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Abstrakt (PL)

Niniejsza rozprawa doktorska sklada si¢ z trzech rozdziatow. W pierwszym z nich
skupiono si¢ na zachowaniu amfifilowych pochodnych siarczanu chondroityny
w §rodowisku wodnym oraz mozliwo$ci wykorzystania tego typu biopolimerow jako
nos$niki hydrofobowych lekow. Na poczatku rozdziatu zawarto wstep teoretyczny,
w ktorym opisano rosngce zainteresowanie nanomaterialami w medycynie oraz powod
tego zjawiska, czyli poszukiwanie no$nikéw do kontrolowanego dostarczania substancji
bioaktywnych. Przedstawiono korzy$ci stosowania takich formulacji w poréwnaniu
z konwencjonalnym podawaniem farmaceutykoéw oraz rodzaje nanoczastek, ktore bada
si¢ pod katem wykorzystania do takich celow. Nastgpnie przyblizono zalety
biopolimeréw jako materiatdw do projektowania systemow dostarczania lekow oraz
omoéwiono samoorganizacj¢ amfifilowych pochodnych polisacharydéw w $rodowisku
wodnym. Opisano réwniez wystepowanie, funkcje i whasciwosci siarczanu chondroityny
(CS). Przedstawiono przyktady opisanych w literaturze nosnikow, ktore zostaly oparte na
tym polisacharydzie. Na koncu czgsci teoretycznej krotko scharakteryzowano
kurkuming, ktéora w niniejszej pracy byla wykorzystywana jako modelowy lek
o wiasciwosciach hydrofobowych. W czesci doswiadczalnej przedstawiono badania
dotyczace siarczanu chondroityny, ktéry zostat hydrofobowo zmodyfikowany poprzez
przyltaczenie grup oktadecylowych lub oleilowych wzdtuz fancucha polisacharydowego.
Badane pochodne roznity si¢ stopniami podstawienia. W pierwszej kolejnosci
wyznaczono krytyczne stezenie agregacji tych zwigzkdw, a takze rozmiary, potencjat zeta
1 morfologie tworzonych przez nie struktur. Nastepnie sprawdzono wptyw kurkuminy na
samoorganizacj¢ amfifilowych pochodnych CS oraz okreslono tzw. statg wnikania (Kbv)
leku do polimerowych czastek. Dla wybranych polisacharydéw wyznaczono parametry
DLC i EE okreslajace ich zdolno$¢ do akumulacji kurkuminy oraz profil uwalniania leku

z no$nikoéw w warunkach in vitro.

Drugi rozdzial dotyczyl badan oddziatywan amfifilowych pochodnych siarczanu
chondroityny z membranami lipidowymi. W czesci teoretycznej do tego rozdziatu
przyblizono budowe oraz wtasciwosci bton biologicznych, skupiajac si¢ na ich skladzie
lipidowym. Przedstawiono takze agregaty tworzone przez czasteczki lipidow, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem dwuwarstw lipidowych i liposoméw, poniewaz to wtasnie
one wykorzystywane byty w tej pracy jako proste modele bton komoérkowych. Omoéwiono

takze termotropowe zachowania membran lipidowych oraz metode skaningowej
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kalorymetrii roznicowej, ktora jest przydatng technika w ich analizowaniu. Na koncu
wstepu teoretycznego przyblizono oddziatywania polimeréw z modelowymi btonami
oraz przykladowe sposoby ich badania. W czg¢$ci do§wiadczalnej opisano eksperymenty
majace na celu okreslenie wptywu pochodnych CS na rozmiar i potencjat zeta liposomow
zbudowanych z fosfatydylocholiny. Sprawdzono rdéwniez, czy oddzialywanie
z polimerami powoduje zwigkszenie przepuszczalnosci membrany oraz zmiany
w morfologii pecherzykéw. Metodg skaningowej kalorymetrii roznicowej zbadano takze

wplyw polisacharydow na zachowanie termotropowe dwuwarstwy lipidowe;.

W ostatnim rozdziale skupiono si¢ na okresleniu oddzialywan pomigedzy mocnymi
polikationami zawierajacymi czwartorzgdowe grupy amoniowe, a modelowymi blonami
biologicznymi, ktérymi w tym przypadku byly ujemnie natadowane membrany
zbudowane z fosfatydylocholiny 1 fosfatydyloseryny. Badania dotyczyly dwodch
polimerow o réznych dtugosciach tancuchow. We wstepie do tego rozdziatu opisano
zastosowania polikationow oraz ich oddzialywania z membranami lipidowymi. Na
badania wtasne skfadaly si¢ w tym wypadku pomiary eksperymentalne polaczone
z symulacjami komputerowymi. Metodami eksperymentalnymi okre§lono wpltyw
polimeréw na rozmiary i potencjal zeta pgcherzykow, a takze na przepuszczalno$é
membrany. Symulacje metoda dynamiki molekularnej pozwolity na przyblizenie natury
oddziatywan badanych makroczasteczek z ujemnie natadowang blong lipidowa.
Okreslono wptyw polielektrolitéw na grubo$¢ i1 pltynno§¢ dwuwarstwy oraz na

rozmieszczenie w niej anionowych lipidow.

Zaprezentowane wyniki dostarczyty informacji na temat samoorganizacji amfifilowych
pochodnych siarczanu chondroityny w srodowisku wodnym oraz wykazaty ich potencjat
w zastosowaniach jako no$niki substancji bioaktywnych. Dowiedziono, Ze rozmiar oraz
morfologia polimerowych struktur zaleza od hydrofobowej grupy, ktora zostaty
zmodyfikowane makroczasteczki polisacharydu, stopnia podstawienia tancucha oraz
dodatku hydrofobowego leku. Badane nanoczastki charakteryzowaty si¢ dobrg
zdolnoscig akumulacji  kurkuminy oraz przedtuzonym uwalnianiem tadunku
w warunkach in vitro. Bardziej podstawione pochodne wykazaty dezintegrujacy wptyw
na modelowe dwuwarstwy lipidowe, co moze wskazywaé na ich cytotoksycznos¢.
Wielkos$¢ tego efektu roéznita si¢ jednak w zalezno$ci od rodzaju hydrofobowych
fancuchow. Przedstawiona wiedza moze okazac si¢ przydatna w projektowaniu systemow

dostarczania lekéw opartych na siarczanie chondroityny.
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W ostatnim rozdziale potwierdzono oddzialywania badanych polikationéw z modelowa
membrang oraz pokazano, ze zaleza one od dlugosci tancucha polimerowego.
Makroczasteczki zbudowane z wigkszej iloSci merow oddziatywaly mocniej
z dwuwarstwa lipidowa 1 bardziej wptywaly na jej wlasciwosci. Przedstawione wyniki
beda pomocne w dalszym badaniu mechanizmu cytotoksycznosci polikationéw oraz jego

zwiazku z ich strukturg.
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Abstract (EN)

This dissertation consists of three chapters. The first focuses on the behavior of
amphiphilic derivatives of chondroitin sulfate in aqueous media and the possibility of
using such biopolymers as carriers for hydrophobic drugs. At the beginning of the chapter,
a theoretical introduction was included, describing the growing interest in nanomaterials
in medicine and the reason for this phenomenon, namely the search for carriers for
controlled delivery of bioactive substances. The advantages of using such formulations
over conventional pharmaceutical delivery are presented, as well as the types of
nanoparticles that are being studied for use for such purposes. The advantages of
biopolymers as materials for the design of drug delivery systems are then introduced, and
the self-assembly of amphiphilic polysaccharide derivatives in aqueous media is
discussed. The origin, functions and properties of chondroitin sulfate (CS) are also
described. Examples of carriers reported in the literature that have been based on this
polysaccharide are then presented. At the end of the theoretical part, curcumin, used as
a model drug with hydrophobic properties in this thesis, was briefly characterized. In the
experimental section, studies on hydrophobically modified chondroitin sulfate, obtained
by attachment of octadecyl or oleyl groups along the polysaccharide chain, are presented.
The derivatives differed in the degrees of substitution. First, the critical aggregation
concentration of these compounds was determined, as well as the size, zeta potential, and
morphology of the structures they formed. Next, the effect of curcumin on the self-
assembly of amphiphilic CS derivatives was checked, and the so-called binding constant
(Kb), which quantifies the partitioning of the drug into the polymer and water phases, was
calculated. For selected polysaccharides, DLC and EE parameters (which characterize
their ability to accumulate curcumin) were determined, as well as the in vitro release

profile of the drug from the carriers.

The second chapter concerned the study of interactions of amphiphilic derivatives of
chondroitin sulfate with lipid membranes. In the theoretical part to this chapter, the
structure and properties of biological membranes were presented, focusing on their lipid
composition. Aggregates formed by lipid molecules are also described, with particular
emphasis on lipid bilayers and liposomes, as these are used in this work as simple models
of cell membranes. The thermotropic behavior of lipid membranes is then discussed, as
well as the method of differential scanning calorimetry, which is a useful technique for

analyzing them. At the end of the theoretical introduction, the interactions of polymers
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with model membranes and examples of how to study them are introduced. In the
experimental part, research to determine the effect of CS derivatives on the size and zeta
potential of liposomes made of phosphatidylcholine are described. It was also
investigated whether interaction with polymers causes an increase in membrane
permeability and changes in vesicle morphology. The effect of polysaccharides on the
thermotropic behavior of the lipid bilayer was also examined using differential scanning

calorimetry.

The final chapter focused on determining the interactions between strong polycations
containing quaternary ammonium groups and model biological membranes, which in this
case were negatively charged membranes composed of phosphatidylcholine and
phosphatidylserine. The study concerned two polymers with different chain lengths. The
introduction describes the applications of polycations and their interactions with lipid
membranes. The research consisted of experimental methods combined with computer
simulations. Experimental methods were used to determine the effect of the polymers on
the vesicle size and zeta potential, as well as on the membrane permeability. Molecular
dynamics simulations shed light on the nature of the interactions of macromolecules with
the negatively charged lipid membrane. The effect of the polyelectrolytes on the thickness
and fluidity of the bilayer and on the distribution of anionic lipids in it was also

determined.

The presented results provided information on the self-assembly of amphiphilic
derivatives of chondroitin sulfate in an aqueous environment and demonstrated their
potential in applications as carriers of bioactive substances. It was proved that the size
and morphology of the polymeric structures depended on the hydrophobic group that the
polysaccharide macromolecules were modified with, the degree of chain substitution and
the addition of a hydrophobic drug. The nanoparticles showed good curcumin
accumulation capacity and prolonged cargo release in vitro. The more substituted
derivatives showed a disintegrating effect on model lipid bilayers, which may indicate
their cytotoxicity. However, the magnitude of this effect varied depending on the type of
hydrophobic chains. The knowledge presented here may be useful in the design of

chondroitin sulfate-based drug delivery systems.

The last chapter confirmed the interactions of the studied polycations with the model

membrane and showed that they depend on the polymer chain length. Macromolecules
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consisting of more repeating units interacted more strongly with the lipid bilayer and
affected its properties to a larger extent. The results presented here will be helpful in
further investigating the mechanism of the cytotoxicity of polycations and its relationship

to their structure.
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Wykaz stosowanych skrotow i oznaczen

APL — powierzchnia zajmowana przez czasteczke lipidu (z j. ang. area per lipid)
C18-NH: — oktadecyloamina

CAC — krytyczne stezenie agregacji (z j. ang. critical aggregation concentration)
CMC - krytyczne stezenie micelizacji (z j. ang. critical micelle concentration)

COVID-19 — choroba wywotana koronawirusem SARS-CoV-2 (z j. ang. coronavirus
disease 2019)

cryo-TEM — kriogeniczna transmisyjna mikroskopia elektronowa (z j. ang. cryogenic
transmission electron microscopy)

CS — siarczan chondroityny

CS-C18 — siarczan chondroityny modyfikowany grupami oktadecylowymi

CS-OL - siarczan chondroityny modyfikowany grupami oleilowymi

Cur — kurkumina [(1E,6E)-1,7-bis(4-hydroksy-3-metoksyfenyl)-1,6-hepadien-3,5-dion]
DDS — system dostarczania lekow (z j. ang. drug delivery systems)

DLC - zdolno$¢ do akumulacji leku (z j. ang. drug loading capacity)

DLS — dynamiczne rozpraszanie §wiatla (z j. ang. dynamic light scattering)

DMPC - 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

DP — moc réznicowa (z j. ang. differential power)

DPH - 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien

DPPC — 1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-fosfocholina

DS — stopien podstawienia (z j. ang. degree of substitution)

d, — $rednia warto$¢ srednicy hydrodynamiczne;j

EDC — chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu

EE — efektywnos$¢ enkapsulacji (z j. ang. encapsulation efficiency)

ELS — elektroforetyczne rozpraszanie §wiatla (z j. ang. electrophoretic light scattering)
EMA - Europejska Agencja Lekow (z j. ang. European Medicines Agency)

EPR - efekt zwigkszonej przepuszczalnosci i retencji (z j. ang. enhanced permeability
and retention effect)

FDA — Agencja Zywnosci i Lekow (z j. ang. Food and Drug Administration)
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GF — czynnik wzrostu (z j. ang. growth factor)

K} — stata wnikania (podziatu)

L. — faza krystaliczna

LUV — duze liposomy jednowarstwowe (z j. ang. large unilamellar vesicles)
L, — faza cieklokrystaliczna

Lp — faza zelowa (bez nachylenia dwuwarstwy)

Lg> — faza zelowa (z nachyleniem dwuwarstwy)

miR-34a — mikroRNA-34a

MLYV — wielowarstwowe liposomy (z j. ang. multilamellar vesicles)

NHS — N-hydroksysukcynimid

NMF — N-metyloformamid

OL-NH; - oleiloamina

PA — kwas fosfatydowy

PAH - poli(chlorowodorek alliloaminy)

PAMAM - poli(amidoamina)

PBS — buforowana fosforanem so6l fizjologiczna (z j. ang. phosphate buffered saline)
PC - fosfatydylocholina

PDI — wspotczynnik dyspersyjnosci otrzymywany metodg DLS (dawniej: wspotczynnik
polidyspersyjnosci; z j. ang. polydispersity index)

PE — fosfatydyloetanoloamina
PEG — poli(glikol etylenowy)
PEI - polietylenoimina

PG - fosfatydyloglicerol

PI — fosfatydyloinozytol

PLGA — poli(laktyd-ko-glikolid)
PLL - poli(L-lizyna)

PLLA — poli(L-laktyd)

PMAPTAC - poli[chlorek (3-(metakryloiloamino)propylo)-trimetyloamoniowy
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POPC - 1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfocholina

POPS — 1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfo-L-seryna

PS — fosfatydyloseryna

Py- — faza pofatdowana

RDF - funkcja rozktadu radialnego (z j. ang. radial distribution function)

SARS-CoV-2 — drugi koronawirus zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej (z j. ang.
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)

SUV — male liposomy jednowarstwowe (z j. ang. small unilamellar vesicles)
TBA — wodorotlenek tetrabutyloamoniowy

€ — potencjal zeta
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Cel pracy

Systemy dostarczania lekow to formulacje, ktére pozwalaja na ochron¢ substancji
czynnej przed szybka degradacja, zwickszenie jej biodostgpnosci oraz minimalizacje
potencjalnych skutkow ubocznych jej dzialania. Wszystko to sktada si¢ na zwickszenie
efektywno$ci oraz bezpieczenstwa terapii w porOwnaniu z konwencjonalnym
podawaniem farmaceutykéw. Z tego powodu nieustannie prowadzone sg badania w celu
opracowania jak mnajbardziej skutecznych, bezpiecznych oraz tatwych 1 tanich
w produkcji nos$nikow lekow, gendéw oraz §rodkow kontrastujacych do obrazowania

medycznego.

Badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej dotyczyly hydrofobowo
modyfikowanego siarczanu chondroityny, ktory jest biopolimerem z grupy
polisacharydow (glikozoaminoglikanéw). Biopolimery sa obiecujaca grupa zwigzkow
w dziedzinie tzw. nanomedycyny, poniewaz odznaczaja si¢ biokompatybilnoscig
1 biodegradowalnos$cig ze wzgledu na naturalne wystepowanie w zywych organizmach.
Celem pracy bylo zbadanie procesu samoorganizacji kilku amfifilowych pochodnych
(roznigcych si¢ grupami hydrofobowymi oraz stopniami podstawienia fancucha
polisacharydowego) w $rodowisku wodnym oraz sprawdzenie potencjatu otrzymanych
polimerowych struktur jako no$nikow substancji bioaktywnych. Do podstawienia
fancucha polisacharydowego wykorzystano dwie hydrofobowe grupy: oktadecylowa
(nasycong) oraz oleilowa (zawierajaca jedno wigzanie podwdjne). Jako modelowa
substancj¢ bioaktywng wykorzystano zwigzek naturalnego pochodzenia - kurkuming,
ktora charakteryzuje si¢ niskg biodostgpnoscia ze wzgledu na stabg rozpuszczalnosé
w roztworach wodnych. Okreslenie zwigzku pomiegdzy strukturg pochodnych siarczanu
chondroityny a wlasciwosciami tworzonych przez nie czastek jest kluczowe do

projektowania efektywnych systeméw dostarczania opartych na tym polisacharydzie.

W pracy podjeto takze badania majace na celu scharakteryzowanie oddziatywan
pomiedzy pochodnymi siarczanu chondroityny a membranami lipidowymi, ktére
stanowig prosty model bton biologicznych. Podczas przegladu literaturowego nie
znaleziono prac dotyczacych oddziatywan pomigdzy amfifilowymi pochodnymi
glikozoaminoglikanéw a membranami lipidowymi, co pokazuje, ze prowadzone badania
miaty charakter nowatorski. W eksperymentach wykorzystano dwuwarstwy zbudowane

z fosfatydylocholiny, poniewaz jest to jedna z gtownych klas lipidow wystepujacych
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w btonach biologicznych ssakéw. Badania oddziatywan z modelowymi membranami sg
szczegoOlnie istotne w przypadku materialéw do zastosowan biomedycznych, poniewaz
pozwalaja na przewidywanie ich cytotoksyczno$ci, a takze na zrozumienie korelacji

pomiedzy strukturg zwigzku a ich wplywem na blony biologiczne.

Badania przedstawione w ostatnim rozdziale rozprawy doktorskiej dotyczyly mocnych
polielektrolitow zawierajacych czwartorzedowe grupy amoniowe. Polikationy sg
atrakcyjng grupg makroczasteczek, badang pod katem opracowywania systemow
dostarczania kwasow nukleinowych oraz biatek, a takze wykorzystania ich jako biocydy.
Dodatnio natadowane polimery znane sg jednak ze swojej cytotoksyczno$ci, dlatego
celem tej cze$ci pracy bylo przyblizenie natury oddziatywan pomigdzy syntetycznymi
polikationami PMAPTAC (poli[chlorek (3-(metakryloiloamino)propylo)-
trimetyloamoniowy]) a ujemnie naladowang membrang lipidowa. W celu okre$lenia
wplywu dlugosci tancucha na badane oddziatywania, eksperymenty przeprowadzono
z wykorzystaniem dwdch polielektrolitow roznigcych si¢ iloscig meréw. Wyniki takich
badan pozwalaja na zrozumienie zwigzku pomiedzy strukturg polimeréw a ich
oddziatywaniem z blonami biologicznymi, a co za tym idzie - utatwiaja projektowanie
biokompatybilnych nosnikoéw substancji oraz efektywnych biocydow opartych na

polikationach.
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Rozdzial 1
Hydrofobowo modyfikowany siarczan chondroityny jako

nosnik substancji bioaktywnych

L. Czes¢ teoretyczna

1. Nanotechnologia w medycynie

W literaturze znajduje si¢ wiele definicji terminu ,,nanotechnologia”. Wedlug Komisji
Europejskiej okreslenie to dotyczy technologii materialow, ktore przynajmniej w jednym
wymiarze maja rozmiary w skali nanometrycznej (zwykle ponizej 100 nm, ale nie
zawsze) 1 w ktorych moga wystapi¢ zalezne od rozmiaru zjawiska umozliwiajace
opracowanie nowych ich zastosowa. !

