
emulsji z supramolekularnych PLA 1 ich stereokompleksow. Nastepnie, pod zmniejszonym

ci$nieniem, odparowano CH2Cl», co pozwolito na wytracenie si¢ mikrosfer, ktore oczyszczono
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy tworzenie si¢ jednorodnych kropli emulsji PLA/CH2CI>
w 5 wt% roztworze PVA. Strzatki pokazuja kierunek przeptywu niemieszajacych si¢ faz:

wodnej i organicznej.

Otrzymane mikrosfery z polilaktydéw z grupa UPy na jednym koncu tanucha (UPy-
PLA-OH) charakteryzowaly si¢ wielkoscig ~60 pum, a z kolei te otrzymane z telechelicznych

PLA (UPy-PLA-UPy) mialy $rednic¢ ~40 pum; zwigzane to bylo z nizszym stezeniem
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roztworow polimerow zastosowanych do ich przygotowania. Poza réznica w wielkosci,
mikroczastki znaczaco roznity si¢ tez morfologia. Zobrazowano to za pomoca skaningowego
mikroskopu elektronowego (z ang. scanning electron microscope, SEM), i pokazano na
Rysunku 3. Szczegodlnie widoczne roznice morfologiczne bylty w przypadku mikroczastek
otrzymanych z enancjomerycznych PLA. Mialy one gladka, regularng powierzchnig, w
przeciwienstwie do mikroczastek stereokompleksowych, charakteryzujacych si¢ strukturg
granularng. Wskazywalo to na hierarchiczng budowg stereokompleksowych mikroczastek,
ktore sktadaty si¢ z ziaren o wielko$ci kilku mikrometrow, tworzacych granularng (sc-UPy-

PLA-OH) lub gabczastg (sc-UPy-PLA-UPY) strukturg¢ uzyskanych czgstek.
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Rysunek 3. Mikrofotografie SEM mikroczastek zbudowanych z: (A) PLA z grupami UPy na
jednym koncu tancucha (UPy-PLA-OH); (B) po stereokompleksowaniu PLLA i PDLA z
grupami UPy na jednym koncu tancucha (sc-UPy-PLA-OH), (C) telechelicznych PLA (UPy-
PLA-UPy), (D) po stereokompleksowaniu PLLA i PDLA z grupami UPy na obu koncach
tancucha (sc-UPy-PLA-UPYy). Biata kreska na rysunku oznacza 50 pm.
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Tworzenie si¢ stereokompleksowej struktury otrzymanych mikroczastek potwierdzono
dwoma metodami: spektroskopia w podczerwieni (z ang. Fourier transform infrared
spectroscopy, FTIR) i skaningowa kalorymetria roznicowa (z ang. differential scanning
calorimetry, DSC). Mectoda FTIR pozwala na bezposrednig obserwacje tworzenia sie
stereokompleksu  w wyniku zmiany konformacji helisy «a, charakterystycznej dla
enancjomerow PLA, na helis¢ B wystepujaca w stereokompleksie. Przektada si¢ to na zanik
pasma przy dtugosci fali 921 cm™ a pojawienie sie nowego pasma przy 909 cm* [48]. Ponadto,
temperatura topnienia stereokompleksowych krystalitow (zbudowanych z roéwnomolowe;j
mieszaniny PLLA 1 PDLA) jest wyzsza o okolo ~50 °C od homokrystalitow
enancjomerycznych PLA [49]. W termogramach DSC wykonanych dla stereokompleksowych
mikroczastek, obserwowano wylacznie krystality stereokompleksow o znacznie wyzszej
temperaturze topnienia od homokrystalitow, zarbwno w pierwszym, jak i drugim przebiegu
ogrzewania w DSC.

W celu wykazania czutoséci na bodzce zewnetrzne, zbadano uwalnianie modelowego
zwigzku ((S)-(+)-4-(3-amino-pirrolidino)-7-nitrobenzofurazanu, (NBD)) z mikrosfer po
stereokompleksowaniu PLLA i PDLA z grupami UPy na jednym koncu tancucha (sc-UPy-
PLA-OH), zarowno w kwasowym pH 5 charakterystycznym dla komoérek rakowych, jak i w
pH 7 zazwyczaj wystepujacym W komorkach zdrowych. Wykonany eksperyment, wskazat, ze
otrzymane czgstki uwalniaja wigcej modelowego leku w kwasowym pH (Rysunek 4). Jednakze,
niewielki, calo$ciowy procent uwolnionego modelowego zwiazku, zwigzany byl
prawdopodobnie z sieciowaniem otrzymanych mikroczastek na skutek stereokompleksowania,
a takze z jednorodnoscig otrzymanych mikroczastek. Jednorodnos¢ powoduje zaréwno
wolniejszy ,,wyrzut” leku (z ang. burst release), jak 1 wolniejsze catosciowe uwalnianie leku w
porownaniu do czastek z duzym rozrzutem wielkosci przygotowanych ,tradycyjnymi”
metodami emulsyjnymi. Anderson 1 wspolpracownicy wigzali to z jednorodnym
rozmieszczeniem leku w  mikroczastkach przygotowanych za pomocga metody
mikroprzeplywow, z kolei w przypadku tych przygotowanych metodami emulsyjnymi o duzym
rozrzucie wystepowaty miejsca bogate w substancje lecznicza na powierzchni mikrosfer, a to

odpowiadato za jego znacznie szybsze uwalnianie [32].
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Rysunek 4. Wykres uwalniania modelowego zwigzku (NBD) z mikroczastek (sc-UPy-PLA-
OH) w dwéch roznych buforach, jednym o pH 5 (kétka) i pH 7 (trojkaty).

4.4.2. Otrzymywanie ,pustych w S$rodku” mikrokapsulek wzmocnionych

stereokompleksowaniem (H2)

Mikrokapsuty sktadajg si¢ z wewngtrznego rdzenia (zwykle zawierajacego zwigzek
aktywny biologicznie) oraz zewnetrznej powtoki (zwykle polimerowej) [50,51]. To odréznia
je od mikrosfer, w ktérych czasteczki leku sg homogenicznie rozproszone, rozpuszczone CzZy
zawieszone wewnatrz mikroczastki [52]. Aby otrzymac¢ mikrokapsuty z supramolekularnych
PLA, wykorzystano szklane urzadzenia mikroprzeptywowe, Stosujac geometri¢ skupiania
przeptywu (Rysunek 5B), aby uzyskac krople podwojnej emulsji (woda/faza organiczna/woda:
W/O/W). W tym celu skonstruowano urzadzenie, sktadajace si¢ z dwoch zwezajacych sig,
cylindrycznych kapilar, ktore umieszczono w kapilarze o przekroju kwadratowym, jak

pokazano na Rysunku 5B.
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Rysunek 5. (A) Struktura UPy-PLA-OH, (B) Schematyczny rysunek urzadzenia

mikroprzeptywowego do otrzymywania kropli podwdjnej emulsji (W/O/W). (C, D) Zdjecia z
mikroskopu  optycznego obrazujace jednorodne  krople emulsji  stabilizowane
stereokompleksowaniem. (E) Zdjgcia z mikroskopu optycznego obrazujace niestabilne krople

podwojnej emulsji UPy-PLA-OH. Biata kreska na rysunku oznacza 200 pm.

