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1. Streszczenie

Efektywno$¢ obecnie stosowanych dopochwowych terapii ginekologicznych pozostaje
na niezadawalajacym poziomie. Wynika to z faktu, ze wspodlczesne formulacje lekowe,
na przyktad kremy, globulki, tabletki, czy kapsutki, ze wzgledu na swoja forme czesto ulegaja
niekontrolowanemu wyciekowi z pochwy. W efekcie biodostgpnos¢ leku jest znacznie
ograniczona, a rzeczywista dawka leku, ktory przeniknat do organizmu trudna do ustalenia.
W rezultacie konieczne jest wielokrotne dawkowanie leku, co moze skutkowac nawracajagcymi
infekcjami, lekoopornoscig drobnoustrojow wywolujacych zakazenia, a to moze prowadzi¢
nawet do bezptodnosci. W trosce o poprawe zdrowia i komfortu zycia kobiet konieczne wydaje
si¢ stworzenie no$nikow roznych substancji bioaktywnych wykorzystywanych w terapiach
ginekologicznych, ktéry zapewni ich zwigkszong biodostgpnos¢ oraz wydluzy czas ich
oddziatywania z miejscem zmienionym chorobowo. Celem niniejszej pracy byto opracowanie
materialu polimerowego, ktory bedzie uniwersalng baza do przygotowania efektywnych
formulacji do zastosowan w dopochwowych terapiach ginekologicznych o charakterze
hormonalnym, przeciwgrzybiczym czy przeciwnowotworowym.

Niewatpliwie jednym z najwickszych wyzwan w opracowaniu tego typu polimeru jest
koniecznos$¢ potaczenia kilku niezbednych cech biologicznych i fizyko-chemicznych, takich
jak: biozgodno$¢, brak cytotoksycznosci, odpowiednie wlasciwosci reologiczne, dobra adhezja
do btony komorkowej wyscietajacej pochwe, amfifilowos¢, w przypadku nos$nikow
przeznaczonych dla substancji o charakterze hydrofobowym. Do realizacji celu wybrano
hiperrozgateziony poliglicydol (HbPGL), ktérego synteza jest stosunkowo prosta i tania, i ktory
charakteryzuje si¢ duzg hydrofilowoscig 1 biokompatybilnoscig. W strukturze tego polimeru
wyroznia si¢ cztery typy powtarzajacych si¢ jednostek konstytucyjnych: dendrytyczne,
terminalne 1 dwa typy liniowych jednostek monohydroksylowych. Jednostki
monohydroksylowe zmodyfikowano w sposob selektywny ugrupowaniami hydrofobowymi:
fenylowymi badz bifenylowymi poprzez wigzania estrowe badz uretanowe, nadajac
makroczasteczce HbPGL amfifilowy charakter. Obecnos¢ 1,2-diolowych grup funkcyjnych
w jednostkach  terminalnych zapewnita odpowiednia rozpuszczalno§¢ w  wodzie
zhydrofobizowanych makroczasteczek HbPGL oraz mozliwo$¢ wytworzenia uktadow
hydrozelowych z dynamicznymi (odwracalnymi) weztami sieci. Kopolimer akrylamidowy
zawierajacy jednostki kwasu borowego zaprojektowano 1 zsyntezowano jako srodek sieciujacy.
Przygotowane na bazie wyzej wymienionych materiatow formulacje zawierajace klotrimazol
(uzyty jako modelowy lek przeciwgrzybiczy powszechnie stosowany w terapiach

ginekologicznych, ale znany réwniez z wlasciwosci przeciwnowotworowych wobec raka szyjki
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macicy) miaty wlasciwosci reologiczne pozwalajace na ich podawanie za pomocg strzykawki
oraz zdolno$¢ do samonaprawy struktury.

Przeprowadzone badania pokazaty, ze stopien modyfikacji grup monohydroksylowych
grupami fenylowymi wptywa na efektywno$¢ enkapsulacji hydrofobowych substancji
bioaktywnych w strukturze makroczasteczek HbPGL oraz wlasciwosci reologiczne
otrzymanych hydrozeli. Zbyt niskie stopnie hydrofobizacji skutkowaly bardzo niska
wydajno$cig enkapsulacji, natomiast zbyt wysokie udziaty molowe ugrupowan hydrofobowych
w makroczasteczce ograniczaty zdolnos¢ hydrozelu do samonaprawy. Stwierdzono, ze oprocz
dynamicznych weztow sieci w tworzeniu hydrozelu biorg réwniez udziat oddziatywania
hydrofobowe, w ktore zaangazowane sg pierscienie aromatyczne obecne Ww strukturze
hydrofobizowanego HbPGL.

Formulacje na bazie hiperrozaglezionego poliglicydolu modyfikowanego ugrupowaniami
bifenylowymi wykazaly wlasciwosci lepkich cieczy nienewtonowskich, i co wazniejsze,
umozliwily molekularne zdyspergowanie klotrimazolu w polimerowej matrycy (czego
nie zaobserwowano dla fenylowych pochodnych HbPGL) zwickszajac znaczaco jego
biodostepnos¢ 1 uzyskujac zaskakujaco wydhuzony czas dzialania przeciwgrzybiczego (nawet
do 7 dni).

Zaobserwowano réwniez, ze wodne roztwory hydrofobizowanego grupami fenylowymi
HbPGL wykazujg termowrazliwo$¢, przy czym rodzaj wigzania uzytego do immobilizacji
kowalencyjnej pierScienia aromatycznego w strukturze HbPGL znaczaco wplywa
na mechanizm i temperature separacji faz. Pokazano, ze w mechanizmie przejscia fazowego
polimeru wazng role odgrywaja zmiany konformacyjne majace miejsce w obrebie tancuchow
eterowych HbPGL oraz tendencja aromatycznych pierscieni do wyeksponowania na zewnatrz
makroczasteczki. W przypadku pochodnej uretanowej, ktéra jak pokazano ma bardziej
hydrofobowy charakter niz pochodna estrowa obserwuje si¢ agregacje domen hydrofobowych.

Udowodniono, ze zastosowanie matrycy hydrozelowej na bazie hydrofobizowanego HbPGL
wzmocnito dziatanie leku przeciwnowotworowego (5-fluorouracylu) oraz wptyneto na jego
selektywne dziatanie wobec komorek raka szyjki macicy. Biorac pod uwagg formulacje obecnie
stosowane w leczeniu nowotwordw, system dziatajacy selektywnie w miejscu chorobowo
zmienionym bylby przelomowym materialem w dopochwowym leczeniu onkologicznym.

Natomiast préba wytworzenia nosnika hormonow (progesteronu 1 estradiolu), pokazuje
jak szerokie zastosowanie moze mie¢ hydrofobizowany hiperrozgaleziony poliglicydol, cho¢

w tym przypadku formulacje wymagaja dalszej optymalizacji.



2. Abstract

The effectiveness of current intravaginal gynecological therapies remains unsatisfactory.
This issue largely stems from the fact that contemporary drug formulations — such as creams,
suppositories, tablets, and capsules — often experience uncontrolled leakage from the vaginal
cavity due to their physical form. As a result, drug bioavailability is significantly reduced,
making it difficult to determine the actual dose absorbed into the body. This limitation results
in the necessity for frequent dosing, which can lead to recurring infections, microbial drug
resistance, and, in severe cases, infertility. In light of the need to improve women’s health
and quality of life, it is essential to develop carriers for various bioactive substances used in
gynecological therapies that will enhance bioavailability and prolong their interaction time with
affected tissues.

The aim of this study was to develop a polymeric material that could serve as a versatile base
for preparing effective formulations intended for intravaginal gynecological therapies,
including hormonal, antifungal, and anticancer treatments. One of the primary challenges in
designing this type of polymer is the requirement to integrate several crucial biological and
physicochemical properties, such as biocompatibility, lack of cytotoxicity, suitable rheological
properties, good adhesion to the mucosal lining of the vaginal wall, and amphiphilicity —
particularly important for carriers designed for hydrophobic substances. Hyperbranched
polyglycidol (HbPGL) was chosen for this purpose due to its relatively simple and cost-
effective synthesis, high hydrophilicity, and biocompatibility. The structure of this polymer
consists of four types of constitutional units: dendritic, terminal, and two types of linear
monohydroxyl units. The monohydroxyl units were selectively modified with hydrophobic
groups (phenyl or biphenyl) through ester or urethane bonds, imparting an amphiphilic
character to the HbPGL macromolecule. The presence of 1,2-diol functional groups in
the terminal units ensured adequate solubility of the hydrophobized HbPGL macromolecules in
water, enabling the formation of hydrogel systems with dynamic (reversible) network junctions.
An acrylamide copolymer containing boric acid units was designed and synthesized to act
as a cross-linking agent. Formulations prepared from the materials mentioned above
and containing clotrimazole (used as a model antifungal drug commonly employed in
gynecological therapies, also known for its anticancer properties against cervical cancer)
exhibited rheological properties suitable for syringe administration and showed the ability to
self-healing.

The research demonstrated that the degree of modification of the monohydroxy groups with

phenyl moieties influenced both the efficiency of encapsulating hydrophobic bioactive

9



substances within the HbPGL macromolecular structure and the rheological properties of
the resulting hydrogels. Insufficient degrees of hydrophobization resulted in very low
encapsulation efficiency, while excessively high molar fractions of hydrophobic groups in
the macromolecule limited the hydrogel’s self-healing ability. It was found that, in addition to
dynamic network junctions, hydrophobic interactions involving the aromatic rings present in
the structure of hydrophobized HbPGL also play a role in forming the hydrogel.

Formulations based on hyperbranched polyglycidol modified with biphenyl groups
exhibited characteristics of viscous non-Newtonian liquids and, more importantly, enabled
molecular dispersion of clotrimazole within the polymer matrix (not observed for phenyl-
modified HbPGL derivatives), significantly enhancing its bioavailability and producing
an unexpectedly prolonged antifungal effect (up to 7 days). Additionally, it was observed that
aqueous solutions of HbPGL hydrophobized with phenyl groups exhibit thermoresponsive
properties, with the type of bond used to covalently immobilize the aromatic ring in the HbPGL
structure significantly affecting both the phase separation mechanism and the transition
temperature. The phase transition of the polymer was shown to involve conformational changes
within the HbPGL ether chains and the tendency of the aromatic rings to become exposed on
the macromolecule’s exterior. In the case of the urethane derivative, which was demonstrated
to be more hydrophobic than the ester derivative, aggregation of hydrophobic domains was
observed.

It was shown that the use of a hydrogel matrix based on hydrophobized HbPGL enhanced
the anticancer effect of the drug 5-fluorouracil and contributed to its selective action against
cervical cancer cells. Given the formulations currently employed in cancer treatment, a system
that operates selectively at the disease site would represent a breakthrough material for
intravaginal oncological therapy.

An attempt to create a hormone carrier (for progesterone and estradiol) highlights the broad
potential applications of hydrophobized hyperbranched polyglycidol, although further

optimization of these formulations is required.
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3. Wpykaz stosowanych skrotow

5-FU — 5-fluorouracyl

ATR - Attenuated Total Reflection — spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia
w podczerwieni

BE - hydrofobizowane hiperrozgalezione poliglicydole modyfikowane ugrupowaniem
benzoilowym

BPh — hydrofobizowane hiperrozgatezione poliglicydole modyfikowane ugrupowaniem
bifenylouretanowym

CMC - Critical Micelle Concentration — krytyczne st¢zenie miceli

CLT - klotrimazol

DFT — Density Functional Theory — teoria funkcjonatu gestosci

DSC — Differential Scanning Calorimetry — skaningowa kalorymetria roznicowa

EST — estradiol

FT-IR - Fourier-transform Infrared Spectroscopy — spektroskopia fourierowska
w podczerwieni

HbPGL — Hyperbranched Polyglycidol — hiperrozgaleziony poliglicydol

HeLa — Cervical Cancer Cell-line — nowotworowe komorki raka szyjki macicy

HMEC-1 — Human Microvascular Endothelial Cells — prawidtowe komorki $rédbtonka
mikronaczyniowego skory

HPV — Human Papillomavirus — wirus brodawczaka ludzkiego

HIV — Human Immunodeficiency Virus — ludzki wirus niedoboru odpornosci

hHbPGL - Hydrophobized Hyperbranched Polyglycidol — hydrofobizowany
hiperrozgaleziony poliglicydol

LCST — Lower Critical Solution Temperature — nizsza krytyczna temperatura roztworu

MD — Molecular Dynamics — dynamika molekularna

NMR - Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy — spektroskopia magnetycznego
rezonansu jagdrowego

PC — hydrofobizowane hiperrozgatezione poliglicydole modyfikowane ugrupowaniem
fenylouretanowym

PGT - progesteron

Poli(AM-ran-2-AAPBA) — poli(akrylamid-ran-kwas 2-akrylamidoborowy)

WHO — World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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5. Przeglad literatury

5.1. Budowa zenskich narzadéw ptciowych

Kobiety stanowig potowe spoteczenstwa i mimo ich zaradnos$ci i wielozadaniowos$ci
od wiekow za jedng z wazniejszych ich rol w zyciu uwaza si¢ bycie matka. Mimo to, nadal
w wielu miejscach na $wiecie problemy zwigzane z dysfunkcjami uktadu rozrodczego kobiet
sg tematem tabu.

Rozwazajac zenskie narzady piciowe wymieni¢ nalezy: macicg, jajowody, jajniki
oraz pochwe — rysunek 1. Macica nalezy do grupy narzadow nieparzystych, jej wymiary to 6 —
8 cm dhlugosci, 4 cm szerokosci 1 2,5 cm wysokosci (1). Sktada si¢ ona z trzonu, cie$ni i szyjki
— ktéra ma $rednio 2,5 — 3 cm dhugosci. Pomiedzy trzonem macicy a szyjka istniejg znaczace
roznice w budowie tkankowej. Sciane trzonu macicy tworza blony: surowicza, migéniowa oraz
$luzowa. Blona surowicza, inaczej zwana blong otrzewnowa okrywa macice oraz najblizsze
organy — pecherz, pochwe oraz odbytnice. Blone migsniowa tworza pecherzyki migéni gtadkich
oraz wtokna kolagenowe i sprgzyste. Natomiast btona sluzowa wysciela wnetrze macicy 1 jest
silnie reaktywna na dziatanie hormonow, zwlaszcza estrogendéw i progesteronu. W jej budowie
mozna wyodrgbni¢ dwie warstwy: podstawowa i czynno§ciowa. Warstwa czynno$ciowa ulega
zhuszczeniu po kazdym cyklu menstruacyjnym 1 na poczatku kolejnego cyklu jest
odbudowywana z warstwy podstawowej. Natomiast szyjka macicy zbudowana jest z tkanki
tacznej zbitej tworzacej jej $ciany, ktore wysciela pofatdowana btona sluzowa. Wewnatrz szyjki
macicy znajduja si¢ gruczoly wytwarzajace wydzieling zwang S$luzem szyjkowym,

ktory zmienia si¢ w trakcie cyklu miesigczkowego.

jajowod

/

macica

szyjka
macicy

jajnik

Rysunek 1. Schemat przedstawiajqcy budowe Zenskiego ukladu rozrodczego.
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Jajowody sa parzystymi przewodami wychodzacymi z rogéw macicy do jajnikow,
zbudowane sg podobnie jak sama macica, z trzech warstw: btony surowiczej, blony mig¢$niowe;j
oraz blony sluzowej (1). To wtasnie przez jajowdd komorka jajowa przedostaje si¢ do wnetrza
macicy, w jego wnetrzu panujg odpowiednie warunki do zaptodnienia.

Jajnik to kolejny element uktadu rozrodczego kobiet. Ma ksztalt owalny, wystepuje
parzyscie po dwoch stronach macicy, polaczony jest z nig poprzez jajowdd. W jajnikach
od urodzenia znajduje si¢ okreslona liczba komorek piciowych, z ktorych wigkszos¢ ginie
w procesie dojrzewania (1). W momencie uzyskania przez kobiete dojrzatosci piciowej zaczyna
si¢ cykliczny proces dojrzewania pgcherzykdéw, wewnatrz ktorych zamknigta jest komorka
jajowa.

Ostatnim z wymienionych narzadéw ptciowych kobiety jest pochwa. Narzad ten budowa
przypomina kanat o dtugosci 8 — 10 cm, ktéry jednym z koncdéw obejmuje szyjke macicy (1).
Wewnatrz pochwa wy$cietana jest pofatdowang btong §luzowa, ktora pokrywa nabtonek bogaty
w glikogen. Obecne w pochwie pateczki Lactobacillus oraz Corynebacterium rozkladaja
glikogen do kwasu mlekowego i octowego, w efekcie w srodowisku pochwy panuje kwasny
odczyn (pH=3,5 — 4), co chroni ten narzad przed zakazeniem innymi drobnoustrojami.
W pochwie znajduje si¢ réwniez $luz ztozony w okoto 90% z wody, a takze migdzy innymi
z mocznika, weglowodandw, kwaséw thuszczowych, czy soli (2). Zapewnia on odpowiednie
nawilzenie pochwy, ale rowniez dodatkowo zabezpiecza ja ze wzgledu na fakt, ze jest
nieustannie odnawiany (2). Blona sluzowa pochwy cyklicznie dojrzewa, tuszczy si¢ i nastgpnie

odbudowuje, cykl taki trwa $rednio 96 godzin (3).

5.2. Najczescie] wystepujace choroby ginekologiczne

Oprocz wspomnianych wezesniej pateczek Lactobacillus oraz Corynebacterium w pochwie
obecne jest rOwniez znaczna liczba mikroorganizméw takich jak grzyby czy pasozyty
stanowigca mikrobiom pochwy (4,5), a balans pomigdzy nimi stanowi podstawe zdrowia kobiet
(6). Zaburzenie rownowagi w mikrobiomie pochwy prowadzi do zapalenia drog rodnych, ktore
moze mie¢ podioze: bakteryjne, grzybiczne lub wirusowe.

Jednym z najczestszych zakazen pochwy jest grzybica, ktdra objawia si¢ poprzez swedzenie,
pieczenie oraz bialy $luz, co wigze si¢ z ogdlnym pogorszeniem jakosci zycia kobiet (7).
Szacuje sig, ze okolo 75% kobiet doswiadczy w swoim zyciu grzybicy pochwy, przy czym
okoto 50% jeszcze przed 25 rokiem zycia (7,8). Zakazenie to w okoto 90% przypadkow
wywotywane jest przez szczep Candida albicans (9), natomiast drugim najczestszym szczepem

wywolujacym grzybice pochwy jest Candida glabrata (10). Na zakazenie grzybiczne narazone
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sg przede wszystkim osoby z obnizong odporno$cig wynikajacg na przyktad z chemioterapii,
zakazenia wirusem HIV, czy na skutek przej$cia transplantacji (10,11). Dodatkowymi
czynnikami zwiekszajagcymi prawdopodobienstwo zachorowania na grzybice pochwy
sg rbwniez sytuacje majagce wptyw na podwyzszony poziom estrogenow we krwi, czyli
na przyklad otylos¢, czy cigza (12), ale rbwniez osoby chore na cukrzyce, czy poddajace si¢
antybiotykoterapii sg bardziej podatne na tego typu zakazenie (10-12).

Nalezy roéwniez wspomnie¢, ze pomimo wysoko rozwini¢tej i nadal rozwijajacej si¢
medycyny, w tym diagnostyki, wcigz ogromnym zagrozeniem dla zdrowia 1 zycia ludzi
sa choroby nowotworowe. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) czwartym
najczesciej wystepujacym rodzajem nowotworu u kobiet jest rak szyjki macicy (13). W samym
tylko 2022 roku u 660 000 kobiet na $wiecie zostat zdiagnozowany ten rodzaj nowotworu,
natomiast okoto 350 000 kobiet zmarto z jego powodu. W gtéwnej mierze przyczyng rozwoju
nowotworu szyjki macicy jest wirus brodawczaka ludzkiego (Human Papillomavirus — HPV)
(14,15), ktory jest przenoszony droga plciowa. Szacuje sig, ze okoto 70% kobiet i mgzczyzn
aktywnych seksualnie bedzie narazonych na zakazenie nim w swoim zyciu (16). Zachorowanie,
wykrycie 1 leczenie nowotworu szyjki macicy maja réwniez zwigzek z uwarunkowaniami
spoteczno-ekonomicznymi, jako ze dostep do §wiadczen medycznych przez spoteczenstwo jest
silnie zwigzany z sytuacja ekonomiczng panstwa i spoteczenstwa oraz $wiadomoscia
koniecznosci wykonywania badan, w tym badan profilaktycznych (14).

Oprocz typowych chorob ginekologicznych, majacych zwigzek z zakazeniem wirusami,
pierwotniakami czy grzybami, do chordb ginekologicznych zalicza si¢ rowniez zaburzania
hormonalne w organizmie kobiety, réwniez zwigzane z okresem menopauzy. Efektem
nieréwnowagi hormonalnej w okresie rozrodczym moga by¢ zaburzenia miesigczkowania,
problemy z ptodnos$cia, ale réwniez poronienia (17). Zaburzenia hormonalne maja rowniez
ogromny wptyw na regulacj¢ nastrojow, ze wzgledu na dziatanie na system neuroprzekaznikow.
Jednym z podstawowych hormonow, kluczowych z punktu widzenia ginekologii jest estrogen,
ktory moduluje uktad serotoninergiczny poprzez zwigkszanie syntezy serotoniny i wrazliwosci
receptoréw, natomiast drugi z kluczowych hormondéw, progesteron, wptywa na uspokojenie
(17). Zaburzenie balansu pomigdzy nimi moze zakloca¢ systemy neuroprzekaznikow,

prowadzac do wahan nastroju, co negatywnie wptywa na komfort Zycia kobiet.

5.3. Leczenie chorob ginekologicznych
Obecnie standardowym podejsciem do leczenia infekcji drog rodnych u kobiet jest

stosowanie terapii dopochwowych w postaci globulek, tabletek, kapsutek, kremow
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czy roztwordw (2,5). Leki stosowane w terapiach ginekologicznych w wigkszos$ci sg trudno
rozpuszczalne w wodzie, co prowadzi do ich niskiej biodostepnosci, a co si¢ z tym wigze
do obnizonej efektywnos$ci (18-22). Stosowanie terapii dopochwowych pozwala na ominigcie
problemu nazywanego watrobowym efektem pierwszego przejscia, ktory dotyczy terapii
doustnych 1 wigze si¢ z metabolizmem substancji aktywnych w przewodzie pokarmowym,
zanim dotrze ona do miejsca zmienionego chorobowo, zmniejszajac jej biodostepnosc (23).
Dodatkowo, wagina jako miejsce dostarczania lekow cechuje si¢ rowniez duza powierzchnig
kontaktu, dobrg przepuszczalnoscig lekéw, a co si¢ z tym wigze, zapewnia dostarczenie
wysokich dawek leku bezposrednio do miejsca chorobowo zmienionego, pozwalajac
na zmniejszenie efektow ubocznych (2,5,23).

Niestety, w kontek$cie dostarczania lekow wagina jest trudnym $rodowiskiem, ze wzgledu
na panujace tu kwasne pH, temperature¢ okoto 37 °C, wytwarzang wydzieling i system
samooczyszczania pochwy. Warunki takie powoduja, ze aktualnie stosowane formy lekow nie
majg szansy na dluzsze utrzymanie si¢ w miejscu chorobowo zmienionym. Czgsto dochodzi
do niekontrolowanego wycieku formulacji leczniczej z pochwy (2,19,23,24). W rezultacie
leczenie jest nieefektywne, prowadzac do konieczno$ci czestych aplikacji formulacji
zawierajacych duzg dawke leku, co moze powodowac¢ skutki uboczne, takie jak podraznienia,
nawrot infekeji, wytwarzanie lekoopornosci przez drobnoustroje wywotujace infekcje, a nawet
prowadzi¢ do bezptodnosci (19,25-27).

Aktualnie najwigkszymi wyzwaniami wydajg si¢ by¢: wydluzenie czasu oddziatywania leku
z miejscem chorobowo zmienionym, zapewnienie jego kontrolowanego uwalniania oraz
zwigkszenie biodostepnosci. Do tego celu idealne wydajg si¢ by¢ hydrozelowe no$niki lekow
(26,28).

Hydrozele to tr6jwymiarowe sieci, o porowatej strukturze, utworzone z polaczonych
czasteczek, majace zdolnos$¢ do sorpcji duzych ilosci wody, ktére zdobyty uznanie ze wzgledu
na duze podobienstwo ich wlasciwosci do wihasciwosci ludzkich tkanek (28-31). Podczas
projektowania hydrozelowych no$nikow lekéw nalezy pamigta¢ o ich biokompatybilnosci
1 wlasciwosciach reologicznych, a takze w przypadku preparatoéw podawanych wewnetrznie
o takiej budowie chemicznej, aby po spelnieniu swojej funkcji, mogly zosta¢ bezpiecznie
usunigte z drog rodnych kobiety. Dodatkowo majac na uwadze wcze$niej wspomniany
hydrofobowy charakter wiekszosci dostgpnych lekow do terapii ginekologicznych, przy
projektowaniu hydrozelowych nosnikoéw tych substancji wazne jest dopasowanie warunkow
to transportu zwigzkéw trudno rozpuszczalnych w wodzie. W tym celu konieczne jest

przeprowadzenie = modyfikacji  sieci  polimerowej prowadzacej do  utworzenia
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hydrofobizowanych hydrozeli polimerowych (31). Konstrukty takie, nadal posiadajg zdolnos$¢
sorpcji wody, jednak charakteryzuja si¢ obecnos$cig hydrofobowych grup w strukturze, ktére
w srodowisku wodnym daza do tworzenia hydrofobowych domen. Obecnos$¢ hydrofobowych
domen w hydrofilowym srodowisku hydrozelu zwigksza mozliwo$¢ enkapsulacji lekéw trudno
rozpuszczalnych w wodzie w matrycy polimerowej, co jest efektem pozadanym.

Jednym ze sposoboéw na otrzymanie hydrofobizowanych hydrozeli jest zelowanie miceli
(32). Ich hydrofobowy rdzen pozwolitby na transport trudno rozpuszczalnych w wodzie
substancji aktywnych, natomiast hydrofilowa powloka zapewnitaby rozpuszczalnos¢ catej
struktury w srodowisku wodnym, jakie panuje w pochwie (29,33). Co wigcej, wykorzystanie
miceli do transportu lekéw dodatkowo mogloby zmniejszy¢ efekty uboczne stosowanych
substancji aktywnych, pelnigc form¢ zabezpieczenia przed warunkami zewngtrznymi.
Zmniejszytyby tez mozliwo$¢ degradacji czasteczki leku przed dotarciem do miejsca
zmienionego chorobowo (34).

Jednakze, gléwnym problemem dotyczacym wykorzystania standardowych miceli jest ich
niestabilno$¢ w stezeniu ponizej krytycznego stezenia miceli, CMC (z ang. Critical Micelle
Concentration), ktore oznacza minimalne stezenie surfaktantu, konieczne do wytworzenia
miceli w roztworze (35). Jednakze zastosowanie nieliniowych polimerow amfifilowych
o topologii dendrytycznej, hiperrozgatezionej lub gwiezdzistej, ktore przypominaja struktura
klasyczne micele, to jest posiadajg zhydrofobizowany rdzen zwigzany kowalencyjnie
z hydrofilowa powloka pozwala na ominigcie tych ograniczen (36-38). Wsérod polimerow
hiperrozgalezionych szczegolnym zainteresowaniem cieszy si¢ hiperrozgat¢ziony poliglicydol
(39) ze wzgledu na jego biokompatybilnos¢ (40-42) oraz obecno$¢ réznorodnych

powtarzalnych jednostek konstytucyjnych otwierajacych liczne mozliwosci modyfikacji (40).

5.4. Amfifilowy hiperrozgaleziony poliglicydol jako material do tworzenia

hydrofobizowanych hydrozeli polimerowych.

Hiperrozgateziony poliglicydol, HbPGL (z ang. hyperbranched polyglycidol), ze wzgledu
na swoje zalety zastuguje na zainteresowanie przy rozpatrywaniu tworzenia
jednoczasteczkowych miceli. Jest to polimer o budowie dendrytycznej, majacy w swojej
strukturze cztery powtarzajace si¢ jednostki konstytucyjne: terminalne grupy 1,2-diolowe (T),
grupy dendrytyczne (D) oraz dwa rodzaje liniowych jednostek zawierajacych ugrupowania
monohydroksylowe (Li3z 1 Li4) (41) — rysunek 2. W przeciwienstwie do dendrymerow,
hiperrozgaleziony poliglicydol charakteryzuje si¢ stosunkowo prosta, jednoetapowg synteza

(39). HbPGL jest polimerem bardzo dobrze rozpuszczalnym w wodzie (36), o niskiej lepkosci
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(42), co ma odzwierciedlenie w wielu aplikacjach biomedycznych i farmaceutycznych,
na przyktad w inzynierii tkankowej (43), zajmujacej si¢ hodowla i regeneracja tkanek, czy jako
nos$nik bialek (44) i lekow (36,39).

Dzigki budowie dendrytycznej pomiedzy ramionami makroczasteczki powstaja
przestrzenie, w ktorych mozna zaenkapsutowac czasteczki substancji aktywnych (45). Jednak,
aby przygotowac srodowisko preferencyjne dla trudno rozpuszczalnych w wodzie czasteczek
substancji aktywnych konieczne jest przeprowadzenie modyfikacji polimeru, w wyniku ktérej
do wnetrza hydrofilowego HbPGL zostang wprowadzone ugrupowania hydrofobowe,
zmieniajgce charakter rdzenia makroczasteczki polimeru (20,46). Jest to mozliwe dzieki
obecnosci duzej liczby grup monohydroksylowych wewnatrz struktury polimeru (42,47,48).
Selektywna modyfikacja wewnetrznych grup monohydroksylowych prowadzi do wytworzenia
amfifilowych konstruktéw przypominajacych jednoczasteczkowe micele, w ktorych rdzen ma
charakter hydrofobowy, natomiast grupy 1,2-diolowe obecne w jednostkach terminalnych

zapewniajg rozpuszczalno$¢ makroczasteczki w wodzie.

HO

P
OH  OH KEOH OH Hoj\
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OH

Rysunek 2. Schemat przedstawiajqcy budowe hiperrozgatezionego poliglicydolu z zaznaczonymi
powtarzajqcymi sig jednostkami konstytucyjnymi: T — 1,2-diolowe grupy terminalne, D — jednostki dendrytyczne,
Ly 3 oraz L 4— jednostki liniowe zawierajqce pierwszo- i drugorzedowe grupy monohydroksylowe.
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Zdecydowana wigkszos$¢ lekow dostepnych obecnie na rynku ma charakter hydrofobowy
i zawiera w strukturze grupy arylowe. Brak dobrej rozpuszczalnosci powoduje ograniczenia
w ich biodostepnosci. W tym aspekcie skutecznym podej$ciem wydaje si¢ zaprojektowanie
1 wytworzenie jednoczgsteczkowych ukladow amfifilowych zawierajacych ugrupowania
aromatyczne. Przyktadem syntezy takiego ukladu moze by¢ modyfikacja HbPGL
zaproponowana przez Turka i innych (20), ktorzy wprowadzili grupy bifenylowe do struktury
HbPGL poprzez wigzanie eterowe.

Warto rowniez zwroci¢ uwage, ze obecnos¢ grup 1,2-diolowych w jednostkach terminalnych
HbPGL umozliwia tworzenie dynamicznych wezioéw sieci poprzez reakcje z kwasem borowym

prowadzac do powstania wigzania estrowego — rysunek 3 (51).

/

OH —'_HO

Rysunek 3. Schemat tworzenia sie dynamicznych weztow sieci miedzy grupami kwasu borowego i 1,2-diolami
w jednostkach terminalnych HbPGL

W efekcie wytworzy¢ mozna sie¢ polimerowa na bazie hiperrozgatezionego poliglicydolu
o rdzeniu modyfikowanym grupami hydrofobowymi otrzymujac hydrofobizowane hydrozele
polimerowe (51).

Nalezy jednak mie¢ na uwadze fakt, ze wprowadzenie grup hydrofobowych do struktury
hydrofilowego polimeru moze mie¢ wplyw na wlasciwosci termiczne otrzymanego
kopolimeru. Zhang 1 inni (49) w swojej pracy wykazali, ze poprzez wprowadzenie grup
alifatycznych do korony hiperrozgatezionego poliglicydolu nadano wtasciwosci termowrazliwe
HbPGL. Co wigcej, przeprowadzone badania pokazaty, ze na zachowanie
termowrazliweogromny wpltyw ma dlugo$¢ tancuchéw alifatycznych wprowadzonych
w trakcie modyfikacji. I tak przy dlugosci C2-C4 otrzymany kopolimer wykazywal
wlasciwosci charakterystyczne dla polimerow wykazujacych nizsza krytyczng temperature
roztworu, LCST (z ang. Lower Critical Solution Temperature). Oznacza to, ze wraz ze
wzrostem st¢zenia badanego polimeru obserwowano obnizenie temperatury zmetnienia
roztworu. Natomiast wprowadzenie tancuchow alifatycznych o liczbie atomow wegla C5-C8
prowadzilo do interesujagcego zjawiska, to znaczy wraz ze wzrostem stezenia badanego

polimeru dochodzito do wzrostu temperatury zmetnienia roztworu. Wprowadzenie dtuzszych

19



tancuchow (C8-C12) doprowadzito do otrzymania form nierozpuszczalnych w wodzie.
Podobnie wprowadzenie zbyt duzej liczby ugrupowan bifenylowych w pracy Turka,
prowadzilo do otrzymania polimerow nierozpuszczalnych wodzie (20). Prowadzi
to do wniosku, ze wielkos¢ ugrupowania hydrofobowego, ale rowniez stopien modyfikacji
HbPGL ma znaczacy wplyw na wilasciwosci termiczne wodnych roztworow otrzymanych

polimerow.
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6. Cel i zakres pracy

Majac na uwadze problemy z jakimi borykaja si¢ kobiety, dotknigte chorobami uktadu
rozrodczego takie jak niewygodne formy dozowania lekéw (globulki, tabletki), utrudniony
bezposredni kontakt nosnika z miejscem zainfekowanym oraz niska stabilno$¢ nosnika
w miejscu dozowania, konieczno$¢ czestych aplikacji formulacji zawierajacych duze dawki
lekow wynikajace z ich niskiej biodostgpnosci 1 wysokiej hydrofobowosci substancji
aktywnych stosowanych w terapiach ginekologicznych, konieczne jest poszukiwanie nowych,
bardziej wydajnych i zapewniajacych znacznie wyzszy komfort uzytkowania no$nikéw lekow
ginekologicznych. Nalezy przy tym zwroci¢ szczegdlng uwage na komfort Zzycia kobiet
z problemami ginekologicznymi poszukujac rozwigzan ograniczajacych czestos¢ dozowania
lekdw poprzez zapewnienie rownomiernego i powolnego uwalniania substancji aktywnej
znosnika, a takze dlugotrwaly 1 bezpieczny bezposredni kontakt miejsc chorobowo
zmienionych z no$nikiem leku. Jak wskazuje przeglad literatury obecnie znalezienie
odpowiednich rozwigzan nadal jest wyzwaniem ze wzgledu na wiele zmiennych wplywajacych
zaréwno na uwalnianie leku, jak i trwalo$¢ samego nosnika.

Jedng z ciekawych alternatyw w obszarze dozowania lekow ginekologicznych sa materialy
hydrozelowe otrzymywane z polimeréw laczacych w sobie cechy hydrofilowe 1 hydrofobowe,
wytworzone z wykorzystaniem tzw. dynamicznych weztow sieci, ktoére umozliwig
wstrzykiwalno$¢, samonaprawe, wysoka adhezje do tkanek oraz powolng degradacje zelu w
czasie. Postawiona hipoteza badawcza zaktadata, Ze mozna otrzymac¢ hydrozel do dozowania
dopochwowego zbudowany z monomolekularnych micel z hydrofobizowanego
hiperrozgalezionego poliglicydolu, bedacy nosnikiem lekéw trudno rozpuszczalnych
w wodzie, zapewniajagcy wysoka biodostgpnos¢, dobra adhezje do S$cianek pochwy
1 przedtuzone uwalnianie substancji bioaktywnych. Bioragc pod uwage powyzsze glownym
celem niniejszej pracy bylo wyeliminowanie probleméw rozpuszczalnosci lekow trudno
rozpuszczalnych w wodzie stosowanych w leczeniu ginekologicznym, poprzez ich
enkapsulacje w  monomolekularnych, amfifilowych, = micelach = zbudowanych
z hydrofobizowanego HbPGL, a nastgpnie przygotowanie hydrozelowego no$nika
do transportu i rownomiernego dozowania leku wytworzonego w oparciu o wyzej wspomniane

micele zwigzane dynamicznymi weztami sieci.
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Do osiagnigcia postawionego celu konieczne byto wykonanie prac, ktore podzielone zostaty
na nastepujace etapy:

» synteza hiperrozgatezionego poliglicydolu, modyfikacja grup monohydroksylowych
znajdujacych si¢ w jego wnetrzu grupami hydrofobowymi oraz charakterystyka otrzymanych
polimerdw,

» synteza kopolimeru niosgcego ugrupowania kwasu borowego, ktéry umozliwi
wytworzenie sieci polimerowej w oparciu o dynamiczne wezly sieci,

» enkapsulacja lekow trudno rozpuszczalnych w wodzie w czasteczkach amfifilowego
HbPGL,

» wytworzenie  hydrozeli  zbudowanych  z  hydrofobizowanego = HbPGL
z zaenkapsulowanym lekiem na bazie dynamicznych weztow sieci,

» charakterystyka otrzymanych hydrozeli poprzez badania reologiczne, badania

na komorkach oraz testy przenikalno$ci substancji aktywnych przez membrang.
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7. Metodyka

7.1. Wykorzystane odczynniki i sprzgt

Glicydol, wodorek wapnia, 1,1,1-tri(hydroksymetylo)propan, tetrahydrofuran, kwas para-
toluenosulfonowy, izocyjanian 4-bifenylu zostaly zakupione w firmie Sigma-Aldrich. 2,2-
dimetoksypropan zostat zakupiony w firmie TCI. Chlorek benzoilu oraz izocyjanian fenylu
zostaty zakupione z firmy Alfa Aesar. a,0-azobis(izobutyronitryl) otrzymano z firmy Fluka.
Wodorek sodu w oleju mineralnym zakupiono w firmie Merck, natomiast Clotidal Max
pochodzit z firmy USP Health. Leki stosowane do badan pochodzity odpowiednio: klotrimazol
z Sigma-Aldrich, (17-B)-estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol (estradiol) z Angene, progesteron
z firmy Acros Organics, natomiast 5-fluorouracyl z Apollo Scientific. Sucha pirydyna
pochodzita z Acros Organics. Dejonizowang wod¢ otrzymano przy uzyciu dejonizatora,
SolPure XIO P (Elkar, Polska), gdzie przewodnos¢ byla réwna 0,55 puS.

Glicydol przed reakcja byt suszony nad wodorkiem wapnia 1 destylowany znad sit
molekularnych. 1,1,1-tri(hydroksymetylo)propan zostal oczyszczony metodg stracenia
z roztworu acetonu eterem dietylowym, tetrafydrofuran byl suszony nad stopem sodowo-
potasowym. Kwas para-toluenosulfonowy zostal wysuszony suchym benzenem. Wodorek sodu
zostat odmyty z oleju mineralnego przy uzyciu dioksanu. Pozostate odczynniki uzyto bez
dodatkowego oczyszczania.

Dodatkowo w pracy korzystano z workéw dializacyjnych o wielkosci poréw 3,5 tysigca
Daltonow (SnakeSkin TM 3,5K MWCQO) oraz celulozowych filtrow strzykawkowych

o wielkosci porow 0,8 um z firmy Sartorius.
7.2. Wykorzystane metody badawcze

7.2.1. Charakterystyka otrzymanych w wyniku syntez polimeréw

Majac na celu scharakteryzowanie otrzymanych zwigzkow — okreslenie udziatow
poszczegolnych jednostek konstytucyjnych w HbPGL, potwierdzenie efektywnego
przeprowadzenia poszczegOlnych etapow syntezy, okreslenie stopnia modyfikacji —
przeprowadzono analizy z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadorwego, NMR. Wszystkie wykonane widma 'H oraz '3C NMR zarejestrowane byly
z wykorzystaniem spektrometru Bruker Avance NEO 400 MHz. Widma rejestrowane byty
w rozpuszczalnikach deuterowanych, takich jak: dimetylosulfotlenek (DMSO-ds), metanol
(MeOD-dy), czy pirydyna (Py-ds), w temperaturze 22 °C. W przypadku widm protonowych

najczesciej usredniano 128 skandw, natomiast w przypadku widm weglowych 512 skanow.
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W celu analizy czysto$ci makroczasteczek i potwierdzenia przeprowadzenia modyfikacji
grupami hydrofobowymi rejestrowano pseudo-dwuwymiarowe widma 'H DOSY NMR
(z ang. Diffusion Ordered Spectroscopy). Metoda ta pozwala na rejestracje wspotczynnikow
dyfuzji poszczegdlnych fragmentow makroczasteczki (50), dzigki czemu potwierdza si¢
chemiczne zwigzanie poszczegolnych grup znajdujacych si¢ w badanym uktadzie. Rejestracja
widm wigzata si¢ z rozpuszczeniem probki, nastgpnie ustabilizowaniem roztworu
w temperaturze 22 °C przez co najmniej 5 minut. Pomiary wykonywano przy uzyciu
spektrometru Bruker Avance III 500 oraz standardowego programu dstebpgp3s firmy Bruker.

Chcac okresli¢ $rednie ciezary czasteczkowe zsyntetyzowanego hiperrozgatezionego
poliglicydolu wykorzystano chromatografi¢ zelowa. Do tego zadania wykorzystano gtownie
system do chromatografii zelowej firmy Testa Analytical Solutions, zbudowany z pompy
izokratycznej, automatycznego podajnika probek, zestawu dwoch kolumn separacyjnych —
Suprema Lux, liniowej kolumny analitycznej XL oraz Suprema Lux analytical SDV, PSS
Polymer Standards Service GmbH w termostatowanym piecu kolumnowym — oraz trzech
detektorow: detektora wielokatowego rozpraszania §wiatta laserowego, MALLS (Brookhaven
Instruments Corporation), detektora rdznicowego wspoOtczynnika zatamania $wiatta
oraz detektora wiskozymetrycznego, ktore sg polaczone w jeden zestaw ze wspolng droga
probki (Testa Analytical Solutions). Jako eluent stosowano 0,1 M roztwor azotanu (V) sodu,
przy szybkosci przeptywu 1 ml na minute. Pomiar wykonywano w temperaturze 30 °C.

Wyznaczenie temperatury zeszklenia otrzymanego polimeru dokonano przy uzyciu
skaningowej kalorymetrii roznicowej. Analizy wykonywano gtownie przy uzyciu kalorymetru
DSC 2500 Discovery Series, TA Instruments. Pomiary wykonywano po odwazeniu stosownej
ilosci probki, zamknigciu w hermetycznym pojemniku, w zakresie temperatur dostosowanym

do badanego materiatu. Zastosowana szybko$¢ grzania wynosita 10 °C na minutg.

7.2.2. Charakterystyka wlasciwosci reologicznych otrzymanych hydrozeli

W celu poznania wlasciwosci reologicznych otrzymanych hydrozeli przeprowadzono
analizy przy uzyciu reometru MARS 40, Thermoscientific HAAKE, zaopatrzonego
w réwnolegle plytki o $rednicy 8 mm. Wiasciwosci reologiczne hydrozeli zbadano w trybie
oscylacyjnym w liniowym rezimie lepkospr¢zystym. Pomiary przeprowadzone dla hydrozeli
w trybie przemiatania odksztalceniem w zakresie 0,02 do 2000% zostaly wykonane przy
czestotliwosci rownej 1 Hz. Testy w trybie przemiatania temperaturg wykonane zostaty
w zakresiel0 — 50 °C przy czestosci rownej 1 Hz 1 odksztatceniu rownym 1%, natomiast

szybko$¢ grzania wynosita 5 °C na minute.
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Krzywe plynigcia uzyskanych formulacji leczniczych zostaty wyznaczone w temperaturach
25 oraz 37 °C, przy szybkosci $cinania w zakresie 0,1 do 20 Hz. Testy przemiatania temperaturg
zostaly wykonane w zakresie 4 — 50 °C w trybie kontrolowanej deformacji przy odksztatceniu

roéwnym 0,2%, czestosci 0,16 Hz 1 szybkosci grzania 6,5 °C na minute.

7.2.3. Okreslenie oddziatywan polimer — lek

W celu poznania wptywu struktury polimeru na uwalnianie leku przeprowadzono
eksperyment uwalniania leku ze struktury polimeru do buforu fosforanowego. Stezenie leku
uwolnionego ze struktury badane bylo przy uzyciu zestawu do chromatografii ACQUITY
UPLC I-Class potaczonego ze spektrometrem masowym SYNAPT G2-Si wyposazonym
w pompe rozpuszczalnika binarnego i detektor z matryca fotodiodowa, Waters Corporation.
Rozdzielenie analitu odbywato si¢ z wykorzystaniem kolumny ACQUITY UPLC BEH C18,
w temperaturze 45 °C. Faza ruchoma zostata przygotowana poprzez zmieszanie 0,1% kwasu
mrowkowego (A) 1 0,1% kwasu mrowkowego w acetonitrylu (B). Szybkos¢ przeptywu rowna
byta 0,45 ml/min. Krzywa kalibracyjna zostata przygotowana dla siedmiu réznych stgzen
roztworu klotrimazolu i byla liniowa w zakresie stezen 0,78 — 50 pg/ml , a wspdtczynnik
korelacji wynosit powyzej 0,999.

Kolejnym etapem badan bylo przeprowadzenie eksperymentu przenikania leku uwolnionego
ze struktury hydrozelu przez membrang imitujaca ludzka skore. Eksperyment
ten przeprowadzono wykorzystujac komore dyfuzyjng Franz. Okres$lenie st¢zenia leku, ktory
przenikngt przez membrane wymagalo zastosowania czulszej metody. Do tego celu
wykorzystano zestaw do chromatografiit ACQUITY UPLC I-Class wyposazony w spektrometr
mas SYNAPT G2-Si zaopatrzony w zrodlo elektrorozpylania 1 analizator mas
z kwadrupolowym czasem przelotu, Waters Corporation. Rozdzielenie analitu wykonano
w temperaturze 45 °C, wykorzystujac do tego celu kolumng Acquity BEH C18. Faza ruchoma
zostala przygotowana tak jak opisano powyzej. Szybkos¢ przeplywu zostata ustawiona na 0,45
ml/min. Parametry Zrodla zostaly zoptymalizowane 1 ustalone: napigcie kapilary 3,0 kV,
napiecie stozka 20 V, przepltyw gazu desolwatacyjnego 400 1/h w temperaturze 350 °C, ci$nienie
gazu nebulizacyjnego 6,5 bar, temperatura zrodta 100 °C. Widma masowe zostaly
zarejestrowane w zakresie m/z 100 — 1200. Do wykonania analizy przygotowano roztwory
kalibracyjne odpowiednich lekow w metanolu, a nastepnie rozcienczano je ptynem waginalnym
1 metanolem. W ten sposéb uzyskano roztwory robocze o kilku réznych stezeniach. Otrzymane

krzywe kalibracyjne zostaty przygotowane dla dziesigciu réznych stezen roztwordw lekow
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1 byly liniowe w zakresie st¢zen od 0,1 do 20 pg/ml, wspotczynnik korelacji wynosit powyzej
0,995.

W celu zbadania oddzialywan pomigdzy polimerem a lekiem wykonano badania
z wykorzystaniem spektroskopii podczerwieni. Widma absorpcyjne w zakresie podczerwieni
wykonano na spektrometrze Thermo Scientific Nicolet iS50, korzystajac z przystawki ATR
(zang. Attenuated Refletcion Accesory)  wyposazonej w krysztal diamentu. Widma
rejestrowano z rozdzielczoscia 2 cm’', usredniajac 64 skany. Otrzymane widma poddano
analizie: najpierw odjeto od kazdego z otrzymanych widm lini¢ bazowa w postaci funkcji
wielomianowej, a nastepnie widma poddano normalizacji. Proces normalizacji zostat dobrany

w zaleznos$ci od rozpatrywanego problemu.

7.2.4. Badania biologiczne

Cytotoksyczno$¢ zsyntezowanych polimerdw zostata okreslona przy wykorzystaniu dwoch
rodzajow komorek: prawidlowych komorek srodbtonka mikronaczyniowego skory (HMEC-1)
oraz nowotworowych komorek $rddbtonka raka szyjki macicy (HeLa). Komorki HMEC-1
hodowano w pozywce MCDB131 z dodatkiem hydrokortyzonu, L-glutaminy i naskérkowego
czynnika wzrostu (VEGF), natomiast komérki HeLa hodowano w pozywce Dulbecco’a
modyfikowanym Eagle’a (DMEM). Do wszystkich hodowli komoérek dodana zostata ptodowa
surowica bydleca (FBS) i1 streptomycyna. Komoérki hodowano w naczyniach hodowlanych T-
75 w temperaturze 37 °C w atmosferze zawierajacej 5% dwutlenku wegla, zmieniajagc medium
hodowlane co 2 — 3 dni. Liczbe¢ zywych komorek okres§lano przy uzyciu testu wykluczenia
z blgkitem tryptanu z wykorzystaniem zautomatyzowanego licznika komodrek Countess,
Invitrigen. Komérki wysiewano na ptytki 96-dotkowe, w ilo$ci 1,5x10* komérek/dotek 100pul
odpowiedniej pozywki. Nastgpnie plytki inkubowano przez 24 godziny w nawilZzonej
atmosferze zawierajacej 5% dwutlenku wegla, w 37 °C, w celu umozliwienia komérkom
przyczepienie si¢ do ptytek. Wplyw cytotoksyczny otrzymanych polimerow na komorki
wyznaczono poprzez okreslenie zywotnosci komorek ocenionej za pomocg testu bromku 3-
(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowgo (MTT). Dokonano tego nastepujaco:
do przygotowanych wczesniej 96-dotkowcyh ptytek z komoérkami w pozywce dodano badane
zwigzki w roznych stezeniach (0,1; 1; 10; 50; 100 uM). Komorki z dodanymi roztworami
polimerow inkubowano przez 24 i 48 godzin w nawilzonej atmosferze zawierajacej 5%
dwutlenku wegla 1 w temperaturze 37 °C. Po tym czasie komorki przemyto 50 pl buforu
fosforanowego (PBS). Nastepnie do kazdego dotka dodano 50 pl roztworu MTT o stezeniu

0,5 mg/ml w PBS i dalej inkubowano w normalnych warunkach hodowlanych przez trzy
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godziny. Po inkubacji usuni¢to pozostaly roztwoér MTT, a uzyskany osad rozpuszczono
w dimetylosulfotlenku (DMSO), wykorzystujac do tego celu 100 pul DMSO na dotek.
Nastgpujaca konwersja soli tetrazolowej (MTT) do barwnego formazanu poprzez
dehydrogenazy mitochondrialne i cytozolowe jest markerem Zzywotnosci komorek. Przed
dokonaniem pomiaru absorbancji plytki poddano wytrzgsaniu przez okoto 1 minutg.
Absorbancje¢ mierzono przy 570 nm korzystajac do tego celu ze spektrofotometru
mikroptytkowego PowerWaveHT, BioTek.

Wartosci cytotoksycznosci poréwnane byly do proby kontrolnej, a takze dokonano
poréwnania wzgledem komorek potraktowanych niehydrofobizowanym hiperrozgatezionym
poliglicydolem.

Dziatanie przeciwgrzybiczne otrzymanych formulacji sprawdzano wobec dwoch szczepow
grzybow: Candida albicans ATCC 90028 oraz Candida glabrata ATCC 2001.
Przed przystagpieniem do pomiaréw szczepy grzyboéw hodowano w temperaturze 35 °C
na pozywce agarowej, Sabouraud, przez 24 godziny. Nastepnie pojedyncza koloni¢ grzybow
wysiano do 5 ml pozywki, gdzie korzystajac z odpowiednio skalibrowanego turbidymetru
dostosowano gesto§¢ komodrek do standardu. W kolejnym kroku rozcieficzono zawiesing
w stosunku 1 do 10 przy uzyciu sterylnej wody destylowanej, w taki sposob aby uzyskac
(1-5) x 10° CFU/ml. Korzystajac ze sterylnego wacika, grzyby rozprowadzono réwnomiernie
na ogrzanych do 37 °C ptytkach z pozywka agarowg. Aktywno$¢ przeciwgrzybiczng badanych
struktur oceniono metoda dyfuzyjno-krazkowa, zgodnie z wytycznymi Europejskiego
Komitetu do spraw testowania wrazliwo$ci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (EUCAST).
Do plytek, w ktorych umieszczone byly szczepy grzybow wprowadzono krazki celulozowe,
na ktorych umieszczone byty formulacje polimeru z lekiem. Kazdg formulacje przebadano
trzykrotnie. Naczynia, zawierajace kultury grzybow oraz krazki, inkubowano w temperaturze
37 °C. Jako kontrole pozytywna zastosowano krazki zawierajace odpowiedni ekwiwalent
tabletki komercyjnie dostepnej — Clotidal MAX 500 mg klotrimazolu (USP Health). Po 16, 24
142 godzinach inkubacji, a takze po 7 dniach, mierzono $rednice strefy zahamowania wzrostu
grzybow, wystepujacej na skutek dziatania leku. Zmierzone warto$ci wyrazono w milimetrach

1 przedstawiono jako strefy zahamowania wzrostu.

+4-1-7.2.5.  Badania wlasciwo$ci termowrazliwych otrzymanych polimerow
Zalezno$¢ transmitancji od temperatury wodnego roztworu polimeru rejestrowano
za pomocg spektroskopii UV-Vis, korzystajac ze spektrometru Analytik Jena Specord 600,

zaopatrzonego w podajnik probek z kontrolg temperatury. Pomiary wykonywano przy trzech
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dhugosciach fali §wiatta A = 400, 600, 800 nm, w zakresie temperatur od 3 do 90 °C, co 5 °C,
Temperaturg kontrolowano z doktadnoscig 0,2 °C, probki byly stabilizowane przez 120 s przed
pomiarem.

Przeprowadzono rowniez analiz¢ wodnych roztworow polimerow z wykorzystaniem
spektroskopii Ramana. Widma ramanowskie zostaty zarejestrowane przy uzyciu spektrometru
MultiRAM FT Raman, Bruker, wyposazonego w laser diodowy Nd:YAG (1064 nm, moc
nominalna 500mW), ktéry petnil role zrodla $wiatta wzbudzajacego. Widma zostaly
zarejestrowane z rozdzielczo$cia 4 cm™ usredniajac 1064 skany. Badane roztwory umieszczone
byty w kuwecie kwarcowej, o drodze optycznej rownej 10 mm, ktéra umieszczana byta w celce
grzejnej z kontrolg temperatury z doktadnoscia 0,1 °C.

