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W dobie szkodliwego wplywu Srodowiska zewnetrznego na nasze organizmy
odnotowuje si¢ rosngca liczbg chordéb genetycznych wynikajacych z niezdrowego trybu
I sSrodowiska zycia. Rozwigzania probleméw wspotczesnego §wiata w tej materii upatruje
si¢ w terapii genowej. Takie podejscie terapeutyczne ma na celu korekcje wady
genetycznej (stanowigcej podtoze choroby) poprzez dostarczenie kwasu nukleinowego
(NA) powodujacego przywrocenie ekspresji prawidtowego (DNA) lub wyciszenie
zdefektowanego genu (SiIRNA). W celu umozliwienia kwasowi nukleinowemu dostanie si¢
do wnetrza komorki niezbedne jest uzycie uktadu transportujacego (wektora, nosnika) dla
efektywnego transportu i uwalniania dostarczonej zawartos$ci.

Obecnie wytwarzanych jest wiele roznego typu polimerdw, jednakze w tej bogatej gamie
materialdw polimerowych brakuje polimeréw posiadajacych specyficzne wilasciwosci
niezbedne dla dostarczania kwasow nukleinowych. W wielu przypadkach potrzebne sa
materialy o wlasciwosdciach fizycznych i1 chemicznych odmiennych od tych, ktore
wykazujg wektory dostepne na rynku. W zawigzku z wymaganiami stawianymi przed
polimerowymi systemami dostarczania NA w niniejszej pracy postanowiono skupi¢ si¢ na
takich polimerach gwiazdzistych, ktore posiadajg wszystkie wlasciwosci dobrego wektora
polimerowego. To wilasnie stalo si¢ inspiracja do zaprojektowania, syntezy i badan
kationowych, degradowalnych polimeréw gwiazdzistych na bazie poli(glikolu
etylenowego).

Celem przeprowadzonych prac badawczych bylo okreslenie  wlasciwosci
zsyntetyzowanych polimerow gwiazdzistych, pod katem wykorzystania ich jako
modelowych uktadéw do dostarczania lekow 1 kwasow nukleinowych. Dzieki
zastosowaniu metody ATRP, ktora umozliwia kontrolowang synteze¢ funkcjonalnych
polimerow, zsyntetyzowano polimery gwiazdziste na bazie kationowego monomeru jakim
jest metakrylan 2-dimetyloamino etylu (DMAEMA). Wybor monomeru DMAEMA miat
na celu wytworzenie takich polimeréw, ktére posiadajg zdolnos¢ kompleksowania NA
(enkapsulacji). Z kolei wbudowanie w rdzen dwusiarczku bis (2-metakryloilo) oksyetylu
(DSDMA) zapewnia obecno$¢ mostkow dwusiarczkowych, ktore umozliwiajg rozpad
molekuly, co jest gwarantem mozliwosci degradacji tych uktadéw zaplanowanej po
dostarczeniu NA. Wprowadzenie politlenku etylenu (PEG) jako ramion molekuty
o strukturze gwiazdzistej mialo na celu zwickszanie biokompatybilnosci uktadu

polimerowego, zapewnienie jego nietoksycznosci i ochrony materiatlu genetycznego przed
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uszkodzeniem. Uzyskano cztery polimery kationowe rdznigce si¢ mi¢dzy sobg zawarto$cig
kationowego sktadnika w rdzeniu.

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy dowiodty, ze zastosowanie
metody ATRP umozliwia syntez¢ polimerow gwiazdzistych o $cisle zaprojektowanej
architekturze, ktore charakteryzuja si¢ wysoka masa czasteczkowa 1 niska
polidyspersyjnoscig. Analiza wynikow przeprowadzonych badan wykazala, ze w procesie
syntezy otrzymano polimery o architekturze gwiazdy z wbudowanymi wewnatrz rdzenia
mostkami dwusiarczkowymi i kationowym sktadnikiem oraz biokompatybilnymi
ramionami PEG. Procesy dyfuzji polimerow gwiazdzistych oraz rozmiary gwiazd
polimerowych w roztworach wodnych scharakteryzowano =z uzyciem metody
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) poprzez wyznaczenie wspoOtczynnikow
dyfuzji gwiazd polimerowych oraz obliczenie ich promieni hydrodynamicznych. Rozmiary
gwiazd polimerowych, wyznaczone na podstawie analizy wynikéw badan NMR, sg zgodne
z tymi, ktore oszacowano z uzyciem metody dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS).
Zmierzone wartosci wspolczynnikow dyfuzji gwiazd polimerowych sg porownywalne do
warto$ci wspotczynnikow dyfuzji biopolimerdéw aktywnych, co gwarantuje wystarczajaca
ruchliwos$¢ nosnikow.

Parametry przemian termodynamicznych dla syntezowanych polimeréw tj. temperature
topnienia 1 krystalizacji jak rowniez ich stopien krystaliczno$ci wyznaczono przy
zastosowaniu metody roznicowej kalorymetrii skaningowej. Stwierdzono, Zze wraz ze
wzrostem udziatu kationowego skladnika w rdzeniu gwiazdy zmniejszeniu ulegaja
warto$ci temperatur krystalizacji 1 topnienia. Stabilno$¢ zsyntetyzowanych polimerow
w obserwowanym zakresie temperatur umozliwia ich zastosowanie w organizmach
zywych. Badania mikroskopowe (TEM, SEM) wykazaly, Zze wskutek odparowania
rozpuszczalnika zachodza procesy agregacji gwiazd polimerowych. Obserwacje te moga
mie¢ istotne znaczenie w pdzniejszym zastosowaniu polimerow do przygotowania na ich
bazie gotowych no$nikow lekow lub kwasow nukleinowych.

Stwierdzono, ze potencjal zeta uzyskanych polimeréw o strukturze gwiazdy wzrasta
wraz z udzialem kationowego sktadnika w mieszaninie reakcyjnej. Wzglednie wysoka
dodatnia warto$¢ tego potencjatu jest warunkiem koniecznym, aby uklady polimerowe
mogly by¢ zastosowane do kompleksowania 1 przenoszenia kwaséw nukleinowych. Wsrdd
zsyntezowanych polimeréw wytypowano uktady cechujace si¢ dodatnig wartoscig tego

potencjatlu, ktore moga znalez¢ potencjalne zastosowanie. Analiza badan biologicznych
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tych uktadow polimerowych miata na celu okreslenie ich cytotoksyczno$ci 1 wydajnosci
transfekcji NA.

Testy cytotoksycznosci tych uktadéw wykazaly, ze cechuje je wysoka
biokompatybilnos¢. Natomiast badania transfekcji roztworoéw polimeréw gwiazdzistych
z kwasem nukleinowym (przy niskich stezeniach kwasu) wykazaty, ze badane polimery
tworza kompleksy, wystarczajaco stabilne, aby dostarczy¢ DNA do komorek 1 wywotaé
ekspresje genu reporterowego. Przeprowadzone badania degradacji tych polimerow
swiadcza o tym, ze podlegaja one rozpadowi do rozmiarow zapewniajgcych mozliwos¢ ich
wydalenia z organizmu przez klirens nerkowy.

Reasumujgc mozna stwierdzi¢, ze przeprowadzona synteza z zastosowaniem metody
ATRP pozwolita uzyska¢ kationowe, biodegradowalne polimery gwiazdziste, ktérych
wlasciwosci fizykochemiczne zostaly zbadane kompleksowo. Przeprowadzone badania
umozliwily wytypowanie polimerow gwiazdzistych bedacych najbardziej obiecujacymi
kandydatami do zastosowania w terapii genowej, jako niewirusowe wektory do transportu

kwasow nukleinowych.
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Nowadays, with the development of nanotechnology, more and more world-class
research laboratories are engaged in the design and synthesis of more sophisticated
nanomaterials. Due to the harmful effects of our lifestyle and from the external
environment on our bodies, many genetic diseases have appeared in recently. Therefore, it
has become extremely important to discover and to synthesize new materials that could
prevent these diseases, as well as to study the effects of such nanoparticles on compounds
of natural origin — biomolecules. The method where nanoparticles are used as modern
vectors for transfection is known as gene therapy. This therapy, based on the delivery of
nucleic acids for the treatment of various genetic disorders, is nowadays an object of
interest for many scientists from miscellaneous disciplines. Different kinds of nucleic acids
(NA), such as plasmid DNA and short interfering RNA, can be used to either express or
silence proteins or enzymes in the cell. Therefore, it may also play an important role in the
therapeutic treatment of many diseases, including cancer. Recent studies have focused on
finding carriers that prevent electrostatic repulsion between the cell membrane and NAs
and lead to an increase in NA permeability in the cell. The development of controlled
radical polymerization made it possible to prepare a wide variety of complex
macromolecular architectures with well-defined molecular weight, and structural and
compositional homogeneity. Atom transfer radical polymerization (ATRP) is one of the
most robust controlled radical polymerization (CRP) techniques. It can be used to produce
polymers of various compositions and architectures (e.g. star polymers, block copolymers

etc.), enabling the introduction of innovative features to the polymer.

The aim of this research is first to obtain and then characterize new, efficient,
biocompatible, and degradable polymeric carriers for NA delivery and afterwards
determine the possibility of using them as vehicles for nucleic acids (and drug) delivery
systems. Promising candidates in this field are star polymers with multiple arms joined to a
centrally located core, having a three-dimensional spherical compact structure and
functions either on the periphery or in the core. The study involves the polymerization (by
an “arm-first” ATRP method) of poly (ethylene glycol) (PEG)-based star polymers with
cationic moieties [2-(dimethylamino)ethyl methacrylate (DMAEMA)] and degradable

core.
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The tested group of compounds consist of four cationic polymers, with various content
of the cationic component in the core. Their structural characteristics were characterized by
differential scanning calorimetry (DSC), nuclear magnetic resonance (NMR), NMR
diffusion, dynamic light scattering (DLS), microscopic techniques such as scanning
electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM), and polarizing
optical microscopy (POM) as well as biological tests (to determine cytotoxicity and
transfection efficiency). The results show that the synthesis of polymers by the ATRP
method allows synthesis star shaped polymers with a high molecular weight, low
polydispersity and well-designed architecture. Studies have shown that the structure of the
synthesized polymers is a star-like architecture with cross-linked core containing disulfide
bonds and the cationic component and the core is surrounded by biocompatible PEG arms.
With increasing the proportion of the cationic component in the reaction mixture it is
possible to obtain star polymers with positive zeta potential values, which allow
complexation and transfer of negatively charged nucleic acids. Experiments carried out by
DSC allowed the determination of the thermodynamic parameters of the synthesized
polymers, i.e. melting and crystallization temperatures as well as their degree of
crystallinity. Increasing the cationic component in the core of the star polymer reduces the
crystallization temperature and melting point. The range of observed temperature confirms
the use of the polymers in the future in living organisms. The studies of polymer
degradation have shown that they are subject to decay to the size of ensuring the possibility
of their removal from the body by renal clearance. Microscopic studies led to the
observation of the aggregation processes that occur after evaporation of the solvent. This
may have a significant role in the later application in the preparation of new media used to
deliver drugs or nucleic acids, based on star-shaped polymers. DLS and NMR
measurements were used to determine the sizes of star polymers in solution, and the
behavior of the polymers in the solution was characterized by determining the diffusion
coefficients. The study of the complexes made from the star polymers with the nucleic
acids (a low concentration of acid) showed that the tested polymers form complexes
sufficiently stable to deliver DNA into cells, and cause expression of the reporter gene.

Tested polymers also exhibit low cytotoxicity.

Thanks to extensive research, the cationic, biodegradable star-shaped polymers were
obtained and their physical and chemical properties were investigated. Combined results of
carried out measurements have allowed us to select the most suitable and promising

candidates as nonviral vectors for gene therapy.
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Glownym celem pracy byto zaprojektowanie, synteza oraz charakterystyka nowych

polimerow gwiazdzistych na bazie poli(glikolu etylenowego) (PEG) z biodegradowalnym

i kationowym rdzeniem, a nastepnie okreslenie mozliwosci ich wykorzystania jako

nos$nikow do terapii genowej. Struktura i dynamika molekularna polimerow gwiazdzistych

PEG, zréznicowanych ze wzgledu na zawarto$¢ kationowego sktadnika w rdzeniu, zostaty

scharakteryzowane z wykorzystaniem nastgpujacych metod pomiarowych: magnetycznego

rezonansu jadrowego (NMR), roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC), technik

mikroskopowych (POM, TEM, SEM), dynamicznego rozpraszania S$wiatla (DLS),

chromatografii zelowej i gazowej (GPC SEC i GC) oraz testow cytotoksycznos$ci

I wydajnosci transfekc;ji.

Szczegotowe cele badawcze sformutowane zostaty nastgpujaco:

zaprojektowanie i1 synteza metoda ATRP kationowych, biodegradowalnych
I biokompatybilnych polimerow gwiazdzistych,

okreslenie struktury otrzymanych uktadow polimerowych,

wyznaczenie wspotczynnikow dyfuzji polimeréw gwiazdzistych w roztworach
wodnych,

Wyznaczenie parametrow termodynamicznych przejs¢ fazowych gwiazd
polimerowych,

okreslenie wptywu zawartosci kationowego sktadnika w polimerze na zdolnos¢
do krystalizacji badanych uktadow,

okreslenie stopnia  cytotoksyczno$ci  zsyntetyzowanych  polimerow
gwiazdzistych,

okreslenie zdolno$ci otrzymanych gwiazd polimerowych do dostarczania
kwasow nukleinowych poprzez zbadanie wydajnosci procesu transfekcii,

zbadanie procesu degradacji badanych polimeréw w warunkach fizjologicznych.
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W dzisiejszych czasach wraz z rozwojem nanotechnologii obserwuje si¢ wzrost liczby
Swiatowej klasy laboratoriow zaangazowanych W projektowanie i synteze coraz bardziej
wyrafinowanych rodzajéw nanomaterialdow. Ze wzgledu na szkodliwe dzialanie
srodowiska zewngtrznego na nasze organizmy pojawia si¢ wiele nowych chordb
wynikajacych z trybu zycia wspodtczesnego cztowieka. W zwigzku z powyzszym bardzo
waznym staje si¢ odkrywanie i synteza nowych materiatow, ktore bedg mogly znalez¢
zastosowanie w medycynie, w szczegolnosci jako $rdoki stosowane w leczeniu
wspotczesnych choréb cywilizacyjnych, a takze jako farmaceutyki wspomagajace
istniejace juz metody terapeutyczne. Wazne wydaje si¢ rowniez prowadzenie badan nad
wplywem nowego typu nanoczagsteczek na zwigzki naturalnego pochodzenia
I biomolekuty. Burzliwy rozwdj cywilizacji i zwigzane z tym sukcesywne wprowadzanie
do organizmu ludzkiego wielu zwigzkéw chemicznych, w produktach Zzywnosciowych czy
tez w farmaceutykach, zmusza badaczy do poszukiwania selektywnych i skutecznych
metod ich oznaczania.

Dynamicznie rozwijajacg si¢ 1 coraz szerze] stosowang metoda leczenia chorob
genetycznych (np. kostnienia heterotropowego — samoistnej zamiany tkanki migkkiej
w kostng), neurodegeneracyjnych (np. Alzheimera) jest terapia genowa. Najwazniejszym
czynnikiem, wptywajacym na przeprowadzenie skutecznego leczenia ta metods, jest
stosowany w niej uktad, stuzacy do dostarczania kwasu nukleinowego (NA) do komorek,
nazywany wektorem. Dzieki niemu transport materialu genetycznego do komoérek moze
zosta¢ przeprowadzony w sposob wydajny i zapewniajacy ochrone tego materiatu przed
uszkodzeniami. Wspolczesne systemy dostarczania gendéw mozna podzieli¢ na biologiczne
(wirusowe) i niebiologiczne (niewirusowe). Do tej drugiej grupy zaliczane sa
np. dendrymery czy polimery kationowe, ktore to wchodzg w interakcje z NA poprzez
odziatywanie elektrostatyczne. Przyktadem nowych, wielofunkcyjnych nanomateriatéw,
ktére w swej geometrii przypominaja dendrymery, lecz s3 od nich tansze i tatwiejsze
w produkcji, sg polimery gwiazdziste. Sktadaja si¢ one z funkcjonalnego rdzenia i radialnie
rozchodzgcych sie od niego ramion.

Glowne wyzwania stojace przed naukowcami tworzacymi polimerowe no$niki lekoéw
I kwasow nukleinowych to miedzy innymi precyzyjna synteza chemiczna i pozniejsza
analiza wtasciwosci wytworzonych polimerow. W dalszych etapach niezbedne jest

kontrolowanie supramolekularnego potaczenia nosnikow polimerowych z kwasami
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nukleinowymi w jednolite nanoczasteczki, poglgbianie zrozumienia mechanizméw
I alternatywnych $ciezek potrzebnych do dalszej optymalizacji zewnatrzkomorkowego
oraz wewnatrzkomorkowego, a takze ukierunkowanego dostarczania leczniczych kwasoéw
nukleinowych [1].

W ostatnich latach nastgpit gwattowny rozwoj metod otrzymywania polimeréw, wsrod
ktorych jedna z najciekawszych i godnych uwagi jest metoda polimeryzacji rodnikowej
z przeniesieniem atomu (ATRP). Jest ona jedng z najbardziej skutecznych i najcze$ciej
stosowanych metod kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej (CRP). Ten sposob
polimeryzacji mial swoje poczatki w 1995 roku, kiedy to profesor Krzysztof
Matyjaszewski z Uniwersytetu Carnegie Mellon, odkryt jedng z pierwszych i najbardziej
wydajnych metod kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej. Nie spodziewano si¢
wowczas, ze metoda ta osiggnie powszechne zastosowanie w tak szybkim tempie 1 bedzie
niezwykle uzyteczna w wielu dziedzinach nauki oraz techniki [2]. Stosujac ja mozna
tworzy¢ polimery poprzez taczenie elementéw skltadowych, zwanych monomerami,
W sposob $cisle kontrolowany, kawalek po kawatku. Taki sposéb syntezy polimerow
umozliwil stworzenie szerokiej gamy materiatlow charakteryzujacych sie unikatowymi
wlasciwosciami, ukierunkowanych i dostosowanych do specyficznych zastosowan.
Weczesniej niemozliwe bylo otrzymywanie tak precyzyjnie wytworzonych uktadow
polimerowych, ktore charakteryzuja si¢ powtarzalnoscig struktury molekut i malym
rozrzutem mas czasteczkowych. Obecnie metoda ATRP znalazta wiele aplikacji m.in. do
syntezy polimerow stosowanych jako powtoki i kleje, jako srodki powierzchniowo czynne,
a w szczegolnosci takich, ktore maja zastosowanie W dziedzinie medycyny i ochrony
srodowiska.

Gléwnym celem tej pracy byla synteza polimerow gwiazdzistych 0 S$cisle
zaprojektowanej strukturze, wytworzonych na bazie biokompatybilnego poli(glikolu
etylenowego) i zawierajacych kationowy, biodegradowalny rdzen. W nastepnym etapie
niniejszej pracy zaplanowano sporzadzenie charakterystyki strukturalnej otrzymanych
polimerow, cechujacych si¢ roznym udzialem kationowego sktadnika. Metode
magnetycznego rezonansu jadrowego zastosowano aby sprawdzi¢ zgodno$¢ budowy
czasteczkowej otrzymanych polimerow z  zaprojektowang strukturg. Pomiary
wspotczynnikow dyfuzji z zastosowaniem magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
I metody dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) wykonano w celu okreslenia
rozmiarow molekut polimeréw gwiazdzistych. Z kolei metody chromatografii zelowe;j

i gazowej byly dedykowane okre$leniu $redniej ilo§¢ ramion wbudowanych w pojedyncza
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czasteczke. Dynamiczng kalorymetri¢ roznicows zastosowano z zamiarem wyznaczenia
parametrow przemian termodynamicznych oraz stopnia krystaliczno$ci badanych
polimerow. Z kolei metode polaryzacyjnej mikroskopii optycznej przewidziano dla
obserwacji procesOw tworzenia sferolitow w analizowanych uktadach polimerowych.
W celu okres$lenia struktury i rozmiar6w nanoczasteczek, jak roéwniez zachowania
polimeréow po odparowaniu rozpuszczalnika, postuzono si¢ metodami mikroskopowymi.
Metoda DLS postuzyta rowniez do zbadania degradacji zsyntetyzowanych gwiazd
w srodowisku odzwierciedlajagcym to panujgce w komoérkach zywych. W celu okreslenia
mozliwosci wykorzystania tych uktadow jako no$nikow w terapii genowej, sprawdzono
zdolno$¢ otrzymanych polimeréw gwiazdzistych do wigzania czasteczek DNA za pomoca
testu wydajnosci transfekcji. Wyzej wymienione badania przeprowadzone zostaly
czeSciowo W trakcie rocznego stazu  nha  Uniwersytecie  Carnegie  Mellon
w Pittsburgu (USA).

Prace podzielono na dwie czgéci: teoretyczng i doswiadczalng. Cze$¢ teoretyczna,
zawierajaca cztery rozdzialy, rozpoczyna si¢ od przedstawienia w szczegotach metody
syntezy wykorzystanej do wytworzenia badanych polimeréw. W rozdziale drugim zawarto
podstawowe wiadomos$ci dotyczace terapii genowej wraz z opisem najwazniejszych
nos$nikow kwasoéw nukleinowych, ktore sg obecnie uzywane lub potencjalnie mogg znalez¢
zastosowanie w przysztosci. Trzeci rozdziat jest poswiecony polimerom dedykowanym do
zastosowan biologicznych i ich charakterystyce. W rozdziale czwartym opisano podstawy
metod pomiarowych stosowanych w niniejszej pracy do scharakteryzowania badanych
uktadow polimerowych.

Cze$¢ doswiadczalng rozpoczyna rozdziat pigty, w ktorym zawarty zostal opis
preparatyki probek oraz stosowanych technik eksperymentalnych. Nastepny fragment
pracy, na ktory sktada si¢ rozdziat szosty i siodmy, obejmuje wyniki pomiarow wraz
z dyskusja. Prezentacje wynikow przeprowadzono W nastgpujacy sposob: najpierw
omoéwiono syntez¢ jednego z monomerdow, stosowanego do syntezy gwiazd polimerowych,
a nastepnie samg syntez¢ gwiazd. W dalszych rozdzialach przedstawiono wyniki badan
polimerow gwiazdzistych z zastosowaniem poszczegdlnych metod, w kolejnosci
niezbednej dla uzyskania petnej charakterystyki badanych ukladow. Po rozdziale
poswieconym syntezie nastepuje rozdzial zawierajacy opis wynikow badan protonowych
widm NMR, a kolejny zawiera informacje o rozmiarach zsyntetyzowanych nanomolekut,
ktore okreslono na podstawie analizy proceséOw dyfuzji molekut badanych metodami

magnetycznego rezonansu jadrowego i1 metody dynamicznego rozpraszania S$wiatla.
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W nastepnych rozdziatach podano parametry przemian termodynamicznych wyznaczone
dla badanych uktadéw metodami kalorymetrycznymi, oraz badania strukturalne polimerow
z zastosowaniem mikroskopii polaryzacyjnej (POM) i elektronowej (SEM i TEM).
Ostatnig cze$¢ prezentacji wynikow poswiecono badaniom cytotoksycznosci i wydajno$ci
transfekcji gwiazd polimerowych.

Przedostatni rozdziat stanowi dyskusja wynikéw, w ktorej zawarto omowienie wynikow
przeprowadzonych badan, w odniesieniu do wilasciwosci zsyntezowanych polimerow.
Ostatni, 60smy rozdzial zawiera gldéwne wnioski ptyngce z przeprowadzonych badan
I analiz.

Otrzymane wyniki pozwolily scharakteryzowaé polimery gwiazdziste bedace
obiecujacymi kandydatami do zastosowan w terapii genowej jako niewirusowe wektory do
transportu kwasow nukleinowych i jako uktady, ktore moga postuzy¢é roéwniez do

dostarczania innych lekow.
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1 POLIMERYZACJA RODNIKOWA Z PRZENIESIENIEM
ATOMU (ATRP)

Polimery s3a zwiazkami chemicznymi zlozonymi z duzej ilosci zazwyczaj
jednakowych elementow, nazywanych jednostkami monomerycznymi lub merami [3].
Podstawg do otrzymania zwigzkow polimerowych sa monomery. Monomerem jest
zwigzek, ktorego czasteczki wskutek reakcji polimeryzacji tgcza si¢ tworzgc polimer [4].
Polimery cieszg si¢ coraz wigksza popularnoscia i s stosowane w wielu dziedzinach zycia,
juz nie tylko w przemysle opakowaniowym, samochodowym czy ochronie srodowiska, ale
coraz czesciej sg takze wykorzystywane w medycynie m.in. jako soczewki czy nos$niki
lekoéw (wektory). Przy takim wykorzystaniu polimerow niezwykle istotna jest wiedza o ich
architekturze, wlasciwosciach jak i topologii, ktore determinujg na przyktad mozliwos¢
zwigzania polimeru z odpowiednio przygotowanym materialem genetycznym czy lekiem
I wprowadzenia, po skoniugowaniu go z lekiem, do komorki. Proces przenoszenia lekow
jest bardzo skomplikowany, ma wiele etapow i jest Scisle uzalezniony od zastosowanego
no$nika.

W zwigzku z powyzszym bardzo waznym zagadnieniem staje si¢ syntezowanie
polimeréw o $cisle zaprojektowanej architekturze 1 wlasciwo$ciach. Istnieje wiele metod
otrzymywania polimerow. Do najbardziej popularnych metod nalezy kontrolowana
»Zyjaca” polimeryzacja rodnikowa (ang. controlled radical polymerization — CRP) [5],
ktorej szczegdlnym rodzajem jest polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu (ang.
ATRP — atom transfer radical polymerization) [6 — 7]. Metody te umozliwiaja S$cista
kontrole nad wymiarami (cigzarem czasteczkowym) [8], jednorodnoscig (rozktad masy
czasteczkowej — polidyspersyjnosc), topologia (geometrig), kompozycjg i funkcjonalno$cig
syntetyzowanego polimeru [9]. Zaleta metod CRP jest wysoka tolerancja na
zanieczyszczenia (mogace pojawi¢ si¢ w uktadzie reakcyjnym) i mozliwo$¢ wiaczenia
wielu typow grup funkcyjnych do czasteczek syntetyzowanych polimerow
(np. grup hydroksy, aminowych, amidowych, estrowych, karboksylowych) [5], ktore
nastepnie mogg zostaé poddane modyfikacji, co pozwala na pdzniejsze kowalencyjne

podiaczenia biomolekul oraz dostarczenie lekow.

1.1 Zalety stosowania metody ATRP

ATRP jest metodg kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej umozliwiajaca

wprowadzenic monomerow 1 zwigzkow sieciujacych do tancucha polimerowego
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w kontrolowany, zaprogramowany sposob, €O pozwala otrzymywac¢ tancuchy polimerowe
0 niemalze jednakowej dlugosci okreslonej poprzez stosunek uzytego monomeru
wzgledem zuzycia dodanego inicjatora [10]. Metoda ta wprowadzona prawie 20 lat temu,
szybko zyskata zastosowanie do wytwarzania funkcjonalnych materiatow polimerowych,
ktore sg uzyteczne W wielu dziedzinach [5]. Ponadto, duzym atutem polimeryzacji metoda
ATRP jest uzyskanie na jednym koncu tancucha polimerowego atomu bromu lub chloru,
co umozliwia tworzeniec biokoniugatow tak wytworzonych syntetycznych polimerow
i bioczgsteczek [11 — 12]. Zastosowanie metody ATRP do syntetyzowania uktadow
polimerowych oferuje mozliwo$¢ dostosowania struktury tych uktadow do potrzeb

precyzyjnego dostarczania lekow i kwasoéw nukleinowych.