Zastosowano trzy rézne roztwory: (1) 10 wt% wodny roztwor politlenku etylenu (PEG),
zmieszany z 1 M wodorosiarczanem sodu (NaHSO4) jako fazg wewnetrzng, (2) 5 wt% roztwor
UPy-PLA-OH w chloroformie (Rysunek 5A) lub rownomolowa mieszanine sktadajaca si¢ z
PLLA i PDLA sfunkcjonalizowanych UPy w chloroformie jako fazg¢ $rodkows, (3) 10 wt%
roztwor wodny PVA jako faze zewnetrzng (Rysunek 5B). Dwa pierwsze roztwory ptyngty w
tym samym kierunku, podczas gdy 10 wt% roztwor PVA ptynat w przeciwnym kierunku, jak
pokazano na Rysunku 5B. Szybkosci przeptywu tych trzech faz utrzymywano odpowiednio na
poziomie 5500 (1), 4500 (2), i 28 000 (3) pL h™t. Jako modelowy lek, do fazy organicznej
dodawano czerwien Nilu. Opracowano takze metodg stabilizacji uzyskanych kropel podwdjne;j
emulsji [53], i po serii prob wykazano, ze odpowiedni byt 1 M roztwér NaCl.

W  badanych uktadach, obecno$¢ oddzialywan pomiedzy enancjomerycznymi
tancuchami PLLA i1 PDLA okazala si¢ niezbedna, aby uzyska¢ stabilne krople podwojnej

emulsji. W przypadku kropel emulsji otrzymanych z zastosowaniem tylko jednego z
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enancjomerow (UPy-PLA-OH czy komercyjnego PLLA), byty one niestabilne, nastepowato
ich kurczenie si¢, a nastgpnie rozdzielanie poprzez mechanizm spontanicznego rozpadu,
ktorego efektem jest powstanie dwoch oddzielnych kropli fazy wodnej i fazy olejowej [54], jak
pokazano na Rysunku 5E. Pomimo, ze podobne zachowanie zaobserwowano dla kropel
podwojnej emulsji zbudowanych z makroczasteczek ,wzmocnionych”
stereokompleksowaniem, po ich rozdzieleniu, wewnetrzna kropla fazy olejowej utworzyta
pusta w $rodku mikrokapsute (Rysunek 6F). Zjawisko to byto unikatowym przyktadem
tworzenia si¢ polimerowej otoczki powstajacej na granicy faz woda-chloroform, ktore
weczesniej byto charakterystyczne tylko dla par przeciwnie natadowanych polielektrolitow [55].
Nastepnie, na skutek reorganizacji strukturalnej otrzymanych mikrokapsul, nastgpowato
wytracanie si¢ sferycznych czastek stereokompleksowych o $rednicy ~160 pm, tak, jak
zaprezentowano to na Rysunku 6. Za pomoca SEM, potwierdzono ich strukturg sktadajaca si¢
z rdzenia i powloki. Srednica stereokompleksowej powloki wynosita ~5 pm. Z kolei, za
pomoca FTIR potwierdzono, ze mikrokapsuly stabilizowane byty stereokompleksowaniem

pomigdzy enancjomerycznymi tancuchami UPy-PLLA-OH i UPy-PDLA-OH.
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Rysunek 6. Reorganizacja strukturalna kropel podwdjnej emulsji W/O/W, ktore stabilizowane

byty stereokompleksowaniem i oddziatywaniami grup koncowych UPy. (A) krople podwdjnej
emulsji sc-UPy-PLA-OH, (B,C) mikrokapsuly spontanicznie rozdzielaja si¢ od fazy wodnej,
(D-F) zestalenie si¢ mikrokapsul poprzez odparowanie rozpuszczalnika. Biata kreska na

rysunku oznacza 100 pum.

Ze wzgledu na obecnos$¢ supramolekularnych grup koncowych w strukturze PLA z
ktorych zbudowane byly mikrokapsuty, zbadano ich czutosci na bodzce zewnetrzne. W tym

celu mikrokapsuty poddano stresowi osmotycznemu poprzez dodatek roztworu silnie
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zasadowego (1 M NaOH) oraz silnie kwasowego (1 M HCl). Zaobserwowano, ze w zasadowym
srodowisku mikrokapsuty pegczniaty, nieznacznie zwigkszajac swoja $rednice, a nastgpnie
kurczylty si¢ do wielkosci okolo ~84 um, co spowodowato zdezorganizowanie
stereokompleksowej powloki i uwalnianie modelowego leku. Natomiast nie zaobserwowano
wigkszych zmian S$rednicy w kwasowym $rodowisku i uwalnianie modelowego leku
praktycznie nie nastepowato, jak pokazano to na Rysunku 7. Zatozono, ze deprotonacja grup
koncowych UPy odpowiedzialna jest za kurczenie si¢ mikrokapsut w zasadowym pH [55] (nie
wykluczono jednak mozliwej degradacji matrycy PLA [56]), poniewaz, w podobnych
warunkach stereokompleksowe mikrokapsuty pozbawione grup UPy, a otrzymane metodg
warstwa po warstwie (z ang. layer-by-layer (LbL) technique) byty stabilne, zarowno w
kwasowym, jak i zasadowym srodowisku [57].

Tego typu supramolekularne mikrokapsuty czule na zmiany pH, mozna wykorzystac¢
np. do dostarczania lekoéw do dwunastnicy (lub jelit), gdzie wyst¢puje silne zasadowe pH
srodowiska, powodujace uwalnianie docelowego leku na skutek rozrywania wigzan

wodorowych migedzy grupami UPy wbudowanymi w kazdy tancuch PLA.

0 min 4 min 7.5 min 8 min 8.5 min 10 min
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Rysunek 7. Zdjecia z mikroskopu konfokalnego mikrokapsut zdyspergowanych w wodzie, a
nastgpnie, przez 10 min, poddanych dziataniu A) 1 M NaOH and B) 1 M HCI. Biata kreska na

rysunku oznacza 250 pm.

4.4.3. Supramolekularne polilaktydy z grupami terpirydynowymi: kontrola morfologii
mikroczastek oraz uwalniania lekow poprzez kompleksowanie metali i

stereokompleksowanie (H3)

Kontrolowana samoorganizacja polimerowych fragmentow budulcowych jest
obiecujaca strategia otrzymywania biodegradowalnych systemow dostarczania lekow [58—60].
Wydaje si¢, ze modyfikowane w roznorodny sposob polilaktydy, zdolne do samoorganizacji,

sg obiecujgcymi materiatami do konstrukcji nosnikow lekow. W tym kontekscie zastosowanie
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metalo-supramolekularnych polimerow do otrzymywania polilaktydowych nano- I mikro-
czastek wydaje sie szczeg6lnie obiecujace, a dotychczas to podejscie nie byly szeroko badane.