Wiele chorob zapoczatkowywanych jest zmianami w procesach biologicznych na
poziomie czasteczkowym lub nanometrycznym. Zmutowane geny, nieprawidlowo
zwinigte biatka czy infekcje wywotywane przez wirusy lub bakterie moga prowadzi¢ do
dysfunkcji w dzialaniu oraz w komunikacji komorek, a w nastgpstwie — do chordb
zagrazajacych zdrowiu lub zyciu. Te czasteczki i czynniki zakazne, a takze rdzne bariery,
ktére pokonuja w organizmie, charakteryzuja sie rozmiarami rzedu nanometréw (10 m).
Nanotechnologia jest dziedzing posiadajaca duzy potencjat w zastosowaniach
medycznych, poniewaz nanomateriaty sg podobne pod wzgledem skali do molekut
1 uktadéw biologicznych, a takze mozna je zaprojektowa¢ do petienia réznorodnych
funkcji. Ten dziat nanotechnologii nazywany jest nanomedycyna, a jej celem jest
projektowanie oraz wykorzystywanie materiatow do diagnozowania i leczenia schorzen
na poziomie molekularnym.?

Substancje czynne to czegsto zwigzki chemiczne charakteryzujace si¢ stabag
rozpuszczalnoscig w wodzie oraz szybkg degradacja w warunkach in vivo. Odpowiednio
dobrane formulacje, np. uzycie no$nikoéw substancji (tzw. systemy dostarczania),
umozliwiajg poprawe rozpuszczalnosci zwigzkow terapeutycznych (czyli zwigkszenie
ich biodostepnosci) oraz ochron¢ leku przed szybka degradacjg. Pozwalajg takze na
zredukowanie toksycznych skutkdw ubocznych substancji, dzieki mozliwo$ci
projektowania uktadow z kontrolowanym uwalnianiem tadunku (z okreslong szybko$cia

i/lub do konkretnego miejsca w organizmie).’
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Obecnie istnieje szereg Srodkow terapeutycznych i diagnostycznych bazujacych na
nanomateriatach, ktore zostaly zatwierdzone do uzytku klinicznego przez Agencje
Zywnosci i Lekow (FDA — z j. ang. Food and Drug Administration) w Stanach
Zjednoczonych Ameryki oraz przez Europejska Agencje Lekéw (EMA — z j. ang.
European Medicines Agency) na terenie Unii Europejskiej (Rysunek 1). Najliczniejsza
grup¢ stanowig preparaty do leczenia nowotworéw oraz anemii, a takze S$rodki
kontrastowe do obrazowania medycznego. W 2020 r., podczas pandemii COVID-19
wywotanej koronawirusem SARS-CoV-2, zezwolenie na awaryjne uzycie otrzymaty
dwie szczepionki zawierajagce mRNA w lipidowych nanoczgstkach.* Preparaty te przeszly
w 202112022 r. procedure petnego dopuszczenia do obrotu.>¢ Ponadto w ostatnich latach
zauwazalny jest wzrost ilosci formulacji bazujacych na nanoczastkach, ktore
rozpoczynaja testy kliniczne (Rysunek 1). W 2019 r. bylo o 18 preparatow wigcej
znajdujacych si¢ na tym etapie badan niz trzy lata wczesniej. W 2021 r. ilo$¢ substancji
leczniczych 1 diagnostycznych w fazie testow klinicznych wzrosta juz o 36 (dane

z pierwszej potowy 2021 r.) w ciagu tylko dwoch lat.*78

1 Zatwierdzone do uzytku
00 - W trakcie testow klinicznych

80
=
O
©
@ 60 -
o
()]
o
73
S 40 -

20 4

26 47 29 65 31 101
0 1 1 1 : 1
2016 2019 2021

Rysunek 1. lLgczne ilosci formulacji substancji leczniczych i diagnostycznych
wykorzystujgcych nanomateriatly, ktore byly w trakcie testow klinicznych (Zotte kolumny)

oraz zostaly zatwierdzone do uzytku (niebieskie kolumny) w latach 2016, 2019 i 2021.478
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2. Kontrolowane dostarczanie lekow

Konwencjonalne podawanie leku, np. w postaci tabletki czy zastrzyku, skutkuje szybkim
wzrostem st¢zenia substancji czynnej we krwi, czesto zdecydowanie powyzej
minimalnego efektywnego stezenia (Rysunek 2). W pewnych przypadkach ilos¢ leku
moze nawet przekroczy¢ prog, ktory wywotuje u pacjenta toksyczne skutki uboczne. Po
stosunkowo krotkim czasie stezenie substancji zaczyna spada¢ (ze wzgledu na
metabolizowanie, degradacje lub wydalanie z organizmu) 1 0sigga poziom ponizej progu
terapeutycznego. W tym momencie konieczne jest ponowne podanie preparatu.”!'® Taki
sposob leczenia nie tylko jest niewygodny dla pacjenta ze wzgledu na konieczno$¢
czestego podawania leku, ale takze charakteryzuje si¢ zmniejszong skutecznoscig terapii
oraz ryzykiem wystgpienia potencjalnych skutkow ubocznych. Co wigcej, skutkuje
marnowaniem duzej iloéci leku, a co za tym idzie — zwicksza koszty leczenia.”!! Z tego
powodu zaczeto opracowywaé metody spowalniajagce przedostawanie si¢ substancji
czynnych do krwioobiegu.'? Poczatkowo bylo to miedzy innymi stosowanie powoli
rozpuszczajacych si¢ otoczek celulozowych, sprasowanych tabletek czy zawiesin.
Pozwolilo to uzyskaé¢ przedtuzone uwalnianie (Rysunek 2).>!! Aktualnie projektuje sie
tzw. systemy dostarczania lekow (DDS — z j. ang. drug delivery systems), ktore
umozliwiajg utrzymywanie efektywnego stezenia substancji przez dluzszy czas.
W idealnym przypadku jest to uwalnianie zerowego rzedu, czyli z szybkos$cig, ktora nie
zmienia si¢ w czasie (Rysunek 2).” Systemy DDS opieraja sie gléwnie na stosowaniu
no$nikoéw (nanoczastek), w ktorych zamyka si¢ lek (omdéwienie w punkcie 3).

Kontrolowane dostarczanie to nie tylko uwalnianie produktu leczniczego z okreslong
szybkoscia, ale takze do konkretnego miejsca w organizmie. Odpowiednio przygotowane
ukltady moga dostarcza¢ lek do okreslonych tkanek i komoérek. Nazywa si¢ to terapia
celowang 1 nie tylko zwigksza efektywno$¢ leczenia, ale rowniez minimalizuje skutki
uboczne, ze wzgledu na zmniejszone oddzialywania substancji czynnej ze zdrowymi

komorkami.’

Najprostszym rodzajem terapii celowanej jest dostarczanie bierne,
opierajace si¢ na efekcie zwigkszonej przepuszczalnosci i1 retencji (EPR — z j. ang.
enhanced permeability and retention effect) naczyn krwiono$nych w miejscach objetych
stanem zapalnym lub hipoksja (niedotlenieniem), a wigc stanami typowymi dla guzéw
nowotworowych. Oznacza to, ze wieksze czastki (10 — 500 nm) nie begda przenikaty do

normalnych tkanek, natomiast do chorych komoérek juz tak.'* Jednakze wielko§¢ tego

efektu jest rozna w zaleznosci od rodzaju, umiejscowienia i ukrwienia guza, a takze
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wlasciwoéci fizykochemicznych systemu dostarczania.'* Noéniki do terapii celowane;j
aktywnej otrzymuje si¢ m. in. poprzez modyfikacje ich powierzchni - przylaczenie
specyficznych ligandow wiazacych si¢ z biatkami receptorowymi komorek
docelowych.!>!6 Ze wzgledu na mozliwo$¢ terapii celowanej DDS stosowane s3 takze
w dostarczaniu $rodkéw kontrastujacych do obrazowania medycznego.!”

Zadaniem no$nikow jest takze ochrona substancji czynnej przed szybka degradacja

i usunieciem z organizmu, czyli zwiekszenie jej biodostepnosci.’

Tabletka / zastrzyk

maksymalne efektywne stezenie

skutki uboczne wystepujg
w tym zakresie stezen

Uwalnianie
zerowego rzedu

minimalne efektywne stezenie

Stezenie leku w osoczu

Przedtuzone
uwalnianie

»

Czas
Rysunek 2. Przyktadowe wykresy obrazujgce czasowe zmiany stezenia leku w osoczu po

konwencjonalnym podaniu (tabletka lub zastrzyk) oraz z wykorzystaniem systemow

dostarczania (przedtuzone uwalnianie i uwalnianie zerowego rzedu).’

3. Rodzaje nanoczastek do zastosowan medycznych

Mozna wyréznié trzy gldwne klasy nanoczastek do zastosowan medycznych: lipidowe,
polimerowe oraz nieorganiczne (Rysunek 3).!”

Nanomaterialy oparte na lipidach to najczesciej sferyczne czastki zawierajace
dwuwarstwy lub monowarstwy lipidowe. Systemy dostarczania oparte na tych uktadach
posiadajg wiele zalet, takich jak:

e prostota formulacji,
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e  duza biokompatybilno$¢ (lipidy wystepuja naturalnie w organizmach),

e wysoka biodostepnos¢ substancji czynnej,

e zdolnos$¢ do przenoszenia zar6wno hydrofobowego, jak i hydrofilowego tadunku,

e mozliwo$¢ kontroli wielu wasciwosci fizykochemicznych.!” 1

Niestety nanoczastki oparte na lipidach charakteryzuja si¢ niskg efektywnoscig
enkapsulacji, a takze krotkim czasem krazenia w krwioobiegu, je$li nie zostala
odpowiednio zmodyfikowana ich powierzchnia.!” Pomimo to s3 one aktualnie
najpowszechniejszg klasg nanomateriatéw do dostarczania substancji leczniczych, ktére

zostaly zatwierdzone do uzytku klinicznego przez FDA i EMA.*

Polimerowe Nieorganiczne Oparte na lipidach
Polimerosom Dendrymer Nanoczastka Kropka Liposom Nanoczastka
krzemionkowa kwantowa lipidowa
TN Q'L,.lzjz'?

o & oej

el ok : o™

IR

Micela polimerowa  Nanosfera Nanoczastka Nanoczastka Emulsja

tlenku zelaza Ziota

Rysunek 3. Schemat przedstawiajgcy rozne rodzaje nanoczgstek: polimerowe,

nieorganiczne oraz oparte na lipidach."’

Polimerowe no$niki moga by¢ otrzymywane z wielu makroczasteczek (zarowno
syntetycznych, jak i naturalnych) réznigcych sie budowa chemiczng. Z tego wzgledu
odznaczaja si¢ rdéznorodno$cig tworzonych struktur (Rysunek 3) i mozliwe jest
zamykanie w nich tadunku na rézne sposoby: w rdzeniu czastki, w matrycy polimerowej,
zwigzanie z powierzchnig noénika czy chemiczne skoniugowanie z polimerem.!”
Umozliwia to projektowanie uktadow do dostarczania réznego rodzaju substancji —
hydrofilowych oraz hydrofobowych, a takze zwiazkdéw o rdéznej masie czasteczkowe;j,
takich jak mate molekuty, biomakroczasteczki, biatka czy szczepionki.!7?2
Opracowywane sg takze polimerowe nos$niki, ktore sg w stanie dostarcza¢ wigcej niz
jeden tadunek jednoczesnie.?® Co wiecej, mozna precyzyjnie kontrolowaé efektywnoéé
zamykania substancji oraz kinetyke uwalniania z nanoczastek poprzez odpowiednie
dostosowanie sktadu, tadunku powierzchniowego, stabilno$ci czy responsywno$ci na

konkretne czynniki.!”?”?® Zaleta polimerowych nanomateriatdw jest rowniez latwosé

24



w modyfikacji ich powierzchni, dzigki czemu moga by¢ wykorzystywane w terapii
celowanej (dostarczanie tadunku do odpowiednich tkanek).!”* Jest to szczegolnie
przydatne w onkologii, terapii genowej 1 diagnostyce. Jednakze wada tego typu uktadow
jest zwiekszone ryzyko agregacji i toksycznosci.!’

Nanomaterialy nieorganiczne charakteryzuja si¢ unikalnymi wlasciwosciami
elektrycznymi, magnetycznymi 1 optycznymi, ktore zawdzigczaja tworzacym je
pierwiastkom (gtownie zloto, zelazo lub krzem). Do tej klasy zaliczajg si¢ czastki
o roznych rozmiarach, strukturach oraz geometrii (Rysunek 3). Znajduja one gléwnie
zastosowanie w diagnostyce, obrazowaniu i terapii fototermicznej. Wykorzystanie
kliniczne nanoczastek nieorganicznych jest jednak ograniczone ze wzgledu na stabg

rozpuszczalno$¢ i toksyczno$é, zwlaszcza w preparatach zawierajacych metale ciezkie.!”

4. Biopolimery

Polimery przeznaczone do zastosowan klinicznych, oprocz posiadania odpowiednich
wlasciwo$ci mechanicznych 1 fizykochemicznych, powinny by¢ nietoksyczne
1 biokompatybilne. Syntetyczne materialy nie zawsze spelniajg te wymogi, dlatego
obiecujaca klasg makroczasteczek w kontekscie zastosowan medycznych sg biopolimery.
Ze wzgledu na naturalne wystgpowanie w zywych organizmach, odznaczaja si¢ one
brakiem toksycznosci, biozgodnoécia i biodegradowalno$cia.’*® W warunkach in vivo
biopolimery ulegaja rozpadowi do biokompatybilnych i nietoksycznych zwigzkow, ktore
moga by¢ metabolizowane 1 wydalane w wyniku normalnych, fizjologicznych procesow.
Rozpad ten moze by¢ enzymatyczny (np. polisacharydy i biatka) lub hydrolityczny (np.
poli(a-estry)).’*3! Zastosowanie polimeréw pochodzenia naturalnego moze takze
pozwoli¢ na zminimalizowanie odpowiedzi immunologicznej organizmu, ktora stanowi

problem w przypadku wielu materiatow.3%2

4.1. Polisacharydy

Polisacharydy (zwane takze cukrami ztozonymi) to grupa biopolimeréw, w ktorych cukry
proste (mery) sg potaczone ze sobg wigzaniami glikozydowymi. Moga by¢ pochodzenia
zwierzecego (np. kwas hialuronowy, chitozan, siarczan chondroityny), roslinnego (np.
pektyna, guma guar), algowego (np. kwas alginowy) oraz mikrobiologicznego (np.

dekstran, guma ksantanowa).>** Polisacharydy stanowig przedmiot licznych badan na
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temat ich wykorzystania jako biomaterialy, poniewaz ich naturalne pochodzenie sprawia,
7e s3 wysoce stabilne, bezpieczne, hydrofilowe i biodegradowalne.’® Pozyskiwane
z naturalnych surowcoéw wykazuja dobrg aktywnos$¢ biologiczng i biodegradowalnos$¢ do
produktéw nieszkodliwych dla cztowieka.*” Do ich niezaprzeczalnych zalet nalezy
takze obecnos¢ duzej ilosci reaktywnych grup - hydroksylowych, karboksylowych
1 aminowych, co daje wiele mozliwosci chemicznej modyfikacji ich struktury i przez to
zmiany wlasciwosci fizycznych i chemicznych.’>*® Ponadto polisacharydy mozna
pozyskiwa¢ z rdéznorodnych, naturalnych i odnawialnych Zrédel, a proces ten

charakteryzuje si¢ niskim kosztem produkc;ji.*’

5. Samoorganizacja amfifilowych pochodnych polisacharydéow

Wszystkie zwigzki amfifilowe w $rodowisku wodnym mogg spontanicznie ulegaé

entropowo napedzanym procesom samoorganizacji, w ktorych ich czesci hydrofobowe

daza do ograniczenia kontaktu z polarnymi czasteczkami rozpuszczalnika. Skutkuje to

powstawaniem agregatéw o réznorodnych morfologiach.>

Przylaczenie = hydrofobowych  zwigzkow  do  hydrofilowych  tancuchow

polisacharydowych prowadzi do otrzymania amfifilowych pochodnych, ktore takze

posiadaja zdolno$¢ do formowania si¢ w roztworach wodnych w rézne struktury. Taka

modyfikacj¢ mozna przeprowadzi¢ na dwa sposoby:

1) poprzez przylaczenie hydrofobowych grup do  koncoéw  lancuchow
polisacharydowych; zazwyczaj wykorzystuje si¢ w tym celu inne makroczasteczki
1 otrzymuje amfifilowe kopolimery blokowe (Rysunek 4 — B),

2) poprzez podstawienie hydrofobowych grup wzdhuz tancucha polisacharydu - tzw.

hydrofobowo modyfikowane polimery / polimery szczepione (Rysunek 4 - A).*

A B

T ~~——

Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie sposobow modyfikacji polisacharydow
grupami hydrofobowymi: (A) polimer modyfikowany hydrofobowo wzdtuz tancucha, (B)
amfifilowy kopolimer blokowy. Na niebiesko zaznaczono makroczgsteczke polisacharydu

a na czerwono grupy hydrofobowe.
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Do hydrofobowej modyfikacji polisacharydow wzdluz tancucha wykorzystuje sig
zardwno zwiazki matoczasteczkowe, m. in. steroidy (np. cholesterol*’), witaminy i ich
pochodne (np. kwas foliowy*!) oraz leki przeciwnowotworowe / przeciwzapalne (np.
paklitaksel*?, kwercetyne®’), jak i makroczgsteczki (np. PLA - polilaktyd*!, PCL -
polikaprolakton*).3°

Morfologia czastek utworzonych w wyniku samoorganizacji zwigzkow o budowie
amfifilowej zalezy w duzej mierze od stosunku objetosci czegsci hydrofilowych

i hydrofobowych.** W przypadku kopolimerow blokowych okre$lana jest ona przez tzw.

parametr upakowania (p) (Réwnanie 1):

4

P= (1)

ao'le
gdzie: v — objetos¢ tancuchdéw hydrofobowych, a, — powierzchnia czesci hydrofilowej na
granicy faz, I — dtugo$¢ tancuchéw hydrofobowych.*® Przyjmuje sig, ze przy warto$ciach:
p <5 —powstaja micele sferyczne,
Y3 < p < V5 —powstaja micele cylindryczne,

5 <p < 1 — powstaja pecherzyki.*®

W przypadku polimerdéw szczepionych malymi czasteczkami hydrofobowymi, waznym
parametrem wplywajacym na morfologig jest stopien podstawienia (DS — z j. ang. degree
of substitution), ktory wyraza Srednig ilo$¢ grup przylaczonych do jednej
makroczasteczki. Pochodne roznigce si¢ wartosciami DS maja inne stosunki czesci
hydrofilowych do hydrofobowych, co wptywa na charakterystyke tworzonych przez nie
struktur — rozmiary, tfadunek powierzchniowy, morfologi¢ oraz zdolnos¢ akumulacji
lekow.*