1.2 Zasada dziatania ATRP

Metoda ATRP jest oparta na reakcji redoks pomiedzy rozpuszczonym w roztworze
jonem metalu przej$ciowego a halogenekiem alkilu w celu regulacji rownowagi pomig¢dzy
ich reaktywnymi i nieaktywnymi formami [13]. Wszystkie metody CRP bazuja na
dynamicznej rownowadze pomiedzy propagujacym rodnikiem i roznymi stanami uspienia,
z rbwnowagg przesuni¢ta mocno w stron¢ stanu uspienia. Charakterystyczne dla metod
CRP jest szybkie inicjowanie, niska koncentracja wolnych rodnikéw i bardzo sporadyczne
wystepowanie reakcji terminacji. Stata szybko$¢ wymiany (Rysunek 1) pomiedzy
aktywnymi 1 ,,u$pionymi” tancuchami musi by¢ szybsza niz stata szybkos$ci propagacji,
aby zapewni¢ roéwnoczesny wzrost wszystkich tancuchow [10]. W ukladzie
polimeryzacyjnym ATRP wystepuja cztery zasadnicze reagenty: inicjator, aktywator,
kompleks zdezaktywowany i makrorodniki, rosngce dzigki przytaczaniu kolejnych

czasteczek monomeru.
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Rysunek 1 Rownowaga pomiedzy aktywnym i u§pionym stanem w mechanizmie

ATRP. R-X: halogenek alkilu; M™: jon metalu przejsciowego; L,: ligand [14]
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Metalami centralnymi w kompleksach katalitycznych, stosowanymi w metodzie ATRP,
sg metale przejsciowe takie jak Cu(l), Ni(Il), Fe(Il), ktore nie uczestnicza W procesie
tworzenia innych zwigzkow metaloorganicznych [15]. Role ligandu pelnig r6znego rodzaju
zwigzKi, ktore sg pochodnymi 2,2’°-bipirydyny. Do najbardziej popularnych nalezg
N,N,N’,N",N"-pentametylodietylenotriamina (PMDETA) czy 1,1,4,7,10,10-heksametylo
trietylenotetramina. Podczas odwracalnego procesu redoks nastgpuje przeniesienie jednego
elektronu z kompleksu metalu przejsciowego, znajdujgcego si¢ na najnizszym stopniu
utlenienia, z towarzyszgcym temu oderwaniem atomu fluorowca od tancucha polimeru
zakonczonego tymze halogenkiem (forma u$piona), co prowadzi do utworzenia rodnika
I zdezaktywowanego kompleksu katalizatora na wyzszym stopniu utlenienia. Lancuch
rosnie poprzez nieprzerwane, stopniowe dofaczanie kolejnych monomerdw.
W poczatkowym etapie formg uspiong jest inicjator, zakonczony halogenkiem, ktory
generuje rownowage pomiedzy stanami i po pierwszym kroku dodania monomeru, rosnacy
tancuch polimerowy staje si¢ formg uspiong [6]. Dobor ligandu do reakcji jest bardzo
wazny ze wzgledu na to, ze to wilasnie on kreuje reaktywnos¢ kompleksu katalizatora
w zalezno$ci od uzytego monomeru, jak rowniez wplywa na jego rozpuszczalnosé
w $rodowisku reakcji [9]. W metodzie ATRP terminacja polimeryzacji nastepuje poprzez
sprzgganie rodnikow lub dysproporcjonacj¢. Jak juz wspomniano, w metodzie ATRP
stosowane sg roznego rodzaju metale przejsciowe, jednakze w najbardziej przystepnym
I wydajnym wariancie tej metody uzywane sa kompleksy miedzi. Podobna sytuacja ma
miejsce w przypadku ligandow, jednak dostgpno$é i cena sprawiaja, ze W tym przypadku
najbardziej popularnymi sa ligandy z atomami azotu. Oprocz odpowiedniego doboru
ligandu i metalu, sukces polimeryzacji ATRP zalezy rowniez od wielu innych parametrow
wpltywajacych na rownowagg reakcji takich jak struktura inicjatora, typ rozpuszczalnika,
temperatura reakcji, obecno$¢ jonéw w stanie utlenionym oraz udziat ligandu w stosunku
do metalu przejsciowego. Wszystkie powyzsze parametry odgrywajg istotng role w ogdlnej

wydajnosci polimeryzacji.
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2 KWASY NUKLEINOWE I ICH SPOSOBY
DOSTARCZANIA/TERAPIA GENOWA

2.1 Podstawy terapii genowej i jej zasady dziafania

Metoda lecznicza, ktéra polega na wilaczeniu lub wylaczeniu funkcji danego genu
w celach terapeutycznych, poprzez wprowadzenie do komoérek kwasu nukleinowego, jest
nazywana terapiag genowag. Pierwszy raz zostala ona zastosowana w 1990 r. u pacjenta,
ktory cierpial na dziedziczny zespét cigzkiego ztozonego niedoboru odpornosci, powstaly
w wyniku mutacji w genie kodujacym enzym o nazwie deaminaza adenozynowa [16].
Pacjenta tego poddano nast¢pujacej procedurze: pobrano od niego biate krwinki, ktore
nastepnie poddano modyfikacji ex vivo za pomocg retrowirusow W celu uzyskania
prawidtowej ekspresji genu deaminazy adenozynowej, a nastepnie tak zmodyfikowane
leukocyty wprowadzono do ciata pacjenta. Po wprowadzeniu zmodyfikowanych komorek
pacjentowi zaobserwowano znaczacy wzrost aktywnosci uktadu immunologicznego. Proba
ta byta istotna dla rozwoju terapii genowej. Nalezy jednak mie¢ §wiadomo$¢, ze pomimo
poczatkowego sukcesu tego typu leczenia, moze ono nie$¢ pewne zagrozenia ZWigzane
z powiktaniami, takimi jak np. wtorna biataczka, ktéra moze by¢ skutkiem przypadkowej
insercji genu do genomu. Pojawienie si¢ nowych metod wymusza potrzebe badan
w dziedzinie terapii genowej z naciskiem na metody transferu gendow i materialow uzytych
do ich przenoszenia.

Terapia genowa jest eksperymentalng metodg terapeutyczna, polegajaca na
wprowadzeniu odpowiednio przygotowanego materiatu, w formie aktywnej biologicznie,
do jadra komorkowego lub cytoplazmy komoérek pacjenta w celu zwalczenia lub
zapobiegania chorobom. Ich dostarczenie likwiduje zazwyczaj przyczyny choroby. Warto
przy tym zwrdci¢ uwage, ze nie jest to leczenie samych tylko objawow, terapia genowa
usuwa bowiem zrodto problemu. Pojecie terapii genowej obejmuje wszystkie techniki
bazujace na zastosowaniu kwasoéw nukleinowych w celach terapeutycznych. Terapia taka
polega na leczeniu pacjentdow z zastosowaniem kwasow nukleinowych (NA) (kwas
dezoksyrybonukleinowy DNA oraz rybonukleinowy RNA), ktore pelnig wiele réznych
funkcji w organizmie. Ich podstawowym zadaniem jest przechowywanie, kodowanie
(DNA), transport (tRNA) 1 ekspresja informacji genetycznej w nich zawartej. Spetniaja
one rowniez funkcje regulatorowe (dzigki istnieniu takich form jak siRNA, shRNA) oraz

katalityczne (SnRNA, rRNA [17 — 18]). Dostarczenie kwasu nukleinowego do komorki
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np. plazmidu DNA (pDNA) moze by¢ stosowane do ekspresji okreslonego biatka lub
enzymu w komorkach lub jak to ma miejsce w przypadku krotkiego interferujacego RNA
(siRNA) do wyciszenia takiego biatka [19].

W zwigzku z powyzszym, obecnic stalo si¢ mozliwe leczenie pewnych chorob
genetycznych takich jak wrodzonej $lepoty Lebera [20], cigzkiego ztozonego niedoboru
odpornosci [21] czy cigzkiej postaci hemofilii B [22]. Problemem jest to, ze kwasy
nukleinowe sg natadowane ujemnie ze wzgledu na to, ze w swej strukturze zawierajg
fosfodiestrowy tancuch gtéwny [23], co uniemozliwia im przedostanie si¢ przez btong
komorkowsa [24]. Elektrostatyczne odpychanie pomiedzy ujemnie naladowanym kwasem
nukleinowym a ujemnie natadowang btong komérkowa uniemozliwia réwniez endocytoze,
czyli transport NA do komorki wewnatrz fragmentu btony komorkowej, zwanego kaweolg
[24]. W zwigzku z tym, niezb¢dne sa Systemy dostarczania stuzace do efektywnego
transportu i uwalniania kwasow nukleinowych w komorkach. Najefektywniejszym
sposobem dostarczenia kwaséw nukleinowych do komoérek jest zastosowanie no$nikow
zwanych wektorami. Ostatnie badania [25] koncentruja si¢ na znalezieniu takich
wektoréw, ktore zapobiegaja elektrostatycznemu odpychaniu wystepujacemu pomiedzy
btong komodrkows i NAS, co prowadzi do tatwiejszego przenikania takich kompleksow
przez blong komorkowa. Najbardziej powszechnie stosowane systemy dostarczania
kwasow nukleinowych moga by¢ podzielone na biologiczne (wirusowe) i niebiologiczne
(niewirusowe). Uktady z obydwu wyzej wymienionych grup wykazuja specyficzne dla
nich zalety i ograniczenia [26].

2.2 Rézne rodzaje wektorow

2.2.1 Wektory wirusowe

Zgodnie z baza danych Gene Therapy Clinical Trials Worldwide [27], prawie 70%
testow klinicznych jest przeprowadzanych z wykorzystaniem wektorow wirusowych.
Systemy takie oparte sg na wirusach, czyli organicznych czasteczkach zawierajacych
w swej biatkowej otoczce (kapsydzie) materiat genetyczny w postaci DNA lub RNA. Maja
one zdolno$¢ powielania wlasnych genow po zainfekowaniu gospodarza, co czyni je
bardzo wydajnymi no$nikami terapeutycznego kwasu nukleinowego [28]. Przy ich
zastosowaniu w terapii genowej usuwany jest naturalny material genetyczny wirusa
I wprowadzany ten terapeutyczny. Wprawdzie nosniki biologiczne w formie wirusow

posiadaja wysoka wydajnos¢ dostarczania NAs, ale sg trudne do wytworzenia, a ponadto
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moga wykazywa¢ toksyczne wilasciwosci i powodowaé odpowiedz uktadu
immunologicznego [29]. Ograniczenia takie nie sprzyjaja wykorzystaniu systemow
wirusowych do dostarczania kwasoéw nukleinowych. W zwiazku z powyzszym
prowadzone sg obecnie prace nad czgsteczkami wirusopodobnymi, ktére w zalozeniu majg
nie powodowac aktywacji uktadu immunologicznego [30]. Ponizej przedstawiono wirusy,
ktore sg najczesciej stosowane jako wektory.

e Adenowirusy sa rodzing wirusow odpowiedzialnych za tagodne infekcje drog
oddechowych, czyli przezigbienie. Ich $rednie rozmiary to 90 — 100 nm. Materialem
genetycznym, ktory zawierajg wewnatrz swojego kapsydu, jest dwuniciowy DNA. Z tych
wirusOw usuwany jest fragment DNA pozwalajacy na namnazanie si¢ wirusow
| zastgpowany tym, ktory bedzie uzyty w celach terapeutycznych. Adenowirusy poprzez
biatka kapsydu odnajdujg i przylaczaja si¢ do receptoréw blony komoérkowej. Ze wzgledu
na brak genu pozwalajacego wirusowi na namnazanie, nie zakaza on innych komorek, co
stanowi zabezpieczenie przed niekontrolowanym powielaniem si¢ wirusa. Wektory tego
typu sg jednak silnie immunogenne i cytotoksyczne w duzych dawkach [29].

e Retrowirusy sg grupa wirusow bedaca najczestsza przyczyna biegunki wsrod
niemowlat 1 dzieci. Zawierajag one material genetyczny w postaci dwoch jednakowych
czasteczek RNA. Duzym plusem jest to, ze retrowirusy nie wywoluja silnej reakcji
immunologicznej. Rowniez dzigki koniecznosci przepisywania informacji z RNA
wirusowego na DNA i wstawienie go do genomu gospodarza, biatka produkowane sg
przez dtuzszy czas. Jednakze proces ten stwarza ryzyko wywolania mutacji, gdyz
integracja ta ma charakter przypadkowy [31].

e Wirusy towarzyszace adenowirusom (AAV, ang. Adeno-Associated Virus) to
pozbawione otoczki lipidowej wirusy o $rednicy ok. 22 nm. Zawieraja w swojej czasteczce
jednoniciowe DNA. Duzg zaleta jest staba odpowiedZ immunologiczna skierowana
przeciwko AAV. Dotad nie powigzano ich z zadng choroba i sg pozbawione gendéw
niezb¢dnych do namnazania si¢, a do ich powielania si¢ wymagana jest obecno$¢ innego
wirusa, zwanego wirusem pomocniczym (najczgéciej adenowirusa). Problemem jest
jednakze hodowla tychze wirusow, poniewaz nie moga si¢ one same namnazaé, zatem
niezb¢dne sg komorki-inkubatory, w ktorych wirusy te sg wytwarzane, co utrudnia ich
produkcje¢ w laboratoriach [32].

e Lentiwirusy nalezg do grupy retrowirusow, jednakze posiadajg cechy wyrozniajace je

z tej grupy. Posiadajg zdolno$¢ wnikania do wezesnych, macierzystych komoérek szpiku, co
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moze w przysztosci okaza¢ si¢ znaczace, gdyz komorki takie w pdzniejszym stadium
réznicuja si¢ na komoérki migsniowe czy nerwowe [110]. Cechuje je takze wysoka
zdolno$¢ wprowadzenia nowego materiatu genetycznego do komorki.

Mozliwe jest takze konstruowanie wektorow opartych na biatkach wirusowych, ktore
organizuja si¢ w czasteczki wirusopodobne (tzw. VLPs — virus-like particles). Posiadaja
one wszystkie cechy wektora wirusowego, jednakze nie zawierajg wirusowego genomu, CO
czyni je bardzo obiecujgcymi i z zatozenia bezpiecznymi w stosowaniu [33]. Zdarzaly si¢
jednak przypadki, kiedy tego typu czasteczki powodowaty odpowiedZz immunologiczna.
Rowniez produkcja VLPs za pomoca hodowli komérkowych (w liniach komérkowych
ssakow, owadow, drozdzy czy tez komorek roslinnych) ogranicza ich zastosowanie ze

wzgledu na niski poziom wydajnosci produkcji [34].

2.2.2 Wektory niewirusowe

Dzigki obecnie stosowanym metodom syntezy istnieje mozliwo$¢ wytworzenia
wektorow niewirusowych, ktore zdaja si¢ by¢ doskonatymi materiatami do dostarczania
kwasow nukleinowych. Nalezy podkreslic, ze metody te umozliwiaja wytworzenie
materiatbw w sposob $cisle zaplanowany odnosnie ich architektury i wilasciwosci.
Niewirusowe systemy dostarczania wykorzystuja glownie zasade oddziatywania
elektrostatycznego z ujemnie natadowanymi kwasami nukleinowymi i maja charakter
polikationéw. Systemy takie zwigkszajg wydajnosé transfekcji m.in. przez zmniejszenie
oddzialywan odpychajacych migdzy ujemnymi tadunkami kwasoéw nukleinowych
i ujemnie natadowang blong cytoplazmatyczng, zmniejszenie rozmiarOw pOprzez
kompaktowe upakowanie kwaséw nukleinowych i zwigkszenie wydajnosci endocytozy.
Systemy niewirusowe charakteryzujg si¢ stosunkowo niskimi kosztami produkcji, wysoka
pojemnoscig kompleksowania NA i niskg odpowiedzig immunologiczng [35].

Wsrod wektorow niewirusowych mozna wyrdznic¢ nastepujace typy:

e Polipleksy, ktore sg kompleksami opartymi na kationowych polimerach, w tym
dendrymerach, polimerach gwiazdzistych, liniowych i kopolimerach. Do tej grupy naleza
réwniez polipeptydy syntetyczne. Wiele materiatow tego rodzaju jest juz z powodzeniem
testowanych na modelach zwierzgcych. Do gléwnych reprezentantow tego typu naleza
polipleksy oparte na ponizej przedstawionych polimerach.

— Poli(L-lizyna) (PLL) ktora jest liniowym polipeptydem otrzymanym poprzez
polimeryzacj¢ naturalnego aminokwasu (L-lizyny). Kondensacja kwasu

nukleinowego przez PLL ogranicza promien hydrodynamiczny kwasow
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nukleinowych do odpowiedniej $rednicy co pozwala na endocytoze I neutralizacje
anionowych tadunkow na powierzchni kwasu nukleinowego, dzigki czemu
zmniejszeniu ulega odpychanie elektrostatyczne w stosunku do btony komorkowe;j.
Roéwniez wysoki dodatni tadunek powierzchniowy kompleksow PLL sprawia, ze sg
one szybko usuwane z organizmu. Te cechy kompleksu PLL wraz
z whasciwosciami chronigcymi go przed zewnetrznym atakiem nukleazy (enzym
tngcy kwasy nukleinowe) zapewniajg zwigkszenie wydajno$ci dostarczania NA do
komorek.

— Poli(etylenoimina) (PEI) zostala uznana za jeden ze ztotych standardow wsrod

niewirusowych no$nikow ze wzgledu na jej wysoka wydajno$¢ transfekcji.
Zdolno$¢ t¢ zawdzigcza prawdopodobnie wysokiemu uprotonowaniu (nawet co
trzeci atom PEI moze by¢ uprotonowany). PEI moze wystgpowaé W postaci
liniowej i rozgate¢zionej. Cigzar czgsteczkowy tego polimeru réwniez wplywa na
efektywnos¢ dostarczania kwasu nukleinowego. PEI 0 wysokiej masie
czasteczkowej jest zalecana dla skutecznego dostarczania DNA, natomiast PEI
0 niskiej masie czasteczkowej (mniejszej niz 2 kDa) wykazuje wicksza skutecznosé
w dostarczaniu krotszych fragmentow kwasow nukleinowych takich jak mRNA
(informacyjny RNA) [36]. Szczepienie biokompatybilnymi polimerami takimi jak
np. PEG jest inng wazng strategig stosowang w celu zmniejszenia cytotoksycznosci
PEI [37].

— Dendrymer poli(amidoaminowy) (PAMAM) byt pierwszym dendrymerem, ktory

zostal zsyntetyzowany, scharakteryzowany i skomercjalizowany. Charakteryzuje
si¢ on duza wydajnoscig transfekcji 1 jest komercyjne dostepnym czynnikiem
transfekujagcym. Dendrymer jest typem polimeru, ktory ma dobrze zdefiniowana,
rozgateziong strukturg [38]. Procedury stopniowej syntezy pozwalaja na precyzyjng
kontrolg rozmiaru, ksztattu, funkcjonalnosci i wytworzenie dendrymeréw o bardzo
niskiej polidyspersyjnosci. Dendrymery maja duzy potencjal aplikacyjny ze
wzgledu na jednorodny rozktad tadunkéw w  czasteczce 1 niska
cytotoksycznosc¢ [39].
e Lipopleksy sa kompleksami opartymi na czasteczkach amfifilowych (np. lipidach)
I charakteryzuja si¢ wlasciwosciami kationowymi. W budowie lipidow, ktore sg
pochodnymi glicerolu, mozna wyr6zni¢ hydrofilowa glowe oraz hydrofobowy ogon. Ich
zdolno$¢ do samoorganizacji w §rodowisku wodnym oraz tadunek elektryczny fragmentow

hydrofilowych umozliwia kondensacje kompleksowanego z nimi kwasu nukleinowego.
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Najbardziej stabilng strukturg, jakg tworza lipidy w srodowisku wodnym, jest dwuwarstwa
zamknigta w pecherzyk nazywany liposomem. Dzigki tym wlasciwo$ciom mogg one

potencjalnie  zosta¢  wykorzystane jako wektory do
nukleinowych [40].

dostarczania  kwasow
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3 POLIMERY DO ZASTOSOWAN BIOLOGICZNYCH

Polimery moga by¢ zaprojektowane w nieimmunogennej i biokompatybilnej postaci,
I posiada¢ rozne wiasciwosci  fizykochemiczne oraz miejsca mocowania dla
kowalencyjnych lub niekowalencyjnych modyfikacji. Teoretycznie sa one doskonata
platformg nosnika leku dla ukierunkowanej, powtarzanej aplikacji lekow powodujacych
dhugotrwate efekty terapeutyczne. Aby polimery mogly by¢ uzyteczne do zastosowan
biologicznych jako no$niki lekéw oraz kwasow nukleinowych i aby uzyska¢ powtarzalne
parametry dostarczania tych substancji in vivo i in vitro bardzo waznym zadaniem jest
zaprojektowanie takiego polimeru, a nastgpne uktadu polimer — kwas nukleinowy lub lek
(tzw. polipleks), ktory w srodowisku wewnatrzkomorkowym nie zmieni swojego sktadu
i bedzie zawierat $cisle okreslong kompozycje tych dwoch sktadnikow [41]. Mimo, ze
podejmowane sg proby wyjasnienia W jaki sposob sktadniki krwi mogg destabilizowac
nanoczasteczki polimerowe, to wcigz zbyt malo wiemy o tym procesie. Istotne jest
zdobycie wiedzy o tym jak wlasciwie dziala dany uklad dostarczajacy lek czy tez kwas
nukleinowy i w jaki sposob posredniczy on w ekspresji lub wyciszeniu
danego genu [42 — 43]. Dlatego tez bardzo waznym celem prowadzonych obecnie badan
naukowych jest projektowanie i synteza doktadnie zdefiniowanych polimerow, ktore

powinny posiada¢ podstawowe wlasciwosci dobrego wektora.

tancuch polimerowy

~

Degradujacy
fragment

Wiasciwosci celujace $rodek diagnostyczny

Srodek terapeutyczny

Rysunek 2 Schematyczne przedstawienie idealnego wektora polimerowego [45]

Istotne w przypadku wektorow polimerowych jest to, aby byly one biokompatybilne —
nieszkodliwe dla komoérek organizmu zywego, aby byly funkcjonalne lub mogty zostaé
sfunkcjonalizowane oraz aby stanowity ochrone tadunku, ktory przenosza i mogty zostaé
usuwane z komoérek w sposdéb mozliwie najbardziej naturalny i nieszkodliwy [44]. Zaletg
moga by¢ takie ich wlasciwosci, ktore ulatwiaja dostarczanie przenoszonej przez nie

zawartosci (zmiana ich struktury pod wplywem temperatury, pH Iub innych czynnikow)
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oraz ich degradowalno$¢ (Rysunek 2) [45]. Dodatkowym atutem stosowania polimerow
jako wektoréw do dostarczania lekow czy kwasow nukleinowych jest ich stosunkowo
tatwa aplikacja i relatywnie niskie koszty produkcji. Nadaja si¢ one rowniez do wysoce
wydajnej produkcji na duzg skalg, a takze charakteryzuja si¢ stabilnoscig podczas
przechowywania.

3.1 Krystalicznosé¢ polimeréw

Makroczasteczki tancuchowe o dostatecznie regularnej budowie moga by¢ ulozone
wzgledem siebie w sposob regularny, tworzac faze krystaliczng. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze nie spotyka sie polimerow catkowicie krystalicznych. Polimery amorficzne sa natomiast
uktadami, ktorych makroczasteczki nie majg wystarczajacej regularnosci w budowie, co
skutkuje brakiem ich przestrzennego uporzadkowania dalekiego zasiggu. Rejony
krystaliczne, ktorym towarzysza obszary amorficzne, mozna wyodrebni¢ w polimerach
semikrystalicznych (Rysunek 3). W takich polimerach domeny krystaliczne i amorficzne
sasiadujg ze soba, wzajemnie si¢ ze sobg przeplatajac. Fazg krystaliczng cechuje wigksza
gesto$¢ upakowania tancuchow, jak i mniejsza objetos¢ swobodna w pordwnaniu z fazg
amorficzng. Ilo§ciowg miare stopnia uporzadkowania struktury polimeru okresla stopien
krystaliczno$ci, ktory opisuje utamkows zawarto$¢ fazy krystalicznej w polimerze.
Obecnos¢ krystalitow skutkuje wiekszg sztywnos$cig polimeru, zapewniajac stabilizacje
jego struktury. Zwigkszenie stopnia krystaliczno$ci uktadu polimerowego wptywa réwniez
na polepszenie takich parametrow mechanicznych jak odporno$¢ na $cieranie, twardos¢

| wytrzymato$¢ na rozciaganie.

region o wysokiej krystalicznosci

\, — 2 region amorficzny

Rysunek 3 Schematyczne przedstawienie regionéw Kkrystalicznych i amorficznych

w polimerze semikrystalicznym

W wielu polimerach semikrystalicznych wystepuja struktury sferolityczne, ktore sg

kulistymi agregatami anizotropowych krysztalow. Krystality sa zorientowane w okreslony
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sposob wzgledem promienia sferolitu, co wigze si¢ z wystgpowaniem réznorodnych form
sferolitbw m.in. radialnych, pier§cieniowych czy iglastych, ktore sg zalezne od budowy
makroczasteczek, historii termicznej uktadu polimerowego oraz warunkow zewngtrznych,
w jakich zachodzg procesy krystalizacji. Krystality w sferolicie sg rozdzielone obszarami
amorficznymi, w ktorych wystepuja m.in. fragmenty tancuchow taczace pobliskie lamele,
petle i konce tancuchow. W tej czes$ci znajduja si¢ rowniez odgatezienia i fragmenty
tancuchéw o odmiennej strukturze chemicznej lub konfiguracji, ktore nie wbudowaty si¢
w krysztal [46]. Obecno$¢ rozgalezien w tancuchu polimerowym obniza zdolnos¢
polimeru do krystalizacji.

Proces krystalizacji polimerow przebiega zwykle dwuetapowo. W pierwszym etapie
zachodzi zarodkowanie, ktore polega na powstawaniu w stopionym polimerze stabilnych
zarodkow, na ktorych w drugim etapie zachodzi dalszy wzrost krystalitow. Etap
zarodkowania decyduje o ilosci i wielko$ci powstajacych sferolitow. Zwigkszenie kontroli
nad procesem zarodkowania mozna zapewni¢ poprzez dodawanie roznego rodzaju
substancji powodujacych zwigkszenie, badz zmniejszenie gestosci zarodkowania.
Wielko$¢  krystalitow w polimerze zalezy od jego budowy chemicznej, masy
czasteczkowej, warunkow krystalizacji (m.in. temperatury w jakiej prowadzony jest
proces), jak rowniez od historii termicznej uktadu. W przypadku struktur sferolitycznych
mozna ponadto wyrdzni¢ krystalizacj¢ pierwotng obejmujacg radialny wzrost sferolitow,
zachodzacy ze stata szybkoscia, ktory kofczy si¢ wowczas, gdy sferolity wypetniaja
catkowicie objetos¢ stopionej probki oraz krystalizacje wtorng, polegajaca na dalszym
powolnym, czeSciowym porzadkowaniu tancuchow w fazie amorficznej, wypelniajacej

przestrzenie pomig¢dzy krystalitami.
3.2 Polimery gwiazdziste

3.2.1 Budowa polimeréw gwiazdzistych

Polimery moga by¢ klasyfikowane ze wzgledu na architekture (topologi¢),
kompozycje i funkcjonalno$¢. Mozna wyrozni¢ dwa typy topologii — polimery liniowe
I rozgatezione. Wsrod polimeréw rozgalezionych na szczegdlng uwage zastuguja polimery
gwiazdziste (Rysunek 4A), ktore charakteryzujg si¢ tym, ze majag tylko jedno miejsce
rozgalezienia ramion [7]. Do tej grupy nalezg réwniez szczotki polimerowe i polimery

hiperrozgal¢zione przedstawione na rysunku 4 B i C.
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Rysunek 4 Rézne podtypy rozgalezionych polimerow A) gwiazdziste,
B) szczotki i C) statystycznie rozgalezione (dendrytyczne)

Polimery gwiazdziste sktadaja si¢ z rdzenia i przytaczonych do niego, rozchodzacych si¢
promieniscie, od Kilku (co najmniej trzech) do kilkudziesigciu, fancuchoéw polimerowych
(Rysunek 4A) [47]. Wowcezas, gdy rdzen jest co najmniej o rzad wielko$ci mniejszy niz
cala czgsteczka, to jego wptyw na wlasciwosci polimeru moze zosta¢ pominiety [48 — 49].
Wsrod polimerow gwiazdzistych mozna wyr6zni¢ uktady symetryczne, ktorych czasteczki
zbudowane s3 z merdéw jednego typu oraz kazda z nich zawiera jednakow3g liczbe ramion
o0 takiej samej dlugosci (typ ,,homoarm”). Drugim typem polimerow gwiazdzistych sa
takie, ktore wykazuja asymetri¢ tj. ramiona molekut tego typu polimerow gwiazdzistych
moga rozni¢ si¢ budowa chemiczng lub moga wystepowac roznice diugosci ramion
W obrgbie jednej molekuty (typ ,,miktoarm”). Polimery takie moga wykazywac zaleznos¢
wlasciwosci chemicznych i fizycznych od sktadu ramion, co pozwala na ich szerokie
zastosowanie mi¢dzy innymi w dziedzinach takich jak systemy dostarczania lekow czy
systemy optyczne [50]. Zaprojektowanie 1 synteza symetrycznych polimerow
gwiazdzistych o S$cisle zdefiniowanej architekturze byly przedmiotem wielu badan

naukowych [51].

3.2.2 Podstawowe sposoby syntezy polimerow gwiazdzistych

Istniejg trzy podstawowe strategie syntezy polimerow gwiazdzistych (Rysunek 5)
(niezalezne od stosowanej techniki polimeryzacji), roéznigce si¢ gldwnie kolejnoscia,
w jakiej tworzony jest rdzen i ramiona gwiazdy [10]. Metody typu ,,grafting from” albo
»core first” wykorzystuja do syntezy maty, wielofunkcyjny rdzen, do ktorego w trakcie
reakcji polimeryzacji przylaczaja si¢ kolejne monomery, w wyniku czego powstaja
ramiona molekuty polimerowej. W metodach typu ,,arm-first” reakcja polimeryzacji

przebiega¢ moze na dwa sposoby. W pierwszym, typu ,.grafting through”, materiatem
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wyjsciowym sg ramiona, bedace makroinicjatorami lub makromonomerami, taczace si¢ ze
sobg za posrednictwem dodatkowego reagentu (zwanego cross linkerem), ktory posiada co
najmniej dwa wigzania winylowe [52]. W przypadku drugiego sposobu polimeryzacji, typu
,»coupling onto”, ramiona gwiazdy polimerowe] tworzone s3 poprzez przylaczenie
liniowych polimerow, zawierajacych reaktywne funkcyjne grupy koncowe, w wyniku
reakcji chemicznej (np. ligacji) do odpowiednio do tego celu przygotowanego

wielofunkcyjnego rdzenia.