Otrzymano PLA sfunkcjonalizowane terpirydyng (TPy) poprzez zastosowanie TPy z
grupg hydroksylowa, jako inicjatora polimeryzacji ROP L-LA i D-LA, Kkatalizowanej
oktanianem cyny (1) [61]. Nastepnie, wykorzystano reakcj¢ sprzegania makroczasteczek TPy-
PLA za pomoca diizocyjanianu heksametylenowego [62], aby otrzymac telecheliczne PLA z
grupami TPy (BisTPy-PLA) na obu koncach tancucha polimerowego. Grupy TPy sa zdolne do
silnego kompleksowania metali. Tak otrzymane, modyfikowane PLA tacza w sobie dwa rozne
oddzialywania supramolekularne: zdolno$¢ do kompleksowania metali przez grupy koncowe
TPy- i bisTPy-PLA oraz zdolnos¢ do stereokompleksowania pomiedzy enancjomerycznymi
PLLA i PDLA. W celu konstrukcji odpowiednich czastek, ktore potencjalnie moglyby stuzy¢,
jako no$niki lekow, otrzymano krople pojedynczej emulsji (O/W), z wykorzystaniem
analogicznego urzadzenia do mikroprzeptywow, jak opisane w publikacji H1. Jako fazg
rozproszong zastosowano PLA (jak i ich stereokompleksy) zdolne do kompleksowania metali
oraz modelowy lek, a faze¢ ciggla stanowil analogicznie wodny roztwor polialkoholu
winylowego (PVA, 5 wt%). Dodatkowo, dodano do niego trzy rodzaje jonéw metali: Ni?*,
Co?", lub Fe** (w formie siarczanow). Szybkosci przeptywu obu faz regulowano w zakresie
15-135 pL min, co pozwolito na odpowiednie wymieszanie obu faz i dyfuzje jonow metali
do fazy organicznej (Rysunek 8B). Nastgpnie, z otrzymanych kropli emulsji poprzez
odparowanie CH2Cl; pod zmniejszonym cisnieniem uzyskano mikrosfery, w ktorych
makroczasteczki byty kompleksowane jonami metali. Na skutek koordynacji jonéw metali,
mogta nastepowaé zaréwno dimeryzacja makroczastek dla TPy-PLA jak i przedtuzanie
tancucha w przypadku BisTPy-PLA, jak pokazano na Rysunku 8A.
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Rysunek 8. (A) Schemat pokazujacy strukture TPy-PLA oraz koordynacj¢ jonéw przez TPy-
PLA and BisTPy-PLA i ich samoorganizacje, (B) zastosowanie techniki mikroprzeptywoéw do
otrzymania kropli emulsji z TPy-PLA i BisTPy-PLA kompleksowanych jonami metali, z
dodatkiem modelowego leku (oznaczony, jako mata kulka), (C) ilustracja obrazujgca wptyw

stereokompleksowania na morfologi¢ otrzymanych mikroczastek.

Srednica otrzymanych mikrosfer miescita si¢ w zakresie 40-60 um i silnie zalezata od
rodzaju jonu metalu kompleksowanego przez ~modyfikowane PLA oraz od
stereokompleksowania pomiedzy makroczasteczkami PLLA i PDLA, jak to pokazano na
Rysunku 9. Najmniejsza $rednice i rozrzut wielkosci uzyskano, gdy jako jon zastosowano Fe?".
Dla TPy-PLA i BisTPy-PLA, zastosowanie tego jonu do koordynacji makroczasteczek
prowadzito do otrzymania jednorodnych mikrosfer o gtadkiej powierzchni, podczas gdy uzycie
Ni?* i Co?" skutkowato uzyskaniem mikrosfer o nieregularnej strukturze, z wyraznymi
pcknieciami  (Rysunek 9 A, B). Z kolei, stereokompleksowanie takich metalo-
supramolekularnych PLA prowadzito do otrzymania porowatych mikrosfer (Rysunek 8C), w
ktorych wielko$¢ porow roznita si¢ w zaleznosci od zastosowanego jonu metalu, ale takze

zastosowanego polimeru TPy-PLA lub BisTPy-PLA (Rysunek 9 C, D).
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Rysunek 9. Mikrofotografie SEM otrzymanych mikroczastek: (A) TPy-PLA, (B) bisTPy-PLA,
(C) sc-TPy—PLA-OH, oraz (D) sc-bisTPy-PLA kompleksowanych odpowiednio: Fe?*, Co?*,

oraz Ni%*. Biata kreska na rysunku oznacza 50 pm.

Znacznie mniejsza wielkos¢ porow stereokompleksowych mikrosfer ztozonych z
BisTPy-PLA, w porownaniu do TPy-PLA, zwigzana byla ze znacznie wigksza lepkoscia
roztworow tych pierwszych polimeréw, ktora utrudnia odparowanie rozpuszczalnika podczas
separacji fazowej, i prowadzi do powstanie nieregularnych porow. Ponadto, zaréwno
mikrosfery sc-TPy-PLA-OH i sc-BisTPy-PLA wykazywaty hierarchiczng strukture, utworzona
z nano- i mikro-granul, wskazujaca na ich tworzenie wedlug mechanizmu nukleacji i wzrostu
[63]. Pierwszym etapem tworzenia mikrosfer byta asocjacja tancuchéw PLA na skutek
stereokompleksowania, ktore rosng, do utworzenia jednorodnych nanogranul o wielkosci 30
nm [64]. Nastepnie, te nanogranule agreguja do utworzenia mikroziaren, ktore po osiagnigciu
krytycznej wielkosci, wytracajag si¢ w postaci mikrosfery o wielkosci kilkudziesieciu

mikrometrow. Utworzenie stereokompleksoéw potwierdzono za pomocg FTIR oraz DSC.
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Aby oceni¢ wplyw roznej morfologii uzyskanych mikroczastek na kinetyke uwalniania
modelowego leku (NBD), poréwnano szybkos¢ uwalniania z mikrosfer zbudowanych z TPy—
PLA o jednorodnej powierzchni, z szybkoscia uwalniania z mikrosfer porowatych,
stereokompleksowych (sc-TPy-PLA). W obu wypadkach mikrosfery zbudowane byty z
polilaktydow kompleksowanych nietoksycznymi jonami zelaza [65]. Uzyskane wyniki
wskazaty, ze porowate, stereokompleksowe mikrosfery wykazywaty wicksze poczatkowe
uwalnianie leku (z ang. burst release), jak rowniez wyzszy stopien dlugotrwatego uwalniania
leku, w poréwnaniu do mikrosfer zbudowanych z TPy-PLA o jednorodnej strukturze (Rysunek
10). Uwalnianie leku wigze si¢ z jego dyfuzja do srodowiska a wystgpowanie porowatosci na
powierzchni mikrosfer utatwia ten proces [66], powodujac, ze czastki stereokompleksowe
zdolne byly do szybszego uwalniania leku. Porowatos¢ uzyskano rowniez w przypadku
mikroczgstek z enancjomerycznych TPy-PLA przygotowanych bez dodatku jonow metali, a
takie podejscie spowodowato takze szybsze uwalnianie leku w poréwnaniu do jednorodnych
mikrosfer tworzonych w obecno$ci jonéw zelaza (Rysunek 10). Otrzymane mikroczastki
mozna wykorzysta¢ przeciwko infekcjom, w ktérych wymagana jest dlugotrwata terapia i

wolne uwalnianie leku.
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Rysunek 10. Wykres uwalniania modelowego zwiazku (NBD) z mikroczastek zbudowanych z
TPy-PLA-OH (kotka) oraz sc-TPy—PLA-OH (pigciokat) po kompleksowaniu Fe?*, oraz bez
dodatku metalu: TPy—PLA-OH (kwadraty) oraz sc-TPy—-PLA-OH (trojkaty).

4.4.4. Stereokompleksowe mikroczastki PLA: kontrola morfologii, enkapsulacji lekéw

oraz wlasciwosci przeciwnowotworowych (H6)