Amfifilowe pochodne polisacharydéw moga samoorganizowaé si¢ w agregaty, ktore
mozna podzieli¢ na trzy kategorie (Rysunek 5): struktury typu rdzen - powtoka (micele
oraz analogiczne do nich czastki na bazie koniugatéw polisacharyd — lek), struktury
z mieszanymi domenami (nanozele) oraz pecherzyki zawierajagce membrang
(polimerosomy).>*#7-33 Czastki utworzone w wyniku samoorganizacji kopolimerdéw
blokowych charakteryzuja si¢ staba zdolnoscia do akumulacji lekow ze wzgledu na geste
upakowanie tancuchow w ich hydrofobowym rdzeniu.>* Polisacharydy modyfikowane
wzdtuz tancucha tworza luzniejsze struktury, ktore sa w stanie enkapsulowa¢ wigksza

ilo$¢ tadunku.>»°
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NC z mieszanymi  NC z dwuwarstwowa
domenami membrang

NC rdzen - powloka

NC na bazie koniugatu
polisacharyd - lek

s\ tancuch hydrofilowy " tancuch hydrofobowy _» lek hydrofobowy

Rysunek 5. Schemat przedstawiajgcy rozne rodzaje nanoczgstek (NC) utworzonych

w wyniku samoorganizacji amfifilowych pochodnych polisacharydéw.>

6. Siarczan chondroityny

Glikozaminoglikany to nierozgalgzione, ujemnie natadowane polisacharydy
charakteryzujace si¢ duza roznorodnoscia chemiczng. Wystgepuja w macierzy
pozakomoérkowej oraz na powierzchni bton komorkowych, czgsto w postaci tzw.
proteoglikanow, w ktorych sg kowalencyjnie przytaczone do rdzenia biatkowego.*’ Jedng
z glownych klas glikozoaminoglikanow stanowi siarczan chondroityny (CS), ktéry
zbudowany jest z dwucukrowych merow kwasu glukuronowego potaczonego
z N-acetylogalaktozoaming, w ktoérych wystepuje co najmniej jedno wigzanie estrowe
z kwasem siarkowym (Rysunek 6). Reszty siarczanowe moga by¢ przylaczone
w pozycjach C-2 1 C-3 kwasu glukuronowego oraz C-4° 1 C-6
N-acetylogalaktozoaminy.’® CS licznie wystepuje u prawie wszystkich bezkregowcow
i kregowcow (w tym u ludzi) i bierze udziat w wielu procesach biologicznych.>¢3 Jako
glowny sktadnik macierzy pozakomodrkowej, utrzymuje i chroni mikrosrodowisko
zewnatrzkomodrkowe.%*%° Dzigki roznicom w budowie makroczasteczek wystepujacych
w poszczegdlnych organizmach 1 tkankach (dtugos¢ tancuchow, ilos¢ 1 rozmieszczenie
grup siarczanowych), CS peitni wiele funkcji nie tylko na poziomie czasteczkowym
1 komérkowym, ale rowniez na poziomie narzagdow. Uczestniczy w takich procesach jak

adhezja, podziat i ré6znicowanie komodrek, morfogeneza, organogeneza czy tworzenie
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sieci neuronowej.’**8 CS wystepuje najliczniej we wszystkich tkankach lacznych

ssakow, zwlaszcza w chrzastce, skorze, naczyniach krwionos$nych, $ciggnach

i wiezadlach.3%%

Zostato udowodnione, ze polianion ten wykazuje dziatania
. Ine™ iwutleniaiace’! iwzakr 72 . 73
przeciwzapalne’™, przeciwutleniajace’’, przeciwzakrzepowe'”, przeciwnowotworowe
oraz wzmacniajace odporno$¢’®. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci znalazt on
zastosowanie jako lek w roznych schorzeniach, m. in. w chorobie zwyrodnieniowe;j
stawow. 047>
Masa molowa CS wynosi ok. 10 — 40 kDa i zalezy gléwnie od pochodzenia
polisacharydu’®, tak samo jak ilo$¢ i rozmieszczenie grup siarczanowych

w makroczasteczkach.%*7

0380 HO -
0,¢ 34l 6 -OH 5 0,0 osoé
o Q o 0]
HO ) 0 HO O
3 OH NHAc OH NHAC|
n n
Siarczan chondroityny A (CS-A) Siarczan chondroityny C (CS-C)
HO - "03S0 -
-0,C OSOE;J -0,C 3 080(3)
o) Q 0 Q
HO o HO O
"05S0 NHAc OH NHACc
n n
Siarczan chondroityny D (CS-D) Siarczan chondroityny E (CS-E)

Rysunek 6. Struktury chemiczne siarczanu chondroityny (CS) wystepujgce w organizmie

cztowieka.”®

CS jest takze biomaterialem badanym pod katem wykorzystania w systemach
dostarczania lekoéw/genéw oraz inzynierii tkankowej.®* Ulega on hydrolizie w okreznicy
pod wpltywem dziatania mikroorganizméw, dlatego moze by¢ skutecznym nosnikiem
substancji do tej czesci jelita grubego.’® Co wigcej, wykazuje powinowactwo do receptora
CD44, ktoéry przejawia duza nadekspresje w komodrkach nowotwordéw, dlatego jest
odpowiednim materiatem do wykorzystania w uktadach do celowanej terapii
przeciwnowotworowe;j.”’

CS moze tworzy¢ nanostruktury w wyniku oddziatywan migdzyczasteczkowych z innymi
molekutami.®* Ze wzgledu na fakt, Ze jest on polianionem, mozna otrzyma¢ nanoczastki
w wyniku jego oddziatywan elektrostatycznych z innym, przeciwnie naladowanym

zwiagzkiem. Czgsto stosowany jest w tym celu inny polisacharyd — chitozan, ktory jest
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naturalnym polikationem. Wykazano, ze w takich uktadach mozna skutecznie zamyka¢
m. in. bialtka 1 doksorubicyn¢ (zwigzek stosowany klinicznie w leczeniu wielu
nowotworéw zto§liwych).3 % CS moze byé takze wykorzystywany w DDS do
modyfikacji powierzchni istniejacych juz czastek, aby ukierunkowac je na dostarczanie
tadunku do komérek nowotworowych. 5334

Wspominana wczesniej duza ilo$¢ reaktywnych grup w czasteczce CS pozwala na tatwa
modyfikacj¢ jego struktury. Przytaczenie hydrofobowych zwigzkéw do hydrofilowego
fancucha polisacharydowego prowadzi do otrzymania amfifilowych pochodnych CS,
ktére w $rodowisku wodnym samoorganizujg sie w rézne struktury.®® Do hydrofobowe;j
modyfikacji CS wykorzystywano m. in. PLGA (kopolimer polilaktyd-ko-glikolid), kwas
deoksycholowy, a-tokoferol, doksorubicyne, kwas oleinowy, bezwodnik octowy, PLLA
(polilaktyd) i histaming.*’>>%¢1 W otrzymanych uktadach skutecznie enkapsulowano
substancje terapeutyczne, gltéwnie leki przeciwnowotworowe (m. in. doksorubicyng,
docetaksel, flutamid).*’->>86-%! Przyktadowo, w nanoczastkach otrzymanych w wyniku
samoorganizacji CS modyfikowanego kwasem oleinowym z powodzeniem zamkni¢to
doksorubicyne, a nast¢gpnie wykazano skuteczne wychwytywanie tych no$nikéw przez
komorki nowotworowe w wyniku endocytozy za posrednictwem receptora CD44 (przy
jednoczesnym rzadkim wnikaniu do zdrowych fibroblastow). Oprécz efektywnego
dzialania przeciwnowotworowego, formulacja okazata si¢ by¢ stabilna koloidalnie oraz
bezpieczna dla zdrowych komorek.®® W Tabeli 1 zebrano przykladowe DDS bazujace na
CS opisane w literaturze (ze szczegélnym uwzglednieniem uktadow opartych na

amfifilowych pochodnych polisacharydu).

Tabela 1. Przykiadowe systemy dostarczania lekow wykorzystujgce siarczan

chondroityny (CS).

Typ nos$nika Opis ukiadu Ladunek Zrédio
nanoczastki odzialywania albumina M. Yeh i in.
CS/Chitozan elektrostatyczne wolowa (2011)3°
nanoczastki odzialywania lizat ptytek V. Santo i in.
CS/Chitozan elektrostatyczne krwi (2012)%!
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nanoczastki

CS/Chitozan

polimerowe
nanoczastki

zmodyfikowane CS

dendrymery
polimerowe

zmodyfikowane CS

micele z amfifilowej

pochodnej CS

nanoczastki
z amfifilowe;j

pochodnej CS

nanoczastki
z amfifilowe;j

pochodnej CS

nanoczastki
z amfifilowej

pochodnej CS

micele z amfifilowej

pochodnej CS

nanozel z amfifilowe;j

pochodnej CS

nanozel z amfifilowej

pochodnej CS

odziatywania

elektrostatyczne

funkcjonalizacja
powierzchni czastki
poprzez przytaczenie CS
funkcjonalizacja
powierzchni czastki
poprzez przytaczenie CS
kopolimer blokowy
zawierajacy blok CS
i blok PLGA

(samoorganizacja)

tancuch CS podstawiony

kwasem deoksycholowym

(samoorganizacja)

tancuch CS podstawiony
a-tokoferolem

(samoorganizacja)

tancuch CS podstawiony
doksorubicynag

(samoorganizacja)

tancuch CS podstawiony
kwasem oleinowym

(samoorganizacja)

tancuch CS podstawiony

PLLA (samoorganizacja)

tancuch CS podstawiony
bezwodnikiem octowym

(samoorganizacja)
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C.Huiin.
doksorubicyna
(2014)32
M. Zu i in.
kamptotecyna
(2019)%
W. Cheniin.
miR-34a
(2017)%
H. Zhang i
doksorubicyna
in. (2017)3¢
M. Liu i in.
docetaksel
(2016)*
A. Khan i in.
docetaksel
(2020)°°
X. Xie 1 in.
doksorubicyna
(2020)%
. Y. Liang i in.
doksorubicyna
(2020)%
S. Ghaeini-
nizyna Hesaroeiye
iin. (2020)°°
W. Park i in.
doksorubicyna
(2010)*



micele z amfifilowej taficuch CS podstawiony ) C. Leeiin.
. o flutamid
pochodnej CS PLLA (samoorganizacja) (2006)°

tancuch CS podstawiony
micele z amfifilowej C.Yuiin.
_ histaming doksorubicyna
pochodnej CS o (2014)°!
(samoorganizacja)

7. Kurkumina

Kurkumina jest jedng z gtownych substancji wystepujacych w ktaczach ostryzu dtugiego
(Curcuma longa L.), znanego przede wszystkim pod nazwag kurkuma. Razem
z demetoksy- 1 bisdemetoksykurkuming stanowig grup¢ zwang kurkuminoidami. Od
starozytnych czasOw sproszkowana kurkuma wykorzystywana byta w Indiach m. in. jako

przyprawa oraz konserwant, przypisywano jej rowniez wlasciwosci lecznicze.”?

X =

forma ketonowa

Rysunek 7. Struktury chemiczne dwoch tautomerow kurkuminy. forma ketonowa (u gory)

oraz enolowa (na dole).

Strukture chemiczng kurkuminy zbadali w 1910 r. polscy chemicy: J. Mitobedzka, S.
Kostanecki oraz W. Lampe.” Jest ona polifenolem o nazwie systematycznej (1E,6E)-1,7-
bis(4-hydroksy-3-metoksyfenyl)-1,6-hepadien-3,5-dion) i wykazuje tautomeri¢ keto-
enolowa (Rysunek 7) zalezng od pH roztworu.”* W $rodowisku wodnym o pH
fizjologicznym kurkumina wystepuje gtownie w formie enolowej, z czego ok. 9% jest

w postaci anionu, powstatego wskutek dysocjacji enolowej grupy hydroksylowe;j.”>

32



Liczne badania wykazaty, ze kurkumina posiada wiele pozadanych wlasciwosci, m. in.
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwutleniajace 1 wiele innych. Niestety jej
zastosowania kliniczne sg ograniczone przede wszystkim ze wzgledu na stabg

rozpuszczalno$¢ w wodzie, a w konsekwencji niskg biodostepno$¢.”
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I1.

[y

Czes¢ doswiadczalna

. Materialy i odczynniki

siarczan chondroityny A, s6l sodowa z tchawicy wotowej - CS (Sigma-Aldrich)
oktadecyloamina — C18-NH2 (>99%, Sigma-Aldrich)

oleiloamina — OL-NH2 (=99%, Sigma-Aldrich)

chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu — EDC (Sigma-
Aldrich)

N-hydroksysukcynimid — NHS (98%, Sigma-Aldrich)

wodorotlenek tetrabutyloamoniowy — TBA (roztwor wodny ~40%, Sigma-Aldrich)
N-metyloformamid — NMF (Sigma-Aldrich)

1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien — DPH (98%, Sigma-Aldrich)

buforowana fosforanem sol fizjologiczna — PBS (tabletki, Sigma-Aldrich); sktad
roztworu po rozpuszczeniu w 200 ml wody dejonizowanej: KC1 0,0027 M, NaCl
0,137 M, pH =17,4.

kurkumina - Cur (zawarto$§¢ kurkuminoidow > 94%, kurkuminy > 80%, Sigma-
Aldrich)

kwas oleinowy (90%, Sigma-Aldrich)

tetrahydrofuran — THF (cz.d.a., Chempur)

alkohol etylowy (cz.d.a. 96%, Chempur)

woda dejonizowana

2. Metody badawcze i aparatura

2.1.

Dynamiczne i elektroforetyczne rozpraszanie swiatla

Pomiary dynamicznego (DLS) i elektroforetycznego (ELS) rozpraszania $wiatla

przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern

Instrument Ltd.) wyposazonego w laser o dtugosci fali 633 nm i dwa detektory $wiatta

rozproszonego ustawione pod katami 173° (do wyznaczania rozmiaréw) i 13° (do

wyznaczania potencjatu zeta). Pomiary wykonywane byty w 22 °C lub 25 °C w kuwetach

polistyrenowych. W przypadku wyznaczania potencjatu { korzystano z uniwersalnej celi

zanurzeniowej. Analiza danych przeprowadzana byla przy uzyciu oprogramowania
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dostarczonego przez producenta. Otrzymane wyniki stanowig $rednig z co najmniej 5

pomiarow.

2.2. Spektroskopia fluorescencyjna

Do rejestrowania widm emisyjnych uzywano spektrofluorymetru Hitachi F-7000
wyposazonego w termostatowany uchwyt na kuwetg oraz zrddlo §wiatta w postaci lampy
ksenonowej. W przypadku pomiaréw czasowych fluorescencji korzystano z aparatu
Perkin-Elmer LS 50B. Eksperymenty przeprowadzane byly w 25 °C w kuwetach

kwarcowych firmy Hellma o drodze optycznej wynoszacej 1 cm.

2.3. Spektroskopia UV-Vis

Widma absorpcyjne rejestrowano za pomoca dwuwigzkowego spektrofotometru Hitachi
U-2900 ze zrédlem Swiatta w postaci lampy wolframowej i1 deuterowej oraz
termostatowanym uchwytem na kuwete. Eksperymenty przeprowadzane byty w 25 °C
w kuwetach kwarcowych firmy Hellma o drodze optycznej wynoszacej 1 cm. Jako

odnosnik stosowano rozpuszczalnik, w ktorym zostala przygotowana préobka.

2.4. Kiriogeniczna transmisyjna mikroskopia elektronowa

Obrazowanie kriogeniczng transmisyjng mikroskopig elektronowa (cryo-TEM - z j. ang.
cryogenic transmission electron microscopy) przeprowadzono w dwoch osrodkach:
w Centrum Materiatow Polimerowych 1 Weglowych Polskiej Akademii Nauk (CMPW
PAN) w Zabrzu oraz w Narodowym Centrum Promieniowania Synchrotronowego
SOLARIS w Krakowie.

CMPW PAN: obrazowanie przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu Tecnai F20 X
TWIN (FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA) wyposazonego w dziato elektronowe
z emisjg polowa pracujace przy napigciu przyspieszajacym 200 kV. Obrazy rejestrowano
za pomocg kamery Gatan Rio 16 CMOS 4 k (Gatan Inc., Pleasanton, California, USA).
Siatki pokryte weglowa powtoka (Quantifoil R 2/2; Quantifoil Micro Tools GmbH,
Niemcy) aktywowano przed uzyciem przez 15 s w plazmie tlenowej z wykorzystaniem
przyrzadu Femto plasma cleaner (Diener Electronic, Niemcy). Probki przygotowywano
poprzez nakropienie roztworu (3 pl) na siatke, roztarcie bibutg filtracyjng 1 szybkie
zamrozenie w cieklym etanie za pomoca urzadzenia Vitrobot Mark IV (FEI Company,
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USA). Tak przygotowane probki przechowywano w ciektym azocie do czasu
umieszczenia w kriogenicznym uchwycie Gatan 626 (Gatan Inc., USA). Obrazowanie
pod mikroskopem przeprowadzano w temperaturze -178 °C.

SOLARIS: obrazowanie przeprowadzono za pomocg mikroskopu Titan Krios G3i
(Thermo Fisher Scientific) o napigciu przyspieszajacym 300 kV 1 powigkszeniu 105000x.
Mikroskop wyposazony byt w filtr energii BioQuantum (ze szczeling energetyczng
20 eV) oraz 16-bitowg kamerg Gatan K3 typu CMOS (Gatan Inc., Pleasanton, California,
USA). Siatki z powtoka weglowa (Quantifoil R1.2/1.3; Quantifoil Micro Tools GmbH,
Niemcy) poddano wytadowaniu jarzeniowemu, a nastgpnie nakrapiano na nie probke
(3 w) 1 poddawano ja natychmiastowemu zamrozeniu w cieklym etanie za pomoca
urzadzenia Vitrobot mark IV (FEI Company, USA). Do czasu pomiaro6w przygotowane

probki przechowywano w cieklym azocie.

3. Procedury badawcze

3.1. Synteza CS-C181i CS-OL

Pochodne siarczanu chondroityny o roéznych stopniach podstawienia (DS) grupami
oktadecylowymi  (CS-C18) 1  oleilowymi  (CS-OL) zostaly  otrzymane
i scharakteryzowane przez dr Magdalene Wytrwal-Sarng” oraz mgr Magdalene
Gorniewicz'.

Procedura syntezy polimerow o mniejszych stopniach podstawienia zostala wczesniej

opisana w publikacji autorstwa Szafraniec i in. (2017).%

Pokrétee: CS rozpuszczono
w wodzie dejonizowanej, dodano EDC 1 uktad mieszano przez 1 godz. Nastepnie dodano
NHS i kontynuowano mieszanie przez kolejne 2 godz. Do probki wprowadzono roztwor
C18-NH2 lub OL-NH2 (w mieszaniniec DMF/chloroform, 4:1) i uklad energicznie
mieszano przez 48 godz. w 37 °C. Kolejnym krokiem byta 3-dniowa dializa dyspersji do
mieszaniny tert-butanolu i PBS (1:1, v/v), a nastepnie do wody dejonizowanej przez
kolejne 4 dni. Koncowe produkty (CS-C18 1.5, CS-C18 6.5, CS-OL _10) otrzymano za
pomoca procesu liofilizacji.

W przypadku zwigzkow o wigkszym stopniu podstawienia skorzystano z procedury

opisanej przez Cadete i in. (2019).°® W skrocie, CS przeksztatcono w sol tert-

* Akademia Gorniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie, Akademickie Centrum Materiatow i
Nanotechnologii
T Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Wydzial Chemii
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butyloamoniowa i rozpuszczono w mieszaninic DMF/NMF (4:1). Do uktadu dodano
EDC oraz NHS i1 mieszano przez 2 godz. Nastepnie do probki wprowadzono aming (C18-
NH:2 lub OL-NH2) i kontynuowano mieszanie przez kolejne 48 godz. w 37 °C. Otrzymang
dyspersje dializowano do mieszanin 0,1 M NaCl i tert-butanolu o zmniejszajacej si¢
zawartosci alkoholu: 1:1, 2:1, 3:1, 5:1 1 9:1, a w ostatnim etapie do wody dejonizowane;]
przez 3 dni. Produkty (CS-C18 33, CS-OL_45) wyizolowano z wykorzystaniem procesu

liofilizacji.