»
A. Core first N, e, ',,K

Wielofuncyjny rdzen Gwiazda
B. Coupling onto + _(X\r —_—

Reaktywne ramiona Wielofunkcyjny rdzen Gwiazds @
C. Arm first 1. sieciowanie linowego Ml

Prarroct ooy —————

Reaktywne ramiona

Gwiazda

2. Sieciowane liniowego MM

Ini - funk. l‘!
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Reaktywne ramiona i
Gwiazda

Rysunek 5 Podstawowe sposoby syntezy polimerow gwiazdzistych [53]

W przypadku kazdej z wyzej wymienionych metod mozna wymieni¢ jej wady 1 zalety
w zalezno$ci od tego, jaki produkt planuje si¢ otrzymaé i jakie przewiduje si¢ jego
zastosowanie. Polimery gwiazdziste otrzymane metoda ,,grafting-through” ze wzgledu na
losowe przylaczanie ramion do rdzenia w trakcie jego sieciowania, wykazujg stosunkowo
duzy rozktad ilosci ramion, a tym samym masy czgsteczkowej [54]. Z kolei sposob
»grafting-to”/,,coupling onto” wymaga przed rozpoczeciem polimeryzacji polimeréw
gwiazdzistych wprowadzenia odpowiednich grup funkcyjnych zaréwno na koncach

fancuchow polimerowych, jak tez w samym rdzeniu. W zwigzku z obecnym rozwojem
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metod przylaczania (np. tzw. reakcji click), stosowanie wyzej wymienionych metod staje
si¢ coraz tatwiejsze. W przypadku metody typu ,.core-first” pojawiaja si¢ problemy
zwigzane ze stosowanymi technikami polimeryzacji rodnikowych prowadzace do reakcji
sprzegania pomig¢dzy tworzacymi si¢ gwiazdami, co skutkuje szerokim rozktadem mas
czasteczkowych polimerow otrzymanych ta metoda. Efekt ten mozna jednak
zminimalizowa¢ utrzymujac konwersje monomeru na niskim poziomie (ponizej 30%) [52].
Wszystkie te metody charakteryzuja si¢ bardzo duzg wydajno$cig wytwarzania polimerow
gwiazdzistych o dobrze zdefiniowanej strukturze [55]. W niniejszej pracy zastosowano
metod¢ ,,arm-first” majac na celu uzyskanie polimeréw gwiazdzistych o duzej liczbie

ramion oraz wprowadzenie funkcjonalnych elementéw do rdzenia gwiazdy.

3.2.3 Zastosowanie polimeréw gwiazdzistych w biologii i medycynie

Mimo wyraznego postgpu w dziedzinie inzynierii ukltadéw polimerowych
przeznaczonych do dostarczania kwasow nukleinowych, istnieje jeszcze wiele ograniczen
dotyczacych stosowania tego typu wektoréw, a zwigzanych migdzy innymi z ich
cytotoksycznoscia, z niska wydajnoscig transfekcji, a takze ze stabo zdefiniowanymi
strukturami materiatow wytworzonych w procesie polimeryzacji rodnikowej. W ostatnim
dziesigcioleciu rozw6j metod kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej (CRP) pozwolit na
syntez¢ polimeréw o dobrze okre$lonej strukturze i1 waskim rozkladzie masy
czasteczkowej, ktére moga by¢ uzywane do dostarczania kwasoéw nukleinowych do
komorek [15].

Niewirusowe systemy dostarczania sg proste w produkcji, bezpieczne i stabilne.
W wyniku syntezy uzyskuje si¢ uktady 0 réznych ksztattach i rozmiarach, mogace
zawiera¢ roznorodne grupy funkcyjne. Celowane dostarczanie moze by¢ realizowane
dzigki umieszczonym na powierzchni wektora grupom funkcyjnym, rozpoznawalnym
przez receptory znajdujace si¢ na powierzchni komorek, do ktérych dany wektor ma
wnikna¢ 1 dla ktorych zostat zaprojektowany. Grupa funkcyjna musi by¢ specyficzna dla
danego receptora, co oznacza, ze tylko ten konkretny receptor bedzie ja rozpoznawat
I pozwalal na tatwiejsze i szybsze wniknigcie wektora do komodrki. Wielu naukowcow
pracuje nad statystycznymi lub blokowymi kopolimerami, ktére moga by¢ uzywane do
dostarczania kwasow nukleinowych (NA) [56]. Wiadomo jednak, ze uklady takie maja
nizszg wydajno$¢ transfekcji, w porownaniu do uktadow polimerowych o architekturze
gwiazdy lub szczotki [57]. Architektura polimeru moze mie¢ wpltyw na jego wiasciwosci,

powodujac roznice w cytotoksycznosci, mozliwosciach kompleksacji kwasow
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nukleinowych i wydajnosci transfekcji. Polepszenie wlasciwosci polimerdw mozna
réwniez uzyskaé poprzez wprowadzenie do ich struktury monomeréw funkcyjnych.

W celu poprawy parametrow dostarczania kwasow nukleinowych podejmowane sg
proby zastosowan uktadow o bardziej zaawansowanej architekturze, takich jak dendrymery
lub polimery gwiazdziste. Stosowanie tych pierwszych jest jednak ograniczone ze wzglgdu
na ich wieloetapowa Syntezg, zmudny proces oczyszczania, a tym samym wysokie koszty
ich otrzymywania, stad zainteresowanie naukowcoéw skupia si¢ aktualnie na polimerach
gwiazdzistych. Wlasnosci strukturalne polimerow gwiazdzistych o ramionach, ktore
stanowig tancuchy PEO zostaty szeroko opisane w literaturze [58 — 60].

Wiele prob zostalo podjetych w celu zbadania wiasciwosci innych typow
polimeréw gwiazdzistych, jak réwniez uzyskania specyficznych wiasciwosci tego typu
uktadow przez wprowadzenie odpowiednich grup funkcyjnych do ich struktury [61].
Obecnie prowadzone sg prace naukowe nad wykorzystaniem polimerow gwiazdzistych

jako wektorow do dostarczania peptydow [62] i lekow [63].

3.3 Polimery kationowe

Podawanie miejscowe wektorow kwaséw nukleinowych polegajace na przyktad na
dostarczaniu aerozolu do ptuc, iniekcjach domiesniowych [64 — 65], domoézgowych,
doocznych [66] czy tez do wyizolowanych guzéw [67] moze by¢ bardzo przydatne dla
leczenia niektoérych chorob. W przypadku wielu zastosowan terapeutycznych,
korzystniejsze mogtoby by¢ dozylne leczenie ogodlnoustrojowe. Istnieja jednakze liczne
przeszkody zwigzane z niezamierzonymi oddzialywaniami wektorow z powierzchniami
biologicznymi, w tym z biatkami krwi, blonami zewnatrzkomérkowymi, komorkami
immunologicznymi oraz komorkami innymi niz docelowe, ktoére powoduja, ze jedynie
niewielka frakcja nosnika osigga Kkonkretng tkanke docelowa. Kationowe polimery
stosowane do tworzenia poliplekséw aktywuja uktad odpornosciowy [68], co powoduje ich
szybkie usunig¢cie z organizmu [69]. Dysocjacja polipleksow wywotana przez biatka
surowicy lub macierzy pozakomorkowej stanowi rowniez istotng przeszkode [70].
Niektore z tych probleméw mozna rozwigzaé poprzez modyfikacje poliplekséw
poli(glikolem) etylenowym (PEG), czyli zastosowanie tzw. PEGylacji, ktora zostala
szeroko zbadana jako metoda dla ochrony (“ukrywania™) powierzchni wielu nosnikow
opartych na liposomach czy innych nanoczasteczkach. W przypadku polimeréw
kationowych Plank i inni [68] wykazali, ze aktywacja uktadu dopeilniacza moze byc

zmniejszona poprzez PEGylacje no$nikéw polimerowych. Taka modyfikacja moze miec
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miejsce przed lub po utworzeniu polipleksu, lub moze dotyczy¢ ona bezposrednio kwasu
nukleinowego [71]. PEGylacja polipleksu poprawia jego rozpuszczalnos¢, zmniejsza
oddziatywanie z komoérkami Krwi i biatkami o0socza krwi, zapewnia lepsza
biokompatybilnosc¢ i przedtuza czas przebywania polipleksu w krwiobiegu [69].

Polimery kationowe wykazuja wysoka zdolno$¢ wigzania z kwasami nukleinowymi
I tym samym mogg je skutecznie dostarczaé¢ do komorek na drodze endocytozy [72].
Prowadzone sg badania nad synteza i charakterystykg polimerow kationowych
sktadajgcych sie z takich monomeroéw jak metakrylan 2-dimetyloamino etylu (DMAEMA)
czy tez chlorek [2-(metakryloiloksy) etylo] trimetyloamoniowy (MeDMA) [73]. Obecnie
podejmowane s3 proby syntezy polimerdw charakteryzujacych sie krétszym czasem
przebywania w organizmie i bardziej biokompatybilnych [19, 74]. Jednym z najczesSciej
stosowanych podej$¢ do problemu jest kopolimeryzacja kationowych monomerow
z biokompatybilnymi polimerami takimi jak np. politlenek etylenu (PEO) w celu
neutralizacji toksycznego wptywu tadunku na komoérki zywe [75]. PEO jest szczeg6lnie
obiecujacym materiatem [76], poniewaz jest on polimerem niejonowym i zgodnym
biologicznie. Nie tylko nie jest rozpoznawany przez uktad odpornosciowy jako szkodliwy
czynnik, lecz roéwniez charakteryzuje si¢ takimi szczegdlnymi wihasciwosciami, jak

stabilno$¢ chemiczna, dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 nietoksycznosc.

3.4 Polimery biodegradowalne

W dziedzinie biomedycyny, polimery biodegradowalne mozna zdefiniowaé jako
polimery, ktére ulegaja rozkladowi do zwigzkow o malej masie czasteczkowej
w warunkach fizjologicznych lub w organizmie, w czasie znacznie krotszym niz dhugo$é
ludzkiego zycia. Znaczenie polimeréw biodegradowalnych dla zastosowan biomedycznych
wzrasta coraz bardziej [77], gdyz wykazuja one wiele zalet w poréwnaniu z polimerami
niedegradowalnymi. Po pierwsze nie jest konieczne stosowanie odpowiednich procedur
majacych na celu usunigcie tych polimerow z organizmu, kiedy cel zostaly osiggnicty
I spetnity one zadania, do ktorych zostaty zaprojektowane. Po drugie, produkty degradacji
o niskiej masie czasteczkowej (wytworzone w wyniku rozktadu polimerow
biodegradowalnych) moga by¢ metabolizowane i wydalane, a tym samym nie powoduja
dhugoterminowej toksyczno$ci [78]. Rowniez sam proces degradacji, z pozoru mato
znaczacy, moze spetnia¢ okreSlong funkcje, na przyklad, przy uzyciu uktadu
biodegradowalnego mozna uzyska¢ efekt powolnego uwalniania lekéw kontrolowany

poprzez mechanizmy uwalniania zalezne od warunkow degradacji.

-33-



POLIMERY DO ZASTOSOWAN BIOLOGICZNYCH

Polimery biodegradowalne mozna podzieli¢ na naturalne i syntetyczne. Typowymi
przyktadami naturalnych polimerow ulegajacych biodegradacji sg biatka, polisacharydy
oraz kwasy nukleinowe. Ich zaletg jest to, ze sa one hydrofilowe, a wickszos$¢ z nich jest
rozpuszczalna w wodzie. Mankamentem jest natomiast to, ze procesy ich otrzymywania sg
niekiedy wymagajace, kosztowne i pracochtonne, dlatego poszukuje si¢ coraz to nowszych
syntetycznych materiatow biodegradowalnych.

Istnieje wiele polimeréw biodegradowalnych, semi-krystalicznych lub amorficznych,
ktore moga by¢ wykorzystane do zastosowan biomedycznych. Typowymi przyktadami
syntetycznych polimerow biodegradowalnych sa poliamidy, poliestry [79], polibezwodniki
[80], poliweglany, poli (orto-estry), poliacetale [81], ktore majg roézne wiasciwosci
i zdolnosci degradacji ze wzglgdu na odmienng strukture molekularna.

W projektowaniu biodegradowalnych biomateriatow bardzo waznym jest, aby nie
wywolywaty odpowiedzi immunologicznej i trwatego procesu zapalnego oraz aby ich czas
degradacji byl wystarczajaco dtugi w celu spetnienia funkcji zaplanowanej dla nich
W organizmie, jak rowniez aby miaty odpowiednie wlasciwosci umozliwiajagce im
swobodne poruszanie si¢ w $rodowisku ich przeznaczenia. Istothym zagadnieniem
W procesie projektowania tego typu materialow jest rowniez to, aby produkty ich

degradacji byty nietoksyczne oraz mogty by¢ tfatwo wchtaniane lub wydalane.

3.5 Charakterystyka najwazniejszych wlasciwosci polipleksow

Polimery powinny by¢ zaprojektowane w nieimmunogennej i biokompatybilnej postaci,
z uwzglednieniem odpowiednich wlasciwosci fizykochemicznych oraz miejsc mocowania
przeznaczonych do przytaczania odpowiednich grup funkcyjnych w celu uzyskania
kowalencyjnych lub niekowalencyjnych modyfikacji tych uktadow. Teoretycznie sa one
doskonalg platforma, do zastosowania jako nosnik leku, dla ukierunkowanej i powtarzanej
aplikacji lekow powodujacych diugotrwate efekty terapeutyczne [82]. Wiazanie kwasu
nukleinowego (NA) zalezy od gesto$ci tadunku, wielkosci, elastycznosci i topologii
polimerow. W literaturze mozna znalez¢ przyklady badan wielu rodzajow uktadow
polimerowych o réznej topologii jako wektorow do dostarczania NA m.in. polimerow
liniowych, takich jak poli (L-lizyna) (PLL) [83 — 84], polietylenoimina liniowa (LPEI) [85]
I innych [86], a takze rozgat¢zionych polimeréw (np. rozgateziona PEI — brPEI) [87] czy
tez dendrymerow, w tym poliamidoamin (PAMAMs) [88 — 89]. Stabilnos¢ polipleksow
mozna zwigkszy¢ poprzez wprowadzenie oddziatywan elektrostatycznych i wigzan

wodorowych [90], a takze modyfikacje polimerow grupami hydrofobowymi [91]. Bardzo
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popularnym sposobem enkapsulacji kwasow nukleinowych jest umieszczanie ich
w polimerowych klatkach [92] lub ich kowalencyjne sprzeganie z polimerem [93].
Polimery mogg dostarczy¢ tadunek do komorek bezposrednio lub posrednio (za
posrednictwem ukierunkowanych ligandéw) i powodowaé¢ wychwyt wewngtrzkomorkowy.
Moga one rowniez uczestniczy¢ w wewnatrzkomorkowych etapach dostarczania, w tym
rébwniez w procesie ucieczki endosomalnej i w transporcie NA w cytoplazmie oraz
w wychwycie jadrowym. Podstawowym warunkiem, jaki powinien spelnia¢ wysoce
stabilny i chroniony polipleks jest jego czas krazenia w krwiobiegu bez niepozgdanych

oddziatywan (tak dtugo az dotrze do komorki docelowej) [1].
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4 PRZEGLAD METOD EKSPERYMENTALNYCH

4.1 Magnetyczny rezonans jadrowy

4.1.1 Spektroskopia wysokiej rozdzielczosci

Jednymi z najbardziej efektywnych narzedzi badawczych, umozliwiajgcych
przeprowadzenie kompleksowej charakterystyki dynamiki molekularnej, struktury lub
procesOw czasowo zaleznych, sa metody oparte na zjawisku magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR Nuclear Magnetic Resonance). Metody NMR, juz od poczatku odkrycia
zjawiska w 1945 roku [94 — 95] i komercjalizacji pierwszych spektrometrow, znalazty
zastosowanie w chemii organicznej do identyfikacji substancji i staty si¢ niezastagpionym
narzedziem w badaniach struktury i konformacji molekut. Doskonalenie aparatury,
poznawanie zjawiska i opracowanie metodyki pomiarowej zaowocowaty dalej rozwojem
spektroskopii  wysokorozdzielczej (High Resolution NMR), ktéra wzmocniona
implementacja przeksztatcenia Fouriera do komercyjnych spektrometrow NMR stata si¢
poteznym narz¢dziem badawczym, rozwijanym do dnia dzisiejszego. Opracowanie metod
wielowymiarowej spektroskopii NMR [96 — 97], a wraz z nig setek sekwencji
pomiarowych dostepnych w niemal kazdym nowoczesnym spektrometrze NMR, dzisiaj
umozliwiaja 1 utatwiajg prowadzenie badan interdyscyplinarnych, ktore jeszcze niedawno
byly niedostgpne dla badaczy.

Metody magnetycznego rezonansu jadrowego rozwijaly si¢ wraz z poznawaniem
zjawiska, ktorego opis mozna znalez¢ w wielu pracach oryginalnych [98] i opracowaniach
syntetycznych [99]. Mozna réwniez znalez¢ informacje na ten temat w szeregu dostepnych
monografii z dziedziny NMR, wsrod ktorych znajduja si¢ pozycje zrdéznicowane pod
wzgledem stopniem zaawansowania opisu zjawiska od klasycznego do formalizmu
operatora gestosci [100].

Roéznorodnosé i licznos¢ sekwencji pomiarowych, z ktorych korzysta technika NMR
zwigzana jest z wszechstronno$cig zastosowania jej do badania specyficznych wasciwos$ci
| procesow molekularnych. W zwigzku z powyzszym struktury biatek, kwasow DNA czy
RNA bada si¢ korzystajac najczesciej] z dwuwymiarowej, wielojadrowej spektroskopii
wysokorozdzielczej NMR (2D NMR) [101]. Badania dynamiki duzych molekut, dla
ktorych reorientacje molekut scharakteryzowane sa dlugimi czasami korelacji, wykonuje

si¢ stosujagc dwuwymiarowe sekwencje spektroskopii wymiennej [102], najcze$ciej na
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probkach z selektywnie podstawionymi izotopami w odpowiednich pozycjach w molekule.
Takie podej$cie znacznie upraszcza uzyskane z eksperymentu widma dwuwymiarowe,
a tym samym i interpretacj¢ uzyskanego wyniku.

Do badan strukturalnych polimeréw wykorzystuje si¢ spektroskopie wysokiej
rozdzielczosci NMR, w ktorej to rejestruje si¢ waskie linie NMR w postaci przesunigé
chemicznych. W roztworach polimerow, przy wysokim stopniu jednorodnosci pola Bg
I odpowiedniego oddalenia protonéw wzdtuz tancucha czgsteczki, mozna osiggnag¢ bardzo
dobrg rozdzielczo$¢ widm NMR. W rzeczywisto§ci momenty magnetyczne jader znajdujg
si¢ w zrdéznicowanym otoczeniu, ktore ma na nie wplyw. W zwiazku z powyzszym
potozenie sygnalu NMR zalezy w duzej mierze od otoczenia chemicznego jader [103].
Zjawisko ekranowania prowadzi do zmiany odleglosci pomiedzy poziomami
energetycznymi jadra, przez co sygnaly NMR od ekranowanych protonéow przesuwaja si¢
ku wigkszym warto$ciom indukcji pola magnetycznego wzgledem umownego wzorca
jakim jest zazwyczaj tetrametylosilan (TMS). Zmiang polozenia sygnalow rezonansowych
w widmie NMR, spowodowang chemicznym otoczeniem protonow, nazywamy
przesunigciem  chemicznym. Przesuni¢cie chemiczne zdefiniowane jest jako
bezwymiarowa wielkos¢ d:

§ = 2wz g6 1)

19WZ

gdzie vi i v, sa 0dpowiednio czgstotliwosciami linii badanej substancji i wzorca, ktorym
jest zwykle TMS. W zwiazku z powyzszym przesunig¢cie chemiczne nie zalezy od indukcji
pola By, ijest podawane w jednostkach ppm. Wartos¢ 6 zalezy migdzy innymi od
elektroujemnos$ci sasiednich jader (im bardziej elektroujemne sgsiedztwo tym wigksze
przesunigcie), charakteru sasiednich wigzan (wigzania podwodjne, potrdjne i aromatyczne
pierscienie), atakze obecnosci wigzan wodorowych, efektow rozpuszczalnikowych

i efektow izotopowych.

4.1.2 Metoda DOSY

Nowoczesne metody badania ruchéw translacyjnych molekut, mozliwe do realizacji
poprzez bezposredni pomiar wspotczynnikow samodyfuzji, korzystaja z metody DOSY
(Diffusion Ordered Spectroscopy). Wprowadzona przez Morrisa [104] na listg
eksperymentéw NMR jest dzi$ stosowana jako standardowa technika pomiarowa. Warto
zwroci¢ uwage, ze metody umozliwiajagce pomiar wspdiczynnikow samodyfuzji

opracowane jeszcze przez Stejskala [105] wumozliwiaja ,nieinwazyjny” pomiar
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wspotczynnikéw samodyfuzji, bez konieczno$ci wprowadzania znacznikéw zaburzajacych
badany uktad. Zaznaczenie chwilowych pozycji molekuly, niezb¢dne do wyznaczenia
wspotczynnika dyfuzji, odbywa si¢ w sposob niezauwazalny dla molekut, a tym samym
nie determinuje ich ruchu translacyjnego. Szczegotowy opis nowoczesnych metod pomiaru
wspotczynnika dyfuzji translacyjnej lub samodyfuzji technika NMR, wraz z dyskusja
0 mozliwo$ciach 1 granicach stosowalnosci metody, mozna znalez¢ w wielu pozycjach
literaturowych [106 — 107].

Ponizej opisano technike DOSY zastosowang do pomiaru wspotczynnikow samodyfuz;ji
uktadow syntetyzowanych i dyskutowanych w pracy. DOSY dyskryminuje (separuje)
sygnaly NMR ze wzgledu na réznice w szybko$ci ruchéw translacyjnych sktadnikow
roztworu w probce, charakteryzowanych wspotczynnikiem dyfuzji D. Wynikiem
eksperymentu jest wiec pseudo, najczesciej dwuwymiarowe widmo, w ktérym o Y
skalowana jest wspotczynnikiem dyfuzji. Mozemy powiedzie¢, ze DOSY zwicksza
zdolno$¢ rozdzielcza widm eksperymentalnych uwidaczniajagc w bezposredni sposédb
ruchliwo$¢ sktadnikow roztworu. Przykladowe widmo DOSY, przedstawione na

rysunku 6, do ztudzenia przypomina widmo 2D wysokorozdzielczej spektroskopii NMR.
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Rysunek 6 Przykladowe widmo DOSY
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Jednak w przypadku DOSY jest to tylko superpozycja widm uzyskanych z niezaleznych,
jednowymiarowych eksperymentow wazonych wspoétczynnikami dyfuzji. Dwuwymiarowe
widma NMR najczgéciej prezentowane sg w formie wykresu typu ,,contour plot”,
w ktorym o§ X — skojarzona z przesunigciem chemicznym - wyskalowana jest
w standardowych jednostkach stosowanych w widmach 2D, a 0§ Y koreluje warto$ci
wspotczynnikéw dyfuzji D wyznaczonych dla sktadnikéw roztworu. Takie przedstawienie
wynikow eksperymentu uwidacznia wzgledne réznice w ruchliwosci translacyjnej molekut
1 umozliwia wyznaczenie wartosci parametrow charakteryzujacych ruch. Przyjmujac
zalozenia modelu hydrodynamicznego i korzystajac z rownania Einsteina-Stockesa,
korelujacego wspdtczynnik dyfuzji D z promieniem hydrodynamicznym molekuty, mozna
0§ Y widma DOSY przeskalowa¢ na promien hydrodynamiczny dyfundujacej molekuty

korzystajac z ponizszego wzoru:

D= kT @

o 6mNRy

gdzie: k — stata Boltzmana; T — temperatura; n — lepko$¢ roztworu; R, — promien

hydrodynamiczny.

DOSY jest dzisiaj synonimem grupy eksperymentéw zawierajgcej sekwencje pomiarowe
stosowane do pomiaru wspoOlczynnikow dyfuzji 1 zaprojektowane z mysla o jak
najszerszym obszarze zastosowan. Wsrdd nich mozna znalez¢é podgrupy sekwencji typu
2DDOSY, 3DhomoDOSY i 3DheteroDOSY. W zaleznosci od implementacji pakietu
DOSY, kazda podgrupa moze zawiera¢ inne menu dostepnych sekwencji, jednak
standardem jest obecno$¢ sekwencji umozliwiajacych przeprowadzenie pomiardw

wspotczynnikow dyfuzji dla probek biologicznych w rozpuszczalniku HO/D-0O.
90°x 90°x 90°x

I o A Iéﬂ L
G, |

Rysunek 7 Sekwencja DOSY z echem stymulowanym
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Przyktadowa sekwencje¢ DOSY przedstawiono na rysunku 7. Jest to sekwencja echa
stymulowanego uzupeliona impulsowym gradientem pola magnetycznego, ktora
zastosowano w ramach niniejszej pracy. W sekwencji mozna wyrdzni¢ trzy impulsy RF
0 dlugosci n/2, ktore to sg odpowiedzialne za formowanie echa stymulowanego. Migdzy
pierwszym i drugim impulsem, i po trzecim impulsic RF przyktadane sa
impulsy 6 gradientu pola magnetycznego G;. Obecno$¢ impulséw o jest kluczowa
w eksperymentach DOSY. Powtarzajagc powyzsza sekwencje z réznymi wartosciami
gradientu G; impulsow gradientowych & 1 rejestrujgc kazdorazowo sygnal echa
stymulowanego, dysponuje si¢ danymi niezb¢dnymi do obliczenia widm duzej zdolno$ci

rozdzielczej wazonych dyfuzjg i zaprezentowania ich w formie widma 2D.

4.2 Réznicowa kalorymetria skaningowa

Dynamiczna kalorymetria skaningowa (ang. differential scanning calorimetry — DSC)
jest jedng z powszechnie stosowanych metod analizy termicznej, wykorzystywang do
badania efektow cieplnych, ktore towarzysza przemianom fazowym (np. topnienie,
krystalizacja, przemiany polimorficzne). Przy pomocy kalorymetrii DSC mozna
zarejestrowa przemiany strukturalne materiatu, nawet wtedy gdy nie ma wizualnych
dowodow, ze taka przemiana nastgpita [108].

W przypadku polimerow metoda DSC jest najczeSciej stosowana do wyznaczania
temperatury topnienia Tn, 1 temperatury zeszklenia Ty [109]. Obecnie najczgsciej
stosowane s3 dwa typy systemow DSC, ktore roznig si¢ od siebie rozwigzaniami
konstrukcyjnymi zwigzanymi ze stosowanymi metodami pomiaru. W pierwszym z nich
wykorzystuje si¢ metode kompensacji mocy (ang. power compensation), a w drugim
metode przeptywu strumienia ciepta (ang. heat flux). Réznice pomiedzy kalorymetrami
obydwu typow dotycza czutosci, poziomu szumoéw, zakresu mierzalnych efektow

energetycznych oraz dopuszczalnej masy probek.

4.2.1 Metoda kompensacji mocy

Dziatanie kalorymetru DSC, ktory zastosowano w badaniach przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy, opiera si¢ na zasadzie kompensacji mocy. W takim uktadzie
temperatury probki badanej i odniesienia kontrolowane sg za pomoca dwoch, niezaleznych

od siebie, lecz identycznych piecow (Rysunek 8).
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Czujniki pomiarowe

AAAAAAA
YYVYVY

Indywidualne
elementy grzewcze

Rysunek 8 Schemat komory pomiarowej kalorymetru DSC wykorzystujacego

metode kompensacji mocy, S — probka badana, R — probka odniesienia [110]

Kazdy z piecow jest sterowany niezalezne, tak aby w trakcie pomiaru temperatury probki
badanej i1 odniesienia w trakcie pomiaru byty jednakowe (réznica temperatur AT = 0).
Woéwczas gdy badany material podlega przemianie, niezbedne jest dostarczenie/odebranie
dodatkowej porcji energii w celu zniwelowania rdéznicy temperatur pomi¢dzy badang
probka i probka odniesienia. Energia ta jest rowna zmianie entalpii lub pojemnosci cieplnej
badanego uktadu i jest ona proporcjonalna do ilosci ciepta AQ przekazanego do uktadu lub

pobranego przez ten uktad [110].

4.2.2 Zastosowanie metody DSC

Pomiary z zastosowaniem kalorymetru DSC, niezaleznie od uzytej metody
pomiarowej, wykonuje si¢ podobnie. Dwa naczynka: z probka 1 wzorcowe, umieszczane sg
w zamknigtej] komorze kalorymetru. Pomiary wykonuje si¢ zgodnie z ustalonym wcze$niej
programem temperaturowym, a obydwa naczynka (kapsulki) sg utrzymywane
w jednakowej temperaturze. Probka odniesienia musi by¢ stabilna termicznie
W analizowanym zakresie temperatur, dlatego tez najczesciej stosuje si¢ w tym celu puste
naczynko. Termogram otrzymany w wyniku pomiaru pokazuje zalezno$¢ strumienia
ciepta, dostarczonego w celu zniwelowania rdznicy temperatur powstajacej miedzy
probkami, od temperatury. Ciepto przemiany mozna wyznaczy¢ na podstawie analizy piku,
ktory odzwierciedla efekt cieplny zarejestrowanego procesu.