Rak ptuc jest jedng z glownych przyczyn $mierci z powodu nowotwordw na swiecie, a
z kolei najwazniejszymi przyczynami jego powstawania sg: zanieczyszczenie powietrza i
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palenie papierosow [66]. Z tego wzgledu, poszukiwane sg nowe sposoby leczenia tego
nowotworu, W szczegolnosci takie, ktorych efektem bedzie dostarczanie leku
antynowotworowego doktadnie w miejsce wystgpowania zmiany nowotworowej. W
przedstawionej pracy zaproponowano zastosowanie stereokompleksowych mikrosfer o
wielkosci od 0,5 do 10 um napetnionych DOX, ktore mogg by¢ dostarczane do ptuc na drodze
inhalacji. Istota koncepcji opierata si¢ na uzyskaniu kontrolowanego uwalniania leku poprzez
zastosowanie stereokompleksowych mikrosfer, ktorych wielkoscia, jak 1 morfologia,
manipulowano poprzez modyfikacje grup koncowych PLA oraz warunkami ich przygotowania
w mieszaninie tetrahydrofuran (THF)/dioksan (DIOX) o0 réznych sktadach. Otrzymano
oligomeryczne PLLA i PDLA sfunkcjonalizowane L-proling stosujac jej hydroksylowang
pochodng (Boc-L-proling), jako inicjator polimeryzacji L- i D-laktydu (Rysunek 11A). W
kolejnym etapie przeprowadzono odblokowanie grup koncowych uzyskanych PLA w
srodowisku kwasowym, co zostato potwierdzone za pomoca *H NMR (Rysunek 11B) i SEC
(Rysunek 11C). Zdecydowano si¢ na taki dobor grup koncowych ze wzgledu na ich anty-
kancerogenne wiasciwosci skierowane przeciwko ré6znym rodzajom raka [67,68]. Nastepnie, z
tak przygotowanych oligomerdéw, otrzymano stercokompleksowe mikrosfery poprzez ich
spontaniczne wytrgcanie (Rysunek 11 D) z THF, DIOX oraz z ich mieszanin
dwusktadnikowych. Stosunek THF do DIOX w mieszaninach wynosit odpowiednio: 10:0, 9:1,
7:3,6:4,5:5,4:6, 3:7, 1:9, 0:10. Dodatkowo, do tych roztworéw dodawano DOX rozpuszczone
w dimetylosulfotlenku (DMSO), aby otrzyma¢ mikrosfery napelnione tym lekiem
antynowotworowym. Po wytraceniu si¢ mikrosfer roztwor zdekantowano, odparowano
rozpuszczalniki pod zmniejszonym cisnieniem, a tak oczyszczone mikrosfery poddano analizie
FTIR, aby potwierdzi¢ powstanie stereokompleksow. Wystepowanie pasma przy 909 cm?,
charakterystycznego dla drgan szkieletowych B-helisy stereokompleksu, potwierdzito strukture
otrzymanych mikrosfer. Ponadto, zarowno w I, jak i Il przebiegu ogrzewania w DSC,
obserwowano wystepowanie endotermy topnienia wylacznie krystalitow stereokompleksow, z
jednym wyjatkiem, dla mikrosfer zbudowanych z PLLA i PDLA z grupa Boc-L-prolinows i

zawierajacych DOX, gdy obserwowano rowniez nieznaczng frakcj¢ homokrystalitow.
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Rysunek 11. (A) Synteza polilaktydéw sfunkcjonalizowanych Boc-L-proling oraz L-prolina,
(B) widma H NMR otrzymanych PLA z zablokowana i odblokowana grupa koncowa, (C)
chromatogramy SEC otrzymanych PLA, (D) schemat ilustrujacy tworzenie si¢

stereokompleksowych mikrosfer metoda spontanicznego wytracania.

W celu zbadania wptywu grup koncowych PLA oraz zastosowanego medium
stereokompleksujacego na morfologie mikrosfer wykorzystano mikroskopi¢ SEM. Na rysunku
12 pokazano mikrofotografie SEM mikroczastek o wielkosci 5-10 um, uzyskane dla
polilaktydow z zablokowang grupa prolinows. Jak mozna zaobserwowa¢ na tym rysunku, w
THF tworzyly si¢ mikrosfery o porowatej strukturze z wyraznymi peknigciami, w DIOX
mikrosfery pekniete przez $rodek (tzw. struktura pack-man), z kolei w mieszaninie
(THF/DIOX-1:9), mikrosfery miaty regularng struktur¢ z niewielka iloScig peknig¢ na
powierzchni (Rysunek 12 A-C). Po enkapsulacji DOX, struktura wszystkich mikrosfer
przeksztalcita si¢ w regularng (Rysunek 12 D-F). Takie zachowanie mozna powigzaé z
konkurencja W tworzeniu wigzan wodorowych pomigdzy makroczasteczkami PLLA i PDLA
oraz wigzan, ktore mogg si¢ tworzy¢ miedzy makroczasteczkami PLA i czasteczkami DOX.

Dodatkowo, wykazano, ze wydajnos¢ enkapsulacji zalezy od zastosowanego medium
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stereokompleksujacego i byla ona najwyzsza dla tych mikroczastek, ktére przygotowano w

czystym THF.
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Rysunek 12. (A-C) Morfologia mikrosfer stereokompleksowych otrzymanych z PLA z grupa
koncowa Boc-L-prolinows, przygotowanych w THF, DIOX i ich mieszaninie 9:1, oraz ich
odpowiedniki po enkapsulacji DOX (D-F). Zétte liczby odnosza do wydajnosci enkapsulacji

(%). Czarna kreska na rysunku oznacza 5 pm.

Po zastosowaniu PLLA i PDLA z odblokowanymi grupami koncowymi Otrzymano
mniejsze stereokompleksowe mikrosfery (0,5-3 um), znacznie rdéznigce si¢ morfologig od tych
zawierajacych zablokowane grupy koncowe (Rysunek 13). Znacznie mniejszy rozmiar
uzyskanych mikrosfer przypisano silnym oddziatywaniom odblokowanych grup prolinowych,
ktore pozwalaja na wstepng organizacje fancuchow polimerowych do nanoczastek o wielkos$ci
30 nm, a te z kolei agregujac, tworzg stereokompleksowg mikrosfere [36]. Ponadto, wielko$¢ i
morfologia czastek tworzonych bez lub z dodatkiem DOX nie roznita si¢ od siebie znaczaco,
jedynie dla tych przygotowanych w DIOX $rednica zwigkszyta si¢ do 3 pm. Poza tym, tylko
mikrosfery przygotowane w DIOX mialy popekang strukture, pozostale mikroczastki miaty
regularng strukture, jednak charakteryzowaty si¢ rozrzutem wielkos$ci.
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Rysunek 13. (A-C) Morfologia mikrosfer stereokompleksowych otrzymanych z PLA z grupa

P,

koncowa L-prolinows, przygotowanych w THF, DIOX i ich mieszaninie 9:1, oraz ich
odpowiedniki po enkapsulacji DOX (D-F). Zétte numery odnosza do wydajnoéci enkapsulacji

(%). Czarna kreska na rysunku oznacza 5 pm.

Nastepnie, w buforze fosforanowym (PBS) w temperaturze 37 °C zbadano uwalnianie
DOX dla wszystkich otrzymanych mikrosfer. Zaobserwowano relatywnie wolne uwalnianie,
od 5 do 10% DOX po 100 h dla mikrosfer zbudowanych z PLLA i PDLA
sfunkcjonalizowanych Boc-L-proling (Rysunek 14A). Prawdopodobnym powodem mogta by¢
mata powierzchnia wtasciwa mikrosfer oraz wolna hydroliza w PBS, prowadzaca do destrukcji
ich struktury [69]. Natomiast uwalnianie DOX byto znacznie szybsze dla mikrosfer z PLLA i
PDLA sfunkcjonalizowanych L-proling i wynosito od 41 do 81% po 100 h, jak pokazano na
Rysunku 14B, a najszybsze uwalnianie obserwowano dla czastek przygotowanych w THF.
Wskazuje to, ze sposdb przygotowania i zastosowany rozpuszczalnik silnie wpltywajg na
koncowe wilasciwosci uzyskanych materiatow. Roéznica pomigdzy mikroczastkami
zbudowanymi z PLA z grupami Boc-L-prolinowa a L-prolinowa wigzata si¢ prawdopodobnie z
innym rozmieszczeniem leku w mikrosferze. Ze wzgledu na fakt, ze w mniejszych
mikrosferach lek jest rozmieszczony blizej powierzchni [69], obserwowano jego znacznie
szybsze uwalnianie w poczatkowym okresie (z ang. burst release). Istotnym faktem bylo to, ze
szybkos¢ uwalniania DOX korelowata z obserwowang redukcja w przezywalnosci komorek
raka pluc (A459). Najlepszg efektywno$¢ uzyskano dla mikrosfer otrzymanych z PLLA i PDLA
sfunkcjonalizowanych L-proling (Rysunek 14 D) otrzymanych w THF. Dlatego, mozna

wnioskowa¢, ze odpowiednia metoda przygotowania, a takze obecnos¢ odpowiednich grup
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koncowych, determinuje szybkos¢ dostarczania DOX do komoérek raka phuc i efektywno$¢

zastosowanej terapii.