Obserwacje zachowania wodnego roztworu polimeru podczas grzania przeprowadzono
réwniez przy uzyciu mikroskopii optycznej. Polaryzacyjne zdjecia mikroskopowe wykonane
byty przy uzyciu mikroskopu cyfrowego marki Keyonce VHX-S7000, wyposazonego w stolik
grzejny.

Chcac pozna¢ mechanizmy stojace za zachowaniem termowrazliwym otrzymanych
polimeréw przeprowadzono obliczenia 1 symulacje komputerowe. Za pomoca narzg¢dzi
mechaniki kwantowej wykonano optymalizacj¢ struktur bedacych fragmentami uzyskanych
rozgatezionych makroczasteczek, wykorzystujac metode teorii gestosci funkcjonatu, DFT.
Obliczenia prowadzono metoda B3LYP w bazie 6-311G(d,p) w programie Gaussian 16.
Wartosci czastkowych tadunkow elektrycznych zostaly obliczone korzystajac ze schematu
Merz-Singh-Kollman_(51,52), przy ladunku catkowitym wynoszacym zero. Ze wzgledu na
ograniczenia metody DFT, do obliczen wykorzystano jedynie pojedyncze gat¢zie badanych
polimerdéw — struktury stanowigce mniej wiecej 1/8 catej makroczasteczki (badane struktury
zawieraly okolo 100 atomdéw). Badania prowadzono dla samego polimeru jak 1 dla uktadow
zawierajacych czasteczki wody. Do obliczen przyjeto dtugos¢ graniczng wigzania wodorowego
wynoszaca 3,5 A, a kat graniczny wynoszacy 140°.

W celu obserwacji oddziatywan obecnych w catej makroczasteczce polimeru, konieczne
bylo zastosowanie symulacji dynamiki molekularnej. Symulacje przeprowadzane
dla pojedynczych makroczasteczek ”HbPGL zostaty przeprowadzone wykorzystujac program
LAMMPS. Zostaty zrealizowane dwa warianty symulacji, przy czym w przypadku obu krok
czasowy zostal ustalony na 1fs. Na makroczasteczke polimeru przypadato 5741 czasteczek
wody w przypadku pochodnej estrowej oraz 5778 czasteczek wody w przypadku pochodne;j
uretanowej. Pudia symulacyjne mialy okresowe warunki brzegowe. Wartosci graniczne

(tzw. cut off) dla oddzialywah typu Lennard-Jones zostaly ustalone na 9 A, natomiast
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dla oddziatywan Coulomba na 8,5 A. Przy odlegtoéciach powyzej 8,5 A zastosowany zostat
algorytm PPM (z ang. Particle-Particle Particle-Mesh) (53), w celu odtworzenia oddzialywan
elektrostatycznych. W przypadku pierwszego wariantu symulacji dla polimeru wykorzystano
model pola sitowego OPLS-AA, natomiast dla wody TIP4P/2005, w drugim wariancie
symulacji zastosowano model Amber 18 dla polimeru, natomiast dla wody TIP3P (54).
Przed rozpoczgciem symulacji, w pierwszej kolejnosci dokonano optymalizacji uktadu.
Nastepnie pierwsze 50 000 krokéw czasowych (50 ps) zostato przeprowadzonych w trybie
NVT - termalizacja, kolejne 5 000 000 krokéw czasowych (5 ns) przeprowadzono w trybie
NPT.

Majac na celu zbadanie oddzialywan miedzyczasteczkowych odpowiadajacych
za wlasciwosci termiczne polimeru przeprowadzono symulacje dynamiki molekularnej w duzej
skali przy uzyciu oprogramowania YASARA. W tym celu 10 makroczasteczek
hydrofobizowanego hiperrozgatezionego poliglicydolu umieszczono losowo w pudle
symulacyjnym o wymiarach 100x100x100 A3. W kolejnym kroku do uktadu zostaly
wprowadzone czgsteczki wody o gestosci od 0,994 g/ml dla temperatury 35 °C, do 0,97 g/ml
w temperaturze 80 °C, Do opisu czasteczek wody zastosowano model pola sitowego TIP3P.
Dla polimeru zastosowano model pola sitowego Amber 14 z okresowymi warunkami
granicznymi, natomiast oddziatywania Coulomba usredniono metoda Lagrange’a-Coulomba,
przyjmujac odleglo$¢ graniczng jako 14 A. Zanim przystapiono do przeprowadzenia symulacji

uktad poddano minimalizacji energii.
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8. Wyniki wlasne

8.1. Hydrofobizowane hydrozele jako potencjalne nosniki lekéw trudno rozpuszczalnych
w wodzie na przyktadzie leku modelowego — klotrimazolu.

Celem pierwszego etapu prowadzonych prac syntetycznych bylo wytworzenie
hydrofobizowanych hydrozeli przy uzyciu hiperrozgatezionego poliglicydolu o réznym stopniu
hydrofobizacji rdzenia usieciowanego kwasem borowym wbudowanym w strukturg
kopolimeru poli(akrylamid-ran-kwas 2-akrylamidoborowy), poli(AM-ran-2-AAPBA). Uktad
taki zostat zaprojektowany jako potencjalny hydrozelowy nosnik lekow trudno
rozpuszczalnych w wodzie, a jego unikatowg cechg jest wykorzystanie kwasu borowego, ktory
w reakcji z jednostkami terminalnymi poliglicydolu moze tworzy¢ dynamiczne wezly sieci,
czyli odwracalne wigzania kowalencyjne. Przeprowadzone badania zostaly opisane w artykule

Al.

8.1.1. Synteza polimeréw. Wlasciwosci hydrofobizowanego hiperrozgat¢zionego
poliglicydolu.

Prace rozpoczeto od syntezy hiperrozgatezionego poliglicydolu na drodze polimeryzacji
anionowej glicydolu z otwarciem pierscienia, opisang przez Sundera i wspotpracownikéw (41).
W tym celu, inicjator wytworzono in situ w tetrahydrofuranie, stosujac 1,1,1-
tri(hydroksymetylo)propan, ktory w obecnosci wodorku sodu przeksztalcono w alkoholan
sodu. Po odparowaniu rozpuszczalnika rozpoczgto stopniowe wkraplanie monomeru —
glicydolu. Jako Ze szybkos¢ wkraplania monomeru do reaktora warunkuje rozrzut ci¢zaru
czasteczkowego otrzymanego polimeru, dodawanie glicydolu wykonuje si¢ powoli.
Dodatkowo dzigki powolnemu wkraplaniu monomeru do mieszaniny reakcyjnej, utrzymuje si¢
kontrolg¢ nad liczba centréw aktywnych w mieszaninie, a co za tym idzie ogranicza si¢
powstawanie form cyklicznych poliglicydolu jako produktéw ubocznych (41). Polimeryzacje
prowadzono przez 24 godziny. Nastgpnie zsyntezowany polimer zostal oczyszczony poprzez
dwukrotne wytracenie do acetonu oraz dializ¢ wobec wody. Analiz¢ otrzymanego polimeru
wykonano przy uzyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego 'H oraz '*C oraz

chromatografii Zelowe;j.
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Rysunek 4. Schemat przedstawiajqcy poszczegolne etapy reakcji prowadzgcych do otrzymania amfifilowego
hiperrozgatezionego poliglicydolu.

Majac na uwadze konieczno$¢ otrzymania amfifilowych czasteczek hiperrozgalezionego
poliglicydolu rozpuszczalnych w wodzie z hydrofobowym rdzeniem, niezbedne bylo
zabezpieczenie grup 1,2-diolowych w jednostkach terminalnych. Dzigki takiemu dziataniu
reakcja modyfikacji grup hydroksylowych ugrupowaniami hydrofobowymi przebiegata
wylacznie na grupach monohydroksylowych w jednostkach liniowych (Li3 oraz Lia4)
zlokalizowanych we wnetrzu makroczasteczki.

Zabezpieczenia grup diolowych dokonano poprzez reakcje hiperrozgatezionego
poliglicydolu z 2,2-dimetoksypropanem w obecnosci kwasu para-toluenosulfonowego,
ktory petit funkcje katalizatora reakcji — rysunek 4. Zablokowanie grup diolowych w powloce
HbPGL potwierdzono za pomoca spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego '°C
z odsprzgganiem protonow (INVGATE) na podstawie integracji sygnalu przy 63,5 ppm,
ktory odpowiada przesunigciu chemicznemu wegla obecnego w diolowych grupach
terminalnych.

Stosujac rozne ilosci chlorku benzoilowego lub izocyjanianu fenylu otrzymano biblioteke
HbPGL o réznym stopniu modyfikacji. Udziat jednostek hydrofobowych okreslono na
podstawie widm 'H NMR dokonujgc poréwnania integracji sygnaléw odpowiadajacych
wprowadzonym grupom hydrofobowym (przy 7,30-8,10 dla pochodnej estrowej — tabela 1.
iprzy 6,75-7,60 ppm dla pochodnej uretanowej — tabela 2.) do sygnatoéw odpowiadajacym
przesuni¢gciom chemicznym protondw w grupie acetalowej] w jednostkach terminalnych
(przy 1,15-1,35 ppm). Nastepnie dokonano odblokowania jednostek terminalnych w obecnosci

kwasu solnego — rysunek 4.
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Tabela 1. Charakterystyka hiperrozgalezionego poliglicydolu modyfikowanego grupami fenylowymi
wprowadzonymi za pomocq wigzan estrowych.

Liczba grup

Udzial molowy Udzial molowy Rozpuszczalnosé
h fobi h h fobi h hydrofobowych . o
Polimer z ydro oblzowgnyc z ydro Oblzowgnyc przypadajaca na w wodzie w Tg, °C
jednostek L131Li14 jednostek w polimerze jedna temperaturze (DSC)
0, 0, 1 1
[mol.%] [%] makroczasteczke pokojowe
HbPGL BE4 4,1 1,6 2 rozpuszczalny -24,7
HbPGL BEI15 14,8 5,9 6 rozpuszczalny -26,4
HbPGL BE20 20,4 8,2 8 rozpuszczalny -223
HbPGL_BE27 27,5 11 12 rozpuszczalny -16,8
HbPGL BE37 37,2 14,9 16 rozpuszczalny -18,7
HbPGL BE49 49,4 19,8 21 rozpuszczalny -10,2
HbPGL BESS 57,6 23 24 rozpuszczalny -3,6
HbPGL_BE74 74,1 29,6 31 ogramezona 117
— rozpuszczalnosé
HbPGL_BESI 81,1 32,4 34 OSTamCzZONd 1 04
- rozpuszczalnosé

Tabela 2. Charakterystyka hiperrozgalezionego poliglicydolu modyfikowanego grupami fenylowymi
wprowadzonymi za pomocg wigzan uretanowyh.

Udziat molowy Udzial molowy Liczba grup Rozpuszczalnosé
hvdrofobi h hvdrofobi h hydrofobowych dzi oC
Polimer zhydrofobizowanyc zhydrofobizowanyc przypadajaca na w wodzie w Tg,
jednostek L13iLia jednostek w polimerze jedna temperaturze (DSC)
o N Lo
[mol.%] [%] makroczasteczke pokojowej
HbPGL PC4 3,9 1,6 2 rozpuszczalny -20,2
HbPGL PCl16 16,3 6,5 7 rozpuszczalny -16,6
HbPGL PC31 31,3 12,5 13 rozpuszczalny -8,2
HbPGL_PC55 55 22 24 ogtaniczona 8,6
- rozpuszczalno$é
HbPGL PC82 82,2 32,9 34 nierozpuszczalny 25
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Dodatkowe potwierdzenie modyfikacji liniowych jednostek polimeru zostalo dokonane
za pomocg *C NMR z odsprzeganiem protonéw (INVGATE) poprzez poréwnanie integracji
sygnatow pochodzacych od atomow wegli jednostek dendrytycznych w zakresie 78,61 —
78,31 ppm dla pochodnej estrowej lub 79,41-79,13 ppm dla pochodnej uretanowej do sygnatow
pochodzacych od atomow wegli jednostek terminalnych przy 63,53 ppm dla pochodnej
estrowej lub 64,34 ppm dla pochodnej uretanowej. W ten sposdb potwierdzono réwniez,
ze modyfikacja zostata przeprowadzona jedynie na liniowych jednostkach Li3 oraz Lis
pozostawiajac jednostki terminalne w nienaruszonym stanie. Co wigcej, analiza widm
'"H DOSY NMR ujawnita poréwnywalne warto$ci wspotczynnikéw dyfuzji protonéw grup
fenylowych i protondéw pochodzacych od tancucha polieterowego HbPGL, co $wiadczy
o powodzeniu przeprowadzonej modyfikacji.

Kopolimer akrylamidowy kwasu 2-akrylamidofenyloborowego poly(AM-ran-2-AAPBA)
otrzymano w wyniku kopolimeryzacji rodnikowej akrylamidu (AM) z estrem pinakolowym
kwasu akrylamidofenyloborowego (2-AAPBA) inicjowanej a,a-azobis(izobutyronitrylem)
(AIBN). Efektem przeprowadzonej reakcji bylo otrzymanie liniowych makroczasteczek
o udziale molowym meréw akrylamidowych do jednostek merowych posiadajacych grupy

kwasu borowego 90:10.

8.1.2. Wiasciwosci  otrzymanych  amfifilowych  polimeréw  na  bazie
hiperrozgatezionego poliglicydolu

Wstepna analiza wilasciwo$ci otrzymanych polimerow (tabela 1 i tabela 2) ujawnita,
ze pochodne uretanowe amfifilowego HbPGL sg stabiej rozpuszczalne w wodzie niz pochodne
estrowe. Wyniki skaningowej kalorymetrii roznicowej (DSC) pokazaty, ze wraz ze wzrostem
stopnia hydrofobizacji makroczasteczek HbPGL ro$nie temperatura zeszklenia otrzymanego
polimeru, przy czym znacznie wyrazniejsze roznice obserwowano dla pochodnej uretanowe;.
Wytlumaczy¢ mozna to faktem, ze znajdujace si¢ w strukturze polimeru ugrupowanie
uretanowe moze tworzy¢ wigzania wodorowe wewnatrz- 1 miedzyczasteczkowe z innymi
ugrupowaniami uretanowymi, ale rowniez z grupami hydroksylowymi i eterowymi, w ktore
hiperrozgateziony poliglicydol jest bogaty, a tworzenie si¢ tych wigzan jest preferowane
w zakresie niskich temperatur (55). Prowadzi¢ to moze do ograniczenia ruchéw segmentow
tancucha polimeru, co skutkuje usztywnieniem makroczasteczek, a to przeklada si¢ na wyzsza

temperature zeszklenia polimeru. Obserwowana wilasciwos¢ moze wskazywaé na znaczacy
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wplyw grup uretanowych obecnych w makroczasteczkach na wtasciwosci otrzymanych z nich

hydrozeli.

8.1.3. Enkapsulacja klotrimazolu w strukturze HbPGL. Profil uwalniania leku.

Bioragc pod uwage gléwny cel badan wykonano enkapsulacje modelowego leku trudno
rozpuszczalnego w wodzie. Do tego celu wybrano klotrimazol, ktéry nalezy do grupy
zwigzkow azolowych i jest lekiem o szerokim zastosowaniu przeciwgrzybicznym (56). W jego
strukturze znajdujg si¢ trzy pier§cienie aromatyczne oraz pierscien imidazolowy — rysunek 5.
Klotrimazol jest bardzo trudno rozpuszczalny w wodzie, jego rozpuszczalno$¢ wynosi
0,49 ng/ml (57). Pomimo to jest powszechnie stosowany w leczeniu grzybicy pochwy
w formach kremow, tabletek, globulek i masci (24,27). Udowodniono rowniez jego dziatanie
przeciwnowotworowe (58), jednak ze wzgledu na bardzo stabg rozpuszczalno$¢ w wodzie lek
ten nie jest stosowany w chemioterapii (59). Niestety ograniczona rozpuszczalnosé
klotrimazolu, definiuje jego ograniczong biodostepnos¢, w zwiazku z tym lek ten w terapiach
przeciwgrzybicznych musi by¢ podawany wielokrotnie i przez dtuzszy czas, co w efekcie moze
prowadzi¢ do wytworzenia opornosci szczepow Candida wobec tego leku. W celu zwigkszenia
efektywnosci leczenia zapalenia pochwy o podlozu grzybicznym, ale rdwniez w terapiach
przeciwnowotworowych, konieczne jest wytworzenie no$nika klotrimazolu, ktéry wyeliminuje
problem jego ograniczonej rozpuszczalnosci w wodzie, zapewniajac wigksza biodostgpnosé
tego leku w hydrofilowym $srodowisku pochwy. Do tej pory udato si¢ dokonac tego poprzez
wykorzystanie amfifilowego kopolimeru o budowie gwiezdzistej (59). Enakpsulacja
klotrimazolu w amfifilowy polimer typu gwiazda wplyneta pozytywnie na wilasciwosci
klotrimazolu, to znaczy udato si¢ zwigkszy¢ jego rozpuszczalnos¢ w wodzie, co skutkowato
jego wyzsza biodostepnoscia 1 selektywnym dziataniem przeciwnowotworowym. Z tego tez
wzgledu postanowiono przeprowadzi¢ probe enkapsulacji klotrimazolu w strukture

amfifilowego hiperrozgatezionego poliglicydolu.
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Rysunek 5. Budowa chemiczna klotrimazolu.

Sprawdzono wptyw procesu hydrofobizacji rdzenia HbPGL na enkapsulacj¢ leku trudno
rozpuszczalnego w wodzie. W tym celu porownano wydajnosci enkapsulacji klotrimazolu
w amfifilowych pochodnych HbPGL oraz w HbPGL niepoddanym modyfikacji. Enkapsulacje
wykonano metoda odparowania rozpuszczalnika (metanol) z mieszaniny polimeru z lekiem,
ktora zostala poddana dziataniu ultradzwigckow. Wyniki przeprowadzonego eksperymentu

przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Stopien enkapsulacji oraz wydajnos¢ enkapsulacji klotrimazolu wewngqtrz otrzymanych polimerow
na bazie hiperrozgalezionego poliglicydolu o hydrofobizowanym rdzeniu grupami fenylowymi wprowadzonymi
przy uzyciu wigzan estrowych lub uretanowych.

Polimer Stopien enkapsulacji [mg/g] Wydajnott enkapsulacji
[70]
HbPGL BE4 2,1 0,3
HbPGL BEIS 2,95 0,5
HbPGL BE27 10,4 2,6
HbPGL BE37 210 55
HbPGL BE49 259 71,4
HbPGL BESS8 473 88,8
HbPGL BE74 Probka niefiltrowalna -
HbPGL BES1 Probka niefiltrowalna -
HbPGL_PC4 0,48 0,1
HbPGL_PC16 3,5 0,8
HbPGL_PC31 386 67,2
HbPGL PC55 Probka niefiltrowalna -

Proba enkapsulacji klotrimazolu w makroczasteczkach niemodyfikowanego HbPGL
zakonczyta si¢ niepowodzeniem, to znaczy nie udato si¢ zaenkapsulowac czasteczek leku w ich

strukturze. W przypadku eksperymentow przeprowadzonych przy uzyciu hydrofobizowanych
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hiperrozgalezionych poliglicydoli wykazano, ze obecnos$¢ grup hydrofobowych w rdzeniu
polimeru umozliwia zakotwiczenie czasteczek leku w jego strukturze. Dodatkowo,
przeprowadzona enkapsulacja pokazata, ze makroczasteczki poliglicydolu hydrofobizowane
grupami fenylowymi wprowadzonymi poprzez wigzania uretanowe majg wigksze
powinowactwo do czasteczek klotrimazolu niz pochodne estrowe. Zaobserwowano réwniez,
ze w przypadku polimeréw o stopniu modyfikacji grup monohydroksylowych powyzej 30%,
enkapsulacja leku byla duzo efektywniejsza niz w przypadku pochodnych HbPGL o nizszym
stopniu podstawienia.

Przeprowadzono réwniez test uwalniania klotrimazolu ze struktury polimeru na przyktadzie
wybranych pochodnych (HbPGL BE37 oraz HbPGL PC31). Wykonany eksperyment
udowodnit, ze oba systemy wykazuja stopniowe uwalnianie leku, przy czym dla pochodnej
estrowej (HbPGL BE37) zaobserwowano szybki wyrzut pierwszej dawki klotrimazolu,
to znaczy po poét godzinie prowadzenia eksperymentu uwolnione zostalo okoto 15%
zaenkapsulowanego leku (rysunek 6). Wynik ten dodatkowo potwierdza silniejsze
powinowactwo hydrofobowego klotrimazolu do pochodnej uretanowej HbPGL niz pochodnej

estrowe;.

100 ~
80 -
60 -

40 + i

. _ = HbPGL_BE37
- = + HbPGL_PC31

Kumulatywne uwolnienie [%]

o 1 i 1 i 1 i 1 i 1

20 40 60 80
Czas [h]

Rysunek 6. Przyktadowe profile uwalniania klotrimazolu ze struktury amfifilowego polimeru. [zaczerpniete
zAl]

8.1.4. Cytotoksyczno$¢ hydrofobizowanego hiperrozgatezionego poliglicydolu

o réznym stopniu podstawienia grup monohydroksylowych
Majac na wuwadze wykorzystanie otrzymanych polimerow do wytwarzania
hydrofobizowanych hydrozelowych nos$nikow lekow do terapii ginekologicznej wykonano

testy cytotoksyczno$ci zsyntetyzowanych struktur wobec komoérek prawidlowych oraz
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nowotworowych,  stosujac  odpowiednio  lini¢  ludzkich  komoérek  $Srodbtonka
mikronaczyniowego skory, HMEC (z ang. Human Microvascular Endothelial Cells) oraz lini¢
ludzkich komorek $rodbtonka raka szyjki macicy, HeLa (z ang. Human Cervical Cancer
Endothelial Cells).

Eksperymenty przeprowadzono dla polimeru niemodyfikowanego oraz polimerow
modyfikowanych grupami fenylowymi wprowadzonymi poprzez wigzania estrowe oraz
uretanowe, o roznym stopniu podstawienia. Przeprowadzone testy wykazaly, ze nawet
zastosowanie wysokiego stezenia polimeru, to jest 100 uM, nie wptyngto znaczaco
na przezywalno$¢ komorek, nawet po 48 h inkubacji — rysunek 7. Wynik ten udowadnia,
ze otrzymane amfifilowe polimery moga potencjalnie by¢ wykorzystywane jako no$niki lekow.

(a) HMEC-148 h (b) HMEC-148 h
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Rysunek 7. Cytotoksycznos¢ wodnych roztworow hHbPGL z grupami hydrofobowymi wprowadzonymi
poprzez wigzania estrowe (a) oraz uretanowe (b) wobec komorek prawidlowych oraz hydrofobizowanych za
pomocq wigzan estrowych (c) oraz uretanowych (d) wobec komorek nowotworowych. [zaczerpniete z A1]

8.1.5. Synteza 1 charakterystyka reologiczna hydrofobizowanych hydrozeli
utworzonych na zasadzie odwracalnych wezloéw sieci.

Hydrofobizowane hydrozele o dynamicznych wezlach sieci wytworzono mieszajac
mechanicznie wodne roztwory hiperrozgalezionego poliglicydolu (55 mg w 150 pl) o ré6znych
stopniach hydrofobizacji i kopolimeru akrylamidowego (49,5 mg w 200 ul). Reakcja tworzenia
si¢ odwracalnych wigzan kwasu borowego z 1,2-diolami w jednostkach terminalnych HbPGL
przebiega zgodnie ze schematem na rysunku 3. Reakcja, w wyniku ktorej otrzymywany jest

ester kwasu borowego jest procesem egzotermicznym (60,61). W zwigzku z tym wzrost
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temperatury otoczenia takiego zelu prowadzi do przesuni¢cia si¢ rownowagi reakcji w strong
substratéw, czyli dochodzi do niszczenia wigzan estrowych i rozpadu sieci. Oznacza to,

ze otrzymany hydrozel jest wrazliwy na zmiany temperatury otoczenia.
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Rysunek 8. Zaleznos¢ modutow stratnosci i zachowawczego od temperatury na przykiadzie hydrozeli
zbudowanych z HbPGL BE15 (a), HDPGL BE27 (b), HbDPGL PC16 (c) oraz HhPGL PC31 (d). [zaczerpniete
zAI]

Sieci polimerowe otrzymywano jedynie z hydrofobizowanych HbPGL, ktére byly
rozpuszczalne w wodzie, do tego celu wybrano HbPGL o stopniu podstawienia grup
monohydroksylowych: od 4 do 37 i od 4 do 55 odpowiednio dla pochodnych estrowych
i uretanowych. Wytworzone zZele poddano badaniom reologicznym. W pierwszej kolejnosci
wykonano eksperyment w trybie przemiatania temperatura. Przeprowadzone eksperymenty
wykazaty, ze wzrost stopnia hydrofobizacji konstytucyjnych jednostek liniowych HbPGL
prowadzi do zwigkszenia stabilnosci sieci polimerowej. W przypadku zeli zbudowanych
z hiperrozgatezionego poliglicydolu o stopniu modyfikacji grup monohydroksylowych
wyzszym niz 30% zaobserwowano stabilno$¢ sieci polimerowej w szerokim zakresie
temperatur, to jest 10 — 50 °C — rysunek 8. Oznacza to, ze wraz ze wzrostem hydrofobowosci
polimeru dochodzi do stabilizacji sieci hydrozelowej w wyniku dodatkowych mechanizmow
sieciowania, najprawdopodobniej zwigzanych z asocjacja hydrofobowych fragmentow
hHbPGL. Dodatkowo, wykonane pomiary pokazuja, ze wraz ze wzrostem stopnia
hydrofobizacji konstytucyjnych jednostek liniowych HbPGL rosng wartosci modutow

zachowawczego 1 stratno$ci w niskich temperaturach, co §wiadczy o dominujagcym udziale
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wlasciwosci ciata statego w przypadku hydrozeli zbudowanych z amfifilowego HbPGL niz
bylo to obserwowane dla zeli zbudowanych z niemodyfikowanego hiperrozgatezionego
poliglicydolu.

Pomiary przemiatania czg¢sto$cig wykazaty, ze wszystkie analizowane probki w badanym
zakresie wykazujg wlasciwosci lepkosprezyste. Zaobserwowano, ze w przypadku pomiarow
dla wysokich czgstosci, a co za tym idzie krétszych czasow, modut zachowawcezy przewyzsza
wartosciami modut stratnosci, co bezposrednio wynika z czasow zycia estrow borowych, ktore
sg dtuzsze niz zastosowana szybkos$¢ odksztatcenia. W momencie, gdy czestos¢ przyktadanego
odksztalcenia zmniejsza si¢, modul stratnosci zaczyna przewyzsza¢ modul zachowawczy,
a probka zaczyna plynaé. Punkt przecigcia si¢ modutow opisywany symbolem ., okre§lany

jest w literaturze jako punkt zelowania (62).
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Rysunek 9. Zaleznos¢ modutow zachowawczego i stratnosci od czestoSci przyktadanego odksztatcenia dla
hydrofobizowanych hydrozeli na bazie amfifilowego hiperrozgateziownego poligicydolu w temperaturach 10, 25
oraz 40°C przedstawiona na przyktadzie HbPGL _BE37 — a), b), ¢c) — oraz HbPGL _PC55 —d), e), f).
[zaczerpnigte z Al]

Zauwazono, ze w przypadku hydrozeli zbudowanych z HbPGL wyzszy stopien

hydrofobizacji konstytucyjnych jednostek liniowych prowadzil do otrzymania wyzszych
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warto$ci punktu zelowania — rysunek 9. Warto zaznaczy¢, ze spadek wartosci punktu zelowania
jest bezposrednio zwigzany z czasem relaksacji makroczasteczek zaangazowanych w tworzenie

sieci hydrozelowej zgodnie z rOwnaniem:

W, = 1
¢ 2qmrR’

gdzie: Tr odpowiada czasowi relaksacji makroczasteczek w sieci polimerowej (63). Dhuzsze
czasy relaksacji makroczasteczek w sieci hydrozelowej na bazie hydrofobizowanego HbPGL
w poréwnaniu do wartosci obserwowanych w przypadku zeli zbudowanych
z niemodyfikowanego HbPGL $§wiadcza o obecnosci dodatkowych — oprocz wigzan estrowych
kwasu borowego — mechanizmoéw odpowiadajacych za tworzenie sieci polimerowe;.

Poréwnujac warto$ci punktu zelowania dla przebadanych hydrozeli zbudowanych
z hiperrozgatezionego poliglicydolu hydrofobizowanego w podobnym stopniu grupami
fenylowymi poprzez wigzania estrowe oraz uretanowe zauwazono, ze wartosci punktow
zelowania sa do siebie zblizone. Oznacza to, ze na warto$¢ punktu zelowania nie mial wptywu
rodzaj zastosowanego wigzania do wprowadzenia grupy aromatycznej do rdzenia HbPGL,
araczej liczba wprowadzonych grup fenylowych. Mozna zatem wnioskowaé, ze wigzania
wodorowe pomiedzy grupa uretanowa/estrowa 1 grupami eterowymi 1 hydroksylowymi HbPGL
najprawdopodobniej nie maja decydujacego wpltywu na tworzenie si¢ dodatkowych weziow
sieci. Wplyw na wtasnosci reologiczne otrzymanych zeli maja natomiast oddziatywania
hydrofobowe, w ktore zaangazowane sg pierscienie fenylowe.

Dodatkowym potwierdzeniem wystgpowania wigcej niz jednego mechanizmu sieciowania
jest fakt, ze w badaniach przemiatania czgstoscig modul zachowawczy nie przecina modutu
stratnosci w jego najwyzszych wartosciach (36). Efekt ten obserwowano we wszystkich
otrzymanych Zelach, jednak w przypadku hydrozeli utworzonych z HbPGL
o hydrofobizowanym wnetrzu, byt on bardziej widoczny. Oznacza to, ze w przypadku zeli
przygotowanych z niemodyfikowanego hiperrozgatezionego poliglicydolu rowniez istnieje
wigce] niz jeden mechanizm sieciowania. Oprocz mechanizmu sieciowania chemicznego
wystepuje rowniez mechanizm fizyczny, to jest wystgpowanie splatan fizycznych tancucha
polimerowego Ze wzgledu na niska mas¢ molowa HbPGL nalezy odrzuci¢ wystgpowanie
splatan miedzy czasteczkami HbPGL (64). Za prawdopodobne uznano wystepowanie splatan
fizycznych  pomigdzy = wysoczasteczkowymi  liniowymi  tafcuchami  kopolimeru
akrylamidowego niosgcego ugrupowania kwasu borowego.

Przeprowadzone testy przemiatania odksztalceniem wykazaly, jak znaczacy wplyw

na wtasciwosci reologiczne ma stopien hydrofobizacji makroczasteczek, z ktorych zbudowane
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sg zele. Warto$¢ odksztatcenia przy jakiej dochodzito do degradacji sieci polimerowej byta tym
mniejsza, im wyzszy byl stopien hydrofobizacji uzytego HbPGL do przygotowania zeli.
Roéznice te ujawniaja si¢ w wynikach testow reologicznych w trybie przemiatania
odksztalceniem dla otrzymanych hydrozeli — rysunek 10. W przypadku hydrozeli zbudowanych
na bazie hiperrozgat¢zionego poliglicydolu o stopniu hydrofobizacji okoto 15% odksztatcenie,
przy ktorym dochodzito do rozpadu sieci wynosito 100%. Natomiast w przypadku hydrozeli
zbudowanych z AHbPGL o wyzszym stopniu podstawienia grup monohydroksylowych
niz 30%, wartos¢ odksztatcenia konieczna do rozpadu sieci wynosita tylko 10%.

Taki wynik $wiadczy o znaczacym wplywie oddziatywan hydrofobowych pomiedzy
pierscieniami fenylowymi na wilasciwosci reologiczne otrzymanych hydrozeli. Oznacza to,
ze dodatkowe wezty sieci w postaci oddziatywan miedzy pier§cieniami fenylowymi
ograniczaja swobodne ruchy makroczasteczek w strukturze sieci, a co za tym idzie zmniejszaja
mozliwo$¢ szybkiej odbudowy struktury sieci w wyniku dynamicznych wigzan estrowych

kwasu borowego.
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Rysunek 10. Zaleznos¢ modutow zachowawczego i stratnosci od odksztatcenia dla hydrofobizowanych
hydrozeli na bazie amfifilowego hiperrozgatezionego poliglicydolu na przyktadzie zeli otrzymanych z
HbPGL BEIS5 (a), HbPGL _BE37 (b), HbPGL PC16 (c) oraz HbPGL PC31 (d). [zaczerpnigte z A1]

Wykonano roéwniez proby samonaprawy (z ang. self-healing properties) otrzymanych
hydrozeli oraz sprawdzono, czy otrzymane sieci polimerowe nadajg si¢ do zaaplikowania przy
uzyciu strzykawki. W tym celu przygotowano hydrofobizowany hydrozel, przecigto go na dwie

czgsci, a nastgpnie utozono je obok siebie i pozostawiono do obserwacji, przygotowany
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hydrozel wprowadzono réwniez do strzykawki 1 wykonano probe wystrzyknigcia.
Przeprowadzone analizy wykazaly, ze kazdy z wytworzonych hydrozeli nadaje si¢ do aplikacji
poprzez strzykawke, natomiast wilasciwosci samonaprawy SciSle zaleza od stopnia
hydrofobizacji hiperrozgatezionego poliglicydolu uzytego do wytworzenia hydrozelu. Zele
utworzone z wysoko hydrofobizowanego HbPGL, na przyktad Zel na bazie HbPGL PCS5S,
nie wykazywaly mozliwosci samoistnego naprawiania si¢ w przeciwienstwie do zeli
zbudowanych z hiperrozgatezionego poliglicydolu o nizszym stopniu podstawienia grup
monohydroksylowych, np. na bazie HbPGL PC31 —rysunek 11. Wskazuje to na fakt, ze wraz
ze wzrostem stopnia hydrofobizacji HbPGL wzrasta udzial oddzialywan hydrofobowych
w tworzenie si¢ sieci, co skutkuje zmniejszeniem roli wigzan estrowych kwasu borowego, ktore

miaty zapewni¢ samonapraw¢ struktury zelu.
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Rysunek 11. Wizualne potwierdzenie mozliwosci samonaprawy struktury hydrozelu oraz mozliwos¢ aplikacji
przy uzyciu strzykawki otrzymanego hydofobizowanego hydrozelu na bazie HhPGL_PC31. Zel przygotowany do
eksperymentu (a), zel podzielony na dwie czesci (b), polgczenie dwoch czesci zelu (c), wyglgd zelu po 5 minutach

(d), wyglad zelu po 15 minutach (e), odtworzenie si¢ sieci polimerowej (f), proba wystrzykniecia hydrozelu ze
strzykawki (g,h). [zaczerpnigte z A1]

8.1.6. Podsumowanie i wnioski
Podsumowujac, do najwazniejszych osiggniec tej czesci pracy zaliczy¢ nalezy opracowanie
metody syntezy amfifilowego hiperrozgatezionego poliglycydolu, rozwigzanie problemu
ograniczonej rozpuszczalnos$ci silnie hydrofobowego leku w wodzie, poprzez jego
enkapsulacje w strukturze otrzymanych makroczasteczek, utworzenie hydrozelu zbudowanego

z wykorzystaniem dynamicznych weztow sieci oraz poznanie jego wlasciwosci reologicznych.
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Przeprowadzone badania rzucily $wiatto na mozliwosci tworzenia hydrozeli zbudowanych
z hydrofobizowanego HbPGL, ktére potencjalnie moga by¢ wykorzystywane jako nos$nik
lekéw hydrofobowych. Zaobserwowano znaczacy wplyw wyboru podstawnika, a takze
wigzania, przez ktére podstawnik zostaje wprowadzony do rdzenia HbPGL, na zdolnos¢
enkapsulacji leku trudno rozpuszczalnego w wodzie, ale rowniez na wlasciwosci reologiczne
otrzymanych z #HbPGL hydrozeli — rysunek 12.

Przeprowadzone analizy pozwolily okresli¢, ze w przypadku enkapsulacji klotrimazolu,
ktory jest lekiem silnie hydrofobowym, sposrod przygotowanych polimeréw najlepiej
sprawdza si¢ pochodne uretanowe, ze wzgledu na silniejsze powinowactwo do tego leku.
Badania reologiczne pokazaly przewage pochodnej HbPGL PC31 nad pochodna
HbPGL PC55. Dzicki  zastosowaniu  nizszego  stopnia  podstawienia  grup
monohydroksylowych w czasteczce oddzialywania hydrofobowe migdzy pier§cieniami
aromatycznymi nie zdominowaly oddziatywan estrow kwasu borowego, dzigki czemu
hydrozele utrzymaty zdolno$¢ do samonaprawy, przy jednoczesnym osiggnigciu stabilnej sieci
polimerowej w szerokim zakresie temperatur.

Biorac pod uwage otrzymane wyniki badan wytoniono optymalng strukture hydrozelu
zbudowang z hydrofobizowanego HbPGL do dopochwowej terapii ginekologicznej. Hydrozel
nadawat si¢ do dozowania w miejsce chorobowo zmienione na drodze wstrzyknigcia oraz

wykazywat zdolnos¢ do samonaprawy.
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Wzrost zdolnosci do samonaprawy sieci polimerowej
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Rysunek 12. Schemat przedstawiajgcy wplyw hydrofobizacji na wiasciwosci otrzymanych makroczgsteczek
i hydrozeli z nich wytworzonych.

8.2. Wodne formulacje na bazie hydrofobizowanego hiperrozgat¢zionego poliglicydolu
i klotrimazolu o dzialaniu przeciwgrzybicznym
Przeprowadzone proby enkapsulacji modelowego leku hydrofobowego — klotrimazolu —
w strukturze HbPGL o znacznym stopniu hydrofobizacji grupami fenylowymi ujawnity
tendencje tego polimeru do agregacji, tworzac konstrukty nie dajace si¢ przefiltrowac przez filtr
strzykawkowy (wielko$¢ porow 0,8 um). Mozliwos¢ wytworzenia stabilnych formulacji
o prostym sktadzie wydaje si¢ by¢ intrygujaca w kontekscie wytwarzania wodnych nosnikéw
lekéw trudno rozpuszczalnych w wodzie do podawania dopochwowego. Przeprowadzone

badania zostaly opisane w artykule A2.

8.2.1. Przygotowanie wodnych formulacji polimeru z lekiem
W celu wykonania badan przeprowadzono synteze hiperrozagtezionego poliglicydolu,

ktory nastepnie poddano modyfikacjom majacym na celu uzyskanie konstruktow o wysokim

44



stopniu hydrofobizacji. W efekcie otrzymano trzy pochodne amfifilowych polimerow
o wysokim stopniu podstawienia grup monohydroksylowych: pochodng estrowa, dla ktorej
57% liniowych grup monohydroksylowych przereagowalo — BES57, oraz dwie pochodne
uretanowe: fenylowa, dla ktorej stopien podstawienia byt rowny 66% - PC66 1 bifenylowa
o stopniu hydrofobizacji wewngetrznych grup monohydroksylowych rownym 40% - BPh40 —

tabela 4.
Tabela 4. Charakterystyka otrzymanych pochodnych hiperrozgatezionego poliglicydolu.

Udziat molowy jednostek
Liczba grup hydrofobowych
) monohydroksylowych ) )
Hydrofobizowany HbPGL ) ) przypadajaca na jedna
modyfikowanych jednostkami
) makroczasteczke
hydrofobowymi [%]
BES57 57 35
PC66 66 41
BPh40 40 24

Weczesniejsze badania pokazaty, ze mozliwe jest wytworzenie ,,dynamicznych” hydrozeli na
bazie hydrofobizowanego przy uzyciu grup fenylowych HbPGL o nizszym stopniu
podstawienia grup monohydroksylowych do potencjalnego transportu klotrimazolu, jednak
konieczne do tego celu jest wykorzystanie srodka sieciujacego (29). Jednak, enkapsulacja
klotrimazolu w struktury o wyzszej hydrofobowosci powoduje znaczny wzrost lepkosci
otrzymanych formulacji.

Zdecydowano si¢ rowniez na przetestowanie wigkszego aromatycznego hydrofobowego
podstawnika do wytworzenia pochodnej bifenylowej wprowadzonego poprzez ugrupowanie
uretanowe. Przedstawione wczes$niej wyniki badan wykazaty, ze obecno$¢ grup fenylowych we
wnetrzu hiperrozgatezionego poliglicydolu wplywa korzystnie na wydajno$¢ enkapsulacji leku.
Ponadto, okazalo si¢, ze wprowadzenie grup hydrofobowych poprzez wigzanie uretanowe
wplywa korzystnie na efektywno$¢ procesu enkapsulacji. Wykorzystanie podstawnika
zawierajacego w swojej strukturze dwa pierscienie fenylowe dawato nadzieje, na zwickszenie
rozpuszczalnosci hydrofobowego leku w strukturze polimeru.

Zoptymalizowano proces enkapsulacji klotrimazolu w BPh40 1 zaobserwowano,
ze w przypadku formulacji o relacji molowej polimeru do leku rownej 1:32 otrzymano jednolite
struktury podobne do Zeli o granicy ptynigcia w warunkach fizjologicznych, tj. w 37 °C.
W przypadku pochodnej bifenylowej otrzymana sucha formulacja byta przezroczysta
w odrdznieniu do formulacji utworzonych z udziatem pochodnych fenylowych. Po dodaniu

wody zaobserwowano, ze w przypadku pochodnej bifenylowej formulacja zachowata
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przezroczysto$¢. Pozwolilo to na wyciagnigcie wniosku, ze pochodna bifenylowa pozwala
nazwigkszenie rozpuszczalnosci klotrimazolu w wodzie. Aby oceni¢ mozliwo$¢ tworzenia
wodnych formulcji leku przygotowano uktady na bazie pochodnej bifenylowej o nizszych
stosunkach molowych leku do polimeru oraz z wigkszym rozcienczeniem — tabela 5

oraz rysunek 13.

Tabela 5. Skiad chemiczny wodnych formulacji na bazie hydrofobizowanego hiperrozgatezionego

poliglicydolu.
Stosunek molowy
. ) MpuvpcL/Vi,o Merr/Viyo

Formulacja klotrimazolu do

: [g/ml] [¢/ml]
polimeru
BE57 CLT 32 0,496 0,317
PC66 CLT 32 0,496 0,317
BPh40 CLT 1 8 0,496 0,093
BPh40 CLT 2 16 0,496 0,176
BPh40 CLT 2a 16 0,248 0,088
BPh40 _CLT 3 24 0,496 0,248
BPh40 CLT 4 32 0,496 0,317
Pochodna bifenylowa

Pochodne fenylowe

Wodne formulacje

BES7_CLT PC66_CLT BPh40_CLT1 BPh40_CLT2 BPh40_CLT2a BPh40_CLT3 BPh40_CLT 4

Suche formulacje

Rysunek 13. Zdjecia przedstawiajgce wyglgd suchych oraz uwodnionych formulacji polimeru z lekiem.
[zaczerpnigte z A2]

8.2.2. Wiasciwosci reologiczne formulacji wodnych otrzymanych na bazie
hydrofobizowanego hiperrozgatezionego poliglicydolu z klotrimazolem

Pomiary reologiczne wykazaly newtonowski charakter wodnych roztworow HbPGL

hydrofobizowanego przy uzyciu grup arylowych. W wyniku enkapsulacji klotrimazolu

w strukturze hydrofobizowanych HbPGL obserwuje si¢ znaczny wzrost lepkosci badanych

roztworow.
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Rysunek 14. Zaleznosc¢ naprezenia od szybkosci Scinania dla wodnych formulacji amfifilowego
hiperrozgatezionego poliglicydolu z lekiem. [zaczerpniete z A2]

Przeprowadzone badania reologiczne uwodnionych formulacji klotrimazolu na bazie BES7,
PC66 oraz BPh40 wykazaty, Zze maja one wtasciwosci cieczy nienewtonowskich, a doktadniej
cieczy pseudoplastycznych lub binghamowskich (65,66)— rysunek 14. Warto zauwazyc¢,
ze wszystkie przygotowane formulacje byly rozrzedzane $cinaniem, co oznacza, ze wraz
ze wzrostem szybko$ci $cinania zmniejsza si¢ ich lepko$¢. Wlasciwosci te wskazuja
na mozliwo§¢ wstrzykiwania formulacji poprzez strzykawke lub mozliwosé latwego jej
rozprowadzenia na powierzchni zmienionej chorobowo. Wskazuje to na potencjat tej klasy
materiatow do zastosowan w dopochwowych terapiach ginekologicznych (66).

Poréwnujac wyniki uzyskane z testow reologicznych dla dwoch fenylowych pochodnych:
estrowej 1 uretanowej, znacznie wyzszy wzrost lepkosci wskutek enkapsulacji leku
zaobserwowano dla formulacji utworzonej z pochodnej uretanowej — rysunek 15. I tak dla
probki zbudowanej z PC66 lepkos¢ zerowa, wyznaczona poprzez ekstrapolacje zaleznosci
lepkosci od przylozonej szybkosci $cinania wzrosta od 0,33 Pa's dla wodnego roztworu
polimeru do az 49,5 Pa‘s dla wodnej formulacji polimer — lek. Ten sam test wykonany dla
pochodnej estrowej wykazal wzrost lepkosci zerowej z 0,08 Pa's dla wodnego roztworu
polimeru do jedynie 0,77 Pa-s dla wodnej formulacji na bazie BES7. W przypadku bifenylowe;j
pochodnej] HbPGL wzrost lepkosci zerowej polimeru wskutek enkapsulacji leku okazat sig
jeszcze wyzszy. Zachowanie takie wskazuje na wigksza mozliwos¢ oddziatywania miedzy
grupami bifenylowymi a czasteczkami klotrimazolu niz ma to miejsce w przypadku

pochodnych fenylowych.
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Rysunek 15. Zaleznos¢ lepkosci od szybkosci scinania dla wodnych roztworow polimerow
oraz dla uwodnionych formulacji polimeru z lekiem. [zaczerpniete z A2]

Powyzsze wyniki wskazuja, ze wielko§¢ ugrupowania hydrofobowego wprowadzonego
do wnetrza hiperrozgatezionego poliglicydolu ma znaczacy wplyw na oddziatywanie
amfifilowego polimeru z zaenskapsulowanym klotrimazolem, a co za tym idzie w tworzenie
opisywanych wodnych formulacji. Warto réwniez zauwazy¢, ze w przypadku pochodnej
bifenylowej (BPh40) stopien modyfikacji grup monohydroksylowych wynosi 40%, co oznacza
ze ilo$¢ wolnych, niezmodyfikowanych grup monohydroksylowych dostepnych w polimerze
jest znacznie wyzsza, niz w przypadku polimeréw BES57 czy PC66. Wptywa to na mozliwos¢
zaabsorbowania wigkszej ilosci wody, przy jednoczesnym utrzymaniu stabilnej formulacji —
potwierdzono to tworzac formulacje¢ o obnizonej zawartosci klotrimazolu i o zwigkszonej ilo$ci
wody — BPh4 CLT 2a - tabela 5.

W przypadku probek przygotowanych z obu fenylowych pochodnych HbPGL (BE57 CLT
oraz PC66_CLT) nie obserwowano utrzymywania stabilnej konsystencji przygotowanych
formulacji, takich wlasciwos$ci nie zaobserwowano dla Zadnej z probek przygotowanych na
bazie pochodnej bifenylowej (BPh40). Z tego wzgledu formulacje na bazie tego polimeru
wydaja si¢ szczegdlnie obiecujace jako nosniki lekow hydrofobowych i postanowiono
poswigci¢ im wiecej uwagi. W efekcie zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stosunku
molowego leku do polimeru w badanym materiale wzrasta wartos$¢ lepkosci zerowej od 183 dla

BPh40 CLT 1 azdo 1080 Pa-s dla BPh40 CLT 3 w temperaturze 37 °C — tabela 6.
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Tabela 6. Wyznaczone wartosci lepkosci zerowej wodnych roztworow polimerow (BE57 cl, PC66 cl,
BPh40 cl oraz BPh40 c2, gdzie c1=500mg/ml, c2=250mg/ml) oraz wodnych formulacji polimeru z lekiem oraz
wartosci granicy plastycznosci w przypadku cieczy binghamowskich.

Stosunek molowy M, [Pa-s], 7. [Pa],
Wodna
) klotrimazolu do w temperaturze | w temperaturze
formulacja )
polimeru 37°C 37°C
BE57 _cl 0 0,08
PC66_cl 0 0,33
BPh40_c1 0 0,79
BPh40_c2 0 0,03
BE57_CLT 32 0,77
PCo66_CLT 32 49,50
BPh40_CLT 1 8 183
BPh40_CLT 2 16 353 2,72+0,22
BPh40_CLT 2a 16 156 2,16+0,45
BPh40_CLT_3 24 1080 13,62+0,49
BPh40_CLT_4 32 32945,0

Badanie zaleznosci odksztalcenia od przytozonego naprezenia $cinajacego, przeprowadzone
w temperaturze 25 oraz 37 °C, wykazalo, ze wlasciwosci reologiczne badanych materiatow
mogg by¢ regulowane nie tylko stosunkiem leku do polimeru, ale rowniez temperatura.
Wyznaczona warto$¢ granicy plynigcia (z ang. yield point) znaczaco obniza si¢ wraz
ze wzrostem temperatury pomiaru. Na przyktad dla BPh40 CLT 1 warto$¢ granicy ptynigcia
w temperaturze 25 °C wynosita 76 Pa, natomiast, gdy pomiar prowadzono w temperaturze
37°C, warto$§¢ ta wyniosta 2,7 Pa. Wystgpowanie granicy ptynigcia jest cecha
charakterystyczng dla cieczy binghamowskich, dlatego przyjeto, ze wodne formulacje polimeru
z klotrimazolem na bazie HbPGL z liniowymi jednostkami powtarzalnymi zmodyfikowanymi
grupami bifenylowymi sg cieczami binghamowskimi. Natomiast formulacje na bazie obu
pochodnych fenylowych HbPGL, to jest estrowej 1 uretanowej, ktére nie wykazywaly granicy
ptynigcia w badanym zakresie parametrow pomiarowych uznano za ciecze pseudoplastyczne.

Warto zaznaczy¢, ze w przypadku formulacji spelniajagcych wlasciwosci cieczy
binghamowskich, ich pltynigcie moze by¢ wywotane jedynie poprzez przekroczenie wartosci
krytycznej naprezenia tzw. granicy ptynigcia. Wskazuje to na fakt, Zze niekontrolowane,
samoistne wyplywanie takiej formulacji z waginy jest niemozliwe, co w przypadku

powszechnie stosowanych globulek jest zjawiskiem powszechnym. W przypadku formulacji
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niewykazujacych granicy plastycznosci (BE57 CLT oraz PC66 CLT), ze wzgledu na wysoka
warto$¢ lepkosci formulacji, mozna sadzi¢, ze utrzymaja si¢ one w waginie i nie wyplyna
samoistnie. Wlasciwos¢ ta stanowi przewage przygotowanych formulacji nad aktualnie
stosowanymi globulkami, w kontekscie dluzszego oddziatywania leku z obszarem chorobowo
zmienionym. W efekcie mozliwe jest ograniczenie liczby aplikacji formulacji preparatu

leczniczego, co zwigkszy komfort pacjentek.
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Rysunek 16. Zaleznos¢ modutow zachowawczego i stratnosci od temperatury dla lepkich cieczy na bazie
hiprrozgatezionego poliglicydolu modyfikowanego grupami bifenylowymi. [zaczerpniete z A2]

Przeprowadzone pomiary reologiczne w trybie przemiatania temperaturg wykazaly,
ze w przypadku formulacji na bazie bifenylowej pochodne; dominuja wiasciwosci lepkie
(G”>G’) — rysunek 16, co oznacza, ze z reologicznego punktu widzenia nie mozna nazwac
ich hydrozelami. Dodatkowo zaobserwowana zalezno$¢ lepko$ci od temperatury pozwala
stwierdzi¢, ze badane materiaty sa termowrazliwe. Jednak wyznaczone nachylenia zaleznosci
lepkosci zespolonej wzgledem temperatury pokazaty, ze na zachowanie termowrazliwe
formulacji nie ma wpltywu ilos¢ zaenkapsulowanego leku, dlatego wywnioskowano,
ze wlasciwosci termowrazliwe sa regulowane przez wodorowe oddziatywania intra-

1 intermolekularne, w ktére zaangazowany jest sam polimer.

8.2.3. Analiza oddziatywan przy uzyciu spektrometrii podczerwieni — FT-IR.
W celu okre$lenia oddziatywan klotrimazolu z hydrofobizowanymi pochodnymi HbPGL
wykonano badania z wykorzystaniem spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni.
Zarejestrowano widma suchych polimeréw zaréwno przed i po zaenkapsulowaniu leku,

wodnych roztworow polimerow, wodnych formulacji na bazie polimeru z lekiem, leku w formie
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proszku oraz w roztworze metanolu, a takze widma metanolu i wody. Okazato si¢, ze widmo
leku w formie krystalicznej — w proszku — znaczaco r6zni si¢ od widma zarejestrowanego dla
metanolowego roztworu klotrimazolu, czyli leku zdyspergowanego molekularnie. Jako
podstawe do rozroznienia form leku przyjeto zatem pasma charakterystyczne przy dtugosciach
fal 720 — 780 cm™!, w przypadku formy krystalicznej w tym miejscu wystepowaty trzy pasma,
natomiast w przypadku widma leku zdyspergowanego molekularnie obserwowano jedno
szerokie pasmo. Zarejestrowano rowniez widmo komercyjnie dostepnej globulki, w celu
scharakteryzowania postaci leku, w jakiej wystgpuje on w preparacie.

Uzyskane widma pokazaty, ze w przypadku globulki — rysunek 17 — ale rowniez formulacji
na bazie BE57 oraz PC66 (w formie suchej oraz uwodnionej) obecny w nich lek przyjmuje
posta¢ krystaliczng. W zwigzku z tym uznano, ze polimery BES57 oraz PC66 pomimo
wysokiego stopnia hydrofobizacji rdzenia hiperrozgatezionego poliglicydolu nie s3
obiecujacymi matrycami do rozpuszczania silnie hydrofobowego leku jakim jest klotrimazol.