Gdy badany uktad podlega przemianie egzotermicznej (np. krystalizacji), wowczas
emituje on nadmiarowe cieplo wytworzone w trakcie przebiegu tego procesu, zatem uktad
taki traci energie, a jego calkowita energia wewnetrzna maleje (AU < 0). Wydzielajace si¢

dodatkowe ciepto przyczynia si¢ do ogrzania probki (dodatnia réznica temperatur miedzy
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probka i wzorcem AT>0), co na termogramie (Rysunek 9) jest odzwierciedlone w postaci
dodatniego odchylenia od linii zerowej [111]. Z kolei reakcje endotermiczne (np. topnienie
fazy krystalicznej) zwigzane sa z pochlanianiem ciepta (uktad uzyskuje energig),
w zwigzku z tym catkowita energia wewnetrzna uktadu wzrasta (AU > 0). W przypadku
reakcji endotermicznych cze$¢ dostarczanego ciepla zostaje zuzyta w tej przemianie
(ujemna roznica temperatur migdzy probka i wzorcem AT < 0), wskutek czego niezbedne
jest dostarczenie dodatkowej porcji ciepta, co na wykresie uwidacznia si¢ w postaci

ujemnego odchylenia od linii zerowej [111].

AT

: Reakcje egzotermiczne
I
alissna Linia zerowa

1

1

: | Reakcje endotermiczne

|

I

]

|

|

1]
T Tg T T

Rysunek 9 Zmiany roznicy temperatur AT = f(T) dla reakcji egzo i endotermicznych [111]

Zmiang¢ entalpii ukltadu w przedziale temperatur, w ktérym zachodzi przemiana
(zarowno dla procesu egzotermicznego, jak 1 endotermicznego), mozna okresli¢

wyznaczajac powierzchni¢ pod (lub nad) pikiem zarejestrowanym na termogramie DSC.
AH = H, — H, = fT? c,dT (3)

Kolejnym parametrem, ktéry mozna wyznaczy¢ na podstawie analizy termogramu DSC,
jest temperatura przej$cia szklistego. W miar¢ obnizania temperatury ciekty polimer
kurczy sie, a jego lepkos¢ wzrasta. Po osiggnieciu temperatury Krystalizacji polimery
zdolne do krystalizacji przechodza w cze$ciowo krystaliczne ciato state. Jednakze przy
odpowiednio szybkim chtodzeniu krystalizacja nie zdazy nastgpi¢ 1 ciecz ulegnie
przechtodzeniu, a dalsze ochtadzanie powoduje wzrost lepkosci cieczy 1 uktad staje si¢
sztywnym ciatem stalym charakteryzujacym si¢ brakiem uporzadkowanie dalekiego
zasiggu. Temperatura, w ktorej zachodzi takie przejicie, zwane przejsciem szklistym, jest
zalezna od tempa grzania/chtodzenia, jak roéwniez innych parametréw eksperymentu.

Stopiony polimer stopniowo nabiera wlasciwosci ciata szklistego, a zakres temperatur
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w ktorym zachodzi taka przemiana obejmuje od 20°C do 40°C. Typowa zalezno$¢
strumienia cieplnego od temperatury, odzwierciedlajagcg zmiany pojemnosci cieplnej AC,,
ktora zachodzi w trakcie przejscia ze stanu szklistego do stanu lepkosprezystego,

przedstawiono na rysunku 10.

strumien ciepta

Temperatura

Rysunek 10 Proces dewitryfikacji, zachodzacy w trakcie grzania probki,

z wyraznie uwidocznionym przej$ciem szklistym [111]

Temperature przejscia szklistego T, okresla sig, jako warto$¢ Srednig temperatur Ty i T5.
Wartosci T; i T, wyznacza si¢ jako temperatury, w ktorych prosta styczna do wykresu
zaleznosci strumienia ciepta ¢ od temperatury T w poblizu przejscia szklistego, przecina
dwie réwnolegte do siebie proste, z ktorych jedna jest styczna do zaleznosci ¢(T) przed,

a druga po przejsciu probki w stan lepkosprezysty.
4.3 Techniki mikroskopowe

4.3.1 Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Jedna z najbardziej uniwersalnych metod mikroskopowych, ktora jest szeroko stosowana
w badaniach strukturalnych, jest skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. SEM -
scanning electron microscopy). Zastosowanie tej metody umozliwia uzyskanie obrazow
0 wysokiej rozdzielczosci pozwalajace na obserwacje 1 analiz¢ struktury powierzchni
roéznego typu materialow organicznych, jak i nieorganicznych [112]. W mikroskopii SEM
wykorzystywane sg dwie podstawowe metody uzyskiwania obrazu. W ramach pierwszej

z nich skanuje si¢ probke punkt po punkcie, a nastepnie tak utworzone obrazy sg sktadane
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I uzyskuje si¢ obraz catosci. Stosujac druga metode, oswietla si¢ wszystkie punkty
obserwowanego obiektu i po oswietleniu preparatu przez wigzkg promieniowania
tworzony jest peten obraz. Metoda ta uzyskala szerokie zastosowanie ze wzgledu na
wszechstronno$¢ zastosowania 0raz prostot¢ przygotowania probki do obrazowania.
Jedynym warunkiem jest to, ze badana probka musi by¢ odporna na wysychanie i wysoka
prozni¢. Probka powinna by¢ rowniez przewodzaca, jednakze obecnie nie stanowi to
problemu, gdyz w tym celu materialy nieprzewodzace mozna pokry¢é powtokami

przewodzacymi.

4.3.1.1 Budowa i zasada dzialania SEM

Pierwszy obraz SEM uzyskat niemiecki elektrotechnik Max Knoll (1897-1969) w roku
1935 [113]. Dwoma podstawowymi elementami budowy mikroskopu SEM sg: kolumna
elektronowa, w ktorej znajduje si¢ dzialo elektronowe oraz kontrola sterowania
(Rysunek 11). Probka umieszczona jest w komorze, w ktorej wytwarzana jest proznia
rzedu okoto 10 Pa. Dzialo elektronowe, zbudowane zazwyczaj z wiokna wolframowego
lub LaBs, generuje i przyspiesza elektrony, nadajac im energi¢ w zakresie
od 0.1 do 30 keV. Nastepnie wigzka elektronow, ktora przemieszcza si¢ w prozni wzdtuz
rury elektronowej, jest formowana przez znajdujace si¢ w kolumnie soczewki elektronowe.
Soczewki umieszczone odpowiednio na gorze i na dole kolumny nazywa si¢ odpowiednio
soczewka kondensatora 1 soczewka obiektywowa. Maja one za zadanie ogniskowa¢ wigzke
elektronéw, zmniejszajac jej Srednice, tak aby koncowa $rednica wigzki miata rozmiar
2 — 10 nm. Mikroskop wyposazony jest rowniez W dwie pary cewek
elektromagnetycznych, zwanych skanujacymi, za pomocag ktorych wigzka moze by¢
przemiatana przez calg probke. Pierwsza para cewek odchyla wigzke od osi mikroskopu,
a druga para zagina wigzke¢ z powrotem na t¢ 0$. Sygnal z powierzchni probki dociera do
detektora, ktérego istotng czgs¢ stanowia scyntylator i fotopowielacz. Zjawisko scyntylacji
umozliwia przeksztatcenie energii elektrondéw na impulsy $wietlne, ktoére s3 wzmacniane
przez fotopowielacz. Zebrang informacj¢ obserwuje si¢ w postaci obrazu na ckranie
komputera. Dziatanie calego mikroskopu kontrolowane jest z pulpitu operatora poprzez

dobdér parametrow wigzki.
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wigzka elektrondw
elektrony wtérne (SE)

elektrony wstecznie rozproszone (BE3E)

kolektor

Rysunek 11. Schemat budowy kolumny elektronowej; (1) dzialo elektronowe, (2) soczewka
elektronowa (kondensora), (3) Spray aperture, (4) cewki skanujace, (5) apertura koncowej
soczewki, (6) probka, (7) pompa prézniowa, (8) detektor, (9) wzmacniacz, (10) obraz na

ekranie, kineskop (11) generator skanowania, (12) kontrola powi¢kszenia obrazu

U podstaw zasady dziatania mikroskopu elektronowego lezy oddzialywanie wigzki
elektrondow z materig. Elektrony wigzki zderzaja si¢ z atomami probki, czemu moga
towarzyszy¢ nastepujace efekty: absorpcja elektronéw, emisja promieniowania, odbicie
elektron6w od materiatu lub ich przenikanie. W przypadku, gdy wigzka elektronéw uderzy
w powierzchni¢ analizowanej probki, to wskutek tego nastepuje emisja elektrondw
wybijanych z atomow tej probki. Mozna przy tym wyrdzni¢ m.in. elektrony wtoérne (SE),
elektrony rozproszone wstecznie (BSE) oraz ponadto towarzyszace oddzialywaniu
elektroné6w z materig charakterystyczne promieniowanie rentgenowskie (Rysunek 12).
Elektrony te moga zosta¢ zarejestrowane i przetworzone na roznego typu sygnaty, ktére

zaleznie od ich energii moga by¢ wykorzystane do generowania obrazu powierzchni
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badanej probki (w celu okreslenia topografii), jak rowniez stuzy¢ do badania wtasciwosci
badanego materiatu (np. struktury krystalograficznej i kompozycji) [114].

eleldr ony pierwotne
wysoldej ener gii

elelir ony odbite
eleltr ony wtorne

charalterystyczne
elektrony Aucera Promieniowanierentgenowskie
] = N
eleltrony zaabsorbowane preparat
/ \ promieniowanie r entgenowskie
elelitr ony rozproszone hamewania (ciagle)
elastycznie eleldtr ony rozpr oszone

nieela sty cznie
elelztr ony nieugiete
przechodzace

Rysunek 12 Efekty oddzialywania elektronéw z cialem stalym

4.3.2 Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. TEM — Transmission Electron
Microscopy) jest jedna z metod szeroko stosowanych do obserwacji struktury uktadow
polimerowych. Pierwszy mikroskop elektronowy zostat skonstruowany przez Ernsta
Ruska, niemieckiego fizyka w roku 1931 [115].

Jednym z glownych elementéow transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(Rysunek 13) jest kolumna mikroskopu (1), zawierajaca dziato elektronowe (2), ktore
wytwarza (np. w wyniku termoemisji lub emisji polowej) wiazke elektronow. Wstepnie
uformowana wigzka elektronéw (pomiedzy katodg i anodg) zostaje przyspieszona, a kazdy
z elektronow uzyskuje energi¢: E = eU, gdzie e jest tadunkiem elektronu, a U napigciem

panujacym miedzy katoda 1 anoda.
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Rysunek 13 Budowa TEM

Zwigkszenie napiecia pozwala na zwigkszenie pedu elektronow, co prowadzi do
zmniejszenia dlugoséci fali de Broglie’a. Utrzymywanie w kolumnie bardzo wysokiej
prozni jest konieczne, aby elektrony mogly przeby¢ droge od dziata elektronowego do
ekranu. Ponadto wigzka elektrondéw jest ogniskowana przy uzyciu soczewek
magnetycznych, ktérych dziatanie opiera si¢ na odpowiednim uksztattowaniu pola
magnetycznego wytwarzanego przez prad pltynacy w cewkach (3). Duza zaletg soczewek
magnetycznych jest mozliwo$¢ ptynnej zmiany ich ogniskowych przez regulacj¢ natezenia
pradu.

W transmisyjnych mikroskopach elektronowych stosuje si¢ dostatecznie cienkie
preparaty, dzigki czemu cze$¢ elektronéw padajacych przechodzi przez badang probke (4).
Wigzka elektronowa po przejSciu przez preparat jest ksztalttowana z wykorzystaniem
uktadu obiektyw — okular, w ktérych w celu zmiany biegu naladowanych czastek

wykorzystywane sa rowniez soczewki magnetyczne. Gdy mikroskop pracuje w trybie
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obrazu, wowczas wigzka tworzy oObraz preparatu na detektorze (5), natomiast gdy
mikroskop pracuje w trybie dyfrakcji, to obraz tworzony jest dzigki elektronom
podlegajacym dyfrakcji na strukturze probki. Detektory maja najczesciej postaé matrycy
CCD, ktora w wyniku pobudzenia elektronami wytwarza zapisywane przez odpowiednig
aparatur¢ pomiarowa sygnaty elektryczne, stuzagce do utworzenia obrazu probki.

Elektrony padajace na preparat moga wzbudzaé elektrony z atomoéw badanej probki,
ktore nastepnie emitujg charakterystyczne dla nich promieniowanie rentgenowskie. Efekt
ten jest wykorzystywany w celu analizy sktadu chemicznego probki w tych mikroskopach
elektronowych, ktore wyposazone sa w spektrometr EDS (ang. Energy Dispersive X-Ray
Spectroscopy) lub WDS (ang. Wavelength Dispersive X-Ray Spectrometry).

4.3.3 Polaryzacyjna Mikroskopia Optyczna (POM)

Pierwszy mikroskop polaryzacyjny skonstruowany zostal przez W.H.F. Talbota
okoto 1834 roku [112]. Mikroskopia polaryzacyjna jest metodg badania mikrostruktury
obiektow, ktora wykorzystuje interakcje materiatu ze $wiattem spolaryzowanym. Metode
t¢ stosuje si¢ do badan materialtow dwojlomnych, ktére wykazujg anizotropowe
wlasciwosci optyczne. Rozszczepiajg one przechodzace przez nie $wiatto na dwie
spolaryzowane fale, ktore drgaja w ptaszczyznach wzajemnie prostopadtych. Fale te maja
rozne predkosci (Vi i V2) oraz wspotczynniki zatamania (ng i ny). Roznica pomigdzy tymi
wspotczynnikami zalamania An=n;-n, jest miarg dwojlomnosci materiatu. Mikroskop
polaryzacyjny stosowany jest m.in. do badania: skat, mineratow, kruszcow, preparatow
biologicznych, struktury komorek i1 tkanek, w metalografii, w przemysle szklarskim

| widkienniczym. Zastosowanie znalazt rowniez w badaniu ciektych krysztatow.

4.3.3.1 Budowa i zasada dzialania polaryzacyjnego mikroskopu
optycznego

Polaryzacyjny mikroskop optyczny zawiera wszystkie podstawowe elementy
standardowego, transmisyjnego mikroskopu optycznego, jednak wyposazony jest
dodatkowo w obrotowy stolik i dwa filtry polaryzacyjne (polaryzatory) umiejscowione
miedzy okularem i zrodtem Swiatta. Pierwszy polaryzator znajduje si¢ miedzy zrodtem
Swiatla 1 analizowang probka, a drugi (zwany analizatorem) umieszczony jest miedzy
probka a tubusem (Rysunek 14). Obydwa filtry maja mozliwo$¢ obrotu i sg polarne
tzn. selektywnie przepuszczaja Swiattlo spolaryzowane w jednej konkretnej

plaszczyznie [112, 116].
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Rysunek 14 Zasada dzialania mikroskopu polaryzacyjnego: transmisja §wiatla

przez preparat (izotropowy i anizotropowy) umieszczony miedzy skrzyzowanymi

polaryzatorem i analizatorem

Najczesciej stosuje si¢ polaryzatory skrzyzowane tzn. w trakcie obserwacji
plaszczyzny polaryzacji polaryzatora i analizatora sg ustawione wzgledem siebie
prostopadle (sa skrecone o 90°), co powoduje, ze analizator nie przepuszcza $wiatla, ktore
przeszto przez polaryzator. W takim przypadku, jezeli w polu obserwacji nie znajduje sig
probka lub badany materiat jest izotropowy, wtedy pozostaje ono ciemne, gdyz $wiatto po
przejsciu przez taki osrodek, ktory nie powoduje skrecenia polaryzacji Swiatta, dociera do

analizatora spolaryzowane prostopadle do jego ptaszczyzny polaryzacji. Jesli probka jest
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dwojtomna (anizotropowa) t0 wtedy ptaszczyzna polaryzacji §wiatla po przej$ciu przez
probke ulega skreceniu 1 przynajmniej cze$¢ $wiatta przechodzi przez analizator i obraz
dociera do oka obserwatora. Towarzysza temu zazwyczaj efekty barwne ze wzgledu na to,
7ze zmiana stanu polaryzacji jest rozna dla réznych dlugosci $wiatta. Poprzez obrét
analizatora mozna zmienia¢ kat pomigdzy plaszczyzng polaryzacji analizatora
I polaryzatora, co pozwala uzyska¢ wygaszanie jednych obszarow i wyeksponowanie
(rozjasnienie) innych. W trakcie obserwacji probka jest obracana na stoliku rotacyjnym
mikroskopu 1 wowczas przechodzi przez cztery pozycje odpowiadajace wygaszeniu
$wiatla (minimum intensywno$ci) oraz cztery pozycje odpowiadajagce maksimum jego
intensywno$ci. W pozycji wygaszenia, wyrdézniony kierunek probki (w przypadku
polimerow rownolegty do dtugiej osi makromolekuty) jest zorientowany réownolegle lub
prostopadle do kierunku polaryzacji. W zwiazku z charakterystyczng budows sferolitow,
w ktorych lamele ukladaja si¢ promieniscie wzgladem ich S$rodkow, w S$wietle
spolaryzowanym uzyskuje si¢ dla nich charakterystyczny obraz krzyza maltanskiego.
Mozna to wytlumaczy¢ nastgpujaco — maksymalng intensywno$¢ obrazu uzyskuje si¢
wtedy gdy lamele utworzone przez tancuchy (Rysunek 15) utozone sg pod katem 45°
wzgledem plaszczyzny polaryzacji $wiatla, co uwidacznia si¢ w postaci wzmocnienia
I rozjasnienia obrazu, natomiast efekt wygaszenia (zaciemnienie) obserwowany jest dla

katéw 0° lub 90°.

Lamela Region amorficzny
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WV = ‘)’
. K\‘q\&\‘%&, ;ﬂ.-a%- $
\ = ——
oste i \\éz_ &S
polaryzacji ; b=

Rysunek 15 Schemat ilustrujacy powstawanie obrazu krzyza maltanskiego

w wyniku przej$cia §wiatla spolaryzowanego przez sferolit
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4.4 Dynamiczne rozpraszanie Swiatfa i potencjat zeta

Dynamiczne rozpraszanie $wiatla (ang. dynamic light scattering, DLS) jest metoda,
ktora czesto stosuje si¢ do analizy $rednich rozmiardw czastek polimerowych, DNA,
niewirusowych no$nikow, jak rowniez catych komplekséw oraz pomiaru ich rozktadu
wielkosci. Metoda ta mozna mierzy¢ wspotczynniki dyfuzji, wspdtczynniki aktywnosci,
state szybkosci reakcji chemicznych itp. [117]. Technika ta wykorzystuje pomiar fluktuacji
strumienia fotondw rozproszonych przez badang substancje do opisu dyfuzji czastek
(ruchéow Browna). Uzyskane dane sg punktem wyjscia do Wwyznaczenia rozmiaru
makroczgsteczek w roztworze. Gdy obserwowany jest ograniczony obszar wtedy dyfuzja
czastek w tym obszarze staje si¢ zrodtem czasowych fluktuacji natezenia $wiatla
rozproszonego, ktorych to szybko$¢ jest wyznaczana przez dyfuzje tych czasteczek.
W celu zanalizowania otrzymanych danych stosuje si¢ jest funkcje korelacji i jej
wlasciwo$ci, a wyznaczone parametry tej funkcji pozwalaja na okreslenie wielkosci
czasteczek 1 ich wspotczynnikow dyfuzji [118]. Rozmiary badanych czgsteczek mozna
wyznaczy¢ za pomocg przedstawionego ponizej rOwnania Stokesa-Einsteina, opisujgcego
zalezno$¢ pomiedzy rozmiarem kulistych czastek a szybkos$cig ich ruchéw Browna, ktorej

miarg jest wspotczynnik dyfuzji translacyjnej D.

D = kT 4)

- é6émnr

gdzie: k — stata Boltzmana, T — temperatura, n — lepkos$¢, r — hydrodynamiczny promien
molekuty.

W przypadku wigkszosci obecnie uzywanych spektrometrow DLS mozliwy jest
jednoczesny pomiar rozmiarow czgsteczek z zastosowaniem dynamicznego rozpraszania
$wiatla oraz potencjalu zeta. Potencjat zeta (ang. (-potential) jest to potencjat, ktory
powstaje na granicy migdzy warstwa dyfuzyjng a warstwg Sterna, ktdra to pojawia si¢
wokot powierzchni natadowanych czastek w roztworze (Rysunek 16). Do jego
wyznaczania wykorzystuje si¢ pomiar predkosci czastek w  polu elektrycznym
z zastosowaniem efektu Dopplera. Pomiar potencjatu zeta ma na celu sprawdzenie czy
badane nanoczgsteczki beda w stanie skompleksowaé i przenies¢ do komorek ujemnie
naladowany kwas nukleinowy. Polimery o ujemnym potencjale zeta nie wykazuja
transfekcji w przeciwienstwie do polimeréw wykazujacych dodatnig warto$¢ tego

potencjatu.
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Rysunek 16 Schematyczne przedstawienie plaszczyzn wystepujacych w

roztworze, istotnych w pomiarach potencjalu Zeta

4.5 Chromatografia zelowa i gazowa

Chromatografia zelowa jest technikg analityczng stuzaca do rozdzielania lub badania
sktadu mieszanin zwigzkow chemicznych. Zostata ona wynaleziona przez Michata Cwieta,
uznawanego za tworcg chromatografii [119], ktory to pierwsze prace prowadzil uzywajac
roztworu chlorofilu w eterze naftowym, przesaczajac go przez ubita krede. Obecnie
chromatografia jest szeroko stosowana dzigki rozwojowi technologii wypetnien i kolumn,
miniaturyzacji, automatyzacji oraz zastosowaniu nowych, selektywnych uktadow
detekcyjnych.

Chromatografia wykluczania (ang. Size-Exclusion Chromatography (SEC)), zwana
réowniez chromatografia zelowa (ang. Gel Permeation Chromatography (GPC)), jest
technikg, ktora ma zastosowanie gldéwnie w analizie zwigzkow wielkoczasteczkowych.
Wypehienia stosowane w chromatografii sktadajg si¢ z matych (ok. 5 — 10 mikrometrow)
ziaren krzemionki lub polimeréw, zawierajacych sie¢ jednolitych poréw do ktérych
wnetrza dyfunduja czastki eluentu (fazy nosnej) i czastki badane. Molekuty zostaja
,uwiezione" w porach wypelniacza, a nastgpnie sa z nich usuwane na skutek przeptywu
eluentu przez kolumne. Sredni czas przebywania czasteczek w porach zalezy od ich
wielkosci. Jesli dana czgstka jest wigeksza niz $rednice porow danej kolumny, nie jest

obserwowany zaden czas retencji (przebywania w kolumnie) i taka czastka pojawia si¢
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jako pierwsza. Czasteczki o mniejszych $rednicach przeptywaja przez kanaliki
wypelnienia, przez co przebywaja w kolumnie dtuzej. Na podstawie wyznaczonego czasu
retencji mozna okresli¢c wielko$¢ czasteczek. Waznym jest, iz w chromatografii
wykluczania nie zachodzg zadne chemiczne ani fizyczne oddzialywania pomiedzy faza
stacjonarng i1 badanymi substancjami.

Chromatografia zelowa najczgsciej przeprowadzana jest w dwoch wariantach:
1) w warunkach niewodnych, gdy eluentem jest np. tetrahydrofuran (THF), dioxan,
czterochloroetylen, chlorobenzen, ksylen i stuzy do badan masy czasteczkowej polimeréw
nisko i $rednio polarnych, rozpuszczalnych w rozpuszczalnikach niepolarnych, a takze
lipidow, fosfolipidow itp., oraz 2) w warunkach wodnych, gdy eluentem moze by¢
dimetyloformamid, metanol, acetonitryl i ich mieszaniny z wodg, stuzaca do rozdzielania,
a takze do charakteryzowania masy czasteczkowej polimeréw polarnych, a szczegdlnie
biopolmerow takich jak polisacharydy, biatka oraz nukleotydy.

Dzigki metodzie SEC mozna okre$li¢ masy czasteczkowe polimerow, ktore sa
w przyblizeniu proporcjonalne do ich promieni hydrodynamicznych. Mozna tego dokona¢
tym doktadniej im bardziej czasteczki badanego polimeru sg zblizone budowg i ksztattem
do tego polimeru, ktory zostat wykorzystany do kalibracji. Do kalibracji wykorzystuje si¢
odpowiednie polimery wzorcowe 0 matlej polidyspersyjnosci. NajczeSciej stosowanym
wzorcem do okreslenia masy czasteczkowej polimeréw $rednio polarnych, jest polistyren
0 wspotczynniku polidyspersyjnosci z zakresu od 1.05 do 1.2. W badaniach doktadnych
stosowane sg wzorce tego samego typu co badany polimer.

Najczgséciej stosowanymi detektorami sg: detektor refraktometryczny (RI), UV
i lepkosciowy. W tych detektorach sygnat jest proporcjonalny (lub w przyblizeniu
proporcjonalny), nie tylko do stezenia badanych sktadnikéw, ale takze do masy
czasteczkowej. Niestety detektory te wykazuja stosunkowo niska czutos¢, co nie jest wada,
gdyz stezenia probek dozowane do kolumny chromatograficznej sa wysokie, jednakze
coraz wigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ detektory wykorzystujace wigzke $wiatla
laserowego. Takim detektorem jest np. detektor MALLS (ang. Multi-Angle Laser Light
Scattering). Wykorzystuje on zjawisko rozproszenia, mierzac intensywno$¢ rozproszenia
wigzki $wiatla laserowego przez czasteczki o roznych promieniach hydrodynamicznych,
pod réznymi katami. Na podstawie sygnatow otrzymanych z tego detektora mozna
bezposrednio, bez stosowana Kkalibracji opartej o wzorce, obliczy¢ rozkltad masy
czasteczkowej polimeru, gdy wynosi ona ponad 5 tysigcy daltonow. Jest to mozliwe dzigki

odpowiedniemu oprogramowaniu, wykonujgcemu obliczenia w oparciu o zasady fizyKi
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rozproszenia i ugigcia promieni $wietlnych przez czasteczki o wymiarach zblizonych do
dhugosci fali lasera uzytego w detektorze.

Chromatografia gazowa (GC) dziala na podobnej zasadzie jak chromatografia zelowa,
ztym ze w przypadku GC fazg ruchomg jest gaz (najcz¢sciej hel, argon, azot wysokiej
czystosci, coraz rzadziej wodor), a fazg stacjonarng adsorbent lub absorbent pokrywajacy
nos$nik (wypehlienie kolumny lub jej S$cianki). Technika GC umozliwia ustalenie
procentowego sktadu mieszanin zwigzkow chemicznych, w ktorych wystepuje ich nawet
kilkaset. Stosujac klasyczng detekcje mozna dokona¢ orientacyjnej identyfikacji
sktadnikéw mieszaniny na podstawie ich czaséw retencji. Niemal jednoznaczna
identyfikacj¢ umozliwia uzycie spektrometru mas jako detektora (ang. gas chromatography
— mass spectrometry, GC-MS). Zaletg chromatografii gazowej jest mozliwo$¢ uzycia

bardzo niewielkiej ilosci analizowanej substancji (0d 0.01 ul do 100 pl).
4.6 Badania biologiczne

4.6.1 Cytotoksycznosé

Obecnie istnieje wiele testow, za pomocg ktoérych mozna okres$lic czy dany polimer
(zwigzek chemiczny) jest toksyczny dla organizméw zywych (komorek ludzkich lub
zwierzecych) [120 — 121]. Moga to by¢ proby oparte na metodach kolorymetrycznych,
fluorymetrycznych lub bioluminescencyjnych. Testy cytotoksycznosci umozliwiajg
badanie zmiany zywotnosci komorek w warunkach in vitro wskutek dziatania na nie
zwigzkéw chemicznych, ktorych toksyczno§é zostata poddana probie. Substancje te
(np. polimery) moga oddziatywa¢ na funkcje biologiczne komorki, zaburzajac jej procesy
fizjologiczne. Pomiar parametrow komodrkowych, odzwierciedlajgcych zmiany tych
procesow, ktore zachodzg w komorce pod wptywem toksycznych zwiazkow, pozwala na
obserwacj¢ zmiany liczby zywych komorek, stopnia integralnos$ci blony komoérkowej,
aktywno$ci enzymatycznej zwigzane] z metabolizmem komorki oraz zdolno$ci do
podzialow komoérkowych (stopnia proliferacji). Wyniki badan toksycznosci analizowanych
materiatdéw sg korelowane z probka kontrolng, ktora stanowig komorki poddane stymulacji
z uzyciem rozpuszczalnika stosowanego do przygotowania badanych preparatow [122]. Na
podstawie oceny roznic zywotnosci komoérek testowanych i kontrolnych mozna okresli¢
czy dana substancja jest toksyczna dla komorek.