Boc-L-proline PLA L-proline PLA
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Rysunek 14. Profile uwalniania DOX w PBSie (in vitro) ze stereokompleksowych mikrosfer
zbudowanych z PLA sfunkcjonalizowanych grupa (A) Boc-L-prolinows i (B) L-prolinows, oraz
aktywno$¢ przeciw proliferacyjng ekstraktow ze stereokompleksowych mikrosfer
zatadowanych DOX, sktadajacych si¢ z (C) PLLA/PDLA z grupg koncowa Boc-L-prolinowg i
(D) PLLA/PDLA z grupa koncowa L-prolinowa, po inkubacji z komdorkami A459 po 48 h,
potwierdzone wykonaniem testu MTT (pomiar aktywno$ci enzyméw komoérkowych zdolnych
redukowa¢  barwnik tetrazolium, czyli bromek  3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-

difenylotetrazolu).

Ponadto, aby zbada¢ wplyw morfologii i wielkosci uzyskanych mikroczastek na ich
whnikanie do komorek raka ptuc, wykorzystano mikroskopie konfokalng. Metoda ta pozwolita
zaobserwowaé, ze mikroczastki o wielkosci od 5 do 10 um (Boc-L-prolina PLLA/PDLA)
pozostawiajg komorki nowotworowe praktycznie w nienaruszonym stanie (Rysunek 15 A-C),

podczas gdy znacznie mniejsze mikroczastki, o wielkosci od 0,5 do 3 pum (L-prolina
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PLLA/PDLA), mogty wnika¢ do komorki i uwalnia¢ tam DOX, pozwalajac na jej obserwacje
w cytoplazmie. Zjawisko wnikania czastek do komorek jest znane i zalezy od ich wielkosci
[70]. DOX zwykle dyfunduje jednak do jadra komodrkowego. Zjawiska tego nie
zaobserwowano w przypadku stereokompleksowych mikrosfer. Jednakze pod wptywem
mikroczastek stereokompleksowych wyraznie wida¢ wplyw na bton¢ komorkowa, w ktorej
zaobserwowano powstawanie pegcherzykow oraz wakuol, a cytotoksycznos¢ mikrosfer
wzgledem komorek A459 zostala potwierdzona w tescie MTT. Czastki te moga wigc shuzyé,
jako rezerwuar DOX, ktory uwalnia lek w poblizu komorki rakowej lub bezposrednio w

komorce rakowej prowadzac do jej obumierania.

Rysunek 15. Zdj¢cia z mikroskopu konfokalnego komoérek A459 po 24 h inkubacji z
otrzymanymi stereokompleksowymi mikrosferami przygotowanych z PLLA/PDLA z grupa
koncowa Boc-L-prolinowg w (A) THF, (B) DIOX, (C) DIOX/THF i (D-F) ich odpowiedniki
po odblokowaniu tej grupy. Swiatto przepuszczone (kolor szary), fluorescencja DOX (kolor
czerowny), jadro komérkowe - barwnik Hoechst 33342 (kolor niebieski). Skala oznacza 10 um.
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4.45. Nanoczastki z supramolekularnych polilaktydéw zdolne do przezwyci¢zenia

opornosci na leki komorek rakowych (H4)

Jednym z gltéwnych probleméw w chemioterapii jest uodpornienie si¢ komorek
nowotworowych na dziatanie lekéw, co prowadzi do niepowodzenia terapii i wysokiej
umieralno$ci pacjentow z chorobami nowotworowymi [71]. Aby przeciwdziata¢ temu
zjawisku, zaproponowano supramolekularne nanoczastki (Rysunek 16D), ktore bytyby czule
zarowno na zmiany pH, jak i zmiany temperatury. Pozwalaloby to na dostarczanie leku
doktadnie w miejsce zmiany nowotworowej. W celu ich otrzymania wykorzystano polilaktydy
sfunkcjonalizowane UPy na jednym, i obu koncach tancucha [19], a jako kontroli uzyto
telechelicznych PLA z grupami hydroksylowymi (Rysunek 16 A-C). W celu otrzymania
nanoczastek z otrzymanych polilaktydéw zastosowano metode nanowytracania (Rysunek 1C).
Dodatkowo, podczas przygotowywania NCs do otrzymanych polilaktydow dodawano
komercyjny kopolimer PEGME-b-PDLLA w celu poprawy stabilno$ci w srodowisku wodnym
o roznym pH [72].

(A) o o
HOJ\JJ\((%RA/LO/\/\/\OL\K(%%H\OH — W ;M ))’\M/
HO-PLA-OH )
(B) w/ wo
0N ” N/\/\/\OPK((%\{H\OH — W\“/\/\,

UPy-PLA-OH

(C)H O HN
e L e WP

UPy-PLA-UPy
(D) e

PEG-b-PDLA

leku

Sie¢ utworzona przez
supramolekularne polimery

Rozpad wiazan
wodorowych

Nanoczastki
zaladowane DOX

Rysunek 16. Schemat przedstawiajgcy struktury zastosowanych polimerow: (A) HO-PLA-OH,
(B) UPy-PLA-OH, and (C) UPy-PLA-UPy. (D) Sugerowany sposob tworzenia/rozpadu
nanoczastek zlozonych z UPy-PLA-UPY/PEGME-b-PDLLA zatadowanych DOX w

srodowisku wodnym w neutralnym i kwasnym pH.

Otrzymane NCs scharakteryzowano za pomocg transmisyjnego mikroskopu

elektronowego (z ang. transmission electron microscope, TEM), potwierdzajac ich sferyczna,
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nanometryczng strukture (Rysunek 17B). Natomiast, wielko§¢ NCs zmierzona za pomocag
metody dynamicznego rozpraszania $wiatta (z ang. dynamic light scattering, DLS) wynosita od
100 do 150 nm (Rysunek 17A), w zaleznosci od zastosowanego polimeru. Ponadto, wielkos¢
czastek wzrastata po enkapsulacji DOX o okoto 19-25%, a wielko$¢ napetienia DOX byta
najwieksza dla NCs otrzymanych z PLA z grupami koncowymi UPy.

(A) (B)

100 4

~—— UPy-PLA-UPy
——— UPy-PLA-OH
s HO-PLA-OH

80

Intensywnos¢

&

™~

1 10 100 1000

Wielkosé czastek (nm)

Rysunek 17. (A) Analiza DLS nanoczastek uzyskanych z UPy-PLA-OH, UPy-PLA-UPy, i HO-
PLA-OH po enkapsulacji DOX, (B) zdjecia TEM nanoczastek UPy-PLA-OH. Skala oznacza
500 nm.