Natomiast formulacje na bazie pochodnej bifenylowej, ktére w przeciwienstwie do obu
pochodnych fenylowych, byly przezroczyste w kazdym badanym stosunku molowym leku
do polimeru w formie suchej oraz uwodnionej, maja potencjat do zastosowania jako no$niki
klotrimazolu. Wykonano widma dwoéch reprezentatywnych formulacji na bazie pochodnej
bifenylowej, BPh40 CLT 2a oraz BPh40 CLT 4, ktore pokazaly, ze obecny w nich
klotrimazol jest w formie zdyspergowanej molekularnie, niezaleznie od jego ilosci ani

od zawarto$ci wody w formulacjach.
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Rysunek 17. Widma absorpcyjne w zakresie IR klotrimazolu w komercyjnie dostepnej tabletce oraz w formie
krystalicznej. Dodatkowe pasma w widmie tabletki pochodzq od dodatkow uzywanych do przygotowania
formulacji w komercyjnym produkcie. [zaczerpniete z A2]

W celu poznania zmian jakie zachodzag w widmie leku wskutek enakpsulacji w strukturze
amfifilowego polimeru poréwnano widma leku otrzymane po odjeciu widma suchego polimeru
od widma suchej formulacji polimeru z lekiem oraz po odjeciu widma metanolu od widma
metanolowego roztworu leku. Rysunek 18a zawiera przyklad takiej analizy dla pochodnej
bifenylowej BPh40 CLT 2a. Otrzymane widma réznicowe wykazaty przesunigcia w kierunku
nizszych wartos$ci liczb falowych pasm odpowiadajacych drganiom rozciagajacym wiazania C-
Cl (750 cm™), a takze C-H (917 eml) i C-N (1206 cm™) obecnych w piericieniu
imidazolowym,. Przesunigcie pasm drgan C-Cl jest posrednim potwierdzeniem oddziatywania
pomigdzy polimerowym nos$nikiem a lekiem poprzez oddziatywania halogenowe (67,68).
Przesuniecie pasma 750 cm™! w strone nizszych wartosci liczb falowych jest typowym efektem
obecnosci oddziatywania halogenowego pomiedzy chlorem a nukleofilem obecnym
w czasteczce (na przyktad atomem tlenu, azotu lub pierScieniem aromatycznym) (67,68).
Biorac pod uwage fakt, Zze pozostale pasma pochodzace od drgan wigzan obecnych
w klotrimazolu nie ulegaja przesunigciu, uznano, ze wykonane analizy matematyczne widm

zostaty przeprowadzone prawidlowo.
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Rysunek 18. Widma obrazujgce oddziatywania pomiedzy lekiem a polimerem w suchych
formulacjach. [zaczerpnigte z A2]

Przeprowadzono rowniez analiz¢ widm absorpcyjnych w zakresie IR pod katem
oddziatywan leku z polimerem. W tym celu poréwnano widma otrzymane dla suchego polimeru
i suchej enakpsulacji — rysunek 18b. Zaobserwowano przesuni¢cie pasm przy liczbach
falowych 1540 cm™ oraz 1750 cm!, ktére odpowiadaja odpowiednio kombinacji drgan
zginajacych wigzan N-H i drgan rozciagajacych wigzan C-N, a takze drgan rozciagajacych
wigzan C=0 (69,70). Przesunigcie takie oznacza, ze w czasteczce dochodzi do zrywania si¢
wewnatrzczasteczkowych wigzah wodorowych. Dodatkowym potwierdzeniem na zrywanie si¢
wigzan wodorowych jest przesunigcie si¢ w stron¢ nizszych wartosci liczb falowych pasma
przy 1220 cm’!, ktére odpowiada drganiom rozciggajacym wigzanie C-O-C (69,70).
Obserwowane efekty wskazuja na przeniesienie fadunku w kierunku tancucha, a co za tym idzie
skrocenie wigzania C=0 przy jednoczesnym wydtuzeniu si¢ wigzania C-O-C (71,72).

Nastepnie zbadano oddziatywania wody z polimerem, a takze z lekiem zaenkapsulowanym
w strukturze polimeru. W tym celu porownano widma zliofilizowanej oraz uwodnione]
formulacji, co pozwolito na okreslenie oddzialywan leku z polimerem w warunkach
bezwodnych i w $rodowisku wodnym. Zestawienie widm wykazalo, Ze przesunigcia pasm

pochodzacych od klotrimazolu nie zaleza od obecnosci wody w uktadzie. Sugeruje to, ze lek
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pozostaje zwigzany z polimerem niezaleznie od zawartosci wody. Dodatkowym
potwierdzeniem tego jest to, ze otrzymana formulacja pozostaje stabilna w czasie 1 nie

obserwuje si¢ wypadania klotrimazolu.
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Rysunek 19. Widma absorpcyjne w zakresie podczerwieni zliofilizowanego oraz uwodnionego polimeru
BPh40. [zaczerpnigte z A2]

Chcac zaobserwowac¢ zmiany jakie zachodza w polimerze po uwodnieniu konieczne byto
przygotowanie zestawiania widma suchego polimeru oraz widma réznicowego utworzonego
z widm uwodnionego polimeru po odjeciu od niego widma wody — rysunek 19. Najbardziej
widoczne zmiany powinny by¢ obserwowane dla pasm odpowiadajagcym drganiom najbardziej
polarnych, a co za tym idzie najbardziej podatnych na hydratacje, grup w uktadzie. Pasma
odpowiadajace drganiom rozciagajacym wigzania C-O-C (1218 cm™) oraz kombinacji drgan
zginajacych grupy N-H i rozciagajacych wigzania C-N (1531 cm) przesuwaja sie pod
wptywem wody w strone wyzszych wartosci liczb falowych, co moze zosta¢ wyttumaczone
pojawieniem si¢ oddzialywan grupy eterowej i1 uretanowej z czasteczkami wody poprzez
wigzania wodorowe (69,70). Potwierdzeniem tego faktu sg rowniez zmiany obserwowane dla
pasma odpowiadajacego drganiom rozciagajacym wigzanie C=0 (ok. 1710 cm™), w ktérym
dochodzi do zmiany relacji intensywnos$ci miedzy pasmami charakterystycznymi dla grup
bioracych udzial w oddziatywaniach wodorowych (1710 cm™) oraz wolnych od odziatywan

(1725 cm™) (71). Dla poréwnania zarejestrowano rowniez widma dla pochodnych BES57 oraz
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PC66, ktore pokazaty, ze réwniez w przypadku tych polimeréw bez leku dochodzi

do oddzialywan wodorowych migdzy polimerem a czasteczkami wody.
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Rysunek 20. Porownanie widm absorpcyjnych w zakresie podczerwieni suchego polimeru, wodnego roztworu
polimeru, uwodnionej formulacji polimeru z lekiem oraz wody. [zaczerpniete z A2]

Ostatnim etapem analizy widm FT-IR bylo poréwnanie widm: uwodnionych formulacji
z lekiem, polimeréw, wody 1 suchych polimeréw, co pozwolito na ocen¢ wptywu leku
na oddziatywania polimeru z woda. Zaobserwowane zmiany dla probek bazujacych
na pochodnej bifenylowej — rysunek 20 — dotycza przede wszystkim pasm odpowiadajacych
drganiom wigzan C-N oraz N-H (1540 cm™) i C-O-C (1240 cm™") — widoczne jest przesuniecie
tych pasm w strong¢ wyzszych wartos$ci liczb falowych, co §wiadczy o dobrym uwodnieniu tych
grup (71,72). Jednak w poréwnaniu do widma roztworu czystego polimeru obserwowane
zmiany nie sg tak znaczne, co oznacza, ze obecno$¢ leku w formulacji spowodowata mniejsza
podatnos¢ polimeru na hydratacje, czyniac go bardziej hydrofobowym.

W przypadku pochodnej zawierajacej ugrupowanie fenylowe wprowadzone poprzez
wigzanie uretanowe (PC66) poréwnanie widm pokazalo, ze pasma odpowiadajace grupom
wrazliwym na uwodnienie, tzn. C-O-C (1220 cm™), N-H oraz C-N (1540 cm™) i C=0 (1720
cm™!), nie zmieniajg swojego potozenia wzgledem widma roztworu polimeru, co wskazuje

na brak wptywu leku na wtasciwosci hydrofilowe polimeru. Efekt taki nie jest zaskoczeniem,
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biorac pod uwage fakt, ze czasteczki leku krystalizuja w obrebie makroczasteczki,
nie wchodzac w tak silng interakcje, jak byto to w przypadku pochodnej bifenylowe;.

Poréwnanie widm uwodnionej formulacji z lekiem, wodnego roztworu polimeru, suchego
polimeru, suchej formulacji polimeru z lekiem oraz wody wykonano roéwniez dla pochodne;j
estrowej (BES57). Przeprowadzona analiza wykazata, ze przesuni¢cia pasm wrazliwych na
oddzialywania wodorowe, tj. C-O-C (1260 cm™) oraz C=0 (1720 cm') w uwodnionej
formulacji pokrywaja si¢ z przesunieciami tych pasm dla suchego polimeru. Swiadczy to
o niskim stopniu uwodnienia tej pochodne;.

Przeprowadzone analizy doprowadzily do wniosku, ze obecno$¢ wiekszej powierzchni
pierscieni aromatycznych w jednostkach hydrofobowych, stwarza dogodne warunki
do zwigkszenia rozpuszczalnosci klotrimazolu w matrycy polimerowej. Natomiast nizszy
stopien hydrofobizacji przekladajacy si¢ na wyzsza liczbe nienaruszonych grup
monohydroksylowych w czasteczce, wplywa korzystnie na mozliwos¢ absorpcji wody.
Oznacza¢ to moze, ze oprocz obecnosci ugrupowania uretanowego w czasteczce polimeru,
oddziatywania pomiedzy pierScieniami aromatycznymi mogg mie¢ duze znaczenie w procesie
enkapsulacji leku. Co wigcej, budowa wybranego polimeru znaczaco wpltywa na mozliwosé
krystalizacji leku wewnatrz struktury polimeru. W przypadku pochodnych fenylowych
obserwowana byta krystalizacja czasteczek leku w matrycy, natomiast obecno$¢ ugrupowania
bifenylowego chronita przed tym procesem, zapewniajac molekularne zdyspergowanie leku
w matrycy. Ograniczenie procesu krystalizacji czasteczek leku w matrycy polimerowej ma
ogromne znaczenie Ww zwigkszeniu biodostgpnosci substancji aktywnej, kontroli
nad uwalnianiem leku, a co za tym idzie na dziatanie leku w miejscu chorobowo zmienionym.

Biorgc pod uwage ograniczong rozpuszczalnos¢ klotrimazolu w wodzie, wynoszaca
0,49 ng/ml (57), oraz stezenie klotrimazolu w formulacjach na bazie pochodnej bifenylowej,
ktore wahato si¢ miedzy 0,062 a 0,211 g/ml w zalezno$ci od przygotowanej formulacji,
zaktadajac, ze obecny w nich klotrimazol jest w catos$ci zdyspergowany molekularnie, udato

si¢ zwigkszy¢ jego rozpuszczalnos¢ az o 127 000 razy.

8.2.4. Analiza wlasciwosci krystalicznych otrzymanych formulacji na bazie
hydrofobizowanego hiperrozgal¢zionego poliglicydolu przy uzyciu skaningowe;j
kalorymetrii roznicowej

Przeprowadzono rowniez analizy czystych polimerdw, polimeréw z zaenkapsulowanym
lekiem, leku oraz komercyjnej globulki przy uzyciu skaningowej kalorymetrii roznicowej

(DSC). Przeprowadzone badanie pokazato, ze czysty lek w formie krystalicznej wykazuje ostry
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pik endotermiczny w 145,5 °C w pierwszym cyklu grzania, ktory odpowiada temperaturze
topnienia klotrimazolu — rysunek 21. Ze wzgledu na to, ze w przyjetych warunkach
eksperymentu, to znaczy ze zmiang temperatury z szybkoscig 10 °C na minute, klotrimazol
nie byt w stanie skrystalizowa¢ w cyklu chtodzenia, przygotowane formulacje polimeru

z lekiem poréwnywane byty z lekiem tylko w pierwszym cyklu grzania.
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Rysunek 21. Przykladowe termogramy czystego klotrimazolu oraz suchych formulacji polimeru BPh40 z
klotrimazolem. [zaczerpniete z A2]

Termogramy otrzymane dla globulki oraz formulacji na bazie BE5S7 oraz PC66 uwidocznity
obecnos$¢ szerokiego endotermicznego piku, wskazujacego na obecno$¢ formy krystaliczne;,
co potwierdza wyniki otrzymane z analizy FT-IR. W przypadku formulacji na bazie
amfifilowego hiperrozgateionego poliglicydolu (BES57 oraz PC66), na podstawie otrzymanych
termograméw, mozliwe bylo obliczenie stopnia krystalicznosci klotrimazolu, ktory byt rowny
83% dla pochodnej estrowej oraz 93% dla pochodnej uretanowe;.

Natomiast w przypadku termograméw pochodnej bifenylowej nie obserwowano
endotermicznego piku odpowiadajacego topnieniu klotrimazolu — rysunek 21. Potwierdza to,
ze zaenkapsulowany lek, bez wzgledu na zastosowany stosunek leku do polimeru, jest dobrze
zdyspergowany w matrycy polimeru, co jest spdjne w wynikami otrzymanymi ze spektroskopii
podczerwieni.

Dodatkowo porownano termogramy suchych formulacji z lekiem oraz suchych polimeréw
w drugim cyklu grzania. Otrzymane wyniki ujawnity, ze temperatura zeszklenia polimeru
wzrosta wskutek enkapsulacji leku. Na przyktad dla pochodnej BPh40 temperatura zeszklenia
czystego polimeru BPh40 wynosita 9,2 °C, natomiast dla jego formulcji z lekiem temperatura
zeszklenia wzrosta do 29,3 °C. Tak znaczgca rdéznica $wiadczy o zmniejszeniu mobilnosci

segmentow polimeru wskutek oddzialywan jakie majg miejsce miedzy polimerem a lekiem.
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8.2.5. Test przenikalnosci substancji aktywnej

W celu poznania biodostgpnosci klotrimazolu zaenkspaulowanego wewnatrz otrzymanych
polimeréw w poréwnaniu do komercyjnie dostepnej globulki i zawiesiny leku wykonano testy
in vitro przenikalnosci leku przez membrang (Strat-M), ktora jest obecnie najlepszym
sztucznym modelem skory ludzkiej — rysunek 22. Przeprowadzone testy ujawnily znaczaca
poprawe przenikalnosci leku przez membrang dla materialdow bazujacych na
hydrofobizowanym hiperrozgalezionym poliglicydolu w poréwnaniu do komercyjnie
dostgpnej globulki, czy leku w zawiesinie. Oznacza¢ to moze, ze przygotowane materiaty
nadajg si¢ jako nosniki leku do podania poprzez sluzowke, zwickszajac jego biodostepnosc.
W celu ilosciowego okreslenia przenikalnosci leku przez membrang, K, uzyto nastegpujacej
zaleznoSci:

__0
P atcy

gdzie: Q to ilo$¢ leku, ktora przenikngta przez membrang, A to powierzchnia membrany, t to

czas, natomiast C, odnosi si¢ do stezenia roztworu, z ktérego uwalniana jest substancja

aktywna.
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Rysunek 22. Ilosé¢ leku, ktora przeszta przez membrane w czasie. Eksperyment wykonany dla wodnych
formulacji polimeru z lekiem, leku oraz komercyjnie dostepnej tabletki, przeprowadzony wzgledem sztucznej
membrany imitujgcej ludzkq skore — Strat-M, oraz wzgledem kroliczej waginy. [zaczerpniete z A2]

Wyznaczone warto$ci pokazaty, ze stala przenikalnosci klotimazolu dla otrzymanych
formulacji byta okolo 5 razy wyzsza w poréwnaniu do klotrimazolu w komercyjnie dostepne;
globulce, natomiast w poréwnaniu do leku w roztworze, warto$¢ ta byta nawet 50 razy wyzsza.
Najwyzsza warto$¢ stalej przenikalno$ci zostata wyznaczona dla formulacji na bazie pochodne;j
bifenylowej (BPh40 CLT 4) i wynosita 3,36-10° cm/min.

Biorac pod uwage, ze formulacje wytworzone z hiperrozgatezionego poliglicydolu

o hydrofobizowanym wnetrzu grupami bifenylowymi, wprowadzonymi poprzez wigzanie
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uretanowe, okazaly si¢ najbardziej obiecujagcymi nos$nikami klotrimazolu do zastosowania
w terapii ginekologicznej, postanowiono wykona¢ dodatkowy test przenikalnosci ex vivo przy
uzyciu tkanki kroliczej waginy. W celu porownania dziatania, wykonano réwniez test dla
komercyjnie dostepnej tabletki z klotrimazolem. Otrzymane wyniki wskazaty, ze ilos¢ leku,
ktora przeszta przez krolicza tkanke byla wyzsza niz w przypadku wczesniej stosowanej
sztucznej membrany dla obu formulacji, jednak formulacja polimeru z lekiem zwigkszyta
przenikalnos¢ leku przez tkanke w porownaniu do zastosowanej tabletki.

Wyniki bezsprzecznie $wiadczg, ze zastosowanie amfifilowego hiperrozgalezionego
poliglicydolu jako no$nika klotrimazolu zapewnia trwale dostarczanie leku do miejsca
chorobowo zmienionego. Efekt taki mozna powigza¢ ze zwigkszona rozpuszczalno$cig leku

w matrycy polimerowe;.

8.2.6. Stabilno$¢ uwodnionych formulacji na bazie amfifilowego hiperrozgatezionego
poliglicydolu z lekiem w warunkach symulowanego ptynu waginalnego.

W zwigzku z obiecujagcymi wynikami uzyskanymi dla pochodnej bifenylowe;j
przeprowadzono test wytrzymatosci wodnych formulacji polimeru z lekiem na warunki
srodowiskowe panujace w pochwie, czyli potencjalnym miejscu podania. W tym celu
umieszczono fragment formulacji na plastikowym krazku, a takze na kawatku swinskiej skory,
ktére nastgpnie zanurzono w roztworze symulujacym plyn waginalny 1 trzymano
w temperaturze 37 °C przez 24 godziny, jako ze po tym czasie uzyskano maksymalne stezenie
uwolnionego leku. Zauwazono, ze z uptywem czasu dochodzito do stopniowego uwalniania si¢
polimeru z formulacji wraz ze stopniowym bieleniem materialu na krazku, pomimo to
formulacja z lekiem pod wptywem czasu podwoila zajmowang powierzchni¢ nie tracac przy
tym cigglosci struktury.

Po zakonczonym eksperymencie wykonano analize 'H NMR roztworu znad formulacji,
ktora wykazata obecnos$¢ tak samo polimeru i leku w roztworze. Efekt taki zaobserwowano dla
obu probek, niezaleznie od materiatu na jakim zostaty umieszczone. Majac na uwadze to,
ze Sluzéwka waginy podlega regularnemu zluszczaniu, a peten cykl odnowy tkanki trwa
96 godzin (3), polimerowa matryca wraz z lekiem powinny zosta¢ samoistnie usunigte

z waginy.

8.2.7. Badania in vitro aktywnosci przeciwgrzybicznej leku zamknigtego w wodnych
formulacjach polimeru z lekiem
W celu okreslenia dziatania przeciwgrzybicznego otrzymanych materiatow w poréwnaniu
z komercyjnie dostgpna tabletka, wykonano badanie wpltywu leku zamknigtego
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w wytworzonych formulacjach na wzrost grzybow. Do badania wybrano grzyby ze szczepow
najczesciej powodujacych grzybice pochwy, to znaczy Candida albicans oraz Candida

glabrata (73).
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Rysunek 23. Wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu grzybow w czasie w zaleznosci od zastosowanej
formulacji polimeru z lekiem. [zaczerpnigte z A2]

Wptyw leku zawartego w przygotowanych formulacjach na wybrane szczepy grzybow
okreslono poprzez pomiar strefy zahamowania wzrostu grzyboéw i poréwnanie wynikow
w przedziatach czasowych — rysunek 23. Otrzymane wyniki wskazuja, ze formulacje na bazie
pochodnych fenylowych (BE57 oraz PC66) maja bardzo zblizone wtasciwosci
przeciwgrzybiczne jak komercyjnie dostgpna tabletka, o czym $wiadcza podobne wielkosci
stref zahamowania wzrostu grzybow. Probki referencyjne, wykonane z handlowo dostgpne;j
globulki dziataly podobnie bez wzgledu na zastosowana dawke leku.

Zaskakujaco dobre dzialanie przeciwko obu szczepom grzybow prezentowata wytworzona
formulacja na bazie pochodnej bifenylowej. Pomimo duzego rozcienczenia i znacznie nizszej
zawartosci leku dziatanie formulacji bylo lepsze w kazdym punkcie pomiarowym niz
w przypadku pozostalych badanych materiatow. Co wigcej, udowodniono dzialanie
przeciwgrzybiczne formulacji BPh40 CLT 2a nawet do siedmiu dni, czego nie udato si¢

zaobserwowac, dla zadnej innej probki.

8.2.8. Wnioski
Podsumowujac najwazniejszym osiggnieciem tej czesci pracy jest opracowanie metody
zwigkszenia rozpuszczalno$ci klotrimazolu w wodzie poprzez jego enkapsulacje
w wytworzonych matrycach polimerowych. Wykorzystanie do tego celu hiperrozgatezionego
poliglicydolu o rdzeniu hydrofobizowanym jednostkami bifenylowymi wprowadzonymi
poprzez wigzanie uretanowe doprowadzitlo do zwigkszenia rozpuszczalnosci klotrimazolu

nawet 127 000 razy.
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Wszystkie probki na bazie pochodnej bifenylowej z zaeknapsulowanym lekiem
w stosunkach molowych leku do polimeru od 8 do 32, byty jednolitymi, przezroczystymi
formulacjami, w ktoérych potwierdzono za pomoca spektroskopii podczerwieni oraz
skaningowej kalorymetrii roznicowej, ze lek wystepuje w formie molekularnej, czego nie udato
si¢ osiggnag¢ dla probek na bazie amfifilowego HbPGL o rdzeniu modyfikowanym
ugrupowaniami z jednym pierscieniem aromatycznym.

Dodatkowo materialty wykonane z #HbPGL z ugrupowaniami bifenylowymi wykazywaty
korzystniejsze wihasciwosci reologiczne oraz byly stabilniejsze w stosunku do materiatow
na bazie fenylowych pochodnych. W zaleznosci od sktadu formulacje wykazywaly granice
plastycznosci lub duza lepkos¢ w temperaturze 37 °C. Takie cechy zapewniajg utrzymanie
no$nika leku w pochwie, bez obaw o nieckontrolowane wyptynigcie, ktére czgsto wystepuje
w przypadku  stosowania  aktualnie  dostgpnych  form  dopochwowych  lekéw
przeciwgrzybiczych. Dzieki temu otrzymane formulacje zapewniaja dtuzsze oddziatywanie
leku z miejscem chorobowo zmienionym i redukuja liczbe koniecznych aplikacji leku.

Warto réwniez wspomniec, ze zastosowanie matrycy polimerowej zwigkszylto przenikalnos¢
leku nie tylko przez membrane Strat-M, ale rowniez przez tkank¢ biologiczng w stosunku
do przenikalno$ci leku z handlowo dostepnej globulki czy z roztworu.

Przeprowadzony eksperyment dziatania otrzymanych formulacji z lekiem wykazal,
ze dziatanie klotrimazolu zostatlo wydtuzone nawet do 7 dni poprzez zastosowanie matrycy
polimerowej na bazie pochodnej bifenylowe;.

Majac na uwadze otrzymane wyniki, za sukces nalezy uzna¢ wytworzenie formulacji

o prostym sktadzie, wygodnej aplikacji 1 efektywnym dziataniu przeciwgrzybiczym.

8.3. Wiasciwosci termowrazliwe hydrofobizowanego hiperrozgalezionego poliglicydolu.
Hydrofobizacja HbPGL sprawia, ze jego pochodne wykazuja wlasciwosci termowrazliwe.
Dotychczas polimery te byty modyfikowane w sposob niekontrolowany. Brak jednak doniesien
dotyczacych termowrazliwosci HbPGL hydrofobizowanego selektywnie poprzez modyfikacje
grup monohydroksylowych. Przeprowadzone w tym zakresie badania zostaly opisane

w artukule A3.

8.3.1. Badania turbidymetryczne otrzymanych amfifilowych polimeréw
Do przeprowadzenia badan wykorzystano hiperrozgalezione poliglicydole o r6znym stopniu
hydrofobizacji grupami fenylowymi wprowadzonymi poprzez wigzania estrowe lub uretanowe.

Polimery poddane analizie zestawiono w tabeli 7.
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Tabela 7. Charakterystyka hiperrozgatezionych poliglicydoli o hydrofobizowanym rdzeniu przy uZyciu grup
fenylowych wprowadzonych za pomocq wigzan estrowych i uretanowych.

Udziat molowy
jednostek Liczba grup
monohydroksylowych hydrofobowych
Wigzanie hHbPGL modyfikowanych przypadajaca na T, [°C]
jednostkami jedna
hydrofobowymi makroczasteczke
[mol%]
PCl14 0,137 5 -16,6
PC26 0,260 8 -8,2
PC32 0,321 13,7 3.4
uretanowe PC38 0,38 17,8 9,2
PC46 0,46 17,9 13
PC55 0,55 22 21,2
PCo4 0,64 23,1 21,6
BE19 0,186 6,9 -26,4
BE33 0,333 12,6 -22.3
BE42 0,416 16 -10,2
estrowe BE46 0,454 19.9 1,9
BE54 0,544 25,3 1,7
BES56 0,561 27 0,4
BE71 0,706 30 -1,2

Termowrazliwo$¢ otrzymanych polimerow amfifilowych badano przy uzyciu spektroskopii
UV-Vis, poprzez analiz¢ zmiany transmitancji wraz ze wzrostem temperatury przygotowanych
roztworéw w szerokim zakresie stezen — 50 — 275 mg/ml. Jako temperatur¢ zmetnienia probki
przyjeto temperature, w ktorej transmitancja zaczeta spadac — tak zwany onset point.

Zaobserwowano, ze w przypadku przygotowanych polimerow modyfikowanych grupami
fenylowymi rozpuszczalno$¢ w wodzie $cisle zalezata od stopnia podstawienia liniowych grup
monohydroksylowych. Polimery modyfikowane grupami fenylowymi poprzez wiazania
uretanowe o stopniu podstawienia ponizej 30% molowych nie wykazywaly termowrazliwosci,
w przypadku stopnia modyfikacji 32-55% molowych obserwowano zachowanie
termowrazliwe, natomiast przy wyzszym udziale grup hydrofobowych polimer byt
nierozpuszczalny w wodzie. Polimery modyfikowane grupami fenylowymi wprowadzonymi
poprzez wigzanie estrowe wykazywaly podobne zachowanie. HbPGL, ktorego jednostki

liniowe byty zmodyfikowane w stopniu do 33% molowych nie wykazywaty termowrazliwosci,
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w zakresie 42-56% molowych obserwowane byto zachowanie termowrazliwe. Natomiast gry
stopien podstawienia grup monohydroksylowych byl wyzszy niz 71% molowych polimer byt
nierozpuszczalny.

Warto zauwazy¢, ze wzrost stezenia polimeru powodowat wzrost temperatury zmetnienia
jego roztworu, co nie jest typowa zalezno$cig obserwowang dla polimeréw wykazujacych
termowrazliwo$¢. Oznacza to, ze wraz ze wzrostem stezenia poprawiala si¢ rozpuszczalnos$é
badanych polimeréow. Poréwnanie zachowania termowrazliwego pochodnych HbPGL
modyfikowanych grupami fenylowymi wprowadzonych za pomocg wigzan estrowych badz
uretanowych ujawnito wyrazne rdznice w warto$ciach T pomimo poréwnywalnego stopnia
podstawienia. Przykladowo, dla pochodnej uretanowej o stopniu podstawienia grup
monohydroksylowych rownym 46% w st¢zeniu 50 mg/ml, temperatura zmgtnienia wynosita
287,7 K, natomiast dla pochodnej estrowej o podobnym stopniu modyfikacji (BE46) i w tym

samym stezeniu, temperatura zmg¢tnienia wynosita 322,8 K — rysunek 24.

B rc32lPC 38 -8542-85461
BE 56/

a) B rPCc46 PC55 b) I BE 54

Temperatura zmetneineia [K]

Temperatura zmetneineia [K]

Rysunek 24. Zaleznos¢ temperatury zmetnienia od stezenia oraz od stopnia podstawienia grup
monohydroskylowych grupami fenylowymi poprzez wigzania uretanowe (a) ovaz estrowe (b). [zaczerpnigte z A3]

Przeprowadzone badania pokazaty, ze wraz ze wzrostem stopnia modyfikacji liniowych grup
konstytucyjnych L3 oraz Li4 obniza si¢ temperatura zmgtnienia, co oznacza, Ze wraz
ze wzrostem hydrofobowosci uktadu zmniejsza si¢ jego rozpuszczalno$¢ co jest typowym

zachowaniem termowrazliwym (49,74).
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Dla pochodnych HbPGL zhydrofobizowanych w podobnym stopniu (BE46 oraz PC46)
opracowano wykresy fazowe na podstawie pomiardw turbidymetrycznych w szerokim zakresie
stezen tj. 0,12 - 275 mg/ml — rysunek 25.
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Rysunek 25. Zaleznosé¢ temperatury zmetnienia od stezenia polimeru dla dwoch pochodnych
hiperrozgalezionego poliglicydolu o wnetrzu modyfikowanym grupami fenylowymi wprowadzonymi poprzez
wigzanie estrowe bgdz uretanowe. [zaczerpnigte z A3]

Przedstawione wyniki wskazuja, ze zalezno$¢ temperatury zmgtnienia wodnych roztworow
obu polimeréw od st¢zenia jest asymetryczna. W szerokim zakresie st¢zen, to znaczy od 15
do 275 mg/ml obserwowany jest wzrost temperatury zme¢tniania wraz ze wzrostem stgzenia
polimeru. Zalezno$¢ wystepuje dla obu polimerdéw, niezaleznie od wigzania, jakim grupa
fenylowa zostala wprowadzona do rdzenia hiperrozgatezionego poliglicydolu. W przypadku
obu polimerow w zakresie 3,75-15 mg/ml temperatura zme¢tnienia roztworu polimeru nie
zmieniata si¢, natomiast wskutek wzrostu stezenia od 0,12 do 3,75 mg/ml temperatura
zmetnienia malala. Biorgc pod uwage stezenia w jakich przygotowuje si¢ sieci polimerowe na
bazie amfifilowego HbPGL nalezy wzia¢ pod uwage zachowanie termowrazliwe tego polimeru,
poniewaz moze mie¢ ono znaczacy wptyw na wlasciwosci otrzymanych hydrozeli.

W wezszym zakresie stezen (0,24-30 mg/ml) przeprowadzono réwniez badania przy
pomocy dynamicznego rozproszenia Sswiatta, ktére wykazaty, ze "HbPGL w temperaturze
ponizej temperatury zmetnienia wystepuje w postaci jednoczasteczkowych miceli, o $rednicy
hydrodynamicznej okoto 10 nm. Wzrost temperatury skutkowatl agregacja makroczasteczek
1 separacja oleistej, lepkiej cieczy o gestosci wigkszej niz woda, co jest konsekwencja niskiej
temperatury zeszklenia otrzymanych hydrofobizowanych pochodnych HbPGL. Zdjecia

mikroskopowe potwierdzity pojawianie si¢ kropli polimeru po osiggni¢ciu temperatury
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zmgtnienia roztworu, ktore wraz ze wzrostem temperatury taczyly si¢ w wigksze obiekty —

rysunek 26.

Rysunek 26. Zdjecia mikroskopowe wodnych roztworow polimerow na przyktadzie polimeru PC46 w
temperaturze przed przejsciem fazowym (a), w temperaturze zmetnienia (b) oraz w temperaturze wyzszej niz
temperatura zmetnienia (c). [zaczerpniete z A3]

8.3.2. Badania wodnych roztworé6w hydrofobizowanych pochodnych HbPGL
z wykorzystaniem spektroskopii Ramana

Chcac pozna¢ zachowanie amfifilowych makroczasteczek na bazie hiperrozgalezionego
poliglicydolu w wodnych roztworach ponizej 1 powyze] temperatury zmgtniania wykonano
analiz¢ przy uzyciu spektroskopii ramanowskiej. Dodatkowo mialo to na celu wyjasnienie
roznicy w hydrofilowosci zsyntezowanych polimerow. Do analiz wykorzystano polimery
o zblizonym stopniu podstawienia BE46 oraz PC46 w stezeniu 150 mg/ml i wykonano dla nich
widma ponizej temperatury zmetnienia oraz dla obu faz otrzymanych w wyniku separacji
polimeru od wody powyzej temperatury przejscia fazowego.

Wstepna analiza otrzymanych widm pozwolila na potwierdzenie obserwacji wizualnych.
Zaobserwowano, ze intensywno$¢ pasma odpowiadajacego drganiom czasteczek wody
(3250 cm™) w widmie zarejestrowanym dla dolnej fazy jest znacznie nizsza niz w widmie
zarejestrowanym dla gornej fazy (zmiana widoczna dla obu badanych polimeréw) — rysunki 27
oraz 28. Oznacza to, ze dolna faza byla roztworem bogatym w polimer, natomiast goérna faza
byla roztworem bogatym w wode, jednak w obu obecne byly makroczasteczki polimeru —
co zostalo rowniez potwierdzone przy uzyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu

jadrowego.
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Rysunek 27. Zestawienie widm ramanowskich wodnego roztworu polimeru PC46 z dolng fazg (a) oraz z
gorng fazq (b) otrzymanymi w wyniku separacji faz powyzej temperatury zmetnienia polimeru PC46.
[zaczerpnigte z A3]

Widma przedstawione na rysunkach 27 oraz 28 pokazaly rdéznice w zachowaniu
makroczasteczek w zaleznosci od wigzania zastosowanego do wprowadzenia grup
hydrofobowych. Okazato si¢, ze widmo dolnej fazy pochodnej uretanowej (rysunek 27a)
zmienito si¢ znaczaco w zakresie odpowiadajagcym drganiom wigzania C=O, to znaczy
intensywnoéé pasma przy 1690 cm', odpowiadajacego drganiom wiazania C=0O bioracym
udzial w wigzaniach wodorowych z woda spadta, przy jednoczesnym wzro$cie intensywnosci

pasma przy 1720 cm!, ktére odpowiada drganiom niehydratowanych grup karbonylowych
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(75,76). Obserwacja takich zmian wskazuje na dehydratacj¢ polimeru. Dodatkowo,
obserwowano przesuni¢cie si¢ pasm odpowiadajacym drganiom rozciggajacym wigzania C-H
w pierécieniu aromatycznym (3060 cm!) w strone nizszych wartosci, co wskazuje
na dehydratacje pierScieni aromatycznych 1 wzmocnienie oddziatywan n-m pomiedzy

pierscieniami fenylowymi.
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Najbardziej widoczne zmiany obserwowane dla pochodnej uretanowej wystepowaty
w zakresie 1100 — 1150 cm™ oraz 150 — 550 cm™!, w ktorych wystepuja pasma odpowiadajace
drganiom wigzan najbardziej wrazliwych na hydratacj¢ oraz zmiany konformacyjne
segmentow polieterowych (77). Dodatkowym potwierdzeniem zmian w hydratacji rdzenia
polieterowego sa obserwowane zmiany pasm przy 960 oraz 1040 cm™ (71).

Porownujac wyniki otrzymane dla obu pochodnych, okazato si¢, ze hiperrozgaleziony
poliglicydol modyfikowany ugrupowaniami fenylowymi wprowadzonymi poprzez wigzania
estrowe, nie wykazuje tak znaczacych zmian w widmie jak w przypadku pochodnej
fenylouretanowej. W przypadku pochodnej estrowej nie zaobserwowano zmian w zakresie
pasm odpowiadajacych drganiom wigzan C-H obecnym w pierScieniach fenylowych.
Analizujac widmo zarejestrowane dla dolnej fazy zaobserwowano wzrost intensywnosci pasma
przy 2880 cm’!, co $wiadczy o dehydratacji segmentéw glicydolowych (75). Obserwowane
réznice pomi¢dzy pochodnymi fenylowymi nie moga zosta¢ wytlumaczone jedynie przez
roéznic¢ temperatur, w jakich dochodzi do zmetnienia roztworu polimerowego. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze wigzania wodorowe obecne w pochodnej estrowej sa znacznie
stabilniejsze w wyzszych temperaturach, niz te w przypadku pochodnej uretanowej,
co $wiadczy o wigkszej hydrofilowosci pochodnej estrowej, pomimo poréwnywalnego stopnia
hydrofobizacji rdzenia HbPGL.

W kolejnym etapie porownano widma ramanowskie dla gornych faz uzyskanych wskutek
przejécia fazowego w wodnych roztworach badanych polimerow. W przypadku pochodnej
uretanowej — PC46 — nie zaobserwowano znaczacych zmian w zakresie drgan wigzah obecnych
W pierScieniu aromatycznym oraz grupy karbonylowej, w porownaniu do widma roztworu
ponizej temperatury zmetnienia, co $wiadczy o podobnym uwodnieniu uktadu przed, jak 1 po
przej$ciu fazowym. Natomiast, znaczace zmiany obserwowano w intensywnosciach pasm 1450
i 1470 cm™! ktore odpowiadaja drganiom zginajagcym wigzania eterowego, co bezposrednio
swiadczy o zachodzeniu zmian konformacyjnych w strukturze polimeru. Dodatkowym
potwierdzeniem zachodzacych zmian konformacyjnych sg roznice obserwowane w zakresie
pasm 1085 oraz 150 — 550 cm™'. Majac na uwadze, ze makroczasteczki obecne w gornej fazie
pozostaja w podobnym stopniu zhydratowane, jak w przypadku makroczasteczek obecnych
w wyjsciowym roztworze polimeru, mozna wnioskowa¢, ze w mechanizmie odpowiadajagcym
za termowrazliwos$¢ AHbPGL polieterowe segmenty tancuchow odgrywaja znaczaca role.

Przeprowadzajac analize¢ zmian zachodzacych w widmach zarejestrowanych dla probki
BE46, warto zwréci¢ uwage, ze w zadnej z utworzonych faz nie odnotowano rdznic

w drganiach wigzan obecnych w piers$cieniu aromatycznym. Co wiecej, zmiany obserwowane
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w zakresie drgan grup karbonylowych sg niewielkie w kazdej z badanych faz, co swiadczy
o dobrej hydratacji tej grupy przed, ale tez po osiaggnieciu temperatury zmetnienia. W gorne;j
fazie roztworu pochodnej estrowej zaobserwowano niewielkie przesunigcie pasma przy
1720 cm™ w strone nizszych wartosci liczb falowych, co wskazuje na cze$ciowa dehydratacje
grupy C=0. W przypadku goérnej fazy, otrzymanej w skutek ogrzania roztworu pochodnej
estrowe] powyzej temperatury zmgetnienia, najbardziej widoczne zmiany w widmie
ramanowskim zachodzily w zakresie pasm przy 450 — 700 oraz 1440 — 1490 cm!, ktore
to pasma §wiadczg o hydratacji oraz zmianie konformacji polieterowych segmentow obecnych
w HbPGL. Swiadczy to o znaczacym wplywie zmian konformacyjnych lancuchow
polieterowych na efekt zmetnienia wodnych roztwordw polimeru.

Przeprowadzone badania przy uzyciu spektroskopii Ramana wskazujg na silniejsze
oddzialywania makroczasteczek pochodnej estrowej z czasteczkami wody, niz jest
to obserwowane w przypadku pochodnej uretanowej, co bezposrednio wptywa na znaczace
réznice w temperaturze zmetnienia wodnych roztworow polimeréw o zblizonym stopniu
hydrofobizacji i o tym samym stezeniu. Wyniki analiz spektroskopowych wskazaly na wyzsza
hydrofilowo$¢ polimeru zawierajacego wigzania estrowe, co jest skutkiem formowania si¢
stabilniejszych wigzan wodorowych pomiedzy grupami karbonylowymi a czasteczkami wody

w polimerze BE46.

8.3.3. Analiza zachowania termowrazliwego amfifilowych polimeréw
z wykorzystaniem obliczen komputerowych
Wyrazne rdznice w warto$ciach temperatury zmetnienia pochodnych HbPGL o podobnym
stopniu modyfikacji grupami fenylowymi przylagczonymi za pomoca wigzan estrowych
lub uretanowych oraz wyzsza hydrofilowos¢ pochodnej estrowej sktonity do podjecia badan
z wykorzystaniem obliczef 1 symulacji komputerowych.
W pierwszej kolejnosci wykorzystano do tego celu metodg teorii gestosci funkcjonatu, DFT
(z ang, Density Functional Theory), ktéra postuzyta do wyznaczenia powierzchni gestosci
elektronowej struktur. Metoda ta jest bardzo doktadna, ale struktury o ztozonej budowie, jak
ma to miejsce w przypadku makroczasteczek bedacych obiektem niniejszej pracy,
optymalizowane sa mato efektywnie. Oszacowano, ze obliczenia dla calych makroczasteczek
HbPGL zajelyby miesigce. W zwigzku z tym postanowiono poddaé analizie wyodrebnione
elementy hydrofobizowanego hiperrozgatezionego poliglicydolu, ktére stanowity okoto
1/8 pojedynczej makroczasteczki. Wyizolowane fragmenty nie przedstawiaja wszystkich

mozliwych izomerdw, jednak pozwalaja na zbadanie najistotniejszych oddzialywan jakie
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zachodzg migedzy pier§cieniami fenylowymi, grupami karbonylowymi, segmentami eterowymi

oraz grupami 1,2-diolowymi w konstytucyjnych jednostkach terminalnych.
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Rysunek 29. Struktury wyizolowanych fragmentow amfifilowych makroczgsteczek poddane analizie metodg
DFT - pochodna estrowa (a) oraz pochodna uretanowa (b). [zaczerpnigte z A3]

Przedstawione na rysunku 29 fragmenty struktur zoptymalizowano w prézni metodg DFT.
Otrzymane fadunki czastkowe poszczegdlnych atomoéw zestawiono w tabeli 8. Wyznaczone
warto$ci tadunkow dostarczyly pierwszych informacji o rdéznicach pomiedzy obiema
pochodnymi. W przypadku pochodnej estrowej atomy tlenu w grupach 1,2-diolowych,
obecnych w jednostkach terminalnych, maja najbardziej ujemny tadunek czastkowy, natomiast
najwyzszy dodatni tadunek obserwowano dla atoméw wegla w wigzaniach karbonylowych.
Z kolei w przypadku pochodnej uretanowej HbPGL najnizszy tadunek czastkowy stwierdzono
dla atomu azotu, a najwyzszy dla atomu wegla w grupie uretanowe;.

Dodatkowo analiza DFT pokazata tworzenie sie wigzan wodorowych o dtugoéci ok. 2 A,
pomigdzy atomami tlenu znajdujacymi si¢ w eterowych fragmentach czasteczki z atomami
wodoru obecnymi w grupach hydroksylowych w 1,2-diolach w jednostkach terminalnych.
Obserwacja ta dotyczyta obu pochodnych.

W  nastepnym  etapie = zoptymalizowano  fragmenty  struktur  amfifilowych
hiperrozgatezionych poliglicydoli wraz z czasteczkami wody w celu analizy zachowania
struktury uwodnionej. W przypadku obu pochodnych liczba utworzonych, po optymalizacji
uktadu, wigzan wodorowych pomigdzy polimerem a czasteczkami wody byla zblizona.
Zaobserwowano natomiast roznice w dlugosciach utworzonych wigzan wodorowych.

W przypadku pochodnej estrowej wigzania wodorowe miaty dtugosci w zakresie 1,8 — 2,3 A
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i byty dtuzsze niz w przypadku pochodnej uretanowej (1,8 — 2 A). Co wigcej, zauwazono,
ze w przypadku probki PC dodatek wody w srodowisku polimeru spowodowat zrywanie si¢
wigzan wodorowych wewnatrzczasteczkowych pomigdzy atomami tlenu grup karbonylowych
obecnych w wigzaniu uretanowym a atomami wodoru pochodzacymi z grup 1,2-diolowych
obecnych w jednostkach terminalnych. Takie zachowanie nie byto obserwowane dla pochodne;j

estrowe;.

Tabela 8. Wartosci ladunkow czgstkowych wyrazone w jednostkach tadunku elektronowego dla pochodnej
estrowej oraz pochodnej uretanowej, wyznaczone metodq Merz-Singh-Kollmana..

Pochodna estrowa Pochodna uretanowa
Nr | Atom | Ladunek | Nr | Atom | Ladunek | Nr | Atom | Ladunek | Nr | Atom | Ladunek
1 C -0,139 24 C -0,122 1 C -0,11 24 C -0,066
2 0] -0,272 25 0] -0,473 2 o -0,281 25 C -0,207
3 C 0,045 26 C -0,299 3 C -0,019 26 o -0,452
4 ¢ [ 0085 [27] ¢ 0555 14| ¢ [ o103 [27] ¢ | 0118
5 C 0,337 28 C -0,179 5 C 0,161 28 C 0,44
6 0] -0,313 29 0] -0,479 6 o -0,319 29 C -0,14
7 0] -0,261 30 C 0,071 7 o -0,336 30 o -0,503
8 C -0,199 31 C 0,397 8 C -0,363 31 C 0,194
9 C 0,084 32 C 0,086 9 C 0,547 32 C 0,283
10 0] -0,333 33 0] -0,544 10 o -0,536 33 C 0,031
11 C 0,18 34 o 11 C -0,103 34 0] -0,526
12 o -0,397 35 0] -0,32 12 o -0,358 35 0] -0,634
13 C -0,117 36 C 13 C -0,092 36 e] -0,388
14 C 0,405 37 0] -0,514 14 C 0,31 37 C
15 C 0,027 38 C -0,16 15 C 0,04 38 N
16 0] 39 C -0,051 16 o 39 o -0,563
17 0] 40 C -0,117 17 o 40 C 0,539
18 C 41 C -0,115 18 C 41 C -0,379
19 C 0,021 42 C -0,135 19 N 42 C -0,037
20 C -0,097 43 C -0,048 | 20 C 0,424 43 C -0,227
21 C -0,124 21 C -0,341 44 C -0,055
22 C -0,152 22 C -0,053 45 C -0,342
23 C -0,089 23 C -0,269

Otrzymane wyniki obliczen komputerowych metoda DFT, wskazaty, ze obecne w grupach
karbonylowych w polimerach atomy tlenu s3 zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych
z czasteczkami wody. Nieoczekiwanie atom azotu o znaczacym ujemnym ladunku
czgstkowym, nie tworzyl wigzan wodorowych z czasteczkami wody. Moze zosta
to wytlumaczone obecnoscig zawady przestrzennej uniemozliwiajgcej zblizenie si¢ atomow
na tyle, aby utworzenie wigzania wodorowego byto mozliwe. Innym wyjasnieniem moze by¢

fakt, ze atom tlenu obecny w grupie karbonylowej, pomimo wigkszego tadunku czastkowego
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moze tworzy¢ wigzania wodorowe o mniejszej dlugosci, a co za tym idzie silniejsze, przez
co jest bardziej faworyzowany w trakcie tworzenia wigzan wodorowych. W dodatku, badania
prowadzone przy uzyciu metody DFT pokazaly, ze cz¢$¢ atomow wegla tworzacych pierscien
aromatyczny w pochodnej uretanowej wykazuje wyzszy potencjat niz jest to obserwowane
w przypadku pochodnej estrowej. Jest to skutkiem obecnos$ci atomu azotu, o silnie ujemnym
tadunku czastkowym, bezposrednio zwigzanego z pierscieniem. W zwigzku z tym pierScienie
aromatyczne w pochodnej uretanowej sg bardziej wyeksponowane poza tancuchy eterowe niz

jest to obserwowane w przypadku pochodnej estrowe;.

Rysunek 30. Przykladowe struktury wyizolowane z symulacji makroczgsteczek w wodnych roztworach
o stezeniu 150 mg/ml. Zdjecia przedstawiajq struktury polimeréw bez czgsteczek wody: pochodng BE50M
w temperaturze 25 °C (a) oraz w temperaturze 80 °C (b) oraz pochodng PC50™ w temperaturze 25 °C (c) oraz 45
°C (d). Wyniki otrzymane przy uzyciu potencjatow TIP4P/2005 oraz OPLS-AA. Podane wartosci R, okreslajq
wartoSci promieni bezwladnosci makroczgsteczek. [zaczerpniete z A3]

Ze wzgledu na liczne ograniczenia metody DFT, chcac uzyska¢ lepsza statystyke wigzan
wodorowych w badanych uktadach wykonano réwniez symulacje komputerowe metoda

dynamiki molekularnej LAMMPS. Wykorzystanie tej techniki pozwolito na zbadanie
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oddziatywan w calej czasteczce. Badania przeprowadzono w temperaturach bliskich
temperaturom zmgtnienia wyznaczonych do§wiadczalnie dla roztworow polimeréw PC46 oraz
BE46 o stezeniu 150 mg/ml i wynoszacych odpowiednio 40 i 72 °C. Obliczenia komputerowe
przeprowadzono dla dwoch makroczasteczek, uretanowej oraz estrowej pochodnej HbPGL
o podobnym stopniu podstawienia: BESOM oraz PC50M, w przypadku ktorych 50% liniowych
grup monohydroksylowych zostalo zmodyfikowane ugrupowaniami fenylowymi. Symulacje
prowadzono powyzej i ponizej wyznaczonej temperatury zmetnienia

Otrzymane wyniki symulacji pokazaly, ze w przypadku obu pochodnych, PC oraz BE,
ponizej temperatury zmetnienia wystepuja wigzania wodorowe pomiedzy atomami wodoru
w terminalnych grupach 1,2-diolowych oraz atomami tlenu w polieterowych tancuchach
rdzenia hiperrozgat¢zionego poliglicydolu. Ponadto, symulacje ujawnity réznice w potozeniu
hydrofobowych pier§cieni aromatycznych wzgledem hydrofilowych tancuchéw eterowych
makroczasteczki. Okazalo si¢, ze w przypadku pochodnej uretanowej, PC, pierscienie fenylowe
sa wyeksponowane poza strukturg polimeru, czego nie obserwuje si¢ w przypadku pochodnej
estrowej, BE. Mozna to wytlumaczy¢ odnoszac si¢ do wynikéw otrzymanych z obliczen
metoda DFT, gdzie w przypadku pochodnej uretanowej atom azotu o znaczacym ujemnym
tadunku czastkowym, bezposrednio potaczony z pierscieniem aromatycznym powoduje lepsza
separacj¢ fadunkéw czastkowych na atomach wegla obecnych w grupie fenylowej oraz wyzsza
polarnos$¢ catej makroczasteczki. W dodatku obecnos¢ dtuzszego wigzania taczacego pierscien
aromatyczny z hiperrozgatezionym poliglicydolem, w przypadku pochodnej uretanowej
w poréwnaniu do pochodnej estrowej wpltywa na wigksza swobode ruchéw pierscienia
aromatycznego w polimerze PC.

Otrzymane wyniki symulacji pokazaty, ze atom tlenu obecny w grupie karbonylowej,
niezaleznie od pochodnej, jest zaangazowany w tworzenie wigzan wodorowych z grupami 1,2-
diolowymi obecnymi w jednostkach terminalnych, ktore z kolei tworza wigzania wodorowe
z czasteczkami wody obecnymi w uktadzie. Dodatkowo, dla pochodnej PC zaobserwowano,
ze wigzanie N-H miato charakter protonodonorowy i1 tworzylo wigzania wodorowe z atomami
tlenu obecnymi w grupach eterowych.

Wzrost temperatury powyzej temperatury zmetnienia spowodowal zwigkszenie liczby
wigzan wodorowych wewnatrzczasteczkowych w przypadku pochodnej uretanowe;j,
a co za tym idzie zmniejszenie odlegtosci miedzy tancuchami eterowymi hiperrozgaleizonego
poliglicydolu, to znaczy zapadnigcie si¢ struktury polimeru, przy czym obserwowane byto
jeszcze silniejsze wyeksponowanie pierscieni aromatycznych poza strukture makroczasteczki

— rysunek 30. Zachowanie takie nie byto obserwowane dla pochodnej estrowej. W przypadku
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polimeru BE uwodnione tancuchy eterowe byly w bliskiej odlegtosci od pierscieni
aromatycznych ponizej, ale roéwniez powyzej temperatury zmetnienia, uniemozliwiajac
oddzialywania miedzy pier§cieniami fenylowymi. Takie zachowanie §wiadczy o wyzszej
hydrofilowosci pochodnej estrowej wzgledem pochodnej uretanowej, co jest potwierdzeniem
obserwacji dokonanych podczas analizy widm otrzymanych metoda spektroskopii Ramana.

Dokonano analizy zmian gesto$ci masowej wody oraz makroczasteczek: PC50M oraz
BE50M, powyzej i ponizej temperatury zmetnienia roztworu — rysunek 31. Pozwolilo to
na obserwacje zmian strukturalnych, hydratacji oraz promienia bezwladnos$ci badanych
polimeréw. W przypadku pochodnej BE, wraz ze wzrostem temperatury dochodzi do obnizenia
warto$ci promienia bezwladno$ci, co wskazuje na zapadnigcie si¢ tej struktury. Otrzymane
wykresy zaleznosci gestosci masowej od odleglosci od srodka masy, wskazaly na wypychanie
czasteczek wody ze struktury polimeru, ktére nastgpowato w skutek wzrostu temperatury
w $rodowisku makroczasteczki. Obserwowano réwniez nieznaczne przesuni¢cia si¢ grup
fenylowych na zewnatrz makroczasteczki, jednak ze wzgledu na zawad¢ przestrzenna, jaka jest
obecno$¢ uwodnionych tancuchéw eterowych w poblizu pierScieni aromatycznych,
oddzialywania n-mt nie sg preferowane w przypadku tej pochodne;j.

Przeprowadzone symulacje komputerowe uretanowej pochodnej HbPGL ujawnity bardziej
ztozony mechanizm termowrazliwosci, niz w przypadku pochodnej estrowej. Osiagnigcie
temperatury zmetnienia roztworu polimeru PC (40 °C), skutkowalo zapadnigciem sie
tahcuchow  polieterowych do wnetrza struktury, przy jednoczesnym  silniejszym
wyeksponowaniu pierscieni aromatycznych na zewnatrz struktury makroczasteczki.
Jest to efektem zrywania si¢ wigzan wodorowych pomigdzy fragmentami uretanowymi
a grupami 1,2-diolowymi obecnymi w jednostkach konstytucyjnych 1 rownoczesnym
tworzeniu si¢ oddzialywan n-n pomiedzy wysunigtymi grupami hydrofobowymi.