Sposrod technik kolorymetrycznych jednym z najbardziej popularnych i szeroko
stosowanym jest test MTT opracowany w latach 80-tych XX wieku przez Mosmanna
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iinnych [123]. Juz w 1956 roku zostal opublikowany pierwszy dokument na temat
stosowania soli tetrazolu jako wskaznika zywotnosci komorek. Stosowanie wyzej
wymienionego testu opiera si¢ na fakcie, ze zywe komorki sg zdolne do redukcji
nieznacznie zabarwionych lub bezbarwnych soli tetrazolu do intensywnie zabarwionych
pochodnych formazanu. Dlatego w tescie istotnym procesem jest dezaktywacja
mitochondriow, ktore sa inaktywowane w ciggu kilku minut po $mierci komorki.
Produkuja one bowiem dehydrogenaze bursztynianowa — enzym mitochondrialny obecny
w zywych komorkach, ktéry przeksztalca rozpuszczalng sol tetrazoliowa, o zottym
zabarwieniu (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy), w forme
zredukowana, nierozpuszczalny formazan, wytracajacy si¢ w postaci krysztatow [124].
W komorkach uszkodzonych, o upos$ledzonym metabolizmie lub martwych, formazan
tworzy si¢ w mniejszych ilosciach lub nie powstaje [121]. Metoda ta stanowi zatem
doskonate narzgdzie do dyskryminacji zywych i martwych komoérek. Poczatkowo wada
stosowania soli tetrazolu byta nierozpuszczalnos¢ powstajacych pochodnych formazanu.
Obecnie stosowany jest kwasny izopropanol, ktory zmienia Srodowisko 1 powoduje
rozpuszczenie krysztatow formazanu, w wyniku czego powstaje barwny roztwor, ktorego
intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie w zakresie dlugosci fal od
492 do 570 nm [124] i jest wprost proporcjonalna do ilosci powstatego produktu
I posrednio do liczby zywych komoérek [120, 125 — 126]. Zatem zmiany ilosci i aktywnosci
enzymatycznej dehydrogenazy bursztynianowej w tescie MTT sg odzwierciedlone

w pomiarach absorbancji roztworu.

4.6.2 Transfekcja

Transfekcja jest to sposob celowego wprowadzania kwaséw nukleinowych do komorki.
Stowo transfekcja pochodzi od ztozenia stow trans- 1 infekcja. Materiatem genetycznym
najczesciej poddawanym procesowi transfekcji jest plazmidowe DNA, mate fragmenty
kwasow nukleinowych (SIRNA), czy tez biatka (np. przeciwciata). Termin transfekcji jest
czesto stosowany w odniesieniu do wprowadzania wektorow niewirusowych do komorek
eukariotycznych, jednak moze takze odnosi¢ si¢ do innych metod i typéw komorek.
Natomiast w przypadku transferu DNA za posrednictwem wiruséw, terminem czesciej
stosowanym jest transdukcja. Nalezy mie¢ §wiadomos$¢, ze transfekcja moze spowodowac
nieoczekiwane zmiany w morfologii 1 funkcjonalnosci komoérek docelowych.

Transfekcja komorek zwierzecych wymaga zazwyczaj kontaktu wektora z blong

komorkowa albo otwarcia porow lub ,,dziur” znajdujacych si¢ w blonie komdrkowej aby
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umozliwi¢ pobranie materialu. Istnieja ré6zne metody wprowadzania obcego DNA do
komorki. Niektore z nich polegaja na ingerencji fizycznej (elektroporacja, $ciskanie
komorek, magnetofekcja) lub opierajg si¢ na materiatach chemicznych albo biologicznych
czasteczkach (wirusy), ktére sg stosowane jako nosniki.

Elektroporacja polega na przytozeniu zewngtrznego pola elektrycznego w celu indukcji
transfekcji. Jest ona popularnym sposobem, w ktorym przejSciowy wzrost
przepuszczalno$ci btony komérkowej uzyskuje si¢, gdy komorki sg wystawione na krotkie
impulsy intensywnego pola elektrycznego. Inng metods jest magnetofekcja, w ktorej to
transfekcja komorek zachodzi dzigki zastosowaniu gradientu pola magnetycznego. W tej
metodzie wykorzystuje si¢ odzialywania magnetyczne do dostarczania DNA do komorek
docelowych. Kwasy nukleinowe sa najpierw wigzane z nanoczastkami magnetycznymi.
Nastepnie przyktada si¢ pole magnetyczne, ktére stanowi sile napedowa dla kompleksow
nanoczasteczek i kwaséw nukleinowych, ktore przemieszczaja si¢ w kierunku komorek
docelowych i nastepnie wnikajg do nich, po czym tadunek jest uwalniany.

W jednej z najtanszych metod transfekcji stosuje si¢ fosforan wapnia, pierwotnie
odkryty przez F.L. Grahama i innych w 1973 roku [127]. Buforowany roztwor soli
fizjologicznej zawierajacym jony fosforanowe jest potaczony z roztworem chlorku wapnia
zawierajacym DNA do transfekcji. Po potaczeniu obu roztwordéw wytraca si¢ drobny osad
z dodatnio natadowanym wapniem i ujemnie natadowanym fosforanem, wigzacy
transfekowane DNA na swojej powierzchni. Zawiesing wraz z osadem dodaje si¢ do
hodowli komdérkowej. Mechanizm procesu nie jest catkowicie zrozumiatly, ale wiadomo,
ze komorki pobierajg czgs$¢ osadu, a wraz z nim DNA.

Kolejng skuteczna metoda transfekcji jest uzycie liposomdéw. Dzigki ich budowie,
podobnej do budowy btony komodrkowej, moga si¢ one taczy¢ z blong komorkows,
uwalniajac DNA do komorki. Inng metoda transfekcji jest uzycie silnie rozgalezionych
zwigzkéw organicznych, tzw. dendrymerow. Dodatnio natadowane grupy aminowe,
znajdujace sie na powierzchni czasteczki dendrymeru, oddziatujg z ujemnie natadowanym
grupami fosforanowymi czasteczki DNA, co prowadzi do utworzenia kompleksu.
Kompleks DNA-dendrymer ma ogolny tadunek dodatni i moze wigzaé si¢ z ujemnie
natadowanymi czasteczkami powierzchniowymi, znajdujacymi sig na btonie komdrkowe;j
komorek eukariotycznych. DNA jest chronione przed degradacja przez nukleazy
endosomalne dzigki silnemu skondensowaniu w kompleksie DNA-dendrymer. Na
podobnej zasadzie dziataja kationowe polimery, takie jak DEAE-dekstran lub

polietylenoimina. Ujemnie natadowane DNA wigze si¢ polikationem, a nastepnie

-56 -



PRZEGLAD METOD EKSPERYMENTALNYCH

kompleks taki jest pobierany przez komoérki na drodze endocytozy. Kationowe polimery
roznig si¢ od lipidow kationowych tym, ze nie zawieraja hydrofobowych ugrupowan,
dzigki czemu sg catkowicie rozpuszczalne w wodzie. Biorgc pod uwagg ich polimerowg
nature, polimery kationowe moga by¢ syntetyzowane w roznych rozmiarach, z roézng
geometrig (liniowy, rozgaleziony). Kazda z metod wyzej wymienionych ma swoje plusy
I minusy, jednakze wciaz poszukiwane sg nowe metody i materialy mogace znalez¢
zastosowanie do transfekcji kwasow nukleinowych.

Badania procesu transfekcji przeprowadza si¢ najczesciej w celu znalezienia nowego
srodka transfekcyjnego, ktory bedzie bardziej wydajny, mniej cytotoksyczny lub bedzie
fatwiejszy do zastosowania. Czgsto obiektem wielu badan i testow jest jednak sam proces
dostarczania kwasu nukleinowego i obserwacja ekspresji zadanego genu, a posrednio
oznaczanie wydajnosci transfekcji. Przy wprowadzaniu do uzytku nowego no$nika
kwasow nukleinowych przeprowadza si¢ badania wydajnosci transfekcji in vitro, aby
okresli¢ stopien uzyteczno$ci danego materiatu do celu, w jakim zostat zaprojektowany.
Pierwszym krokiem w okresleniu wydajnos$ci transfekcji jest wysianie na plytce komorek,
do ktorych ma by¢ transfekowany dany kwas nukleinowy. Nastepnie do naczynia
z komoérkami dodane sg kompleksy sktadajace si¢ z badanego czynnika transfekcyjnego
oraz kwasu nukleinowego, po czym komorki sa inkubowane z tymi kompleksami przez
okreslony czas. Kolejnym krokiem jest obserwacja i analiza uzyskanych wynikow, co
wykonuje si¢ przy zastosowaniu mikroskopii lub innych metod, ktére umozliwiajg oceng
powodzenia transfekcji danego genu (np. metody optyczne wykorzystujace ekspresje
biatka zielonej fluorescencji GFP). Dzigki takim testom mozna uzyska¢ wiedze

0 wydajnosci badanego czynnika transfekcyjnego.
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5 CHARAKTERYSTYKA BADANYCH MATERIALOW

5.1 Stosowane zwigzki chemiczne

W celu oczyszczenia poli(glikolu etylenowego) (PEGMA, M, = 2080, 50 wg%
w wodzie) przeprowadzono ekstrakcje z dichlorometanem. Nast¢pnie organiczny roztwor
zostal zmieszany z NapSO4, w celu usunigcia pozostalej w roztworze wody, przed
przepuszczeniem roztworu przez kolumne z zasadowa aluming. Degradowalny czynnik
sieciujacy (ang. crosslinker), ktérym byt dwusiarczek bis (2-metakryloilo) oksyetylu
(DSDMA) zostat zsyntezowany za pomoca procedury opisanej
ponizej (akapit 6.1.1) [128 — 129]. Bromek miedzi | (CuBr, 98%, Acros) zostat
oczyszczony przez trzykrotne zmieszanie z kwasem octowym i przemycie alkoholem
etylowym, a nastepnie suszenie przez 12h w temperaturze 60°C. Metakrylan
2-dimetyloamino etylu (DMAEMA, 97%, Aldrich) zostal przepuszczony przez zasadowsa
alumine w celu usuniecia inhibitora. Wszystkie inne odczynniki: bromek miedzi 11 (CuBry,
Aldrich), alfa-bromoizomaslan etylu (EBiB, 99%, Aldrich), bromoetan (98%, Aldrich),
1,1,4,7,10,10-hexamethyl  triethylenetetramine (HMTETA, 97%, Aldrich), kwas
metakrylowy (99%, Aldrich), dwusiarczek bis(2-hydroksy) etylu (BHEDS),
N,N-dicykloheksylokarbodiimid (DCC), 4-(dimetyloamino)pirydyna (DMAP) oraz
rozpuszczalniki zostaly uzyte w takiej postaci, w jakiej zostaty zakupione, bez dalszego

oczyszczania.
5.2 Aparatura pomiarowa i przygotowanie prébek do pomiarow

5.2.1 Chromatografia zelowa (GPC)

Polimery gwiazdziste zostaly rozdzielone (oczyszczone) za pomoca chromatografu
zelowego wyposazonego w kolumny PSS (ang. Polymer Standards Services) o wielkosci
ziaren 10°, 10° i 10? A) z eluentem jakim jest tetrahydrofuran (THF), w temperaturze 35°C,
przy szybkosci przeptywu 1.00 mL/min i detektorem typu differential refractive index (RI)
(Waters 2414)). Masa czasteczkowa (M) i polidyspersyjnos¢ (Mw/M;) badanych uktadow
zostaly okreslone z zastosowaniem kalibracji opartej na standardzie polistyrenowym, przy
uzyciu oprogramowania WinGPC 7.0 pochodzacego od PSS. Absolutng mase
czasteczkowa (My,maLLs) Wyznaczono przy uzyciu uktadu detektorow zawierajacych

detektor Rl (Wyatt Technology, Optilab REX), detektor wiskozymetryczny (Wyatt
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Technology, ViscoStar) i detektor MALLS (multiangle laser light scattering, Wyatt
Technology, DAWN EQS), pracujacy z zastosowaniem fali $wietlnej o dtugosci 690 nm.
Absolutna masa czgsteczkowa zostata okreslona za pomocg oprogramowania ASTRA

firmy Wyatt Technology.

5.2.2 Dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS)

Wielko$¢ nanoczastek polimerowych, ich rozktad oraz potencjat zeta zostaty okreslone
za pomocg spektrometru do pomiaru dynamicznego rozpraszania $wiatta (wyposazonego
w funkcj¢ pomiaru potencjatu zeta) — Zetasizer Nano, wyprodukowanego przez Malvern
Instruments, Ltd. Potencjal zeta i parametry rozktadu s$rednic dla kazdej probki
wyznaczono na podstawie trzech powtorzen, przy czym w kazdym powtdrzeniu wynik
uzyskano na podstawie trzech pomiarow.

Technik¢ DLS zastosowano réwniez do badan degradacji polimerow. W pierwszym
etapie przygotowano wodne roztwory gwiazd polimerowych o stezeniu 2 mg/ml,
a nastgpnie wykonano pomiary rozpraszania $wiatta, dzigki ktorym wyznaczono $rednice
czasteczek dla kazdej probki. Nastepnie sporzadzono 100 mM roztwor glutationu, ktory
poddano dziataniu azotu przez 20 min. Do fiolek odwazono po 8 mg kazdego z badanych
polimeréw, zamknigto je szczelnie za pomocg gumowego korka i przy pomocy igly
wpuszczono do kazdej z fiolek azot, w celu usuniecia tlenu znajdujacego si¢ w fiolce. Do
kazdej z fiolek, po 20 minutach, przy pomocy strzykawki, wstrzyknigto 4 ml wcze$nie;j
przygotowanego glutationu i pozostawiono na 24h w atmosferze azotu. W celu okreslenia
zmian wielkosci czasteczek polimerow zachodzacych wskutek degradacji, wykonywano

pomiary rozktadu wielkosci molekut z uzyciem metody DLS co 24 godziny.

5.2.3 Magnetyczny Rezonans Jadrowy (‘*H NMR)

Analiza linii 'H NMR umozliwila zweryfikowanie struktury chemicznej
zsyntetyzowanych polimeréw gwiazdzistych. Rejestracje¢ linii rezonansowych wykonano
z wykorzystaniem spektrometru wysokiej zdolnos$ci rozdzielczej (High Resolution) firmy
Agilent (Rysunek 17) pracujacego przy czestotliwosci 800 MHz dla protonow.
Spektrometr wyposazony jest w magnes nadprzewodzacy typu Narrow Bore,
wytwarzajagcy pole magnetyczne 0 indukcji 18.8 T, konsole pomiarowg zbudowang
w technologii cyfrowej DDS2 i szereg glowic pomiarowych dedykowanych do zastosowan
specjalistycznych. Widma duzej zdolno$ci rozdzielczej jader atomoéw wodoru (protonow)

zarejestrowano dla roztworéw probek polimerowych w deuterowanym chloroformie.
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Nalezy wspomnie¢, ze probki polimerow uzyskanych w procesie polimeryzacji, przed ich
uzyciem do badan byly poddane oczyszczeniu i osuszeniu. Okoto 0.5 ml roztworu kazdej
probki przelano do szklanych probéwek o $rednicy 5 mm, standardowo uzywanych do
badan w spektroskopii wysokiej zdolno$ci rozdzielczej, ktore zamknigto korkiem bez
odgazowania substancji. Rejestracj¢ widm przeprowadzono w temperaturze 293 K. Widma

protonowe, uzyskane dla badanych uktadow, oméwiono w rozdziale 6.2.1.

H

Rysunek 17 Spektrometr NMR Agilent 800 MHz

5.2.4 NMR w badaniach procesu dyfuzji translacyjnej makromolekut

Do badan dyfuzji translacyjnej polimeréw gwiazdzistych wykorzystano spektrometr
NMR Agilent 400 MHz (Rysunek 18) przystosowany zarowno do badan fazy

skondensowanej, jak tez cieczy i roztworé6w w polu magnetycznym o indukcji 9.4 T.

Rysunek 18 Spektrometr NMR Agilent 400 MHz
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Badania dyfuzji translacyjnej gwiazd polimerowych przeprowadzone zostaty
z zastosowaniem metody echa stymulowanego z impulsowym gradientem pola
magnetycznego (ang. PGSE Pulsed Gradient Spin Echo), natomiast analize wynikow
wykonano z zastosowaniem techniki DOSY (ang. Diffusion Ordered Spectroscopy).
Badania te umozliwily wyznaczenie wspotczynnikow dyfuzji translacyjnej molekut, a na
ich podstawie wykonano obliczenia $rednicy hydrodynamicznej molekut badanych
polimeréw oraz sprawdzono, czy stezenie gwiazd polimerowych w roztworze modyfikuje
szybkos¢ ich ruchu translacyjnego. W celu okreslenia zalezno$ci wspdtczynnika dyfuzji od
stezenia polimeru wykonano pomiary dla roztworow D,O probek KW-1-76A oraz
KW-1-76B o stezeniach 4 mg/ml, 8 mg/ml i 16 mg/ml, a probek KW-1-76C i KW-1-76D
o stezeniach 4 mg/ml i 8 mg/ml. Stosujac rozpuszczalnik bezprotonowy radykalnie
eliminuje si¢ silny sygnat od protonow wody, ktory zwykle zaburza rejestrowane widmo.
Roztwory umieszczone zostaty w szklanych probowkach o srednicy 5 mm, ktore sg zwykle
stosowane w spektroskopii NMR wysokiej zdolnosci rozdzielczej. Pomiary
wspotczynnikow dyfuzji przeprowadzono wedtlug standardowego protokotu (shimowanie
pola B,, stabilizacja temperatury probki, pelna relaksacja magnetyzacji, itp.). Pomiary
przeprowadzono w temperaturze 293 K. Do pomiaru uzywano sekwencji echa
stymulowanego z impulsowym gradientem pola magnetycznego (Dpfgdste — DOSY Pulse
Field Gradient Double Stimulating Echo), ktoérej uproszczony schemat przedstawia
rysunek 19. W sekwencji pomiarowej uzywano 32 wartosci gradientow dyfuzyjnych G,
w zakresie od 20 Gs/cm do 1750 Gs/cm, w formie impulséw o statej dtugosci 6 = 2 ms.
Odstep A pomiedzy impulsami gradientowymi G wynosit A =50 ms.

W celu poprawy stosunku S/N rejestrowanych widm stosowano koherentne sumowanie
sygnatu zaniku swobodnej precesji (akumulacj¢ sygnatu FID) w zakresie od 16 do 32.

Czas powtarzania sekwencji wynosit 10 s.

=1 = I-

— o
) A 5
Il oradienty dyfuzyjne [ gradienty homospoil

Rysunek 19 Uproszczony schemat sekwencji Dpfgdste do pomiaréw wspélczynnika dyfuzji
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W celu wyeliminowania sygnatu echa spinowego Hahna, ktory pojawia si¢ w chwili 21
I moze interferowaé z sygnalem echa stymulowanego zaklocajac jego amplitude,
stosowano dodatkowe gradienty zwane homospoil gradients. Przyktadowy wynik pomiaru
wspotczynnika dyfuzji, przedstawiajgcy tlumienie intensywnosci linii rezonansowej
gwiazdy polimerowej w roztworze, pokazano na rysunku 20. Przesunigcie linii
rezonansowej, rejestrowanej podczas pomiaru, wynosi 3.65 ppm i przypisano ja grupom
—CH; w tfancuchu polimeru PEO. Sygnal pochodzacy od tych grup ma najwigksza

intensywno$¢ i dlatego zostat wybrany do wyznaczenia wspotczynnikow dyfuzji.

ﬂ4***¢*¢lli¢+++ffo

390 430 200 13 703 ato

Rysunek 20 Tlumienie dyfuzyjne intensywnosci linii rezonansowej gwiazdy

polimerowej KW-1-76B w roztworze wodnym

Tlumienie dyfuzyjne intensywno$ci linii rezonansowej, z pomini¢ciem procesow

relaksacji, przedstawione na rysunku 21, jest opisane rownaniem:
E =exp (—)/ZDGZAS2 (A - g)) (5)

w ktérym v — jest wspotczynnikiem magnetogirycznym jader atomu wodoru, G — wartoscia
gradientu pola magnetycznego, A — odlegtosciag migdzy impulsami gradientowymi G,
0 — szeroko$cig impulsow gradientowych 1 D — wspoétczynnikiem dyfuzji. Warto$¢

wspoétczynnika dyfuzji D mozna wyznaczy¢ metodg regresji liniowej jako wspotczynnika
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nachylenia linii prostej reprezentujacej zaleznos¢ logarytmu unormowanej amplitudy linii

rezonansowej E od kwadratu wartosci gradientu pola magnetycznego G.

300 4 o Ifi.?ia rezonansowa dla 3.54 ppm
I

250

200

150

100 +

50

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Y'G'5(A-5/3) x10™ [m?/s]

Rysunek 21 Thumienie dyfuzyjne dla probki KW-1-76B o stezeniu 4 mg/ml

5.2.5 Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)

Badania wtlasciwoséci termodynamicznych polimeréw gwiazdzistych wykonano za
pomocg skaningowego kalorymetru réznicowego DSC firmy Perkin Elmer (Rysunek 22),
z zastosowaniem metody kompensacji mocy. Aparat wyposazony jest w sensor, dzigki
ktéremu mozna uzyskaé bardzo matg stalg czasows, a tym samym zachowac duza czutosé
pomiaréw. Pomiary mozna prowadzi¢ w zakresie temperatur od 93 K do 673 K, stosujac

szybkos$ci chtodzenia/grzania od 0.001 do 200 K/min.

=

Rysunek 22 Skaningowy kalorymetr roznicowy z kompensacja mocy DSC (Perkin Elmer)
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Do badan kalorymetrycznych zastosowano probki, ktorych masy wahaty si¢ od 5 do
6 mg. Kazda z nich byla umieszczona w aluminiowym naczynku, ktére zamykano
hermetycznie za pomoca prasy w celu odizolowania probki od gazow zawartych
w powietrzu (np. tlenu), ktore znajduja si¢ w komorze kalorymetru. Kapsutke z probka
umieszczano bezposrednio w komorze pomiarowej. Probke referencyjng stanowito puste
naczynko. Termogramy zarejestrowano z tempem 10 K/min, najpierw w trybie chtodzenia
(do 173 K), a nastgpnie grzania (do 373 K) oraz w celu usunigcia historii termicznej,

powtornego chtodzenia i grzania (od 173 K do 373 K).

5.2.6 Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

W celu oceny morfologii oraz rozmiarow gwiazd polimerowych wykorzystano
skaningowy mikroskop elektronowy (SEM Jeol 7001TTLS, Rysunek 23). Obrazy
uzyskano w modzie obrazowania elektronami wtornymi (SEI), stosujac napigcie

przyspieszajace 10 kV i 15kV.

Rysunek 23 Skaningowy mikroskop elektronowy (Jeol)

Przygotowano dwa roztwory wodne polimeréow o stezeniach 0.2 mg/ml oraz 10 mg/ml,
a takze roztwory o takich samych stezeniach, w ktorych rozpuszczalnikiem byt metanol.
Kroplg roztworu nanoszono na krzemowy wafel, a nastgpnie stosujac metode ,,Spin
coatingu”, dzieki ruchowi obrotowemu otrzymywano cienkg warstwe probki rOwnomiernie
rozprowadzong na powierzchni wafla. Parametry ,,spin coatingu” zostaly dobrane tak, aby

uzyskac jak najciensza warstwe badanych roztworow, co umozliwia szybkie odparowanie
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rozpuszczalnika z probki, zapewniajgc separacj¢ czasteczek polimerow znajdujacych sig
w roztworze. Tak przygotowane probki napylono warstwg przewodzaca (zloto : platyna,
w stosunku 80:20) w celu zapewnienia swobodnego przeptywu elektronéw w obrazowanej

warstwie, co zapewnia ich odptyw z probki.

5.2.7 Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

W celu zobrazowania pojedynczej gwiazdy polimerowej wykonano zdjecia probki
polimeru gwiazdzistego KW-1-76C za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego
120kV (TEM Jeol). Przygotowano roztwory gwiazd polimerowych o st¢zeniu 10 mg/ml
10.2mg/ml w dwoch rozpuszczalnikach — wodzie i metanolu. Wszystkie probki
przygotowano w nastepujacy sposob — siatke do badan TEM zanurzono w badanym
roztworze, a nastgpnie odtozono w ostonigte miejsce w celu odparowania rozpuszczalnika.
Tak przygotowane probki po ok. 0.5h do 2h (w zaleznos$ci od rozpuszczalnika) zostaty
poddane badaniom 2z uzyciem mikroskopu TEM z zastosowaniem napigcia

przyspieszajacego 120kV.

5.2.8 Mikroskopia polaryzacyjna (POM)

Analize struktury badanych polimeréw wykonano za pomoca mikroskopu

polaryzacyjnego (Leica, Rysunek 24).

Rysunek 24 Mikroskop polaryzacyjny (Leica)
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Przygotowanie polimeru do pomiaru polegalo na stopieniu probki na szkietku
laboratoryjnym, przy uzyciu plyty grzewczej, a nastgpnie probke docisnieto szkietkiem
nakrywkowym. Otrzymang cienkg warstwe polimeru ponownie stopiono wygrzewajac ja
przez kilka minut powyzej temperatury topnienia Ty, (wyznaczonej wczesniej na podstawie
pomiarow kalorymetrycznych), co zapewnilo pozbawienie polimeru historii termicznej.
Stopiong probke umieszczano na stoliku grzewczym mikroskopu polaryzacyjnego
zapewniajac obnizenie temperatury ponizej Ty, co umozliwito obserwacje tworzenia
sferolitow, powstajacych w wyniku proceséw krystalizacji zachodzacych w probce.

Obrazy uzyskane przy uzyciu kamery CCD zapisywano w komputerze.

5.2.9 Test MTT

W badaniu zastosowano adherentng linig komorkowsa migsaka
prazkowanokomorkowego (rhabdomyosarcoma — RMS) SMS-CTN udostgpniong dzigki
uprzejmosci dr. Petera Houghtona. Komorki SMS-CTN byly hodowane w pozywce,
w temperaturze 310 K, przy 5% poziomie CO, oraz wilgotnosci wzglgednej powietrza 90%.
Medium uzytym w hodowli byto Dulbecco Modified Eagle’s o wysokim poziomie glukozy
(4.5 g/l), wzbogaconym w 10% ptodowa surowicg bydleca (Gibco) oraz streptomycyne
I penicyling (Gibco).

Komorki zostaly wysiane na 96 dotkowe ptytki (Sarstedt) w ilosci 2-10° komérek na
dotek w koncowej objetosci 100 ul pelnego medium (Rysunek 25 (A)). Komorki
poddawano inkubacji z badanymi zwiazkami po 24 godzinach od wysiewu. Bezposrednio
przed wymiang pozywki hodowlanej przygotowano szereg rozcienczen w seryjnych,
dwukrotnie malejacych stezeniach od 1.6 mg/ml do 0.05 mg/ml. Kontrolg stanowity
komorki, w ktoérych medium hodowlane nie zawierato badanych zwigzkow.

Kazdy punkt pomiarowy odpowiadajacy okreslonemu stezeniu badanej substancji byt
wykonany w tryplikacie. Ponadto eksperyment wykonano w 3 niezaleznych biologicznych
powtorzeniach. Do kazdej studzienki dodawano po 100 pl roztworu o okreslonym
rozcienczeniu badanej substancji w podiozu, w kolejnosci od najnizszego do najwyzszego
stezenia. Komorki inkubowano przez 24 godziny. Po inkubacji komorek z badanymi
polimerami podtoze usuwano i do kazdej studzienki dodawano po 100 pul odczynnika MTT
o stezeniu 0.5 mg/ml (Sigma-Aldrich). Hodowle nastepnie inkubowano przez

1 -2 godziny w wyzej wymienionych warunkach.
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concentration
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Rysunek 25 Hodowla komérkowa SMS-CTN: poddana stymulacji badanymi zwigzkami (A);
po dodaniu MTT (B), schematyczne przedstawienie wysianych komorek na plytce (C)

Po inkubacji mozna byto zaobserwowac zmiang zabarwienia medium (Rysunek 25) oraz
wytrgcone krysztaty formazanu (Rysunek 26). Ptyn znad krysztatdw usuwano delikatnie
przez odpipetowanie, nastepnie do kazdej studzienki dodano 50 pl izopropanolu z kwasem
solnym (mieszanina w stosunku 1:50, kwasu solnego z izopropanolem) i fagodnie
wytrzasano przez kilka minut w celu rozpuszczenia krysztalow. Absorbancj¢ roztworow
mierzono spektrofotometrycznie stosujac fale o dlugosci 570 nm z zastosowaniem czytnika

ptytek (Tecan).

Rysunek 26 Komoérki SMS-CTN (A); komoérki SMS-CTN, w ktorych wytworzyly sie

krysztaly formazanu na skutek aktywnosci MTT (B)
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5.2.10 Test wydajnosci transfekcji

Zdolno$¢ gwiazd polimerowych do dostarczania kwaséw nukleinowych, w formie
plazmidowego DNA kodujacego enzym — lucyferaze (FLuc, pGL3-basic vector, Promega),
zostala zbadana za pomocg testu lucyferazy na komoérkach S2 (DrosophilaSchneider 2).
Komorki S2 zostaly wysiane na 96 dotkowe ptytki (Sarstedt) w ilosci 2-10° komorek na
dotek, i dopetnione do ostatecznej objetosci 100 pl pelnego medium.