Istotnym aspektem w stosowaniu polimerowych NCs w terapii antynowotworowej jest
ich stabilno$¢ w réznego rodzaju mediach o réznych wartosciach pH. Z tego wzgledu, zbadano
stabilno$¢ koloidalng NCs zarowno w buforach o réznym pH, ale takze w medium
komorkowym [73]. Otrzymane NCs po dodaniu PEGME-b-PDLLA byty stabilne zarowno w
pH charakterystycznym dla ciata ludzkiego, ale takze w kwasowym pH wystepujacym zwykle
w okolicach zmian nowotworowych. Ich stabilno§¢ potwierdzono réwniez w medium
komorkowym, co jest niezwykle wazne, gdyz wystepowanie w ciele ludzkim takich zwiazkow,
jak elektrolity, biatka czy enzymy, moze spowodowac agregacje NCs i obniza¢ ich skutecznosé
terapeutyczng. Zalozono, ze za stabilno$¢ uzyskanych NCs odpowiedzialne byto tworzenie sig¢
na ich powierzchni otoczki z hydrofilowych fancuchow PEG, ktora obniza adsorpcje biatek ze
srodowiska [74].

Kolejnym krokiem byto zbadanie czutosci NCs na bodzce zewngtrzne, skoro NCs
stabilizowane sg przez utworzenie na ich powierzchni otoczki z tancuchow PEG. Badano
szybkos¢ uwalniania DOX z nanoczastek w obojetnym i kwasowym pH, a takze w réznych
temperaturach. Wykazano, ze NCs zbudowane z supramolekularnych PLA uwalniajag DOX

znacznie szybciej (~80% po 72 h) w kwasnym pH, w poréwnaniu do NCs kontrolnych,
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otrzymanych z PLA z hydroksylowymi grupami koncowymi (Rysunek 18). Ponadto, znacznie
wigcej DOX uwalniato si¢ w podwyzszonej temperaturze (w 37 °C w poréwnaniu do 25 °C),
wskazujac na czutos¢ NCs na pH i zmiang temperatury. Mozna zatem wnioskowacé, ze zmiana
obu z tych parametréw prowadzi do rozpadu supramolekularnej struktury NCs, na skutek

protonowania grup UPy [75] i deformacji powierzchni NCs, powodujac szybsza dyfuzje leku.
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Rysunek 18. Profile uwalniania DOX z supramolekularnych NCs in vitro.

W celu zbadania cytotoksycznosci otrzymanych NCs wykorzystano komorki raka szyjki
macicy (HelLa) oraz komoérki rakowe KB-V1 z wyksztalcong opornosciag na leki. Potowa
maksymalnego stezenia hamujacego (ICsp) dla NCs napelnionych DOX w stosunku do
komorek HelLa wynosita 2 uM i bylo to stezenie zblizone do tego dla wolnej DOX (Rysunek
19A). Szczegodlnie istotny byt wynik uzyskany dla komérek KB-V1, gdyz stezenie to byto
znacznie nizsze dla otrzymanych NCs, w poréwnaniu z wolng DOX (Rysunek 19 B). To
wyraznie wskazato, ze zastosowanie NCs pozwolito na przezwyci¢zenie opornosci na leki
komorek rakowych KB-V1. Mechanizm opornos$ci tych komorek zwigzany jest z usuwaniem
substancji czynnej z wnetrza komorki (z ang. efflux). Odpowiedzialne za to sg odpowiednie
biatka (z ang. efflux proteins), ktorych nadekspresja zachodzi w btonie komorki rakowej i
powoduje ,,wypompowanie” leku z komorki. Poprzez zastosowanie NCs, DOX moze zostac¢
dostarczona do wnetrza komoérek nowotworowych KB-V1, a jej uwalnianie wewnatrz tych
komorek wigze sie z destabilizacja struktury NCs na skutek degradacji matrycy polilaktydowej
oraz w mniejszym stopniu, z czutoscia grup UPy na kwasowe pH.
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Rysunek 19. Przezywalnos¢ komoérek po inkubacji z NCs zatadowanych DOX: (A) HelLa i
(B) KB-V1 MDR po 48 h, jak oznaczono za pomoca testu MTT.

4.4.6. Stereokompleksowe micele zbudowane =z polilaktydéw z rdzeniem

cyklodekstrynowym jako nosniki lekow antynowotworowych (H5)

Efekt potaczenia dwoch oddziatywan supramolekularnych, stereokompleksowania i
oddzialywan typu gos$é-gospodarz, na szybko$¢ uwalniania leku 1 skuteczno$¢
antynowotworowa micel zbudowanych z gwiazdzistych PLA nie byl dotad badany. W
przedtozonej pracy podjeto si¢ tego wyzwania. W tym celu otrzymano enancjomeryczne,
gwiazdziste PLLA i PDLA, w ktorych rdzenie makroczasteczek stanowily odpowiednio:
metylowana-p-cyklodekstryna (MBCD) zdolna do tworzenia oddziatywan gos¢-gospodarz
(Rysunek 20) oraz dipentaerytrytol (DPE) niezdolny do supramolekularnych oddzialywan. Za
pomoca metody nanowytrgcania z otrzymanych polimerow gwiazdzistych przygotowano
micele (MCs) napetnione DOX i zbadano wplyw struktury zastosowanych polimerow na
wlasciwosci antynowotworowe MCs.

Gwiazdziste polimery otrzymano stosujac jako inicjatory polimeryzacji MBCD oraz
DPE, czyli zwigzki posiadajagce w swojej strukturze odpowiednio $rednio 7 i 6 grup
hydroksylowych zdolnych do inicjowania polimeryzacji L,L.-LA i D,D-LA. Rozgaleziong
strukture potwierdzono poprzez poréwnanie mas molowych wyznaczonych za pomoca H
NMR i chromatografii SEC-MALLS. W prosty sposob obliczono liczbe ramion uzyskanych
polimeréw gwiazdzistych, dzielagc mas¢ molowag uzyskang z chromatografii przez masg
molowg jednego ramienia uzyskang z NMR. Ponadto, tworzenie si¢ kompleksu inkluzyjnego
potwierdzono dla modelowego uktadu sktadajacego sie MBCD i DOX stosujac metode *H
NMR i 'H NMR ROESY. Dwuwymiarowa metoda *H NMR ROESY pozwolila na
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bezposrednig obserwacj¢ tworzenia si¢ drugorzedowych oddziatywan w przestrzeni pomig¢dzy

protonami MBCD (3.5-3.8 ppm) a protonami DOX.

. 0__0
e xr— I
‘ 0”0

MBCD L- or D-LA L- or D-PLA
L- or D-PLA DOX ScMBCD-PLA NPs
PEGME-b-PDLLA or

MBCD-PLA NPs

Rysunek 20. Schemat syntezy gwiazdzistych PLA inicjowanych MBCD i sposob tworzenia
micel zatadowanych DOX.

Metoda nanowytrgcania postuzyta do otrzymania MCs o wielkosci 100 do 175 nm
(wedlug DLS), zar6wno z enancjomerycznych PLA, jak 1 ich stereokompleksow.
Wystepowanie stereokompleksowania w zastosowanych warunkach potwierdzono za pomoca
FTIR. Analogicznie do poprzedniej pracy (H4) zastosowano komercyjny kopolimer PEGME-
b-PDLLA w celu zwigkszenia stabilnosci uzyskanych MCs w mediach o r6znym pH. Uzyskane
MCs charakteryzowaty si¢ duza wydajnoscia enkapsulacji w granicach 91-95%. Przypisano to
ich gwiazdzistej strukturze, a takze mozliwym oddziatywaniom DOX z jednostkami
powtarzalnymi PLA. Poprzez zastosowanie supramolekularnych oddziatywan typu go$é-
gospodarz mozliwe byto kontrolowanie uwalniania DOX z uzyskanych MCs (Rysunek 21A).
Zaobserwowano nastepujaca zaleznos¢ w szybkosci uwalniania DOX z MCs: DPE > micele z
rdzeniem B-CD > stereokompleksowe micele z rdzeniem B-CD (SCMCs). Wskazywalo to, ze
poprzez potaczenie dwoch supramolekularnych oddziatywan mozna kontrolowac profil
uwalniania DOX. Byto to zgodne z danymi literaturowymi, w ktorych to wolniejsze uwalnianie
obserwowano réwniez dla nanoczastek po stereokompleksowaniu [76], jak i zbudowanych z
polimerow, zawierajacych f-CD [77]. Cytotoksycznos¢ otrzymanych micel zbadano dla dwoch