Obliczenia wykonane metoda dynamiki molekularnej pokazaty, ze w przypadku pochodnej
PC, tworzenie si¢ oddzialywan miedzy pierScieniami jest znacznie latwiejsze niz w przypadku
pochodnej BE. Wiaze si¢ to najprawdopodobniej z wyzszym potencjatem czastkowym
zlokalizowanym na atomach wegla w pierScieniu aromatycznym w pochodnej uretanowe;j.
Ma to najprawdopodobniej bezposredni wptyw na znacznie nizsza temperature¢ zmetnienia tego

polimeru.
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Rysunek 31. Zaleznosé¢ gestosci masowej od odlegtosci od srodka masy makroczgsteczki wyznaczone
w temperaturach 25, 70, 80 oraz 90 °C dla pochodnej estrowej (a), w temperaturach 25, 35, 45, 55 °C
dla pochodnej uretanowej (b), oraz roznicowe gestosci masowej pochodnej estrowej (c) oraz uretanowej (d)
w zaleznosci od odleglosci od srodka masy wzgledem temperatury pokojowej. Wyniki otrzymano korzystajgc
z potencjatow TIP4P/2005 dla wody oraz OPLS-AA dla polimeru. [zaczerpniete z A3]

W przypadku pochodnej uretanowej zaobserwowano réwniez wzrost gesto§ci masowej

czasteczek wody z obrebie makroczasteczki tuz powyzej temperatury zmetnienia roztworu,

conie bylo obserwowane w przypadku pochodnej estrowej. Zachowanie takie mozna

tlumaczy¢ tym, ze stosunkowo niska temperatura zmegtnienia roztworu polimerowego

powoduje, ze fragmenty eterowe nadal pozostaja dobrze uwodnione, poniewaz wigzania

wodorowe miedzy wodg a tancuchami eterowymi sa znacznie stabilniejsze niz pomiedzy grupa

uretanowq a 1,2-diolami. W zwigzku z tym obserwowany byl wzrost promienia bezwtadnosci

makroczasteczki.

Zaobserwowano rowniez,

ze oddzialywania hydrofobowe miedzy

pierscieniami w koronie makroczasteczki prowadzity do oddzielenia tych hydrofobowych

domen poprzez dobrze uwodnione fragmenty hydrofilowe, przez co struktura makroczasteczki

stala si¢ bardziej otwarta. Tworzace si¢ hydrofobowe domeny prowadzace do zmetnienia

roztworu polimerowego moga by¢ efektywnie separowane przez dobrze zhydratowane
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fragmenty polieterowe. Sytuacja zmienia si¢, gdy stezenie polimeru w roztworze zwigksza sig,
poniewaz zwigksza si¢ wtedy mozliwo$¢ powstawania hydrofobowych oddziatywan

mi¢dzyczasteczkowych 1 moze dochodzi¢ do nietypowego zachowania termowrazliwego.
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Rysunek 32. Liczba wigzan wodorowych o konkretnej diugosci w zaleznosci od temperatury dla pochodnej
estrowej (a) i uretanowej (b) oraz réznica liczby wigzan wodorowych wzgledem liczby wigzan w temperaturze
pokojowej dla pochodnej estrowej (c) i uretanowej (d). Wyniki otrzymano korzystajqc z potencjatow TIP4P/2005
dla wody oraz OPLS-AA dla polimeru. [zaczerpniete z A3]

W celu analizy zmian, jakie zachodza w makroczasteczkach w zakresie wigzan wodorowych
wraz ze wzrostem temperatury, przygotowano histogramy przedstawiajgce liczbe wigzan
wodorowych przypadajaca na makroczasteczke w zaleznos$ci od temperatury — rysunek 32.
Przedstawione histogramy wskazuja na spadek liczby krotkich wigzan wodorowych wraz
ze wzrostem temperatury dla obu badanych pochodnych. Analizujac otrzymane wyniki
w przypadku pochodnej uretanowej zaobserwowano znaczny wzrost stabych wigzan
wodorowych (o dtugo$ci powyzej 2,5 A) w temperaturze tuz ponizej temperatury zmetnienia.

Po osiggnieciu temperatury zmetnienia dla PC50M, liczba zaréwno stabych jak i silnych wigzan
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wodorowych zmniejszyta sie. Zrywanie si¢ wigzan wodorowych pomiedzy grupami
hydroksylowymi w polimerze a czasteczkami wody w temperaturze 45 °C, przy jednoczesnym
tworzeniu si¢ wigzan wodorowych wewnatrzczasteczkowych, powoduje zapadanie si¢
struktury makroczasteczki polimeru.

W przypadku pochodnej estrowej BESOM nie zaobserwowano zadnych naglych zmian
w liczbie wigzan wodorowych, ani wewnatrz- ani migdzyczasteczkowych. Wraz ze wzrostem
temperatury wigzania wodorowe stopniowo zanikaty, co $wiadczylo o tagodnym charakterze
przejscia tej makroczasteczki ze stanu hydrofilowego do hydrofobowego. W przypadku
polimeru BESOM wewnatrzczasteczkowe wiazania wodorowe nie byly preferowane,
a ich liczba zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem temperatury.

Dodatkowo, przeprowadzone analizy zmian ilosci wigzan wodorowych o dlugosciach
miedzy 2,5 — 3,5 A w trakcie podwyzszania temperatury, wykazaty, ze pochodna PC50M jest
mniej uwodniona niz pochodna BESOM, co potwierdza jej bardziej hydrofobowa nature.

Zauwazono, ze wraz ze wzrostem temperatury zerwaniu ulegaja do$¢ silne wigzania
wodorowe miedzy atomem azotu z grupy N-H, a atomem tlenu, w grupach eterowych,
co prowadzilo do eksponowania pier§cieni aromatycznych poza strukture makroczasteczki.
Wiazania te sga odtwarzane w temperaturze 55 °C, czyli znacznie powyzej temperatury
zmetnienia, a ich dtugo$¢ waha si¢ w zakresie 1,5 — 3,5 A. Tworzenie si¢ wigzah pomiedzy
grupami uretanowymi a eterowymi, znajdujacymi si¢ w poblizu grupy karbonylowej, powoduje
stabilizacj¢ oddziatywan migdzy pierScieniami fenylowymi i zwigkszenie prawdopodobienstwa
wystapienia oddzialywan n-m, co jest zbiezne z zachowaniem zaobserwowanym w widmach
ramanowskich. Wewnatrzczasteczkowe oddziatywania pomiedzy hydrofilowymi fragmentami
makroczasteczki, powoduja silne wypychanie hydrofobowych pierscieni fenylowych poza
strukture, co ulatwia ich interakcje.

Informacje uzyskane z symulacji komputerowych potwierdzaja bardziej hydrofobowy
charakter pochodnej PC50M w poréwnaniu z pochodng estrowg i thumacza nizszg temperature
zmgtnienia obserwowang dla pochodnej uretanowej. PierScienie aromatyczne w pochodnej
BE50M réwniez byly wyeksponowane na zewnatrz struktury makroczasteczki, jednak
pozostawaty w bliskiej odlegtosci od hydrofilowych tancuchéw polieterowych, ktore tworza
zawadg do tworzenia si¢ oddziatywan pomigdzy pierscieniami.

Majac na uwadze, ze zachowanie termowrazliwe amfifilowych polimerow opiera si¢ na
balansie miedzy oddziatywaniami hydrofilowymi 1 hydrofobowymi, warto przyjrze¢ si¢ blizej
pier§cieniom aromatycznym obecnym w strukturze polimeru. Hydrofilowe czasteczki wody nie

wchodzg w bezposrednie reakcje z hydrofobowym pierscieniem aromatycznym, a wigzania
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pomiedzy kolejnymi czasteczkami wody sg zdeformowane w bliskim otoczeniu pierScieni
fenylowych i tworza struktury podobne do klatek — rysunek 33. Zauwazono, Ze ponizej
temperatury zmetnienia, czasteczki wody znajdujace si¢ w poblizu pierScieni aromatycznych
obecnych w pochodnej estrowej tworza dos¢ regularng 1 zwiezlg klatke, otwartg od strony
krawedzi pierscienia aromatycznego. Wzrost temperatury spowodowat rozluznienie si¢ klatki.
Natomiast w przypadku pochodnej uretanowej, w temperaturze pokojowej, obserwowana
klatka byta mniej regularna i zwarta, charakteryzowata si¢ wigkszg $rednica i byta otwarta od
strony powierzchni pierscienia. Wzrost temperatury powyzej temperatury zmetnienia polimeru
w danym stezeniu spowodowat zapadniecie si¢ tancuchow polieterowych, wyeksponowanie
pierscieni i utworzenie bardziej zwartej formy klatki wokot nich, przy czym wigzanie N-H
w grupie uretanowej nadal uczestniczyto w stabilizacji klatki. Obecno$¢ klatek zbudowanych
z czgsteczek wody stabilizowata caly uklad, w tym pier§cienie aromatyczne w zewnetrznej
strefie makroczasteczki. W efekcie obserwowane byto zwigkszenie si¢ promienia bezwladnos$ci
makroczasteczki tuz po osiagnigciu temperatury zmetnienia wodnego roztworu polimeru.

Jak wcze$niej] wspomniano, nawet powyzej temperatury zmetnienia wodnego roztworu
polimeru BE50M, w poblizu pierécieni aromatycznych obecne byly hydrofilowe lancuchy
polieterowe, ktore dodatkowo stabilizowaly obserwowane klatki wok6t pierscieni
aromatycznych. W przypadku polimeru PC50M, efekt ten jednak nie wystepowal. Ekspozycja
pierscieni fenylowych otoczonych klatkami zbudowanymi z czasteczek wody prowadzi
do lokalnej separacji faz, co jest procesem niekorzystnym energetycznie i prowadzi¢ moze
do agregacji pierScieni aromatycznych w wigksze domeny hydrofobowe.

Aby dokona¢ analizy badanych ukladow w jeszcze wigkszej skali dokonano symulacji
komputerowej umieszczajagc w srodowisku symulacyjnym 10 makroczasteczek polimeru wraz
z czasteczkami wody odtwarzajac stgzenie takie jak w symulacjach MD w mate;j stali, to znaczy
150 mg/ml. Do tego celu uzyto programu YASARA, jednego z najszybszych narze¢dzi
do symulacji metodg dynamiki molekularnej. Przeprowadzenie tego typu symulacji pozwolito
na zbadanie procesu agregacji makroczasteczek w srodowisku wodnym, ktérego efektem jest

separacja faz.

78



Rysunek 33. Zdjecia przedstawiajqce zaobserwowane struktury klatek zbudowane z czgsteczek wody wokot
pierscieni aromatycznych w przypadku pochodnej BES0M w temperaturze 25 °C (a) oraz 80 °C (c) i w przypadku
pochodnej PC50M w temperaturze 25 °C (b) i 45 °C (d). Zielone kreski obrazujg wigzania wodorowe dookota
otwartej strony klatki, natomiast pomaranczowe strzatki wskazujq na potozenie otwartej czesci klatki wzgledem
pierscienia aromatycznego. [zaczerpnigte z A3]

W przypadku pochodnej uretanowej, obserwowano wigkszg liczbg wigzan wodorowych niz
w przypadku pochodnej estrowej. W wyniku podwyzszenia temperatury otoczenia, w miejscu
zerwanych wigzan wodorowych miedzy grupami hydroksylowymi w 1,2-diolach
a czasteczkami wody, powstaje duza liczba wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych
pomigdzy grupa N-H a grupami 1,2-diolowymi w jednostkach terminalnych. Powyzej
temperatury zmetnienia dochodzito do tworzenia klastrow hydrofobowych pomiedzy
aromatycznymi pier§cieniami — rysunek 34. Najczgsciej obserwowane byly oddziatywania
migdzy pierScieniami ustawionymi do siebie pod katem okolo 90°. W temperaturze ponizej
temperatury przejécia fazowego polimeru obserwowano znacznie mniejszg liczbe interakcji
migdzy pierScieniami, gtownie ze wzgledu na zawade¢ sferyczng w postaci rozprostowanych

tancuchéw polieterowych w poblizu piercieni aromatycznych. Z tego samego powodu,
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w przypadku pochodnej BE, oddzialywania migdzy pier$cieniami byly rzadziej obserwowane,

bez wzgledu na temperature w jakiej prowadzono symulacje.

~

Rysunek 34. Zblizenia na wybrane fragmenty struktur po zakonczeniu symulacji — kolory atomow zostaly
wybrane tak, aby jak najlepiej przedstawi¢ informacje, z ktorej makroczgsteczki pochodzq. Czgsteczki wody
zostaly usuniete, dla lepszego uwidocznienia oddziatywan zachodzgcych pomiedzy makroczgsteczkami. Zdjecia
przedstawiajq: miedzyczgsteczkowe wigzania wodorowe, w ktore zaangazowane sq atomy tlenu w grupach
eterowych oraz grupy hydroksylowe w przypadku pochodnej PC50 ponizej temperatury zmetnienia (a),
miedzyczgsteczkowe oddzialywania, w ktorych udzial biorg grupy uretanowe powyzej temperatury zmetnienia
polimeru PC50 ™ (b), zgrupowane pierscienie aromatyczne w pochodnej PC50M powyzej temperatury zmetnienia
(c) oraz zawada sferyczna w postaci lancucha oligoglicydylowego uniemozliwiajgca oddziatywania n-n
pomiedzy grupami fenylowymi w przypadku pochodnej BESOM powyzej temperatury zmetnienia (d).
[zaczerpnigte z A3]

Przeprowadzone symulacje komputerowe wraz z badaniami przy uzyciu spektroskopii
Ramana pozwolity pozna¢ mechanizmy odpowiadajace za przejscie fazowe obserwowane
w wodnych roztworach hydrofobizowanego hiperrozgat¢zionego poliglicydolu. Zachowanie
termowrazliwe badanych polimeréw zalezy od réwnowagi pomigdzy oddziatywaniami
hydrofobowymi 1 hydrofilowymi wewnatrz i pomigdzy makroczasteczkami. Obserwowana
separacja faz jest bezposrednim wynikiem obecnosci silnie hydrofobowych grup w strukturze
makroczasteczki 1 jest hamowana przez uwodnione tancuchy hydrofilowe rozdzielajace

pierScienie aromatyczne. Przeprowadzone badania pokazaly, Zze aby doprowadzi¢ do separacji
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faz konieczne jest podwyzszenie temperatury wodnego roztworu polimeru, co skutkuje
zrywaniem wigzan wodorowym mig¢dzy polimerem a czgsteczkami wody. Przeprowadzona
w ten sposob dehydratacja struktury zwigksza mozliwo$¢ tworzenia si¢ odziatywan n-n
pomiedzy pierscieniami fenylowymi, ktorych sita wzrasta wraz ze wzrostem temperatury,
prowadzac do agregacji pierScieni aromatycznych w wigksze domeny hydrofobowe.
Pojawiajace si¢ domeny hydrofobowe prowadza do zwigkszenia hydrofobowos$ci uktadu,
a nast¢pnie do wyizolowania polimeru z wody.

Bioragc pod uwage mechanizmy odpowiadajace za zachowanie termowrazliwe #HbPGL,
obserwowana dla tych uktadow zalezno$¢, to znaczy wzrost temperatury zmetnienia roztworu
wraz ze wzrostem stgzenia w szerokim zakresie stgzen, wynika z réwnomiernego
rozmieszczenia pierScieni aromatycznych w strukturze rozgal¢zionej i obecnosci silnie
uwodnionych, gietkich fancuchéw polieterowych, ktore zapewniajg mozliwo$¢ reorganizacji

makroczasteczki podczas podwyzszania temperatury.

8.3.4. Wnhnioski

Przeprowadzone badania wykazaty znaczace rdéznice w zachowaniu amfifilowego
hiperrozgatezionego poliglicydolu w jego wodnych roztworach w zaleznosci od sposobu
modyfikacji polimeru. Okazalo si¢, Zze pochodne modyfikowane grupami fenylowymi
wprowadzonymi poprzez wigzanie uretanowe wykazuja wyzszg hydrofobowos¢ niz te
modyfikowane poprzez wigzanie estrowe. Wyznaczone na podstawie badan
turbidymetrycznych temperatury zmg¢tnienia okazaly si¢ znacznie nizsze dla bardziej
hydrofobowych pochodnych PC, przy takich samych st¢zeniach i zblizonych stopniach
podstawienia do pochodnych BE. Nieoczekiwanie otrzymano niesymetryczne wykresy fazowe,
przy czym w zakresie stezen istotnych z aplikacyjnego punktu widzenia wodne roztwory
polimerow wykazywaly podwyzszenie temperatury przejscia fazowego wraz ze wzrostem
stezenia polimeru — co nalezy uzna¢ za zachowanie anomalne.

Przeprowadzone symulacje komputerowe, podparte badaniami z wykorzystaniem
spektroskopii Ramana, pozwolity wytlumaczy¢ mechanizmy zachodzace w badanych
roztworach i obserwowane roznice pomigdzy badanymi pochodnymi.

Wiasciwosci hydrofobowe polimeru PC wynikaty z wypychania pierscieni fenylowych na
zewnatrz makroczasteczki, czego nie obserwowano w przypadku pochodnej estrowej wskutek
efektywnego ekranowania pierscieni aromatycznych przez uwodnione tancuchy polieterowe.

W efekcie pochodna uretanowa wykazuje wieksza tendencje do tworzenia oddziatywan n-m.
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Obserwowany wzrost temperatury zmetnienia wodnego roztworu amfifilowego
hiperrozgatezionego polimeru wraz ze wzrostem jego stezenia jest wynikiem réwnowagi
pomigdzy wigzaniami wodorowymi tworzacymi si¢ pomigdzy hydrofilowymi fragmentami
polimeru a czgsteczkami wody, a hydrofobowymi oddziatywaniami n-n migdzy pierscieniami
fenylowymi. Zwigkszenie stezenia polimeru prowadzito do zwickszenia prawdopodobienstwa
oddziatywan miedzy pierScieniami pochodzagcymi od réznych molekut, co sprzyjalo
formowaniu hydrofobowych agregatow.

Podsumowujac, do najwazniejszych osiggni¢C tej czesci pracy nalezy zaliczy¢ poznanie
mechanizmow termowrazliwosci  hydrofobizowanych przy wuzyciu grup fenylowych
hioperrozgatezionych poliglicydoli. Przeprowadzone analizy potwierdzily bardziej
hydrofobowy charakter pochodnej uretanowej wzgledem pochodnej estrowej. Wyjasniono
réwniez zaobserwowany w szerokim zakresie st¢zen wzrost temperatury zmetnienia wodnego
roztworu polimeru zachodzacy wraz ze wzrostem jego st¢zenia. Przeprowadzone symulacje
komputerowe, podparte doswiadczeniami i analiza z uzyciem spektroskopii Ramana rzucity
Swiatlo na dotad nieznane zachowanie hiperrozgalezionego poliglicydolu o rdzeniu
modyfikowanym grupami fenylowymi wprowadzonymi poprzez wigzania uretanowe

lub estrowe 1 mogg wskaza¢ droge do syntezy podobnych uktadow.
8.4. Badania nieopublikowane

8.4.1. Amfifilowy hiperrozgale¢ziony poliglicydol w terapii przeciwnowotworowej
Jak wcze$niej wspomniano, choroby nowotworowe nadal stanowig ogromne
niebezpieczenstwo dla spoteczenstwa. Wérdd najczesciej wystepujacych nowotworow u kobiet
wymieni¢ nalezy nowotwoér szyjki macicy. Celem tej czesci pracy bylo wytworzenie
hydrozelowej matrycy do dostarczania leku przeciwnowotworowego, ktory mogltby dziatac

w miejscu chorobowo zmienionym. Przeprowadzone badania zostaly opisane w manuskrypcie

A4.

8.4.1.1. Synteza amfifilowcyh polimerow na bazie hiperrozgatezionego
poliglicydolu i enkapsulacja leku

Do realizacji tego zadania wykorzystano hiperrozgateziony poliglicydol o wnetrzu

modyfikowanym ugrupowaniami hydrofobowymi przy uzyciu estrow benzoilowych, grup

fenylouretanowych oraz bifenylouretanowych — tabela 9. Polimery zostaly otrzymane

w wyniku syntezy opisanej wczesniej.
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Tabela 9. Charakterystyka hiperrozgatezionego poliglicydolu modyfikowanego grupami hydrofobowymi.

Udziat molowy jednostek Liczba grup hydrofobowych o
. . . Tg [°C]
Polimer monohydroksylowych modyfikowanych przypadajaca na jedna (DSC)
jednostkami hydrofobowymi [mol %] makroczasteczke
HbPGL PC30 12,2 19,5 34
HbPGL PC42 17,4 27,8 13
HbPGL BE45 18 28,8 1,9
HbPGL BPh40 16 25,6 33,4

Jako substancj¢ o dziataniu przeciwnowotworowym wytypowano 5-fluorouracyl (5-FU).
Zwiazek ten jest analogiem uracylu, w ktérym atom wodoru w pozycji C-5 zastagpiony zostal
atomem fluoru (78) — rysunek 35. Jest to lek o silnie ograniczonej rozpuszczalno$ci w wodzie
(11 mg/ml (79)) ze wzgledu na jego zdolnos¢ do formowania fibryli w §rodowisku wodnym,
wtym w warunkach fizjologicznych, przez co jego biodostepnos¢ jest niewielka.
Wprowadzenie r6znych grup funkcyjnych do struktury HbPGL powinno zapobiegaé agregacji
5-FU.

Rysunek 35. Struktura chemiczna 5-fluorouracylu.

Omawiany lek jest powszechnie stosowany w leczeniu nowotwordw piersi 1 jelita grubego
(80). 5-fluorouracyl charakteryzuje si¢ krotkim okresem poéttrwania w osoczu (15-20 minut),
w zwigzku z czym, aby osiggna¢ stgzenie terapeutyczne leku wymagane jest podawanie
wysokich dawek (81). Co wiecej, lek ten nie dziala selektywnie, oznacza to, ze w trakcie
leczenia substancja wptywa niekorzystnie réwniez na prawidtowe komoérki obecne w ciele
pacjenta, prowadzac do wyniszczenia organizmu (78). Majac na uwadze powyzsze fakty,
otrzymanie systemoéw hydrozelowych, umozliwiajacych podanie leku bezposrednio do miejsca
zmienionego chorobowo jest niezwykle wazne.

Z tego wzgledu zaenkapsulowano 5-fluorouracyl w wybranych konstruktach na bazie
hHbPGL. Do tego procesu wybrano metode odparowania rozpuszczalnika, to jest metanolu.

W wyniku przeprowadzonych enkapsulacji uzyskano konstrukty zawierajace 5, 10 lub 20
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czasteczek leku na makroczasteczke polimeru. Tak otrzymane probki poddano testom

cytotoksycznosci.

8.4.1.2. Badania cytotoksyczno$ci konstruktow lek-polimer wobec komoérek
prawidtowych i nowotworowych

Testy  cytotoksycznosci  roztworow  czystych  polimeréw  oraz  konstruktow

z zaenkapsulowanym lekiem przeprowadzono stosujac lini¢ ludzkich komorek $rodbtonka

mikronaczyniowego skory, HMEC (z ang. Human Microvascular Endothelial Cells) oraz lini¢

ludzkich komorek $rodbtonka raka szyjki macicy, HeLa (z ang. Human Cervical Cancer

Endothelial Cells). Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Zestawienie wynikow dzialania roztworow polimerow, leku oraz formulacji polimeru z lekiem
na linie komorkowe w roznych przedziatach czasowych..

HeLa HMEC-1
Nazwa Stosunek

orébki Polimer SFU-polimer 24 h 48 h 24 h 48 h

PC30 - >300 >300 >300 >300

PC42 - >300 >300 >300 >300

BE45 - >300 >300 >300 >300

BPh40 - >300 >300 >300 >300

5-FU - >300 >300 >300 >300
CAP168 PC30 5 73,46+2,54 | 1,13+6,24 | >300 87,6045,59
CAP156 PC30 10 >300 >300 >300 | 22,04+4,20

CAP245 PC30 20 >300 15,46+7,67 | >300 >300

CAP169 PC42 5 >300 37,49+4,42 | >300 >300

CAP157 PC42 10 >300 59,3+4,82 | >300 >300

CAP246 PC42 20 >300 8,02+6,05 | >300 >300
CAP170 BE45 5 >300 >300 >300 16,62+2,86
CAP158 BE45 10 >300 >300 >300 18,42+2,24

CAP247 BE45 20 >300 25,1544,85 | >300 >300
CAPI172 BPh40 5 257,86+6,14 | 17,59+£3,00 | >300 | 41.05£5,83
CAP171 BPh40 10 >300 25,98+3,52 | >300 | 27,86+2,38
CAP248 BPh40 20 >300 2,92+6,97 | >300 | 170,68+5,03
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Przedstawione dane $wiadczga o tym, ze wytworzone polimery nie wykazuja
cytotoksycznosci wzgledem przygotowanych linii komorkowych. Taki sam wniosek mozna
wysnu¢ z eksperymentu dziatania czystego leku na szczepy komodrek. Natomiast enkapsulacja
S-fluorouracylu w AHbPGL doprowadzita do pozadanego dziatania 5-FU na komorki
nowotworowe. Jednak w wigkszosci przypadkow, dziatanie to uzyskano dopiero po
48 godzinach inkubacji.

Wykonane testy pokazuja, ze najlepsze dziatanie majg polimery z zaenkapsulowaym lekiem
w stosunku 1:20. W wiekszosci przypadkéw badane materiaty wykazaty toksyczno$¢ rowniez
wzgledem komorek prawidiowych, HMEC-1, jednak nalezy zauwazy¢, ze efekt
cytotoksycznos$ci byt mniejszy niz ten uzyskany wzgledem komoérek nowotworowych.

Sposrod przebadanych polimeréw jedynie pochodna uretanowa o stopniu podstawienia
lintowych grup monohydroksylowych réwnym 42% molowych wykazata selektywnos$¢
w dzialaniu toksycznym, to znaczy komoérki prawidlowe nie zostaly zabite, réwniez po

48 godzinach inkubacji.

8.4.1.3.  Tworzenie hydrofobizowanych hydrozeli z zaenkapsulowanym lekiem
oraz testy cytotoksycznosci otrzymanych systemow.

Hydrozelowe nos$niki 5-FU otrzymano na drodze odwracalnego sieciowania
hydrofobizowanego hiperrozgatezionego poliglicydolu kwasem borowym wbudowanym
w strukture poliakrylamidu. Przeprowadzono testy cytotoksycznosci roztworéw homopolimeru
akrylamidowego oraz kopolimeru poly(AM-ran-2-AAPBA) i ich konstruktu z lekiem. Testy
przeprowadzono dla kompolimeréow o réznym stosunku akrylamidu do kwasu borowego.

Otrzymane wyniki testow przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Zestawienie wynikow przeprowadzonych testow cytotoksycznosci roztworow polimerow z lekiem
Jjak i bez wobec komorek prawidtowych i nowotworowych w przedziatach czasowych.

HeLa HMEC-1

Polimer SFU 24 h 48 h 24 h 48 h
Homopolimer - >300 >300 >300 >300
70/30 - >300 247,36+4,03 >300 >300
80/20 - >300 >300 >300 >300
90/10 - >300 235,17+7,66 >300 >300
70/30 + >300 148,60+2,64 >300 >300
80/20 + 137,56+4,93 | 103,80+3,81 >300 >300
90/10 + 161,36+£8,48 | 33,32+4,80 >300 >300
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Przeprowadzone testy pokazaly, ze homopolimer 1 badane kopolimery nie sg toksyczne
dla zadnej z przetestowanych linii komorkowych. Jednak dodatek leku do kopolimerdéw
aktywowal selektywne dziatanie przeciwnowotworowe 5-fluorouracylu — tabela 11. Efekt taki
nie byt obserwowany dla uktadu zawierajgcego homopolimer akrylamidowy i lek.

Bioragc jednak pod uwage najkorzystniejszy wpltyw kopolimeru o relacji molowej
akrylamidu i 2-AAPBA 90/10 na dziatanie przeciwnowotworowe 5-FU do przygotowania
hydrozelowych no$nikow leku wybrano ten uktad.

Testy cytotoksycznosci przeprowadzono poprzez natozenie hydrozeli na ptytki zawierajace
linie komorkowe i analiz¢ wptywu badanych ukladow na komorki po 24 godzinach.
Przeprowadzono testy rowniez dla systeméw hydrozelowych nie zawierajacych leku, ktore
wykazaty, ze otrzymane hydrozele nie sg toksyczne dla zadnej z testowanych linii
komorkowych. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 12.

Co ciekawe, przeprowadzone badania wykazaly znacznie szybsze dziatanie
przeciwnowotworowe leku zamknigtego w hydrozelowym no$niku, niz w przypadku samych
konstruktow polimerowych. Okazato si¢, ze w przeciwienstwie do wodnych roztworow
polimeréw z zaenkapsulowanym lekiem, gdzie konieczny byl czas inkubacji wynoszacy 48
godzin, w przypadku hydrozeli efekt u§miercenia znacznej liczby komoérek nowotworowych
obserwowany byt juz po 24 godzinach. Otrzymany wynik wskazuje, ze korzystajac z systemu
hydrozelowego czas konieczny do oddziatywania leku z miejscem chorobowo zmienionym
bytby znacznie krétszy niz w przypadku wodnych roztwordw, co zapewnia mniejsze narazenie

komorek prawidlowych na toksyczne dziatanie leku.

Tabela 12. Wyniki analizy wplywu nosnikow leku na zywotnos¢ komorek prawidtowych oraz nowotworowych,
po 24 godzinach inkubacji, wyrazone w procentach wzrostu lub spadku liczebnosci zywych komorek.

Polimer PC30 PC42 BE45 BPh40
Stosunek 5-

5 10 20 5 10 20 5 10 20 5 10 20
FU:polimer
HelLa -98,9 | +9,4 | -97,6 | -51 +7,8 | -98,7 | -99,8 | -99,9 | -94,1 | +11,4 | +20,8 | -100

Zahamowanie
HMEC-1 -1,9 | -24,7 | 21,7 | +23,5 | -6,2 | -149 | -6,1 | -28,4 | -36,1
wzrostu

8.4.1.4. Podsumowanie
Podsumowujac, przeprowadzone badania na dwoch wybranych liniach komoérkowych
wykazaty, ze sam  S5-fluorouracyl nie  wykazuje najlepszych  wilasciwosci

przeciwnowotworowych. Po zakotwiczeniu leku w strukturze hydrofobizowanego HbPGL

86



okazato sig¢, ze zastosowanie nosnika leku zwigkszyto jego dziatanie, chociaz efekt usmiercania
komorek najczesciej obserwowany byt dopiero po 48h. Sprawdzono réwniez wplyw dziatania
kopolimeréw akrylamidowych o r6znym udziale molowych akrylamidu do 2-AAPBA, ktory
wykazal znaczne polepszenie dzialania substancji aktywnej wzgledem komorek
nowotworowych, przy jednoczesnym dziataniu selektywnym.

Znajac wlasciwosci komponentéw do wytworzenia hydrozeli wybrano kopolimer
o stosunku molowym 90/10, jako Ze prezentowat najlepsze wyniki w zakresie $miertelnosci
komorek nowotworowych pod wptywem tego polimeru zmieszanego z lekiem. Wytworzone
zele o dynamicznych weztach sieci wykazaly znacznie szybsze dzialanie wzgledem komorek
nowotworowych — efekt obserwowany byt juz po 24 h. Co wigcej, w przypadku zeli
wytworzonych z pochodnej fenylouretanowej oraz bifenylouretanowej, mozna mowic
o selektywnosci dzialania otrzymanych hydrozeli. To znaczy obserwowano u$miercanie
komoérek nowotworowych przy niewielkim wptywie na zywotno$¢ komoérek prawidtowych,
na przyktad w przypadku polimeru PC42 o stosunku molowych polimeru do 5-fluorouracylu
1:20 zaobserwowano $miertelno$¢ komoérek nowotworowych na poziomie okoto 99%, przy
czym tylko niecate 15% komorek prawidlowych zostato zabitych. Otrzymanie no$nika leku
przeciwnowotworowego, ktéry wykazuje selektywne dziatanie przeciwnowotworowe jest
kluczowym zadaniem, majacym na celu zwigkszenie efektywnosci terapii onkologicznych przy

jednoczesnym zwigkszeniu komfortu zycia pacjentow.

8.4.2. Zwigkszenie rozpuszczalnosci hormonow
Biorac pod uwagg rowniez problemy i choroby ginekologiczne, ktore wymagaja stosowania
leczenia hormonalnego oraz trudnosci wynikajace ze stosowania aktualnie dostgpnych form
leczenia, takich jak zastrzyki, globulki czy terapia doustna (82) podjeto rowniez probe
wytworzenia nosnika dostosowanego do tej grupy lekow. Celem takiego nos$nika jest
zwigkszenie rozpuszczalnosci hormondéw w wodzie, dzigki czemu mozna bytoby osiggna¢ ich
lepsza biodostgpnos¢, co datoby mozliwo$¢ ograniczenia ilo$ci stosowanych dawek,

zwigkszajac tym samym komfort Zycia kobiet cierpigcych na zaburzenia hormonalne.

8.4.2.1. Hormony stosowane w terapiach ginekologicznych
Progesteron (PGT) i estrogen (EST) s3 gldownymi hormonami stosowanymi w terapiach

ginekologicznych. Hormony te sa do siebie zblizone strukturalnie — rysunek 36.
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Rysunek 36. Schemat przedstawiajqcy wzor strukturalny progesteronu (a) oraz estradiolu (b).

Progesteron jest naturalnym hormonem steroidowym, ktéry odgrywa kluczowa rolg
w utrzymaniu prawidlowe] fizjologii zenskiego uktadu rozrodczego. Jest powszechnie
stosowany w celu podtrzymania cigzy, zapobiegajac przedwczesnemu porodowi, w trakcie fazy
lutealnej wspomaga zaptodnienia in vitro. Stosowany jest takze w zastepczej terapii
hormonalnej, czy podczas leczenia przerostu endometrium (22,82). Jest silnie hydrofobowy, co
skutkuje bardzo stabg rozpuszczalnoscia w $rodowisku wodnym (10 pg/ml(22)) i niska
biodostepnoscia.

Innymi czgsto stosowanymi hormonami w terapiach ginekologicznych sg estrogeny, przy
czym najczgsciej uzywany jest estradiol. Jest on bardzo trudno rozpuszczalny w wodzie
(3,9 pg/ml (83)). Jest lekiem stosowanym w antykoncepcji, leceniu zrostow srédmacicznych

oraz w hormonalnej terapii zastepczej (18,23,84).

8.4.2.2.  Wytworzenie systemu dostarczajacego leki

Obserwujac bardzo efektywne dzialanie hydrofobizowanych hiperrozgalezionych
poliglicydoli, jako rozpuszczalnikow zwigzkéw trudno rozpuszczalnych w wodzie,
postanowiono wykona¢ probe enkapsulacji hormonoéw w struktury na bazie HbPGL.

Do eksperymentu enkapsulacji wytypowano hiperrozgateziony poliglicydol modyfikowany
ugrupowaniami bifenylowymi wprowadzonymi poprzez wigzania uretanowe, o stopniu
modyfikacji grup monohydroksylowych réwnym 40%, ze wzgledu na bardzo dobre wyniki tej
pochodnej w testach enkapsulacji klotrimazolu. Przygotowano formulacje o tym samym
stopniu enkapsulacji z wykorzystaniem réznych substancji aktywnych — tabela 13. Z tak
przygotowanych prébek podjeto probe wytworzenia zeli sieciowanych kopolimerem kwasu

borowego oraz wodne formulacje na bazie polimeru, leku 1 wody.
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Tabela 13. Zawartos¢ hormonow i polimerow w wytworzonych formulacjach.

) Stosunek molowy leku
Formulacja ]
do polimeru
BPh40_EST 16
BPh40_PGT 16
BPh40_CLT 16

Po probie przygotowania hydrozeli sieciowanych poli(AM-ran-2-AAPBA) na bazie probek
BPh40 PGT, BPh40 EST oraz BPh40 CLT okazato si¢, ze oddziatywania polimeru z lekiem
maja dominujacy udzial, przez co zaburzona zostala mozliwo$¢ tworzenia dynamicznych
weztow sieci pomigdzy polimerem HbPGL a kopolimerem kwasu borowego. W efekcie
otrzymane hydrozele stracity zdolno$¢ do samonaprawy sieci polimerowej. Z uzyskanych
probek probowano rowniez utworzy¢ wodne formulacje polimeru z lekiem. Wytworzone
materialy charakteryzowaty sie¢ zwiekszong lepkoscia, jednak ani progesteron, ani estradiol
nie oddziatywaly na tyle silnie z polimerem, zeby utworzy¢ tak lepkie formulacje, jak miato
to miejsce w przypadku klotrimazolu. Przygotowane formulacje przestawiono na rysunku 37.

Suche Wodne formulacje
polimeru z lekiem

formulacje

BPh40_EST

BPh40_PGT

BPh40 CLT

Rysunek 37. Zestawienie zdje¢ wykonanych przed i po uwodnieniu polimerowych formulacji z lekiem:
estradiolem, progesteronem i klotrimazolem.

Zaobserwowano znaczace réznice w wygladzie otrzymanych materiatow zawierajacych lek.
W przypadku formulacji zawierajacej estradiol juz suchy materiat byt lekko me¢tny, natomiast
dodatek wody prowadzil do utworzenia biatej lepkiej cieczy. W przypadku zwigzku

zawierajacego progesteron material bardziej przypominat wodne formulacje otrzymane
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w wyniku enkapsulacji klotrimazolu, jednak ich forma byla mniej stabilna — szybciej

dochodzito do ptynigcia materiatu.

8.4.2.3.  Testy przenikalno$ci lekéw przez membrang Strat-M.
Wykorzystujac obie otrzymane formy nos$nika lekéw wykonano testy przenikalnosci
substancji aktywnej przez membrang¢ Strat-M przy uzyciu celki dyfuzyjnej Franz. Otrzymane

profile uwalniania przedstawione zostaty na rysunku 38.
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Rysunek 38. Zestawienie profili uwalniania estradiolu (a), progesteronu (b) oraz klotrimazolu z nosnikow
leku na bazie hydrofobizowanego hiperrozaglezionego poliglicydolu.

Poréwnujac procentowy udzial leku, ktory przeszedt przez membrang, zaobserwowano,
ze w przypadku estradiolu zastosowanie matrycy polimerowej nie zwigkszyto biodostepnosci
tego leku. Wykorzystanie #ZHbPGL jako no$nika, czy to w formie hydrozelu sieciowanego
kopolimerem zawierajacym ugrupowania kwasu borowego, czy tez wodnej formulacji,
nie zwigkszyto 1ilosci leku, ktory przenikngl przez membrang. Osiggnieto natomiast
spowolnione uwalnianie, znaczaco redukujac efekt pierwszego wyrzutu (z ang. Burst Release),
obserwowany po pierwszych 2 godzinach eksperymentu w przypadku wodnego roztworu leku.

W przypadku testow przeprowadzonych dla progesteronu, zaobserwowano wzrost ilo$ci
leku przeniknigtego przez membrane dla wodnej formulacji polimeru z lekiem. Zastosowanie

hydrozelowego nosnika sieciowanego kwasem borowym nie wplyngto znaczaco na proces
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uwalniania, a co si¢ z tym wigze na biodostepnos¢ progesteronu. Nadal jednak efekt przenikania
przez membrang jest bardzo niski, to znaczy maksymalnie okoto 8% leku przenikngto
do roztworu.

Obserwujac wyniki testu przenikania przez membran¢ klotrimazolu, mozna zobaczy¢
pozadany efekt dzialania nosnika leku na przenikanie leku trudno rozpuszczalnego w wodzie.
Zastosowanie hydrofobizowanego hiperrozgat¢zionego poliglicydolu jako transportera
klotrimazolu zwigkszyto jego zdolnos$¢ do przenikania przez membrang.

Majac na uwadze spadek zdolnosci do samonaprawy otrzymanych hydrozeli polimerowych
na bazie #HbPGL z lekiem oraz kopolimeru poly(AM-ran-2-AAPBA), ktory byl wynikiem
dominujacych oddziatywan hydrofobowych dalsze prace przeprowadzono na wodnych
formulacjach polimeru z lekiem. Otrzymane no$niki lekow trudno rozpuszczalnych w wodzie
polaczono poprzez mechaniczne wymieszanie ich ze sobg tworzac materialy zawierajace
w swojej strukturze jednocze$nie hormon oraz klotrimazol. W wyniku tego zabiegu
przygotowano probki przedstawione w tabeli 14.

Tabela 14. Zestawienie materiatow zawierajgcych dwie substancje: mieszanine klotrimazolu z progesteronem
oraz klotrimazolu z estradiolem.

Stosunek
Stosunek molowy
) molowy Muubecr/Vi,o | Murormonu/Viyo | Merr/Viyo
Formulacja hormonu do )
] klotrimazolu do [g/ml] [g/ml] [g/ml]
polimeru

polimeru
BPh40 PGT CLT 16 16 0,496 0,124 0,176
BPh40 EST CLT 16 16 0,496 0,107 0,176

Przygotowane formulacje rowniez poddano testom przenikalno$ci leku przez membrang

z wykorzystaniem celki dyfuzyjnej Franz, ktore przedstawiono na rysunku 39.
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Rysunek 39. Profile uwalniania klotrimazolu oraz hormonow z wodnych roztworow oraz z wodnych
formulacji polimerowych.
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Przeprowadzone badania dostarczyly ciekawych informacji. Okazalo si¢, ze zastosowanie
mieszaniny lekow doprowadzito do zwigkszenia przenikalnos$ci estrogenu przez membrang,
gdy byl w matrycy polimerowej. Natomiast zastosowanie no$nika leku wptyngto niekorzystnie
na przenikalno$¢ progesteronu przez membrang.

Porownujgc otrzymane wyniki z eksperymentu przenikalnosci dla mieszaniny lekéw
z wynikami eksperymentow przeprowadzonych na nos$nikach lekow zawierajacych tylko jedna
substancj¢ czynng okazuje si¢, ze zastosowanie mieszaniny dwoch lekow znaczaco wptywa
na profile uwalniania. W przypadku matrycy zawierajgcej estrogen zastosowanie mieszaniny
lekéw wptyneto korzystnie, udato si¢ zwickszy¢ biodostgpnos¢ leku w poréwnaniu do leku
w roztworze wodnym. Przy czym nadal obserwowano spowolnione uwalnianie leku z matrycy
polimerowe;j.

Natomiast w przypadku progesteronu, zastosowanie polimerowego no$nika do mieszaniny
dwdch substancji aktywnych w postaci progesteronu i klotrimazolu, spowodowato obnizenie
procentu przeniknigtego leku przez membrang, co jest sprzeczne z wynikami otrzymanymi
dla formulacji zawierajacych jedynie jeden lek. Oznaczaé to moze, ze progesteron wchodzi
w interakcje z klotrimazolem, tworzac swego rodzaju agregaty, ktorych przejscie przez
membrang jest utrudnione. W tym przypadku podobnie jak w przypadku wynikow otrzymanych
dla estradiolu zaobserwowano wzmozone uwalnianie substancji aktywnych z wodnego
roztworu mieszaniny lekow w stosunku do przenikalnosci lekow uwalnianych z matrycy
polimerowe;.

Korzystajac z otrzymanych danych wyznaczono warto$ci statych przenikalnosci,
ktore zestawiono w tabeli 15.

Do obliczen wykorzystano rownanie na statg przenikalnosci Ky:

_Q
P atcy

gdzie: Q to 1los¢ leku, ktora przenikngta przez membrang, A to powierzchnia membrany, t to
czas, natomiast C, odnosi si¢ do st¢zenia roztworu, z ktdrego uwalniana jest substancja aktywna

oraz rOwnanie na wyznaczenie wartosci przeptywu leku J:

_Q
J=a
gdzie: Q to ilo$¢ leku, ktéra przeniknela przez membraneg, A to powierzchnia membrany,

natomiast t to czas.
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Tabela 15. Zestawienie wartosci statej przenikania (K,) i przeplywu (J) estradiolu, progesteronu
i klotrimazolu przez membrane.

Matryca Lek K, [em/min] J [mg/cm?-min]
Hydrozel Estrogen 1,8:10% 4,5-10°
Wodna formulacja Estrogen 4,62-108 3,4-10°
Wodny roztwor Estrogen 4,5-107 4,7-10°
Hydrozel Progesteron 2:107 6-10
Wodna formulacja Progesteron 2,2:107 1,7-10°
Wodny roztwor Progesteron 2,2:107 2,2:10°°
Hydrozel Klotrimazol 6,73-107 46107
Wodna formulacja Klotrimazol 1,7-10° 1,6-10*
Wodny roztwor Klotrimazol 6,73-107 1,62-10°
Estrogen 3-107 7,2:10°
Wodna formulacja
Klotrimazol 5,3-107 1,9-107
Estrogen 3,8-107 3,5-10°
Wodny roztwor
Klotrimazol 6,6:107 6,2:10°
Progesteron 9,4-10° 2.9-10°
Wodna formulacja
Klotrimazol 4,1-107 1,3-10°
Progesteron 1,3-10° 1,3-10°
Wodny roztwoér
Klotrimazol 2-10°¢ 1,9-10°

Otrzymane warto$ci potwierdzaja obserwacje dokonane na wykresach. Wskazuja one,
ze estrogen charakteryzuje si¢ najwyzsza stata przenikalno$ci przez membrang, z wodnego

roztworu, gdy jest polaczony z klotrimazolem. Podobny wynik otrzymano dla progesteronu.

8.4.2.4. Podsumowanie

Przygotowane formulacje wykazuja réznice w wygladzie w zaleznosci od stosowanego leku.
Przedstawione zdjecia moga $wiadczy¢ o lepszym zdyspergowaniu trudno rozpuszczalnego
progesteronu w strukturze polimeru, co obserwuje si¢ poprzez otrzymanie klarownej formulacji
bez widocznych agregatow czasteczek leku w strukturze.

Podsumowujac, chcac zwigkszy¢ biodostepnos¢ stosowanych w terapiach hormonalnych
progesteronu i estradiolu, konieczne jest zastosowane podobnego podejscia do problemu.
W przypadku obu hormonoéw, zwigkszenie rozpuszczalnosci leku, definiowane na podstawie

wynikéw otrzymanych z testu przenikalnosci leku przez membrang, udato si¢ uzyskac dopiero
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po potaczeniu wodnych roztworow zawierajagcych hormon 1 klotrimazol. Oznacza
to najprawdopodobniej, ze obecno$¢ drugiej substancji czynnej prowadzi do powstania
oddzialywan, ktore w efekcie prowadza do polepszenia rozpuszczlanosci hormondow
w imitowanym plynie waginalnym, pozwalajac nieznacznie podwyzszy¢ ilos¢ leku
przeniknigtego przez membrane.

Przeprowadzenie testow dla wodnych roztworéw lekow pokazato, ze potaczenie na krazku
dyfuzyjnym klotrimazolu z hormonami poprawito przepuszczalnos$¢ estradiolu i progesteronu
przez membrang. Prawdopodobnie jednak zakotwiczenie ich w strukturze polimeru prowadzi
do powstania na tyle silnych oddziatywan, ze dyfuzja substancji aktywnych z formulacji

polimerowej zostaje utrudniona.

9. Podsumowanie i wnioski

W wyniku prowadzonych prac syntetycznych uzyskano biblioteke hydrofobizowanych
hiperrozgatezionych poliglicydoli zawierajacych ugrupowania fenylowe wprowadzone
poprzez wigzania estrowe badz uretanowe oraz ugrupowania bifenylowe. Wykazano,
ze w strukturze uzyskanych amfifilowych polimerow mozna efektywnie enkapsulowac
substancje  bioaktywne trudno rozpuszczalne w wodzie, co pokazano na przyktadzie
klotrimazolu, progesteronu i estrogenu oraz leki hydrofilowe wykazujacego tendencje
do tworzenia fibryli — 5-fluorouracyl. Na bazie hydrofobizowanych HbPGL otrzymano seri¢
hydrozelowych nos$nikow lekow wykorzystujac ugrupowania 1,2-diolowe w koronie
do wytworzenia dynamiczne;j sieci z kopolimerem akrylamidowym zawierajacym grupy kwasu
borowego.

Stopien modyfikacji HbPGL miat wyrazny wpltyw na wlasciwosci reologiczne otrzymanych
hydrozeli. Zauwazono, ze wraz ze wzrostem stopnia hydrofobizacji wzrasta zdolno$¢ polimeru
do efektywnej enkapsulacji leku, natomiast zdolno$¢ do samonaprawy sieci hydrozelowej
maleje. Badania reologiczne ujawnity, ze oprocz dynamicznych weztow sieci w tworzenie
hydrozelu zaangazowane s3 rowniez oddziatywania hydrofobowe pierscieni aromatycznych.

Wykazano rowniez, ze wprowadzenie 5-FU w matryce hydrozelowa na bazie
hydrofobizowanych HbPGL skutkowalo selektywnym dziataniem przeciwnowotworowym
wobec komorek szyjki macicy. Bioragc pod uwage obecnie stosowane formulacje w leczeniu
nowotworow, system dziatajacy selektywnie w miejscu chorobowo zmienionym bylby
przetomem w leczeniu onkologicznym.

Enkapsulacja trudno rozpuszczalnych w wodzie substancji aktywnych powszechnie

stosowanych w terapiach ginekologicznych, jakimi sa hormony, prowadzila do wytworzenia
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cieczy o zwickszonej lepkosci. Proba otrzymania dynamicznych hydrozeli pokazata,
ze najprawdopodobniej dochodzi do dominujacego udziatu oddzialywan hydrofobowych,
cow efekcie zaburzalo mozliwo$¢ samonaprawy sieci polimerowej. Co wigcej,
przeprowadzone badania wykazaty, ze obecno$¢ w mieszaninie drugiego leku, w tym
przypadku klotrimazolu, zwigkszata mozliwos¢ przenikni¢cia hormondéw przez membrang.

Odpowiednio dobrany stopien hydrofobizacji skutkowat mozliwos$cia tworzenia prostych
formulacji w wyniku enkapsulacji klotrimazolu o wlasciwosciach lepkich cieczy z granica
ptyniecia w warunkach fizjologicznych. Otrzymane konstrukty, dzigki swojej wysokiej
lepkos$ci majg potencjat do dtuzszego utrzymania si¢ w pochwie, a co za tym idzie wydtuzonego
czasu oddzialywania substancji aktywnej z miejscem chorobowo zmienionym, co znaczaco
poprawitoby jako$¢ zycia pacjentek w trakcie terapii ginekologicznych. Badania
mikrobiologiczne wykazaly efektywne dziatanie formulacji na najczesciej wystgpujace szczepy
grzybow prowadzacych do grzybicy pochwy. Zaskakujaco, dziatanie pochodnej bifenylowe;j
utrzymato si¢ nawet do 7 dni.

Hydrofobizacja liniowych jednostek konstytucyjnych HbPGL prowadzita do uzyskania
uktadow termowrazliwych. Pokazano, ze pochodna uretanowa ze wzgledu na bardziej
hydrofobowy charakter niz pochodna estrowa o podobnym stopniu modyfikacji wykazuje
nizsze temperatury separacji faz.

Symulacje komputerowe pozwolity wyjasni¢ wpltyw oddziatywan wewnatrz-
1 migdzyczasteczkowych na termowrazliwe zachowanie badanych uktadéow. Badania
te potwierdzily bardziej hydrofilowa nature pochodnej estrowej wzgledem pochodnej
ureatnowej. Wykazaly rowniez, ze wzrost temperatury powoduje zmiany w konformacji
polimeru, prowadzace do wzmocnienia wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, przy
jednoczesnym zrywaniu wigzan wodorowych pomigdzy polimerem a woda. W przypadku
pochodnej uretanowej prowadzito to do ekspozycji grup fenylowych na zewnatrz
makroczasteczki. W rezultacie w przypadku tej pochodnej obserwowano agregacje domen
hydrofobowych.

Wyniki przeprowadzonych badan prowadza do ponizszych wnioskow.

1. Opracowano bibliotek¢ hydrofobizowanych hiperrozgatezionych poliglicydoli

zawierajacych ugrupowania fenylouretanowe, benzoilowe i bifenylouretanowe.

2. Udowodniono, ze otrzymane amfifilowe polimery efektywnie enkapsulujg substancje

bioaktywne.
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10.

Przygotowano dynamiczne sieci hydrozelowe oparte na wigzaniach estrowych miedzy
grupami 1,2-diolowymi w hiperrozgat¢zionym poliglicydolu oraz kopolimerze
akrylamidowym z kwasem borowym.

Wykazano, ze zwigkszona hydrofobizacja HbPGL poprawia enkapsulacje leku,
ale ogranicza samonaprawg sieci hydrozelowe;.

Oddziatywania hydrofobowe pomiedzy pier§cieniami aromatycznymi wspieraja
tworzenie stabilnej sieci hydrozelowe;.

Zaenkapsulowanie 5-fluorouracylu w hydrozelu opartym na HbPGL sprzyja
selektywnemu dziataniu przeciwko komorkom nowotworowym raka szyjki macicy.
Wprowadzenie hormonéw do struktury HbPGL w badanym stosunku molowym
wptynelo niekorzystnie na mozliwo§¢ samonaprawy sieci hydrozelu, natomiast
doprowadzilo do wytworzenia cieczy o zwigkszonej lepkosci. Co wigcej, dodatek
klotrimazolu do wodnych roztworéw hormonow zwigkszych ich przenikalnos$¢ przez
membrang.

Zastosowanie polimerow modyfikowanych odczynnikiem o wigkszej powierzchni
pierscieni pozwolito na uzyskanie klotrimazolowych formulacji o lepkosci sprzyjajace;j
wydhuzonemu oddziatywaniu z miejscem zmienionym chorobowo oraz o wydluzonym
czasie dziatania przeciwgrzybicznego.

Pochodne uretanowe HbPGL wykazuja nizsze temperatury separacji faz ze wzgledu
na wieksza hydrofobowos¢ uktadu.