Polipleksy przygotowano poprzez wstepne zmieszanie, przez 10 minut, 5ul plazmidu
reporterowego FLuc (pGL3, Promega — 20 ng) w odrebnych, niezaleznych probéwkach
odpowiednio z roztworami 6; 1.2; 0.12; 0.06; 0.012; 0.0012 oraz 0.00012 mg/ml gwiazdy
polimerowej w buforze, ktorym byt 1X PBS. W reakcji kontrolnej reportera pGL3,
plazmid transfekowano za pomocg komercyjne dostgpnego odczynnika transfekujacego,
jakim jest FUGENE HD, przy uzyciu standardowego protokotu opisanego przez Ruby
iinni [130] (pozytywna kontrolna) albo nie uzyto zadnego odczynnika do transfekcji
(negatywna kontrola). Ptytke inkubowano przez 9 godzin, a nast¢pnie dodano 10 ul
roztworu 5.5 mM CuSO,; do kazdej studzienki w celu wywotania ekspresji genu
reporterowego. Po 24 godzinach od transfekcji, do kazdej studzienki dodano 20 pl buforu
do lizy (1X PLB), aptytk¢ poddano wytrzasaniu przez 15 minut. Pomiar aktywnosci
lucyferazy w kazdej studzience dokonano za pomoca pomiaru absorbancji. Absorbancje
roztwordw zmierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 570 nm, z zastosowaniem

czytnika ptytek (Tecan).
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6 PREZENTACJA WYNIKOW

6.1 Synteza biokompatybilnych polimerédw gwiazdzistych na
bazie poli(glikolu etylenowego) z kationowym

I degradowalnym rdzeniem

6.1.1 Synteza crosslinkera

W celu zsyntetyzowania gwiazd polimerowych w pierwszym kroku przeprowadzono
reakcje¢, ktora miata na celu uzyskanie biodegradowalnego monomeru sieciujgcego jakim
jest dwusiarczek bis (2-metakryloilo) oksyetylu (DSDMA), ktorego wzoér strukturalny
przedstawiono na rysunku 27. Warunki reakcji (wspotczynniki molowe oraz ilosci
poszczegolnych reagentow) zostaly zamieszczone w tabeli 1. Najpierw dwusiarczek
bis(2-hydroksy) etylu (BHEDS) wraz kwasem metakrylowym rozpuszczono w 100 mL
dichlorometanu (DCM) i umieszczono w  kolbie reakcyjnej.  Nastepnie
N,N-dicykloheksylokarbodiimid (DCC) i 4-(dimetyloamino) pirydyng (DMAP)
rozpuszczono w niewielkiej ilosci DCM i oba reagenty dodawano bardzo powoli do
mieszaniny reakcyjnej. Mieszaning reakcyjng przygotowano w kolbie okraglodennej

(0 pojemnosci 250 ml), ktorg umieszczono w tazni z lodem i pozostawiono na noc.

Tabela 1 Warunki reakcji do syntezy DSDMA

Wspotczynniki
Stosunki molowe el llos¢
molowe
Bis(2-hydroxy ethyl
(2-hydroxy ethyl) 1 0.025 3.856 g
disulfide (BHEDS)
Kwas metakrylowy 2.1 0.0525 4518 g
DCC 2.2 0.055 11.348 g
DMAP 5%mol 0.005375 0.657 g
DCM 150ml

Nastepnego dnia DCC odsgczono z mieszaniny reakcyjnej. W celu oczyszczenia
otrzymanej substancji przygotowano kolumng z krzemionkg i zebrano odpowiednig frakcje
zawierajaca oczyszczony crosslinker. Wydajnos$¢ tej reakcji wyniosta 84.1%. W celu
potwierdzenia otrzymania zaprojektowanej struktury DSDMA, zarejestrowano widmo

NMR otrzymanej substancji rozpuszczonej w chloroformie (Rysunek 27). Nalezy
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nadmieni¢, ze po przeprowadzeniu reakcji dodano inhibitor, aby zapobiec polimeryzaciji.
W nastgpnym etapie przygotowania gwiazd polimerowych, przed uzyciem crosslinkera,
inhibitor zostat usuniety w procesie przepuszczenia substancji przez kolumne z zasadowg

aluming.

[ren

[ - L .. | S

T T T T T T T T T T T T
6 4 2 [ppm]

Rysunek 27 Widmo *H NMR crosslinkera DSDMA

6.1.2 Synteza gwiazd polimerowych

Badane w niniejszej pracy polimery gwiazdziste zostaly zsyntetyzowane za pomoca
polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu (ATRP) poprzez metode ,,arm first”,
przy czym wykorzystano procedure ,.,one pot”, co oznacza, ze Wszystkie sktadniki byty
umieszczone w jednej kolbie reakcyjnej. Przeprowadzono cztery reakcje réznigce sie
udzialami poszczegdlnych sktadnikow. Stosunki molowe reagentow w poszczegdlnych
reakcjach podano w tebeli 2. Nalezy podkresli¢, ze stosunki molowe zostaty dobrane tak,
aby wzrost udziatu kationowego monomeru w reakcji prowadzit do uzyskania polimerow
ocoraz silniejszych wtasciwosciach kationowych, w kolejnosci od KW-1-76A do
KW-1-76D. Taka strategia miata na celu optymalizacje ilosci DMAEMA niezbednej do
uzyskania uktadow polimerowych 0 wysokiej zdolnosci kompleksowania kwasoéw

nukleinowych 1 uzyskania jak najlepszych wynikow transfekcji.
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Tabela 2 Stosunki reagentow uzyte w poszczegélnych reakcjach

[PEGMA]//[DMAEMA]/[DSDMA]J/[EBiB]o/[CuBr]o/[CuBI,]o [HMTETA],
KW-1-76A 1/0.5/1/0.2/0.19/0.01/0.2
KW-1-76B 1/1/1/0.2/0.19/0.01/0.2
KW-1-76C 1/2/1/0.2/0.19/0.01/0.2
KW-1-76D 1/4/1/0.2/0.19/0.01/0.2

Jako przyktad postuzy reakcja dla probki KW-1-76A, ktora zostata przygotowana
W nastepujacy sposob: PEGs;sMA (Mn = 2080, 2.0 g, 1.0 mmol), DMAEMA (78.6 mg,
0.5 mmol), SDSMA (290.4 mg, 1.0 mmol), HMTETA (54.4 uL, 0.2 mmol), CuBr,
(2.23 mg, 0.2 mmol), toluen (0.5 ml jako standard wewng¢trzy do oznaczen GPC i GC)
i metanol (10 mL) zostaty umieszczone w kolbie Schlenka. Z kolby usunigto tlen poprzez
zastosowanie pigciu cykli typu freeze-pump-thaw (zamrozenie-odpompowanie-
rozmrozenie), anastgpnie kolb¢ napetniono azotem. W atmosferze azotu dodano
odpowiednig ilo$¢ CuBr (27.3 mg, 0.19 mmol) do zamrozonej mikstury. Kolbe zamknigto
szklanym korkiem, a nastepnie wypetniono ponownie azotem, p0 CZym zanurzono w tazni
olejowej o temperaturze 60°C. W osobnej, zamknigtej i uszczelnionej fiolce zostat
odtleniony inicjator w wyniku przepuszczenia przez t¢ fiolke gazowego azotu (przez
30 min), co umozliwito usunigcie tlenu z probki. Odpowiednig ilo$¢ inicjatora EBIB
(29.6 pl, 0.2 mmol) pobrano z fiolki, a nastgpnie wstrzyknigto poprzez boczne ramig kolby
Schlenka za pomocg mikrolitrowej, gazoszczelnej strzykawki przeptukanej azotem, do
topigcej si¢ mieszaniny reakcyjnej. W odpowiednich odstgpach czasu pobierano probki za
pomoca strzykawki wyposazonej w igle ze stali nierdzewnej. Potowa kazdej z pobranych
probek zostata rozcieniczona acetonem w celu dokonania pomiaréw konwersji monomerow
za pomocg chromatografii gazowej (GC). Druga potowa kazdej z tych probek postuzyta do
obserwacji zmian masy czgsteczkowej polimeru, ktore zaszty w wyniku reakcji
polimeryzacji. Pomiary masy czasteczkowej zostaly wykonane z zastosowaniem metody
chromatografii zelowej (GPC), z uzyciem THF jako eluentu. Reakcje zatrzymano po
24 godzinach poprzez otwarcie kolby i ekspozycje mieszaniny reakcyjnej na powietrze.
Otrzymany polimer gwiazdzisty oczyszczano stosujac dialize probek przez 4 dni, przy
czym w pierwszych dwoch dniach dializa byta prowadzona w obecnosci wody

destylowanej, a przez nastgpne dwa dni w obecnosci metanolu. W obu przypadkach uzyto
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membrany dializacyjnej o masie czasteczkowej odcigcia MWCO = 25000 Da. Analogiczng
procedure zastosowano dla pozostatych syntezowanych polimeréw gwiazdzistych.
Wszystkie polimery po oczyszczeniu zostaly poddane procesowi suszenia na powietrzu,
a nastgpnie pod préznig. Tak otrzymane polimery gwiazdziste zostaly poddane dalszej
analizie. Konicowa mase czasteczkowa polimeréw gwiazdzistych oznaczano metoda GPC
MALLS, a ogélng kompozycj¢ gwiazdy przez konwersj¢ monomeréw zmierzonych za

pomocg GC. Uzyskane wyniki przedstawiono w tebeli 3.

Tabela 3 Wlasciwosci zsyntezowanych polimerow. Wszystkie reakcje zostaly
przeprowadzone w 10 ml MeOH, 0.5 ml toluenu i 2.08 g PEGMA w temp. 60°C i zostaly
zatrzymane po 24h [PEGMA]Y/[EBIB]o/[CuBr]o/[CuBr,]o/[HMTETA],=1/0.2/0.19/0.01/0.2,
IDMAEMA]/[SSX];=0.5/1,  °"[DMAEMA]/[SSX]o=1.0/1,  [DMAEMA]/[SSX],=2.0/1,
I DMAEMA]/[SSX],=4.0/1

5 M, THF GPC My, MALLS
Probka 3 3 Mw/M, CoNV,pmaema CoNv,pspma 3 3 Narm
(x10°) [g/dm’] (x10°) [g/dm7]
KW-1-76A% 26.9 1.26 98 % 98 % 80.6 33
KW-1-76B" 25.6 1.24 83 % 90 % 78.7 33
KW-1-76C* 24.8 1.26 92 % 77 % 98.2 42
KW-1-76D° 25.9 1.28 82 % 81 % 86.7 37

Na rysunku 28 przedstawiono krzywe otrzymane w wyniku analizy zmian masy
czasteczkowej badanych probek. Pomiary te wykonano z zastosowaniem chromatografii
zelowej, na ukladzie pracujgcym w tetrahydrofuranie (THF — jako faza nosna)
pozwalajacym na okreslenie polidyspersyjnosci polimeréw oraz wyznaczenie wagowo
srednich mas molowych (M) na podstawie uniwersalnej krzywej kalibracji wykonanej dla
waskich standardow polistyrenowych. Na wykresach przedstawiono krzywe uzyskane dla
probek pobieranych w trakcie przebiegu reakcji polimeryzacji. Na kazdym z wykresow
pierwsza krzywa, ktora uzyskano dla probki pobranej jeszcze przed rozpoczeciem
polimeryzacji, oznaczono kolorem czarnym. Nalezy podkresli¢, ze kazda z tych krzywych
zawiera wylacznie pik z maksimum, ktérego potozenie odpowiada masie czasteczkowej
monomeru, co $wiadczy o tym, ze w badanym uktadzie wystepuja wytacznie monomery,
natomiast zadna z tych krzywych nie zawiera dodatkowego piku, ktory swiadczylby
0 obecnosci polimeréw charakteryzujacych sie wicksza masa czgsteczkows. Natomiast

dodatkowy pik pojawia si¢ po 2h od momentu rozpoczecia reakcji i widoczny jest na
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wszystkich pozostatych krzywych, co $wiadczy o zachodzeniu reakcji polimeryzacji.
Nalezy zaznaczy¢, ze krzywe rejestrowano co godzing, jednak na rysunkach zamieszczono
jedynie wybrane dane eksperymentalne. Ponadto mozna zaobserwowacd, iz maksimum
odpowiadajagce powstajgcemu polimerowi wzrasta, co wskazuje na wzrost frakcji
polimeru, natomiast zwezanie si¢ krzywej §wiadczy o zmniejszaniu si¢ polidyspers;ji
badanych ukladow, towarzyszacej postgpowi procesu polimeryzacji. Ostatnia krzywa
oznaczona na wykresach jako 24Fpur jest krzywsa, ktérg otrzymano dla oczyszczonej,

WYsuSzonej, a nastepnie ponownie rozpuszczonej w THF probki polimeru.

KW-1-76A KW-1-76B
time(h) time(h)
N 0

2

6.5

22

24F
24Fpur

2

6.5

22

24F
24Fpur

10° 10* 10° 10° 10°* 10°
Masa czgsteczkowa Masa czgsteczkowa

KW-1-76D
time(h)

-— 0

KW-1-76C
time(h)

-— 0
— 2

6.5
— 22

24F
e 24Fpur

— 2

6.5
— 22

24F
m— 24Fpur

10° 10°* 10° 10° 10* 10°
Masa czgsteczkowa Masa czgsteczkowa

Rysunek 28 Krzywe chromatograficzne dla badanych préobek polimerow gwiazdzistych

Pomiary wykonane za pomocg chromatografii gazowej 1 zelowej pozwolily na
obliczenie $redniej liczby ramion Ngm przypadajacej na jedng czasteczke dla kazdego ze
zsyntetyzowanych polimerow gwiazdzistych. Do wyznaczenia Nam WyKorzystano

ponizszy wzor:
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_ My, maLLs < Xarm(MpMAEMATMPEGasMA) (6)

Narm -
Mn arm Xarm(MpMAEMATMPEGasMA) T McoreCONVcore

gdzie MymaLLs — Srednia masa czasteczkowa gwiazdy polimerowej wyznaczona za
pomocg chromatografii zelowej z detektorem MALLS, M, 5rm — SUma mas czgsteczkowych
monomeru PEGs;MA i DMAEMA, mMpuaema — masa monomeru DMAEMA uzytego
w reakcji, Mpegcasma — mMasa monomeru PEG4;MA uzytego w reakcji, Meye — Masa
monomeru DSDMA uzytego w reakcji, CONVeore — Konwersja DSDMA, Xam — udziat
wagowy ramion wbudowanych do gwiazdy w stosunku do poczatkowo dodanego

monomeru PEG4MA. Xym zostal obliczony na podstawie ponizszego wzoru:

Astar(mDMAEMA (dn/dc)DMAEMA+mPEG45MA (dn/dc)PEG45MA)—(1—Astar) (dn/dc)wremcoreconvcore )

X arm

(mpmaema+mpecasma) (2, ) arm

gdzie: Meore | CONVeore — Masa monomeru DSDMA w wyj$ciowe] mieszaninie i stopnien
jego przereagowania, (dn/dc)am — gradient wspotczynnika zatamania $wiatta (wyznaczony
z pomiarow GPC MALLS), Asar — frakcja polimeréw gwiazdzistych, okreslona przez
roztozenie krzywej GPC na frakcje o duzej i matej masie czasteczkowej z uzyciem funkcji
Gaussa. Wartosci (dn/dc) dla liniowego PEG i polyDMAEMA w rozpuszczalniku THF,
wynoszg odpowiednio 0.78ml/g i 0.149 ml/g [131] w temperaturze 308 K, natomiast
wartos¢ (dn/dc) dla polyDSDMA wynosi 0.058ml/g. Liczbe ramion w czgsteczce

obliczong dla poszczegdlnych polimerow zamieszczono w tebeli 3.
6.2 Badania struktury i dynamiki polimerow gwiazdzistych

6.2.1 Magnetyczny Rezonans Jadrowy (NMR)

Dla otrzymanych polimeréow, o wysokiej masie czasteczkowe] 1 niskiej
polidyspersyjnosci, przeprowadzono badania NMR, aby sprawdzi¢ zgodnos¢
zaprojektowanej struktury z ta, ktorg uzyskano w wyniku reakcji polimeryzacji.
Schematyczny wzor strukturalny polimeru gwiazdzistego przedstawiono na rysunku 29.

Na rysunkach 30 i 31 przedstawiono widma *H NMR roztworéw probek KW-1-76A
oraz KW-1-76D w chloroformie. Widma uzyskane dla pozostaltych dwoch probek
zamieszczono w dodatku A Mozna zauwazy¢, ze we wszystkich widmach potozenia linii
rezonansowych sg podobne. W widmach mozna wyrdzni¢ waskie linie obserwowane
w zakresie 3.5 — 3.7 ppm, ktore odpowiadajg protonom ,ruchliwych” grup
oksyetylenowych (oznaczone jako B i C na schemacie) znajdujacych si¢ w ramionach

PEO. W zwiazku z tym, iz grupy —CHj3 znajduja si¢ na koncu tancuchéw PEO 1 sg bardzo
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ruchliwe (protony oznaczone jako A), mozna dla nich zaobserwowaé¢ waska linig
rezonansowa znajdujaca si¢ przy 3.4 ppm. Natomiast protony grup —CHs; sasiadujacych
z czwartorzedowym weglem (oznaczone jako G, G’ 1 G”) daja wkiad do lini absorpcyjnej
obserwowanej w zakresie od 0.5 do 1.5 ppm. Z kolei szerokie linie nalezy przypisaé
protonom grup usztywnionych, znajdujacym si¢ w rdzeniu gwiazdy. Nalezg do nich m.in.
protony grup —CH, sasiadujace z czwartorzedowym weglem (oznaczone F, F’ oraz F”),
ktore wykazuja bardzo poszerzony sygnal wystepujacy pomigdzy 0.5 — 1.5 ppm. Taka
samg sytuacje mozna zaobserwowa¢ w przypadku protonow grup —CH; znajdujacych si¢
W sasiedztwie tlenu (oznaczone jako E, H, L i L’), ktorym odpowiada szeroka linia
potozona w zakresie od 4 do 4,5 ppm. Nalezy zauwazy¢ natomiast rdznice w szerokosci
linii absorpcyjnych, odpowiadajacych protonom grup —CHs; w sgsiedztwie azotu
(oznaczone jako J 1 K), ktore w przypadku probek KW-1-76A 1 B potozone sg w zakresie
1.4 — 2.3 ppm oraz sg liniami waskimi poszerzonymi u podstawy, natomiast w przypadku
KW-1-76C i D, charakteryzuja si¢ znacznym poszerzeniem. Szerokie linie rezonansowe
odpowiadajace protonom grup —CH>, znajdujacych si¢ w sasiedztwie siarki, potozone sa
w zakresie 2.8 — 3.2 ppm. Z kolei protony grup —CH, znajdujacych si¢ w krotkich
ramionach kationowego DMAEMA, przy azocie (oznaczone jako I), wyraznie widoczne
w przypadku probek KW-1-76C i D w zakresie ok. 2.2 — 3 ppm s3 znacznie mniej
intensywne dla probek KW-1-76A i B.

Rysunek 29 Schematyczny wzor strukturalny gwiazdy polimerowej
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Rysunek 30 Widmo ‘H NMR prébki KW-1-76A w chloroformie

KW-1-76D_1H {65
KW-1-76D; 1H, §00MHz; CDC3, 25C
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Rysunek 31 Widmo ‘H NMR prébki KW-1-76D w chloroformie

6.2.2 Dyfuzja (Magnetyczny rezonans jadrowy)

Pomiary wspotczynnikéw dyfuzji translacyjnej zsyntezowanych roztworéw polimerdéw

gwiazdzistych w D,0O wykonano metodg magnetycznego rezonansu jadrowego. Wynikiem
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eksperymentow dyfuzyjnych sg widma DOSY, z ktorych jedno, dla wybranej probki
KW-1-76B, zostato przedstawione w formie kontur plotu na rysunku 32. Prezentowane
widmo przedstawia kontur linii rezonansowej, ktorej potozenie i ksztatt mozna odczytaé na
osi poziomej, wyskalowanej w jednostkach przesunigcia chemicznego, a wspdiczynnik

dyfuzji D, na osi pionowej widma.

F1 (101 m2/s) J\
0. 2—5
0. 3—5

<::ﬁf: |

17— T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 F2{ppm)

Rysunek 32 Widmo DOSY dla roztworu o stezeniu 4 mg/ml w D,O probki KW-1-76B

Tabela 4 Wspolczynniki dyfuzji i promienie hydrodynamiczne polimeréw gwiazdzistych

Wspétczynnik dyfuzji D | Promien hydrodynamiczny Ry,
10™ [m?%/s] 10° [m]
4 mg/ml 2.54 6.78
KW-1-76A 8 mg/ml 2.46 7.00
16 mg/ml 2.48 6.95
4 mg/ml 3.70 4.66
KW-1-76B | 8 mg/ml 3.61 4.74
16 mg/ml 3.46 4.95
4 mg/ml 4.22 4.05
KW-1-76C | 8 mg/ml 4.10 4.20
16 mg/ml - -
4 mg/ml 2.75 6.26
KW-1-76D 8 mg/ml 2.69 6.36
16 mg/ml - -
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Zmierzone warto$ci wspolczynnikéw dyfuzji pozwolity na obliczenie promieni
hydrodynamicznych, a tym samym rozmiarow gwiazd polimerowych na podstawie
zaleznosci (2). Wyniki badan proceséw dyfuzji dla roztwordw zsyntetyzowanych
polimerow gwiazdzistych w D,0 o stezeniach 4, 8 oraz 16 mg/ml zostaly przedstawione
w tabeli 4. Jak mozna zauwazy¢ wspoélczynniki dyfuzji nie ulegaja znaczagcym zmianom

wraz ze wzrostem st¢zenia badanych roztworéw polimeréw gwiazdzistych.

6.2.3 Dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS)

Otrzymane gwiazdy polimerowe zostaly poddane badaniom 2z zastosowaniem
dynamicznego rozpraszania $wiatta w celu okreslenia ich wielko$ci oraz wyznaczenia
potencjalu  zeta. Badaniom poddano prébki w postaci wodnych roztwordow

0 stezeniu 4 mg/ml.

Fozmiar (d.nm})

|i§red nia z min i max shupkami I:rhgdu|

Rysunek 33 Rozklad $rednic molekul polimeru gwiazdzistego KW-1-76B

w roztworze wod nym

Na rysunku 33 przedstawiono wykres rozktadu $rednic molekut dla wybranej probki
KW-1-76B w roztworze wodnym, otrzymany z zastosowaniem metody DLS. Kazdy punkt
pomiarowy wyznaczono jako $rednig z trzech pomiaréw. Wyznaczone na podstawie
powyzszych pomiaréw S$rednice czgsteczek dla wszystkich badanych uktadéw
polimerowych przedstawiono w tabeli 5. Nalezy zauwazy¢, iz rozmiary $rednic molekut
polimeréw gwiazdzistych sg zblizone i wynosza ok. 10 nm. Analiza obrazéw polimerow
gwiazdzistych w roztworze (Rysunek 34) uzyskanych za pomocg DLS nanosight

potwierdza wyzej wymieniong warto$¢ rozmiaru gwiazd polimerowych.
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Rysunek 34 Zdjecie uzyskane dla molekul polimeru KW-1-76B w roztworze
wodnym z uzyciem DLS Nanosight

Przewidywano, ze czasteczka w probce KW-1-76D, charakteryzujacej si¢ najwigksza
zawarto$cig monomeru kationowego (zgodnie z analizag konwersji monomeréw w reakcji
polimeryzacji), bedzie miata najwickszy rdzen, a tym samym bedzie wykazywaé
najwiekszy rozmiar. Wyniki pomiarow wskazuja jednak, Zze posiada ona najmniejsza
srednice o wartosci 8.98 nm. Natomiast gwiazda KW-1-76A, z najmniejszg iloscig

kationowego sktadnika, odznacza si¢ najwigksza §rednicg wynoszaca 10.83 nm.

Tabela 5 Wyniki pomiaréw DLS dla polimeréw gwiazdzistych

Probka Potencjal Zeta (mV) Dp (nm)
KW-1-76A -1.78 £ 0.35 10.83 +0.19
KW-1-76B 30.6 £2.1 9.5+0.7
KW-1-76C 254 +2.8 9.99 +0.27
KW-1-76D 46.6 £2.5 8.98 £ 0.37

Przy pomocy DLS wyznaczono réwniez potencjat zeta, ktorego wartosci dla wszystkich
badanych probek zamieszczono w tabeli 5. W przypadku probki KW-1-76A, cechujacej si¢
najmniejszg iloscig kationowego monomeru kationowego (zgodnie z analizg konwersji
monomerow w reakcji polimeryzacji), obserwowano ujemny potencjal zeta. Zgodnie
z przewidywaniami wzrost zawartosci sktadnika kationowego w badanych uktadach

prowadzit do wzrostu potencjalu zeta, ktory dla wszystkich pozostatych probek
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przyjmowal wartosci dodatnie, a jego najwigkszg wartos¢ (46.6 mV) zaobserwowano
w przypadku polimeru KW-1-76D, charakteryzujacego si¢ najwigkszg zawartoscig

kationowego sktadnika.

KW-1-76A
40 - = przed degradacjg
Dh=10.83 +0.19
== nO degradacji 1 dzien
30 po degradaciji 2 dzien
§ | _
o 20-
/2]
S |
2
2 10
©)
0- ﬁﬂ T ) -
10" 10° 10" 10° 10° 10
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D,=9.5+0.7
== po degradacji 1 dzien
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10" 10° 10’ 10

Srednica hydrodynamiczna [nm]
Rysunek 35 Badania degradacji prébek KW-1-76A i KW-1-76B za pomoca DLS

Gwiazdy polimerowe dzigki znajdujagcym si¢ w rdzeniu mostkom dwusiarczkowym
mogg zosta¢ zdegradowane do rozmiaréw pozwalajacych na ich samoistne usunigcie przez
komorke. Metode DLS zastosowano rowniez do zbadania procesu degradacji polimerow
gwiazdzistych. W tym celu najpierw sporzadzono 100 mM roztwor glutationu (GSH),

ktory wystepuje w komoérkach zywych 1 jest odpowiedzialny za redukcje wigzan
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dwusiarczkowych do grup —SH. Wystepujacy naturalnie w organizmie ludzkim, GSH,
bedzie powodowat proces rozpadu czasteczek polimeréow gwiazdzistych wowczas, gdy
zostang one zastosowane w formie wektoréw. Wyzej wymieniony roztwor zostal uzyty do
przygotowania roztworéw gwiazd polimerowych o stezeniu 2 mg/ml. Wyniki badan zmian
rozktadu $rednicy hydrodynamicznej polimerow gwiazdzistych w tym roztworze,

wystepujace wskutek procesow degradacji, zostaty przedstawione na rysunkach 35 i 36.
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Srednica hydrodynamiczna [nm]
Rysunek 36 Badania degradacji probek KW-1-76C i KW-1-76D za pomoca DLS

Przed degradacja $rednica czasteczek polimeru wynosita ok. 10 nm, co objawito si¢
wystepowaniem maksimum rozktadu dla =zblizonej do tej wartosci $rednicy

hydrodynamicznej czasteczek. Juz po jednym dniu zaobserwowano znaczgcg zmiang
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w rozktadzie §rednic, a mianowicie pojawienie si¢ piku odpowiadajacego o rzad wielkosci
mniejszej srednicy czasteczek. Dla badanych polimeréw (z wyjatkiem probki KW-1-76A),
po czasie powyzej 24 godzin, w catym zakresie badanych $rednic polimeru obserwowano
za kazdym razem tylko jedno maksimum, odpowiadajgce $rednicom molekut znacznie
ponizej] Inm, $wiadczace 0 tym, iz wszystkie czasteczki polimeru zdegradowaty
I w uktadzie nie wystepuja agregaty. Eksperyment prowadzono przez okres 5 dni, jednakze
w kolejnych dniach badan nie zaobserwowano juz znaczacych zmian $rednicy polimeru.
Jedynie w przypadku probki KW-1-76A po 2 dniach degradacji pojawit si¢ dodatkowy pik
przy ok. 2000 nm, co moze $wiadczy¢ o agregacji polimerow, ktora whasciwie dotyczy ich
zdegradowanych fragmentow. Pozostate probki sa stabilne i nawet po poddaniu ich

procesowi degradacji przez okres 5 dni nie zaobserwowano zadnego rodzaju agregacji.

6.2.4 Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)

Wykonano badania kalorymetryczne polimerow gwiazdzistych: KW-1-76 A, KW-1-76B,
KW-1-76C oraz KW-1-76D. Termogramy DSC uzyskane w trybie grzania i chlodzenia
przedstawiono na rysunku 37 i rysunku 38. Na podstawie analizy pikow topnienia
I krystalizacji (wykonanej z zastosowaniem programu OriginPro 9.0) wyznaczono
temperatury topnienia Tm i krystalizacji Tc dla wszystkich badanych uktadow. W celu
okreslenia zmiany entalpii dla procesu topnienia (entalpia topnienia aHy,) oraz zmiany
entalpii dla procesu krystalizacji (entalpia krystalizacji 4Hc) obliczono pola powierzchni
odpowiednio dla pikow endotermicznych oraz egzotermicznych. Wartosci wyzej
wymienionych parametrow wyznaczone dla probek pozbawionych historii termicznej
(z termogramow uzyskanych dla probki uprzednio stopionej) zamieszczono w tabeli 6.

Udziat fazy krystalicznej obliczono na postawie wzoru [58]:

AH

Xc = m (8)

Gdzie AHPE? oznacza entalpie topnienia dla catkowicie krystalicznego PEO (206.2 J/g),
ktorg wyznacza si¢ poprzez ckstrapolacje (eksperymentalnej zaleznosci entalpii
krystalizacji AH od stopnia krystalicznosci X. polimeru) do wartosci AH odpowiadajacej

polimerowi o 100% stopniu krystalicznosci.
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Rysunek 37 Termogramy zarejestrowane dla polimeréow gwiazdzistych

w trybie grzania i chlodzenia, dla prébek KW-1-76A oraz KW-1-76B
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Rysunek 38 Termogramy zarejestrowane dla polimeréw gwiazdzistych
W trybie grzania i chlodzenia, dla prébek KW-1-76C oraz KW-1-76D

Na termogramach (Rysunek 37 oraz Rysunek 38) widoczne jest, ze dla kazdego
badanego polimeru warto$¢ temperatury topnienia Ty, W drugim przebiegu jest mniejsza.
Na termogramach zarejestrowanych w trakcie chtodzenia odnotowano obecno$c

dodatkowego, niewielkiego piku (wyraznie widoczny po powickszeniu wykresu),
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wystepujacego w temperaturach znacznie ponizej T, wyraznie zarysowanego w przypadku
probki KW-1-76D.