3.2. Preparatyka struktur

Polimery CS-C18 1.5, CS-C18 6.5 i CS-OL _10: zwiazki rozpuszczono bezposrednio
w buforze PBS w stezeniu 1 mg/ml i pozostawiono na noc na mieszadle magnetycznym
(300 rpm). W przypadku polisacharydow modyfikowanych grupami C18 zawiesiny
poddano krotkiej sonikacji (amplituda: 20%, pulser: 2s - 2s, czas: 1 min) za pomoca
zanurzeniowego procesora ultradzwigkowego o mocy 500 W (VCX 500, Sonics &

Materials, USA).

Polimery CS-C18 33 i CS-OL 45: zwiazki rozpuszczono w mieszaninie THF/PBS
(1:1,5 v/v), a nastgpnie powoli wkraplano odpowiednig obje¢tos¢ buforu PBS przy
jednoczesnym mieszaniu uktadu (300 rpm). Probki pozostawiono na noc na mieszadle
magnetycznym do odparowania rozpuszczalnika organicznego. Finalne stezenie
polisacharydow wynosito 1 mg/ml. Otrzymane zawiesiny sonikowano przez 5 min

(amplituda: 20%, pulser: 2s- 2s).

CS-C18 33 z kurkuming: polimer rozpuszczono w mieszaninie THF/PBS (1:1,5 v/v)
1 dodano taka objetos¢ roztworu kurkuminy (3 mg/ml w etanolu), aby uzyska¢ pozadang
zawarto$¢ leku (10, 15 lub 20% w odniesieniu do masy polimeru). Nastepnie

postepowano analogicznie jak w przypadku samego CS-C18 33.

CS-OL 10 z kurkuming: do przygotowanej zawiesiny polimeru (1 mg/ml) dodano takg
objetos¢ roztworu kurkuminy (3 mg/ml w etanolu), aby otrzyma¢ pozadang zawarto$¢
leku (5, 10 lub 15% wag. w stosunku do masy polimeru). Lek wkraplano powoli do
zawiesiny przy jednoczesnym szybkim mieszaniu uktadu (1000 rpm). Tak przygotowane
probki zostawiono na ok. 18 godz. na mieszadle magnetycznym (300 rpm). Otrzymang

zawiesing sonikowano przez 8 min (amplituda: 20%, pulser: 2s — 2s).
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3.3. Wyznaczanie krytycznego st¢zenia agregacji

Krytyczne stezenie agregacji (CAC — z j. ang. critical aggregation concentration)
badanych polimerow w buforze PBS wyznaczono z wykorzystaniem metody
fluorescencyjnej sondy molekularnej.”® Na wstepie sporzadzono roztwor DPH (0,4 mM)
w metanolu poprzez 15-minutowg sonikacje w tazni ultradzwickowej. Nastgpnie
przygotowano seri¢ probek zawierajacych DPH o statym stezeniu (4 uM) oraz rozne
zawartos$ci polimerdéw (0 — 0,2 mg/ml) 1 zostawiono je na mieszadle magnetycznym (100
rpm) w ciemni na 2 godz. Widma fluorescencji badanych prébek zarejestrowano przy

dhugosci fali wzbudzenia wynoszacej 350 nm.

3.4. Badanie stalej wnikania kurkuminy

Podziat kurkuminy pomig¢dzy faz¢ wodng a polimerowa opisuje tzw. stata wnikania

(podziatu), Kb, ktora definiuje Rownanie 2°°:

__ [Curp]
b — [—

(2)

gdzie [Cur,p] 1 [Cur,w] oznaczaja odpowiednio stezenie kurkuminy w fazie polimerowe;j

Cur,w]-[p]

1 w fazie wodnej, a /[p] oznacza st¢zenie polimeru.

Aby wyznaczy¢ statg Kv, w pierwszej kolejnosci zbadano kinetyke wnikania kurkuminy
do czastek polimerowych, co pozwolito okresli¢ czas potrzebny do osiggnigcia stanu
rownowagi leku pomiedzy fazag wodng a polimerowa. W tym celu monitorowano
intensywno$¢ fluorescencji kurkuminy w czasie po dodatku polisacharydu do uktadu.
Nastepnie przeprowadzono miareczkowanie spektroskopowe i zarejestrowano szereg
widm emisyjnych roztworu leku o stgzeniu 0,7 uM w funkcji stg¢zenia polimeru (0 — 0,2
mg/ml). Na ich podstawie wykreslono zalezno$¢ maksimum intensywnosci fluorescencji
kurkuminy od st¢zenia polimeru i do punktéw eksperymentalnych dopasowano

w programie OriginLab krzywg opisang Réwnaniem 3'%°:

_ Finit*+ FcomKp[p]
F = (3)

gdzie Fiir 1 F sg intensywnos$ciami fluorescencji kurkuminy mierzonymi odpowiednio
w roztworze bez polimeru oraz w obecno$ci polimeru o stezeniu /p/. Feomp jest graniczng

intensywnoscig fluorescencji przy catkowitym wniknieciu leku do fazy polimerowe;.
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3.5. Wyznaczanie zdolnosci do akumulacji leku oraz efektywnosci

enkapsulacji

Probki o réznych zawartos$ci kurkuminy wzgledem polimeru (5, 10, 15, 20%) zostaty
przygotowane w opisany wczesniej sposob (podpunkt 3.2). Nastepnie odwirowano je
(10000 rpm, 20 min) w celu oddzielania nieprzylaczonego leku. Ilo§¢ kurkuminy
zamknietej w polimerowych czastkach wyznaczono z widm absorpcyjnych zebranego
supernatantu i sporzadzonej krzywej kalibracyjnej. Zdolno$¢ do akumulacji leku (DLC —
z j. ang. drug loading capacity) oraz efektywno$¢ enkapsulacji (EE — z j. ang.
encapsulation efficiency) obliczono na podstawie Réwnania 4 1 5.

masa zamknietego leku

DLC (%) =

-100% (4)

masa polimeru

masa zamknietego leku

EE (%) =

-100% (5)

catkowita masa leku

3.6. Badanie uwalniania kurkuminy

W szklanej fiolce umieszczono 6 ml zawiesiny polimeru CS-OL 10 (¢ = 1 mg/ml)
przygotowanej z dodatkiem 10% kurkuminy. Do fiolki dodano takze 4 ml kwasu
oleinowego, ktory ze wzgledu na rdznice w gestosci utworzyt osobng, gorng faze olejowa.
Zawiesina byta delikatnie mieszana przez caty eksperyment (100 rpm) w taki sposob,
zeby nie powodowa¢ mieszania si¢ faz. Przez pierwsze 6 godz. eksperymentu pobierano
co 15-30 min 2 ml fazy olejowej i mierzono widma absorpcyjne uwolnionej kurkuminy.
Po kazdym pomiarze probke delikatnie zwracano do uktadu. Po tym czasie widma
mierzone byty w odstepach ok. 24-godzinnych w taki sposob, ze z uktadu pobierano 2 ml
fazy olejowej 1 zastegpowano ja 2 ml czystego kwasu oleinowego. Widmo absorpcyjne
leku mierzone byto po 2-krotnym rozcienczeniu pobranej probki. Procedura ta wynikata
ze zbyt duzego stezenia uwolnionej kurkuminy, ktére uniemozliwiato pomiary
spektrofotometryczne. Eksperyment przeprowadzony zostat w temperaturze 25 °C.
Stezenie uwolnionego leku obliczane bylo na podstawie przygotowanej krzywej

kalibracyjne;.
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4. Wyniki
A. Siarczan chondroityny modyfikowany grupami oktadecylowymi

4.1. Hydrofobowa modyfikacja siarczanu chondroityny

R=—(CHz)17—CHg3

Rysunek 8. Struktura chemiczna polimeru CS-CI8.

Przedmiotem badan tego podrozdzialu rozprawy doktorskiej byly trzy hydrofobowo
modyfikowane pochodne siarczanu chondroityny, otrzymane poprzez podstawienie
fancucha polisacharydowego (CS) grupami oktadecylowymi (C18). Struktur¢ chemiczna
polimeréw CS-C18 przedstawia Rysunek 8, a stopnie podstawienia tancuchéw grupami

hydrofobowymi Tabela 2.

Tabela 2. Stopnie podstawienia (DS) grupami oktadecylowymi otrzymanych polimerow.

Nazwa polimeru DS
CS-C18_1.5 ~1,5%
CS-C18_6.5 ~6,5%
CS-C18_33 ~33%

Nalezy podkresli¢, ze modyfikowane w ten sposob polielektrolity trzeba uznawaé za

materialy dyspersyjne i nichomogeniczne ze wzglgedu na nastgpujace czynniki:
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1) Polimery sktadaja si¢ z makroczasteczek o roznej dhugosci (Rysunek 9 - A).
W przypadku CS wykorzystanego w niniejszych badaniach dyspersyjno$¢ masy
molowej wynosita okoto 1,4.!%!

2) Lancuchy moga by¢ podstawione rdzng iloscig grup hydrofobowych ze wzgledu na
przypadkowy przebieg reakcji substytucji (Rysunek 9 - B). Oznacza to, ze
poszczegoOlne makroczasteczki mogg mie¢ inne stopnie podstawienia, a wyznaczona
dla danego zwigzku warto$§¢ DS jest jedynie wartos$cig $rednig dla wszystkich
tancuchow.

3) Rozmieszczenie grup hydrofobowych wzdtuz szkieletu polimeru moze si¢ r6zni¢ dla
poszczego6lnych tancuchow polisacharydowych (Rysunek 9 - C). Innymi stowy,
w jednej makroczasteczce mogg znajdowac si¢ fragmenty o wyzszym DS, jak
rowniez fragmenty o nizszym DS. To takze spowodowane jest przypadkowym
przebiegiem reakcji podstawienia.

Dyspersyjno$¢ 1 niejednorodno$¢ amfifilowych polielektrolitow wplywa na ich

wlasciwosci fizyczne 1 zachowanie w roztworach wodnych.

Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie dyspersyjnosci polielektrolitow (A), roznic
w Stopniu podstawienia poszczegolnych tancuchow (B) oraz roznic w rozmieszczeniu

grup hydrofobowych wzdtuz szkieletu makroczgsteczek (C).

4.2. Krytyczne st¢zenie agregacji CS-C18

Hydrofobowo modyfikowane polimery moga spontaniczne formowac¢ si¢ w struktury
przypominajace micele powyzej tzw. krytycznego stezenia agregacji (CAC).!9%1%* Do
zbadania samoorganizacji CS-C18 w srodowisku wodnym (PBS) wykorzystano pomiary

fluorescencji z uzyciem DPH jako sondy molekularnej. Jest to czasteczka
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o wlasciwosciach hydrofobowych, ktéra dodana do wodnej zawiesiny czastek
samorzutnie lokuje si¢ w ich niepolarnych domenach. Duza r6znica w intensywnosciach
fluorescencji, ktora DPH wykazuje w §rodowisku polarnym oraz hydrofobowym sprawia,
ze jest on dobrym narzedziem do wyznaczania CAC zwigzkéw o budowie amfifilowe;j.”
Aby okresli¢ zdolno$¢ polimeréw CS-C18 do tworzenia agregatdw zawierajacych
hydrofobowe domeny, przygotowano seri¢ probek o stalym st¢zeniu sondy i réznych
zawartosciach masowych polisacharydow, a nastepnie zmierzono ich widma emisyjne.

Wyniki dla CS-C18 6.5 przedstawia Rysunek 10.

CS-C18_6.5

-
o
T

Intensywnos¢ fluorescencji [a.u.]

400 450 500 0 600
Dtugos¢ fali [nm]

Rysunek 10. Widma emisyjne DPH (c = 4 uM, Aexc = 350 nm) w obecnosci CS-C18 6.5

o wzrastajqgcych stezeniach. Przerywang linig zaznaczono diugosé fali wykorzystang do

dalszego opracowania wynikow.

DPH wykazywal staba fluorescencje w fazie wodnej, ale intensywno$¢ emitowanego
promieniowania wzrastala wraz ze stezeniem polimeru w uktadzie. Jest to zwigzane
z przemieszczaniem si¢ czasteczek fluoroforu z fazy wodnej do hydrofobowych domen
tworzonych przez grupy alkilowe polimeréw CS-C18. Swiadczy o tym takze przesuwanie
si¢ maksimum emisji w stron¢ fal krotszych. Wartosci CAC dla badanych
polisacharydow zostaty wyznaczone z zaleznosci intensywnosci fluorescencji od stezenia
polimeru (Rysunek 11). Do punktéw pomiarowych dopasowano dwie linie — jedna
w zakresie niskiego stezenia polianionu (ktére odpowiada wystgpowaniu

makroczasteczek w formie monomeréw), a druga do obszaru, w ktorym intensywnos¢
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fluorescencji gwattownie rosta (ze wzgledu na powstawanie polimerowych czastek).
Wartos¢ wspotrzedne] x-owej punktu przecigcia si¢ tych dwoch linii odpowiada
krytycznemu stgzeniu agregacji. Uzyskane wyniki przedstawia Tabela 3. Zgodnie
z oczekiwaniami zaobserwowano, ze wartosci CAC zmniejszaja si¢ wraz ze
zwigkszajagcym si¢ stopniem podstawienia polisacharydow. Podobng zalezno$¢
zaobserwowano wczesniej dla CS modyfikowanego innymi grupami hydrofobowymi.
W przypadku siarczanu chondroityny podstawionego a-tokoferolem wartos¢ CAC
zmniejsza si¢ od 0,040 do 0,027 mg/ml, kiedy DS wzrasta z 2,5 do 4,6%.% Z kolei
modyfikacja chloryng e6 (Ce6) w 2,5 i 7,9% prowadzi do otrzymania polimerow
o warto$ciach krytycznego st¢zenia agregacji wynoszacych odpowiednio 0,050
i 0,027 mg/ml.'* Zaréwno wyniki zawarte w tej rozprawie, jak i przytoczone rezultaty
z literatury, pokazuja, ze amfifilowe pochodne CS samoorganizujg si¢ w roztworach
wodnych juz w st¢zeniach kilkudziesigciu pg/ml.

Dla poréwnania przeprowadzono analogiczny eksperyment dla niemodyfikowanego
polisacharydu. Jak wida¢ na Rysunku 11, nie zaobserwowano wzrostu fluorescencji DPH
wraz z pojawieniem si¢ CS w uktadzie. Swiadczy to o tym, Ze siarczan chondroityny nie
tworzy struktur zawierajacych hydrofobowe domeny bez uprzedniej jego modyfikacji do

amfifilowej pochodne;.

= CS-C18_15
10F . csc1865

L 4 CS-C18_33
osl * cs

0,6

04}

0,2

T

0,001 0,01 0.1

Ces.c1g [Mg/ml]
Rysunek 11. Znormalizowane do jedynki intensywnosci fluorescencji DPH (przy diugosci

Znormalizowana intensywnos¢ fluorescenciji

fali odpowiadajgcej maksimum emisji) w funkcji stezenia polimerow CS-CI18 oraz

niemodyfikowanego CS.
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Tabela 3. Wartosci krytycznego stezenia agregacji (CAC) dla polimerow CS-CI18
w buforze PBS.

Polimer CAC [pg/ml]
CS-C18 1.5 49 +3
CS-C18 6.5 39+4
CS-C18 33 17+2

4.3. Rozmiary i potencjal zeta struktur

Rozmiary czastek utworzonych w roztworach CS-C18 powyzej CAC zbadano technikg
dynamicznego rozpraszania swiatta (Tabela 4). Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem
stopnia podstawienia polimeru wielko$¢ obiektoéw maleje, co jest prawdopodobnie
spowodowane zwigkszonym przycigganiem pomig¢dzy grupami oktadecylowymi, ktore
maja sklonno$¢ do unikania kontaktu z woda. W rezultacie agregaty utworzone
z polimeréw o wigkszym DS powinny mie¢ bardziej kompaktowa strukturg. Innym
wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢ roznica w ilo$ci makroczasteczek tworzacych
pojedyncze czastki. Mozliwe, ze w przypadku niskiego DS struktury formuja si¢
z wigkszej ilosci tancuchéw polisacharydowych, a co za tym idzie majg wigksze
rozmiary.

Technika ELS wyznaczono takze potencjal zeta ({) agregatow. Jest on istotnym
parametrem, ktory pozwala nie tylko okresli¢ fadunek powierzchni czastek, ale takze
przewidywa¢ stabilno$¢ koloidalng uktadow dyspersyjnych. Przyjmuje sig¢, ze
bezwzgledna warto$¢ potencjatu zeta powyzej 30 mV (|{ > 30 mV) Swiadczy
o dlugotrwalej stabilno$ci wodnych dyspersji.!®® Struktury CS-C18 charakteryzuja sie
ujemnym potencjalem zeta o stosunkowo duzej wartosci bezwzglednej (Tabela 4). Ten
ujemny tadunek wynika z obecnosci grup siarczanowych i zjonizowanych grup
karboksylowych w czasteczce CS. Co wigcej, wraz ze wzrostem DS zaobserwowano, ze
potencjat zeta takze rosnie. Prawdopodobnym wyjasnieniem tego zjawiska jest
przeksztatcanie si¢ ujemnie natadowanych grup karboksylowych w obojetne grupy

amidowe podczas hydrofobowej modyfikacji CS. Podobng tendencj¢ zaobserwowano juz
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wczesniej dla pochodnych CS z grupami linolenowymi, dla ktorych potencjat zeta wzrost
z -36 do -25,4 mV, podczas gdy stopien podstawienia zwigkszyl si¢ z 0,034 do
0,123%.'% Odwrotng zalezno$¢ przedstawiono dla CS podstawionego a-tokoferolem
oraz doksorubicyng, ale nie zostalo podane zadne wytlumaczenie.’>®

W celu sprawdzenia wptywu zamknigcia modelowego, hydrofobowego leku na rozmiary
1 potencjal zeta struktur CS-C18 33, przygotowano i zbadano probke z dodatkiem
kurkuminy (10% wag. w stosunku do zawartosci polimeru). Dodatek leku spowodowat
znaczny, prawie dwukrotny wzrost rozmiarow czastek (Tabela 4). Nie zaobserwowano
jednak zmian w wartosci potencjatu zeta, co moze wskazywac, ze kurkumina lokuje si¢

w hydrofobowym wnetrzu utworzonych polimerowych agregatow 1 nie wplywa na ich

fadunek powierzchniowy.

Tabela 4. Wartosci Sredniej srednicy hydrodynamicznej (d:;), wspolczynnika
dyspersyjnosci (wyrazonego jako PDI) i potencjatu zeta (() dla struktur utworzonych
przez polimery CS-C18 (¢ = 0,4 mg/ml) w buforze PBS. Wyniki przedstawiono w postaci

Sredniej wartosci £+ odchylenie standardowe.