Symulacje komputerowe potwierdzily, ze wzrost temperatury prowadzi do zmiany

konformacji polimeru, wspierajgc agregacje¢ domen hydrofobowych.
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ABSTRACT: Injectable, self-healing hydrogels with enhanced ;." - % Pt M gy
solubilization of hydrophobic drugs are urgently needed for |mey: < =4
antimicrobial intravaginal therapies. Here, we report the first 15" '1 ‘_, ""
hydrogel systems constructed of dynamic boronic esters cross- | "5“‘; — nmgm,,_mm'-f ‘?..
linking unimolecular micelles, which are a reservoir of antifungal & | % et soatt peemmioe ] o '- |
hydrophobic drug molecules. The selective hydrophobization of . 4 . e ekl \ 4
hyperbranched polyglycidol with phenyl units in the core via ester aﬂ‘ v ':"
or urethane bonds enabled the solubilization of clotrimazole, a .“o.,‘ % 0" 4
water-insoluble drug of broad antifungal properties. The W! B el A e -
encapsulation efficiency of clotrimazole increases with the degree ! p A~ 2 . il Q= v/ A "
of the HbPGL core modification; however, the encapsulation is b.39‘. w= e "N
more favorable in the case of urethane derivatives. In addition, the |mn"%" doummce P ‘!

rate of clotrimazole release was lower from HbPGL hydrophobized

via urethane bonds than with ester linkages. In this work, we also revealed that the hydrophobization degree of HbPGL significantly
influences the rheological properties of its hydrogels with poly(acrylamide-ran-2-acrylamidephenylboronic acid). The elastic strength
of networks (Gy) and the thermal stability of hydrogels increased along with the degree of HbPGL core hydrophobization. The
degradation of the hydrogel constructed of the neat HbPGL was observed at approx. 40 °C, whereas the hydrogels constructed on
HbPGL, where the monohydroxyl units were modified above 30 mol %, were stable above 50 °C. Moreover, the flow and self-
healing ability of hydrogels were gradually decreased due to the reduced dynamics of macromolecules in the network as an effect of
increased hydrophobicity. The changes in the rheological properties of hydrogels resulted from the engagement of phenyl units into
the intermolecular hydrophobic interactions, which besides boronic esters constituted additional cross-links. This study
demonstrates that the HbPGL core hydrophobized with phenyl units at 30 mol % degrees via urethane linkages is optimal in
respect of the drug encapsulation efficiency and rheological properties including both self-healable and injectable behavior. This
work is important because of a proper selection of a building component for the construction of a therapeutic hydrogel platform
dedicated to the intravaginal delivery of hydrophobic drugs.

H INTRODUCTION In the last decade, hydrogels, i.e., soft and porous cross-
linked materials, became promising candidates for drug carriers
dedicated to intravaginal therapies as an alternative to
suppositories. In the design of the hydrogels for gynecological
applications, apart from the biocompatibility, hydrophilicity,
the rheological properties facilitating its administration, and
retention of the drug carrier, the possibility of the network

Vulvovaginal candidiasis is one of the most frequent
gynecological infections. Currently, the standard treatment
of gynecological infections is the intravaginal administration of
suppositories, which is very often an inefficient process, since
the content of the suppository is commonly released

uncontrolled and the amount of absorbed drug is limited. degradation after the fulfillment of its function should be taken
The lack of control over the drug delivery process may into account. Therefore, dynamic hydrogels, i.e., networks
ultimately cause the disease recurrence in even more serious constructed of reversible cross-links, are the most suitable

forms, e.g, due to drug resistance development, which

consequently leads to chronic inflammation, miscarriage, and Received: June 1, 2022
infertility. The current challenge in intravaginal therapies lies in Revised:  August 29, 2022
the improvement of the drug formulations, which should Published: September 8, 2022

extend the retention time of the carrier with the afflicted area

in the vagina, assuring controlled delivery of drug molecules
and increasing the drug bioavailability.

© 2022 The Authors. Published b
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systems for the construction of drug carriers. The reversible
character of cross-links can assure not only the (self)-healing
ability, injectability, and controlled diffusivity but also the
gradual decomposition, which are of great importance in view
of the intravaginal applications.”"*

The significant challenge in the design of hydrogel-based
drug carriers in intravaginal therapies is, however, the
discrepancy between the hydrogel hydrophilicity and hydro-
phobic character of numerous medicines routinely applied in
gynecology. It is mainly overcome by the utilization of
micelles, which core solubilizes hydrophobic drugs, whereas
the hydrophilic shell keeps the molecules soluble in the
aqueous medium.’~® In addition, this strategy can also reduce
drug side effects and protect drug molecules against possible
degradation.” The main disadvantage of using standard
micelles in view of the network construction, however, is
their instability at a concentration below cmc of the
amphiphilic copolymers or under the shear force,'"’ which
leads to the degradation of micelles. Unimolecular micelles, i.e.,
dendrimer-type,'' ~'® star-shaped,"* or hyperbranched'>'°
amphiphilic macromolecules, in which all chains are covalently
bound, overcome the limitations of standard micelles. Among
hyperbranched polymers, hyperbranched polyglycidol,
HbPGL, thanks to its biocompatibility,”>~>' low viscosity,”
high hydrophilicity,'”” and numerous functional groups,™
according to us, deserves a particular interest in view of the
formation of hydrogel-based carriers for gynecology applica-
tions. Diol groups present in the terminal units (approx. 30
mol % of all constitutional units) in the macromolecule corona
can form reversible cross-links with boronic acid moieties,
generating both self-healable and injectable dynamic hydrogel
systems.”'®** A tree-like structure of HbPGL delivers
nanosized pockets for low-molecular drug molecules.'®*>**
The efficient encapsulation of water-insoluble drug solubiliza-
tion in HbPGL, however, requires the prior hydrophobization
of monohydroxyl linear units (approx. 40 mol % of all
constitutional units)* located in the HbPGL core.”*™* This
synthetic strategy leads to the formation of unimolecular
micelles, with the inner part being a reservoir for hydrophobic
molecules, and a diol-rich shell that provides the solubility of
the whole construct in water. The content of hydrophobic
units incorporated into the HbPGL core, however, has to be
carefully adjusted to assure the solubility of macromolecules in
water. Until now, the hydrophobization of the HbPGL core
was only performed with biphenyl derivatives achieving the
encapsulation of nimodipine and pyrene.””>* The solubility of
biphenyl-enriched HbPGL derivatives in water was, however,
significantly limited. Macromolecules, which over 45 mol % of
all monohydroxyl units, i.e., above 18 mol % of all repeating
units in the macromolecule, were modified and were insoluble
in water.”® To overcome this limitation and assure a uniform
hydrophobic environment in the HbPGL core for effective
drug encapsulation, we decided to modify the HbPGL core
with a smaller aromatic system, incorporating phenyl moieties.
Since most of the antimicrobial drugs applied in gynecological
therapies are water-insoluble and contain an aromatic ring in
the structure, we expected HbPGL with a phenyl-enriched core
to be effective in encapsulating drugs according to the principle
“like dissolves like”. In this study, we used clotrimazole, 1-((2-
chlorophenyl)diphenylmethyl)-1H-imidazole, a highly hydro-
phobic drug that exhibits a broad spectrum of antifungal
activity, to show the potential of the HbPGL with the phenyl-
rich core for the encapsulation of water-insoluble drugs.
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The unimolecular micelles based on the internally hydro-
phobized hyperbranched polyglycidol, however, have never
been applied to the formation of dynamic hydrogels based on
boronic ester cross-links. Thus, the influence of the hydro-
phobization of the HbPGL core on the rheological properties
of such hydrogels is unknown. In the case of hydrogels built
from linear water-soluble macromolecules with partially
hydrophobized repeating units, the enhanced toughness in
comparison to the hydrogels constructed of the unmodified
polymer has been reported.’”*" The association of hydro-
phobic moieties in the form of micelles, apart from the
intentionally applied cross-linking mechanism, played the role
of additional temporary junction zones and thus influenced the
network properties.”” Hydrogels prepared by the micellar
cross-linking copolymerization of acrylamide and N,N’-
methylenebisacrylamide cross-linker in the presence of hydro-
phobic comonomers such as N-butyl, N-hexyl, N-octyl, and
N,N-dihydroxyacrylamide showed fine-tuned toughness by
adjusting the fraction of hydrophobic units and the length of
hydrophobic chains.”’ Moreover, the hydrogel of high
mechanical stability constructed entirely on hydroghobic
associations was demonstrated by Mihajlovic et al.”> The
multiblock copolymer of hydrophilic poly(ethylene glycol) and
hydrophobic dimer fatty acid (DFA) was arranged into the
three-dimensional (3D) network thanks to the self-assembling
of DFA units in water, which played the role of micellar-like
cross-links.

In this study, we focus on the influence of the degree of
hydrophobization of the HbPGL core with phenyl groups
incorporated via ester or urethane linkages on the rheological
properties of hydrogels constructed with poly(acrylamide-ran-
2-acrylamidephenylboronic acid), such as injectability, flow
behavior, and self-healing properties. The optimization of a
degree of HbPGL core hydrophobization is necessary to attain
the hydrogel platform, displaying the ability to encapsulate
clotrimazole and suitable rheological characteristics important
for gynecological applications. To the best of our knowledge, it
is the first report on the formation of hydrogels composed of
the internally hydrophobized HbPGL dedicated as drug
carriers for antimicrobial gynecological therapies. Our
proposed hydrogel systems can overcome the limitations of
currently accessible commercial drug formulations in gyneco-
logical therapies.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. Glycidol and 1,1,1-tris(hydroxymethyl)propane were
purchased from Sigma-Aldrich. 2,2-Dimethoxypropane, benzoyl
chloride, and phenyl isocyanate were purchased from Alfa Aesar.
Anhydrous pyridine was purchased from Acros Organics. PTSA
(Sigma-Aldrich) was dried with benzene. Glycidol was dried with 4 A
molecular sieves and distilled under reduced pressure. Comonomer 2-
acrylamidephenylboronic acid pinacol ester, 2-AAPBAE, was synthe-
sized according to the procedure reported in ref 33. The a,a'-
azobis(isobutyronitrile), AIBN (Fluka), was recrystallized from
methanol. Clotrimazole (Sigma-Aldrich) was used as received.
Dialysis tubes (SnakeSkin TM 3.5 K MWCO) were purchased from
Thermo Fisher Scientific. Surfactant-free cellulose acetate (SFCA, 0.8
um) filters were purchased from Sartorius. Deionized water was
prepared in SolPure XIO P (Elkar, Poland), where conductivity was
equal to 0.055 uS. Na,HPO, and KH,PO, were purchased from
Chempur. Tween80 was purchased from Karl Roth. Acetonitrile for
HPLC-super gradient was purchased from POCH.

Synthesis of Hyperbranched Polyglycidol (HbPGL). The
synthesis of hyperbranched polyglycidol was carried out in a
thermostated glass reactor equipped with a steel mechanical stirrer
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Scheme 1. Synthetic Route Leading to the Internal Hydrophobization of HbPGL with Phenyl Units Incorporated via Ester or
Urethane Bonds”
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“L,; and L, denote the linear constitutional units of HbPGL, whereas D and T units correspond to dendritic and terminal units, respectively.

under an argon atmosphere. Ten percent of hydroxyl groups of 1,1,1- mol). Twenty-five milliliters of glycidol was dropped into the reactor
tris(hydroxymethyl)propane (94 mg; 7 X 107* mol) were converted at a rate of 2 mL/h, and the polymerization was conducted for 24 h at
into alcoholates in tetrahydrofuran (THF) using NaH (2.1 x 107 95 °C. The product was dissolved in methanol, twice precipitated into
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Table 1. Characteristics of Internally Hydrophobized HbPGL Macromolecules Synthesized in the Reaction with Benzoyl

Chloride
molar fraction of
molar fraction of hydrophobized constitutional —hydrophobized constitutional number of hydrophobic moieties  solubility in T, (°C)
polymer units bearing monohydroxyl groups units per one macromolecule water at RT (i)SC)
HbPGL BE4 4.1 1.6 2 soluble —24.7
HbPGL BE1S 14.8 5.9 6 soluble —26.4
HbPGL BE20 20.4 8.2 8 soluble —22.3
HbPGL_BE27 27.5 11.0 12 soluble —16.8
HbPGL_BE37 37.2 14.9 16 soluble —18.7
HbPGL_BE49 494 19.8 21 soluble —10.2
HbPGL_BES8 57.6 23.0 24 soluble -3.6
HbPGL BE74 74.1 29.6 31 limited 1.7
solubility
HbPGL_BES81 81.1 324 34 limited 0.4
solubility

Table 2. Characteristics of Internally Hydrophobized HbPGL Macromolecules Synthesized in the Reaction with Phenyl

Isocyanate
molar fraction of

molar fraction of hydrophobized constitutional ~hydrophobized constitutional number of hydrophobic moieties  solubility in T, (°C)

polymer units bearing monohydroxyl groups units per one macromolecule water at RT (%SC)
HbPGL_PC4 3.9 1.6 2 soluble —20.2
HbPGL PC16 16.3 6.5 7 soluble —16.6
HbPGL_PC31 31.3 12.5 13 soluble —8.2
HbPGL_PCSS 55.0 22.0 24 limited 8.6

solubility
HbPGL_PC82 822 329 34 insoluble 25.0

acetone, and dried. Then, the polymer was dissolved in deionized
water and dialyzed using dialysis tubes.

Degree of branching (DB) of synthesized neat HbPGL was 0.56.
The molar fraction of dendritic (D) and linear constitutional units L,3
and L,, bearing monohydroxyl groups was 0.27 and 0.40, respectively,
whereas the molar fraction of terminal units (T) containing diol
moieties was 0.33. D, L3, L,,, and T units are denoted in Scheme 1.
The weight average molecular weight and the molecular weight
distribution were M,, = 7800 and D = 1.70, respectively.

Synthesis of Hyperbranched Polyglycidol Acetal (AC-
HbPGL). The mixture of HbPGL (24 g, 0.127 mol of diol units),
2,2-dimethoxypropane (156 mL, 1.27 mol), and PTSA (0.322 g, 1.86
mmol) was ultrasonicated for 3 h at 40 °C. Then, the crude product
was diluted with chloroform and extracted three times with saturated
Na,COj solution to remove PTSA. The organic phase was dried over
MgSO, and dialyzed in chloroform for 24 h. The product was dried
under a vacuum and analyzed with 'H and *C NMR spectroscopies
in DMSO-dg to confirm that all diol groups are protected.

'"H NMR (500 MHz, MeOD-d,) & (ppm): 4.28 (CH—T-Acet);
4.08 (CH,—T-Acet); 3.89 (CH,—T-Acet); 3.85-3.40 (HbPGL
backbone); 1.41 (CH;—T-Acet); 1.36 (CH;—T-Acet); 0.93 (CH;-
initiator).

3C NMR (500 MHz, MeOD-d,) § (ppm): 109.10—109.02 (C—T-
Acet); 80.09 (CH-L,;); 78.87—78.52 (CH-D); 74.95—74.75 (CH—
T-Acet); 72.66 (CH,—2 L,,); 72.13 (CH,—T-Acet); 71.12 (CH,—
2D); 69.51 (CH,—L,3); 69.24 (CH-L,,); 66.31 (CH,—T-Acet);
61.43 (CH,—L,3); 25.94—24.50 (CH,—T-Acet).

Hydrophobization of AC-HbPGL Core with Benzoate
Groups (Ester Derivative). AC-HbPGL was dried with benzene
by azeotropic distillation under argon before the modification. Then,
the polymer was dissolved in pyridine in the argon atmosphere and
the resulting solution was chilled to 0 °C. Benzoyl chloride was slowly
added. After dropping the entire amount of benzoyl chloride, the
solution was allowed to reach room temperature and left to stir for 24
h. The solvent was evaporated, and the product was dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO) and dialyzed for 24 h with at least three
solvent exchanges. Then, DMSO was removed by evaporation under
reduced pressure. The degree of modification was calculated based on
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the relation between the integration of acetal protons (in the range of
the chemical shift between 1.15 and 1.35 ppm) and the integration of
aromatic protons of benzoyl groups in the range from 7.30 to 8.10
ppm in 'H NMR spectra. Using different amounts of benzoyl chloride
to hydrophobize the HbPGL core, the polymers of different degrees
of modification were obtained. After the determination of the
hydrophobization degree, the diol groups were deprotected by adding
the aqueous solution of 0.1 M HCI to the polymer solution in DMSO
and stirred overnight. Finally, the mixture was dialyzed against
deionized water and analyzed with 'H, '3C INVGATE, DEPT, and 'H
DOSY NMR spectroscopy. The characteristics of HbPGL hydro-
phobized via ester linkages are given in Table 1.

The description of 'H and "*C NMR spectra of a final product, i.e.,
after diol group deprotection.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) 6 (ppm): 7.95—7.50 (aromatic
protons); 5.25 (CH, Ly, hydrophobized); 4.90—4.35 (OH groups);
4.23 (CH,, L,, hydrophobized); 4.00—3.00 (HbPGL backbone).

13C NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 166.11, 165.77 (C=0,
ester), 133.81 (4-C, Ar), 130.21-129.19 (1-C, 2-C, 3-C, 5-C, 6-C),
80.26 (CH-L,5-hydrophobized), 78.61-78.31 (CH-D), 73.29
(CH,-2 L), 72.10-71.23 (CH,—T, D), 70.94 (CH-T), 69.97
(CH,—L,;-hydrophobized), 69.31 (CH,-L,;), 69.02 (CH-L,,-
hydrophobized), 63.53 (CH,—T), 61.43 (CH,—L,;).

Hydrophobization of AC-HbPGL Core with Phenyl Carba-
mate Groups (Urethane Derivative). AC-HbPGL was dried with
benzene by its distillation under argon prior to the modification.
Then, the polymer was dissolved in pyridine in the argon atmosphere
and the resulting solution was stirred and heated to 50 °C. The
phenyl isocyanate was slowly added to the solution, and the reaction
was conducted for 24 h. Then, the mixture was dialyzed against
DMSO. DMSO was removed by evaporation under reduced pressure.
The degree of modification was estimated using 'H NMR
spectroscopy based on the comparison of the relation of the
integration of acetal protons (in the range of the chemical shift
between 1.15 and 1.35 ppm) and aromatic protons in the range from
6.75 to 7.60 ppm. Using different amounts of phenyl isocyanate to
modification of the HbPGL core, the polymers of different degrees of
hydrophobization were obtained. After the determination of the
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hydrophobization degree, the diol groups were deprotected by adding
an aqueous solution of 0.1 M HCl to the polymer solution in DMSO
and stirring overnight. Finally, the mixture was dialyzed against
deionized water and analyzed with 'H, *C INVGATE, DEPT, and 'H
DOSY NMR. The characteristics of hydrophobized HbPGL via
urethane linkages are given in Table 2.

The description of 'H and "*C NMR spectra of a final product, i.e.,
after diol group deprotection.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 9.71 (NH); 7.45—6.97
(aromatic protons); 4.75 (CH, L,,-hydrophobized); 4.80—4.35 (OH
groups); 4.20 (CH,, L, hydrophobized); 3.80—3.20 (HbPGL
backbone).

BC NMR (500 MHz, MeOD-d,): 154.72, 154.34 (C=O0,
urethane), 140.36 (1-C, Ar), 130.01 (3-C, 5-C, Ar), 123.68 (4-C),
119.48 (2-C, 6-C, Ar), 81.18 (CH—-L,-hydrophobized), 79.41—
79.13 (CH-D), 74.12 (CH,—2 L,,), 72.91-72.10 (CH,-T, 2D),
71.75 (CH-T), 70,98 (CH,—L,;), 70,62 (CH,—L,;hydrophob-
ized), 70.13 (CH-L,,-hydrophobized), 69.84 (CH-L,,), 64.34
(CH,—T), 62.15 (CH,—L, 3).

Synthesis of Poly(AM-ran-2-AAPBA) and Poly(acrylamide-
ran-2-acrylamidephenylboronic Acid) with 9.0 mol % of 2-
AAPBA. An acrylamide copolymer with a 9.0 mol % 2-AAPBA
content has been synthesized using a conventional radical
copolymerization of acrylamide (2 g 28.10 mmol) and 2-
acrylamidephenylboronic acid pinacol ester (0.613 g; 2.24 mmol)
initiated with AIBN. The initial molar ratio of comonomers to AIBN
was 220:1. Polymerization was carried out in 15 mL of
dimethylformamide (DMF)/dioxane mixture (5:1 v/v) at 70 °C for
16 h. The polymerization mixture was diluted in water, and the
copolymer was precipitated into acetone and dried. Next, the
copolymer was dissolved in an alkaline solution of NaOH (1 wt %)
and dialyzed against deionized water using a 1000 MW cutoff dialysis
membrane, at first against the alkaline aqueous solution and then
against water, which was changed several times to reach the neutral
pH. Dialysis was necessary to hydrolyze pinacol boronic ester units
and remove the released pinacol. '"H NMR spectrum revealing the
molar composition of the synthesized copolymer is presented in the
Supporting Information (SI) in Figure S1. M, = 43,000 (P = 1.80)
was determined based on the GPC spectrum (Figure S2).

Solubilization of Clotrimazole within Unimolecular Micelles
Based on the Internally Hydrophobized Polyglycidol. A stock
solution of clotrimazole (9 mg/mL) in methanol was prepared. A
total of 75 mg of each internal hydrophobized polyglycidol was
dissolved in 1 mL of methanol. Three milliliters of clotrimazole
solution was added to the copolymer solution. The mixture was
stirred for 6 h. Subsequently, methanol was allowed to evaporate at 37
°C overnight. The dry polymer—drug content was suspended in 10
mL of deionized water. The suspension was filtered using a 0.8 ym
SECA filter and lyophilized. The amount of drug loaded in the
HbPGL-based micelles was determined with '"H NMR spectroscopy.

Drug Release Experiment. A sample of a hydrophobized
polymer (HbPGL_BE37 or HbPGL PC31) containing 1.3 mg of
clotrimazole was dissolved in 9 mL of phosphate-buffered saline
(PBS) pH = 5.6 and transferred into a regenerated cellulose dialysis
membrane (MWCO = 3500) with a magnetic stirrer inside. The
dialysis bag was then immersed in 250 mL of PBS pH = 5.6 with 1%
of Tween80 (v/v). At given time points, 20 mL of the solution was
collected and replaced with 20 mL of fresh PBS/Tween80 solution.
Subsequently, 3 X 50 mL of dichloromethane was added to each of
the collected samples to extract clotrimazole from the aqueous phase.
The organic phases were dried over MgSO,, for 30 min while stirring
and then liberated from dichloromethane by evaporation under
reduced pressure. The dry product was dissolved in 4 mL of
acetonitrile and filtered using a 0.2 pm poly(tetrafluoroethylene)
(PTFE) filter.

The quantification of the released clotrimazole was determined by
an ACQUITY UPLC I-Class chromatography system equipped with a
binary solvent pump and a photodiode array detector (Waters Corp.,
Milford, MA). The separation of an analyte was achieved using an
ACQUITY UPLC BEH CI18 column (100 X 2.1 mm, 1.7 um)
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maintained at a 45 °C temperature. The mobile phase was prepared
by mixing 0.1% formic acid (A) and 0.1% formic acid in acetonitrile
(B). The elution gradient was 32% B (0—1.0 min), 32—95% B (1.0—
3.0 min), 95—95% B (3.0—3.5 min), 95—32% B (3.5—3.52 min), and
32—32% B (3.52—7.0 min). The flow rate was 0.45 mL/min, and the
injection volume was 4 yL. The optimal absorption wavelength for
clotrimazole was determined and set at 195 nm. The initial stock
calibration solution of standards was created with a concentration of 1
mg/mL in acetonitrile.

The stock solution was serially diluted with acetonitrile to obtain
working solutions at several concentration levels. The calibration
curves were prepared at seven different concentrations of clotrimazole
solutions and were linear over a concentration range from 0.78 to 50
ug/mL with a correlation coefficient of >0.999. The system was
controlled using MassLynx software (Version 4.1), and data
processing (peak area integration, construction of the calibration
curve) was performed by a TargetLynx program.

Cell Culture. Dermal microvascular endothelium cells (HMEC-1)
were grown in an MCDBI131 medium supplemented with hydro-
cortisone, L-glutamine, and epidermal growth factor (VEGF). Human
cervical cancer endothelial (HeLa) cells were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM). Ten percent fetal bovine serum
(FBS) and streptomycin (100 mg/mL) were added to all cell culture
media. The cells were grown in T-75 culture flasks at 310 K in an
atmosphere containing 5% CO,. The cells were subcultured every 2 or
3 days. Cells were harvested and used in experiments after obtaining
an 80—90% confluence.

The number of viable cells was determined by the trypan blue
exclusion assay with the use of a Countess Automated Cell Counter
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Cells were seeded in 96-well plates at 1.5
x 10* cells/well in 100 L of an appropriate medium. After seeding,
the plates were incubated for 24 h in a humidified atmosphere
containing 5.0% CO, at 310 K to allow cells to attach to the plates.

Determination of Cytotoxicity. The cytotoxicity study was
carried out for neat HbPGL, and its hydrophobized derivatives were
obtained by the phenyl moiety incorporation via ester (HbPGL_BE4,
HbPGL_BE1S, HbPGL BE20, HbPGL BE37) or urethane bonds
(HbPGL_PC4, HbPGL_PC1S, HbPGL_PC31) on the cell viability
determined by the usage of the 3-(4,S-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay.

Briefly, to the 96-well plates containing cells at a density of 1.5 X
10* cells/well in medium, different concentrations (0.1, 1, 10, 50, 100
M) of all compounds were added. Cells were incubated with the
polymers for 24 and 48 h in a 310 K humidified atmosphere
containing 5% CO,. After the incubation period, cells were washed
with 50 uL of phosphate-buffered saline (PBS). Next, SO uL of a 0.5
mg/mL solution of MTT in PBS was added to each well and cells
were further incubated under normal culture conditions for 3 h. After
incubation, the residue MTT solution was removed and the obtained
formazan precipitate was dissolved in DMSO (100 uL/well). The
conversion of the tetrazolium salt (MTT) to a colored formazan by
mitochondrial and cytosolic dehydrogenases is a marker of cell
viability. Before the absorbance measurement plates were shaken for 1
min and the absorbance at 570 nm was measured on the PowerWave
HT Microplate Spectrophotometer (BioTek).

Statistical Analysis. For statistical significance testing, one-way
analysis of variance (ANOVA) for concentration series and post hoc
Tukey’s test for pairwise difference testing were used. In all tests, p-
values <0.05 were considered to be statistically significant. Data are
presented as arithmetic mean + standard deviation (SD). The
cytotoxicity values were related to the untreated control (*p < 0.0S,
*kp < 0.01, ***Fp < 0.00S, ****p < 0.0001) as well as between
unmodified hyperbranched poly§lycidol and modified ones at the
same compound concentration ("p < 0.0S, ##p < 0.01, ###p < 0.00S,
##y < 0.0001).

Hydrogel Formation. Hydrogels were prepared by mixing 0.25
mL of an aqueous solution containing 0.05 g of poly(AM-ran-2-
AAPBA) with 0.1S mL of an aqueous solution containing 0.055 g of
each HbPGL-based sample.
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Figure 1. Exemplary 'H NMR spectrum of the internally hydrophobized HbPGL with phenyl moieties incorporated via ester bonds

(HbPGL_BE26) recorded in DMSO-dq.

NMR Spectroscopy. 'H and *C INVGATED NMR spectra were
recorded using a Bruker Avance NEO AV 400 MHz. 'H DOSY
measurements were carried out at 295 K on a Bruker Avance III 500
spectrometer equipped with a S mm BBI probe head with a z-gradient
coil and a GAB/2 gradient unit capable of producing BO gradients
with a maximum strength of 50 G/cm. The BCU-05 cooling unit,
managed by the BVT3300 variable temperature unit, was used for
temperature control and stabilization. The spectrometer was
controlled with a PC computer running under Windows 7 (64 bit)
OS with the TopSpin 3.1 program.

For measurements, each sample was stabilized at 295 K for at least
10 min before data accumulation, and the 'H 7/2 pulse length was
checked and adjusted carefully for each sample. The standard Bruker
pulse program dstebpgp3s was selected for measurements using
double stimulated echo for convection compensation and LED
(Longitudinal Eddy Current Delay) using bipolar gradient pulses for
diffusion and three spoil gradients. The shape of all gradient pulses
was sinusoidal, the gradient spoil pulse was 0.6 ms, the delay for
gradient recovery was set at 0.2 ms, and the LED was set at 5 ms and
held constant in all experiments. The gradient pulse (small delta; 6/
p30) was kept constant throughout the whole series of temperature
measurements, and the diffusion time (big delta; A/D20) was
changed to achieve the desired signal attenuation at the maximum
gradient strength. The DOSY experiments were run in pseudo-2D
mode with gradients varied exponentially from 5% up to 95%,
typically in 16 steps, with 16 scans per step. Spectra were processed by
TopSpin 3.1 software supplied by the spectrometer manufacturer.
The 1 Hz line broadening Lorentzian function was applied, and each
row was phased and baseline-corrected before executing the Fourier
transformation in the F2 dimension. Diffusion coefficient values, for
resolved 'H signals, were extracted from the T1/T2 analysis module
of the TopSpin 3.1 program.

NMR spectra of polymer solutions were recorded at deuterated
solvents (DMSO-d;, MeOD-d, ).

Gel Permeation Chromatography (GPC). The average
molecular weight of HbPGL was determined with gel permeation
chromatography (GPC) using a Shimadzu Pump LC-20AD and a
Shimadzu SIL-20A HT Autosampler. A refractometer RI-Optilab-T-
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rex-Wyatt and a laser photometer DAWN 8+ (Wyatt Technology)
were used as detectors. N,N'-Dimethylformamide was used as an
eluent at a flow rate of 0.8 mL/min at 25 °C. M,, = 7800, M,,/M,
=1.70.

Differential Scanning Calorimetry (DSC). DSC analysis of
polymers was performed on a 2920 modulated DSC (TA Instru-
ments) at a heating and cooling rate of 10 °C/min. Samples were
annealed at 100 °C before the cooling/heating loop was applied.

Rheology. Gel formation was confirmed with oscillation frequency
sweep tests carried out in the linear viscoelastic regime using a parallel
plate—plate geometry of 8 mm diameter with a 0.3 mm gap on a
Thermoscientific HAAKE MARS 40 rheometer. A strain sweep
measurements for the hydrogel samples were performed at a
frequency of 1 Hz in the range of strain from 0.02 to 2000%.
Frequency sweep tests were carried out at 10, 25, and 40 °C in the
linear viscoelastic regime. Temperature sweep tests in the range from
10 to 50 °C were performed at a frequency of 1 Hz and 1% of strain
using the continuous heating program with a heating rate of 5 °C/
min.

B RESULTS AND DISCUSSION

Hydrophobization of Hyperbranched Polyglycidol.
For the study focused on the influence of hydrophobization of
the hyperbranched polyglycidol core on the properties of
synthesized macromolecules and their hydrogels, we applied a
polymer where the molecular weight determined based on
GPC was 7800 (DP, = 105). HbPGL polymers of such
molecular weight are routinely obtained via anionic polymer-
ization of glycidol conducted in bulk.”> The total molar
fraction of linear units (L;; and L,,) in the interior of HbPGL
(Scheme 1) bearing monohydroxyl moieties, which can be
hydrophobized, was 0.40. The process of HbPGL core
hydrophobization required the protection of 1,2-diol moieties
of terminal units (33 mol % of all repeating units) to avoid the
modification of the macromolecular corona. It was achieved by
the protection of diol groups in the form of acetals in the
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reaction with solketal catalyzed with PTSA. We synthesized a
set of HbPGLs differing in a number of phenyl moieties
incorporated via ester or urethane bonds in the macro-
molecular core, applying benzoyl chloride or phenyl isocyanate
(Scheme 1), respectively. The characteristics of hydrophobized
HbPGLs with carboxyphenyl and phenyl carbamate groups,
respectively, are given in Tables 1 and 2, respectively.

The covalent immobilization of phenyl units within the
HbPGL core was confirmed based on 'H, *C INVGATED
NMR, and 'H DOSY NMR spectroscopy in DMSO-dg
(Figures S3—S870). The degree of hydrophobization of
monohydroxylated repeating units was determined for
HbPGL acetals based on the comparison of the integration
of dimethylacetal groups of terminal units (in the range
between 1.15 and 1.35 ppm) with the integration of phenyl
protons at the chemical shift in the region from 7.30 to 8.10
ppm for ester (Figures S3—S11) and from 6.75 to 7.60 ppm in
the case of urethane derivatives (Figures $39—546). In the case
of HbPGL hydrophobized via urethane bonds, the conversion
was also confirmed by signals at 9.65 ppm coming from NH
protons of urethane bonds in the "H NMR spectrum (Figures
$39—S46). Deprotection of diol groups in the terminal units
for both ester and urethane derivatives was confirmed based on
'H and "*C NMR spectra (Figures 1, S12—529, and $47—862).
In addition, the 'H DOSY NMR analysis of deprotected
HbPGL derivatives showed that the values of the diffusion
coeflicients of protons corresponding to the aromatic protons
(in the region 6.80—7.80 ppm for urethane derivatives and
7.20—8.10 ppm for ester derivative) and protons of HbPGL
backbone (3.20—4.00 ppm) were the same, which confirmed
that all phenyl moieties are covalently immobilized via ester/
urethane linkages with HbPGL and that all modified polymers
were free of unreacted compounds (Figures S30—S38 and
S63—S70). The detailed analysis of *C INVGATED NMR
spectra of hydrophobized HbPGLs revealed the reduction of
the integration of signals corresponding to carbon atoms of
linear units, i.e, L;; and L, in comparison to neat HbPGL,
along with the appearance of signals of carbonyl groups that
reacted with both primary and secondary alcohols in L3 and
L, units, respectively, in the case of functionalization with
benzoyl chloride and phenyl isocyanate.

The degree of HbPGL’s internal OH group hydrophobiza-
tion with phenyl units via ester or urethane bonds ranged from
4 to 82 mol %. Generally, the hydrophobized HbPGLs with
phenyl moieties incorporated via urethane linkages turned out
to be less soluble in water. For example, HbPGL PC66 was
completely insoluble in water, whereas HbPGL BE81 was
partially soluble.

DSC analysis of all hydrophobized HbPGLs with phenyl
carbamate and phenyl ester groups revealed significant changes
in the glass transition values, T, in comparison to the neat
polymer (T, = —29.9 °C). T, increased with the increase of the
hydrophobization degree of HbPGL; however, these changes
were more significant for urethane derivatives. For instance, T,
for HbPGL BE1S was equal to —26.4 °C, whereas for
HbPGL_PCI16, it was approximately 10 °C higher. A higher
degree of HbPGL hydrophobization with the phenyl
carbamate groups led to a further increase in the T, of
synthesized polymers, reaching positive Centidegrees values.
This behavior can be ascribed to the fact that urethane linkages
are prone to form hydrogen bonds, which is especially
favorable in low-temperature range’**> and thus leads to the
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restriction of segmental motions in wider temperature range
and thus stiffening of HbPGL_PC macromolecules.

Clotrimazole Encapsulation and In Vitro Release
Study. Clotrimazole, which has three unconjugated phenyl
rings and an imidazole moiety in the structure and is routinely
used in the treatment of candidiasis caused by Candida albicans
and other Candida species, was used to assess the ability of
HbPGL with varying contents of phenyl groups to solubilize
hydrophobic drugs. Its poor solubility in water (0.49 pg/mL)*
requires the development of polymer components that
enhance its solubility and thus increase its bioavailability and,
as a result, boost the therapy efficiency.

The process of clotrimazole solubilization was performed
according to the ultrasound-assisted solvent evaporation
method. The encapsulation efficiency (EE) was estimated
using '"H NMR spectroscopy.

To assess the effect of the hydrophobization of the HbPGL
core on the solubilization of clotrimazole into unimolecular
micelles based on HbPGL, we applied unmodified HbPGL as a
reference, in which no clotrimazole molecules could have been
encapsulated. HbPGLs with a low degree of hydrophobization
(4 and 1S mol % of modified monohydroxyl constitutional
units) via both ester and urethane linkages were virtually
unable to encapsulate the drug (Table 3). The encapsulation

Table 3. Results of Clotrimazole Solubilization, i.e., Drug
Loading and Encapsulation Efficiency, EE, within HbPGL,
Where the Core Was Internally Hydrophobized with Phenyl
Moieties Incorporated via Ester or Urethane Linkages,
Respectively

polymer drug loading (mg/g) EE (%)

HbPGL_BE4 2.10 0.3
HbPGL_BE15 2.95 0.5
HbPGL_BE27 104 2.6
HbPGL_BE37 210 55.0
HbPGL_ BE49 259 71.4
HbPGL_BESS8 473 88.8
HbPGL_BE74 nonfiltrated structures

HbPGL_BES81 nonfiltrated structures

HbPGL_PC4 0.48 0.1
HbPGL PC16 3.50 0.8
HbPGL_PC31 386 67.2
HbPGL_PCSS nonfiltrated structures

efficiency, EE, was below 1%. Upon suspending the polymer/
drug mixture in water, clotrimazole precipitated and was
removed in the filtration process. This behavior can result from
the fact that a low number of phenyl units randomly
distributed in the HbPGL core does not provide enough
hydrophobic environment to capture the highly hydrophobic
clotrimazole.

A substantial amount of encapsulated drugs have been
observed for HbPGLs, in which at least 30 mol % of
monohydroxyl units were hydrophobized. In the case of ester
derivatives upon the increase of the degree of hydro-
phobization in the range from 37 to 58 mol %, the drug
loading increased gradually from 210 to 473 mg per gram of
polymer, with the encapsulation efliciency between 55 and
90%. Among all of the synthesized urethane derivatives, only in
the case of HbPGL_PC31, the process of encapsulation was
effective (EE = 67.2%) with drug loading equal to 386 mg/g.
The hydrophobization of the HbPGL core in the range of 74—
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81 mol % in the case of ester derivatives and for urethane
derivatives at the degree of modification equal to 55 mol %
turned out to be excessive as the encapsulation process led to
the formation of aggregates, where filtration was impossible.
Based on the drug encapsulation experiments, we can conclude
that HbPGLs hydrophobized via urethane bonds displayed a
higher ability of clotrimazole solubilization as the drug loading
achieved for HbPGL_PC31 was higher in comparison to the
ester analog. This behavior can be explained by the possibly
formed hydrogen bonds between urethane bonds present in
the polymer and the imidazole of clotrimazole.

To evaluate the effect of a chemical bond by which a phenyl
moiety was immobilized within the HbPGL structure, we
investigated clotrimazole release from benzoate
(HbPGL_BE37) and phenyl carbamate (HbPGL_ PC31)
derivatives (Figure 2). These systems displayed a comparable
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Figure 2. Clotrimazole release profile from HbPGLs hydrophobized
with phenyl moieties immobilized via ester (HbPGL BE37) or
urethane (HbPGL_PC31) bonds.

degree of hydrophobization and significant drug loading.
Generally, both systems displayed gradual drug release;
however, a rapid initial burst release (approx. 15% after 0.5
h) was only observed in the case of the ester derivative.
Moreover, a slower release rate of clotrimazole was observed
for the urethane derivative. For instance, 50% of cumulative
drug release was observed after 28 h for the urethane HbPGL
derivative, while in the case of the ester derivative, this release
level was attained after 18 h. These data indicate a higher
affinity of clotrimazole toward the phenyl carbamate HbPGL
matrix.

Cytotoxicity Measurements. The cytotoxicity assay was
carried out for neat HbPGL and its phenyl-enriched derivatives
using the MTT test on non-neoplastic (dermal microvascular
endothelium cells, HMEC-1) and neoplastic (human cervical
cancer endothelial, HeLa) line cells. The viability of both
HMEC-1 and HelLa cells was evaluated after 24 and 48 h of
incubation at 37 °C (Figures S71 and 3, respectively). As
shown in Figure 3, even at the highest concentration of each
polymer used of 100 M, no significant decrease in HMEC-1
and HeLa cell viability was observed even after 48 h of
incubation. The lack of cytotoxicity of such high concen-
trations of polymer samples is important due to hydrogel
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formulations, which makes these polymers prospective from
the point of view of biomedical applications.

Influence of Temperature on the Rheological Proper-
ties of Hydrogels Constructed of Internally Hydro-
phobized Hyperbranched Polyglycidol and Acrylamide
Copolymer Equipped with 2-Acrylamidephenylboronic
Acid, Poly(AM-ran-2-AAPBA). The hydrogel constructed of
neat hyperbranched polyglycidol cross-linked with acrylamide
copolymer equipped with 2-acrylamidephenylboronic acid
moieties, poly(AM-ran-2-AAPBA), is a reversible network
thanks to the dynamic equilibrium between boronic acids,
diols, and formed boronic ester species. It is known that the
networks constructed of boronic ester cross-links are
thermoresponsive.”'>'® Tt results from the fact that the
formation of boronic esters is an exothermic process,'®*’
and thus the increase in temperature is not favorable for the
network tie-points that assure the network integrity. The
gradual heating of the neat HbPGL-based hydrogel from 10 to
50 °C was accompanied by a consecutive decrease of storage
modulus G’ and then dropped below G” at approximately 40
°C (Figure S72), which corresponds to the transition of the
hydrogel to the liquid state as a result of the equilibrium shift
to substrates, i.e., boronic acids and diols (Scheme 2).

The incorporation of aromatic groups in the HbPGL’s core
resulted in significant changes in the thermal behavior of
constructed hydrogels with poly(AM-ran-2-AAPBA) (Figure
4). The higher the degree of hydrophobization of HbPGL used
for the construction of hydrogel, the higher gel-liquid
transition temperature was observed (G’ < G”) (Figure 4).
Regardless of whether phenyl rings were incorporated via ester
or urethane linkages, the comparable thermal behavior of
hydrogels constructed of macromolecules at a certain hydro-
phobization degree was observed. For hydrogels composed of
HbPGL, where approx. 30 mol % of monohydroxyl groups
were hydrophobized via ester linkages (HbPGL_BE27), and
HbPGLs, where less than 30 mol % of monohydroxyl groups
were modified via urethane bonds, the crossover of storage and
loss moduli (G’ = G”) was observed above 50 °C. In the case
of hydrogels built of HbPGL with a higher degree of
hydrophobization, i.e., starting from HbPGL PC31 and
HbPGL_BE37, G’ was higher than G” in the whole
investigated temperature range from 10 to 50 °C. Moreover,
the difference between G’ and G” values at the low-
temperature range increased along with the increase of the
hydrophobization degree of applied HbPGL for the gel
construction. For example, at 15 °C, tan ¢ for the hydrogel
systems constructed of HbPGL hydrophobized at 15 mol %
was approximately 0.25, whereas for HbPGL_PCSS, tan 6 was
equal to 0.10. This behavior inputs about the higher
contribution of solid-like behavior in the case of hydrogels
made of hydrophobized HbPGL in comparison to the hydrogel
based on the neat HbPGL.

Viscoelastic Properties of Hydrogels Constructed of
Internally Hydrophobized Hyperbranched Polyglycidol
and Poly(AM-ran-2-AAPBA). All hydrogel systems com-
posed of both neat and hydrophobized HbPGLs are
viscoelastic networks, which were revealed based on the
frequency sweep experiments (Figures S and S73—S76). The
study was carried out at 10, 25, and 40 °C. In the higher
frequency range, i.e., shorter time scales, the storage modulus
exceeded the value of the loss modulus (G’ > G”). It results
from the fact that the lifetime of boronic ester cross-links was
longer in comparison to the applied strain. The decrease of
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Figure 3. Influence of the molar concentration of the neat hyperbranched polyglycidol and its hydrophobized derivatives on the cell viability of
HMEC-1 (a, b) and HeLa (c, d) after 48 h of incubation at 37 °C. Data are presented as a percentage of control (untreated cells) standard
deviation (SD). The cytotoxicity values compared to the untreated control (*p < 0.05, **p < 0.01, **¥p < 0.005, ***¥p < 0.0001) as well as
between unmodified hyperbranched polyglycidol and modified ones at the same compound concentration (*p < 0.05, #p < 0.01, #p < 0.003, #*p

< 0.0001).

Scheme 2. Illustration Depicting the Mechanisms of the Hydrogel Formation Based on the Internally Hydrophobized HbPGL

and Poly(AM-ran-2-AAPBA)
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frequency resulted in the inversion of G’ and G” at the dissociation. @. denotes the onset of macroscopic chain
crossover frequency (w.), which corresponds to the gelation displacement, while at frequencies below w. (longer time
point (gel-liquid transition) as an effect of the cross-link scales), the material begins to flow (G’ < G”) due to the
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Figure 4. Dependence of G moduli on temperature for hydrogels constructed of hydrophobized HbPGL by the incorporation of phenyl moieties

via ester or urethane bonds.

dominant contribution of liquid-like behavior. The crossover
frequency, @,, for hydrogels constructed with hydrophobized
HbPGL was lower at each investigated temperature in
comparison to the hydrogel based on the neat HbPGL. For
example, @, for neat HbPGL-based hydrogel at 10 °C was
equal to 0.78 rad/s, whereas for hydrogels constructed of
HbPGL_BE37 and HbPGL_PCSS, it was reduced to 0.10 and
0.14 rad/s, respectively. At 40 °C, the crossover frequency for
neat HbPGL-based hydrogel was 5.30 rad/s, whereas for
HbPGL_BE37- and HbPGL PC55-based networks, @, was
significantly shifted to 0.85 and 0.55 rad/s, respectively. The
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slope of @, dependence on temperature for the hydrogel
constructed of neat HbPGL was 0.151 (Figure S73d), whereas
the slope for this dependence for the hydrogels composed of
HbPGL _BE37 and HbPGL_PCSS was 0.025 and 0.014
(Figure S77), respectively. The decrease of crossover
frequency observed for hydrogels composed of hydrophobized
HbPGL (Figures 5 and S73—S76) was directly related to the
longer relaxation times of macromolecules engaged in the
network formation according to the following relationship: @,
= 1/27-1y, where 7y is a relaxation time of macromolecules.*®
This behavior can be attributed to the presence of an
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Figure 6. Dependence of the relaxation time of macromolecules in the networks, 7, on the degree of hydrophobization using ester (a) and

urethane (b) linkages.

additional cross-linking mechanism, beside boronic esters, in
the network. As comparable values of w. were obtained for
hydrogels constructed of both urethane and ester derivatives at
the same modification degree, we rejected a contribution of H-
bonding of urethane bonds as a dominant effect in the network
formation. Thus, we concluded that hydrophobic interactions
generated by phenyl moieties are responsible for prolonging
the relaxation time of macromolecules (Figure 6ab), and
besides boronic ester cross-links are engaged in the network
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formation (Scheme 2). It is noteworthy that the slope of w,
dependence vs temperature decreased with the increase of the
degree of hydrophobization of HbPGL macromolecules
applied for the gel construction (Figure S77). These data
input, however, that cross-links based on hydrophobic
associations are less sensitive to temperature, which is
consistent with literature data.*'

Activation energy, E,, determined for all hydrogels based on
the Arrhenius equation (Figure S78) revealed that higher

https://doi.org/10.1021/acs.biomac.2c00691
Biomacromolecules 2022, 23, 4203—-4219


https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.biomac.2c00691/suppl_file/bm2c00691_si_004.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.biomac.2c00691/suppl_file/bm2c00691_si_004.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.2c00691?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.2c00691?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.2c00691?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.2c00691?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.2c00691?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.2c00691?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.2c00691?fig=fig6&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biomac.2c00691?fig=fig6&ref=pdf
pubs.acs.org/Biomac?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.biomac.2c00691?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

Biomacromolecules

pubs.acs.org/Biomac

energy is needed to activate the relaxation processes of
macromolecules in the networks composed of hydrophobized
HbPGL than that constructed of neat HbPGL (Table 4).

Table 4. Activation Energy, E,, Values of the
Macromolecular Relaxation in the Network Determined for
Hydrogels Constructed of Neat and Hydrophobized
HbPGL

hydrogel sample E, (kJ/mol)

neat HbPGL 47.2
BE4 44.6
BE1S 53.2
BE26 55.2
BE37 50.0
PC4 472
PC15 66.4
PC31 572
PCSS

The presence of an additional mechanism of cross-linking
was also confirmed based on the increased value of the
frequency-independent plateau of G’ = f(w), (Gy) in the
higher frequency range above w,, i.e., in the region of shorter
time scales. The increasing Gy, modulus of hydrogels based on
the hydrophobized HbPGL is ascribed to the increasing

number density of elastically effective network chains, Ng,,,,
describing the following dependence: Gy = NEmPkT,39 and thus

the increase of the strength of the hydrogel. Gy was the lowest
for the hydrogel composed of neat HbPGL and gradually
increased with the increase of hydrophobization degree of
HbPGL applied for the hydrogel formation (Figure S79).
These data input that the enrichment of HbPGL with a low
fraction of phenyl groups can lead to the formation of a single-
sticker-type of intermolecular interactions thanks to the high
probability of homogeneous distribution of hydrophobic rings
within sphere-shaped HbPGL. The significant increase of Gy
for hydrogels constructed of substantially hydrophobized
HbPGL probably results from the formation of phenyl group
clusters (aggregates).‘w’41 Moreover, along with the increase of
the hydrophobization degree of HbPGL applied for the
hydrogel formation, the hydrogels were more opaque, although
initial polymer solutions applied for the hydrogel formation
were transparent.

The formation of hydrophobic associations in water is an
effect of the dehydration of parts of macromolecules, which is
associated with a dominant entropic contribution to the self-
assembly in the pure aqueous environment.”””*> The
probability of hydrophobic interactions between individual
macromolecules increases with the increase of the hydro-
phobization degree of HbPGL. The gradual increase of Gy of
the hydrogels along with the hydrophobization degree of

Figure 7. ESEM images of hydrogel systems constructed of neat HbPGL (a—c), HbPGL_BE26 (d—f), and HbPGL_PCS5 (g—i).
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applied HbPGL can be ascribed to the homogeneous
distribution of phenyl units within the hyperbranched
macromolecules, which consecutively are engaged in the
network formation. Moreover, these data indicate that
hydrophilic HbPGL corona swollen with water does not
constitute efficient protection against intermolecular hydro-
phobic interactions in the polymer network.

The ESEM images recorded for hydrogels constructed of the
neat HbPGL and hydrophobized HbPGL differing in the
number of phenyl groups (Figure 7) revealed the significant
changes in their morphology. In the case of neat HbPGL-based
hydrogel, the structure of the network was homogeneous and
highly porous. A slightly reduced porosity was observed for the
network of the moderately hydrophobized HbPGL
(HbPGL_BE26); however, the network porosity was still
uniformly porous. On the contrary, in the morphology of the
hydrogel constructed of HbPGL PCSS, the unporous patches
were distinguished, which can be ascribed to the unhydrated
areas of the material. The decreasing porosity of hydrogels
along with the increasing molar fraction of hydrophobic units
in applied HbPGLs results from the diminishing mesh size (£)
of the network according to the relationship: & = (NEQXP)_I/ 340

The contribution of both cross-linking mechanisms, i.e.,
boronic esters and hydrophobic associations, should vary with
temperature. It is well known that the equilibrium of reaction
leading to boronic ester formation upon heating from 10 to 40
°C is shifted to the substrate direction, as the process of their
formation is exothermic. Since Gy did not decrease upon
heating (Figures S and S73—S76) and even increased at 40°C,
it can be concluded that the contribution of hydrophobic
interactions increases along with temperature in the studied
range."’

It is noteworthy that frequency sweep experiments revealed
that G’ does not cross G” in its maximum value, which was
even more evident for hydrogels composed of HbPGL, where
the core was highly enriched with hydrophobic units. Such
behavior indicates that more than one mechanism of cross-
linking is responsible for the network formation.'® In the case
of hydrogel composed of neat HbPGL, this effect was
observed, however, to a lower extent and can be ascribed to
boronic ester cross-links and physical entanglements of high-
molecular-weight macromolecules of acrylamide copolymer.
For hydrogels built of hydrophobized HbPGLs, the formation
of hydrophobic clusters contributed to the network formation,
apart from these abovementioned cross-linking factors. In the
case of HbPGL macromolecules cross-linked via boronate
linkages using low-molecular boronic acids, the maximum of
G” was crossed by G’, which was ascribed to only one
mechanism governing the network formation, as the used
HbPGL was lack of physical entanglements.'**

Predominant values of G” over G’ in the region of low
frequencies (longer time scales) below the crossover frequency
indicate the onset of a structural change in the network, which
can be ascribed to viscous flow. The difference between G’ and
G” values for the hydrogels built of the hydrophobized
HbPGL, however, was lower in comparison to the hydrogel
composed of neat HbPGL and decreased upon the gradual
enrichment of HbPGL with phenyl units (Figures S and S73—
$76). Tand determined at 10 °C for hydrogels based on
hydrophobized HbPGLs at the degree from 4 to 55 mol %
ranged from 0.30 to 1.00, respectively, whereas for the neat-
based HbPGL hydrogel, tan 6 was equal to 0.27. Moreover, in
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the case of hydrophobized hydrogels, the slope of G’ and
G”"(w) in the region of low frequency, below @, was flattened
at each investigated temperature (Figures S and S$73—S76).
This behavior can be explained by the still present transient
cross-links, which prolong the relaxation of macromole-
cules.*’ ™" Therefore, the deviation of the relaxation process
from a single-exponential Maxwell model (G’ ~ w* and G” ~
@") for hydrophobized HbPGL-based hydrogels was observed.
In the case of the hydrogel constructed of the neat HbPGL, the
relaxation process that follows the Maxwell model was merely
observed at 40 °C (Figure S73c), whereas at lower
temperatures the slope of moduli was decreased (Figure
S73a,b) as an effect of the increased stability of boronic ester
cross-links at lower temperatures. In addition, the polydisper-
sity of applied polymer components can cause multi-
exponential decay that leads to the broadening of the
relaxation time spectrum.*” The incorporation of phenyl
units into HbPGL, however, more evidently influenced the
flow of the samples as the deviation from the Maxwell model
was more significant along with the increase of the hydro-
phobization degree of HbPGL applied for the hydrogel
formation (Figures S and $73—S76). In the case of the
hydrogel composed of HbPGL_PCS55, below @, the values of
both G’ and G” moduli were comparable, and the relaxation
process significantly deviated from the Maxwell model. The
detailed analysis of the behavior of moduli in the low-
frequency region revealed that hydrogels constructed of the
hydrophobized HbPGL do not flow as easily as the systems
based on the neat HbPGL. The gradual reduction of the slope
of G’ and G” in the low-frequency region along with the
increase of the network hydrophobization can result from the
formation of larger sticker aggregates of hydrophobic domains,
referred to as clusters with a higher energy barrier for the
dissociation of such complex sticker.>> As a result, the
relaxation time spectrum was broadened, and thus the flow
behavior, typical for the liquid-like behavior, is diminished.
Strain sweep tests carried out for the prepared hydrogels
revealed that the degree of hydrophobization of used HbPGL
significantly influences the stability of the network against the
applied strain (Figures S80 and S81). At the low amplitude
range, both storage and loss moduli exhibited a plateauy,
characteristic for the linear viscoelastic region, which was
followed by a decrease of both moduli at amplitude
characteristic for each hydrogel. Generally, the value of strain,
at which the integrity of the network was disrupted, decreased
with the increase of the hydrophobization degree of HbPGL
applied for the hydrogel formation. It evidently indicates that
phenyl rings incorporated into the HbPGL core influence the
mechanical properties of the constructed hydrogels. After
exceeding the strain value, at which the network is disrupted,
the inversion of G’ and G” was observed, and G” became larger
than G'. The crossover of both moduli corresponds to a
transition from a solid (hydrogel) to a liquid state and the
material exhibits a viscous flow. In the case of the hydrogel
systems built of HbPGL BE37 or HbPGL PC31, as low as
10% of strain was needed to trigger the gel to sol transition. In
the case of hydrogels composed of HbPGL where less than 30
mol % of all monohydroxyl groups were hydrophobized via
either ester or urethane bonds, the strain required for the
disruption of the network was close to 100%. Hydrogels
composed of neat HbPGL or low-hydrophobized macro-
molecules (HbPGL_BE4 or HbPGL_PC4) were disrupted at
strain above 100%. These data evidently demonstrate that the
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Figure 8. Illustration of the experiment demonstrating the self-healable behavior of HbPGL_BE26-based hydrogel. The hydrogel sample (a) was
ruptured into two pieces (b) and placed in close contact (c). The sample was gradually repaired after S min (d) and 15 min (e), respectively, and
then the sample was increased with a couple of tweezers (e), which revealed that the sample was self-healable under ambient conditions (f). The
hydrogel was injected via a syringe (g). The hydrogel after extrusion from the syringe preserves its integrity (h). In addition, a video file presenting

an experiment of the hydrogel injection via a needle was attached.

reorganization of hydrophobic cross-links generated between
individual macromolecules is restricted. The significant
contribution of hydrophobic interactions in the case of
hydrogels built of highly hydrophobized HbPGLs shaded the
effect of rapid and continuous reorganization of dynamic
boronic ester cross-links.