Tabela 6 Parametry wyznaczone na podstawie analizy termograméw DSC

Tm [°C] | AHm [I/g] | Tc[°C] | AH [)/g] | X" [%]
KW-1-76A 42.1 93.5 18.7 -86.3 45
KW-1-76B 41.1 89.9 17 -82.1 44
KW-1-76C 39.0 82.7 17 -75.2 40
KW-1-76D 35.3 70.0 11 -54.7 34

Obliczono rowniez stopnien krystaliczno$ci ze wzoru (11), ktory jest najwyzszy dla
probki KW-1-76A, a najnizszy dla probki KW-1-76D. Trzeba mie¢ jednak $wiadomosc,
iz obliczenia te majg charakter przyblizony, gdyz w przypadku tych obliczen zaniedbujemy

mase rdzenia i przyjmujemy, iz gwiazdy sa catkowicie zbudowane z ramion PEO.

6.2.5 Techniki mikroskopowe w badaniach polimeréw gwiazdzistych

6.2.5.1 Optyczna mikroskopia polaryzacyjna (POM)

Wykonano zdjg¢cia z zastosowaniem mikroskopii polaryzacyjnej dla liniowego PEO
(0 masie czasteczkowej M,=10%, dla probki KW-1-76C oraz dla substancji wyj$ciowej
zastosowanej do syntezy badanych w tej pracy kationowych gwiazd polimerowych, ktora
byt monomer PEG4sMA. Zdjecia te zarejestrowano w trakcie krystalizacji wyzej
wymienionych substancji w temperaturze okoto 10°C ponizej temperatury topnienia dla
kazdej z probek. Wyniki przestawiono na rysunku 39. Zdjecia uzyskane dla stopionego
polimeru (nie zostaty zamieszczone w niniejszej pracy) przedstawiaja polimer catkowicie
przezroczysty, bez zadnych widocznych form krystalicznych. Natomiast pojawiajace si¢
koliste obiekty (juz po minucie w przypadku liniowego PEO) s3 odzwierciedleniem
powstajacych w probee sferolitow. Dla liniowego PEO wraz z uptywem czasu wyraznie
widoczny jest wzrost $rednic sferolitow oraz wystgpienie obiektow roznej wielkosci
(spowodowane réznym czasem ich zainicjowania) dostrzegalne juz po pigciu minutach od
poczatku obserwacji. Po uptywie 10 minut mozna zauwazy¢, iz brzegi sferolitow
zaczynajg si¢ ze sobg styka¢ tworzac polgczone ze sobg wielokatne figury z wyrazng
granicg oddzielajaca kazda z nich od pozostalych. Podobne zachowanie wykazuja

pozostate probki, jednakze w przypadku probek PEG4MA 1 KW-1-76C sferolity maja
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zdecydowanie mniejsze rozmiary. Z kolei dla tych probek proces krystalizacji przebiega
bardzo szybko, gdyz po 10 minutach uktady te sg juz catkowicie skrystalizowane.

PEO liniowy PEG;s MA KW-1-76C
Temp. 45-47°C Temp. 38-40°C Temp. 29°C

1 min

400pm 200pm 200pm

s, 400pm . 200um 200pm

10 min

200pm 200pm

SS9,
Rysunek 39 Zdjecia wykonane z zastosowaniem POM obrazujace wzrost

sferolitow, zachodzacy w wyniku krystalizacji PEO

6.2.5.2 Skaningowa Mikroskopia Elektronowa (SEM)

W celu oceny topografii oraz struktury polimeréw gwiazdzistych wykonano badania
obrazowe za pomoca SEM, uzyskujac informacje o strukturze i morfologii powierzchni
badanych polimeréw. Dla wszystkich polimerow wykonano szereg zdje¢ z roéznym
powickszeniem. Na rysunkach 40 — 43, przedstawiajacych zdjecia SEM wykonane dla
probki KW-1-76C, mozna zaobserwowa¢ kuliste obiekty. Podobne obrazy uzyskano dla
pozostatych prébek, dlatego w niniejszej pracy zamieszczono zdjgcia powierzchni tylko
dla jednego, wybranego polimeru. Wybor powigkszenia dobrano tak, aby jak najlepiej
uwidoczni¢ charakterystyczng budoweg badanych polimeréw — od ujecia powierzchni
calego obiektu (agregatu) az do obrazow struktur o rozmiarach nanometrycznych.

W  przypadku probek rozpuszczonych w wodzie, a nastgpnie natozonych na
powierzchni¢ wafla krzemowego, obserwowano wieksze agregaty gwiazd. Wowczas gdy
rozpuszczalnikiem byt metanol uzyskano agregaty o mniejszych rozmiarach. Niestety,
pomimo wytwarzania cienkich warstw roztworow polimerowych, przy uzyciu metody

,»Spin coatingu”, nie udato si¢ uzyska¢ obrazéw pojedynczych gwiazd.
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Na rysunku 40 widoczny jest agregat o srednicy okoto 40um. Jednakze po 10-krotnym
powigkszeniu powierzchni polimeru (Rysunek 41) mozna zauwazy¢ obecno$¢ w strukturze
charakterystycznych kulistych ksztaltoéw. Prawdopodobnie obserwowane agregaty
powstaty w wyniku odparowania rozpuszczalnika wskutek skupiania si¢ i fgczenia molekut

polimerow gwiazdzistych.

10pm CNBM
10.0kV SEI

lpm  CNBM
10.0kV SEI SEM WD 9.5mm

Rysunek 41 Zdjecie SEM probki KW-1-76C; powiekszenie — 8,500 x (roztwoér wodny)
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Woweczas, gdy rozpuszczalnikiem jest metanol, ktoéry odparowuje znacznie szybciej niz
woda, molekuly polimeru maja znacznie mniej czasu aby zorganizowaé si¢ w wicksze
skupiska, a w konsekwencji powstaja agregaty o zdecydowanie mniejszych rozmiarach,
rzedu 200 nm. Rowniez w tym przypadku widoczne jest uksztaltowanie powierzchni, ktore

wygladem przypomina strukture piteczki golfowe;.

_— 10nm CNBM
X 430,000 15.0kV SEI SEM WD 3.5mm

Rysunek 42 Zdjecia SEM probki KW-1-76C; powiekszenie — 430,000 X (roztwér w metanolu)

— 10nm CNBM
X 550,000 15.0kV SEI SEM WD 3.5mm

Rysunek 43 Zdjecia SEM probki KW-1-76C; powiekszenie — 550,000 x (roztwér w metanolu)
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Warto zauwazy¢, ze tworzace ja kuliste elementy majg $rednice rzedu 10 nm. Taki rzad
wielkos$ci odpowiada rozmiarowi molekut polimerdéw gwiazdzistych, ktory wyznaczono na
podstawie badan DLS, zatem mozna zatozy¢, ze obserwowany obiekt tworza molekuty

polimerowe polaczone w jeden aglomerat.

6.2.5.3 Transmisyjna Mikroskopia Elektronowa (TEM)

Zdjgcia TEM probki polimeru gwiazdzistego KW-1-76C zamieszczono na rysunku 44
I rysunku 45. Przeprowadzono szereg prob, aby otrzymac jak najlepsze obrazy badanych
uktadow. W tym celu nakrapiano roztwory gwiazd polimerowych na siatki do badan TEM,
jak rowniez wykorzystywano metode ,,Spin coatingu”. Najlepsze rezultaty uzyskano
wowczas, gdy przygotowujac preparat do badan, najpierw zanurzano siatk¢ weglowa
W roztworze polimeru, a nastgpne pozostawiano ja w ostonigtym miejscu do czasu

odparowania rozpuszczalnika.

"lt' v ,
”/Afz’.s )
?". v \

A

Rysunek 44 Obraz TEM probki KW-1-76C (A), pojedynczego klebka polimeru
gwiazdzistego (B) oraz schematyczne przedstawienie splatania gwiazd polimerowych (C)

W celu otrzymania obrazu pojedynczej gwiazdy polimerowej wykonano pomiary dla
szeregu roztwordéw gwiazd polimerowych o réznych stezeniach. W zaleznos$ci od stgzenia
roztworu wyjsciowego badane uktady wykazywaly tendencje do wystepowania silniejsze;j
lub stabszej tendencji do agregowania molekut gwiazd polimerowych. W niniejszej pracy

przedstawiono najlepsze obrazy TEM, ktore uzyskano dla badanych roztworow. Analiza
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obrazu TEM przedstawionego na rysunku 44 wskazuje, ze najprawdopodobniej ramiona
gwiazd polimerowych po odparowaniu roztworu pozostaja splatane, cO Uniemozliwia
ogladanie pojedynczych molekut. Agregaty gwiazd polimerowych wykazujg strukture
podobng do tej, jakg posiada wata cukrowa (Rysunek 44 A) — na obrazie TEM mozna
wyr6zni¢ pojedyncze molekuty, majace posta¢ kiebkow (Rysunek 44 B), ktoérych ramiona
najprawdopodobniej przenikajg si¢ wzajemnie (Rysunek 44 C).

Analiza obrazow TEM probek otrzymanych z roztworu metanolu o wysokim stezeniu
polimeru 10 mg/ml (Rysunek 45) wskazuje, ze na skutek odparowania rozpuszczalnika
otrzymano do$¢ duze agregaty. Jednakze dla wigkszych powigkszen zaobserwowano
w strukturze uktadu mate obiekty kuliste o wielkosci od 10 — 30 nm, ktére mozna
zinterpretowac¢ jako pojedyncze czasteczki gwiazd polimerowych. Najprawdopodobniej ze
wzgledu na silne oddziatywania pomiedzy ramionami (fancuchami PEO) nalezacymi do
sgsiednich gwiazd, nast¢puje ich wzajemne przenikanie, prowadzace do wytworzenia
skupiska molekut bez wyraznie zarysowanych granic pomigdzy poszczeg6lnymi
gwiazdami.

Woéwczas gdy do badan uzyto roztwordow bardziej rozcienczonych (Rysunek 46), to na
powierzchni siatki, na ktorg zostal naniesiony polimer mozna bylo znalez¢ wiele
niewielkich agregatdow przypominajacych skupiska matych kuleczek waty cukrowe;.
Jasniejsza otoczka moze by¢ obrazem ramion gwiazd polimerowych. Pomimo, Zze polimery
weglowodorowe charakteryzuja si¢ malym kontrastem, jednak na obrazach TEM
widocznych na rysunkach 45 i 46, mozna wyodrebni¢ pojedyncze obiekty w postaci kulek
o0 rozmiarach 10 — 20 nm, ktére najprawdopodobniej odpowiadaja pojedynczym gwiazdom

polimerowym.
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50 nm

Rysunek 45 Zdjecie uzyskane z uzyciem mikroskopu TEM dla roztworu
polimeru gwiazdzistego KW-1-76C o stezeniu 10 mg/ml, przy rosnacym
powigkszeniu (A) — (C)

-91-



PREZENTACJA WYNIKOW

Rysunek 46 Zdjecie uzyskane z uzyciem mikroskopu TEM dla roztworu
polimeru gwiazdzistego KW-1-76C 0 stezeniu 0.2 mg/ml, przy rosnacym
powigkszeniu (A) — (C)
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6.3 Badania biologiczne polimeréw gwiazdzistych

6.3.1 Cytotoksycznos¢

W celu okreslenia stopnia toksycznos$ci zsyntetyzowanych zwigzkoéw wykonano test
MTT. Poziom toksyczno$ci badanych polimeréow (KW-1-76A-D) wyznaczono przez
poréwnanie toksycznosci kazdego typu polimeru gwiazdzistego oraz polietylenoiminy
(PEI). Ze wzgledu na wysoka wydajnos¢ transfekcji, PEI jest uwazana za ,,ztoty” standard
i jest czesto stosowana w badaniach poréwnawczych wprowadzania kwasow
nukleinowych do komorki [132 — 133]. Badanie zywotnosci wykonano przez pomiar
absorbancji roztwordw za pomocg czytnika ptytek (Tecan) przy dtugosci fali 570 nm.

Zywotno$¢ komorek, w obecnosci okreslonego stezenia badanego polimeru, obliczono
odnoszac odpowiednio, warto$ci absorbancji uzyskane dla poszczegdlnych stezen
badanych polimeréw, do warto$ci absorbancji komoérek kontrolnych, przyjmujac
absorbancje roztworu dla komorek kontrolnych za 100%. Uzyskane wyniki przedstawiono

na rysunku 47.

120

100 -

80 -
B komorki

60 - H 76A
m 76B

40 - m76C
m 76D

20 - m PEI

O .
komaorki 1.6 0.8 0.4 0.2 0.1 0.05

Rysunek 47 Zaleznos$¢ przezywalno$ci komorek od stezenia badanych

polimeréw okreslana w teScie MTT

Wyniki wykonanego testu cytotoksycznosci wykazaly niskg cytotoksycznos¢ wszystkich
badanych polimeréow gwiazdzistych. Nalezy podkresli¢ fakt, iz wszystkie badane probki

wykazuja mniejszg toksyczno$¢ niz powszechnie stosowany zwigzek jakim jest PEI [134]
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w calym zakresie stezen. TO znaczy, ze nie redukuja przezywalno$ci komoérek ponizej
poziomu 80% w stosunku do komorek hodowanych w samym medium, bez dodatku
polimeru. Mozna zauwazy¢, ze wlasciwos$ci toksyczne sg zalezne od stezenia polimeru.
Najlepsze rezultaty uzyskano przy stezeniach z zakresu od 0.2 do 0.05 mg/ml, dla ktoérych
przezywalno$¢ komorek jest wyzsza niz w przypadku stezen z zakresu od 0.4 do
1.6 mg/ml. Ponadto polimer zawierajacy w swojej strukturze wigcej kationowego
sktadnika (KW-1-76D) wykazuje nieznacznie wyzsza toksyczno$¢ od pozostatych,

jednakze jest to toksyczno$¢ dopuszczalna w przypadku badan in vitro.

6.3.2 Transfekcja

Badania majace na celu okre§lenie mozliwo$ci zastosowania polimeru gwiazdzistego
jako wektora, zostaly przeprowadzone za pomoca pomiaru poziomu ekspresji genu
reporterowego lucyferazy (FLuc, pGL3-basic vector, Promega) z uzyciem testu lucyferazy.
Polipleksy — utworzono przez potaczenie polimeru gwiazdzistego KW-1-76C
I reporterowego plazmidu (pDNA), po czym przeprowadzono ich transfekcj¢ do komorek.
Wyniki przeprowadzonego testu przedstawiono na rysunku 48. Stupek oznaczony na
wykresie jako ,pos ctr’ oznacza poziom aktywnosci lucyferazy uzyskany po
wprowadzeniu genu reporterowego za pomoca komercyjnie dostgpnego czynnika
transfekcyjnego jakim jest FUGENE HD. Stupek oznaczony ,neg ctr” odpowiada
poziomowi aktywnos$ci lucyferazy uzyskanemu przy braku systemu wspomagajacego
transfekcj¢. Stupki oznaczone jako 76 oraz PEl odpowiadajg poziomom aktywnosci
lucyferazy, uzyskanymi po transfekcji plazmidu, odpowiednio badanym polimerem
KW-1-76C i polietylenoiming (PEI). Badania wydajnosci transfekcji wykonane dla stezen
polimerow o wartosciach z zakresu od 1.2:10° mg/ml do 6 mg/ml

pokazano na rysunku 48.
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Rysunek 48 Wydajnos¢ transfekcji gwiazdy polimerowej KW-1-76C, tylko plazmid DNA
(neg ctr, bez czynnika transfekujacego), 20 ng plazmidu z FuGENE-HD (pos ctr), rézne
stosunki gwiazda/pDNA (76), oraz rézne stosunki PEI/pDNA (PEI)

Wedlug przeprowadzonych badan najlepsza wydajno$¢ transfekcji posiada polimer
oznaczony jako KW-1-76C. Maksymalny poziom aktywnos$ci lucyferazy uzyskano
w przypadku polipleksu utworzonego na bazie roztworu polimeru gwiazdzistego
KW-1-76C o stezeniu 0.012 mg/ml. Zarowno przy stezeniach roztworéw polimerowych
wyzszych, jak 1 nizszych niz 0.012 mg/ml, obserwowano mniejszg skutecznos¢ transfekcji
wytworzonych poliplekséw. Polimer gwiazdzisty KW-1-76C we wszystkich testowanych
stezeniach wykazuje zdecydowanie lepsza zdolnos¢ transfekcji w poréwnaniu z PEL
Mozna zatem stwierdzi¢, ze badane polipleksy wykazuja dobrg zdolnos$¢ transfekcji

niezaleznie od stezenia roztworu polimerowego uzytego do ich wytworzenia.
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7 DYSKUSJA WYNIKOW

Polimery gwiazdziste wydaja si¢ by¢ obiecujacg klasg materiatow, ktére w przysztosci
moga znalez¢ zastosowanie jako nosniki lekow i kwasow nukleinowych. Taka aplikacja
wymaga jednak kompleksowej charakterystyki tych uktadow. Wsrod ich zalet mozna
wymieni¢ dobrze zdefiniowang struktur¢, mozliwos¢ dopasowania ich rozmiarow
odpowiednio do potrzeb danej aplikacji, stabilno$¢ i biokompatybilnos¢. Polimery
gwiazdziste w swej geometrii przypominaja dendrymery, jednakze sg od nich tansze
| tatwiejsze w produkcji. Powigzanie ze sobg wszystkich parametréw idealnego wektora
takich jak biokompatybilnos¢, nietoksycznosé, biodegradowalno$¢, wysoka wydajno$é
transfekcji oraz odpowiedni jego rozmiar jest niezwykle duzym wyzwaniem. Zbadanie
wlasciwo$ci materialow polimerowych, ktére lacza w jednej nanoczasteczce wyzej
wymienione cechy jest niezwykle istotnym etapem w procesie charakterystyki takich
systemoOw, ktory zapewni wstepng analize¢ potencjalnego wykorzystania tych materialow
jako nosnikow lekow w terapii rdéznego rodzaju choréb i1 wad genetycznych.
Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania zaprojektowanych i zsyntezowanych
kationowych polimerow gwiazdzistych, pozwolily okresli¢ ich strukture, wlasciwosci oraz
wytypowaé te z nich, ktore maja najwicksze predyspozycje do wykorzystania w terapii

medycznej w przysztosci.

(1) (2) <

4 'n
kompleksacja internalizacja * Le 8
+ _ _— I .
” «
| %
(3)
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*’ . degradacja I 1Y ¢ wydalenie
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o - v
(4) i g (5) s

Rysunek 49 Etapy, ktore powinien przej$¢ wydajny wektor polimerowy (opis w tekscie)

Polimery gwiazdziste zostaty zaprojektowane w ten sposob, aby pozwolity na wydajne

I nietoksyczne dostarczanie kwasow nukleinowych. Na rysunku 49 przedstawiono etapy,
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ktére powinien przej$¢ wektor polimerowy dostarczajacy kwasy nukleinowe, poczawszy
od jego kompleksacji z NA, az do wydalenia produktéw jego degradacji z organizmu.
Wiasciwosci  kationowe powinny zapewni¢ wektorowi polimerowemu zdolno$¢
kompleksacji z kwasami nukleinowymi na zasadzie elektrostatycznego oddziatywania (1).
Dzigki ramionom PEO ochraniajagcym rdzen przed $rodowiskiem zewnatrzkomérkowym,
wektor jest biokompatybilny i moze dostarczy¢ kompleks do komorki (2). W komorce
nastepuje uwolnienie kwasu nukleinowego (3), a nastgpnie degradacja materiatu
polimerowego (4) i jego wydalenie z komorki (5). Degradacja zaprojektowanych
polimerow moze by¢ realizowana na przyklad poprzez zrywanie mostkow
dwusiarczkowych pod wptywem czynnika redukujacego (naturalnie wystepujacego
w komorkach) do rozmiarow czgsteczki ulegajacej wydzielaniu na drodze klirensu
nerkowego [135]. Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze zsyntetyzowane uktady powinny
charakteryzowac si¢ nastepujacymi wiasciwosciami: zdolnoscig kompleksowania NA
(enkapsulacji), biokompatybilno$cig i nietoksyczno$cig oraz zdolno$cig do degradacji (po

dostarczeniu NA).

7.1 Synteza i struktura polimeréw gwiazdzistych

Zaplanowano syntez¢ polimeréow gwiazdzistych o kowalencyjnie stabilizowanych
rdzeniach i strukturach rdzen/powloka, posiadajacych bardziej stabilng strukturg
w poréwnaniu z micelami i liposomami utworzonymi na bazie samoorganizujacych si¢
uktadow organicznych, ktorymi sg np. srodki powierzchniowo czynne czy tez amfifilowe
kopolimery blokowe [7]. W wyniku syntezy przeprowadzonej z zastosowaniem metody
ATRP, uzyskano cztery uktady polimerowe. Analiza wynikoéw pomiarow chromatografii
gazowe] wykazata, ze przereagowanie monomeroéw DSDMA oraz DMAEMA wyniosto
okolo 80 — 98% w przypadku kazdej z probek. Wynik ten wskazuje, ze zgodnie
z zalozonym przebiegiem syntezy, dzigki obecnosci jednostek sieciujacych DSDMA,
czastki polimerowe zawierajg usieciowany rdzen, ktory posiada wiasciwosci kationowe
w wyniku wprowadzenia do niego DMAEMA.

Masy czasteczkowe zsyntetyzowanych polimerow (podane w tabeli 3 na str. 72) nie
roéznig si¢ istotnie. Warto zauwazyé, ze S$rednie masy czasteczkowe wyznaczone za
pomocg chromatografii zelowej przy uzyciu detektora RI (przyjmujace dla badanych
uktadéw wartosci z zakresu od 25.9-10° g/dm® do 26.9-10° g/dm®) sa dwu lub trzykrotnie
nizsze od tych otrzymanych dla w/w uktadow przy uzyciu detektora MALLS

(0 warto$ciach z zakresu od 80.6-10° g/dm® do 98.2:10° g/dm®). Roznice w warto$ciach
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mas czasteczkowych, wyznaczonych z zastosowaniem tych dwoch roznych detektorow,
wynikaja z tego, ze przy wyznaczaniu masy czasteczkowej z uzyciem detektora MALLS,
uwzgledniane sg kuliste ksztalty polimeréw gwiazdzistych, natomiast w standardowej
chromatografii zelowej kalibracje wykonuje si¢ dla polimeru liniowego, ktorym zwykle
jest standardowo uzywany polistyren [136]. Pomiary wykonane z zastosowaniem
chromatografii zelowej wykazaly, ze wszystkie cztery zsyntezowane polimery, réznigce
si¢ zawarto$cig kationowego sktadnika w wyjsciowej mieszaninie, charakteryzujg si¢ niska
polidyspersyjnosciag (My/Mp<1.28).

Na podstawie badan przeprowadzonych przy uzyciu chromatografii zelowej i gazowej,
dla zsyntetyzowanych polimeréw wykazano, ze uktady te wykazuja nieznaczne roznice
w éredniej liczbie ramion PEG4MA, przypadajacych na jedng molekute polimeru
gwiazdzistego, ktora dla badanych uktadow miesci si¢ w zakresie od 33 do 42.

Analiza widm *H NMR wodnych roztworéw polimeréw gwiazdzistych potwierdzita, ze
w wyniku syntezy uzyskano planowang struktur¢ molekut polimerowych, zawierajacych
rdzen, w ktorym znajduje si¢ crosslinker z mostkiem dwusiarczkowym, i przytaczonych do
niego kowalencyjnie dtugich ramion PEG oraz krétkich ramion kationowego DMAEMA.
Mozliwos¢ swobodnego poruszania si¢ ramion PEG w roztworze potwierdzajg waskie
protonowe linie rezonansowe uzyskane dla grup —CH,O- oraz grup —CHgs, natomiast dla
protonow tych grup, ktore zostaly w trakcie polimeryzacji uwi¢zione w rdzeniu polimeru
gwiazdzistego, odnotowano znaczne poszerzenie linii NMR. Linia rezonansowa protonow
grup —CH; w tancuchu gléwnym PEG jest poszerzona u podstawy, co moze wynikac
z faktu, ze te grupy —CHp, ktore znajduja si¢ blisko rdzenia maja ograniczong mobilnosé.
Sygnaty charakterystyczne dla protonéw poszczegdlnych grup DMAEMA [137 — 138]
tj. grup —CHs znajdujacych si¢ na koncu tancucha, grup —CH,O- oraz —CH,;N-
znajdujacych si¢ w tancuchu gltéwnym, w przypadku probek KW-1-76C i D, cechuje
znaczne poszerzenie, co swiadczy o ograniczeniu ich ruchliwosci, najprawdopodobniej
wskutek ich uwiezienia w rdzeniu gwiazdy. Mimo swoistego unieruchomienia mogg one
spetnia¢ swoje zadanie, umozliwiajac elektrostatyczne oddziatywanie pomigdzy ujemnie
naladowanymi  kwasami  nukleinowymi a rdzeniem gwiazdy. Dla probek
KW-1-76A i B linie rezonansowe protonéw pochodzacych od grup —CHs znajdujacych si¢
na koncach fancuchow DMAEMA oraz grup —CH; znajdujacych si¢ przy azocie, wykazuja
dwusktadnikowy charakter (sa poszerzone u podstawy), co wskazuje na to, ze tylko czesé
tych grup pozostaje uwig¢ziona w rdzeniu, a pozostate maja mozliwo$¢ swobodnego ruchu.

Wigkszg mobilnos¢ w/w grup, w przypadku probek KW-1-76A 1 B, w pordéwnaniu
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z KW-1-76C i D, mozna wytlumaczy¢ wyzsza zawartoscig crosslinkera i tylko niewielka
iloscia DMAEMA w rdzeniu gwiazdy, co moze by¢ spowodowane wbudowaniem
DMAEMA tylko na obrzezach rdzenia w przypadku tych pierwszych. Powyzsze
obserwacje potwierdzajg, ze wszystkie reagenty zostaly wkomponowane do molekuty
polimeru gwiazdzistego, ktora sktada si¢ ze sztywnego rdzenia oraz mobilnych tancuchow
PEG, ktore sa do niego przylaczone.

Na podstawie badan DLS wyznaczono rozmiary molekut zsyntezowanych polimeréw
gwiazdzistych. Srednica nanoczasteczek nie wykazuje istotnej zalezno$ci od zawartosci
kationowego sktadnika i liczby ramion, a jej warto$¢ miesci si¢ w zakresie od 8.98 do
10.83 nm. Przypuszczalniec mozna to tlumaczyé zwigkszeniem upakowania rdzenia
gwiazdy wraz ze wzrostem zawartosci kationowego sktadnika, na co wskazuja wyniki

badan *H NMR.

7.2 Krystalicznosé polimerow

Polimery gwiazdziste moga by¢ stosowane jako wektory do dostarczania kwasow
nukleinowych, przy czym modyfikacja moze umozliwi¢ inne ich zastosowania (np. do
dostarczania  lekow  czy innych  substancji  terapeutycznych).  Znalezienie
najodpowiedniejszej metody dostarczenia tychze wektorow do komorek 1 obserwacja ich
zachowania przed aplikacja, zwtaszcza w przypadku polimeréw zbudowanych w duzej
mierze z PEG, ktory jest wysoce krystalicznym polimerem [139], wymaga sporzadzenia
ogolnej charakterystyki zaréwno fizykochemicznej, jak i biologicznej tego rodzaju
systemow jako uktadow modelowych. Pomiary krystalicznosci polimeréw dostarczaja
réwniez cennych informacji dla badan materiatowych, jak i dla kontroli jako$ci w procesie
przetwarzania materiatow.

Czynnikami wptywajacymi na krystalizacje polimerdow i ich stopien krystalicznosci sa
na przyklad liniowo$¢ tancucha polimerowego, obecno$¢ wiecej niz jednego typu
monomeru oraz uktad grup bocznych na szkielecie [140]. Parametry takie jak stopien
krystalicznosci polimeru, rozktad wielkosci krystalitow, szybko$¢ powstawania krysztatu
oraz parametry okreslajace odzialywanie polimer — woda sg istotne w przypadku
uwalniania lekow. Szybkos$¢ uwalniania lekow z materialow polimerowych jest bowiem
kontrolowana przez transformacj¢ fazy krystalicznej do fazy amorficznej. Obszary
krystaliczne w polimerze sg uwazane za struktury nieprzepuszczalne, ktére nie pozwalaja
na dyfuzj¢ leku. Tak wigc lek jest uwalniany gdy polimer pecznieje. Wowcezas gradient

stezenia dla dyfuzji leku zmniejsza si¢. Jednakze réwnoczesnie zanik fazy krystalicznej
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powoduje wzrost dyfuzji leku z polimeru. Dlatego tez semikrystaliczne polimery, ktore
w trakcie ich rozpuszczania pozwalaja na kontrolowane uwalnianie lekéw sa wysoce
pozadane [140]. W zwigzku z powyzszym w niniejszej pracy przeprowadzono badania
majace na celu scharakteryzowanie struktury fazowej badanych uktadéw polimerowych
0 strukturze gwiazdzistej.