Uklad d; [nm] PDI ¢ [mV]
CS-C18 1.5 360 + 12 0,32 + 0,05 37,7+ 1,0
CS-C18 6.5 348 + 10 0,24 + 0,02 35,1+ 1,0
CS-C18 33 253+9 0,36 + 0,01 273+0,7

CS-C18 33 + 10% Cur 445+ 13 0,35+ 0,04 271+1,6

4.4. Morfologia czastek

Morfologi¢ struktur utworzonych przez CS-C18 w buforze PBS zbadano za pomoca
kriogenicznej transmisyjnej mikroskopii elektronowej (cryo-TEM). Rysunki 12-14
przedstawiaja  mikrofotografie dyspersji badanych polimeréw w  stgzeniu

przekraczajacym CAC.
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W przypadku najmniej podstawionego polisacharydu, CS-C18 1.5, zaobserwowano
dwie populacje czastek: nieregularne obiekty o matym kontrascie i rozmiarach w zakresie
15-150 nm oraz czastki przypominajace preciki o duzym kontrascie 1 dlugosci 10-90 nm
oraz szerokosci 6-9 nm (Rysunek 12). Mikrofotografie probki CS-C18 6.5 réwniez
wykazaty obecno$¢ co najmniej dwoch rodzajow obiektow: wigksza ilo$¢ czastek
w ksztalcie precikéw o dhugosci 10-90 nm 1 szerokosci 6-9 nm oraz mniejsza populacje
nieregularnych struktur o matym kontrascie i rozmiarach w zakresie 15-80 nm (Rysunek
13). Czastki przypominajace ksztattem preciki wskazuja na formowanie si¢ w uktadach
miceli cylindrycznych. Natomiast nieregularne obiekty o matym kontrascie to luzno
upakowane 1 silnie uwodnione nanozele. W przypadku wodnej zawiesiny polimeru
o najwigkszym DS (CS-C18 33), przygotowanej w stezeniu przekraczajagcym CAC,
analiza mikroskopowa wykazata obecno$¢ precikow o duzym kontrascie. Diugosé
zaobserwowanych miceli cylindrycznych miescita si¢ w zakresie 20-410 nm, a ich
szeroko$¢ wynosita 6-20 nm (Rysunek 14). Inny obraz odkryto w przypadku dyspersji
przygotowanej przez rozpuszczenie CS-C18 33 w stezeniu ponizej CAC, a nast¢pnie
zat¢zenie zawiesiny powyzej tej wartosci (Rysunek 15). W tym uktadzie widoczne sa
glownie duze ilo$ci matych nanoczgstek o rozmiarach 2-3 nm, ktére formujg si¢
w wieksze skupiska o nieregularnych ksztaltach. Obiekty te mozna przypisa¢ tworzeniu
si¢ globularnych miceli polimerowych. Mozliwym wyjasnieniem tego zjawiska jest
zwijanie si¢ pojedynczych makroczasteczek 1 tworzenie monomolekularnych miceli, gdy
w uktadzie jest mate stezenie polimeru. W wyniku zat¢zenia zawiesiny powyzej CAC,
micele te tacza si¢ w wigksze struktury. W analizowanej probce mozna zaobserwowac
takze wysokokontrastowe micele cylindryczne, ale ich rozmiary s3 mniejsze niz
w przypadku probki przygotowanej w standardowy sposob (stezenie powyzej CAC).

W celu okreslenia wptywu kurkuminy na morfologi¢ miceli utworzonych w zawiesinie
CS-C18_33, przeprowadzono obrazowanie probki przygotowanej z dodatkiem leku (20%
wag.). Uzyskane mikrofotografie cryo-TEM przedstawia Rysunek 16 i 17. Najliczniej
wystepujacymi obiektami sg nieregularne struktury o rozmiarach 30-510 nm. Mozna
takze zaobserwowac bardzo mate obiekty o wickszym kontrascie, niemal rownomiernie
rozmieszczone wewnatrz czastek CS-C18 33. Prawdopodobnie sg to nanoagregaty
enkapsulowanej kurkuminy. W zawiesinie obecne byly takze mate, globularne micele,
ktére tworzyly wigksze struktury o nieregularnych ksztaltach (Rysunek 17). Tutaj

réwniez widoczne sg rozmieszczone wewnatrz mate obiekty o wysokim kontrascie, ktére
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mozna powigzaé z agregatami tworzonymi przez kurkumine. Uzyskane wyniki pokazuja,

ze enkapsulacja kurkuminy znaczaco wplywa na morfologi¢ wyjsciowych obiektow.

Rysunek 12. Mikrofotografia cryo-TEM struktur utworzonych w wodnej dyspersji
CS-C18 1.5 powyzej CAC.

Rysunek 13. Mikrofotografia cryo-TEM struktur utworzonych w wodnej dyspersji
CS-CI18 6.5 powyzej CAC.
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Rysunek 14. Mikrofotografia cryo-TEM struktur utworzonych w wodnej dyspersji
CS-C18 33 powyzej CAC.

Rysunek 15. Mikrofotografia czgstek CS-C18 33 przygotowanych w roztworze ponizej

CAC, a nastepnie zatezonego do stezenia przekraczajgcego wartos¢ CAC.
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Rozbieznos¢ pomiedzy rozmiarami struktur uzyskanymi metoda DLS a mikroskopia
wynika najpewniej z faktu, ze intensywnos$¢ rozpraszanego $wiatta silnie wzrasta wraz
z rozmiarami obiektow (z przyblizenia Rayleigh’a wynika, Ze nat¢zenie rozpraszanego
przez czastke Swiatla jest proporcjonalne do szbstej potegi jej srednicy). Z tego powodu
metoda DLS jest znacznie bardziej czuta na wigksze obiekty (w tym agregaty czastek),
a co za tym idzie - wyniki uzyskane ta technikg mogg by¢ zawyzone.

Dyspersyjnos¢ masy molowej 1 niejednorodno$¢ w podstawieniu hydrofobowo
modyfikowanych CS skutkuja formowaniem si¢ struktur réznigcych si¢ morfologia
i rozmiarami. W zawiesinach polimeroéw zawsze obecne sg agregaty ztozone z fancuchow
polimerowych o réznych dtugosciach, co skutkuje rozktadem rozmiaréw utworzonych
obiektow. Natomiast istnienie w rownowadze struktur o r6znych morfologiach (nanozele
1 micele cylindryczne) mozna tlumaczy¢ tym, Ze istnieje segregacja w agregacji
makroczasteczek w zaleznos$ci od ich stopnia podstawienia hydrofobowymi grupami.
Pozwala to wysung¢ hipotez¢ dotyczaca nast¢pujacego mechanizmu: tancuchy
polisacharydowe o mniejszym stopniu podstawienia grupami hydrofobowymi tworzg
luzno upakowane struktury, za§ makroczasteczki o wieckszym DS osobno samoorganizujg
si¢ w bardziej kompaktowe (wysokokontrastowe) micele cylindryczne. Za tym
mechanizmem przemawia takze fakt, ze udziat nanozeli zmniejsza si¢ dla pochodnych
o wiekszym DS, przy jednoczesnym zwigkszaniu si¢ ilosci gesto upakowanych miceli
w uktadzie.

Morfologia nanoczastek tworzonych przez hydrofobowo modyfikowany siarczan
chondroityny byla wczesniej badana za pomoca tradycyjnej mikroskopii TEM
1 obserwowano gtéwnie obiekty o ksztalcie sferycznym. Przyktadowo, obrazowanie CS
modyfikowanego o-tokoferolem wykazato sferyczne nanoczastki o $rednicy ok.
140 nm.>> W przypadku podstawienia kwasem a-linolenowym takze zaobserwowano
micele o kulistym ksztalcie i jednorodnym rozkladzie wielkosci.!* Podobna morfologia
charakteryzujg sie takze struktury powstate z CS modyfikowanego doksorubicyng.?’
Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze tradycyjna mikroskopia TEM wymaga wysuszenia
probki do obrazowania, dlatego obserwowane morfologie dotycza czastek w stanie
suchym. Proces pozbywania si¢ wody niewatpliwie ma znaczacy wplyw na morfologie
struktur otrzymanych z wysoko uwodnionych polimeréw takich jak CS. Korzystanie
z mikroskopii cryo-TEM, w ktorej probka poddana jest tylko mrozeniu, pozwala na

obrazowanie obiektow w nienaruszonym, uwodnionym stanie.
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Rysunek 16. Mikrofotografia cryo-TEM struktur CS-C18 33 (0,4 mg/ml) z zamknigtg
kurkuming (20% wag.).

Rysunek 17. Mikrofotografia cryo-TEM struktur CS-C18 33 (0,4 mg/ml) z zamknietg
kurkuming (20% wag.).
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4.5. Wplyw kurkuminy na Kkrytyczne st¢zenie agregacji

Obecnos¢ hydrofobowych lekéw w uktadzie moze prowadzi¢ do zmian w procesie
agregacji amfifilowych polisacharydow. Z tego powodu wyznaczono wartos¢ CAC dla
polimeru o najwickszym DS w obecnosci kurkuminy. Przygotowano seri¢ probek
o stalym st¢zeniu leku (41 pM) i réznych zawarto$ciach CS-C18 33 (1 pg/ml —
0,1 mg/ml), a nastgpnie pozostawiono je w ciemni na mieszadle magnetycznym (100
rpm) na 30 min przed pomiarami. Zarejestrowane widma fluorescencji dla badanych
probek przedstawia Rysunek 18. Pomiary wykonywano przy diugosci fali wzbudzenia

422 nm.
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Rysunek 18. Widma emisyjne kurkuminy (c = 41 uM, Aexc = 422 nm) w PBS w obecnosci
CS-C18 33 o wzrastajgcych stezeniach.

Warto§¢ CAC zostala wyznaczona z zalezno$ci intensywno$ci fluorescencji leku
(w maksimum intensywnosci) od stezenia polimeru (Rysunek 19), tak jak opisano
w podpunkcie 4.2. Kurkumina wykazuje staba fluorescencje w $rodowisku wodnym,
wzrost jej intensywnosci wigze si¢ z wnikaniem czasteczek do hydrofobowych domen
utworzonych przez grupy alkilowe CS-C18 33. CAC dla badanego polisacharydu
w obecnosci leku wyniosto 0,021 £ 0,004 mg/ml. Warto$¢ ta jest zblizona do tej

wyznaczone] wczesniej, bez kurkuminy w uktadzie (0,017 £ 0,002 mg/ml). Wynik ten
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wskazuje, ze hydrofobowe leki maja raczej niewielki wptyw na agregacj¢ amfifilowych

polisacharydow w srodowisku wodnym.
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Rysunek 19. Porownanie znormalizowanych do jedynki intensywnosci fluorescencji

kurkuminy (Cur) przy 537 nm i DPH przy 429 nm w funkcji stezenia polimeru CS-CI18_33.

4.6. Stala wnikania kurkuminy do miceli CS-C18_33

Zdolno$¢ miceli CS-C18 33 do akumulacji hydrofobowych lekéw zbadano na podstawie
enkapsulacji kurkuminy. Charakteryzuje si¢ ona wysoka warto$ciag parametru
lipofilowosci (log P = 3,2)'%, z tego wzgledu mozna przewidywaé, iz preferencyjnie
bedzie lokowac si¢ w hydrofobowych domenach. Aby zbada¢ wnikanie leku do czastek
CS-C18 33 wyznaczono tzw. stala wnikania/podziatu (Kbv), ktora okresla ilosciowo
podzial kurkuminy pomig¢dzy faz¢ wodng a polimerowa (Réwnanie 2). W pierwszej
kolejnosci zbadano kinetyke wnikania kurkuminy do czastek poprzez analize zmian
intensywnos$ci fluorescencji leku po dodatku CS-C18 33 do ukladu (Rysunek 20).
Pozwolilo to okres§li¢ czas potrzebny do osiaggniecia stanu rownowagi kurkuminy
pomigdzy fazag wodng a polimerowa. Dodanie polisacharydu do uktadu spowodowato
znaczy 1 szybki wzrost fluorescencji leku (ze wzgledu na wnikanie do hydrofobowych

domen miceli), intensywno$¢ emitowanego promieniowania wzrosta 30-krotnie
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w niecate 60 s. Po tym czasie zmiany fluorescencji byly juz nieznaczne i wykres ulegat

wyptaszczeniu, co wskazuje na osiggniecie przez uktad stanu rownowagi (Rysunek 20).
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Rysunek 20. Kinetyka wnikania kurkuminy do miceli CS-CI18 33 (ccur = 0,7 uM,

Aexe = 422 nm). Polimer zostat dodany do uktadu w 2 min pomiaru.
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Rysunek 21. Widma emisyjne kurkuminy (ccur = 0,7 uM, Aexe = 422 nm) w PBS

w obecnosci CS-CI18 33 o wzrastajgcych stezeniach. Przerywangq linig zaznaczono

dtugos¢ fali wykorzystang do dalszego opracowania wynikow.
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Nastepnie przeprowadzono miareczkowanie spektroskopowe: roztwoér kurkuminy
miareczkowano zawiesing CS-C18 33 irejestrowano widma emisyjne (Rysunek 21). Na
ich podstawie wykre§lono zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji od stezenia polimeru
(Rysunek 22) i wyznaczono stata Kb poprzez dopasowanie danych eksperymentalnych do
Réwnania 3. Warto$¢ statej wnikania kurkuminy do czastek CS-C18 33 wyniosta
26,5 £ 2,2 (mg/ml)’!. Zatem przy stezeniu polimeru wynoszacym 1 mg/ml stezenie
kurkuminy w fazie polimerowej jest ok. 26 razy wicksze niz w fazie wodnej. Dla
porownania, warto$¢ Kb dla ukladu kurkuminy i nanoczastek zbudowanych
z amfifilowego kopolimeru blokowego na bazie polilaktydu®™ wynosi ok.
10,4 (mg/ml)"!. Wskazuje to na bardzo duze powinowactwo kurkuminy do miceli CS-
C18 33, wobec czego nanoczgstki z amfifilowych CS powinny by¢ skutecznymi

nos$nikami hydrofobowych lekow.
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Rysunek 22. Intensywnos¢ fluorescencji kurkuminy przy 508 nm w funkcji stezenia
CS-C18 33. Czerwona linia odpowiada funkcji dopasowanej do punktow pomiarowych
zgodnie z Rownaniem 3. Przerywangq linig zaznaczono steZenie odpowiadajgce CAC

polisacharydu.

4.7. Zdolnos¢ do akumulacji leku i efektywnos$¢ enkapsulacji

Zdolno$¢ do akumulacji leku (DLC) oraz efektywno$¢ enkapsulacji (EE) to dwa

parametry opisujace potencjat nosnikow lekow do akumulowania konkretnych zwigzkow
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terapeutycznych. DLC jest zgodnie z definicja stosunkiem masy leku zamknigtego w
fazie polimerowej do masy polimeru (Ro6wnanie 4), natomiast EE jest procentem leku
jaki skutecznie ulegl enkapsulacji (Réwnanie 5).

W celu okreslenia parametréw DLC 1 EE w pierwszej kolejnosci sporzadzono krzywa
kalibracyjng umozliwiajacg wyznaczenie stezenia kurkuminy, ktora zostala
z powodzeniem zamkni¢ta w badanych micelach. Zarejestrowano szereg widm
absorpcyjnych roztworow kurkuminy w PBS o réznych stezeniach (Rysunek 23 - A) i na

ich podstawie sporzadzono wykres zaleznosci absorbancji od stezenia (Rysunek 23 - B).
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Rysunek 23. (A) Widma absorpcyjne roztworow kurkuminy o roznych stezeniach
w buforze PBS. (B) Zaleznosc¢ absorbancji przy 426 nm od stezenia kurkuminy w buforze

PBS. Do punktow pomiarowych zostata dopasowana funkcja liniowa (czerwona linia).

Nastepnie przygotowano trzy probki czastek CS-C18 33 z zamknigtym lekiem, roznigce
si¢ jego poczatkowa zawartoscig: 10, 15 1 20% wag. Na podstawie pomiarow widm
absorpcyjnych roztworow kurkuminy, ktéora nie wniknela do nanostruktur
(Rysunek 24), obliczono mas¢ enkapsulowanego zwiazku oraz parametry DLC i EE
(Tabela 5). Uzyskane wyniki pokazuja, ze badane micele sa w stanie akumulowa¢ do
20% wag. leku w stosunku do masy polimeru, a efektywno$¢ enkapsulacji przekracza
95%. Dla porownania, DLC 1 EE dla nanostruktur przygotowanych z amfifilowych
kopolimeréw blokowych (bazujacych na polistyrenie i polilaktydzie) wynosilty
odpowiednio od 11 do 13% i od 26 do 37%.°>'%® Wykazano réwniez, ze mieszane

nanoczastki chitozan/CS sa w stanie zamknaé¢ ok. 80% kurkuminy.!? Pokazuje to, Ze
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struktury otrzymane z hydrofobowo modyfikowanych polisacharydéw charakteryzuja si¢

bardzo dobrg zdolno$cig do zamykania lekéw. Jest ona znacznie lepsza niz w przypadku

amfifilowych kopolimerow blokowych.
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Rysunek 24. Widma absorpcyjne kurkuminy, ktora nie wnikneta do czgstek

CS-C18 33 (probki o roznych poczgtkowych zawartosciach leku,).

Tabela 5. Wartosci parametrow DLC i EE dla enkapsulacji kurkuminy (Cur) w uktadach
CS-C18 33 o roznych poczgtkowych zawartosciach leku.

R pLei EE
10 9,6 96
15 14,5 97
20 19,2 96
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B. Siarczan chondroityny modyfikowany grupami oleilowymi

4.8. Hydrofobowa modyfikacja siarczanu chondroityny

HO OH

— —'m

R = -(CH,)g-CH=CH - (CH,); - CHj;

Rysunek 25. Struktura chemiczna polimeru CS-OL.

W podrozdziale B analizowano dwie hydrofobowo modyfikowane pochodne siarczanu
chondroityny, otrzymane poprzez podstawienie fancucha polisacharydowego grupami
oleilowymi (Tabela 6). Grupa oleilowa charakteryzuje si¢ identyczng ilo$cig atomow
wegla jak wykorzystywana we wcze$niejszych badaniach grupa oktadecylowa, jednak
posiada w swojej strukturze jedno wigzanie podwdjnie. Rysunek 25 przedstawia strukture

chemiczng polimeréw CS-OL.

Tabela 6. Stopnie podstawienia (DS) grupami oleilowymi otrzymanych polimerow.

Nazwa polimeru DS
CS-OL_10 ~10%
CS-OL 45 ~45%

4.9. Krytyczne st¢zenie agregacji CS-OL

Do zbadania samoorganizacji polisacharydu modyfikowanego grupami oleilowymi

w $rodowisku wodnym wykorzystano ponownie metod¢ fluorescencyjnej sondy
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molekularnej, za pomoca ktorej wyznaczono krytycznego stezenie agregacji (CAC)
polimeréw. Zarejestrowano widma emisyjne dla serii probek o statym stezeniu DPH
1 wzrastajacych zawartosciach CS-OL. Otrzymane widma dla serii z polianionem

0 mniejszym stopniu podstawienia przedstawia Rysunek 26.
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Rysunek 26. Widma emisyjne DPH (c = 4 uM, Jexc = 350 nm) w obecnosci CS-OL_10

o wzrastajqcych stezeniach. Przerywang linig zaznaczono diugosé fali wykorzystang do

dalszego opracowania wynikow.

Na podstawie otrzymanych danych eksperymentalnych wykreslono zaleznos$ci
intensywnos$ci fluorescencji DPH od st¢zenia polimeru w probce (Rysunek 27)
1 dopasowano dwie linie proste do kazdej serii punktéw pomiarowych w sposdb opisany
w podrozdziale A (podpunkt 4.2). Wyznaczone wartosci CAC zebrano w Tabeli 7.
Polisacharyd o mniejszym stopniu podstawienia grupami oleilowymi ulega
samoorganizacji w buforze PBS powyzej stezenia 48 pg/ml, natomiast CS-OL 45 juz
powyzej 18 pg/ml. Wyniki te potwierdzaja, ze hydrofobowa modyfikacja siarczanu
chondroityny tancuchami alifatycznymi prowadzi do otrzymania pochodnych, ktore
w roztworach wodnych samoorganizujg si¢ w struktury zawierajace niepolarne domeny
juz w stezeniach rzedu pg/ml. Ponadto stezenie, powyzej ktorego dochodzi do tej
samoorganizacji, zgodnie z przewidywaniami zmniejsza si¢ wraz z ilo$cig

hydrofobowych grup wprowadzonych do tancuchow polisacharydu.
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Rysunek 27. Znormalizowane do jedynki intensywnosci fluorescencji DPH (przy diugosci

fali odpowiadajqcej maksimum emisji) w funkcji stezenia polimerow CS-OL.