In addition, although the concentration of applied polymer
components in all investigated hydrogel systems was the same,
for samples prepared from HbPGL_BE37, HbPGL_PC31, and
HbPGLPCS55 macromolecules, the phenomenon of water-
repelling was observed with a naked eye. This behavior can be
ascribed to the significant hydrophobization of the HbPGL
core, which causes the increase in the probability of
hydrophobic interactions between individual macromolecules.
The formation of local hydrophobic domains is assisted by an
entropy gain as a result of the subsequent release of
unfavorabbr organized water molecules from the intramolecular
spaces.”’ ™%

The participation of hydrophobic moieties in the network
formation significantly influences the self-healing ability of the
prepared hydrogels. The self-healing properties of the hydrogel
are mainly determined by two factors. From one side, the
recombination rate of the binding sites is crucial, whereas, from
the other side, the sufficient chain dynamics of the individual
macromolecules is indispensable to enable mobility of the
interacting sites to ensure the cross-link reformation.’® The
reforming ability of boronic ester cross-links in the neat
HbPGL-based network is assured not only by a sufficient rate
of exchange between the product (boronic ester) and
substrates, i.e.,, boronic acid and 1,2-diol (Scheme 2), but
also by the high mobility of HbPGL macromolecules in the
network, which assures that binding sites can meet once
again.”"> The relaxation time (7y) of macromolecules engaged
in the network formation gradually decreased with the increase
of the hydrophobization degree of the applied HbPGL. These
data input that the highly hydrophobized HbPGL macro-
molecules are significantly constrained in the network, and in
spite of the presence of dynamic boronic ester-based cross-
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links, the self-healable properties of hydrogels are reduced.
This behavior can be explained by the restricted ability of
hydrophobic associations to reorganize. The increasing
contribution of hydrophobic interactions diminishes the
significance of the dynamic boron cross-links in the network,
and thus self-healing properties are gradually reduced. For
example, the hydrogel constructed of HbPGL_BE26 and
HbPGL_PC31 still retained the self-healing properties (Figure
8); however, the time needed to vanish the fracture between
two portions of the gel was slightly longer in comparison to the
behavior of the hydrogel based on the neat HbPGL (Figure
$82). The hydrogels constructed on HbPGLs with the highly
hydrophobized interior, i.e., HbPGL_ BE37 and
HbPGL_PCSS, did not display self-healable properties. The
exemplary self-healing test performed for the hydrogel based
on HbPGL_PCSS (Figure S83) revealed that two hydrogel
pieces placed at a close distance were not able to reform one
piece of the hydrogel despite a long time.

The self-healing properties of hydrogels are important in
biomedical applications, for example, in topical therapies. Both
the reduced self-healing ability and the flow behavior of the
hydrogel result in the limited ability of the formation of
continuous coverage with the hydrogel-based drug carrier on
the afflicted area, which can influence their potential in
biomedical applications. The formation of a uniform layer is of
great importance to assure effective tissue coverage to attain
controlled drug delivery.

The scope of the article is summarized in Scheme 3.

Bl CONCLUSIONS

We have successfully demonstrated the construction of
injectable hydrogels composed of unimolecular micelles
based on hyperbranched polymers cross-linked via dynamic
boronic ester linkages, suitable for the intravaginal therapies of
vulvovaginosis. For hyperbranched polyglycidol with phenyl-
enriched core, we achieved the improved solubilization of
clotrimazole, a water-insoluble drug where the structure
consists of four nonconjugated aromatic rings. The drug
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Scheme 3. Illustration Showing the Influence of the HbPGL Hydrophobization with Phenyl Moieties on the Solubilization
Ability of Clotrimazole and the Rheological Properties of Hydrogel Platforms
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solubilization within the HbPGL-based unimolecular micelles
increased gradually along with the degree of hydrophobization
of the core.

Our study revealed a significant influence of HbPGL core
hydrophobization with phenyl rings incorporated via ester or
urethane linkages on the rheological properties of hydrogels
constructed of core-modified HbPGL cross-linked with
poly(acrylamide-ran-2-acrylamidephenylboronic acid). The
thermal stability of hydrogels composed of hydrophobized
HbPGL was higher, i.e., even above 50 °C in comparison to
the neat HbPGL-based system (39.8 °C). These data input
that hydrogel platforms will be stable at the temperature
conditions of the vagina, and thus the degradation of the
network can be triggered with glucose molecules present in the
vaginal fluid. Furthermore, the elastic strength of the networks,
determined based on Gy values, increased with the gradual
enrichment of HbPGL core with phenyl moieties. At 40 °C,
Gy was over 20 times higher for hydrogel constructed of
HbPGL, where the monohydroxyl groups were hydrophobized
at 55 mol % in comparison to neat HbPGL-based hydrogel.
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Moreover, the activation energy of the relaxation of hydro-
phobized macromolecules in the dynamic network was higher
in comparison to that determined for the system composed of
neat HbPGL macromolecules. These changes in the
rheological properties of hydrogel systems can be ascribed to
the intermolecular hydrophobic associations between phenyl
groups, which besides boronic esters played the role of the
additional cross-links in the network. The increasing
contribution of hydrophobic interactions in the network
resulted in the gradual reduction of the flow behavior and
self-healing ability of the network as an effect of the change of
the cross-linking mechanism based on the hydrophobic
interactions from a single-sticker to aggregate-type model.
These results input that to obtain the hydrogel of the efficient
drug loading and beneficial rheological behavior such as
injectability and self-healing properties, the HbPGL of a proper
degree of hydrophobization has to be applied.

In the face of numerous side effects of orally administered
drugs, especially in the case of women suffering from
gastrointestinal tract disorders, there is a necessity to develop
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formulations of hydrophobic drugs for gynecology. Unim-
olecular micelle-based hydrogel platforms presented here can
be used as carriers of various aromatic-equipped drugs in the
treatment of infections evoked by other microorganisms
(bacteria, protozoan, i.e., Trichomonas vaginalis) or in
anticancer therapies. Each system, however, requires opti-
mization such as the choice of proper groups adjusted to the
chemical nature of an encapsulated drug, the degree of
hydrophobization along with the rheological properties of a
hydrogel platform to attain the therapeutic effect.
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Figure S1. 'H NMR spectrum of poly(AM-ran-2-AAPBA), M,=43000 recorded in D,0.
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Figure S2. GPC chromatogram of poly(AM-ran-2-AAPBA) performed in an aqueous solution
of NaN3 (0.1 wt %) at a flow rate of 1.0 mL min using a chromatograph (Knauer K-501 HPLC
pump) equipped with a degasser (4-Channel Degasser; K-5004, Knauer), three TSK-GEL
columns: G5000 PW XL 1 3000 PW XL 1 2500 PW XL (7.8 3 300 mm; Tosho; 26 8C), an
LDC RI detector.
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Figure S3. 'H NMR spectrum of AC_HbPGL_BE4 recorded in DMSO-dg.



Figure S5. 'H NMR spectrum of AC_ HbPGL BE20 recorded in DMSO-d.
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Figure S4. '"H NMR spectrum of AC_HbPGL BEI5 recorded in DMSO-d.
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Figure S6. '"H NMR spectrum of AC_HbPGL_BE27 recorded in DMSO-ds.
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Figure S7. '"H NMR spectrum of AC_HbPGL_BE37 recorded in DMSO-ds.
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Figure S8. 'H NMR spectrum of AC_HbPGL_BE49 recorded in DMSO-ds.
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Figure S9. '"H NMR spectrum of AC_ HbPGL BES58 recorded in DMSO-dg.
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Figure S10. "H NMR spectrum of AC_HbPGL_BE74 recorded in DMSO-ds.
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Figure S11. "H NMR spectrum of AC_HbPGL_BES81 recorded in DMSO-ds.
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Figure S12. '"H NMR spectrum of HbPGL BE4 recorded in DMSO-d.
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Figure S13. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_BE4 recorded in DMSO-d.



HbPGL_BE15 - 1800

1700

1600
1500
1400
e — — 1300
1200
1100
1000
900
800
700
600

500

400

300

200

r100
0

e - \ \ \ e
1.04 1.67 0.27 10.75 0.38 79.45 0.07  0.05

F-100

-— - — 17— . . . . . .
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figure S14. "H NMR spectrum of HbPGL BE15 recorded in DMSO-d.
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Figure S15. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_BE15 recorded in DMSO-d.
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Figure S17. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL BE20 recorded in DMSO-d.
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Figure S18. "H NMR spectrum of HbPGL BE27 recorded in DMSO-d.
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Figure S19. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL BE27 recorded in DMSO-dg.
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Figure S20. '"H NMR spectrum of HbPGL BE37 recorded in DMSO-dg.
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Figure S22. '"H NMR spectrum of HbPGL BE49 recorded in DMSO-dg.
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Figure S23. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_BE49 recorded in DMSO-dg.
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Figure S24. "H NMR spectrum of HbPGL_BES58 recorded in DMSO-dg.

HbPGL_BE58

1200000

1100000

1000000

900000
J I s J I

800000

- 700000
- 600000
500000
400000
300000
200000
100000

Am \ PR TR " i " " TOPRPIRPRT P e Lo
Ll L L Ly

LU l " A Uil LAl v} oA NN ol

i S b et b
0.70 0.67 3.72 0.06 1.00 2.43 6.89 0.17 1.19 0.07

-100000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
70 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55

f1 (ppm)

Figure S25. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_BES58 recorded in DMSO-dg.
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Figure S26. '"H NMR spectrum of HbPGL BE74 recorded in DMSO-d.
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Figure S27. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL BE74 recorded in DMSO-dg.
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Figure S28. '"H NMR spectrum of HbPGL_BE81 recorded in DMSO-dg.
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Figure S29. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_BE81 recorded in DMSO-dg.
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Figure S31. 'H DOSY NMR spectrum of HbPGL_BE15 recorded in DMSO-d.
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Figure S32. '"H DOSY NMR spectrum of HbPGL_BE20 recorded in DMSO-d.

18

F1 fog(m2’s)]

-100



N | T

HbPGL_BE27

L
i

Figure S33. '"H DOSY NMR spectrum of HbPGL_BE27 recorded in DMSO-d.

19

2

F2 [ppm]

F1 [log(m2/s)]



A

HbPGL_BE37

Figure S34. '"H DOSY NMR spectrum of HbPGL BE37 recorded in DMSO-d.
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Figure S35. "H DOSY NMR spectrum of HbPGL BE49 recorded in DMSO-dg.
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Figure S37. '"H DOSY NMR spectrum of HbPGL_BE74 recorded in DMSO-ds.
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Figure S39. '"H NMR spectrum of AC_HbPGL_PC4 recorded in DMSO-d.
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Figure S40. '"H NMR spectrum of AC_HbPGL PC16 recorded in DMSO-dg.
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Figure S41. "H NMR spectrum of AC_HbPGL_PC31 recorded in DMSO-d.
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Figure S42. "H NMR spectrum of AC_HbPGL_PC35 recorded in DMSO-d.
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Figure S43. "H NMR spectrum of AC_HbPGL_PC41 recorded in DMSO-d.
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Figure S44. 'H NMR spectrum of AC_HbPGL PC55 recorded in DMSO-dg.
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Figure S45. "H NMR spectrum of AC_HbPGL_PC66 recorded in DMSO-d.
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Figure S46. '"H NMR spectrum of AC_HbPGL_PC82 recorded in DMSO-d.
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Figure S47. '"H NMR spectrum of HbPGL PC4 recorded in DMSO-d.
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Figure S48. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_PC4 recorded in DMSO-dg
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Figure S49. '"H NMR spectrum of HbPGL PC16 recorded in DMSO-d.
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Figure S50. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL PC16 recorded in DMSO-dg.
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Figure S51. "H NMR spectrum of HbPGL PC31 recorded in DMSO-d.
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Figure S52. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL PC31 recorded in DMSO-dg.
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Figure S53. '"H NMR spectrum of HbPGL PC35 recorded in DMSO-d.
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Figure S54. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_PC35 recorded in DMSO-dg.
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Figure S55. "H NMR spectrum of HbPGL_PC41 recorded in DMSO-ds.
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FigureS56. ’C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_PC41 recorded in DMSO-dg.
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Figure S57. "H NMR spectrum of HbPGL PC55 recorded in DMSO-d.
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Figure S58. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL PC55 recorded in DMSO-dg.
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Figure S59. '"H NMR spectrum of HbPGL PC66 recorded in DMSO-d.

HbPGL_PC66

R o o |

an e in B e S R (o TR
0.88 0.91 1.88 0.90 1.76 0.01 1.00 0.28 1.32 7.08.29 1.24 0.03

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60

f1 (ppm)

Figure S60. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_PC66 recorded in DMSO-dg.
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Figure S61. '"H NMR spectrum of HbPGL_PC82 recorded in DMSO-ds.
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Figure S62. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL_PC82 recorded in DMSO-dg.
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Figure S63. 'H DOSY NMR spectrum of HbPGL_PC4 recorded in DMSO-d.
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Figure S65. 'H DOSY NMR spectrum of HbPGL PC31 recorded in DMSO-dg.
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Figure S71. The influence of molar concentration of the neat hyperbranched polyglycidol and
its hydrophobized derivatives on the cell viability of HMEC-1 (a, b) and HeLa (c, d),
respectively after 24 incubation at 37 °C. Data are presented as a percentage of control
(untreated cells) standard deviation (SD). The cytotoxicity values compared to the untreated
control (* p< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, ****p < 0.0001) as well as between unmodified
hyperbranched polyglycidol and modified ones at the same compound concentration (# p<
0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.005, #Ht#p < 0.0001).
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Figure S72. Temperature sweep test performed for hydrogel composed of neat HbPGL cross-
linked with poly(AM-ran-2-AAPBA).
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Figure S73. Frequency sweep tests performed for a hydrogel constructed of neat HbPGL cross-
linked with poly(AM-ran-2-AAPBA) at 10 °C (a), 25 °C (b) and 40 °C (c) and plotted the
temperature dependence of .. (d).
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°C (c¢) and with HbPGL PC15 recorded at 10 °C (d), 25 °C (e) and 40 °C (f).
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Figure S77. The temperature dependence of ®cossover recorded for hydrogels constructed of
hydrophobized HbPGL at different degree cross-linked with poly(AM-ran-2-AAPBA).
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Figure S78. The dependence of In(1/tg) on 1/T determined for hydrogels constructed of
HbPGL hydrophobized with phenyl units incorporated via ester (a) or urethane (b) linkages.
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Figure S79. The dependence of Gy of hydrogels on the hydrophobization degree of used
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self—heal_abl_e

Figure S82. The illustration of experiment demonstrating the self-healable behaviour of neat
HbPGL-based hydrogel. The hydrogel sample (a) was ruptured into two pieces (b), and placed
in close contact (¢). The sample was gradually repaired after 3 min. (d), 5 min. (e), 10 min. (f),
respectively, and then the sample was raised with a couple of tweezers (g), which revealed that
the sample was self-healable under ambient conditions. The hydrogel was injected via a syringe
(h). The hydrogel after extrusion from the syringe preserves its integrity. In addition, a video
file presenting an experiment of the hydrogel injection via a needle was attached.

non-healabl

Figure S83. The illustration of experiment demonstrating the non-healable behaviour
HbPGL PC55-based hydrogel. The hydrogel sample (a) was ruptured into two pieces (b), and
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placed in close contact (c). After 60 min. the sample was raised with a couple of tweezers (e),
which revealed that the sample was not repaired (f). The hydrogel displayed the injectable
properties, however, the sample was extruded in the form of separated non-healable lumps (h).

In addition, a video file presenting an experiment of the hydrogel injection via a needle was
attached.
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RHEOLOGICAL PROPERTIES

ABSTRACT: The poor solubility of clotrimazole in the aqueous medium and the
uncontrolled removal of the drug-loaded suppository content limit its effectiveness . =,
in the treatment of vulvovaginal candidiasis. We present here the aqueous
formulations of clotrimazole in the form of non-Newtonian structured fluids, i.e.,
Bingham plastic or pseudoplastic fluids constructed of hyperbranched
polyglycidol, HbPGL, with a hydrophobized core with aryl groups such as
phenyl or biphenyl. The amphiphilic constructs were obtained by the modification
of linear units containing monohydroxyl groups with benzoyl chloride, phenyl
isocyanate, and biphenyl isocyanate, while the terminal 1,2-diol groups in the shell

&) = clotrimazole

& = aryl moiety
I stress

/]

viscosity

yield point

strain rate

ANTIFUNGAL PROPERTIES
Ca Cg

Candida albicans=C a

diameter of inhibition zone

were protected during the modification step, followed by their deprotection. The , _ - ¢ , " Candida glabrata=C g
encapsulation of clotrimazole within internally hydrophobized HbPGLs using a ¥ I N o cg ca cg
solvent evaporation method followed by water addition resulted in structured ! ! ater7days

opaque transparent
fluids formation. Detailed Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and ’

differential scanning calorimetry (DSC) analyses performed for aryl-HbPGLs with clotrimazole revealed the difference in drug
compatibility among polymers. Clotrimazole in biphenyl-enriched HbPGL, unlike phenyl derivatives, was molecularly distributed in
both the dry and the hydrated states, resulting in transparent formulations. The shear-thinning properties of the obtained fluid
formulations make them injectable and thus suitable for the intravaginal application. Permeability tests performed with the usage of
the Franz diffusion cell showed a S-fold increase in the permeability constant of clotrimazole compared to drugs loaded in a
commercially available disposable tablet and a S0-fold increase of permeability in comparison to the aqueous suspension of
clotrimazole. Furthermore, the biphenyl-modified HbPGL-based drug liquid showed enhanced antifungal activity against both
Candida albicans and Candida glabrata that was retained for up to 7 days, in contrast to the phenyl-HbPGL derivatives and the tablet.
With their simple formulation, convenient clotrimazole/biphenyl-HbPGL formulation strategy, rheological properties, and enhanced
antifungal properties, these systems are potential antifungal therapeutics for gynecological applications. This study points in the
synthetic direction of improving the solubility of poorly water-soluble aryl-enriched pharmaceuticals.

KEYWORDS: hydrophobic drug, clotrimazole, drug carrier, structured fluid, Bingham fluid, drug permeability,
intravaginal antifungal therapy

1. INTRODUCTION In the therapy of vulvovaginal candidiasis, clotrimazole
(CLT), i.e., an imidazole derivative belonging to the azole class

Vulvovaginal candidiasis, a common fungal inflammatory _ i ]
of antifungal compounds, is commonly used in the form of

di d mainly by Candida albi in about 90% of
isease caused mainly by Candida albicans (in about 90% o creams, ointments, globules, and tablets.” It shows mainly the

activity against C. albicans, along with very low anti-C. glabrata
activity.”® The bioavailability of CLT is limited in the aqueous

cases), with most of the remaining cases caused by Candida
glabrata, is responsible for a third of all cases of vulvovaginitis
. . 1,2 .

in reproductive-aged women.”~ Although C. glabrata is less medium due to its low solubility in water (049 y1g/mL)° and,
prevalent, it is a substantial threat, particularly in immune-

compromised individuals, ie., patients undergoing chemo- Received: December 26, 2023

therapy or antimetabolic drugs, HIV-infected patients, or Revised:  March 25, 2024
transplant patients.3_° Other major factors contributing to Accepted: March 27, 2024
acute vulvovaginal candidiasis include estrogen use, elevated Published: April 5, 2024

endogenous estrogen levels (due to pregnancy or obesity),’
3-6

diabetes, and the use of broad-spectrum antibiotics.
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Scheme 1. Schematic Representation of Internally Aryl-Enriched Hyperbranched Polyglycidol Applied for the Encapsulation
of Clotrimazole, where D = Dendritic, T = Terminal, and L,; and L;, = Linear Constitutional Units
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in consequence, therapeutic efficiency is reduced. Furthermore,
in the case of intravaginal therapy, frequent administration of
globules or tablets is required as the content of the therapeutic
formulation is often released uncontrollably.”'" In fact, the
affected site is often not adequately penetrated by the bioactive
compound, its absorbed amount is below the therapeutic dose,
leading to recurrent candidiasis and ultimately may be the
cause of infertility.'' For this reason, the number of azole-
resistant fungal infections is still increasing.*™"*

The current challenge in intravaginal therapies is the
formation of an efficient carrier of CLT, which can enhance
its solubility in aqueous medium, prolonged drug interactions
with the afflicted area, and provide suitable permeability of the
vaginal mucosa with drug molecules. Additionally, it is
expected to reduce the number of administrations of the
therapeutic formulation required for recovery.

Prolonged drug interaction with the vagina can be attained
by the use of hydrogel carriers. Their usage in the transport of
CLT is, however, problematic as a result of the discrepancy
between the hydrophilic nature of hydrogel systems and the
hydrophobic character of the bioactive compounds. However,
it can be overcome by the construction of hydrogels with the
incorporation of distinct hydrophobized domains.”> Until now,
the solubilization of azole-based antifungal drugs such as
voriconazole in the aqueous medium was attained by
embedding solid drug-loaded polymer particles in the hydrogel
matrix.'"” In the case of fluconazole, the suspension of drug
particles coated with poly(ethylene glycol) was combined with
the gelling mixture."® The solubility of CLT in the aqueous
medium was attained by the usage of water-miscible cosolvents
or drug loading in the form of microemulsions or nano-
capsules'’ suspended into the aqueous solution of gelling
polymers. Such a strategy of incorporation of poorly water-
soluble drugs often requires, however, the usage of
surfactants.”’ The complete release of CLT from these

18435

hydrogel carriers was limited to several hours. Recently, a
novel synthetic strategy of CLT-enriched hydrogels con-
structed of dynamic cross-links has been elaborated based on
the usage of drug-loaded unimolecular micelles displaying
prolonged CLT release reaching 40 h.”'~*’ This approach
required, however, the use of a cross-linking agent for hydrogel
formation.

In this work, we demonstrate the aqueous non-Newtonian
structured fluids loaded with CLT constructed of a one-
polymer component, i.e., aryl-enriched polyether unimolecular
micelles, without the need of adding any surfactant or
additional cross-linking agent. Formulations of such simple
construction based on internally hydrophobized hyper-
branched polyglycidol, h"HbPGL, with phenyl and biphenyl
moieties exhibiting affinity to CLT ensure extended retention
of the bioactive compound in the affected area and enhanced
CLT bioavailability. The characteristics of CLT-loaded
structured fluids make them promising carriers of hydrophobic
drugs for efficient intravaginal therapy. The biocompatible
character of HbPGL with a hydrophobized interior makes
these formulations highly prospective as drug delivery
systems.””

In this study, we present the relationship between the
structural characteristics of the constructed unimolecular
micelles, i.e., the size of the aryl group, the type of linkage
used for immobilization of the aryl group, the rheological
properties of the prepared formulations, the solubilization
ability of CLT and its permeability through the skin barrier,
and antifungal properties against both C. albicans and C.
glabrata. It was shown that the structured liquids of HbPGLs
enriched with an aryl group with CLT could show better
activity against C. glabrata compared with the free drug. The
antifungal properties of the structured liquids were closely
dependent on the size of the aryl group used to hydrophobize
HbPGL, affecting the solubility of CLT in hyperbranched
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polymeric structures and the skin permeability. This work
contributes to a better understanding of the material
construction strategy and its biological function. Moreover,
this work demonstrates the potential of structured fluids to be
key drug carriers in gynecology in addition to hydrogel
formulations.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials. 1,1,1-Tris(hydroxymethyl)propane was purchased
from Sigma-Aldrich. It was dissolved under reflux in acetone,
precipitated with ethyl ether, and then dried prior to use. NaH (60
wt %) in mineral oil was purchased from Merck. The oil was removed
by washing with dry 1,4-dioxane and then drying under reduced
pressure. Glycidol (Sigma-Aldrich) was dried over CaH, and distilled
before use. Tetrahydrofuran (THF) was purchased from Sigma-
Aldrich and dried over Na/K alloy. 2,2-Dimethoxypropane (TCI),
benzoyl chloride, phenyl isocyanate (Alfa Aesar), and 4-biphenylyl
isocyanate (Sigma-Aldrich) were used as received. p-Toluenesulfonic
acid (PTSA) was purchased from Sigma-Aldrich and dried with
benzene before use. CLT (Sigma-Aldrich) was used as received.
Clodital MAX 500 mg, USP Health, a CLT-loaded commercially
available tablet, was used as a reference.

2.2. Synthesis of HbPGL. The synthesis of HbPGL was carried
out in a thermostated glass reactor equipped with a steel mechanical
stirrer under an argon atmosphere. Twenty percent of the hydroxyl
groups of 1,1,1-tris(hydroxymethyl)propane (105 mg; 7.8 X 107*
mol) were converted to alcoholates in THF using NaH (4.6 x 107
mol). Thirty five mL of glycidol was dropped into the reactor at a rate
of 2 mL/h, and the polymerization was conducted for 24 h at 95 °C.
The product was dissolved in methanol, twice precipitated into
acetone, and dried. The polymer was then dissolved in deionized
water and dialyzed using dialysis tubes MCWO = 3.5k. The structure
of the synthesized polymer was characterized with 'H and “C
INVGATE NMR spectroscopy. The degree of branching of the
synthesized neat HbPGL was 0.55. The molar fraction of dendritic
(D) and total linear constitutional units L,; and L;, bearing
monohydroxyl groups was 0.25 and 0.40, respectively, whereas the
molar fraction of terminal units (T) containing diol moieties was 0.35.
D, L;3, Ly, and T are denoted in Scheme 1. The weight-average
molecular mass M,, was determined based on GPC results using water
as an eluent and is equal to 12,000 g/mol, while the dispersity B =
1.8.

2.3. Hydrophobization of HbPGL Core with Phenyl and
Biphenyl Urethane Moieties. HbPGL (20 g) of a molecular weight
equal to 12,000 g/mol was chemically modified by the protection of
1,2-diol groups in reaction with 2,2-dimethoxypropane (96 mL, 0.78
mol) in the presence of PTSA (0.192 g 1.11 mmol) by
ultrasonication at 40 °C for 3 h. The crude product was diluted
with chloroform and extracted three times with a saturated Na,CO,
solution to remove PTSA. The organic phase was dried over MgSO,
and dialyzed in chloroform for 24 h. The product was then dried
under high vacuum conditions and analyzed by 'H and *C
INVGATE NMR spectroscopy in deuterated DMSO to confirm the
complete conversion of terminal 1,2-diol groups to acetals (Acet),
Figures S4—S6.

'H NMR (400 MHz, DMSO): & (ppm) 4.84—4.36 (OH-L,3, L,,),
4.14 m, 1H, CH-PG (T Acet), 3.97 (m, 1H, CH(H)-PG (T Acet)),
3.80—3.20 (SH-HbPGL backbone, m, 1H, CH(H)-PG (T Acet)),
1.30 (3H-CH; T Acetal), 1.26 (3H-CH; T Acetal).

3C INVGATE NMR (400 MHz, DMSO): § (ppm) 108.84 (C-T
Acetal), 80.39 (CH-L, ;), 78.38 (CH-D), 74.69 (CH-T Acetal), 73.33
(CH,2L,,), 72.64—70.61 (CH,-2D,T), 69.91 (CH,-L,3), 69.52—
68.77 (CH-L,,), 66.46 (CH,T Acetal), 61.27 (CH,-L,3), 27.09
(CH;5-T Acetal), 25.85 (CH;-T Acetal).

HbPGL with protected 1,2-diol groups (3.5 g) in terminal units
was dried with benzene, dissolved in pyridine (20 mL) under argon
conditions, and heated to S0 °C. Then, a 4-biphenyl isocyanate
solution in pyridine (0.106 g/mL) or 0.89 mL of phenyl isocyanate,
respectively, was dropped. The reaction was carried out for 24 h. The

reaction mixture was dialyzed against DMSO. After evaporation of the
solvent, the degree of hydrophobization of all monohydroxyl units was
determined on the basis of the '"H NMR spectrum recorded in
deuterated DMSO-dg, comparing the integration of methyl protons
from acetal groups in terminal units (1.15 and 1.35 ppm) and
aromatic protons from biphenyl groups (7.10 to 7.7 ppm). In the
case of the phenyl-HbPGL derivative, 66 mol % of all L3 and Ly,
units were hydrophobized, ie., 41 hydrophobic units per macro-
molecule (Figure S7), while for the biphenyl-enriched HbPGL
derivative, 40 mol % of all L, and L,, units were hydrophobized, i.e.,
24 hydrophobic units per macromolecule (Figure S9).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dy): 5 (ppm) for the BPh-HbPGL
derivative 9.97—9.68 (1H-NH), 7.57 (6H-biphenyl), 7.40 (2H-
biphenyl), 7.30 (1H-biphenyl), 5.01 (1H-CH-L,4hydrophobic)s 4-89—
444 (IH-OH-Lys Ly,), 424 (1H-CHyLy s piophobic) 412 (1H-
CH,-Tacera), 394 (1H-CH,-Tpeera), 3-82—3.02 (HbPGl-backbone),
1.29 (3H'CH3 TACetal)) 1.23 (3H_CH3 TAcetal)'

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) for the Ph-HbPGL
derivative 9.78—9.55 (1H-NH), 7.46-2H, 7.25-2H, 6.97-1H-phenyl,
4.97 (1H-CH-Ly 4 pygrophobic)s 4.86—4.38 (1H-OH-L;3, L;,), 420
(IH-CHy-Ly sy gty 411 (IH-CH,Typ), 394 (IH-CH,-
Taceta)y 3-82—3.02 (HbPGl-backbone), 1.29 (3H-CH; Tjcerar), 1.23
(3H-CH3 TAcetal)'

Subsequently, 1,2-diol groups of the polymer in terminal units were
deprotected by the addition of an aqueous solution of 0.1 M HCI to
the polymer solution in DMSO and stirred overnight at room
temperature. The mixture was dialyzed against deionized water for 24
h, changing the solvent until it reached a neutral pH. The product was
lyophilized and characterized by using '"H NMR spectroscopy in
deuterated DMSO (Figures S8 and S10).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy): & (ppm) for BPh-HbPGL
derivative 9.98—9.65 (1H-NH), 7.57 (6H-biphenyl), 7.40 (2H-
biphenyl), 7.30 (1H-biphenyl), 5.01 (1H-CH-Li4hydrophobic)s 4-90—
434 (IH-OH-L, 5, Ly, T), 423 (1H-CHy-L; 3 pygrophonic)y 411 (1H-
CHy-Ly 3 ydrophobic)s 3-98—3.00 (HbPGL-backbone).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & (ppm) for Ph-HbPGL
derivative 9.80—9.49 (1H-NH), 7.45-2H, 7.25-2H, 6.97-1H-phenyl,
4.98 (1H-CH-L, 4 hydrophobic), 4-86—4.36 (1H-OH-L,;, L,, T), 4.21
(1H'CHZ'L1,3-hydrophobic)l 4.09 (1H'CHZ'L1,3-11ydrophobic)! 3.90-3.00
(HbPGL-backbone).

2.4. Hydrophobization of AC-HbPGL Core with Benzoate
Groups (Ester Derivative). HbPGL with protected 1,2-diol groups
(3.5 g) in terminal units was dried with benzene, dissolved in pyridine
(20 mL) under argon conditions, and cooled in an ice bath to 0 °C.
Then, 0.92 mL of benzoyl chloride was dropped. The reaction was
carried out for 24 h. The reaction mixture was dialyzed against
DMSO. After evaporation of the solvent, the degree of hydro-
phobization of all monohydroxyl units (57 mol %; 35 hydrophobic
units per macromolecule) based on the 'H NMR spectrum recorded
in deuterated DMSO-dg, comparing the integration of methyl protons
from acetal groups in terminal units (1.15 and 1.35 ppm) and
aromatic protons from phenyl groups (7.21 to 8.02 ppm).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,): 6 (ppm) for the BE-HbPGL
derivative 7.95-2H, 7.62-1H, 7.50-2H (phenyl), 5.25 (1H-CH-
L1 4 hydrophobic)s 5:01=4.31 (1H-OH-L,3, L;,), 4.24 (1H-CH,-
Ly s-hydrophobic)y 413 (1H-CHy-Tceea), 3.94 (1H-CHy-Tpceqy), 3.82—
3.14 (HbPGl-backbone), 129 (3H-CH, T,..), 1.25 (3H-CH,
TAcetal)'

After the determination of the hydrophobization degree, the diol
groups were deprotected by adding a 0.1 M HCI aqueous solution to
the polymer solution in DMSO and stirred overnight. Finally, the
mixture was dialyzed against deionized water and analyzed with 'H
NMR spectroscopy in deuterated DMSO.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): § (ppm) for the BE-HbPGL
derivative 7.97-2H, 7.63-1H, 7.52-2H (phenyl), 5.26 (1H-CH-
Ll,4-hydrophobic)l 4.93-4.33 (1H'OH'L1,3; L1,4r T); 425 (IH'CHZ'
L1 3 hydrophobic)s 4:01—2.98 (HbPGL-backbone).

2.5. Preparation of Viscous Liquid Drug Formulation. A
series of HbPGL solutions with a core enriched in 4-biphenylurethane
groups (0.065 g) were prepared and dissolved in 1 mL of methanol.
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CLT in the amounts of 12.2, 23.0, 32.5, or 41.5 mg, respectively, was
dissolved in 5 mL of methanol to obtain a series of drug solutions. In
the next step, the polymer and drug solutions were mixed and stirred
for 30 min. Methanol was then evaporated completely at 40 °C. Upon
confirmation of complete removal of methanol, a series of transparent
formulations were obtained, ie., mixtures of polymer and drug, to
which 131 or 262 uL of deionized water was added and mechanically
mixed. The chemical composition of the aqueous drug formulations
of internally hydrophobized HbPGL with the phenyl and 4-biphenyl
groups is presented in Table 1.

Table 1. Structural Characteristics of the Aryl-Enriched
HbPGLs

number of
molar fraction of hydrophobized  hydrophobized units
hydrophobized constitutional units bearing per one
HbPGL monohydroxyl groups (L;; + Ly,) macromolecule
BES7 57 35
PC66 66 41
BPh40 40 24

2.6. Rheology. Flow curves of prepared formulations were
investigated at 25 and 37 °C on a MARS 40 rheometer (Thermo
Scientific HAAKE) in the range of shear rate from 0.1 to 20.0 s™".

Temperature sweep tests of formulations in the range from 4 to 50
°C were performed in the mode of controlled deformation at a strain
equal to 0.2% and a frequency of 0.16 Hz using the continuous
heating program with a heating rate of 6.5 °C/min.

2.7. Differential Scanning Calorimetry, DSC. The thermal
properties of the neat BPh-HbPGL copolymer, CLT, and BPh-
HbPGL-based CLT formulations were evaluated using a DSC [TA
Instruments (2500 Discovery series)]. A specific amount of sample
was heated in a sealed aluminum pan from room temperature to 170
°C with a heating rate of 10 °C/min.

2.8. Size Exclusion Chromatography. To determine the
molecular mass distribution, weight-average molecular mass (M,,)
and dispersity (D) samples were analyzed by using gel permeation
chromatography. The SEC system was provided Testa Analytical
Solutions (Berlin, Germany) and consisted of an isocratic pump,
automatic injector, and set of 2 separation columns (Suprema Lux
analytical linear XL column) with Suprema Lux analytical SDV
precolumn supplied by PSS Polymer Standards Service GmbH
(Mainz, Germany) in a thermostatic column oven, as well as three
detectors: multiangle laser light scattering detector (MALLS)
(Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, New York, USA),
differential refractive index, and differential pressure viscosity
detector, the last two combined in a single assembly with common
sample path (Testa Analytical Solutions, Berlin, Germany). As an
eluent, 0.1 M NaNOj was used, the flow rate and temperature were
maintained at 1 mL min~" and 30 °C, respectively, and the injection
loop volume was 100 uL. Data were collected and processed with
ParSEC SEC software (Brookhaven Instrument Corporation, Holts-
ville, New York, USA). All measurements were conducted in
triplicate.

2.9. FT-IR Measurements. The FTIR spectra were measured on
a Thermo Scientific Nicolet iS50 spectrometer using an ATR
accessory equipped with a diamond crystal. The spectra were
measured with a resolution of 2 cm™, and 64 scans were averaged
to achieve a high signal-to-noise ratio, allowing for further
mathematical treatment of the results. The polynomial baseline was
extracted from each spectrum, and then the spectra were normalized.
The normalization procedures were selected depending on the
problem to be solved and are described in detail with the presentation
of the results. Difference spectra were calculated in relation to spectra
of the dry polymer, dry polymer with an encapsulated drug, polymer
solution, or deionized water.

2.10. Skin Permeability Investigations. A formulation
constructed of drug-loaded hydrophobized HbPGL containing
equivalent 0.9 mg of CLT was placed on the Strat-M membrane

into a donor compartment of the Franz cell. For comparison, Clotidal
Max, CLT 500 mg commercially available vaginal tablet, USP Health,
and the suspension of pure CLT in the deionized water were
investigated at the same drug concentration in the analyzed samples.

The receptor compartment was filled with 12.5 mL of simulated
vaginal fluid at 37 & 1 °C. Aliquots of 0.5 mL of the receptor solution
were taken at different time intervals for around 145 h. Each
withdrawn aliquot was immediately replaced with the same volume of
the corresponding fresh portion of the simulated vaginal fluid.

CLT concentrations were determined by an ACQUITY UPLC I-
Class chromatography system coupled with a SYNAPT G2-Si mass
spectrometer equipped with an electrospray source and quadrupole
time-of-flight mass analyzer (Waters Corp., Milford, MA, USA). An
Acquity BEH C18 column (100 X 2.1 mm, 1.7 ym) maintained at 45
°C was used for the chromatographic separation of an analyte. The
mobile phase was prepared by mixing 0.1% formic acid (A) and 0.1%
formic acid in acetonitrile (B). The elution gradient was: 32% B (0—
1.0 min), 32—95% B (1.0—3.0 min), 95—95% B (3.0—3.5 min), 95—
32% B (3.5—3.52 min), and 32—32% B (3.52—7.0 min). The flow rate
was 0.45 mL/min, and the injection volume was 0.5 uL for CLT.

For mass spectrometric detection, the electrospray source was
operated in a positive resolution mode. The optimized source
parameters were: capillary voltage of 3.0 kV, cone voltage of 20 V,
desolvation gas flow of 400 L/h at a temperature 350 °C, nebulizer
gas pressure of 6.5 bar, and source temperature of 100 °C. Mass
spectra were recorded over an m/z range of 100 to 1200. Mass
spectrometer conditions were optimized by direct infusion of a
standard solution. The system was controlled using MassLynx
software (Version 4.1), and data processing (peak area integration
and construction of the calibration curve) was performed by the
TargetLynx software.

The initial stock calibration solution of CLT was created in
simulated vaginal fluid. The stock solutions were serially diluted with
0.5 mL of simulated vaginal fluid and 0.5 mL of methanol to obtain
working solutions at several concentration levels. The calibration
curves were prepared at ten different concentrations of drug solutions
and were linear in a concentration range from 0.1 to 20.0 ug/mL for
CLT with a correlation coeflicient of >0.995.

2.11. Antifungal Activity. The antifungal activity was inves-
tigated against C. albicans ATCC 90028 and C. glabrata ATCC 2001.
Fungal cultures were stored at 4 °C and subcultured once a month.
Prior to the inoculation of the strains with analyzed compounds
containing CLT, the fungal strains were grown at 35 °C on Sabouraud
agar.

Antifungal activity was evaluated by the disk diffusion assay
according to the European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST). The fungal reference strains, such as C. albicans
ATCC 90028 and C. glabrata ATCC 2001, were cultured on
Sabouraud dextrose agar and incubated at 35 °C for 24 h. A single
colony from an overnight fungal culture plate was seeded into 5 mL of
an appropriate prewarmed growth medium broth (Sabouraud). Next,
the cell density of the inocula was adjusted using a validated
autocalibrated turbidimeter, assuring a 0.5 McFarland standard. Then
the suspension was diluted 1:10 in sterile distilled water to yield (1—
5) X 10° CFU/mL. Using a sterile swab, cultures were spread evenly
onto prewarmed 37 °C Sabouraud agar plates. Finally, the different
disks (diameter S mm), previously impregnated with formulations E,
M containing 1400 pg of CLT, and ] containing 480 ug of CLT were
placed in triplicate in the inoculated agar, and the dishes were left in
an incubator at 37 °C. Standard disks of 480 and 1400 pg of tablet
(Clotidal Max, CLT 500 mg vaginal tablet, USP Health) were used as
a positive control. After 16, 24, and 42 h of incubation, in the case of ]
gel, additionally, after 7 days, the diameters of the inhibition zone
presented by the tested substances were measured in millimeters,
which are reported as inhibition halos.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Preparation of Aqueous Formulations of CLT
with Aryl-Enriched HbPGLs. For our investigations, we
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Figure 1. Pictures of the aqueous formulations of clotrimazole with internally aryl-enriched hyperbranched polyglycidols.

applied HbPGL (M,, = 12,000) of significantly hydrophobized
monohydroxylated units present in the linear constitutional
units, ie, L;; and Ly, (Scheme 1), with benzoyl chloride,
phenyl isocyanate, and biphenyl isocyanate at the degree equal
to 57, 66, and 40 mol %, respectively, obtaining the following
BES7, PC66, and BPh40 HbPGL derivatives (Table 1).

Our previous studies have shown that for the formation of
hydrogels based on CLT-loaded HbPGL in monohydroxylated
units that were hydrophobized at lower degrees, and suitable as
drug carriers for intravaginal therapy, the usage of the second
cross-linkable component was needed.”” The encapsulation of
CLT in highly hydrophobized HbPGLs leads to an evident
increase of the viscosity. Therefore, here, we focus on the
explanation of cross-linking mechanisms observed for highly
aryl-enriched HbPGLs via CLT encapsulation and acquaint-
ance with the knowledge of the characteristics of the obtained
drug formulations, such as the rheological properties, and
antifungal activity, along with the determination of the CLT
state. Understanding the nature of these constructs is
extremely important because of their high potential for
biomedical applications due to their simplicity of composition.

The hydrophobization of the HbPGL core required the
protection of 1,2-diol moieties of terminal units (35 mol % of
all repeating units) to avoid the modification of the HbPGL
shell. It was achieved by the protection of diol groups in the
form of acetals in the reaction with solketal catalyzed with
PTSA. The protection of terminal units was verified using '*C
INVGATE NMR spectroscopy to ensure that the hydro-
phobization of HbPGL was performed in the core of
macromolecules. The detailed spectroscopic analysis of each
hydrophobized HbPGL at each reaction step is given in the
Supporting Information (Figures S1—S12).

3.2. Preparation of Aqueous Drug—Polymer Formu-
lations. CLT was encapsulated within aryl-enriched HbPGL
using a solvent evaporation method™ using methanol as a
good solvent for both drug and polymer. Among all
investigated formulations, a molar ratio of drug/macro-
molecule equal to 32 was optimal to obtain uniform gel-like
structured fluids for all HbPGL derivatives of significantly
reduced flow properties. The phenyl-HbPGL-based formula-
tions were opaque (Figure 1). Surprisingly, the BPh40
derivative formed a homogeneous and transparent formulation
(Figure 1) at the abovementioned drug—polymer molar ratio.
The transparency of BPh40-based formulation inputs that the

applied polymer matrix is compatible with CLT, improving its
solubility in the aqueous medium. In addition, we prepared the
BPh40-based formulations by applying a lower molar fraction
of drug molecules to a macromolecule (Table 2). Despite the

Table 2. Chemical Composition of the Aqueous Drug
Formulations of Internally Hydrophobized Hyperbranched
Polyglycidol with Phenyl and 4-Biphenyl Groups

molar ratio of CLT to  "hsbpaL/ Vinor mepr/ Vi,or

formulation hHbPGL g/mL g/mL
BES7_CLT 32 0.496 0.317
PC66_CLT 32 0.496 0.317
BPh40 CLT 1 8 0.496 0.093
BPh40_CLT 2 16 0.496 0.176
BPh40 CLT 2a 16 0.248 0.088
BPh40_CLT 3 24 0.496 0248
BPh40 CLT 4 32 0.496 0.317

significant reduction of the molar fraction of the drug in the
formulations, the obtained systems also displayed a gel-like
character. Even the significant dilution of both the polymer and
drug (Table 2) resulted in the formation of a stable gel-like
formulation.

3.3. Rheological Characterization of Aqueous Drug—
Polymer Formulations. Aqueous solutions of the neat
copolymers BE57, PC66, and BPh40 at a concentration of
500 mg/mL are low-viscosity Newtonian liquids (Figures 2
and S13). The incorporation of CLT within hydrophobized
HbPGL derivatives (drug—polymer molar ratio = 32) via a
solvent evaporation method resulted in an evident reduction of
the flow properties of all hydrated drug—polymer formulations
as an effect of the increased viscosity.

Rheological investigations of aqueous formulations of CLT
with HbPGL internally hydrophobized with aryl moieties, i.e.,
the benzoyl (BES7), phenylurethane (PC66), and 4-
biphenylurethane (BPh40) groups, respectively, revealed the
non-Newtonian behavior (Figures 2 and S13). Obtained
aqueous clotrimazole—hHbPGL formulations are structural
fluids, i.e., pseudoplastic or Bingham fluids.”***

It is noteworthy that all aqueous CLT formulations with
aryl-based HbPGLs are shear-thinning (Figures S13, 2, and 3),
which means that the viscosity of each fluid decreases with the
increasing shear rate. The rheological properties of the liquid
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Figure 2. Dependence of viscosity (a) and stress (b) on the shear rate recorded at 37 °C for the aqueous solutions of BPh40 and aqueous

formulations prepared of clotrimazole-loaded BPh40.
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Figure 3. Dependence of viscosity (a) and stress (b) on the shear rate recorded at 25 °C for the aqueous solutions of BPh40 and aqueous

formulations prepared with clotrimazole-loaded BPh40.

formulations indicated that they can be injected into the target
site, and therefore these systems seem to be suitable for vaginal
use, ensuring easy distribution of the preparation on the
surface of the affected tissue.*®

In the case of phenyl-enriched HbPGL derivatives, a higher
increase in the viscosity of the aqueous solution was observed
for PC66 in comparison to that for BES7 (Figure S13). Zero
shear viscosity (7,), determined by the extrapolation of the
viscosity vs shear rate dependence to the shear rate equal 0,
was equal to 0.08 and 0.33 Pa s for the aqueous formulations
based on BES7 and PC66 derivatives, respectively (Figure
S13). Encapsulation of CLT led to an increase of viscosity to
0.77 and 49.50 Pa s for BES7 CLT and PC66 CLT,
respectively. Compared to phenyl-enriched HbPGL deriva-
tives, the increased viscosity effect of the aqueous solution of
biphenyl-modified HbPGL upon CLT loading (at the same
drug—polymer molar ratio) was even stronger, despite the
lower degree of hydrophobization of monohydroxylated
HbPGL units. These data indicate that for biphenyl-modified
HbPGL, the intermolecular cross-linking ability of internally
hydrophobized HbPGL macromolecules with CLT was
enhanced.

It could be concluded that, in addition to the effect of CLT
on the structural properties of the fluids obtained, the size of
the aryl group incorporated into the core plays a key role in the
formation of structured fluids. In addition, it seems that the
higher the molar fraction of monohydroxylated units remaining

18439

intact, the higher the fraction of absorbed water. We
demonstrated that the usage of a lower amount of drug for
the preparation of the BPh40 formulation, i.e, BPh40 CLT 2,
resulted in the formation of a stable, transparent drug carrier.
In contrast to phenyl-based HbPGL derivatives, HbPGL
hydrophobized with biphenyl moieties was able to maintain
water in the formulation despite the decrease of the drug
weight to water volume ratio, ie, from 0.317 g/mL
(BPh40_CLT_4) to 0.093 g/mL (BPh40_CLT 1), respec-
tively. The decrease in the concentrations of fluid components,
ie., both polymer and drug, at the same drug—polymer ratio
(BPh40_CLT_2a), resulted in the formation of a stable
homogeneous formulation but of a lower viscosity. It has been
shown that it is easier to obtain an optimal composition of the
drug formulation. In addition, in contrast to the BPh40-CLT
formulation, phase separation was observed for phenyl-HbPGL
derivative-based drug formulations over long-time storage.
This extended stability makes biphenyl-HbPGL a very
promising polymer for the construction of two-component
CLT formulations. To demonstrate the eftect of CLT on the
behavior of aryl-modified HbPGL macromolecules in aqueous
solutions, we prepared a series of formulations based on BPh40
in a constant polymer fraction, however, differing in the molar
ratio of drug to polymer from 8 (BPh40 CLT 1) to 32
(BPh40_CLT_4). Zero shear viscosity of drug formulations
based on BPh40 gradually increased from 183, 353, to 1080 Pa
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s at body temperature for formulations with the drug at a molar
fraction as follows: 8, 16, and 24, respectively (Table 3).

Table 3. Zero Viscosity Values (77,) of Formulations Based
on Clotrimazole-Loaded Aryl-Modified Hyperbranched
Polyglycidols with the Indication of a Presence of the Yield
Point (z.) Determined at 37 °C“

aqueous molar ratio of CLT to 7o Pa's

formulation copolymer (37 °C) 7, Pa (37 °C)
BES7_cl 0 0.08
PC66_cl 0 033
BPh40_cl 0 0.79
BPh40_c2 0 0.03
BES7_CLT 32 0.77
PC66_CLT 32 49.50
BPh40 CLT 1 8 183
BPh40_CLT 2 16 353 2.72 £ 022
BPh40_CLT 2a 16 156 2.16 + 0.45
BPh40_CLT 3 24 1080 13.62 + 0.49
BPh40_CLT 4 32 329 £ 5.0

“BES7_cl = PC66_cl = BPh40_cl = 500 mg/mL; BPh40_c2 = 250
mg/mL.

The dependence of stress (7) on the shear rate revealed that
the properties of the drug formulation can be modulated not
only with the amount of drug used in the formulation but also
on thermal conditions (Figures 2b, 3b, and S13 and Tables 3
and S1). Such CLT formulations as BPh40 CLT 2,
BPh40_CLT 3, and BPh40_CLT 4 exhibit the yield point at
room temperature, which was equal to as follows: 76, 653, and
2363 Pa. At 37 °C, the yield point decreases to 2.7, 13.6, and
329 Pa, respectively. The CLT fluid formulations showing the
yield point are Bingham fluids. The other formulations based
on aryl-hydrophobized HbPGLs behave as pseudoplastic fluids.

It is noteworthy that in the case of formulations being
Bingham fluids at 37 °C, their flow can be merely triggered by
exceeding the stress of the yield point, i.e., a critical stress value
that is needed to break the structure. It is assumed that

uncontrolled release of the drug formulation upon admin-
istration in the vagina is impossible, as is typical for used
gynecological suppositories. The viscosity of other formula-
tions, ie., fluids that did not exhibit the yield point, is high
enough to maintain the drug carrier in the vagina. For example,
the flow rate of the BPh40 CLT 2a formulation (zero shear
viscosity & 156 Pa s) of 2 mm thickness and 5 cm wide flowing
on the surface inclined at 6 = 90° to the horizontal is
approximately 1.2 pgg iq/h.

The rheological properties of drug carriers based on the
structured fluids point out that they can be maintained longer
in the afflicted area of the vagina compared to traditional
suppositories, which are required to be administered very
often, as their content is very often removed in an uncontrolled
manner. The prolonged residence time of an active substance
with a diseased site is of great importance in ensuring the
transport of drug molecules and thus increasing the efficiency
of therapy.

A temperature sweep study performed for biphenyl-based
formulations revealed the dominant nature of viscous proper-
ties in a wide range of temperatures (G” > G'), Figure 4. Based
on the fact that the viscosity of each formulation decreased
with the increasing temperature, we stated that the CLT
formulation with biphenyl-modified HbPGL displayed ther-
mosensitive behavior. However, due to the fact that the slope
of the dependence of the complex viscosity versus temperature
determined for the neat BPh40 is similar compared to its
formulation with the drug, it can be concluded that the
thermosensitive character is governed by intra- and inter-
molecular hydrogen bonds in which the polymer itself is
involved.

3.4. FT-IR Study of Structured Fluids Based on CLT-
Loaded Hydrophobized HbPGLs. To evaluate the dis-
tribution of CLT in internally aryl-enriched HbPGLs, we
performed a detailed FTIR analysis, recording spectra of dry
copolymers, dry CLT—copolymer mixtures, and their aqueous
formulations, along with spectra of CLT in the crystalline form
and dissolved in methanol. The FTIR spectrum of CLT in
crystalline form differs significantly from that of CLT dissolved
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Figure 4. Dependence of storage (G’) and loss modulus (G”) (a) and complex viscosity (b) on the temperature recorded for the aqueous

formulations prepared of clotrimazole-loaded BPh40.
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Figure 6. Comparison of FTIR spectra of dried, neat BPh40, and BPh40 loaded with clotrimazole (bottom). Differential spectrum of the FTIR
spectra is shown in the bottom chart compared with the FTIR spectrum of clotrimazole in a molecularly dispersed state. Spectral regions where the
clotrimazole lines sensitive to intermolecular interactions occur are zoomed in insets.

in methanol, eg, molecularly dispersed (Figure S14). We
distinguished the difference in the spectra of CLT in the
crystalline and in the dissolved state in the range of the
wavenumbers from 720 to 780 cm™, i.e., for crystalline CLT, a
triple-band was observed in this range, whereas for dissolved
CLT, a single broad band was typical. We established that
subtracting the FTIR spectrum of the hydrophobized polymer
from that of its mixture with the drug yields the extracted CLT
spectrum, which can provide information about the state of the
drug molecules in the investigated formulations, ie., whether
drug molecules inside the polymer carrier exist in crystalline

18441

form or are molecularly dispersed like in the solution. This
approach can provide knowledge about the compatibility of the
polymer with CLT. The extraction of the spectrum obtained
for the aqueous solution of copolymer from the spectrum of
the aqueous drug—copolymer formulation allows evaluation of
the CLT state in the aqueous polymer-based formulations.