liniach komoérkowych: raka szyjki macicy (HelLa) i przewleklej biataczki szpiku kostnego
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(K562). Potowa maksymalnego stezenia hamujgcego (ICso) otrzymanych miceli, byta zblizona
lub nieznacznie mniejsza niz dla wolnej DOX (dla stezen 0.78 uM i 1.94 uM). Natomiast, przy
najwyzszym stezeniu DOX uzytym do napetnienia MCs, stereokompleksowe MCs byly
bardziej efektywne w redukcji komorek rakowych niz MCs zbudowane z enancjomerycznych
PLA oraz niz wolna DOX o tym samym stezeniu. Wigksza skuteczno$¢ MCs
stereokompleksowych wynika, prawdopodobnie, z ich stabilnosci [78], przektadajacej si¢ na
wolniejsze, a tym samym dtuzsze, uwalnianie leku, zapewniajac jego state, efektywne stgzenie

w komorkach rakowych utrzymujace si¢ dtuzej w poréwnaniu ze zmianami zachodzacymi w

uktadach poréwnawczych.
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(A) Profile uwalniania DOX z otrzymanych MCs oraz wolnej DOX, a takze

przezywalnos¢ komorek nowotworowych (B) HelLa i (C) K562 po ich inkubacji przez 48 h w

obecnos$ci nanoczastek 1 wolnej DOX (niebieski stupek dotyczy cytotoksycznosci bez dodatku

leku).
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Ostatnim etapem badan nad stereokompleksowymi micelami byto zbadanie ich
lokalizacji w komorce. Jak pokazano na Rysunku 22, zaréwno wolng DOX jak i uwalniajaca
si¢ z otrzymanych miceli, mozna zaobserwowac gltéwnie w jadrze komorkowym. To wskazuje,
ze po wniknieciu MCs do komorki, DOX jest szybko uwalniana z miceli i wigze si¢ z
genomowym DNA.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaly, ze zastosowanie supramolekularnych
oddzialywan moze efektywnie dostarcza¢ DOX do komdrek nowotworowych i jednoczes$nie

zmniejszac jej skutki uboczne.

DOX

A Kontrast fazowy

Rysunek 22. Zdjecia z mikroskopu optycznego komorek Hela po 3 h inkubacji z (A) z wolng
DOX i (B) nanoczastek SCMBCD-PLA stabilizowanych PEGME-b-PDLLA.

4.4.7. Podsumowanie i wnioskKi

Cykl prac omoéwionych w rozprawie habilitacyjnej zawiera opis metod przygotowania
mikro- i nano-czastek oraz przedstawia mozliwosci ich zastosowania, jako no$nikow lekow w

terapii roznego rodzaju nowotworow.
Ponizej, w punktach, omawiam najwazniejsze osiagni¢cia wynikajace z prowadzonych

badan.

1. Opracowano metode otrzymywania stereokompleksowych mikrosfer o wielkosci od 40
do 60 um, wykorzystujac technike mikroprzeptywow i skonstruowane w tym celu

urzadzenia szklane. [H1, H3]
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- Po raz pierwszy zastosowano koordynacje jonow metali supramolekularne polilaktydy
do kontroli porowatosci stereokompleksowych mikrosfer, a w rezultacie kontroli
szybkos$ci uwalniania modelowego leku. [H3]

- Otrzymane stereokompleksowe mikrosfery zbudowane =z polilaktydow
sfunkcjonalizowanych grupami koncowymi UPy, wykazywatly czuto$¢ na zmiany pH
srodowiska. Dzigki temu otrzymane mikrosfery s3 cennym materiatem, ktoéry mozna
wykorzysta¢ do kontrolowanego uwalniania lekow. [H1]

2. Wykorzystujac technike mikroprzeptywdw, opracowano nowag metode otrzymywania
»pustych w $rodku” stereokompleksowych mikroczastek. Otrzymane pH-czule
mikroczastki byty stabilne w pH kwasnym, a niestabilne w pH zasadowym. Tg¢
wlasciwos$¢ mozna wykorzysta¢ w przypadku kontrolowanego dostarczania leku przez
btony $luzowe przewodu pokarmowego (dwunastnica, jelita). [H2]

3. Po raz pierwszy wykorzystano metode ,spontanicznego  wytrgcania”
stereokompleksowych mikrosfer do przygotowania no$nikéw lekéw napetnionych
DOX. Wykazano, ze dobor odpowiednich warunkéw przygotowania i odpowiednia
funkcjonalizacja makroczasteczek PLA pozwala na modyfikacje wielkosSci
otrzymanych mikroczastek, wptywajac na szybkos¢ uwalniania DOX oraz
cytotoksycznos¢ wprowadzanego w ten sposob leku do komorek raka ptuc. [H6]

4. Po raz pierwszy zastosowano nanoczastki zbudowane z supramolekularnych PLA do
przezwycigzenia opornosci na leki komorek nowotworowych. Badania in vitro
przeprowadzone na liniach komérkowych HeLa i KBV-51 potwierdzity skutecznosé
uzyskanych nano$nikéw wzgledem standardowych 1 opornych na leki linii
komorkowych. [H4]

Dodatkowo, praca H4 zostata dostrzezona i w oparciu na wynikach w niej zawartych
ukazat si¢ artykut (edytora) na stronie Materials Today News pod tytutem: “Trojan
horse” nanoparticles transfer drugs into cancer cells.

5. Po raz pierwszy pofgczono dwa  oddzialywania  supramolekularne:
stereokompleksowanie i tworzenie kompleksow inkluzyjnych, do skonstruowania
efektywnych nano$nikow lekow. Przeprowadzone badania cytotoksycznosci dowiodty
ich skuteczno$¢ wzgledem linii komérkowych HelLa i K562. To otwiera im droge do

wykorzystane w nowej terapii antynowotworowej. [H5]

Perspektywy
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e Wykorzystanie techniki mikroprzeptywéw do otrzymywania nanoczastek z
kopolimeréw cyklicznych estrow alifatycznych.

e Synteza kopolimerow PLA z monomerami czutymi na zmiany temperatury i pH, oraz
ich wykorzystanie w syntezie nosnikow lekow.

e Zastosowanie supramolekularnych zeli 1 hydrozeli PLA, jako no$niki lekow.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegolnosci zagranicznej.