Tabela 7. Wartosci krytycznego stezenia agregacji (CAC) dla polimerow CS-OL
w buforze PBS.

Polimer CAC [pg/ml]
CS-OL 10 48 £5
CS-OL 45 18+ 1

4.10. Rozmiary i potencjal zeta struktur

Technikami DLS 1 ELS zbadano rozmiary i1 potencjat zeta czastek, ktdre tworza
w $§rodowisku wodnym pochodne CS modyfikowane grupami oleilowymi. Pomiary
przeprowadzono w buforze PBS, w stezeniach przekraczajagcych CAC polimerow.

CS-OL 10 samoorganizuje si¢ w agregaty charakteryzujace si¢ znacznie mniejsza
srednig warto$cig $rednicy hydrodynamicznej i jednocze$nie wigkszym wspotczynnikiem
dyspersyjnosci niz bardziej podstawiony polisacharyd (Tabela 8). Sugeruje to, ze polimer

0 mniejszym stopniu podstawienia tworzy mate i1 stabo zdefiniowane struktury
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o szerokim rozktadzie wielkosci, a zwickszenie DS prowadzi do tworzenia si¢ w uktadzie
bardziej zorganizowanych czastek o wigkszych rozmiarach 1 mniejszej dyspersyjnosci.
Potencjal zeta agregatow CS-OL, tak samo jak CS-C18, byl ujemny ze wzgledu na
obecnos$¢ grup karboksylowych i siarczanowych w strukturze CS. Jego warto$ci wyniosty
odpowiednio -14,1 oraz -19,0 mV dla CS-OL 10 i CS-OL_45 (Tabela 8). Zalezno$¢ ta
jest odwrotna niz w przypadku czastek CS-C18. Wskazuje to, ze obecnos¢ wigzania
podwdjnego w tancuchu weglowodorowym, ktorym zostat zmodyfikowany polisacharyd,
wplywa na samoorganizacj¢ polimeru. Makroczasteczki o wigkszym stopniu
podstawienia tancuchami oleilowymi, pomimo posiadania mniejszej iloSci grup
karboksylowych w swojej strukturze, formuja si¢ w roztworze wodnym w taki sposob, ze
ujemnie natadowane grupy sa bardziej wyeksponowane na zewnatrz. Co za tym idzie -
fadunek powierzchniowy czastek jest bardziej ujemny niz w przypadku CS-OL_10.

W celu sprawdzenia wptywu zamknigcia kurkuminy na rozmiary i potencjat zeta struktur
utworzonych z CS-OL 10, przygotowano trzy probki o réznych zawartosciach leku (5,
10 1 15% wag. w stosunku do masy polisacharydu). Do badan wybrano polimer
0 mniejszym stopniu podstawienia ze wzgledu na prostsza preparatyke, niewymagajaca
uzycia rozpuszczalnika organicznego. Dodatek leku spowodowat istotny wzrost $rednic
hydrodynamicznych oraz zmniejszenie dyspersyjnosci wyjsciowych agregatow (Tabela
8). Sugeruje to, ze obecnos¢ leku w uktadzie prowadzi do powstawania wigkszych,
bardziej zorganizowanych struktur, ktére charakteryzuja si¢ mniejszym rozrzutem
rozmiaréw. Kurkumina wplyneta takze na potencjal zeta czastek CS-OL 10. Jego
warto$¢ zmniejszyla si¢ do ok. -19 mV w kazdej z badanych probek (Tabela 8).
Wyjasnieniem tego zjawiska jest prawdopodobnie reorientacja tancuchow CS
spowodowana dodatkiem leku, w wyniku ktorej zjonizowane grupy polimeru staja si¢
bardziej wyeksponowane na zewnatrz, do fazy wodne;.

Srednia warto$¢ $rednicy hydrodynamicznej dla probki zawierajacej 15% kurkuminy jest
znacznie wigksza niz dla dwoch pozostalych. Zaobserwowano takze wzrost
wspoéiczynnika dyspersyjnosci dla tego uktadu (Tabela 8). Porownanie rozktadow
rozmiaréw czastek (Rysunek 28) pokazuje natomiast, ze w ukladzie o najwigkszym
dodatku kurkuminy pojawia si¢ drugi pik przy rozmiarach powyzej 1 um, a intensywnos¢
pierwszego piku maleje. Swiadczy to o agregacji powstatych struktur w wieksze obiekty.
Mozna wysnu¢ wigc wniosek, ze aby uzyska¢ mniejsze czastki o nieduzym rozrzucie

rozmiaréw, w CS-OL 10 powinno by¢ enkapsulowane mniej niz 15% leku.
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Tabela 8. Wartosci Sredniej Srednicy hydrodynamicznej (d-), wspolczynnika
dyspersyjnosci (wyrazonego jako PDI) i potencjatu zeta (() dla struktur utworzonych
przez polimery CS-OL (c = 0,4 mg/ml) w buforze PBS. Wyniki przedstawiono w postaci

Sredniej wartosci + odchylenie standardowe.

Uklad d; [nm] PDI ¢ [mV]
CS-OL _10 175+ 7 0,54+0,12 -14,1 £ 0,6
CS-OL 45 516 £20 0,34 + 0,04 -19,0+0,9

CS-OL 10 + 5% Cur 370+ 5 0,23 £0,02 -19.3+1,1
CS-OL 10+ 10% Cur 460 £ 5 0,24 + 0,03 -19,5+ 0,4
CS-OL 10 + 15% Cur 706 + 23 0,36 £ 0,01 -19,2+0,7
18} ——CS-0OL_10
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— 14t + 15% Cur
é I
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Rysunek 28. Rozkiady rozmiarow czgstek CS-OL 10 przygotowanych z rozng
zawartosciq kurkuminy (Cur). Rozkiady po intensywnosci rozpraszanego Swiatla

uzyskano metodq DLS.
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4.11. Morfologia czastek

Morfologi¢ struktur powstatych w wodnych dyspersjach polimerow CS-OL zbadano
z wykorzystaniem cryo-TEM. Probki przygotowywane byty w stezeniu przekraczajagcym
CAC.

W przypadku polisacharydu o mniejszym podstawieniu grupami oleilowymi, w uktadzie
zaobserwowano glownie niewielkie obiekty o rozmiarach nie wigkszych niz 2 nm
(Rysunek 29). W zawiesinie obecne byly takze nieliczne struktury o sferycznych
ksztattach 1 wigkszych rozmiarach, z reguty jednak nieprzekraczajacych 20 nm. Pokazuje
to, ze w Srodowisku wodnym makroczasteczki CS-OL 10 sg ze sobg luzno potaczone
tworzac nieuporzagdkowany, mato upakowany nanozel. Nieliczne wigksze obiekty to
prawdopodobnie struktury utworzone przez pojedyncze tancuchy charakteryzujace si¢
wiekszym stopniem podstawienia (dyspersyjnos¢ badanych polimerow opisano
w podpunkcie 4.1 podrozdziatu A). W probce nie zaobserwowano zadnych agregatow
o bardziej zorganizowanej strukturze. Dla poréwnania, w zawiesinach CS-C18
o mniejszych stopniach podstawienia (~ 1,5 1 6,5%) oprdcz nanozelu obecne byty takze
micele cylindryczne.

Obrazowanie mikroskopowe dyspersji CS-OL 45 wykazalo obecnos¢ bardziej
zorganizowanych czastek o nieregularnych ksztattach i wigkszych rozmiarach - od ok.
100 do ponad 300 nm (Rysunek 30). Struktury te sag zbudowane z gesto upakowanych
fancuchow polimerowych. Na mikrofotografiach widoczne sg takze takie same mate
obiekty jak w zawiesinie CS-OL_10, odpowiadajace tworzeniu polimerowego nanozelu
przez tancuchy o mniejszym DS. Nie zaobserwowano natomiast miceli cylindrycznych,
ktore wystepowaty w probkach CS-C18. Pokazuje to, ze obecnos$¢ wigzania podwdjnego
w weglowodorowych tancuchach przytaczonych do czasteczek CS, znaczaco wptywa na
morfologie czastek utworzonych w wyniku samoorganizacji modyfikowanego

polisacharydu.
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Rysunek 29. Mikrofotografie cryo-TEM dyspersji CS-OL 10 w buforze PBS w stezeniu
powyzej CAC. Zaznaczona skala odpowiada 20 nm.
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20 nm
B

Rysunek 30. Mikrofotografie cryo-TEM dyspersji CS-OL_45 w buforze PBS w stezeniu
powyzej CAC. Zaznaczona skala odpowiada 20 nm.
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4.12. Wplyw kurkuminy na krytyczne st¢zenie agregacji

W  poprzednim podrozdziale udowodniono, ze dodatek kurkuminy do uktadu
zawierajacego CS modyfikowany grupami oktadecylowymi, nie wptywa na warto§¢ CAC
polimeru. Ze wzgledu na zaobserwowane istotne rdznice we wlasciwosciach
polisacharydéow modyfikowanych tancuchami nasyconymi oraz nienasyconymi,
przeprowadzono taki sam eksperyment takze dla CS-OL_45. Przygotowano seri¢ probek
o statym stezeniu kurkuminy (41 pM) 1 réznych zawartosciach CS-OL 45 (0,6 pg/ml —
0,1 mg/ml), a nastepnie pozostawiono je w ciemni na mieszadle magnetycznym (100
rpm) na 30 min przed pomiarami. Zarejestrowane widma fluorescencji dla badanych
probek przedstawia Rysunek 31. Pomiary wykonywano przy dlugosci fali wzbudzenia
422 nm.

Na podstawie otrzymanych widm emisyjnych wykreslono zalezno$¢ intensywnosci
fluorescencji leku (w maksimum) od stezenia polimeru (Rysunek 32) i wyznaczono
warto$¢ CAC, tak jak opisano w podpunkcie 4.2 (podrozdziat A). Krytyczne st¢zenie
agregacji CS-OL_45 w obecnosci kurkuminy wyniosto 0,019 + 0,002 mg/ml. Wartos¢ ta
jest bardzo zblizona do tej wyznaczonej wezesniej za pomocg sondy DPH (0,018 = 0,001
mg/ml). Potwierdza to niewielki wpltyw hydrofobowych lekéw na agregacje

amfifilowych polisacharydow w $rodowisku wodnym.
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Rysunek 31. Widma emisyjne kurkuminy (c = 41 uM, Jexe = 422 nm) w PBS w obecnosci

CS-OL 45 o wzrastajgcych stezeniach.
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Rysunek 32. Porownanie znormalizowanych do jedynki intensywnosci fluorescencji

Intensywnos¢ fluorescenciji przy 430 nm (DPH)
Intensywnosé fluorescencji przy 525 nm (Cur)

kurkuminy (Cur) przy 525 nm i DPH przy 430 nm w funkcji stezenia polimeru CS-OL_45.

4.13. Stala wnikania kurkuminy do struktur CS-OL

Zdolno$¢ do akumulacji kurkuminy przez struktury CS-OL sprawdzono poprzez
wyznaczenie stalej wnikania/podziatu Kb, (RoOwnanie 2) za pomoca techniki
miareczkowania spektroskopowego. Eksperyment opisano uprzednio w podpunkcie 4.6
podrozdziatu A niniejszej pracy.

W przypadku CS o mniejszym stopniu podstawienia, nie udato si¢ dopasowac danych
eksperymentalnych do Rownania 3, a co za tym idzie - wyznaczy¢ statej Kv. Sugeruje to,
ze zwykte dodanie roztworu leku do zawiesiny CS-OL 10, nie prowadzi do efektywne;j
akumulacji kurkuminy w hydrofobowych domenach.

Wyniki dla CS-OL 45 przedstawiajg Rysunki 33 1 34. Wyznaczona warto$¢ statej
wnikania leku dla tego uktadu wyniosta 9,6 £ 0,7 (mg/ml)!. Zatem w zawiesinie
o stezeniu polimeru wynoszacym 1 mg/ml, stezenie kurkuminy w fazie polimerowej jest
ok. 10 razy wicksze niz w fazie wodnej. Wartos¢ ta jest prawie 3 razy mniejsza niz
w przypadku CS-C18 33 (Kb dla tego uktadu wyniosto 26,5 (mg/ml)!). Utrudnione

wnikanie leku wynika prawdopodobnie z upakowania struktur utworzonych przez
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CS-OL 45 — tancuchy makroczasteczek sa gesciej utozone i hydrofobowe wngtrze
czastek jest bardziej zwarte niz w przypadku CS-C18 33. Utrudnia to przedostawanie si¢

kurkuminy do $rodka agregatow.
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Rysunek 33. Widma emisyjne kurkuminy (¢ = 0,7 uM, Aexc = 422 nm) w PBS w obecnosci
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CS-OL 45 o wzrastajgcych stezeniach.
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CS-OL _45. Czerwona linia odpowiada funkcji dopasowanej do punktow pomiarowych
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zgodnie z Rownaniem 3. Przerywang linig zaznaczono stezenie odpowiadajgce CAC

polisacharydu.

4.14. Zdolnos¢ do akumulacji leku i efektywnos¢ enkapsulacji

W celu zbadania potencjalu CS-OL 10 do zastosowania jako nosnik kurkuminy,
wyznaczono parametry DLC 1 EE dla tego uktadu. Zdecydowano si¢ przeprowadzi¢
badania z polimerem o mniejszym stopniu podstawienia ze wzglgdu na prostsza
preparatyke, ktora nie wymaga uzycia rozpuszczalnikow organicznych.

Przygotowano trzy probki zawiesiny CS-OL 10 ro6znigce si¢ poczatkowg zawartoscia
kurkuminy: 5, 10 1 15%. Na podstawie widm absorpcyjnych leku, ktory nie przyltaczyt
si¢ do polimerowych struktur (Rysunek 35), oraz sporzadzonej wczesniej krzywej
kalibracyjnej (Rysunek 23), obliczono mase enkapsulowanego zwiagzku, a nast¢pnie

wartosci DLC 1 EE (Tabela 9).
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Rysunek 35. Widma absorpcyjne kurkuminy, ktora nie przylgczyla si¢ do czgstek

CS-OL 10 (probki o roznych poczqtkowych zawartosciach leku).

Otrzymane wyniki pokazuja, ze struktury utworzone przez CS-OL 10 sg w stanie
przytacza¢ co najmniej 15% wag. kurkuminy (w stosunku do masy polimeru) z duza
efektywnoscig enkapsulacji. Warto$ci EE przekraczaly 90% w kazdym z badanych
uktadow. Wyniki te sg zblizone do tych uzyskanych dla CS-C18 33, gdzie efektywnosci
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enkapsulacji przekraczaty 95% (w probkach do 20% zawartosci leku). Skuteczng
akumulacje leku potwierdza rowniez Rysunek 36, ktory przedstawia fotografi¢ probek
kurkuminy dodanej do samego buforu PBS oraz do zawiesiny CS-OL 10
1 zostawionych na mieszadle magnetycznym na ok. 18 godz. (zgodnie z procedura
opisang w podpunkcie 3.2). Na zdjeciu wyraznie wida¢, ze w probdéwkach, w ktorych nie
ma polimeru, kurkumina wytracita si¢ z roztworu w postaci widocznych goltym okiem
czastek, ktore szybko opadaty na dno. W przypadku obecnosci polisacharydu w uktadzie,
zaobserwowano stabilng zawiesing bez widocznych czastek wytraconej kurkuminy.

Wskazuje to na efektywne zamkniecie leku w strukturach CS-OL_10.

Tabela 9. Wartosci parametrow DLC i EE dla enkapsulacji kurkuminy (Cur) w uktadach
CS-OL 10 o roznych poczgtkowych zawartosciach leku.

Poczatkowa zawartos¢

Cur w prébce [%] DILE (4] EE [%]
5 4,7 95
10 9,2 92
15 14,0 93

PBS
Rysunek 36. Zdjecie przedstawiajqce probki kurkuminy o stezeniu 0,15 mg/ml w samym

buforze PBS oraz w zawiesinie CS-OL 10 (¢ = 1 mg/ml) po 18 godz. mieszania.

Zawarto$¢ kurkuminy wynosi 15% wzgledem stezenia polisacharydu.
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4.15. Badanie stabilnosci czastek zawierajacych kurkumineg

Stabilnos¢ koloidalna to wazna cecha okre$lajaca tendencje zawieszonych w cieczy
czastek do agregacji, czyli taczenia si¢ ze soba w wigksze struktury. Agregacja
nanoczastek jest procesem niepozadanym w przypadku uktadéw do zastosowan
biomedycznych, poniewaz moze wptywac na toksyczno$¢ oraz wychwyt komorkowy
no$nikow.'°

W celu zbadania stabilnosci czastek CS-OL 10 zawierajacych kurkuming (zawarto$¢
10%) wykorzystano technike DLS. Wykonano pomiary w czasie (do 70 dni) oraz
w temperaturze fizjologicznej (37 °C). Uzyskane wartosci $redniej S$rednicy
hydrodynamicznej oraz wspotczynnika dyspersyjnosci w dniu przygotowania zawiesiny
oraz po 4, 11 1 70 dniach zebrano w Tabeli 10. Pomi¢dzy pomiarami probka
przechowywana byta w lodéwce (4 °C). Wyniki wskazujg na dobrg stabilno$¢ nosnikow
CS-OL 10 z zamknigtym lekiem. Zmiany w rozmiarach czastek byty niewielkie, na co
wskazuje zaréwno $rednia warto$¢ srednicy hydrodynamicznej (wzrost o niecate 10% po
70 dniach od preparatyki), jak réwniez porownanie rozktadéw rozmiardéw struktur
(Rysunek 37) na poczatku oraz na koncu eksperymentu. Swiadczy to o nieznacznej
agregacji, a co za tym idzie - dobrej stabilnosci uktadu przez co najmniej 2 miesigce.

W przypadku nos$nikow lekéw, oprocz stabilnosci w czasie, wazna jest takze stabilnos¢
w warunkach fizjologicznych. Aby ja zbadaé, przygotowang zawiesing ogrzano do
temperatury 37 °C i utrzymywano zadang temperature przez co najmniej 20 min przed
pomiarem DLS. Odpowiednie pH (7,4) oraz stezenie chlorku sodu (0,14 M NaCl)
zapewnito uzycie buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS). Otrzymane rozktady
rozmiarOW po intensywnosci rozpraszanego Swiatta w 25 oraz 37 °C przedstawia
Rysunek 38. Piki na wykresie naktadaja si¢ na siebie, co wskazuje na brak zmian
w rozmiarach czgstek, a wigc rowniez na brak agregacji w analizowanej temperaturze.
Przeprowadzone eksperymenty dowiodly, ze dyspersja czastek CS-OL 10
z enkapsulowang kurkuming jest stabilna przez co najmniej 2 miesigce, a takze
w warunkach imitujacych fizjologiczne, tj. temperaturze 37 °C, stezeniu NaCl

wynoszacym 0,14 M oraz pH rownym 7,4.
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Tabela 10. Wartosci Sredniej srednicy hydrodynamicznej (d:) i wspoilczynnika
dyspersyjnosci (wyrazonego jako PDI) dla czqstek CS-OL_10 (¢ = 0,4 mg/ml) z 10 % Cur
w roznych dniach od przygotowania probki. Wyniki przedstawiono w postaci Sredniej

wartosci + odchylenie standardowe.