A comparison of the FTIR spectrum in the range of
wavenumbers from 720 to 780 cm™" of commercially available
formulations containing CLT (Clotidal MAX) and the
spectrum collected for CLT in powder (Figure S) confirmed
that the drug formed crystals in both. The FTIR differential
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spectra obtained for CLT formulations based on phenyl-
HbPGLs, ie, BES7 (Figure S15) and PC66 (Figure S16)
copolymers, also revealed that CLT occurs in the polycrystal-
line state in the matrix of both in dry and aqueous states.
Despite the significant hydrophobization degree of internal
monohydroxyl groups of HbPGL with the phenyl groups
incorporated via ester (57 mol %, 35 of hydrophobized units
per macromolecule) or urethane bonds (66 mol %, 41 of
hydrophobized units per macromolecule), these amphiphilic
constructs are not promising as solubilizing matrices for poorly
water-soluble CLT. CLT formulations based on phenyl-
enriched HbPGLs were opaque in both dry and aqueous
conditions, which confirmed the lack of phenyl-enriched
HbPGL compatibility with the drug in the investigated molar
ratio of the drug to polymer, i.e, 32:1. CLT formulations based
on biphenyl-enriched HbPGL derivatives, that is, HbPGL
whose monohydroxylated units in the core were hydro-
phobized to a lower degree, were transparent at room
temperature regardless of the molar ratio of drug molecules
per one macromolecule, ie, 8:1, 16:1, 24:1, and 32:1.
Subtraction of the spectrum of biphenyl-enriched HbPGL
from that of its mixture with CLT performed for dried
BPh40_CLT_2a and BPh40_ CLT_4 mixtures provided a
spectrum of CLT characteristic for its well-solubilized form,
i.e, such as that obtained in the methanolic solution (Figures 6
and S17). Undoubtedly, it indicates that CLT was molecularly
distributed in the dry BPh40 matrix despite the amount of
encapsulated drug in the broad range of concentrations.

The comparison of the FTIR spectrum of CLT obtained
after subtraction of the spectrum of methanol from the
spectrum of CLT loaded in the dry BPh40 carrier shows very
good agreement, and only the shifts are observed within the
bands located around 750, 920, and 1200 cm™'. These lines
may be assigned to the stretching of C—Cl groups (750 cm™)”
and C—H and C—N groups in the imidazole ring (917 and
1206 cm™', respectively).”” These lines are sensitive to

interactions with the environment. Their shift is indirect
evidence of the interaction of the polymer carrier with the drug
through halogen bonds and probably through the imidazole
ring. The shift toward lower wavenumbers of the bands
originating from the C—Cl bond (750 cm™") is typical for the
formation of halogen bonds between Cl and a nucleophile in
the system (O, N, or Ph).”**” The other CLT bands are
located at the same wavenumbers independently of the
environment, which confirms that the signal processing used
is correct.

To study the behavior of BPh40 in the formulation with the
drug, the vibrational spectra of dry BPh40 and dry BPh40
loaded with CLT were compared (Figure 6). The observed
changes, i.e, a shift of the bands 1540 and 1750 cm™!
(combination of N—H bendin§ with C—N stretching and
C=O0 stretching, respectively’”’') toward higher wave-
numbers indicate the breaking of intramolecular hydrogen
bonds. Moreover, a shift of the band around 1220 cm™ (C—
0o-C stretching30’3l) toward lower wavenumbers confirms the
breaking of hydrogen bonds and the transfer of charge toward
the chain, thus shortening the C=O0 bonds and lengthening
the C—O—C located next to it.”>*’

In the next step, we focused on the behavior of both CLT
and BPh40 in their aqueous formulations. The position of the
bands assigned to CLT in the polymer formulation is
independent of the presence of water in the environment.
This proves that CLT molecules remain bound to the polymer
carrier after the addition of water. Moreover, these aqueous
drug formulations were stable without precipitated CLT being
detected with the naked eye.

To monitor the polymer hydration, a comparison of the
normalized FTIR absorption spectrum of neat BPh40 and the
differential spectrum of its aqueous solution (the spectrum
obtained by the extraction of the water spectrum from the
spectrum related to the BPh40 aqueous solution), as shown in
Figure 7 was needed. Vibrations of highly polar groups, such as
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ether or carbonyl groups, should be the most sensitive to
water. Their characteristic bands in the FTIR spectrum of neat
BPh40 occur at 1218 (stretching of —C—O—C— groups), 1531
(combination of bending of N—H and C-N stretchin%
vibrations), and 1750 cm™" (stretching of C=0 group).’”’
The first two signals shift toward higher wavenumbers, i.e., to
1236 and 1537 cm™, respectively, which can be explained by
the interaction of the ether and amide groups with water via
hydrogen bonds.*>*" These observations are confirmed by the
changes observed in the spectral regions related to the
stretching of the C=O groups and the stretching of the
CH, groups (spectral region 2800—3000 cm™'). In the first
mentioned spectral region, changes in the relative intensities of
bands located at 1710 cm™ related to C=0 groups involved
in the H-bond formation and 1725 cm™" assigned to free C=
O groups, i.e.,, which are not involved in the H-bonding, occur.
In the high-wavenumber region, the so-called improper blue
shift of line 2871 cm™ (to 2882 cm™) is observed. This effect
has been discussed previously.** >

For comparison, the FTIR spectra of BES7 and PC66 in
both dry and hydrated states are given in Figures S18 and S19,
respectively. In the case of BES7, its characteristic bands in the
FTIR spectrum occur at 1272 (stretching of C—O—C) and
1713 cm™" (stretching of C=0 group).36 The first signal shifts
toward higher wavenumbers (1277 cm™'), which can be
explained by the interaction of the ether groups with water via
hydrogen bonds. This observation is confirmed by the changes
observed in the spectral regions related to the stretching of the
C=O0 groups and the stretching of CH, groups (spectral
region 2800—3000 cm ™). Analysis of the second characteristic
band shows changes in the relative intensity of bands located at
1667 cm™" assigned to C=0 groups involved in the H-bond
formation and at 1713 cm™ characteristic for free C=0
groups. The intensity of the first line increases, while the
intensity of the second line decreases slightly. The FTIR
spectrum of PC66 does not differ significantly from the FTIR
spectrum of BPh40. The characteristic bands for phenylur-
ethane derivative occur at 1220 (stretching C—O—C groups),
1544 (combination of bending of N—H and C—N stretching
vibrations), and 1720 cm™" (stretching of C=0 group). In the
case of PC66, the hydrogen bond formation between ether and
amide groups with water is also, as mentioned above, proved
by signals shift toward higher wavenumbers (1230 and 1548
cm™"). Additional confirmation of this interaction is shown by
the changes observed in the spectral region related to the
stretching of the C=O groups and the stretching of CH,
groups (spectral region 2800—3000 cm™'). Also, changes in
relative intensities of bands located at 1708 cm™" assigned to
C=0 groups involved in hydrogen bond formation and 1723
cm ™! ascribed to free C=0 groups, which are not involved in
H-bonding, confirm the presence of interaction between water
and polymer.

In the final step, the spectrum of the aqueous formulation
BPh40_ CLT_2a with the spectra of the hydrated polymer,
water, and dry BPh40 was compared (Figure S20). Such an
approach allowed us to evaluate how the presence of the
hydrophobic drug in the polymer structure influenced polymer
hydration. The bands visible in the spectrum of the aqueous
drug—polymer formulation at 1540 cm™' (assigned to N—H
and C—N groups) and 1240 cm™" (C—O-C groups) are
significantly shifted toward higher wavenumbers in relation to
neat BPh40, which evidenced their good hydration.***’
However, these shifts are smaller than those in the case of

the BPh40 aqueous solution. This observation leads to the
conclusion that the polymer in the aqueous drug-BPh40
formulation exhibits a more hydrophobic behavior than the
polymer itself in water. It means that the CLT interacting with
the BPh40 affects the polymer carrier, making it more
hydrophobic.

A comparison of the FTIR spectra of the aqueous solution of
PC66 with the spectrum of its structured fluid with CLT,
water, and dried PC66 is shown in Figure S21. It should be
noticed that the bands sensitive to polymer hydration, namely,
lines assigned to C—O-—C stretching (at 1220 cm™),
combinations of N—H bending with C—N stretching (1540
em™'), and C=0 stretching (1720 cm™") occur at the same
wavenumbers in the FTIR spectra of both the polymer solution
and its structured fluid. It proved that PC66 hydration is not
significantly affected by the presence of CLT. It is not
surprising, taking into account that the CLT crystallizes inside
this carrier. The FTIR spectra of the aqueous solution of BES7,
its structured fluid with CLT, water, and dried BES7 were also
compared (Figure S22). The structured fluid constructed of
BES7 macromolecules exhibited a more hydrophobic behavior
in comparison to PC66 and, as a result, contained a smaller
water content. Line positions characteristic for C=0 and C—
O—C stretching (1720 and 1260 cm™', respectively) have
maxima at the same wavenumber as for the dry polymer. It
proved that BES7 is not well hydrated in the formulation.

The biphenyl-enriched HbPGL, due to the presence of a
hydrophobic surface generated by two aryl rings in a single
incorporated hydrophobic moiety compared to a single aryl
group (in the case of phenyl-modified HbPGLs), was able to
interact more effectively with CLT. In addition, a higher molar
fraction of intact monohydroxyl groups in the HbPGL core
and peripheral diol groups in the macromolecule’s corona
made BPh40 able to readily absorb water. From one side,
structured fluid formulations based on BPh40 drug mixtures
are well-swollen with water, and from another side, the
polymer construct ensures effective encapsulation of CLT. It
seems that in addition to the urethane group, which is prone to
hydrogen bonding, aryl—aryl interactions between aromatic
moieties of polymers and drugs can play an additional role in
drug—polymer interactions.

Finally, the chemical structure of the polymer carrier
significantly affects the ability of the drug to crystallize.
Contrary to phenyl-based HbPGL, the biphenyl-based carrier
protects CLT against crystallization, which is a strongly needed
property, allowing for better drug release control, bioavail-
ability, and, consequently, a better biological response.

This study shows that the balance between the degree of
hydrophobization of HbPGL, the hydrophobic nature of the
incorporated groups, such as the size of the aromatic surface,
and the linkage wvia which a hydrophobic moiety is
incorporated is of great importance in obtaining a promising
therapeutic formulation.

Given that the solubility of CLT in water is 0.49 ug/mL,’
and the concentration of CLT in formulations with BPh40
varied from 0.062 to 0.211 g/mlL, assuming that the entire
amount of CLT is molecularly dispersed in the formulation,
this means that we have increased the solubility of CLT by at
least 127,000 times.

3.5. DSC Study of Formulations Based on Hydro-
phobized HbPGL with CLT. The DSC analysis performed
for neat CLT showed a sharp endothermic peak at 145.5 °C on
first heating, which corresponds to its melting point. Since neat
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Figure 8. DSC thermograms at first heating recorded for neat clotrimazole (a), clotrimazole-loaded tablet (b), and clotrimazole-hydrophobized
HbPGL formulations recorded at first (c,d) and at the second heating (ef), respectively.

CLT was not able to crystallize at the applied cooling rate, i.e.,
10 °C/min, the state of CLT in polymer-based formulations
with polymers was investigated in the first heating scan.
Thermograms of CLT formulations based on HbPGL
hydrophobized with phenyl groups incorporated via both
ester and urethane bonds revealed the presence of the
endothermic peak in the first heating scan starting from
room temperature. In comparison to neat CLT, the
endothermic peak was broader and shifted to a lower
temperature, ie, 134 °C. DSC thermograms facilitated the
determination of the degree of crystallinity of CLT in the
formulations based on phenyl-enriched HbPGLs, which is
equal to 84 and 93% for benzoyl ester and phenyl urethane
HbPGL derivatives, respectively. The lack of an endothermal
peak of CLT in DSC thermograms obtained for formulations
based on biphenyl-enriched HbPGL confirmed the molecular
distribution of encapsulated drug molecules within amphiphilic
macromolecules, which is consistent with previously reported

18444

results’ and the FTIR results shown above. In addition,
despite the amount of drug encapsulated within the construct
BPh40, i.e., 16 and 32 molecules per macromolecule, the drug
was molecularly distributed.

The DSC study confirmed the enhanced solubilization of
CLT in the hydrophobized HbPGLs enriched with aryl
groups; however, the size of the biphenyl moiety was crucial
in the proper distribution of drug molecules within the
amphiphilic HbPGL’s construct.

It is noteworthy that CLT incorporated into amphiphilic
HbPGLs affected the glass transition of each of the copolymers
used, which was investigated in the second heating scan
(Figure 8). For example, for formulations in which the molar
ratio of drug to macromolecule was 32, the T, of BES7 and
BPh40 increased from —2.8 to 15.6 °C and from 9.2 to 29.3
°C, respectively. The increase in T, of each polymer upon CLT
encapsulation is evidence of interactions between the drug and
copolymer, and thus, the segmental mobility of macro-
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Figure 9. Results of a clotrimazole permeability study of various drug formulations using the Strat-M membrane or ex vivo rabbit vagina.

molecules in the prepared formulations is markedly slowed
down.

3.6. In Vitro Transdermal Permeation Study. To
estimate the bioavailability of CLT entrapped in the structured
fluids in comparison to the commercially available CLT-loaded
tablet, Clotidal Max, we performed in vitro permeability
experiments of drug molecules from different carriers across
the Strat-M membrane, i.e., a synthetic nonanimal-based model
for transdermal diffusion testing that is predictive of diffusion
through the skin using the Franz diffusion cell. The study
revealed that the level of CLT permeation through the
membrane is significantly increased in the case of CLT
incorporated into the matrix of aryl-enriched HbPGL-based
structured fluids (Figure 9). These data indicate that
hydrophobized HbPGLs are potential enhancers for the
transmucosal delivery of CLT, and therefore CLT loaded in
structured fluids is more bioavailable and can increase the
efficiency of antifungal therapy. To quantify the impact of the
drug carrier on the ability of CLT permeation through the
membrane related to the permeation of CLT suspended in
water or loaded in the form of commercially available
formulation, we calculated the permeability constant, K, (

—_Q ;
K,= ywvy where Q is the amount of drug transported

through the membrane in time ¢, A is the area exposed
membrane, and C,—donor concentration). K, for CLT
entrapped in structured fluids was approximately 5 times
higher than it was observed for CLT loaded into a
commercially available over-the-counter tablet and 50 times
higher compared to CLT suspended in water (Table 4). The
highest values of K, were detected for CLT, which was loaded
in the formulations based on biphenyl-modified HbPGL, i.e,
3.03 X 107° and 3.35 X 107> cm/min, respectively. The flux

(J= %) of CLT enclosed in the PC66-based fluid was 2.24 X
1074 mg/cm2 min, whereas the flux of CLT from
BPh40 CLT 4 was equal to 3.03 X 10™* mg/cm® min. The
flux of CLT was the lowest from the tablet and from the
aqueous suspension and was equal to 6.16 X 107° and 1.62 X
1076 mg/cm® min, respectively (Table 4).

Due to the fact that formulations based on biphenyl-
hydrophobized HbPGL are the most prospective for the
intravaginal therapy, we additionally performed an ex vivo
permeability test for BPh40 CLT_2a as the representative
sample among biphenyl-HbPGL formulations and a Clotidal
MAX tablet using excised rabbit vaginal tissue. Similarly to the

Table 4. Comparison of the Permeability Constant (K,) of
CLT from Different Formulations Permeated through an In
Vitro STRAT-M Membrane or Ex Vivo Rabbit Vagina

Kp clotrimazoles
matrix membrane cm/min ], mg/cm® min
BES7_CLT Strat-M 2.00 X 107° 176 x 107*
PC66_CLT Strat-M 249 X 107° 224 x 107*
BPh40_CLT 2a Strat-M 3.14x107° 283 x 107"
BPh40_CLT 2a ex vivo rabbit 130 X 107* 108 x 1073
vagina
BPh40_CLT_4 Strat-M 336 x 107°  3.03 x 107*
tablet (Clotidal Max) Strat-M 6.85%x107°  6.16 x 107°
tablet (Clotidal Max) ex vivo rabbit 5.08 X 107° 4.57 x 107
vagina
aqueous suspension of Strat-M 6.73 X 1077 1.62 x 107°

clotrimazole

permeability results obtained with the STRAT-M membrane,
the formulation based on biphenyl-HbPGL assured better drug
permeability through rabbit vaginal mucosa compared to a
commercially available tablet. It is noteworthy that higher
transmucosal transfer of CLT through the rabbit vagina was
observed than through the Strat-M membrane for both drug
formulations (Figure 9). The determined K, of CLT
permeated through rabbit mucosa from biphenyl-hydro-
phobized HbPGL-based structured fluid was approximately
3-fold higher than observed for CLT permeated from the
tablet.

Permeability tests using both the artificial transdermal
membrane and the ex vivo vagina mucosa undoubtedly show
that structured fluids based on aryl-enriched HbPGLs
unimolecular micelles with CLT can ensure sustained delivery
of the bioactive compound to the afflicted area.

This behavior can be strictly ascribed to enhanced solubility
of CLT in the aqueous medium using one polymer component
for the construction of drug carriers.

3.7. Retention of Structured Fluids under Conditions
of Simulated Vaginal Fluid. Among all investigated
structured fluids constructed of hydrophobized HbPGLs,
biphenyl urethane-based systems turned out to be the most
perspective for intravaginal therapy in view of CLT solubility in
the aqueous medium, rheological behavior, and permeability
properties. Due to this fact, we investigated the retention of
such constructed structured fluid in simulated vaginal fluid at
37 °C using the BPh40_CLT_2a sample, as a representative
formulation. For this goal, a portion of gel-like formulation
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(0.03 g) was placed on a plastic surface and then immersed in
1 mL of simulated vaginal fluid. The sample was incubated for
24 h, at which the permeability plateau was attained, and the
maximum CLT permeability was observed at this period of
time.

Monitoring the sample at different time intervals allowed for
the visual detection of a gradual loss of polymer from the
formulation along with obtaining the opacity (Figure 10). It

24 h

Figure 10. Retention of BPh40_CLT_2a formulation deposited on a
plastic disc (a) and porcine skin immersed in simulated vaginal fluid
at 37 °C (b).

was detected that the coverage of the disc with a sample
doubled in several hours. However, the drug formulation

persisted as a continuous film on the surface. 'H NMR analysis
of the dried residue after 24 h of incubation in SVF showed
that it consisted of both drug and polymer. The same behavior
was observed for the formulation deposited on the porcine
skin.

Due to the fact that in vivo vaginal mucosa undergoes
recurring cycles of proliferation at the basal layer, maturation,
and desquamation into the vaginal lumen, with a turnover time
of about 96 h,** the drug-formulation based on structured
fluids based on hydrophobized HbPGLs should be completely
removable.

3.8. In Vitro Antifungal Activity. To estimate the
antifungal potential of the synthesized structured fluids loaded
with CLT, we compared their antifungal properties with the
activity of over the counter commercially available CLT-loaded
tablet, Clotidal MAX. The antifungal activity was validated by
the presence of the zone of inhibition against C. albicans and C.
glabrata. Based on the values of the halo zone diameter (Figure
11), it was demonstrated that the antifungal activity of CLT
loaded into constructs BES7 and PC66 against both C. albicans
and C. glabrata is comparable to the activity of a commercially
available CLT-loaded tablet for the treatment of vaginal and
vulvar fungal infections. The halo zone for all constructs and
discs with controls remained statistically unchanged for up to
42 h. In the later period, both C. albicans and C. glabrata
showed intensive growth around the discs saturated with
constructs BES7_CLT, PC66_CLT containing 1400 ug of
CLT, as well as with the commercially used CLT in the tablet
in the amount equal to 480 ug as well as 1400 pug. Although at
almost every measurement time point, the diameter of the halo
zone was higher for C. albicans, no statistical significance was
observed in relation to the values of the growth inhibition
zones obtained for C. glabrata. Surprisingly high antifungal
activity was observed against both Candida strains in the case
of construct BPh40_CLT _2a, containing 65% less loaded CLT
in comparison to phenyl-enriched HbPGLs, i.e., the
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Figure 11. Halo zone diameters determined for clotrimazole-loaded in the tablet and clotrimazole formulations with aryl-modified HbPGLs against
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C. glabrata activity of clotrimazole formulations (c).
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BES7_CLT and PC66_CLT formulations. Furthermore, it was
demonstrated that the growth inhibition zones persisted until
the seventh day of the conducted study, which was terminated
due to the loss of nutritional properties of the growth medium
itself (Sabouraud agar). In each time measurement point, i.c.,
16, 24, and 42 h, and 7 days, construct BPh40 CLT 2a
exhibited the highest activity against both reference strains of
Candida used in the experiment. Furthermore, this construct
exhibited the highest growth inhibition zone (compared to
BES7 _CLT and PC66_CLT and the CLT control at both ¢ =
480 pg and ¢ = 1400 ug), reaching a value of nearly 25 mm
after 16 h. A statistically significant (for C. albicans p = 0.01
and C. glabrata p = 0.001) growth increase (22% for C. albicans
and 32% for C. glabrata) around the discs saturated with the
constructs BPh40 CLT 2a (approximately: 5.5 mm and 8
mm accordingly) was observed at 42 h in compared to the
measurement from the initial time point and remained at an
unchanged level until the seventh day of the conducted
observation. Based on the obtained results, the construct
BPh40_CLT_2a containing CLT at ¢ = 480 ug was selected as
a promising agent against C. albicans and C. glabrata,
maintaining a 7 day activity against fungal used strains,
which is highly significant in disease management, particularly
in female genital tract infections.

4. CONCLUSIONS

In this paper, we have elaborated the method of efficient CLT
solubilization in water in the form of structured fluids using
HbPGLs of a hydrophobized core with aryl moieties, such as
benzoyl ester, phenyl urethane, and biphenyl urethane. The
properties of structured fluids were strictly dependent on the
type of aryl-HbPGL derivative used. The biphenyl-HbPGL
derivative showed the most significantly enhanced CLT
solubilization in the aqueous media among the investigated
amphiphilic constructs. All CLT formulations constructed of
biphenyl-HbPGL derivatives, independently of drug to
polymer molar ratio varying from 8 to 32, provided
transparent, molecularly dissolved formulations, which was
confirmed with FTIR and DSC investigations. In the case of
phenyl-based HbPGL derivatives, a minor fraction of the drug
was only molecularly dispersed, and most of its amount was in
crystalline form. In addition, aqueous formulations of CLT
with biphenyl-HbPGL derivatives showed more favorable
rheological properties in contrast to those of phenyl-HbPGL
derivatives and were more stable under storage conditions.
Depending on the molar ratio of the drug to the polymer, the
formulation exhibited a yield limit at body temperature or a
viscosity that ensured film formation on the vaginal tissue, and
therefore, the flow of the drug carrier was limited. Thus, these
formulations ensure prolonged action of the active substance
with the afflicted site. The percutaneous permeability of CLT
loaded in aryl-enriched HbPGLs was significantly increased
compared to CLT from its aqueous suspension and CLT
present in commercially available tablets, but with no apparent
difference between aryl-HbPGL-based systems. The antifungal
test showed increased activity of the aqueous biphenyl-HbPGL
formulation against C. albicans and C. glabrata species, but also
prolonged activity for up to 7 days of activity with a single dose
of the formulation. In this work, we demonstrated a first
aqueous formulation requiring the usage of a single polymer
component to attain both high drug solubility and rheological
properties suitable for intravaginal applications.
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Figure S1. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL recorded in Pyridine-ds.
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Figure S2. 3C DEPT NMR spectrum of HbPGL recorded in Pyridine-ds.
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Figure S3. ' H NMR spectrum of HbPGL recorded in Pyridine-ds.
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Figure S8. 'H NMR spectrum of HbPGL_PC66 recorded in DMSO-dg.
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Figure S9. 'H NMR spectrum of AC-HbPGL_BPh40 recorded in DMSO-d.
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Figure S12. "H NMR spectrum of HbPGL_BES57 recorded in DMSO-dg.
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Figure S13. The dependence of viscosity (a) and stress (b) on the shear rate recorded at 37 °C
for the aqueous solutions of phenyl-based HbPGLs and aqueous formulations prepared of

clotrimazole-loaded phenyl-based HbPGLs.
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Figure S14. The comparison of FTIR spectrum of clotrimazole in crystalline form

and differential spectrum of the FTIR spectra of methanolic solution of clotrimazole and

methanol. Inset shows the spectral region 720-780 cm! sensitive to clotrimazole crystallinity.
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Figure S15. The comparison of FTIR spectra of clotrimazole in crystalline form, a differential

spectrum of the FTIR spectra of methanolic solution of clotrimazole and methanol,

and clotrimazole encapsulated in polymer (a). FTIR spectra of dried neat BE5S7 and BE57

loaded with clotrimazole (b).
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Figure S21. Comparison of FTIR spectra of dried neat PC66, aqueous solution of PC66,
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Table 1. Zero viscosity values (1) of formulations based on clotrimazole-loaded aryl-modified

hyperbranched polyglycidols with the indication of a presence of the yield point (z.).

Aqueous Molar ratio of | mng, Pas 1., Pa
formulation | clotrimazole to | (25 °C) (25°C)
copolymer

BES7 _cl 0 -
PC66_cl 0 -
BPh40 c1 0 - -
BPh40 c2 0 - -
BPh40 CLT 1 8 177 -
BPh40_CLT 2 16 4016 76 £13
BPh40 CLT 3 24 - 654 £ 16
BPh40_CLT 4 32 - 2363 +46

BES7_c1=PC66_c1=BPh40_c1 =500 mg/mL; BPh40_c2 =250 mg/mL
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ABSTRACT: Unimolecular micelles based on selectively hydrophobized hyper- INTERNALLY HYDROPHOBIZED HYPERBRANCHED POLYGLYGIDOL
branched polyglycidols, HHbPGLs, in the macromolecule’s interior are used for " WITH PHENYL MOIETIES

the enhancement of hydrophobic drug solubility in aqueous media and as a major - i QO o "
component of hydrophobized hydrogel-based drug delivery systems. In this o d
article, we have investigated the thermosensitive behavior of amphiphilic i/ P i o
hyperbranched polyglycidol obtained by the hydrophobization of the core with

phenyl moieties, i.e., by modification of monohydroxyls of linear constitutional DERNORES O ERDRERAEN
repeating units (L;; and L;,) of hyperbranched polyglycidol, HbPGL,
incorporating benzoyl ester or phenylurethane groups, with terminal 1,2-diols
in the corona remaining intact. A turbidimetric study revealed that hHbPGLs
equipped with benzoyl ester (BE) groups with the degree of substitution of linear
units ranging from 42 to 56 mol % and phenylurethane moieties (PC) in the
range from 32 to 5SS mol % in water showed lower critical solution temperature
(LCST) behavior. The critical point was, however, observed at a very low concentration, approximately 3.75 mg/mL, for both
HbPGL derivatives. Thus, an increase of T, based on the concentration was observed in the broad concentration range. In addition,
a significant difference in T, reaching up to 40 °C for aqueous solutions of PC and BE derivatives of HbPGL of a comparable degree
of substitution of monohydroxylated groups (DS ~ 50%) at a concentration equal to 150 mg/mL was detected. Raman spectra
recorded for polymer-rich phases obtained upon phase separation for PC and BE derivatives revealed lower hydration of the PC
derivative, indicating its higher tendency to intermolecular interactions and thus lower T,. Computational modeling methods, such
as density functional theory, DFT, and molecular dynamics, MD, showed that in the case of the BE derivative, unlike the PC
derivative, the phenyl rings were effectively surrounded by hydrated polyether branches, which hindered the aggregation of phenyl
rings. Both Raman spectroscopy and computational investigations revealed the difference in the hydration state of the aromatic
group depending on the used covalent linkage. Moreover, BE and PC derivatives displayed an asymmetric phase diagram, i.e., the
dependence of T, on the polymer concentration. In general, for polymers at very broad concentrations ranging from 1S to 275 mg/
mL BE and PC derivatives, respectively, an increase of T, with the increase of the polymer concentration was observed. Only in a
very low concentration range from 0.12 to 3.75 mg/mL did polymers exhibit a decrease of T, with the increase of the polymer
concentration. It results from the screening of the hydrophobic groups within highly water-swollen polyether branches upon the
increase of the polymer concentration. The phase separation of higher-concentrated solutions required a further increase in
temperature, resulting in partial dehydration of the polyether branches, which increased the hydrophobicity of the macromolecules,
and the separation of the polymer from the aqueous solution was attained.

cloud point

polymer concentration

B INTRODUCTION solution temperature results in phase separation. Until now,

Polymers displaying thermosensitive behavior in aqueous the thermosensitive behavior of polymers with linear topology
media represent the most extensive group of stimuli-responsive
systems and are of significant interest in biomedical
applications such as drug delivery systems,"” bioseparation,’
tissue engineering,” etc. They are usually divided into two main
subclasses, ie., polymers having a lower critical solution
temperature, LCST,””'” and an upper critical solution
temperature, UCST,'87%2 respectively. Thermosensitive poly-
mers are well-soluble in water and form a single phase above
the UCST or below the LCST, while exceeding the critical

has been the most extensively investigated. Poly(N-isopropy-
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lacrylamide), PNIPAM, with a cloud point at 32 °C, has been
recognized as a golden standard of LCST thermosensitive
polymers.”>~** The mechanism of the thermosensitive
response of PNIPAM in water is related to coil-to-globule
transition; i.e., below LCST the chains are in the form of coils
due to the hydrophilicity of amide groups and their
participation in hydrogen bonding with the surrounding
water molecules. Heating the PNIPAM aqueous solution
above its LCST results in phase separation based on the
globular macromolecule aggregation via hydrophobic inter-
actions between the hydrophobic backbone and isopropyl
groups as an effect of breaking the hydrogen bonds between
the polymer and water. Many studies have been focused on the
LCST adjustment of PNIPAM to body temperature.”® The
phase separation temperature of PNIPAM can be modulated
by the engineering NIPAM copolymers, specifically by
changin§ the ratio of hydrophilic and hydrophobic
units.”’~**"*% In general, the incorporation of hydrophilic
units causes an increase of the LCST, whereas hydrophobic
comonomers lead to a decrease of the LCST. Moreover, it is
well-known that the change of pH, the presence of inorganic
salts,>* host—guest complexation,34 etc., also influence the
LCST values. The LCST of a polymer can also differ with a
change in its molecular weight.”

The thermosensitivity of hydrophilic polymers can be
achieved by modification with thermosensitive groups, such
as NIPAM,***” or through hydrophobization by incorporatin
hydrophobic groups by postpolymerization modification®”
or direct copolymerization of hydrophilic and hydrophobic
comonomers.””" The higher the degree of hydrophobization,
the lower the phase separation temperature in aqueous
solutions.”” The thermosensitive behavior of polymers is
reversible; i.e., lowering the temperature below LCST leads to
the formation of a single phase. However, the composition of
the copolymer can evoke hysteresis,*"** or even inverse
hysteresis™” in the heating/cooling cycle. Polymers with LCST
typically display normal thermosensitive behavior, ie., the
temperature of the phase separation decreases with an increase
of the polymer concentration.”*™*® However, recently,
abnormal concentration-dependence of the phase separation
temperature (T,) has been reported for a few amphiphilic
polymers of hyperbranched topologies, such as polyethyleni-
mine with a degree of substitution of terminal units with
phenylalanine in the range from 50 to 82%." The analogous
abnormal thermosensitive behavior has also been reported for
hyperbranched polyglycidol, in which terminal units in the
corona were decorated with alkgfl chains composed of five to
eight carbon atoms (C5—C8).>” Surprisingly, HbPGL hydro-
phobized with C4 alkyl chains exhibited normal thermosensi-
tive behavior, whereas HbPGLs modified with C10—C12 alkyl
chains were not soluble in water despite the low degree of
hydrophobization of terminal units.”’ The normal concen-
tration thermosensitive behavior has also been reported by Sun
et al. for HbPGL in which terminal units were modified with
adamantane moieties at a degree equal to 16%.°* The
thermosensitivity of this derivative was easily modulated by
the addition of p-cyclodextrins, as a result of host—guest
complexation.

Schomer et al. reported the thermosensitive behavior of
aqueous solutions of hyperbranched copolyethers of glycidol
with propylene oxide. Their behavior was explained by the
interplay of the hydrophilic groups, especially the hydrophilic
terminal diol groups, and the hydrophobic methyl groups in
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the apolar poly(propylene oxide) segments.”’ The LCST
values of these copolymers were readily adjusted by varying the
comonomer ratio. By increasing the fraction of glycidol, the
LCST of hyperbranched copolyethers increased.

Due to the fact that even a small change in the molecular
structure of the amphiphilic polymer can markedly affect its
thermosensitive properties, the characteristics of each polymer
need to be determined separately. To date, there are no reports
on the thermosensitive properties of core—shell amphiphilic
hyperbranched polyglycidols, ie., macromolecules with a
selectively hydrophobized core obtained by the modification
of linear constitutional repeating units. Such systems, among
hyperbranched polyglycidol-based amphiphilic constructs, are
of great interest as they play the role of an eflicient solubilizing
agent of hydrophobic drugs’” and the main building block of
hydrophobized hydrogels.” Recently, drug-loaded amphiphilic
HbPGLs were used to produce injectable and self-healable
hydrogels based on boronic ester cross-links for the intra-
vaginal administration in anticervical cancer therapies.””> The
biomedical interest of HbPGL-based constructs results from
excellent biocompatibility,sl‘_’57 low toxicity,”® and high
thermal and oxidative stability’” of hyperbranched polyglyci-
dol. The thermosensitive properties of polymers can directly
influence the properties of constructed materials and their
behavior when in contact with body fluids. Considering the
construction of biomaterials based on HbPGL macromolecules
it is crucial to understand their thermal behavior in aqueous
media. For this goal, in this article, we studied thermosensitive
behavior of HbPGLs with a selectively hydrophobized core.
We selected phenyl-enriched HbPGLs, as these derivatives are
crucial in the enhancement of solubilization of aryl-containing
bioactive compounds in aqueous media.*®

We strictly focused on the relationship between the degree
of hydrophobization of monohydroxylated constitutional
repeating units of hyperbranched polyglycidols, the bond
used for the aromatic ring immobilization, and the cloud point
of the aqueous solutions of polymers. We detected a strong
influence of chemical bonds, i.e., ester or urethane bonds, used
to immobilize the aromatic group on the cloud point of the
investigated systems.

For the study of the temperature-dependent behavior of
amphiphilic core—shell HbPGLs, ultraviolet/visible (UV/vis)
spectroscopy, Raman spectroscopy, and optical microscopy
were used. In addition, to explain the difference in the
thermosensitive behavior of urethane and ester HbPGL
derivatives, experimental investigations were supported by
quantum mechanics calculations with the use of density
functional theory, DFT method, and by simulations with the
use of molecular dynamics, MD, methods.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. Glycidol and 1,1,1-tris(hydroxymethyl)propane were
purchased from Sigma-Aldrich. 2,2-Dimethoxypropane, benzoyl
chloride, and phenyl isocyanate were purchased from Alfa Aesar.
Anhydrous pyridine was purchased from Acros Organics. PTSA
(Sigma-Aldrich) was dried with benzene. Glycidol was dried with 4 A
molecular sieves and distilled under reduced pressure.

Synthesis of Hyperbranched Polyglycidol (HbPGL). Hyper-
branched polyglycidol was obtained according to the procedure
described previously.*” The structure of the synthesized polymer was
characterized by 'H and *C INVGATE NMR spectroscopy (Figures
S1—S2). The degree of branching (DB) of the synthesized neat
HbPGL was 0.55. The molar fraction of dendritic (D) and total linear
constitutional units L;3 and L,, bearing monohydroxyl groups was
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Scheme 1. Synthetic Route of the Internally Phenyl-Enriched Hyperbranched Polyglycidol, Where D = Dendritic, T =
Terminal, L,; and L,, = Linear Constitutional Repeating Units (Monohydroxylated Units)
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0.25 and 0.40, respectively, whereas the molar fraction of terminal
units (T) containing diol moieties was 0.35. D, Ly3, L, and T units
are denoted in Scheme 1. The weight-average molecular mass M,, was
determined based on GPC results using water as an eluent and is
equal to 12,000 g/mol, while dispersity D = 1.8.

BC NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm): L;5(CH,) 61.44; T
(CH,) 63.50; L3(CH) 68.81—69.50; Ly3(CH,) 69.83; T (CH)
7091, 2D (CH,) 71.28; T (CH,) 72.04; 2L,, (CH,) 73.26; D (CH)
77.96—78.97; L5 (CH) 80.00—80.73

NMR Spectroscopy. All '"H NMR and *C NMR spectra were
recorded at 295 K on a Bruker Avance NEO 400 spectrometer.
Spectra were recorded in DMSO-d, or pyridine-ds.

For the "H DOSY measurements, each sample dissolved in DMSO-
dg was stabilized at 295 K for at least 5 min before data accumulation,
and the 'H 7/2 pulse length was checked and adjusted carefully for
each sample. The standard Bruker pulse program dstebpgp3s was
selected for measurements using double stimulated echo for
convection compensation, longitudinal eddy current delay using
bipolar gradient pulses for diffusion, and 3 spoil gradients. The
gradient pulse (d) was set to 3.2 ms, and the diffusion time (A) was
set to 350 ms. The gradient spoil pulse was set to 0.6 ms, the eddy
current delay was set to 5.0 ms, and the delay for gradient recovery
was set to 0.2 ms. The ¢ and A values were checked and adjusted for
each sample to obtain appropriate signal attenuation across the DOSY
measurement. The DOSY experiments were run in pseudo two-
dimensional (2D) mode with gradients varied linearly from S to 95%
in 16 steps with 16 scans per step. Spectra were processed using
TopSpin 4.1 software supplied by the manufacturer. A 1 Hz line
broadening Lorenzian function was applied, and each row was phased
and baseline corrected before Fourier transformation in the F2
dimension. The diffusion coefficients for the resolved 'H signals were
extracted using the T/T, analyze module of the TopSpin program.

Synthesis of HbPGL with Protected 1,2-Diol Groups in
Terminal Constitutional Repeating Units. Hyperbranched
polyglycidol (40 g) was chemically modified by the protection of
1,2-diol groups in reaction with 2,2-dimethoxypropane (192 mL, 1.56
mol) in the presence of p-toluene sulfonic acid, PTSA, (0.384 g, 2.22
mmol) by ultrasonication at 40 °C for 3 h. The crude product was
diluted with chloroform and extracted 3 times with a saturated
Na,CO; solution to remove PTSA. The organic phase was dried over
MgSO, and dialyzed in chloroform for 24 h. The product was then
dried under high vacuum and analyzed by '"H NMR spectroscopy in
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deuterated DSMO to confirm the complete conversion of terminal
1,2-diol groups to acetals (Acetal), Figure S3.

'"H NMR (400 MHz, DMSO) & (ppm): 4.84—4.36 (OH-L,3, L,,);
4.14 m, 1H, CH-PG (Tyee); 3.97 (m, 1H), CH(H)-PG (Tpcerat);
3.80—3.20 (SH-HbPGL backbone, m, 1H, CH(H)-PG (Tyce)); 1.30
(3H_CH3 TAcetal)l 1.26 (3H_CH3 TAcetal)

Synthesis of Internally Hydrophobized Hyperbranched
Polyglycidols, hHbPGLs with Phenylurethane Moieties, PC
Derivatives. A series of hyperbranched polyglycidol with protected
terminal 1,2-diol groups (3.5 g) was dried with benzene, each
dissolved in pyridine (20 mL) under argon conditions, and heated to
S0 °C. Then, different amounts of phenyl isocyanate were added
dropwise. The reactions were carried out for 24 h. After each reaction,
a mixture was dialyzed against DMSO. After evaporation of the
solvent, the degree of hydrophobization of all monohydroxyl units was
determined based on the 'H NMR spectra recorded in deuterated
DMSO-d, comparing the integration of methyl protons from acetal
groups in terminal units (1.15 and 1.35 ppm) and aromatic protons
from phenyl groups in the chemical shift in the range from 6.8 to 7.6
ppm. (Figures $4—S10).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 5 (ppm) for the Ph-HbPGL
derivative: 9.78—9.55 (1H-NH); 7.46—2H, 7.25—2H, 6.97 (1H-
phenyl); 4.97 (1H—CH-L,4hdophobic); 4-86—4.38 (1IH—OH-L, ;,
L1,4); 4.20 (1H_CH2_L1,3-hydrophobic)5 4.11 (IH_CHZ_TAcetnl); 3.94
(IH-CH,~Taca); 3-82—3.02 (HbPGI backbone); 1.29 (3H-CH,
TAceml); 1.23 (3H_CH3 TAcetal)'

Subsequently, 1,2-diol groups of each polymer in terminal units
were deprotected by the addition of an aqueous solution of 0.1 M
HCl to the polymer solution in DMSO and stirred overnight at room
temperature. The mixtures were dialyzed against deionized water for
24 h, changing the solvent until a neutral pH. The products were
lyophilized and characterized by using '"H NMR spectroscopy in
deuterated DMSO-dy and pyridine-ds (Figures S11—S17).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) for Ph-HbPGL
derivative: 9.80—9.49 (1H-NH); 7.45—2H, 7.25—2H, 6.97—(1H-
phenyl); 4.98 (1H—CH-L, 4 1 drophobic); 4-86—4.36 (IH—OH-L, 3, L, ,,
T); 4.21 (IH_CHZ_LI,3-hydrophobic); 4.09 (1H_CHZ_LL}hydrophobic);
3.90—3.00 (HbPGL—backbone).

'"H NMR (400 MHz, pyridine-d;) 6 (ppm) for Ph-HbPGL
derivative: 10.78 (1H-NH); 7.91-2H, 7.36—2H, 7.06 (1H-phenyl);
548 (lH_CH'Ll,‘thdrophobic); 4.57 (1H_CHZ_LI,}hydrophobic); 4.46
(1H=CH, =L 3 pydrophobic); 440—3.25 (HbPGL—backbone)

https://doi.org/10.1021/acs.macromol.4c01709
Macromolecules 2024, 57, 9135—-9156


https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.macromol.4c01709?fig=sch1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.macromol.4c01709?fig=sch1&ref=pdf
pubs.acs.org/Macromolecules?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.macromol.4c01709?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

Macromolecules

pubs.acs.org/Macromolecules

Synthesis of Internally Hydrophobized Hyperbranched
Polyglycidols, hHbPGLs with Benzoyl Ester Groups, BE
Derivatives. A series of hyperbranched polyglycidol with protected
terminal 1,2-diol groups (3.5 g) was dried with benzene, each
dissolved in pyridine (20 mL) under argon conditions and cooled in
an ice bath to 0 °C. Then, different amounts of benzoyl chloride were
added dropwise. Each reaction was carried out for 24 h. Then the
reaction mixture was dialyzed against DMSO. After evaporation of the
solvent, the degree of hydrophobization of all monohydroxyl units was
determined for each polymer based on the '"H NMR spectra recorded
in deuterated DMSO-d,(Figures S18—S24), by comparing the
integration of methyl protons from acetal groups in terminal units
(1.15 and 1.35 ppm) and aromatic protons from phenyl groups in the
chemical shift from 7.4 to 8.1 ppm.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 (ppm) for the BE derivative:
7.95—2H, 7.62—1H, 7.50-2H (phenyl); S5.25 (1H-CH-
Ly g hydrophobic);  5-01—4.31 (IH-OH-L,3, L,,); 424 (1H-CH,—
L1,3-hydrophobic); 413 (IH_CHZ_TAcetal); 3.94 (lH_CHZ_TAcetal);
3.82—3.14 (HbPGl—backbone); 1.29 (3H—CH; Tra); 1.25 (3H-
CH3 TAcetal)'

After the determination of the degree of hydrophobization, the diol
groups were deprotected by adding 0.1 M HCI aqueous solution to
the polymer solution in DMSO and stirred overnight. Finally, the
mixture was dialyzed against deionized water and analyzed with 'H
NMR spectroscopy in deuterated DMSO-dy and pyridine-ds (Figures
S25-31).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) for the BE-HbPGL
derivative: 7.97—2H, 7.63—1H, 7.52—2H (phenyl); 5.26 (1H-CH-
L1,4-hydrophobic); 4.93—-4.33 (IH_OH'L1,3J Ll,41 T)! 4.25 (1H_CH2_
L1,3-hydrophobic)i 4.01—2.98 (HbPGL—backbone)

'"H NMR (400 MHz, pyridine-ds) § (ppm) for the BE derivative:
8.21-2H, 7.48—1H, 7.39—2H (phenyl); 5.73 (1H-CH-
Ll,4—hydrophobic); 4.72 (1H_CHZ_LI,}hydrophobic); 4.60 (IH_CHZ_
L1 3-hydrophobic); 445—3.25 (HbPGL—backbone).

Differential Scanning Calorimetry (DSC). The temperature of
glass transition of polymers (T,) was determined by DSC analysis,
which was performed on a 2920 modulated DSC (TA Instruments) at
a heating and cooling rate of 10 K/min. Samples were dried before
sealing in an aluminum pan, and then a heating/cooling loop was
applied.

Characterization of Thermosensitive Behavior. Turbidimetry
Study of the Phase Transition of Internally Hydrophobized
Hyperbranched Polyglycidols. The phase behavior of the aqueous
solutions of the hydrophobized hyperbranched polyglycidols, i.e., their
coil-to-globule transition was monitored optically by the change of
transmittance at the following wavelengths: 4 400, 600, and 800 nm,
respectively, by changing the temperature from 276 to 363 K with a §
K increment using a UV/vis spectrophotometer (Analytik Jena
Specord S600) equipped with a Peltier temperature-controlled 8-cell
sample changer. Samples were continuously stirred with a magnetic
stirring bar. At each temperature, a sample was held for 120 s before
the measurement to ensure thermal equilibrium. The cloud point, T,
was recorded as the temperature at which the onset of transmittance
decreased.

Raman Measurements. Raman spectra were recorded with a
MultiRAM FT Raman spectrometer (Bruker GmbH) equipped with a
Nd:YAG diode laser (1064 nm; nominal power 500 mW) as an
excitation light source. The spectra were collected with a spectral
resolution of 4 cm™". To obtain the high-quality spectra required for
further mathematical treatment, 1064 scans were averaged. Inves-
tigated solutions were placed in a quartz cuvette (optical pathway 10
mm). Next, the cuvette was placed into the Peltier accessory adapted
to the macrochamber of the MultiRAM spectrometer, and the
required temperature was set up with an accuracy of +0.1 °C.
Mathematical operations such as baseline correction and differential
spectra calculations were performed using Origin PRO software
(OriginLab Corporation).

Optical Microscopy Investigations. The (polarized) optical
microscopy images were obtained with a Digital Microscope Keyence
VHX-S7000.
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Quantum Mechanics (QM) Studies. Optimization of the geometry
of studied systems was performed using the density functional theory
(DFT), specifically the B3LYP method with the 6-311G(d,p) basis set
in Gaussian 16 software (version ES64L-G16RevA.03). Electric
charges were calculated using Merz—Singh—Kollman scheme®"*
with the total charge as zero. Because of the technical limitation, only
one, exemplary, branch of studied structures was modeled (the branch
under study contained ~100 atoms without and with water
molecules; see Scheme 1). The cutoff distance for the distinction of
hydrogen bond (H-bond) was set to 3.5 A while the cutoff angle was
140°. Data visualization was performed using Avogadro 1.2.0 and
GaussView 6.0.12 software.

Molecular Dynamics (MD) Studies. Molecular dynamics simu-
lations for a single HbPGL macromolecule were performed with the
use of LAMMPS software, version 02.08.23. Two variants of the
simulations were applied. For both, the 1 fs time step was selected.
The simulated systems contained 5741 and 5778 water molecules for
ester and urethane derivatives, respectively. The simulation boxes had
periodic boundary conditions. The cutoff for the Lennard—Jones
interactions was 9 A, and for the Coulomb interactions 8.5 A. Above
8.5 A, the PPPM (Particle—Particle Particle-Mesh) algorithm®>** was
used to reproduce electrostatic interactions. The OPLS-AA force field
was applied for polymer and for water TIP4P/2005 model, while in
the second variant, the polymer was described with Amber 18 force
field and water with TIP3P model®® (results included in Supporting
Data). Before the simulation was started, an energy minimization was
performed. The first 50,000 time steps (SO ps) were conducted in
NVT mode (thermalization), while the next 5,000,000 steps (S ns)
were conducted in NPT mode. The selected temperature was set at
the beginning of the main simulation run. Time averaging was taken
from a time interval of 1 ns with a § ps interval in an equilibrium state
(defined based on the stabilization of the system density). Data
visualization was performed using software Ovito 2.9.0, Avogadro
1.2.0, and GaussView 6.0.12 software.

A series of large-scale molecular dynamics (MD) simulations were
conducted using Yasara software, version 23.12.24. Ten HbPGL
macromolecules were placed in a 100 X 100 X 100 A* simulation box.
The initial positions and orientations of the polymer molecules were
random. Subsequently, the system was populated with water
molecules at a density ranging from 0.994 g/mL at 308 K to 0.97
g/mL at 353 K (TIP3P). The water density calculator, accessible via
the Web site www.engineeringtoolbox.com, was employed to
determine the density of water in the system. In the simulations,
there were 5741 or 5778 water molecules per one HbPGL
macromolecule for the ester and urethane derivatives, respectively.
The Amberl4 force field was employed with periodic boundary
conditions, and the Coulomb interactions were averaged using the
Lagrange—Coulomb method with a cutoff distance of 14 A. Prior to
the molecular dynamics (MD) run, energy minimization was
performed using the steepest descent method to remove energy
bumps, and then simulated annealing was applied. The bonded and
nonbonded interactions were calculated at a rate of one ps. The
frames were recorded at a rate of 10 ps. The data visualization was
conducted using the Avogadro 1.2.0 software. The trajectory of
carbon atoms was monitored and the mean-squared displacement
(MSD) was calculated for all C atoms using the Python library MD
Analysis. The MSD is the squared difference between the initial and
actual position, averaged over all C atoms. After approximately 4 ns,
the HbPGL macromolecules started to aggregate (Figure 12A,B). The
diffusion coefficients were obtained for times below 4 ns. The analysis
of intermolecular phenyl ring interactions was conducted during the
aggregated stage.

B RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis of Internally Hydrophobized Hyper-
branched Polyglycidols with Phenyl Moieties. Internally
hydrophobized hyperbranched polyglycidols with phenyl
moieties were obtained by selective modification of mono-
hydroxylated linear constitutional repeating units (L3 and L,,)

https://doi.org/10.1021/acs.macromol.4c01709
Macromolecules 2024, 57, 9135—-9156


https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
http://www.engineeringtoolbox.com
pubs.acs.org/Macromolecules?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.macromol.4c01709?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

Macromolecules

pubs.acs.org/Macromolecules

in HbPGL in the reaction with benzoyl chloride and phenyl
isocyanate, respectively, remaining intact 1,2-diol groups in
terminal constitutional repeating units (T), Scheme 1. This
approach required, however, the protection of 1,2-diols, which
was attained by their protection in the form of acetals
according to the procedure described by Tiirk et al.”>> A series
of hydrophobized HbPGLs differing in the number of phenyl
moieties were obtained by changing the benzoyl chloride/
phenyl isocyanate molar ratio to linear constitutional repeating
units in the macromolecule. The degree of substitution of
monohydroxylated constitutional repeating units was estimated
based on '"H NMR spectra recorded for each hydrophobized
HbPGL in pyridine-d; comparing the integration of aromatic
protons with the integration of CH and CH, protons present
in all repeating units (D, T, L3, L,,, hydrophobized L,; and
hydrophobized L,,), relative to the molar fraction of all linear
constitutional repeating units known based on the “C
INVGATE NMR spectrum recorded for the neat HbPGL
macromolecule. The degree of substitution ranged from 14 to
64 mol %, and from 19 to 71 mol %, for phenylurethane, PC,
and benzoyl ester, BE derivatives of HbPGL, respectively
(Table 1). In addition, 'H DOSY NMR spectroscopy

Table 1. Structural Characteristics of the Synthesized
Internally Phenyl-Enriched HbPGLs Performed Based on
'"H NMR Spectra Recorded for Hydrophobized HbPGLs in
Pyridine-dg and the *C INVGATE NMR Spectrum of Neat
HbPGL Recorded in DMSO-d,

molar fraction of

hydrophobized average number
constitutional units of
bearing hydrophobized
hydrophobized monohydroxyl units per one

linkage HbPGL groups (L;3 + L)  macromolecule T, °C
urethane PC14 0.137 S -16.6
PC26 0.260 8 —-8.2
PC32 0.321 13.7 3.4
PC38 0.38 17.8 9.2
PC46 0.46 17.9 13.0
PCS5 0.550 22.0 212
PC64 0.640 23.1 21.6
ester BE19 0.186 6.9 —26.4
BE33 0.333 12.6 —-22.3
BE42 0.416 16.0 —-10.2
BE46 0.454 19.9 1.9
BES4 0.544 28.3 1.7
BES6 0.561 27.0 0.4
BE71 0.706 30 -1.2

confirmed the immobilization of phenyl moieties with
hyperbranched polyglycidol (Figures S32—S45). The hydro-
phobization of HbPGL increased its glass transition, T, (Table
1). A higher degree of HbPGL hydrophobization with the
phenylurethane groups led to a further increase in the T, of the
synthesized polymers. It is noteworthy that for PC derivatives
the higher increase of T, was, however, observed in
comparison to BE derivatives of HbPGL. For example, T, of
PC46 derivative was equal to 13.0 °C, whereas T, of its ester
counterpart of a comparable degree of hydrophobization
(BE46) was 1.9 °C. Such significant difference can be ascribed
to the fact that urethane linkages are prone to form hydrogen
bonds, which is especially favorable in the low-temperature
range and thus leads to the restriction of segmental motions in
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a wider temperature range and thus stiffening of PC
macromolecules.

Phase Transition of the Aqueous Solutions of
Internally Hydrophobized Hyperbranched Polyglycidol
with Phenyl Moieties. The phase behavior of the aqueous
solutions of the synthesized hydrophobized hyperbranched
polyethers was investigated with turbidimetry using UV—vis
spectroscopy by determining the cloud point of different
concentrated samples (Figures S46—S90). The change of the
light transmittance upon the heating was monitored. The cloud
points were determined at the temperature at the onset of the
transmittance decreased. The onset was chosen since at low
polymer concentration the transmittance drop did not reach
50%. The transmittance was measured at three wavelengths,
i.e, 400, 600, and 800 nm to be able to observe precipitated
objects of different sizes. Because no significant difference in
results for most samples was observed, T, was determined
based on the transmittance dependence on temperature at the
400 nm wavelength.