Po uzyskaniu stopnia doktora, poza systemami dostarczania lekow, moje
zainteresowania naukowe byly zwigzane z trzema gtownymi obszarami:
e supramolekularnymi zelami,
e kopolimeryzacja cyklicznych estrow alifatycznych
e samoorganizacjg makroczasteczek PLA pod wptywem stereokompleksowania.
Projekty te realizowatlem w jednostce macierzystej, ale w ramach wspolpracy z krajowymi
jednostkami badawczymi (Politechnika Slaska) oraz z zagranicy (Stowacka Akademia Nauk).
W ramach pierwszego z tych obszaréow badan, zajmowalem si¢ tworzeniem
supramolekularnych zeli w biozgodnym rozpuszczalniku, N-metylopirolidonie (NMP), w
zalezno$ci od topologii i rodzaju grup koncowych (P1l). Wykazatem, ze architektura
makroczasteczek, a takze rodzaj grup koncowych (—OH versus —COOH) silnie wptywa na
lepkos¢ uzyskanych zeli, jednakze wlasciwosci te silnie zalezaly od tego, czy pomiedzy
grupami  koncowymi  makroczasteczek  tworzyly sie  migdzyczasteczkowe  czy
wewnatrzczasteczkowe  wigzania wodorowe. Zajmowalem si¢ roéwniez wplywem
stereokompleksowanie enancjomerycznych PLA o strukturze gwiazdzistej wyposazonych,
zarowno w grupy hydroksylowe, jak i karboksylowe, na wlasciwosci zeli otrzymywanych w
NMP. W tej pracy pokazatem, ze stereokompleksowanie i obecnos¢ karboksylowych grup
koncowych znaczaco zwigksza lepko$¢ i1 stabilno$¢ otrzymanych zeli, w poroéwnaniu do ich
odpowiednikéw z grupami hydroksylowymi. To niezwykle cenne, ze wzgledu na to, ze
zastosowanie  tego  rozpuszczalnika  pozwolilo na  bezpoSrednia ~ obserwacje
stereokompleksowania w roztworze, a to byto wezesniej pokazane jedynie dla cieczy jonowych
(P2).
Kolejny obszar mojej aktywnosci naukowej zwigzany byt z synteza kopolimeréw

cyklicznych estrow alifatycznych. Badania byly ukierunkowane na zbadanie wptywu struktury,
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grup koncowych i stereokompleksowanie triblokowych kopolimerdéw na ich samoorganizacj¢
w réznych rozpuszczalnikach organicznych. Wykazano, ze poprzez modyfikacje tych
parametrow mozna modyfikowa¢ wlasciwosci termiczne uzyskanych materiatéw, ale takze
mozna kontrolowac¢ ich separacje fazowa nie tylko w mikroskali, ale takze w nanoskali (P3).
Ponadto, w ramach wspotpracy z grupa prof. Chrobok (Politechnika Slaska) zaproponowatem
wykorzystanie nanobiokatalizatoréw sfunkcjonalizowanych enzymem (CALB), do syntezy
polimeréw i kopolimerow estrow alifatycznych. Ta metoda udalo si¢ uzyskac¢ polimery
pozbawione czasteczek metalu, a to jest istotne ze wzgledu na ich potencjalne zastosowania
biomedyczne. Zastosowane nanobiokatalizatory mozna byto wykorzysta¢ wielokrotnie do
reakcji, zarowno polimeryzacji, jak i kopolimeryzacji, a to pokazato ze jest to bardzo dobra
alternatywa dla zwykle stosowanych katalizatorow (P4).

Kolejny kierunek moich badan naukowych byt zwigzany z tematyka samoorganizacji
polilaktydow w roztworach organicznych pod wptywem stereokompleksowania. Wykazatem,
ze dla stereokompleksow liniowo-gwiazdzistych poprzez modyfikacje grup koncowych oraz
zmian¢ medium stereokompleksujacego mozna kontrolowaé wielkos$¢ i morfologi¢ uzyskanych
czastek (P5). Z kolei, w ramach wspotpracy z dr Danko ze Stowackiej Akademii Nauk,
wykorzystatem polilaktydy sfunkcjonalizowane pirenem do obserwacji
stereokompleksowania. Za pomoca pomiaréw fluorescencji, potwierdzitem obliczenia
Cantowa, ktory postulowat, ze podczas utworzenia stereokompleksu oddziatywania rownolegle
i antyréwnolegle miedzy makroczasteczkami PLLA i PDLA mogg zachodzi¢ z jednakowym
prawdopodobienstwem (P6). Ponadto, po raz pierwszy wykorzystalem polimeryzacje
matrycowa do kontroli morfologii uzyskanych mikroczastek stereokompleksowych. Stosujac
polimeryzacje D-LA w obecnosci makroczasteczek PLLA z zablokowanymi grupami

koncowymi, udato si¢ uzyska¢ morfologi¢ ptatkowa, a nie sferyczng (P7).
LISTA PUBLIKACJI DOKUMENTUJACYCH POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

P1 A. Michalski, M. Socka, M. Brzezinski, T. Biela, Supramolecular aggregates of linear
and star-shaped polylactides with different number of hydroxyl or carboxyl end-groups
React. Funct. Polym. 2016, 104, 71-77.
(Punktacja MNiSW = 35, IF2018 = 3.109)

P2 A. Michalski, M. Socka, M. Brzezinski*, T. Biela, Reversible Supramolecular
Polylactides Gels Obtained via Stereocomplexation, Macromol. Chem. Phys. 2018, 219,
1700607.
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P3

P4

PS5

P6

P7

(Punktacja MNiSW = 35, IF2018 = 2.580)

M. Socka, M. Brzezinski, A. Michalski, A. Kacprzak, T. Makowski, A. Duda, Self-
Assembly of Triblock Copolymers from Cyclic Esters as a Tool for Tuning Their
Particle Morphology, Langmuir 2018, 34, 370-3710.

(Punktacja MNiSW = 35, IF2018 = 3.697)

M. Socka, M. Sitko, S. Boncel, B. Kost, A. Chrobok, M. Brzezinski*, Nanobiocatalyst
from lipase non-covalently immobilized on multiwalled carbon nanotubes for
copolymerization of e-caprolactone and trimethylene carbonate, Polym. Degrad. Stab.
2019, 170, 109000.

(Punktacja MNiSW = 100, IF2019 = 4.086)

A. Michalski, T. Makowski, T. Biedron, M. Brzezinski*, T. Biela, Controlling
polylactide stereocomplex (sc-PLA) self-assembly: From microspheres to
nanoparticles, Polymer 2016, 90, 242-248.

(Punktacja MNiSW = 40, IF2016 = 3.900)

M. Danko, P. Hrdlovi¢, M. Brzezinski, A. Duda, T. Biela, Real time monitoring of
stereocomplex formation of poly(L-lactide) and poly(D-lactide) decorated with a pyrene
derivative as a fluorescence, Polymer 2018, 156, 76-84.

(Punktacja MNiSW = 40, IF2018 = 3.850)

M. Brzezinski*, A. Michalski, B. Kost, M. Socka, T. Biela, Simultaneous
Stereocomplexation of Polylactides during Polymerization of D-LA in the Presence of a
PLLA Template, Macromol. Chem. Phys. 2020, 1900571.

(Punktacja MNiSW = 70, IF2020 = 2.622)

Ponadto, badania opisane w podpunktach 4.4.1-4.4.3 (Publikacje: H1-H3) zostaty

wykonane w ramach mojego stazu podoktorskiego w Berlinie na ktory uzyskatem finansowanie

z Fundacji Alexandra von Humboldta.

6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

Pracowalem w komitecie organizacyjnym konferencji ,,Polymer for Advanced Technologies”,

ktora odbyta si¢ w 2011 w Lodzi.

39



Wyglositem wyktad podczas: MacroBio Summer School 2015 “Surfaces - Fate of
Biomaterials™" 21 — 25 Wrzesnia 2015 w Berlinie, pod tytutlem: Synthesis and self-assembly of
2-ureido-4[1H]-pyrimidinone-functionalized poly(lactide).

Bylem rowniez opiekunem czterech prac magisterskich (prowadzonych w ramach wspotpracy

z Uniwersytetem £.6dzkim), a obecnie jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskie;j.

7. Inne informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Jestem edytorem specjalnego wydania w czasopismie Molecules (MDPI, IF = 3.267), pod
tytutem: "Polylactide-Based Materials: Synthesis and Biomedical Applications”. Ponizej
podaje¢ link do tego specjalnego wydania:

https://www.mdpi.com/journal/molecules/special_issues/polylactide_material

W 2020 roku zostalem wyrozniony stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla

wybitnych mtodych naukowcow.
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