Dzien od przygotowania d; [nm] PDI
1 460 + 5 0,24 £ 0,03
4 483 +7 0,26 £ 0,01
11 498 + 18 0,33 +£0,08
70 503+ 19 0,30 + 0,05
20
—1
—70
15}

Intensywnosé [%]
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Srednica hydrodynamiczna [nm]
Rysunek 37. Rozklady srednic hydrodynamicznych czgstek CS-OL_10 z 10% kurkuminy

w dniu preparatyki oraz po 70 dniach uzyskane metodg DLS.
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Rysunek 38. Rozktady srednic hydrodynamicznych czgstek CS-OL 10 z 10% kurkuminy

w temperaturze 25 oraz 37 °C otrzymane metodq DLS.

4.16. Profil uwalniania kurkuminy

Profil uwalniania kurkuminy z nanoczastek CS-OL 10 zbadano z wykorzystaniem

opisanej w literaturze procedury.'%!!!

Polega ona na przygotowaniu ukladu
heterogenicznego sktadajacego si¢ z dwoch faz: zawiesiny polimerowej zawierajacej lek
oraz kwasu oleinowego, stanowigcego faze organiczng. Kwas oleinowy nie miesza si¢
z wodng dyspersja CS-OL i tworzy osobna, gorng faze olejowa, ze wzgledu na rdéznice
w gesto$ciach. Stanowi ona uproszczony model $rodowiska membrany lipidowe;.
Stykanie si¢ na granicy faz czastek polimerowych z czasteczkami kwasu oleinowego,
imituje oddziatywanie no$nika z blong komodrkowa podczas dostarczania leku do
komorek. Czastki z zamknietg kurkuming ulegaja dezintegracji wskutek kontaktu z faza
organiczng i lek przechodzi z fazy wodnej do olejowej. Ilo§¢ uwolnionej kurkuminy
wyznaczano za pomocg pomiarow spektroskopowych. W tym celu najpierw sporzadzono
krzywa kalibracyjng. Przygotowano probki kurkuminy o réznych stezeniach w kwasie
oleinowym i zmierzono ich widma absorpcyjne (Rysunek 39 — A). Na ich podstawie
wykreslono zalezno$¢ absorbancji w maksimum od stezenia leku i do punktow

pomiarowych dopasowano funkcje liniowa (Rysunek 39 — B).
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Rysunek 39. (A) Widma absorpcyjne roztworow kurkuminy o roZnych stezeniach
w kwasie oleinowym. (B) Zaleznos¢ absorbancji przy 415 nm od stezenia kurkuminy
w kwasie oleinowym. Do punktow pomiarowych zostata dopasowana funkcja liniowa

(czarna linia).
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Rysunek 40. Widma absorpcyjne kurkuminy uwolnionej z czgstek CS-OL 10 do kwasu

oleinowego po roznym czasie od rozpoczecia eksperymentu.
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Aby okresli¢, ile leku zostalo uwolnione z nanoczastek, pobierano faze¢ olejowa
w roznych odstepach czasu i1 mierzono widma absorpcyjne znajdujacej si¢ w niej
kurkuminy. Wybrane widma pokazano na Rysunku 40. Za pomocg sporzadzonej
wczesniej krzywej kalibracyjnej okreslano stezenie leku w fazie olejowej, a nastepnie
obliczano jaka cze$¢ kurkuminy zostata do tej pory uwolniona z polimerowych no$nikow.
Otrzymane wyniki przedstawiono w zaleznosci od czasu, jaki mingt od rozpoczecia
eksperymentu, otrzymujagc w ten sposob profil uwalniania kurkuminy z czastek

CS-OL _10 (Rysunek 41).
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Rysunek 41. Profil uwalniania kurkuminy z czgstek CS-OL_10 (c = 1 mg/ml) do kwasu

oleinowego w 25 °C i pH = 7,4. Dodatkowy wykres przedstawia profil uwalniania
w pierwszych 6 godz. eksperymentu.

Poczatkowo obserwowano liniowa zaleznos$¢ ilo$ci uwolnionego leku od czasu, co
swiadczy o kinetyce zerowego rzedu tego procesu. Przez pierwsze 6 godz. do fazy
olejowej przedostato si¢ ok. 8% catkowitej zawartosci kurkuminy w zawiesinie. Nie
zaobserwowano tzw. efektu ,,burst release”, czyli gwattownego uwolnienia duzej ilosci
leku po rozpoczeciu eksperymentu. Z czasem szybkos¢ przechodzenia kurkuminy do
kwasu oleinowego zaczeta si¢ zmniejsza¢ wraz z ilo$cig pozostatego w zawiesinie leku.
Prawie catkowite uwolnienie substancji z nosnikow (ok. 90%) osiagnig¢to po 10 dniach

(245 godz.) od rozpoczecia pomiarow. W przypadku zamknigcia kurkuminy
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w nanoczgstkach z amfifilowego kopolimeru blokowego PS-PAA (poli(styren)-blok-
poli(kwas akrylowy)), 80% substancji zostato uwolnione juz po 24 godz. w takich samych
warunkach temperatury i pH.!”® Micele na bazie biokoniugatu alginianiu i kurkuminy
charakteryzowaly si¢ jeszcze szybsza kinetyka — 80% leku przeszto do fazy olejowej juz
po ok. 3 godz., jednak ten eksperyment prowadzony byl w temperaturze fizjologicznej.!!!
Pokazuje to, ze siarczan chondroityny modyfikowany grupami oleilowymi jest
obiecujacym materiatem do potencjalnego zastosowania jako no$nik substancji

bioaktywnych o przedtuzonym uwalnianiu.
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I11. Podsumowanie i wnioski

W niniejszym rozdziale zbadano samoorganizacj¢ roznych amfifilowych pochodnych
siarczanu chondroityny w $rodowisku wodnym oraz sprawdzono potencjat tej klasy
polimerow do tworzenia no$nikow hydrofobowych substancji bioaktywnych.

Przeprowadzone badania pozwolity na wysnucie nastepujacych wnioskow:

e Hydrofobowa modyfikacja siarczanu chondroityny fancuchami oktadecylowymi
(C18) oraz oleilowymi (OL) prowadzi do otrzymania pochodnych, ktore
w roztworach wodnych samoorganizujg si¢ w nanostruktury z hydrofobowymi
domenami.

e Otrzymane w ten sposob polimery sg materiatami nichomogenicznymi.

e Stezenie, powyzej ktorego polisacharydy formujg si¢ w agregaty (CAC), wynosi
kilkadziesigt pg/ml 1 zmniejsza si¢ wraz ze wzrastajacg iloscig hydrofobowych grup
wprowadzonych do tancucha polisacharydowego.

e Rozmiary 1 morfologia czastek zaleza od stopnia podstawienia polimeru oraz
fancucha, ktorym zostal zmodyfikowany. Mniej podstawione makroczasteczki
tworza luzne, stabo zdefiniowane i silnie uwodnione nanozele. Zwigkszenie DS
prowadzi do otrzymania bardziej zorganizowanych struktur o gestym upakowaniu
tancuchéw polimerowych: miceli cylindrycznych (w przypadku CS-C18 33) oraz
czastek o nieregularnych ksztattach (CS-OL_45). Przedstawiono to schematycznie
na Rysunku 42.

e Agregaty tworzone przez amfifilowe pochodne siarczanu chondroityny
charakteryzuja si¢ ujemnym tadunkiem powierzchniowym.

e Wykazano, ze obecnos¢ hydrofobowych zwigzkéw nie wptywa na warto§¢ CAC
badanych polimerow.

e Dodatek kurkuminy do zawiesiny czastek CS-C18 33 i CS-OL 45 skutkuje
wnikaniem czasteczek leku do hydrofobowych domen. Stata wnikania do czastek
z grupami oktadecylowymi jest ok. 3 razy wieksza niz do czastek zawierajacych
grupy oleilowe. Wynika to prawdopodobnie z wigkszego upakowania
makroczasteczek w strukturach CS-OL_45.

e Enkapsulacja kurkuminy w CS-C18 33 prowadzi do zwigkszenia si¢ rozmiaréw
wyjsciowych miceli oraz zmiany ich morfologii na nieregularne czastki, w ktorych

rozmieszczone sg nanoagregaty leku.
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e Zamknigcie kurkuminy w czastkach CS-OL 10 prowadzi do znacznego zwigkszenia
si¢ ich rozmiar6w oraz zmniejszenia dyspersyjnos$ci probki, co wskazuje na
przeksztalcenie sie luznego nanozelu w bardziej zorganizowane struktury. Swiadczy
o tym takze zmniejszenie si¢ ich potencjalu zeta do wartosci podobnej jak
w przypadku agregatow CS-OL _45.

e Zaréwno CS-C18 33, jak i CS-OL 10 charakteryzujg si¢ dobra zdolno$cig
akumulacji (DLC) oraz efektywno$cia enkapsulacji (EE) kurkuminy.

e Zawiesina czastek CS-OL 10 z zamknigtym lekiem jest stabilna przez co najmniej 2
miesigce oraz w warunkach imitujacych fizjologiczne.

e Enkapsulacja kurkuminy w nos$nikach CS-OL 10 spowodowata wydtuzone

uwalnianie leku do kwasu oleinowego bez efektu ,,burst release”.

Uzyskane wyniki dostarczyly informacji na temat samoorganizacji hydrofobowo
modyfikowanych polisacharydow w roztworach wodnych oraz pokazaty, ze s3 one
materiatami o duzym potencjale w zastosowaniach jako systemy dostarczania

hydrofobowych lekow.

C

%

niski stopien podstawienia
lancuchow CS

wysoki stopien podstawienia
fancuchow CS

Rysunek 42. Schemat przedstawiajgcy samoorganizacje pochodnych CS w Srodowisku
wodnym w zaleznosci od stopnia podstawienia lancucha polisacharydowego grupami
oktadecylowymi  (CS-C18) oraz oleilowymi (CS-OL). Czesci  hydrofilowe

makroczgsteczek zaznaczono kolorem niebieskim, a hydrofobowe — czerwonym.
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Rozdzial 2
Oddzialywania amfifilowych  pochodnych siarczanu

chondroityny z membranami lipidowymi

L. Czes¢ teoretyczna

1. Blony biologiczne

Zasadnicza cecha zywych organizmow jest kompartmentalizacja (z j. ang.
compartmentalization)*, ktora umozliwia niezaktocony przebieg biologicznym procesom
zachodzgcym w roéznych czg¢$ciach komorek oraz poza nimi. Kompartmentalizacje
zapewniaja btony biologiczne, ktore wystepuja u wszystkich prokariontéw i eukariontow
(a takze u niektorych wiruséw zwanych otoczkowymi).!!?

Blony biologiczne to zlozone uktady zbudowane z roéznych lipidow, bialek
1 polisacharydow. Stanowig one granic¢ pomig¢dzy cytoplazma a macierzg
zewnatrzkomorkowa (blony plazmatyczne), a takze oddzielajg organelle od cytozolu we
wnetrzu  komérek (blony wewnatrzkomérkowe).!'> W 1972 r. Singer i Nicolson
zaprezentowali model btony komorkowej zwany ,plynng mozaika” (Rysunek 43),
wedtug ktorego jej rdzen stanowi dwuwarstwa lipidowa penetrowana przez biatka (tzw.
bialka integralne). Zaréwno jedne, jak i drugie czasteczki wykazuja silng mobilnos¢
i swobodnie przemieszczaja sie w plaszczyznie membrany wskutek dyfuzji bocznej.!'
Z dwuwarstwg lipidowa sa takze luzno zwigzane bialka powierzchniowe, ktore
(w przeciwienstwie do biatek integralnych) mozna tatwo oddzieli¢ od btony bez
niszczenia jej struktury (np. poprzez zmiang warto$ci pH).!!>

Blony komorkowe, dzigki swojej zlozonej budowie, pelnig roznorodne funkcje
biologiczne. Pozwalaja na utrzymywanie okreslonego sktadu jonow 1 wartosci pH
wydzielonej przestrzeni. Umozliwiaja takze kontrolowany transport pomi¢dzy obszarem
zewnetrznym 1 wewngtrznym btony, dzieki obecnos$ci specyficznych biatek. Ponadto
uczestniczg w przekazie informacji lub samodzielnie generujg sygnaty chemiczne lub

elektryczne.'!?

¥ Oznacza podziat czego$ na czesci w taki sposob, aby nie doszto do ich zmieszania.?*®
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Ztozono$¢ 1 wielosktadnikowos$¢ struktury blon biologicznych oraz dynamiczno$¢
budujacych ja komponentow sprawiaja, ze badania oddzialywan roznorodnych zwigzkow
z prawdziwymi membranami komorkowymi sa bardzo trudne. Z tego wzgledu
opracowuje si¢ sztuczne, uproszczone uktady imitujgce naturalne btony, oparte na

dwuwarstwach lipidowych.!!3

Oligosacharydy

Glikolipid

\

Glikoproteiny

(l

\/

BR2LY

S

v v

T IR

SO ) A A
Cholesterol f
Fosfolipid

~ SR

N

Biatka blonowe
Rysunek 43. Schemat przedstawiajgcy budowe blony komorkowej wedtug modelu

., plynnej mozaiki”.'"3

2. Sklad lipidowy blon

Wszystkie btony komoérkowe prokariontéw i eukariontow, jak i1 ostonki wirusow
otoczkowych, zbudowane sg z dwuwarstw lipidowych, na ktére sktadaja si¢ tysigce
gatunkéw molekut. !

Lipidy to z definicji organiczne czasteczki charakteryzujace si¢ stabg rozpuszczalnoscig
w wodzie. W przeciwienstwie do biatek 1 cukrow, przynaleznos¢ do tej grupy zwigzkow
warunkuje ich wiasciwos$¢ fizyczna (staba rozpuszczalno$¢ w wodzie), a nie struktura
chemiczna. Ze wzgledu na budowe, mozna podzieli¢ je na dwa podstawowe typy: lipidy,
ktore zawierajg wigzania estrowe 1 moga ulega¢ hydrolizie (np. fosfolipidy) oraz takie,
ktére wigzan estrowych nie posiadajg (np. sterole, do ktérych nalezy cholesterol).!!”
Lipidy tworzace membrany komorkowe to gtoéwnie amfifilowe czasteczki zbudowane
z hydrofobowych tancuchéw weglowodorowych (,,ogondéw”) i hydrofilowych czesci
zwanych ,glowami”. Taka struktur¢ majg fosfolipidy, ktore dzieli si¢ na
glicerofosfolipidy oraz sfingomieliny. Glicerofosfolipidy zawieraja szkielet z gliceryny,

ktoéra polaczona jest wigzaniami estrowymi z dwoma czasteczkami kwasow
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thuszczowych oraz jedng czasteczka kwasu fosforowego. Ponadto grupa fosforanowa
moze tworzy¢ kolejne wigzanie estrowe z czasteczka alkoholu, taka jak cholina,
etanoloamina, seryna, glicerol czy inozytol (Tabela 11). Czg¢$ci hydrofobowe lipidow
takze sg bardzo zréznicowane. Lancuchy weglowodorowe réznig si¢ zarowno iloscig
atomoéw wegla, jak i stopniem nasycenia.!'® Budowe glicerofosfolipidu na przyktadzie
fosfatydylocholiny z dwoma resztami kwasu palmitynowego (DPPC - 1,2-dipalmitylo-

sn-glicero-3-fosfocholina) przedstawia Rysunek 44.

Reszta Reszta Reszta
Reszty kwasu palmitynowego glicerynowa  fosforanowa cholinowa

-~ "~ ~ " v~

sn-2 o
IF!
N o\/\Nt‘-\

sn-1 \/\/\/\/\/\/\/\[ro H g

o)
|\ P, J
Y Y

Czeéé hydrofobowa Czesc¢ hydrofilowa

Rysunek 44. Budowa glicerofosfolipidu na przykiadzie czgsteczki DPPC

(1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-fosfocholiny).''®

Ladunek wypadkowy czasteczki fosfolipidu zalezy od tadunku alkoholu przytaczonego
do reszty fosforanowej. Fosfatydylocholina (PC) oraz fosfatydyloetanoloamina (PE) sa
zwitterjonowe w obojetnym pH, natomiast fosfatydyloseryna (PS), fosfatydyloglicerol
(PG) oraz fosfatydyloinozytol (PI) maja wypadkowy tadunek ujemny. Szczegdlnym
przypadkiem fosfolipidu opartego na glicerolu jest kardiolipina, ktora jest dimerem
dwoch czasteczek (Rysunek 45). Posiada ona az dwa ujemne tadunki zlokalizowane na
atomach tlenu reszt fosforanowych. Dodatnio natadowane lipidy naturalnie nie wystepuja

w przyrodzie.'®
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Tabela 11. Podziat glicerofosfolipidow ze wzgledu na rodzaj podstawnika przytqczonego

do reszty fosforanowej.

Klasa Ladunek
Podstawnik alkoholowy slicerofosfolipidn wypadkovs:y
czasteczKi
brak - kwas fosfatydowy (PA) ujemny
cholina I|\I+ fosfatydylocholina (PC) zwitterjon
- / \/\OH

OH i
etanoloamina HoN N fosfatydyl?lfitga)noloamlna zwitterjon

seryna HO/\HJ\O H fostatydyloseryna (PS) ujemny
NH,
. OH
glicerol . .
(aliceryna) H O\)\/ OH fosfatydyloglicerol (PG) ujemny

H OH

0
- HO OH - -
inozytol HO\%;-I fosfatydyloinozytol (PI) ujemny

Druga klasg fosfolipidow sa sfingomieliny. R6znig si¢ od glicerofosfolipidow tym, ze ich
szkieletu nie stanowi gliceryna, lecz nienasycony aminoalkohol o nazwie sfingozyna
(Rysunek 45). Przyktadami innych lipidow wystepujacych w blonach komoérkowych sg
ceramidy (takze posiadajg sfingozyne w swojej strukturze) oraz cholesterol (ktory zalicza
sie do odrebnej grupy steroli i nie posiada budowy amfifilowe;j).!''® Podobienstwo
strukturalne do cholesterolu wykazuja ergosterol i lanosterol. Podczas gdy cholesterol
wystepuje gtdéwnie w komorkach zwierzecych, ergosterol jest waznym sktadnikiem blon
plazmatycznych grzybow, a lanosterol niektérych membran prokariotycznych (jest takze

chemicznym prekursorem cholesterolu i ergosterolu).!'*!2° Inng klasg lipidow, o ktérej
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nalezy wspomnie¢ omawiajac sktad blon komorkowych, sa glikolipidy. Wyrdzniajg si¢
one obecnoscig tancuchow cukrowych w swojej budowie. Przyktadem sg gangliozydy
oparte na ceramidzie, ktore charakteryzuja si¢ duzo bardziej skomplikowang budowg niz
inne lipidy blonowe. W swojej domenie hydrofilowej posiadaja one tancuch
oligosacharydowy, a takze jedna lub wiecej reszt kwasu sjalowego.!'®!?! Struktury

chemiczne wybranych lipidow widoczne sg na Rysunku 45.

H OH o]

<, 1]
P~ . T
|

WMNHH o

o]

H OH

/\NW\/\/W\OH ceramid
WNH H

\/\/\/\/\/\/\/\H/OSH
o O HO—{-H kardiolipina
1}
/\/\/\/\/\/\/\)\O/Y\O,.F\O
OH O
\/\/\/\/\/\/\/\n/ Na*
o}
cholesterol
HO':
OHCH OH OHCH OH
298 298
"o ° Q JC'l\/'\./\/\/\/\/\/\/'\
OH NH CH-OH H HN
2 OH &
o= O o NP
O 0 (@] <
. Y H OH
NH, o OH CH;0OH

OH OH gangliozyd GM1

Rysunek 45. Struktury chemiczne niektorych lipidow budujgcych btony komorkowe.