The aqueous solutions of HbPGLs, in which all linear units
were modified with phenylurethane groups up to approx-
imately 30 mol % did not display thermosensitive behavior,
whereas the modification of these units equal to 64 mol %
makes this polymer insoluble in water. The aqueous solutions
of PC derivatives with linear units modified in the range from
32 to 55 mol % only displayed thermosensitive properties. In
the case of benzoyl-modified HbPGLs (BE) derivatives, the
thermosensitive behavior was detected for the aqueous
solutions of polymers in which linear units were hydro-
phobized in the range from 42 to 56 mol %. BE derivatives
with linear units modified below 33 mol % did not display
thermosensitive behavior, whereas BE derivatives with linear
units were modified at 71 mol % were insoluble in water.

In general, the aqueous solutions of hydrophobized
hyperbranched polyglycidols, i.e, PC32—PCS5S, and BE42—
BES6 in the concentration range from S0 to 275 mg/mL
displayed the phase transition upon heating (Figure 1A,B),
however, characterizing the increase of the cloud point with
the increase of the polymer concentration. Generally, the
higher the concentration of hHHbPGL was, the better solubility
in water was observed.

In addition, the significant difference in the cloud point for
both ester and urethane HbPGL’s derivatives of a comparable
degree of substitution was detected. HbPGLs modified with
phenylurethane groups turned out to be more hydrophobic as
their phase transition was observed at lower temperatures
(Figure 1). For instance, the cloud point, T, of the aqueous
solution of PC46 (¢ = S0 mg/mL) was equal to 287.7 K,
whereas T, of BE46 aqueous solution at the same
concentration was equal to 322.8 K. In Figure 1C, the
visualization of concentration-dependent thermosensitive
behavior of BE and PC HbPGL’s derivatives of a comparable
degree of substitution (BE46 and PC46) is presented. BE46
formed transparent solutions at room temperature in the
concentration range from 25 to 275 g/mL. For PC46 samples,
better solubility was observed for more concentrated solutions
at room temperature. The increase of solubility of PC46
samples at the concentration in the range from 50 to 275 g/mL
was, however, achieved upon cooling to 283 K. The heating of
BE46 solutions to 338 K resulted in the reduction of their
solubility, as an effect of their phase transition, however, the
clouding was more evident for less concentrated samples.
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Figure 1. Dependence of the cloud point on the degree of substitution of monohydroxylated linear constitutional repeating units of HbPGL with
phenylurethane (A) and benzoyl ester (B) groups, respectively, and the concentration of hydrophobized HbPGLs. Visualization of concentration-
dependent aqueous solutions of PC46 and BE46 at different temperatures (C).

The study of thermosensitive behavior of all investigated
hydrophobized HbPGLs revealed the decrease of the cloud
point along with the gradual increase of the degree of
hydrophobization of HbPGL’s core despite the concentration
of the polymer (Figure 1A,B). For instance, at a polymer
concentration equal to S0 mg/mL, T, for BE42 was 343 K,
whereas for BES6 T, was decreased to 287.4 K. The
comparable trend was observed for phenylurethane derivatives
T, i-e., for PC32 was 313 K, whereas for PCS5 T, dropped to
278 K (¢ = 50 mg/mL). More hydrophobic HbPGL derivatives
displayed lower cloud points.

The analysis of thermosensitive behavior of phenyl-enriched
HbPGL derivatives (PC46 and BE46) in a very wide
concentration range revealed that the dependence of the
cloud point on the polymer concentration is asymmetric with
the critical point observed in a very low concentration (Figure
2). Thus, in a very wide range of concentrations, i.e., from 15
to 275 mg/mL both derivatives displayed the increase of the
cloud point with their concentrations. Only at the low range of
concentrations, i.e., from 0.12 to 3.75 mg/mL the cloud points
of both polymers were increasing along with the increase of
their contents in the solution. Approximately in the range of
polymer concentration from 3.75 to 15 mg/mL, the cloud
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Figure 2. Dependence of the cloud point on the polymer

concentration. T, values are taken from turbidimetry experiments
using UV—vis spectroscopy.
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Figure 3. Comparison of the Raman spectra recorded at room temperature for the bottom layer (a) (polymer-rich phase) and the top layer (b) in
the cuvette, i.e., water-rich phase, obtained above the cloud point for the aqueous solution of PC46 with the spectrum of PC46 aqueous solution

below the phase transition.

point values did not change. It can be concluded that during
the construction of the cross-linked materials based on
hydrophobized HbPGLs the dominant behavior of the increase
of T, with the increase of the polymer concentration should
be taken into account, as this may affect their properties.
Dynamic light scattering (DLS) investigations performed for
BE46 derivative and PC46 in the range of concentrations from
0.24 to 30 mg/mL revealed that macromolecules at a
temperature below T, exist in the form of unimolecular

9141

micelles of the volume size below 10 nm (Figures S91—S101).
Heating the aqueous solutions above T, resulted in a sudden
increase in the particle size.

Heating concentrated aqueous solutions of hHbPGLs
resulted in the formation of a coacervate in a cuvette (Figure
3), i.e, an aqueous phase rich in polymer obtained by liquid—
liquid separation occurring above the cloud point. Due to the
low T, of all hydrophobized HbPGL macromolecules (Table
1) polymer droplets were isolated from the water phase in the
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Figure 4. Comparison of the Raman spectra recorded at room temperature for the bottom layer (a) (polymer-rich phase) and the top layer (b) in
the cuvette (water-rich phase) obtained above the cloud point for the aqueous solution of BE46 with the spectrum of the BE46 aqueous solution

recorded below the phase transition.

form of an oil phase. The higher density of each hydro-
phobized HbPGL in comparison to water density causes the
polymer-enriched phase to be collected at the bottom of the
cuvette. In addition, the images recorded for heated aqueous
solutions of hydrophobized HbPGLs at a concentration equal
to 150 mg/mL under the optical microscope revealed the
formation of the polymer droplets at the temperature
corresponding to the cloud point which upon further heating
gradually condensed into bigger droplets (Figure S102).
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Raman Spectroscopy Investigations of Thermosensi-
tive Behavior of the Internally Hydrophobized Hyper-
branched Polyglycidols with Phenyl Moieties. Raman
spectroscopy was used to compare the behavior of h"HbPGLs
macromolecules in the aqueous solution below the cloud point
and in phases obtained after the phase separation, i.e., above
the cloud point to explain the difference in the thermosensitive
behavior of BE and PC HbPGL derivatives (Figures 3 and 4).
For the study, we used the aqueous solutions of BE46 and
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PC46 derivatives, respectively, at a concentration equal to 150
mg/mL. The bottom yellow-colored phase was polymer-rich,
whereas the top phase was water-rich and transparent. Raman
spectroscopy confirmed the presence of a given polymer in the
top phase, which was also confirmed with 'H NMR
spectroscopy. Figures 3A and 4A showed that the polymer
concentration was significantly higher in the bottom phase
than in the top phase (because the broadband related to OH
stretching was significantly less intense in the bottom phase
than in the top phase). However, both water and polymer
contributed to the OH stretching band, and the undoubted
determination of the contribution of water (analysis of water
structure) and hydroxyl groups of polymer (analysis of inter-
and intramolecular interactions of these groups with the
environment) to this band turned out to be impossible.

The comparison of the Raman spectra recorded for the
bottom phases of BE46 and PCA46, respectively, with the
spectra of their aqueous solutions revealed the significant
difference in the behavior of macromolecules. In the case of
PC46 sample, the significant changes in the ratio of intensities
of Raman lines at 1690 and 1720 cm™' were visible in
comparison to the aqueous solution (before heating). The
intensity of the line at 1690 cm™ corresponding to hydrated
carbonyl groups decreased, while the intensity of the line at
1720 cm™' assigned to nonhydrated C=O groups in-
creased.”*”®® Observed changes indicated partial dehydration
of the carbonyl groups of the macromolecule in the bottom
phase. Also, the shift of the band related to C—H stretching in
aromatic rings (line at ca. 3060 cm™') to the lower
wavenumbers was visible. This shift may be explained by the
dehydration of the aromatic rings and the increase in the 7—x
interactions between phenyl rings. The most pronounced
changes were visible in the wavelength ranges from 1100 to
1150 ecm™' and from 150 to SSO cm™' where the bands
sensitive to hydration and conformation of polyether segments
occur.””’® Detailed analysis of these changes is, however,
difficult because of the complexity of the investigated systems
resulting from irregular hyperbranched structures of macro-
molecules, random localization of phenyl moieties, and
numerous accessible conformations, especially in the aqueous
phase. Therefore, the vibrational bands are broad and strongly
overlap each other. In addition, the intensity of Raman bands
corresponding to the vibration of polar groups, ie., the
intensity of the bands related to ether C—O—C bridges, is
relatively weak in comparison to lines assigned to the phenyl
ring. However, the decrease in the intensity of lines 960 and
1040 cm ™ {)roved the changes in the hydration of polyether
backbones.”

The Raman investigations of the bottom phase of BE46
obtained from the solution concentrated at ¢ = 150 mg/mL,
contrary to its aqueous solution (below the cloud point) and
the bottom phase of PC46, showed no changes in CH
stretching in the aromatic range. Contrary to the PC46
behavior, in the Raman spectrum of the bottom phase of BE46
sample the intensity of the line 2880 cm™" increased which can
be ascribed to the dehydration of the glycidyl parts.”® The
differences in the behavior of PC and BE derivatives of HbPGL
cannot be explained considering only the different temperature
conditions to which the samples were heated, which was
dictated by the cloud points of both polymers. It is visible that
the hydrogen bonds between the BE derivative and water
molecules are more stable at higher temperatures than those
observed for the PC derivative, in which phase separation
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occurred at lower temperatures. These results undoubtedly
showed that the BE derivative is more hydrophilic, in
comparison to the PC one.

The analysis of the top phase of PC46 showed that
macromolecules are comparably hydrated as they were in the
aqueous solution (before the phase separation) because no
significant changes in vibration of C—H of the aromatic ring
and in C=O0 stretching were observed. Strong conformational
changes in aliphatic segments were however visible based on
the changes in intensities ratio for lines 1450 and 1470 cm™
corresponding to bending of CH, groups.”® Similarly to the
bottom phase, the decrease of the intensity of the line 1040
cm™! was observed. Moreover, the shift of the line from 1085
to 1075 cm™}, and complex changes in the intensities of bands
between 150—550 cm™' — ascribed as sensitive to macro-
molecule conformation were observed. These variations
indicated the changes in both the hydration and the
conformation of the ether segments; however, they are
different in the top and bottom phases. Macromolecules in
the top phase remained hydrated, as in the neat aqueous
solutions of both polymers. This leads to the conclusion that
the polyether/polyglycidyl parts play an important role in the
mechanism of the thermosensitivity of hydrophobized
HbPGLs.

It is also important to notice that in the case of BE46, the
position of the Raman line corresponding to CH stretching in
phenyl rings shifted neither in the bottom nor in the top phase
in comparison to the neat aqueous solution (before the phase
separation). In addition, the changes in the vibration of C=0
groups are subtle in the BE46 sample in both phases,
suggesting a high degree of macromolecule hydration even
above the cloud point. Only a very slight shift of the line 1720
cm™! to the lower wavenumber was found for the top phase
proving a partial dehydration of C=0 groups. In the spectrum
of the top phase of BE46, the most pronounced changes are
noticed in intensities of the bands sensitive to hydration and
conformation of ether parts, ie., in the ranges 450—700 and
1440—1490 cm™". It means that the conformational changes in
the polyether branches of the macromolecule are an important
effect of the cloud point.

In summary, the Raman spectroscopy data indicate that the
difference in T, detected for the aqueous solutions of PC46
and BE46 derivatives at the same concentration results from
the stronger interactions of the BE46 sample with water
molecules than those observed for the PC46 derivative. This
was revealed by weak temperature-induced changes in the
hydration of both the C=O group and the phenyl ring above
the turbidity point. This behavior demonstrates the greater
hydrophilicity of the BE46 derivative than that of the PC46
derivative resulting from the formation of more stable
hydrogen bonds between the C=O group and water
molecules.

Computational Studies of the Thermosensitive
Behavior of Internally Hydrophobized Hyperbranched
Polyglycidol with Phenyl Moieties in Aqueous Media.
Since the turbidimetry results showed a significant difference in
the temperature of the phase transition observed for PC and
BE derivatives of HbPGL, in addition, Raman spectroscopy
showed that BE derivative was more hydrophilic than the PC
counterpart, we performed a computer simulation study to
clarify the effect of the bond used to attach the aromatic group
on the thermosensitive behavior of hydrophobized HbPGL
derivatives. It is well-known that the cloud point of a more
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Figure 5. Structures of isolated fragments of hyperbranched polyglycidol hydrophobized with phenyl moieties immobilized via ester, BE (A), and
urethane, PC (B) linkages, respectively. Methyl group was introduced as a terminal group (labeled as “1”) instead of the rest of the HbPGL
molecule to limit the number of atoms in DFT calculations and maintain the total charge as zero.

hydrophobic copolymer is typically lower in comparison to
that of a more hydrophilic polymer.”*"”* Thus, our main goal
was to explain the difference in the hydrophilicity/hydro-
phobicity of both BE and PC derivatives of HbPGL in aqueous
media. First, the DFT method was used to estimate the
electron density of isosurfaces in the structures. The high level
of complexity of investigated macromolecules resulted mainly
from a large number of hydrogen bonds formed and many
similar energetic states, the optimization took months of
computing time, which forced us to isolate a fragment of each
hydrophobized macromolecule being approximately one/eight
of a complete macromolecule (Figure 5). Due to the complex
structure of the hydrophobized HbPGL macromolecule, it is
clear that the selected structures are not representative of all
possible isomers. However, they allow studying the behavior of
hydrophobic phenyl groups in the hydrophilic environment of
hyperbranched polyglycidol, including phenyl—phenyl inter-
actions, which seems to be crucial for understanding a
hydrophilic/hydrophobic balance in the investigated polymers.

The geometry of the isolated fragments of hydrophobized
HbPGLs with phenyl moieties immobilized via ester (A) and
urethane (B) linkages (Figure SA,B), respectively, was
optimized under vacuum with the use of the DFT method.
The partial charge of particular atoms is given in Table 2 (in
units of electron charge). Figure 6A,B present visualization of
electron density iso-surface with 0.001 e/a.u.’ value for ester
and urethane HbPGL derivatives, respectively, mapped with
electrostatic potential map color in the range from —0.1 (the
reddest) to 0.1 (the bluest) Hartree/e. As Figure 6A shows, the
most negative atoms in HbPGL modified with benzoyl ester
moieties are oxygen atoms in 1,2-diol and carbonyl groups,
whereas the most positive are carbon atoms in carbonyl
groups. In the case of HbPGL hydrophobized with phenylur-
ethane groups, the most negative atoms are nitrogen in the
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urethane group and oxygens in both 1,2-diol and carbonyl
groups, while the most positive atoms are carbon atoms from
the urethane group. DFT investigations revealed the formation
of intramolecular hydrogen bonds of 2 A length between
oxygen atoms of carbonyl in both ester or urethane moieties
(depending on the HbPGL derivative), and hydroxyls of 1,2-
diol present in terminal constitutional repeating units,
exemplary illustrated in Figure 6 as yellow lines.

In the next step, using the DFT method, the hydrated
fragments of the hydrophobized HbPGL structures were
optimized. For this purpose, water molecules were initially
incorporated randomly into the investigated systems. The
optimized systems are visualized in Figure 7, in which
hydrogen bonds are explicit shown by dashed lines.

The number of hydrogen bonds formed between a selected
fragment of hHbPGL and water was similar for both HbPGL
derivatives. For the ester derivative, the length of hydrogen
bonds between water molecules and polymer varied in a range
from 1.8 to 2.3 A, whereas for the urethane derivative, it was in
a range from 1.8 to 2.0 A. The addition of water to the
urethane derivative resulted in the breaking of the intra-
molecular H-bond between oxygen atoms of carbonyl of the
urethane group and hydrogen coming from hydroxyl of the
1,2-diol group, which was not observed for the BE derivative.

Generally, the DFT investigations revealed that oxygen
atoms of the carbonyl group in both derivatives are prone to
the formation of hydrogen bonds with water molecules.
Unexpectedly, the nitrogen atom of the urethane linkage,
despite its evident negative charge, was not prone to participate
in hydrogen bonding with water molecules. From one side, it
can probably be affected by geometric reasons, ie., steric
hindrance or stoichiometric imbalance in the number of donor
and acceptor groups taken for the calculations. From another
side, it can be explained that carbonyl oxygen atoms, in spite of
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Table 2. Partial Charges (Expressed in Electron Charge Unit) of Nonhydrogen Atoms for Ester, BE, and Urethane, and PC
Derivatives in a Vacuum Calculated Using the Merz—Singh—Kollman Scheme

Ester derivative

Urethane derivative

No. ‘ Atom ’ Charge | No. ‘ Atom ‘ Charge

No. | Atom ‘ Charge ‘ No. | Atom | Charge
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20 C 0341 44 C -0.055
2 C 0053 45 C 20342
23 C 0269

Figure 6. Electron density iso-surface for isolated fragments of hyperbranched polyglycidol hydrophobized with phenyl moieties immobilized via
ester, BE (A), and urethane, PC (B) linkages, respectively. The surface was mapped with electrostatic potential; colors are in the range from —0.1
(the reddest) to 0.1 (the bluest) Hartree/e. The green color represents noncharged atoms.

lower electronegativity, in comparison to nitrogen atoms
(Table 2), can form shorter, and thus stronger hydrogen
bonds. Interestingly, DFT results indicate that the part of the
carbon atoms in aromatic rings has higher potentials in the PC

9145

derivative than in BE. This is a result of the presence of highly
negative nitrogen atoms directly joined to the ring. Therefore,
aromatic rings are more exposed outside the oligoether branch
in the case of the PC derivative than in the BE derivative.
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Figure 7. Optimized structures of the hydrated fragments of hyperbranched polyglycidol hydrophobized with phenyl moieties immobilized via
ester, BE (A), and urethane, PC (B) linkages, respectively. Dashed lines indicate hydrogen bonds.

Figure 8. Representative macromolecular structures of the hydrophobized HbPGLs isolated from the simulation boxes after simulations in aqueous
solution at a concentration equal to 150 mg/mL. Graphical representation without water molecules. BESO™ ester derivative at (A) 298 K and (B)
353 K. PC50™ urethane derivative at (C) 298 K and (D) 318 K. Results were obtained using TIP4P/2005 and OPLS-AA potentials. In subfigures
(A—C), spherical zoom-ins show intramolecular H-bonds, and intramolecular phenyl interactions (D) are shown, however, taken from a different
perspective to clearly show hydrogen bonds. The given R, values refer to the radius of gyration of macromolecules.

Since the DFT method allows studying only a limited
fragment of the investigated macromolecules, which represents
only a small part of the real structure, it provides poor
hydrogen bond statistics. Therefore, the molecular dynamics
method MD LAMMPS was applied to characterize the time-
average temperature-dependent behavior of the entire macro-
molecule in the aqueous solution at one of the experimentally
tested concentrations (150 mg/mL). Experimentally deter-
mined cloud points for BE46 and PC46 aqueous solutions at a
50% drop in transmittance at this concentration were found to
be equal to 345 and 313 K, respectively. Temperatures for MD
simulations were selected based on the obtained experimental
results to cover the ranges, both below and above the cloud
point of each polymer. For the MD study, we used HbPGL
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derivatives hydrophobized at a comparable extent as in
experiments, namely BESO™ and PCS0™ (where 50 represents
the substitution degree of linear L;; and L, constitutional
repeating units of HbPGL and M stands for modeled systems)
which can correspond to experimental samples BE46 and
PC4eé.

MD LAMMPS study revealed that at room temperature for
both phenyl derivatives of HbPGL (BESO™ and PCS0M)
intramolecular hydrogen bonds between 1,2-diols and ether
moieties were observed (Figure 8A,C). In addition, this study
proved the difference in the localization of phenyl moieties in
relation to polyether branches at room temperature, depending
on the used covalent linkage for the immobilization of phenyl
groups. Aromatic rings in PC derivative, contrarily to BE
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Figure 9. Time-averaged density profiles of hydrophobized HbPGLs and water as a function of distance from the polymer center of mass
determined at different temperatures, below and above the experimentally determined cloud point, for (A) BESO™ and (C) PCS0™, respectively.
The mass density differences with respect to the room temperature profiles for (B) BESO™ and (D) PC50™. Results were obtained using TIP4P/

2005 and OPLS-AA potentials.

derivative, are separated from polyether branches and thus are
exposed outside the macromolecule. This behavior can be
related to the presence of the NH group: the strongly negative
nitrogen atom in the direct neighborhood of the ring results in
better charge separation between carbon atoms in the ring and
its higher polarity in the PC system; i.e., the difference between
positive and negative partial charges located on carbon atoms
is higher in PC than in BE derivative, and in addition, higher
“mobility” of the rings in PC derivative related to the longer
linker.

It was also shown that carbonyl oxygens in both derivatives
are engaged in hydrogen bonds with 1,2-diol moieties which
are hydrated with water molecules, whereas the NH group is a
donor in hydrogen bonds with ether group. In the case of
BES0™, phenyl groups, due to the close contact of the aromatic
ring with carbonyl, are effectively surrounded by 1,2-diol
groups of terminal units swollen with water molecules. The
increase of temperature above the cloud point in the case of
PCS0™ derivative caused phenyl moieties to become more
outwardly exposed relative to the polyether branches of the
macromolecule’s core as an effect of their collapse resulting
from the increase of the number of formed intramolecular
hydrogen bonds (Figure 8D). In the case of BESO™ phenyl
rings upon heating remained surrounded by polyether

9147

branches swollen with water (Figure 8B) even at a temperature
above the cloud point, preventing intramolecular phenyl—
phenyl interactions and finally making this derivative more
hydrophilic. The evident exposition of phenyl groups in the
outer region of the PCSO™ macromolecule in relation to
polyether branches of the macromolecule core makes the
phenylurethane derivative of HbPGL more hydrophobic
compared to the BESO™ derivative, which is consistent with
Raman spectroscopy and turbidimetry data.

Monitoring the changes of the mass density of water and
BESO™ and PC50™ macromolecules, respectively, both below
and above the cloud points in respect to room temperature
(298 K, Figure 9C,D) allowed us for easy observation of the
hydration state of the macromolecule along with the changes
of its radius of gyration, R,. Generally, R; of individual BESOM
and PCS0™ macromolecules in the aqueous solution decreased
with an increase of temperature. In the case of the BESOM
derivative, upon the increase of temperature to 353 K, ie,
above the cloud point, the gradual collapse of the macro-
molecules, i.e., the reduction of the radius of gyration, was
observed. Water molecules located between the polymer
branches were repelled from the macromolecule interior.
Simultaneously, the density of water around the macro-
molecule also decreased. Only a slight shift of phenyl rings
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Macromolecules 2024, 57, 9135—-9156


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.macromol.4c01709?fig=fig9&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.macromol.4c01709?fig=fig9&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.macromol.4c01709?fig=fig9&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.macromol.4c01709?fig=fig9&ref=pdf
pubs.acs.org/Macromolecules?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.macromol.4c01709?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

Macromolecules pubs.acs.org/Macromolecules

A B
ok 298K ki 208K
[ 343K [308K
~5- 353K {1 5 B 318K A
s []363K e [ 328K
e 2
g 41 1 &4 4
2 4
= =
CER 1 534 :
@ @
Q o)
£ 2- 4 E24 i
=] =]
b =
1 - 1 i
0 0
15 20 25 3.0 35 15 2.0 25 3.0 35
Length of h-bonds (&) Length of h-bonds (&)
C D
05 T T T T 10 T T T T
3 .
© °
c i c
-8 00 -8 05 J N
< <
© G
505 1 £ o0- -
= £
3 =
| = | =
g 1.0+ i .al:)
= o 0.5 7
Q Q
o 343K o [ 308 K
8 sk | 8 B 318K
O -1.51 CJ363K 1 O 44 [ ]328K
15 20 25 30 15 15 2.0 25 3.0 35
Length of h-bonds (A) Length of h-bonds (A)
E F
30 T T T T 30 T T T T
H-bond length ranges: [ 1.5-2.0 A H-bond length ranges: [l 1.5-2.0 A
[21-27A C21-27A
251 B 2835AT 25+ B 2835A
8 20 8 20 i
< c
! 3
£ 151 £ 154
s s
3] @
'g 10 -g 10 -
=1 =]
Z P4
5 -
B
298 343 353 363 298 308 318 328
Temperature (K) Temperature (K)

Figure 10. Time-averaged hydrogen bond histograms between hydrophobized HbPGLs and water molecules determined at different temperatures
for (A) BESO™ and (B) PC50™ with the demonstration of H-bond number differences with respect to room temperature for (C) BESO™ and (D)
PCS50™. Additionally, the dependences of the number of hydrogen bonds at a given temperature for specific ranges of hydrogen bond lengths are
shown for (E) BESO™ and (F) PCS0™. Results were obtained using TIP4P/2005 and OPLS-AA potentials.

outside of the macromolecule was observed. However, 7—7 In the case of PC50™, changes in the mass density of both
interactions between phenyl rings within a single BESOM macromolecule and water at temperature above the cloud
point with respect to room temperature (298 K) revealed more

macromolecule are not preferably formed, because of steric
P 7 ’ complex behavior in comparison to the BESO™ derivative. After

hindrance generated by water-swollen and thus limited the phase transition temperature (313 K), the hydrophilic
mobility of ester groups. polyether segments collapsed, while the phenylurethane groups
9148 https://doi.org/10.1021/acs.macromol.4c01709
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Figure 11. Time-averaged hydrogen bond histograms between hydrophilic groups of HbPGLs determined at different temperatures for (A) BESO™
and (B) PC50™ with the demonstration of H-bond number differences in relation to room temperature for (C) BESO™ and (D) PC50™.
Additionally, the dependences of the number of hydrogen bonds at a given temperature for specific ranges of hydrogen bond lengths are shown for
(E) BESO™ and (F) PCS0™. Results were obtained using TIP4P/2005 and OPLS-AA potentials.

became more exposed outside the macromolecule. This is an
effect of the breaking of hydrogen bonds between phenylur-
ethane and 1,2-diol moieties in the corona of the macro-
molecule, and the formation of 7—7 interactions between
aromatic rings (Figure S103B,D), which are favored with
increasing temperature. The MD calculations showed that the
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formation of 7—r interactions in PCS0™ was significantly more
favorable than in the case of the BESOM derivative (Figure
S103A,C). This is probably an effect of higher partial potentials
located on the carbon atoms in aromatic rings, as was shown
based on DFT simulations (see Table 2). Therefore, the cloud
point observed for PCS0™ was evidently lower than that for
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BESO™. Relatively low T, of PCSO™ (313 K) causes
macromolecules at a temperature just above the cloud point
to be still partially swollen with water molecules because the
hydrogen bonds between water and ether oxygen are more
stable than those between phenylurethane and 1,2-diol moiety
in the corona. As a result, an increase in the macromolecule’s
radius of gyration was observed, as hydrophilic ether groups
still attracted water and could be strongly hydrated. This
mechanism was further confirmed using the TIP3P/Amber
potential set (Figure S104). Moreover, the structure of PC50™
became more “open”, as upon the interactions between
aromatic moieties in the macromolecule corona, hydrophobic
domains were separated by well-swollen hydrophilic parts. The
formation of hydrophobic domains as the first step of the
volume phase transition has been recognized recently for cross-
linked copolymers of oligo(ethylene glycol methyl ether
methacrylates), OEGMA by Kureha et al.”> Using small-
angle neutron scattering, the Authors characterized changes in
nanoscale structure of POEGMA hydrogels with different
composition under increasing temperature. They proved that
the separation of hydrophobic parts of the network in a
nanoscale is an important stage of volume phase transition,
VPT, in amphiphilic materials. The sufficiently long hydro-
philic segments can play the role of spacers preventing the
further agglomeration of hydrophobic moieties, and as a result,
the channels for water transport are formed in a gel structure.
This could also be a case in the presented here study, as the
branched structure can efficiently separate hydrophobic
domains. Moreover, covalently bonded phenyl rings have a
limited number of degrees of freedom, which prevents the
formation of bigger hydrophobic domains. The situation
changes when the polymer concentration increases. In such a
case, the intermolecular interactions between hydrophobic
moieties can occur leading to anomalous dependence of the
phase separation temperature vs polymer concentration. It is
also important to notice that the regularity of the branched
structure also plays an important role in the VPT phenomenon
(microphase separation). Yoon et al.”* compared PMEO,MA
networks prepared by free radical polymerization (irregular
networks) and by atom transfer radical polymerization (regular
ones). They concluded that the irregularities in the polymer
structure favored the faster water released from the polymer
network because of the easier formation of channels for water
transport. This finding also supports the hypothesis that the
onset of phase separation in the materials studied here results
in the formation of transport channels for water as hyper-
branched polymers, from the topological point of view, are
similar in a local (molecular) scale to networks (presence of
branches). In consequence, water molecules can penetrate the
hydrophilic interior of the PCSO™ macromolecule when
temperature 313 K is reached as the phenyl groups “open”
the transport channels. Only the temperature increasing well
above the phase transition, i.e., 325 K, led to the break of
hydrogen bonds between water and the hydroxyl and ether
groups of HbPGL, resulting in the repulsion of water from the
center of the macromolecule.

To track the changes in the number of hydrogen bonds
between the hydrophilic macromolecule and water, time-
averaged histograms of the actual number of hydrogen bonds
in the simulated systems were prepared (Figures 10, S10S, and
$106). When the temperature increased, the number of shorter
hydrogen bonds decreases along with the slight increase of the
number of longer hydrogen bonds, i.e., those above 2 A length
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macromolecule—water interactions. In the case of PCS0M
(Figure 10B,D) just before the phase transition, the number
of weak macromolecule—water hydrogen bonds (of the length
above 2.5 A) increased significantly. After exceeding the phase
transition temperature, subsequent strong hydrogen bonds in
the range 1.5—2.5 A. were broken. In addition, a decrease in
the number of weak intramolecular hydrogen bonds of the
length above 2.5 A was observed (Figure 11B,D).

The collapse of the hydrophilic polyether groups in PCSOM
was mainly caused by the breaking of hydrogen bonds between
OH groups and water molecules at a temperature of 318 K.
[Supporting Information: Figure S10S5]. At their expense, the
number of hydrogen bonds between the hydrogens of hydroxyl
groups and the oxygens of ether groups slightly increased. In
the case of the BESO™ derivative (Figures 10A,C and S106), no
abrupt change in the number of hydrogen bonds between a
macromolecule and water molecules was observed between
room temperature and the temperature above the cloud point.
When the temperature increased, hydrogen bonds gradually
disappeared, both intramolecular (Figure 11A,C) and inter-
molecular, i.e., bonds between HbPGL and water molecules
(Figure 10A,C). It means that the nature of the BESOM
macromolecule changed from hydrophilic to hydrophobic
smoothly. At higher temperatures, less intramolecular hydro-
gen bonds appeared. It should be noted that intramolecular
hydrogen bonds are not preferred in these systems, and their
total number decreases with increasing temperature (Figure
$107).

Generally, the analysis of the change in the number of 2.5—
3.5 A-length hydrogen bonds between a hydrophobized
macromolecule and water molecules upon heating revealed
that PC50", despite the lower temperature range of the study,
is a less hydrated derivative (Figure 10), in comparison to the
BESOM system, and thus its nature is more hydrophobic.

In the case of the PC50M derivative, we noticed that in the
mechanism of thermosensitive behavior the NH group plays a
key role. After exceeding the cloud point, most of the strong
hydrogen bonds, ie., those of ~2 A length, between the
hydrogen of the NH group and the oxygen of ether groups
were broken [Supporting Information: Figure S108], which
promotes further exposition of phenylurethane rings outside
the macromolecule in relation to collapsed polyether branches
in the macromolecule’s core. At a temperature well above the
phase transition temperature (328 K) the hydrogen bonds
between the NH groups and the oxygens of the ether groups
reappeared. Additionally, these types of hydrogen bonds were
characterized by a large range of interaction strength, i.e.,
hydrogen bond lengths in the range from 1.5 to 3.5 A. These
bonds were usually formed between the NH group and the
oxygen atom of the ether group located in close vicinity of the
carbonyl group, which further stabilizes the interactions
between the phenyl rings and increases the likelihood of
7—r interactions, which is consistent with Raman spectroscopy
data. Intramolecular hydrogen bonding between hydrophilic
polyether chains allowed the rings to be exposed and favored
interactions between them.

The described factors evidenced that the PC50™ derivative
is more hydrophobic in comparison to BESOY, and explained
the lower temperature of the phase transition of all
phenylurethane derivatives in comparison to hHbPGL
equipped with benzoyl esters. In the BESO™ derivative, the
phenyl rings are localized outside the macromolecule, but they
remain surrounded by polyether chains, which prevent them

https://doi.org/10.1021/acs.macromol.4c01709
Macromolecules 2024, 57, 9135—-9156


https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.macromol.4c01709/suppl_file/ma4c01709_si_001.pdf
pubs.acs.org/Macromolecules?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.macromol.4c01709?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

Macromolecules

pubs.acs.org/Macromolecules

Cage diameter: 11.2 A

Cage diameter: 12.3 A

Figure 12. Cage structure of water around the phenyl ring observed at different temperatures for BESO™: (A) 298 K and (C) 353 K and PC50™:
(B) 298 K and (D) 318 K. In (A, B) hydrogen bonds around the open part of the water cage are shown as green solid lines. The localization of the
cage opening in relation to the ring edge is marked with orange arrows.

from interacting with each other. Additionally, the partial
charges in carbon atoms in rings are lower in BE derivative
than in PC one, and the benzoyl ester moiety is a shorter
substituent than the phenylurethane group, which may affect
the flexibility of these groups and constitute an additional
obstacle for interactions between the rings.

As the thermosensitivity of amphiphilic polymers is an effect
of the balance between hydrophilic and hydrophobic
interactions, it is interesting to look at the state of phenyl
rings attached to hyperbranched polyglycidol structures in the
aqueous environment and its change upon heating. As water
does not want to wet the hydrophobic moieties, the hydrogen
bond network formed in water is strongly deformed in the
neighborhood of phenyl rings. MD simulations showed that
cage-like structures of water were formed around the phenyl
groups resulting in a relatively high excluded volume for these
groups. In the case of BESOY, at room temperature (Figure
12A), the cage has a fairly regular and tight structure, but is
open to the edge sides of the ring. Above the cloud point
(Figure 12C) the cage expanded, and its structure became
more open and less compact. Irregularly located “holes” were
observed in the cage. For PC50™ at room temperature (Figure
12B) the cage was less regular and compact, with a partially
open structure on the face side of the aromatic ring. The
structure of the cage is disturbed by interactions between the
1,2-diol moieties and the ring. This caused the cage shape
similar to a “donut-like” structure open to the face sides of the
aromatic ring. For the PCSO™ system, just above the cloud
point (at 318 K, Figure 12D) the collapse of the ether chains
and the “hiding” of the 1,2-diol groups inside the macro-
molecule exposed the ring allowed the creation of a cage with a
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more compact and closed structure. NH group was still
involved in stabilizing the cage. The cage structure of the water
molecules stabilized the system and enabled the localization of
the rings outside the macromolecule. As a result, the gyration
radius of the urethane-modified HbPGL macromolecule
increased just above the cloud point. This stabilization of the
outside location of aromatic rings by water cages importantly
influences the possibility of the formation of intermolecular
interactions between macromolecules in PC systems.

In the BESOM system, the size of water cages increased after
the phase separation, while for the PCS0™ derivative, cage size
decreased. However, a direct comparison of this effect could be
misleading as the cloud points determined for both derivatives
are significantly different, thus the structures above the cloud
point were studied at different states from the point of view of
water—water interactions. The different behavior of water
cages around the phenyl groups in HbPGL derivatives under
the phase transition may result from the different localization
of the aromatic rings in the macromolecule. In BESO™, phenyl
rings above the cloud point are partially surrounded by
polyether chains, which stabilize the cage structure by the
hydrogen bonds formed between water molecules being
included in the cage structure. In the case of urethane
derivative PCS0™, the rings are more exposed outside the
macromolecule. Water molecules formed the sphere leading to
the microphase separation at the local scale. This is
unfavorable from an energetic point of view and should
promote the aggregation of phenyl rings.

In the subsequent phase of computational studies, our focus
shifted to larger-scale investigations aimed at elucidating the
interactions between various macromolecules present in
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Figure 13. (A) First and (B) last time frame of BESO™ simulation at 353 K (coloring molecules atoms by index); water was not shown for clarity.
MSD vs time for (C) BESO™ and (D) PCS0™ at two selected temperatures. Lines represent fitting with Einstein—Smoluchowski relation. Insets in

(D) show the first and last time frame at 353 K for PC50M.

aqueous solutions. For this purpose, Yasara software, which is
one of the fastest MD simulation tools, was used. The same
concentrations were selected as in previous simulations. Each
system contained ten BES0 M or PC50 M macromolecules and
an appropriate number of water molecules. The proposed
approach permitted the investigation of the aggregation
process of hydrophobized HbPGL macromolecules in an
aqueous environment, observed at phase separation. The
trajectory obtained from the molecular dynamics simulation is
presented in Figure 13. The initial phase of the mean-square
displacement (MSD) curve corresponds to the short time scale
and unrestricted movement of individual molecules. The self-
diffusion coeflicients were calculated based on the Einstein—
Smoluchowski relation, MSD = 6 Dt, for times up to 4 ns
(after which aggregation commenced). The diffusion coef-
ficients were found to be higher at elevated temperatures. The
onset of aggregation is evident in the gradual decline in the
MSD slope.

Generally, significantly more intermolecular hydrogen bonds
were observed for the PCS0™ derivative. Even below the phase
transition temperature, macromolecules tend to aggregate.
Among intermolecular interactions, hydrogen bonds between
1,2-diols and ether moieties dominated (Figure 14A). Above
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the phase transition temperature, at the expense of the less
preferred hydrogen bonds between 1,2-diols and water
molecules, a large number of intermolecular hydrogen bonds
between the NH groups and 1,2-diols of macromolecules
(Figure 14B) appeared. These bonds served as stabilizers of
connections between macromolecules above the cloud point.
At temperatures below the cloud point of PCSO™, however,
intramolecular hydrogen bonding between NH and 1,2-diol
groups dominated.

What is more, numerous 7z—7n interactions were also
observed in PCSOM systems above the cloud point. The
phenyl rings evidently tended to form clusters. Face-to-edge
interactions between aromatic rings were the most frequently
observed, and their average strength was calculated for the five
strongest interactions found in the simulated systems at the last
stage of the simulation. The average distance between the
intermolecular rings was 3.6 + 0.2 A, and the average angle
between the ring planes was 94 + 13°. For intramolecular
interactions, the average distance between the rings was 4.1 +
0.5 A, whereas the average angle between the ring planes was
89 =+ 2°. In rare situations, a face-to-face ring orientation was
observed for PC50™ (Figure 14C). At temperatures below the
phase transition temperature, such interactions were barely
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Figure 14. Selected fragments of simulated systems in the last simulation step (coloring atoms by index to better show the atom’s affiliation to a
given macromolecule). Water molecules are not shown for clarity. (A) Intermolecular hydrogen bonds involving hydroxyl and ether groups in
PCS0M at a temperature of 308 K (below the cloud point). (B) Intermolecular hydrogen bonds involving the phenylurethane moiety in PC50™ at
318 K (above the cloud point). (C) Cluster of interacting phenyl rings in PC50™ at 318 K. (D) An oligoglycidyl chain terminated with 1,2-diol
blocking interactions between phenyl rings in BESO™ at a temperature of 353 K (above the cloud point).

seen due to the “straightened” polyether chains acting as a
barrier to contact between phenylurethane groups. Such a
weakening of 7—r interactions was typical of BESO regardless
of the system temperature (Figure 14D).

The detailed analysis of computational data and Raman
spectroscopy results is helpful in understanding the dominant
behavior of the T, increase with the polymer concentration of
the aqueous solutions of hydrophobized hyperbranched
polyglycidols. Such anomalous behavior of macromolecules
in water is an effect of the equilibrium between hydrophobic
interactions of hydrophobic groups and hydrogen bonds
between polyglycidyl chains and water molecules. Phase
separation resulting directly from the presence of hydrophobic
groups in macromolecules is hindered by the highly water-
swollen polyether chains, which effectively screen phenyl
moieties. To attain the phase separation of hydrophobized
hyperbranched polyglycidols, it is necessary to increase
temperature to reduce the number of hydrogen bonds between
polyglycidyl chains and water molecules. The dehydration of
macromolecules leads to higher probability of 7—x interactions
between phenyl moieties, whose strength, in addition, increases
with the increase of temperature resulting in larger hydro-
phobic domains (aggregates). Then the hydrophobicity of
macromolecules leads to the reduction in the solubility of
hydrophobized HbPGLs in water and finally the polymer
separation from the aqueous medium.

It seems that a key structural parameter to endow the
amphiphilic polymer with the dominant behavior of the T,
increase with the increase of concentration is the assurance of
the homogeneous distribution of hydrophobic moieties

separated by the highly hydrophilic environment of highly
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water-swollen hyperbranched flexible chains. Thanks to the
flexible nature of polyether backbones the efficient reorganiza-
tion of macromolecules segments can be easily attained.

B CONCLUSIONS

We presented the phase behavior of the internally hydro-
phobized hyperbranched polyglycidol with phenyl moieties
incorporated via ester or urethane linkages. The substitution of
monohydroxyls in linear constitutional repeating units of
HbPGL with phenylurethane groups in the range from 32 to
55 mol %, and benzoyl ester groups in the range from 42 to 56
mol % endowed it with thermosensitive behavior in the
aqueous medium. Unexpectedly, phenylurethane derivatives of
HbPGL turned out to be more hydrophobic than their benzoyl
ester counterparts, as their cloud points, T, were considerably
lower. In addition, all HbPGLs with an aryl-enriched core
display a critical point at very low concentration, and thus, an
increase in T, with concentration was observed in the broad
concentration range.

The computational simulations supported with Raman
spectroscopy investigations helped to explain, on one hand,
the difference in the thermosensitive behavior of HbPGL
hydrophobized with phenyl moieties immobilized via ester or
urethane linkages, respectively, and on the other hand, the
dominant dependence of the T, increase with the increase of
polymer content in the aqueous solutions.

The more hydrophobic character of the PC derivatives
resulted from the fact that the phenylurethane groups
protruded more outside the macromolecule compared with
the benzoyl rings in the BE compounds, in which the aromatic
rings remained surrounded by hydrated polyether branches. In
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addition, we have noticed that the BE derivative is able to form
a more stable hydration layer at elevated temperatures in
comparison to PC samples, further evidencing its enhanced
hydrophilicity.

Initially, the number of phenyl groups, their localization in
the outer region of the macromolecule, and their ability to
form z—r interactions are responsible for the phase separation
of aqueous solutions of phenyl-enriched HbPGLs. In the case
of the BE derivative, the phenyl rings are better “hidden” in the
“interior of the macromolecule” and their interactions are
strongly limited, while in the PC derivative, the phenyl groups
are better “exposed” at the outside of the macromolecule and
thus can more easily participate in 7—7 interactions.

The dominant behavior of the increase of T, on the increase
of the polymer concentration in the thermosensitive properties
of the aqueous solutions of phenyl-enriched HbPGLs can be
explained by the balance between the hydrogen bonding
between the polyether/glycidol parts with water molecules and
hydrophobic z—n interactions between phenyl moieties
homogeneously distributed within the macromolecule. The
increase of the polymer concentration in the aqueous solution
caused the enhancement of polymer solubilization at room
temperature, as a result, hydrophobic phenyl groups are
effectively hidden within water-swollen polyether branches
forming hydrogen bonds with water molecules. Heating the
aqueous solutions of hydrophobized HbPGL enhanced 7—n
interactions, and additionally led to the destruction of
hydrogen bonds of polyether branches with water molecules,
increasing the hydrophobicity of the macromolecule, and
consequently achieving a phase separation.

This study shows how through such a subtle structural
change as the covalent bond used for the immobilization of the
hydrophobic group, the temperature of the phase separation
can be significantly altered. Due to this fact, detailed
investigation of the thermosensitive behavior of each system
is necessary. This work may be promising in the development
of polymers displaying very low critical points, and thus
dominant behavior of the increase of T, on the increase of the
polymer concentration in aqueous media.
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Figure S1. "H NMR spectrum of HbPGL recorded in DMSO-dg.
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Figure S2. 3C INVGATED NMR spectrum of HbPGL recorded in DMSO-d.
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Figure S3. 'H NMR spectrum of AC_HbPGL recorded in DMSO-ds.
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Figure S4. 'H NMR spectrum of AC _PC14 recorded in DMSO-d.
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Figure S5. 'H NMR spectrum of AC _PC26 recorded in DMSO-d.
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Figure S6. 'H NMR spectrum of AC PC32 recorded in DMSO-dg.
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Figure S7. '"H NMR spectrum of AC _PC38 recorded in DMSO-d.
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Figure S8. 'H NMR spectrum of AC _PC46 recorded in DMSO-dg.
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Figure S9. 'H NMR spectrum of AC _PC55 recorded in DMSO-d.
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Figure S10. '"H NMR spectrum of AC _PC64 recorded in DMSO-dg.
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Figure S11. "H NMR spectrum of PC14 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S12. "H NMR spectrum of PC26 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S13. "H NMR spectrum of PC32 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S14. "H NMR spectrum of PC38 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S15. "H NMR spectrum of PC46 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S16. '"H NMR spectrum of PC55 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S17. '"H NMR spectrum of PC64 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S18. '"H NMR spectrum of AC _BE19 recorded in DMSO-d.
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Figure S19. '"H NMR spectrum of AC_ BE33 recorded in DMSO-dg.
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Figure S20. '"H NMR spectrum of AC_ BE42 recorded in DMSO-d.
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Figure S21. '"H NMR spectrum of AC_ BE46 recorded in DMSO-d.
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Figure S22. '"H NMR spectrum of AC_ BE54 recorded in DMSO-dg.
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Figure S23. '"H NMR spectrum of AC_ BE56 recorded in DMSO-d.
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Figure S24. "H NMR spectrum of AC_ BE71 recorded in DMSO-dg.
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Figure S26. '"H NMR spectrum of BE33 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S29. '"H NMR spectrum of BE54 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S30. "H NMR spectrum of BE56 recorded in Pyridine-ds.
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Figure S33. '"H DOSY NMR spectrum of PC26 recorded in DMSO-d.
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Figure S34. "H DOSY NMR spectrum of PC32 recorded in DMSO-d.

20



PC38

i

F1 [log(m2/s)]

Figure S35. '"H DOSY NMR spectrum of PC38 recorded in DMSO-d.
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Figure S36. 'H DOSY NMR spectrum of PC46 recorded in DMSO-dg.
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Figure S37. '"H DOSY NMR spectrum of PC55 recorded in DMSO-d.
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Figure S38. '"H DOSY NMR spectrum of PC64 recorded in DMSO-d.
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Figure S39. 'H DOSY NMR spectrum of BE19 recorded in DMSO-dg.
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Figure S40. 'H DOSY NMR spectrum of BE33 recorded in DMSO-d.
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Figure S41. '"H DOSY NMR spectrum of BE42 recorded in DMSO-ds.
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Figure S42. "H DOSY NMR spectrum of BE46 recorded in DMSO-ds.
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Figure S43. '"H DOSY NMR spectrum of BE54 recorded in DMSO-d.
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Figure S44. "H DOSY NMR spectrum of BE56 recorded in DMSO-dg.
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Figure S45. "H DOSY NMR spectrum of BE71 recorded in DMSO-ds.
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Figure S46. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC32 at concentration equal to 50 mg/ml
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Figure S47. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC32 at concentration equal to 100 mg/ml
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Figure S48. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC38 at concentration equal to 50 mg/ml
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Figure S49. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC38 at concentration equal to 100 mg/ml
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Figure S50. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC38 at concentration equal to 150 mg/ml
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Figure S51. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC38 at concentration equal to 275 mg/ml
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Figure S52. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 0,06mg/ml
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Figure S53. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 0,12mg/ml
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Figure S54. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 0,24mg/ml
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Figure S55. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 0,47mg/ml
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Figure S56. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 0,94mg/ml
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Figure S57. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 1,88mg/ml
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Figure S58. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 3,75mg/ml
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Figure S59. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 7,5mg/ml
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Figure S60. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 15mg/ml
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Figure S61. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 25mg/ml
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Figure S62. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 50mg/ml
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Figure S63. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 100mg/ml
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Figure S64. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 150mg/ml
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Figure S65. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC46 at concentration equal to 275 mg/ml
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Figure S66. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PCS55 at concentration equal to 50 mg/ml
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Figure S67. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PC55 at concentration equal to 100 mg/ml
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Figure S68. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PCS55 at concentration equal to 150 mg/ml
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Figure S69. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
PCS55 at concentration equal to 275 mg/ml
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Figure S70. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE42 at concentration equal to 50 mg/ml
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Figure S71. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 0,12mg/ml
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Figure S72. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 0,24mg/ml
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Figure S73. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 0,47mg/ml
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Figure S74. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 0,94mg/ml
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Figure S75. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 1,88mg/ml
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Figure S76. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 3,75mg/ml
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Figure S77. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 7,5mg/ml
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Figure S78. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 15mg/ml
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Figure S79. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 25mg/ml
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Figure S80. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 50 mg/ml
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Figure S81. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 100 mg/ml
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Figure S82. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 150 mg/ml
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Figure S83. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BE46 at concentration equal to 275 mg/ml

50



120
100
80

60 —400,0 nm

40 ——600,0 nm
—800,0 nm

Transmittance [%]

20

273 293 313 333 353

Temperature [K]

Figure S84. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BES54 at concentration equal to 50 mg/ml
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Figure S85. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BES54 at concentration equal to 100 mg/ml
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Figure S86. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BES54 at concentration equal to 150 mg/ml
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Figure S87. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BES54 at concentration equal to 275 mg/ml
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Figure S88. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BES56 at concentration equal to 50 mg/ml
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Figure S89. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BES56 at concentration equal to 100 mg/ml
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Figure S90. The dependence of transmittance on temperature for the aqueous solution of
BES56 at concentration equal to 150 mg/ml
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Figure S91. The dependence of the diameter of BE46 macromolecules in water (c=30 mg/mL)
on temperature.
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Figure S92 The dependence of the diameter of BE46 macromolecules in water (c=15 mg/mL)
on temperature.
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Figure S93. The dependence of the diameter of BE46 macromolecules in water (c= 7.5 mg/mL)
on temperature.
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Figure S94. The dependence of the diameter of BE46 macromolecules in water (c= 1.88
mg/mL) on temperature.
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Figure S95. The dependence of the diameter of BE46 macromolecules in water (¢=0.94
mg/mL) on temperature.
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Figure S96. The dependence of the diameter of BE46 macromolecules in water (c= 0.47
mg/mL) on temperature.
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Figure S97. The dependence of the diameter of BE46 macromolecules in water (¢c=0.24
mg/mL) on temperature.
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Figure S98. The dependence of the diameter of PC46 macromolecules in water (c=50 mg/mL)
on temperature.
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Figure S99. The dependence of the diameter of PC46 macromolecules in water (c= 7.5 mg/mL)
on temperature.
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Figure S100. The dependence of the diameter of PC46 macromolecules in water (c= 0.47
mg/mL) on temperature.
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Figure S101. The dependence of the diameter of PC46 macromolecules in water (c=0.24
mg/mL) on temperature.

65



Figure S102. Optical microscope images of BE46 (a, ¢, €) and PC38 (b, d, ) recorded at
temperature below the cloud point, at the cloud point and above the cloud point of polymer,
respectively.
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Additional data obtained from MD LAMMPS simulations of HbPGLs BE50M and PC50M
molecules (representing experimental samples BE46 and PC46) in water with 150 mg/ml
polymer concentration and TIP4P/2005 - OPLS-AA potentials at different temperatures. The

experimental value of cloud point temperature for BE46 was 345,15 K and 313,55 K for PC46.

Figure S103. The optimized structures of the hydrophobized HbPGLs macromolecule BESOM
at A) 298 K and C) 353 K (above the experimental cloud point), and PC50M at B) 298 K and D)
318 K (above the experimental cloud point). Only the first hydration sphere, i.e., molecules
directly interacting with a given macromolecule are shown, the rest of water molecules is not
presented for clarity. In the figure B, arrows indicate hydrophilic groups and, in figure D,
hydrophobic groups, which are located outside the macromolecule. Numbers indicate the values
of radius of gyration.
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Figure S104. Time-averaged density profiles of macromolecule and water on the distance
from a macromolecule centre of mass determined at different temperatures, i.e., below and
above the cloud point of PC50M. Experimental cloud point of PC50M. Macromolecules came
from simulations using TIP3P and Amber18 potentials.

The phase transition mechanism for PC50M was confirmed by additional calculations using a
different set of potentials: TIP3P and Amber 18. Due to the use of different force fields, the
phase transition occurs at a different temperature than for OPLS-AA and TIP4P/2005, which is
a more reliable set due to a very good representation of the behaviour, i.e. density, of water in
a wide temperature range for TIP4P/2005 water simulations.
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Figure S105. Time-averaged H-bond grouped histograms between the PC50M macromolecule
and water, determined at different temperatures (the bottom ones are for temperatures above the
experimental cloud point of PC46).

In the figure the following hydrogen bonds are shown:
H-N- - the hydrogen in the water molecule and the oxygen of the amide group

=0 - the hydrogen in the water molecule and the oxygen of the carbonyl group
-O-H - the hydrogen in the water molecule and the oxygen of the hydroxyl group
-O- - the hydrogen in the water molecule and the oxygen of the ether group

H-O- - the oxygen in the water molecule and the hydrogen of the hydroxyl group
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Figure S106. Time-averaged H-bond grouped histograms between the BESOM macromolecule
and water, determined at different temperatures (the bottom ones are for temperatures above the
experimental cloud point of BE46).

In the figure the following hydrogen bonds are shown:

=0 - the hydrogen in the water molecule and the oxygen of the carbonyl group
-O-H - the hydrogen in the water molecule and the oxygen of the hydroxyl group
-O- - the hydrogen in the water molecule and the oxygen of the ether group

H-O- - the oxygen in the water molecule and the hydrogen of the hydroxyl group
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Figure S107. Time-averaged H-bond grouped histograms between hydrophilic groups of the
BE50M macromolecule, determined at different temperatures (the bottom ones are for
temperatures above the experimental cloud point of BE46).
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Figure S108. Time-averaged H-bond grouped histograms between hydrophilic groups of the
PC50M macromolecule, determined at different temperatures (the bottom ones are for
temperatures above the experimental cloud point of PC46).
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