Pierwszym etapem charakterystyki procesow krystalizacji badanych uktadéw byto
wyznaczenie parametrow termodynamicznych przejs¢ fazowych oraz stopnia
krystaliczno$ci otrzymanych polimeréw gwiazdzistych na podstawie analizy badan
kalorymetrycznych. Wraz ze wzrostem sktadnika kationowego, poczawszy od probki
KW-1-76A az do probki KW-1-76D, zaobserwowano stopniowe zmniejszanie si¢ wartosci
temperatury krystalizacji (od 18.7°C do 11°C) i topnienia (od 42.1°C do 35.3°C)
(Tabela 6), czemu towarzyszylo poszerzanie si¢ pikow zwigzanych z tymi procesami.
Ponadto stwierdzono, ze wraz ze wzrostem zawarto$ci kationowego sktadnika
zmniejszeniu ulega stopien krystaliczno$ci polimeru gwiazdzistego (od 45% dla
KW-1-76A do 34% dla KW-1-76D). Na potrzeby dyskusji wynikow wykonano rowniez
badania kalorymetryczne dla liniowego PEO 0 masie czasteczkowej 10* g/dm®, ktore
pozwolity okreslic jego stopien krystalicznosci (86.5%) oraz temperatury topnienia
I krystalizacji (T = 57.2 °C; T¢ = 42.5°C). Nalezy podkresli¢, ze dla uktadow o strukturze
gwiazdziste] wyraznie jest pogorszenie parametrow procesu krystalizacji objawiajace si¢
ich mniejszym stopniem krystaliczno$ci oraz nizszymi warto$ciami temperatur
krystalizacji i topnienia w poréwnaniu z liniowym PEO. Wiadomo, ze struktura polimeru
wptywa na stopien krystalicznosci 1 wowczas gdy jest ona regularna i uporzadkowana, to
tworzenie krysztalow zachodzi tatwiej [141]. Polimery liniowe maja mniejsze przeszkody
przestrzenne dla procesu krystalizacji, dlatego nie wykazujg tak skomplikowanego procesu
zwigzanego z krystalizacjg, charakteryzuja si¢ wiekszym udzialem fazy krystalicznej
| wickszymi rozmiarami krystalitow, co prowadzi do przesunigcia temperatur topnienia
I krystalizacji ku wyzszym temperaturom w porownaniu z polimerami o tej samej budowie
chemicznej, lecz bardziej ztozonej architekturze [142]. Obnizenie stopnia krystaliczno$ci
w porownaniu z liniowym PEO obserwowata rowniez Mya i in. [143] dla PEO o strukturze
gwiazdziste] z rdzeniem POSS. Utrudniona krystalizacja uktadéw gwiazdzistych jest
spowodowana zatem ich architekturg tj. kulista budowg przestrzenng, co sugeruje roéwniez
Lapienis [144]. Skomplikowana budowa badanych uktadéw (rdzen — powloka) i stad maty
stopien upakowania powoduja, ze uktad taki potrzebuje wigcej czasu aby osiggnacé stan

uporzadkowania. Obserwowana dla wszystkich polimerow wigksza warto$¢ entalpii
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topnienia w poroéwnaniu z entalpig krystalizacji réwniez wskazuje na utrudnienia
wystepujace w procesie krystalizacji 1 jest najprawdopodobniej zwigzana ze zlozonoscia
badanych ukladow. Stopniowe zmniejszanie si¢ Sstopnia krystalicznos$ci oraz obnizanie
wartos$ci temperatur krystalizacji i topnienia odnotowano rowniez jako skutek stopniowego
wzrostu udziatu sktadnika kationowego. Najprawdopodobniej gtownym powodem tej
tendencji jest wzrost stopnia usieciowania rdzenia wystepujacy wraz ze wzrostem udziatu
sktadnika kationowego, prowadzacy do wigkszej separacji miedzy tancuchami PEO
w obrebie molekuty. Wzrost stopnia usieciowania oznacza mniejszg ruchliwos$¢ elementow
rdzenia, co wplywa na zmniejszenie mobilnosci tancuchow PEO. Z kolei poszerzenie
pikow krystalizacji, zwigkszajace si¢ wraz ze wzrostem kationowego charakteru probek,
mozna najprawdopodobniej tlumaczy¢ zwigkszeniem niejednorodnosci uktadu przez
zwigkszenie udziatu rdzenia w czgsteczce gwiazdy polimerowej. Ponadto, dodatkowe
niewielkie piki, widoczne na termogramach zarejestrowanych w trakcie chlodzenia
(widoczne po powickszeniu wykresu), wystepujace w temperaturach znacznie ponizej T,
(najwyrazniej zarysowane w przypadku probki KW-1-76D), wskazuja na obecnosé
dodatkowych proceséw krystalizacji i §wiadcza o duzym skomplikowaniu uktadu.
Wystepowanie tych dodatkowych procesow wynika najprawdopodobniej ze zmian
wielkosci 1 ksztattu powstajacych krystalitow w poroéwnaniu z liniowym PEO, co
obserwowali rowniez Pagacz i inni. [145]. Warto tez zwroci¢ uwage na szerokie piki
topnienia i krystalizacji, ktore sa charakterystyczne dla uktadow czgsciowo krystalicznych,
a ktore maja bezposredni zwigzek z rozktadem wielkosci krystalitow [146]. Powyzsze
obserwacje sg zgodne z doniesieniami literaturowymi odno$nie wptywu struktury ramion,
ich ilosci i dtugos$ci oraz obecnosci grup koncowych na parametry termiczne [76, 147].

Kolejnym krokiem w charakterystyce procesow krystalizacji bylo zbadanie wzrostu
sferolitow w ukladach polimerow gwiazdzistych z zastosowaniem mikroskopii
polaryzacyjnej. W procesie krystalizacji mozna wyr6zni¢ faze zarodkowania i faze wzrostu
sferolitow. W pierwszym etapie krystalizacji ma miejsce tworzenie si¢ zarodkoéw
krystalicznych, a nastgpnie tancuchy uktadajg si¢ stycznie do siebie i zestalone regiony
rosng promieniscie w postaci sferolitow. Sferolity posiadaja charakterystyczng dla nich
symetri¢ kulista w poczatkowe] fazie wzrostu, jednak gdy osiggng odpowiednio duze
rozmiary, tak ze zaczynajg zderzac si¢ i tgczy¢ si¢ ze sobg, wtedy ich brzegi przyjmuja
ksztatt wielokatny.

Obserwowane dla probki PEO istnienie szerokiego rozktadu wielkosci nielicznych

sferolitow w poczatkowej fazie ich wzrostu, sugeruje sporadyczne pojawianie Ssi¢
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zarodkow. Obrazy otrzymane dla czystego PEO odpowiadaja sferolitom, ktore wykazuja
wyrazng cech¢ krzyza maltanskiego. Obserwowany typ krzyza maltanskiego jest
charakterystyczny dla sferolitow PEO w przypadku jego krystalizacji w rezimie Il [148].
W przypadku probek monomeru PEG4sMA i polimeru o strukturze gwiazdzistej mozna
zauwazy¢, ze w poczatkowej fazie sferolity roznia si¢ wielkos$cia, jednak wszystkie maja
ksztatt kulisty. Ponadto zaobserwowano istotny spadek wielkos$ci rozmiardow sferolitow
powstalych w wyniku krystalizacji polimeru gwiazdzistego w poroOwnaniu z tymi, ktore
obserwowano dla liniowego PEO. W przypadku uktadow gwiazdzistych ten efekt wynika
Z jednoczesnego powstawania duzej liczby zarodkéw, co prowadzi do wytworzenia
sferolitbw o znacznie mniejszych rozmiarach niz w przypadku liniowego PEO. Mya i inni
[143] na podstawie analizy badan przeprowadzonych dla PEO o strukturze gwiazdzistej
z rdzeniem POSS sugeruja, ze rdzen polimeru gwiazdzistego moze stuzy¢ jako $rodek
zarodkujacy. Spitael i in. [149] wskazuje w swojej pracy na mozliwos¢ uzycia
kopolimerow jako $rodkéw zarodkujacych. Polimery gwiazdziste sg swoistymi
kopolimerami, co moze wyjasnia¢ zwigkszenie liczby nukleantow, powstajacych w tych
uktadach, w stosunku do liniowego PEO, co skutkuje mniejszymi rozmiarami ich
sferolitow. Podobnie mozna wytlhumaczyé zmniejszenie wielkosci — sferolitow,
obserwowane w przypadku liniowego PEG4sMA (uzytego do utworzenia ramion gwiazdy)
w porownaniu do liniowego PEO, jako spowodowane obecno$cig grupy metakrylowej,

ktora moze stanowi¢ $rodek zarodkujacy w tym uktadzie [150].

7.3 Dyfuzja

Dyfuzja czastek polimeru w roztworze ro6zni si¢ znacznie od dyfuzji nisko-
molekularnych cieczy. W szczegolnosci, polimery o duzej masie czasteczkowej lub
rozbudowanej architekturze czasteczki, z wieloma rozgalgzionymi tancuchami bocznymi
(np. gwiazdy polimerowe), przejawiaja nie-newtonowskie wiasnosci transportu [151].
Polimery gwiazdziste, zawierajagce w swojej czasteczce wiele ramion (f), z ktorych kazde
zbudowane jest z N; monomeréw potaczonych kowalencyjnie w jednym wspolnym
punkcie, s3 od lat modelowym uktadem badanym w celu zrozumienia dynamiki polimerow
rozgalezionych [152]. Jednym z narze¢dzi do tego typu badan sa pomiary wspotczynnikow
dyfuzji translacyjnej D. Dyfuzja klasycznych polimerow w niskomolekularnych
rozpuszczalnikach, w zakresie stezenia polimeru ¢* < ¢ < ¢** jest zalezna od jego masy
czasteczkowej My, z wyktadnikiem B. Oryginalng teori¢ dyfuzji polimeréw w roztworach

sformutowat Flory [153], ktora opisuje zalezno$¢ wspotczynnika dyfuzji molekut polimeru
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od lepkosci i mocy rozpuszczalnika, temperatury itp. Wspotczynniki dyfuzji obliczone
z uwzglednieniem w/w parametrow sa zgodne dla szerokiej klasy polimeréw
z wartosciami uzyskiwanymi eksperymentalnie. Wspotczynniki dyfuzji rozgalezionych
polimerow, w tym gwiazd polimerowych, sa proporcjonalne do wyrazenia
exp(a(f —2)N,), w ktorym a jest stalg, f iloscig ramion polimeru, a N, iloScia
monomerow tworzacych rami¢ gwiazdy [154 - 155]. Jednakze, jak wiadomo
z eksperymentow pomiaru wspotczynnikoéw dyfuzji przeprowadzonych przez Kleina [156],
ostatnia zalezno$¢ moze zosta¢ uproszczona do postaci exp(—0.41f). Jak wspomniano
powyzej, wspdlczynniki dyfuzji translacyjnej w zaleznos$ci Flory’ego sg skalowane masa
molekularng My, lub przez ilo§¢ monomerdéw N, tworzacych rami¢ gwiazdy, zalezno$¢ ta
jest prawdziwa niezaleznie od ksztaltu czgsteczki polimeru (liniowa lub rozgateziona).
Zalezno$¢ wspotczynnikow dyfuzji od masy molekularnej jest dobrze udokumentowana
eksperymentalnie i opisana w literaturze [157]. Wspodtczynniki dyfuzji polimerow
gwiazdzistych zsyntetyzowanych w ramach niniejszej pracy i zmierzonych przy uzyciu
techniki DOSY opisanej w rozdziale 4.1.2, pozostaja w zgodzie z wynikami Vlassopoulosa
I innych [158] uzyskanych przy zastosowaniu symulacji komputerowych i pomiarow
wspotczynnikow dyfuzji gwiazd polimerowych o rdznej ilosci ramion.

Bardzo wuzyteczna, w przypadku badan dyfuzji makroczasteczek (polimerdéw)
w roztworach, jest zalezno$¢ Einsteina-Stockesa wigzaca wspolczynnik dyfuzji
D dyfundujgcej czasteczki z jej promieniem hydrodynamicznym Rp. W najprostszym
przypadku modelu hydrodynamicznego, makroczasteczka dyfunduje w rozpuszczalniku
0 lepkosci m, traktowanym jak osrodek ciaggly. Korzystajac z powyzszego modelu
wyznaczono promienie hydrodynamiczne gwiazd polimerowych i przedstawiono je
w tabeli 4. Poréwnanie ich warto$ci z wynikami uzyskanymi metodg DLS potwierdza
10 nm $rednice gwiazd. Niewielka zalezno$¢ wspotczynnika D od zawartosci kationowego
sktadnika, widoczna w tabeli 4 moze by¢ efektem kontrakcji elektrostatycznej tancuchow
PEG w sasiedztwie rdzenia i prowadzi do zmian konformacyjnych ramion. Efektywna
srednica gwiazdy ulega redukcji, co znajduje odzwierciedlenie w wartosciach promieni
hydrodynamicznych gwiazd widocznych w tabeli 4. Wielko$¢ gwiazd polimerowych
w aplikacjach biomedycznych jest kluczowym parametrem, decydujacym o powodzeniu
dostarczenia NA do komorek, z ktorych nastepnie niepotrzebne juz polimery sa usuwane.
Wielkos¢ gwiazdy polimerowej jako no$nika NA musi zawiera¢ si¢ w $cisle okreslonych

granicach by zapewni¢ projektowang funkcjonalnos¢ i aktywnos¢ biologiczna.
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Bardzo istotna jest roéwniez ruchliwo$¢ gwiazd polimerowych jako s$rodkow
transportujacych materiat genetyczny do komorki. Obydwa w/w czynniki tj. wielkos¢
i jonowos¢ nos$nikow decyduja o mozliwosci przenikania przez blone komorkows,
natomiast ruchliwo$¢ nosnikéw przektada si¢ na efektywnos$¢ transportu do wnetrza.
Informacj¢ o stochastycznym, aktywowanym termicznie ruchu czasteczki zawiera
wspotczynnik dyfuzji D, ktory opisuje jej sredniokwadratowe przemieszczenie w jednostce
Cczasu. Zmierzone wartosci wspotczynnikéw dyfuzji gwiazd polimerowych sg
poréwnywalne do wspotczynnikow dyfuzji biopolimerow aktywnych, co gwarantuje

wystarczajgcg ruchliwos¢ nosnikoéw [159].

7.4 Kationowosc¢

N,N-metakrylan dimetyloaminoetylu (DMAEMA) jest rozpuszczalnym w wodzie,
jednofunkcyjnym monomerem akrylanowym, zawierajacym polarna, trzeciorzgdowa grupe
aminowsg, zapewniajacg rozpuszczalno$¢ w wodzie i doskonate whasciwosci adhezyjne.
Uzycie powyzszego monomeru pozwala na uzyskanie kationowych wtasciwosci gwiazdy
polimerowej, a tym samym na wprowadzenie tadunku umozliwiajacego kompleksacje
polimeru gwiazdzistego z kwasami nukleinowymi [160]. Przeprowadzone syntezy
pozwolily wyznaczy¢ stezenia molowe reagentéw, dla ktorych uzyskuje si¢ polimery
0 strukturze gwiazdzistej z rdzeniem o charakterze kationowym. Na podstawie pomiaru
potencjalu zeta wykazano, ze probki KW-1-76B, C i D posiadaja dodatnie wartos$ci tego
potencjalu  dzieki odpowiednio wysokiej zawartosci kationowego monomeru,
w odroznieniu od probki KW-1-76A dla ktérej uzyskano ujemnag jego wartos¢, cO
spowodowane jest najprawdopodobniej zbyt matg zawartoscig kationowego sktadnika, na
co wskazuje rowniez analiza widm 'H NMR. Przylaczanie lancuchéw PEG do rdzenia
polimerow kationowych poprawia wydajnos¢ dostarczania kwasoéw nukleinowych i sprzyja
stabilizacji tych kompleksow oraz przeciwdziata agregacji. Wprowadzenie warstwy PEG
pozwala roéwniez obnizy¢ barier¢ adhezyjnosci i W ten sposob zwigksza wychwyt
komorkowy polimeru kationowego. Obecno$¢ ramion PEG moze rowniez powodowaé
zmniejszenie sity kompleksacji pomigdzy kationowym rdzeniem i kwasami nukleinowymi,

co moze by¢ uwazane za korzystne dla bardziej skutecznego uwalniania NA w komorkach.

7.5 Biodegradowalnosé

Mozliwo$¢ syntezy polimerdw o réoznym stopniu upakowania rdzenia jest niezwykle

cenna dla projektowania materiatow o kontrolowanym rozktadzie (biodegradowalnosci),
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wlasciwosciach uwalniania NA (czy tez lekow) oraz biokompatybilnosci. Gwiazdy
0 bardziej usieciowanej strukturze rdzenia potrzebujg wigcej czasu na przejécie procesOw
degradacji, zatem kontrolowanie stopnia upakowania rdzenia umozliwia w posredni
sposob regulacje szybkosci i miejsca degradacji rdzenia w organizmie, co decyduje
o uwolnieniu przenoszonego w jego rdzeniu materialu genetycznego (czy leku). Taka
kontrole uzyskuje si¢ rowniez, gdy do budowy rdzenia zostanie uzyty inny sktadnik
wrazliwy np. na zmian¢ pH [161].

PEG jest biokompatybilnym, rozpuszczalnym w wodzie polimerem, stosowanym
szeroko jako nosnik do dostarczania genow [162]. PEGylowane nos$niki polimerowe
zmniejszaja enzymatyczng degradacjg, a zatem wymagaja chemicznie usieciowanego
szkieletu dla degradacji in vivo. W zwigzku z powyzszym, W celu stworzenia
polimerowych uktadow degradujacych, zastosowano jedno z mozliwych rozwigzan
polegajace na wprowadzeniu dwusiarczkowego $rodka sieciujacego, ktory bedzie
degradowal w warunkach redoks [163 — 164]. Uzasadnieniem produkcji polimerow
z wigzaniami dwusiarczkowymi jako elementami sieciujgcymi jest wytworzenie
materialow, ktore ulegaja kontrolowanej biodegradacji 1 w ten sposéb moga uzyskaé
zaktadane, pozadane wlasciwosci biologiczne i terapeutyczne [165 — 166]. Uklady
zawierajgce wigzania dwusiarczkowe sg jednymi z powszechnie uzywanych ukladow
sieciujacych. Dzieki obecno$ci glutationu (GSH), najbardziej rozpowszechnionego
I najobfitszego tiolu, a zarazem buforu wewnatrzkomorkowego wystepujacego w ludzkim
biosystemie, w cytoplazmie komorkowej jest generowane 1 utrzymywane silne srodowisko
redukcyjne. W zwigzku z tym, ze stezenie zredukowanej formy glutationu jest 500 — 1000
razy wigksze niz jego postaci utlenionej [167], wigkszo$¢ wigzan dwusiarczkowych jest
szybko rozktadanych na drodze dwusiarczkowej reakcji wymiany z postacig zredukowang
glutationu po jego penetracji do cytoplazmy [168]. Dlatego tez polimerowe systemy
dostarczania usieciowane wigzaniami dwusiarczkowymi sg do$¢ stabilne w ich utlenionej
formie w $rodowisku pozakomorkowym, ale ulegajg rozktadowi po ich dostarczeniu do
komorek [39].

Za pomoca metody DLS okreslono wielko§¢ molekut polimerowych po 24 godzinach
inkubacji czastek polimerowych znajdujacych si¢ w roztworze z GSH. Wyniki tych badan
wykazaty zmniejszenie wielkos$ci czasteczek w stosunku do wyjSciowego roztworu, CO
sugeruje, ze rdzen z polimeréw gwiazdzistych zostat zdegradowany do pojedynczych
tancuchow polimerowych. Dla badanych polimeréow gwiazdzistych, z wyjatkiem probki

KW-1-76A, nie zaobserwowano procesOw agregacji zdegradowanych fragmentow
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polimerow. Agregacja byta obserwowana dla probki, ktora zawiera najwigksza liczbe grup
tiolowych (powstajacych w wyniku redukcji mostkéw dwusiarczkowych), ktore moga

podlega¢ procesowi zelowania [169].

7.6 Cytotoksycznosé

Systemy oparte na DMAEMA byly proponowane juz wczesniej, jako potencjalne
no$niki dla dostarczania gendéw, ze wzgledu na ich kationowe wlasciwosci, jednakze ich
mozliwa cytotoksyczno$¢ byta kluczowym problemem [170 — 171]. W niniejszej pracy
zsyntezowano polimery gwiazdziste z DMAEMA wilaczonym do rdzenia, ktory jest
chroniony przez zewnetrzne ramiona PEG, zwigkszajace biokompatybilno$¢ i chronigce
komorki przed szkodliwymi wlasciwosciami kationowymi polimeru [172]. Efekt ten
uzyskano dzigki znanemu w literaturze i1 szeroko opisanemu  efektowi
PEGylacji [173 —174].

Testy cytotoksycznosci potwierdzity, ze polimery gwiazdziste sg biokompatybilne i nie
wplywaja w znaczacy sposob na zywotnos¢ komoérek w stezeniach 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1
10.05 mg/ml. Co wigcej, Wykazujg mniejszg cytotoksyczno$¢ w badanych stezeniach
nawet w porownaniu do ,,ztotego” standardu jakim jest PEl. Warto zauwazy¢, ze ani
kationowy tadunek powierzchniowy, ani cig¢zar czasteczkowy polimeréw gwiazdzistych
nie wplywa na zywotno$¢ komorek. Mozna zatem stwierdzi¢, ze zaprojektowana struktura
zsyntetyzowanych polimeréw gwiazdzistych spehnita prognozowanag dla niej funkcje,
zapewniajac wlasciwos¢ biokompatybilnosci wytworzonych materialdow polimerowych,
W odrdznieniu od polimeréow gwiazdzistych z zewngtrznymi, niechronionymi ramionami
PDMAEMA  wykorzystywanymi  jako  systemy do  dostarczania  kwasoéw
nukleinowych [172, 175].

7.7 Kompleksacja polimeréw gwiazdzistych i wydajnos¢
transfekcji

Polimery gwiazdziste zostalty zaprojektowane w taki sposob, aby posiadaly
zdolno$¢ do wydajnego kompleksowania ujemnie natadowanych kwasow nukleinowych.
Oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy gwiazda polimerowa a NA powinny by¢
Z jednej strony wystarczajaco silne, aby umozliwily kompleksacje NA z gwiazda,
a z drugiej strony na tyle stabe by po wniknigciu do komoérki mozliwym byto uwolnienie
skompleksowanego NA. Zgodnie z badaniami H. Y. Cho i in. [176], kationowe polimery

gwiazdziste cechuje dobra zdolno$¢ kompleksowania kwaséw nukleinowych, a stad
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wysoka wydajnos$¢ transfekcji, dzieki mniejszemu tadunkowi ujemnemu kompleksow,
w poréwnaniu z NA. Odpowiednio duze warto$ci dodatniego tadunku molekuty polimeru
kationowego moze zapewni¢ dodatni tadunek takiego kompleksu, o umozliwia skuteczne
dostarczanie NA do komorek.

Zdolno$¢ zsyntetyzowanych polimeréw gwiazdzistych do tworzenia kompleksow
I transfekcji genoéw (plazmidu DNA — pDNA) oceniono za pomoca reporterowego
plazmidu lucyferazy (fluc, wektor pGL3-basic, Promega). Polipleksy wytworzono
Z uzyciem reporterowego plazmidu, a nastepnie transfekowano je do komorek. Dla stezen
0.06 i 0.012 mg/ml wodnych roztworéow polipleksow (Rysunek 48) poziom aktywnoS$ci
lucyferazy byl poréwnywalny do tego jaki otrzymano przy zastosowaniu FUGENE-HD
jako $rodka do transfekcji. Maksymalny poziom aktywnosci lucyferazy, odzwierciedlajacy
najlepsza wydajnos¢, zaobserwowano dla stgzenia 0.012 mg/ml. Nalezy zauwazy¢, ze
zardwno przy nizszych, jak i wyzszych od w/w stezen procesy dostarczania pDNA s3
mniej skuteczne. Wyniki badan przedstawionych w pracy pozostaja w zgodzie z tymi,
ktore przeprowadzili Xiao i inni [177] oraz Champion i inni [178], ktorzy wykazali, ze
wydajnos¢ wprowadzania materiatu genetycznego do komorek za pomoca kationowych
nanoczastek jest wyzsza niz w przypadku obojetnych lub ujemnie natadowanych
polimeréw. Rowniez wielko$¢ czastek moze odgrywac istotng rolg w internalizacji NA do
komorek. Na podstawie doniesien literaturowych wiadomo, ze nanomaterialy o $rednicy
ponad 50 do 60 nm dostaja si¢ do komorek dzigki klatryno zaleznej endocytozie, a czastki
o wielkosci mniejszej niz 25 nm (do ktorych zaliczajg si¢ wytworzone na potrzeby tej
pracy polimery gwiazdziste) powinny ulega¢ endocytozie za posrednictwem kaweoli,
podczas ktorej pH pozostaje neutralne [179]. Sugeruje to, ze dostarczane przy uzyciu
polimerow gwiazdzistych kwasy nukleinowe powinny by¢ stabilne i nie powinny ulegaé
degradacji lizosomalnej. Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze polimery gwiazdziste na
bazie PEG z kationowym rdzeniem moga by¢ z powodzeniem wykorzystane jako
skuteczne niewirusowe nosniki do dostarczania NA, zwtaszcza przy stosunkowo niskich

stezeniach.
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8 WNIOSKI KONCOWE

Badania nad syntezg i opisem wiasciwosci nowych, kationowych, biokompatybilnych

i biodegradowalnych polimeréw gwiazdzistych na bazie PEG jako modelowych uktadow

do dostarczania lekow i kwasow nukleinowych wykazaty, ze:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Polimery gwiazdziste zsyntetyzowane z zastosowaniem metody ATRP

charakteryzuja si¢ wysoka masg czasteczkowg i niskg polidyspersyjnoscia.

Rozmiary molekut badanych polimerow gwiazdzistych w roztworze wody
deuteryzowanej wyznaczone na podstawie eksperymentu jadrowego rezonansu
magnetycznego z wykorzystaniem zjawiska dyfuzji majg warto$¢ rzedu 10 nm.
Otrzymane wyniki bardzo dobrze koreluja z danymi uzyskanymi z zastosowaniem
metody dynamicznego rozpraszania $wiatta. Wyniki uzyskane na podstawie badan
NMR pozostaja w zgodnosci z wynikami analizy badan mikroskopowych
SEM i TEM.

W wyniku odparowania rozpuszczalnika zachodza procesy agregacji gwiazd
polimerowych. Istnienie tych procesOw moze mie¢ istotne znaczenie w preparatyce

farmaceutycznej, ktorej celem bedzie wytworzenie wektoréw polimerowych.

Zwigkszanie udziatu kationowego sktadnika w mieszaninie reakcyjnej prowadzi do
zwigkszania warto$ci potencjatu zeta uzyskanych polimerdw gwiazdzistych.
Stwierdzono, ze przy odpowiednim udziale tego sktadnika mozna uzyskaé polimery
0 strukturze gwiazdy, charakteryzujace si¢ dodatnig warto$cig tego potencjatu. Trzy
z czterech zsyntezowanych uktadow posiadajg predyspozycje do wykorzystania ich

w celu skompleksowania ujemnie natadowanego tancucha kwasow nukleinowych.
Kationowe polimery z ramionami PEG wykazuja brak toksycznos$ci i charakteryzuja
si¢ wysoka biokompatybilno$cia z organizmami zywymi, co wykazano za pomoca

testu MTT.

Zsyntezowane polimery z rdzeniem zawierajacym mostki dwusiarczkowe podlegaja

rozpadowi do rozmiaréw zapewniajacych mozliwo$¢ ich wydalenia z organizmu, co
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7)

stwierdzono na podstawie badan nad degradacja tych ukladow w warunkach

imitujacych srodowisko wewnatrzkomorkowe.

Temperatury Kkrystalizacji 1 topnienia oraz stopnia krystalicznosci polimerow
gwiazdzistych na bazie poli(glikolu etylenowego) ulegajag obnizeniu wraz ze
wzrostem udziatu kationowego sktadnika w rdzeniu gwiazdy. Wykazano, ze istnieje
mozliwo$¢ regulacji tych parametrow poprzez dobor reagentdw reakcji.
Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze uklady te sg stabilne w temperaturze
pokojowej, co zapewnia mozliwo$¢ zastosowania tych polimeréw jako no$nikoéw

lekéw 1 kwasoéw nukleinowych.
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Poznan,dnia. ....................

Ja, nizej podpisana, Katarzyna Barbara Szczesniak, doktorantka Wydziatu Fizyki
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o$§wiadczam, ze przedktadang rozprawe
doktorska pt: ”Polimery gwiazdziste jako modelowe nanotransportery lekow i kwasow
nukleinowych: synteza, struktura i dynamika kationowych polimerow gwiazdzistych
na bazie poli(glikolu etylenowego)”, napisalam samodzielnie. Oznacza to, ze przy
pisaniu, poza niezbednymi konsultacjami, nie korzystalam z pomocy innych osob, a w
szczegolnosci nie zlecalam opracowania rozprawy lub jej cze$ci innym osobom, ani nie

odpisywalam tej rozprawy lub jej czesci od innych osob.
Jednoczesnie przyjmuj¢ do wiadomosci, ze gdyby powyzsze o$wiadczenie okazalo si¢

nieprawdziwe, decyzja o wydaniu mi dyplomu zostanie cofnigta.

Katarzyna Szcze$niak
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