Sktad lipidowy membrany jest zréznicowany i Scisle zalezny nie tylko od rodzaju
komorki, ale nawet od typu organellum. W Tabeli 12 przedstawiono zawartos$¢
procentowa poszczegbdlnych lipidow w btonach biologicznych komorek watroby
szczura.'?2 Wiekszo$¢ lipidow budujacych membrany to fosfolipidy, jednak zawarto$ci

poszczegolnych klas czasteczek roéznig si¢ w zaleznosci od organellum. Przyktadowo,
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w btonach retikulum endoplazmatycznego i jadra komoérkowego jest ponad dwa razy
wiecej fosfatydylocholiny niz w blonie plazmatycznej. Mitochondria natomiast posiadajg
az 14% (wag.) kardiolipiny, co sprawia, ze ich blona jest mocno natadowana.
W pozostatych organellach stwierdzono jedynie znikome ilosci tego lipidu lub jego
zupelny brak. Inng istotng grupa zwigzkow sa sterole. W blonie plazmatycznej badanych
komorek wystepuje az 19% cholesterolu (Tabela 12). Ponadto wykazano, ze stanowi on
do 20% bton komérkowych erytrocytéow oraz innych bton plazmatycznych.!!8

Sktad lipidow w btonach biologicznych jest inny nie tylko w réznych komorkach
1 organellach, ale takze ro6zni si¢ pomiedzy monowarstwa zewnetrzng i wewnetrzng tej
samej membrany. W przypadku ludzkich erytrocytow zaobserwowano kilkukrotnie
wiekszg zawarto$¢ sfingomieliny i fosfatydylocholiny w warstwie zewngtrznej btony
w poréwnaniu do wewnetrznej. Zupelnie odwrotng zalezno$¢ wykazano dla
fosfatydyloetanoloaminy. Okazalo si¢ takze, ze fosfatydyloseryna wystgpuje gtéwnie
w monowarstwie wewnetrznej.'?* Pokazuje to, ze blony biologiczne sa zbudowane
asymetrycznie. Co wigcej, potencjat spoczynkowy (réznica potencjatow pomiedzy
dwoma stronami membrany) neurondéw wynosi ok -70 mV i jest on spowodowany
wlasnie asymetrycznym rozmieszczeniem naladowanych lipidéow w dwuwarstwie.!!8
Powszechnie wiadomo takze, iz sktadniki btony nie zawsze sa rozmieszczone regularnie
nawet w obrebie monowarstwy. Lipidy maja bowiem tendencj¢ do segregacji i tworzenia
mikrodomen w wyniku separacji faz.!!?

Ogromna réznorodno$¢ w budowie lipidow oraz nieregularno$¢ w ich rozmieszczeniu
nawet w obrgbie jednej monowarstwy pokazuja, ze blony biologiczne to niezwykle

ztozone 1 skomplikowane struktury.

Tabela 12. Skiad lipidowy (wyrazony w % wag.) blon biologicznych w komorkach
Oznaczenia: PC - fosfatydylocholina, PE  —
fosfatydyloetanoloamina, PS — fosfatydyloseryna, PI — fosfatydyloinozytol, SM —
sfingomielina, CL — kardiolipina, GL — glikolipidy, Chol — cholesterol. Myslnik (-)

watroby  szczura.''®1??

oznacza, ze wartosc¢ nie zostata okreslona.

Blona PC PE PS PI SM CL GL Chol Inne

plazmatyczna 18 12 7 3 12 0 8 19 21
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retikulum

endoplazmatyczne 48 19 4 8 > 0 i 6 10
aparat Golgiego 25 9 3 5 7 0 0 8 43
lizosom 23 13 - 6 23 ~5 - 14 16
jadro komorkowe 44 17 4 6 3 1 - 10 15
mitochondrium 380 29 0 3 0 14 - 3 13

3. Agregaty lipidowe

Jak wspomniano wczesniej, lipidy budujace btony biologiczne to w wigkszosci zwigzki
amfifilowe. Obecnos$¢ zaréwno czgéci hydrofilowej (polarnej glowy), jak 1 hydrofobowe;j
(weglowodorowego ogona) w strukturze tych zwigzkéw, powoduje ich spontaniczng
samoorganizacje w roztworze ze wzgledu na efekt hydrofobowy.!!>124126 Lipidy
Ww postaci monomerow wystepuja tylko przy bardzo niskich st¢zeniach, poniewaz kontakt
niepolarnych ogonéw z czasteczkami wody skutkuje zmniejszeniem si¢ entropii
rozpuszczalnika. Dzieje si¢ tak, poniewaz obecno$¢ hydrofobowych lancuchow
powoduje powstawanie luk w strukturze sieci wody, co skutkuje zmniejszeniem si¢
swobody ruchow czasteczek rozpuszczalnika i wzrostem stopnia ich uporzadkowania.
Organizowanie si¢ lipidow w struktury o r6znych morfologiach prowadzi do zwigkszenia
entropii uktadu (pomimo wzrostu uporzadkowania fazy lipidowej) w wyniku
ograniczenia kontaktu hydrofobowych ogondéw z czasteczkami wody, a co za tym idzie —
wzrostu ich nieuporzadkowania,!13:127:128

Morfologia obiektow tworzonych w wyniku procesu samoorganizacji lipidow

w Srodowisku wodnym zalezy od parametru upakowania P (Réwnanie 6):

p=L (6)

gdzie V to objeto$¢ czesci hydrofobowej, 4 — powierzchnia przekroju poprzecznego

115

czgsci hydrofilowej 1 / — dlugos¢ tancucha weglowodorowego.''> W zaleznosci od

warto$ci P czasteczki formujg si¢ w agregaty o réznych morfologiach — od miceli (maty
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udziat czesci hydrofobowej — np. lipidy z duza czgécig polarng i jednym tancuchem
weglowodorowym), przez dwuwarstwy, po micele odwrocone (duzy udziat czesci
hydrofobowej — np. lipidy z mala czeécia polarng 1 dwoma tancuchami
hydrofobowymi).'?® Schematyczne przedstawienie zalezno$ci morfologii agregatow
lipidowych od warto$ci parametru upakowania przedstawia Rysunek 46. Trzeba jednak
podkresli¢, ze nie tylko budowa czgsteczki wptywa na strukturg agregatow, ale takze takie
parametry jak stezenie, temperatura, pH czy sila jonowa roztworu.!'>!3* Przyktadowo,
w obojetnym pH fosfatydylocholina i fosfatydyloseryna samoorganizuja si¢
w dwuwarstwy, natomiast w srodowisku kwasowym — w micele odwrdécone. Taka sama
zmiana obserwowana jest dla czasteczek kardiolipiny w obecnoéci kationéw wapnia.!!>

Samoorganizacja lipidow wystepuje powyzej okreslonego ich stezenia - tzw. krytycznego
stezenia agregacji (CAC — z j. ang. critical aggregation concentration), czgsto zwanego
réwniez krytycznym stezeniem micelizacji (CMC — z j. ang. critical micelle

concentration)."!

Typowa wartos¢ CAC dla zwigzkéw tworzacych dwuwarstwy
znajduje sie w zakresie od 107!° do 10°® M, natomiast dla lipidow samoorganizujacych sie

w micele — od 107 do 102 M.!?7:131

powierzchnia czesci hydrofilowej

objetos¢ czesci hydrofobowej

dtugos¢ tancucha weglowodorowego

& . @& . D C D

stozek Sciety stozek Sciety stozek cylinder odwrocony, Sciety
stozek
0% 0%
e S 2 ..0....‘....... 000000600000 Q
g0 ¢%0_ %0 {} Q
3 00 eccoccccccee Q
..
micele sferyczne micele elastyczne dwuwarstwy, ptaskie, bardziej

cylindryczne pecherzyki sztywne dwuwarstwy GESTEERTS (MicEls

Rysunek 46. Schematyczne przedstawienie zaleznosSci  struktury agregatow

fosfolipidowych w srodowisku wodnym od parametru upakowania (P).'*°

3.1. Liposomy

Fosfolipidy, czyli najliczniejsza grupa lipidow blon komoérkowych, tworzg glownie
dwuwarstwy, ktore formuja si¢ w pecherzyki zwane liposomami. W ukladach

zawierajacych przewazajaca ilo$¢ czasteczek rozpuszczalnika powstawanie ptaskiej
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dwuwarstwy jest utrudnione.!?’” Na jej krawedziach dochodzi do kontaktu tafcuchéw
weglowodorowych z wodg, co zwigzane jest z wystepowaniem tzw. energii brzegowe;.
Uktad dazy do jej zminimalizowania, dlatego dwuwarstwa zagina si¢ 1 zamyka, tworzac
pecherzyk i tym samym eliminujac niekorzystng ekspozycje krawedzi (Rysunek 47).
Proces ten wigze si¢ jednak z wystgpowaniem innego rodzaju energii — zagiecia. Dlatego
w trakcie zamykania si¢ dwuwarstwy catkowita energia uktadu najpierw wzrasta (ze
wzgledu na udzial energii zagigcia), a kiedy krawedzie membrany spotykaja si¢ i znikaja

— maleje. 3133

dwuwarstwa lipidowa

=R rdzef wodny & e

Rysunek 47. Schemat przedstawiajqcy strukture jednowarstwowego liposomu.''

Hydrofilowe glowy lipidow zaznaczono na czerwono, natomiast hydrofobowe tancuchy

na czarno.

W zaleznosci od sposobu preparatyki probki, mozliwe jest otrzymanie r6znych rodzajow

liposoméw. Klasyfikuje si¢ je na podstawie rozmiaréw oraz ilosci dwuwarstw:

e male i jednowarstwowe pecherzyki (SUV — z j. ang. small unilamellar vesicles)
- 0 Srednicach w zakresie 20 — 100 nm,

e duze 1 jednowarstwowe pecherzyki (LUV — z j. ang. large unilamellar vesicles)
- 0 $rednicach powyzej 100 nm,

o kilkuwarstwowe pecherzyki (OLV — z j. ang. oligolamellar vesicles)
- w ktérych wewnetrzny rdzen wodny jest otoczony przez kilka dwuwarstw
lipidowych ($rednice 100 — 500 nm)

e duze i wielowarstwowe pecherzyki (MLV — z j. ang. multilamellar vesicles)
- charakteryzuja si¢ znacznie wigkszg iloscig dwuwarstw niz OLV i $rednicami

powyzej 500 nm,
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e olbrzymie jednowarstwowe pecherzyki (GUV — z j. ang. giant unilamellar vesicles)
- 0 $rednicach przekraczajacej 1 um,

o wielopecherzykowe liposomy (MVV — z j. ang. multivesicular vesicles)
- 0 $rednicach przekraczajacych 1 um i wnetrzu zawierajacym kilka mniejszych
pecherzykow. !

Liposomy sg nieustannym przedmiotem badan od czasu ich odkrycia przez Banghama

w latach 60-tych ubiegltego wieku. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do

prawdziwych blon biologicznych znalazly one zastosowanie jako nos$niki lekow,

antygenow, S$rodkow diagnostycznych oraz innych substancji terapeutycznych

w transporcie do komorek docelowych.!'® Ponadto sa one powszechnie stosowane jako

proste modele blon biologicznych, np. w badaniach oddziatywan lekow z membranami

komérkowymi.!'!?

4. Przejscia fazowe w dwuwarstwach lipidowych

Dwuwarstwy lipidowe wykazuja termotropowy (wywolany zmianami temperatury) oraz
liotropowy (wywotany zmianami w uwodnieniu) polimorfizm strukturalny. W zaleznosci
od warunkow moga wystepowac¢ one w kilku stanach (fazach). Na to w jakiej fazie
wystepuje dana membrana ma wplyw nie tylko temperatura i stopien uwodnienia, ale
takze struktura chemiczna budujacych ja lipidow oraz czynniki zewngtrzne, takie jak

ciénienie, pH czy sita jonowa. '3!3

T g et
Wl g kL

(@)L (L5 )Ly (P (e)La
Rysunek 48. Schematy przedstawiajqce fazy, w ktorych mogg wystepowac dwuwarstwy
lipidowe."** Oznaczenia: Le — faza krystaliczna, Lg i Lp — fazy zelowe, Pp — faza

pofatdowana, L. — faza cieklokrystaliczna.

Na Rysunku 48 schematycznie przedstawiono przejscia fazowe dwuwarstw lipidowych.
W najnizszej temperaturze membrany zwykle wystepuja w fazie krystalicznej (Lc), ktora
charakteryzuje si¢ najwickszym uporzadkowaniem i najmniejsza ptynnoscig. Wszystkie

tancuchy weglowodorowe posiadaja konformacje typu all-trans (Rysunek 49) i sa
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nachylone wzgledem normalnej dwuwarstwy. Polarne glowy lipidow sg ciasno utozone,
co ogranicza ich ruch 1 uniemozliwia czgsteczkom wody penetracje w giab
membrany.!!>!® Zwickszenie temperatury prowadzi do powstania fazy zelowe;j, ktora
w zalezno$ci od struktury chemicznej polarnej glowy czasteczek moze by¢ faza zelowa
Lp (np. dla PE) lub Lg’ (np. dla PC). W pierwszej z nich tancuchy hydrofobowe sg utozone
rownolegle w odniesieniu do normalnej dwuwarstwy, a w drugiej wykazujg nachylenie.
Stany zelowe wcigz odznaczajg si¢ duzym uporzadkowaniem hydrofobowych ogonéw,
jednak jest ono mniejsze niz w fazie krystalicznej. Membrana jest takze bardziej
uwodniona.'** W wyzszych temperaturach dochodzi do gléwnego przejécia fazowego
dwuwarstwy, czyli przejscia do stanu cieklokrystalicznego (L«), ktore opiera si¢ gtdwnie
na topnieniu tancuchéw alifatycznych (zmian konformacji trans na gauche — Rysunek
49) i1 charakteryzuje najwigksza plynnos$cia membrany. Ogony lipidowe wyr6zniajg si¢
brakiem uporzadkowania oraz duza ruchliwoécia, nie wykazuja takze nachylenia.!**!3
Wigksza ilos¢ zgiec¢ tancucha (okoto 4-5 wigzan gauche na jeden tancuch w przypadku
DPPC) powoduje skrdocenie jego dtugosci 1 zwigkszenie powierzchni przypadajgcej na
czgsteczke, zatem dwuwarstwa staje si¢ ciensza.!'>!3® Ponadto luZniejsze upakowanie
polarnych gléw umozliwia penetracje¢ membrany przez wigksza ilo$¢ czasteczek

WOdy.ll&BS

Z biologicznego punktu widzenia faza cieklokrystaliczna jest ta
najwazniejszg, poniewaz w takim stanie wyst¢epuja bltony komorkowe zywych
organizméw.'?’

W przypadku niektérych lipidéw przejscie z fazy zelowej do fazy cieklokrystalicznej
nastepuje w dwoch etapach. Najpierw ma miejsce przejscie do tzw. fazy pofatdowane;j
(Pp’), zwane przedprzejsciem, a dopiero nastgpnie wystepuje gtdéwne przejscie fazowe do
stanu L..'** Faza pofatdowana charakteryzuje si¢ periodycznie pofalowang powierzchnig
membrany, wynikajaca z pojawienia si¢ domen zawierajacych tancuchy lipidowe bogate
w konformacje gauche.'*® W poréwnaniu do stanu zelowego, przestrzen pomiedzy
glowami jest bardziej uwodniona, a $redni stopien uporzadkowania hydrofobowych
ogondéw — mniejszy. Zwieksza sie takze grubo$é dwuwarstwy.!!®135 Wystepowanie
przedprzejécia zalezy od grupy polarnej lipidow.'*® Nie wystepuje ono
w fosfatydyloetanoloaminie (PE)'**!*° i glikolipidach'*!, odznaczaja sie nim natomiast
fosfatydylocholina (PC) oraz fosfatydyloglicerol (PG).!** Wplyw na przedprzejscie ma
takze dlugo$¢ tancucha alifatycznego.''®!3* Zaobserwowano, ze rdznica pomigdzy
temperaturami gltéwnego przej$cia fazowego i przedprzej$cia zmniejsza si¢ wraz ze

wzrastajaca iloécig atoméw wegla w tancuchu.'*?
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Y A
trans - gauche

Rysunek 49. Schemat przedstawiajgcy konformacje trans (po lewej) i gauche (po prawej)

taricuchoéw lipidowych.'**

5. Skaningowa kalorymetria réznicowa w badaniu przejs¢ fazowych

dwuwarstw lipidowych

Skaningowa kalorymetria roznicowa (DSC — z j. ang. differential scanning calorimetry)
to najczes$ciej stosowana technika do badania efektoéw termicznych w roéznych
materialach.'* Pozwala ona na okre$lanie wlaéciwosci termodynamicznych substancji
1 jest powszechnie wykorzystywana do badan nad biomakromolekutami, np. badan
denaturacji biatek i kwasow nukleinowych oraz przej$¢ fazowych lipidow. Ponadto
metoda DSC jest stosowana do analizy oddziatywah pomigdzy biomolekutami, takimi
jak lipidy — bialka, biatka — kwasy nukleinowe, czy oddziatywania lekow z dwuwarstwa
lipidowa. !4

Budowg kalorymetru roznicowego przedstawiono schematycznie na Rysunku 50. Sktada
si¢ on z dwoch celek — referencyjnej, w ktorej umieszcza si¢ odnosnik (zwykle wode lub
bufor, w ktéorym przygotowano probke) oraz badawczej, zawierajacej analizowang
substancje. Celki umieszczone sg w plaszczu grzewczym z dwoma grzejnikami
1 w trakcie pomiaru dostarczane jest do nich cieplo ze statg szybkoscia. Moc grzejnikow
dobierana jest w taki sposob, aby w obydwu celkach utrzyma¢ identyczng temperaturg.
Pochtanianie lub wydzielanie ciepla przez probke, spowodowane jaka$ przemiang
fizyczna, jest kompensowane przez grzejnik. W trakcie pomiaru rejestrowana jest tzw.
moc réznicowa (DP — z j. ang. differential power), czyli roznica mocy grzejnikow celki

badawczej i1 referencyjnej (w ktorej nie zachodza zadne egzo- i endotermiczne procesy).
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DP jest przedstawiane na wykresie w funkcji temperatury i stanowi bazowy wynik
pomiaru. Po uwzglednieniu st¢zenia oraz masy molowej badanego zwigzku, termogram

przedstawiany jest jako zaleznoéé molowej pojemnosci cieplnej od temperatury. '

i

Odnosnik
Probka

o~
|
o

Ptaszcz grzewczy

Rysunek 50. Budowa kalorymetru réznicowego wykorzystywanego w technice DSC.'%

Na Rysunku 51 widoczna jest przyktadowa krzywa DSC. Najwazniejsze parametry
termodynamiczne jakie mozna wyznaczy¢ na jej podstawie to:

e T — temperatura przej$cia fazowego (temperatura w maksimum piku),

o ATz — kooperatywnosc¢ przejscia fazowego (szerokos¢ piku w polowie wysokosci),
e AH — zmiana entalpii procesu (odpowiadajaca powierzchni pod pikiem),

e AS —zmiana entropii procesu (obliczona z zalezno$ci AS = AH / Tm).''®

DSC pozwala na badanie termotropowego zachowania jednoskladnikowych oraz
mieszanych dwuwarstw lipidowych.!¥ 151 Technika ta jest takze powszechnie
wykorzystywana do sprawdzania wpltywu lekow 1 innych zwigzkow na ich
wlasciwosci.'** 1% Najczesciej stosowanym ukladem w badaniach DSC s
wielowarstwowe pecherzyki (MLV), poniewaz odznaczaja si¢ tatwa preparatyka i sa
najbardziej stabilnymi modelowymi uktadami lipidowymi. Co wigcej, zawiesiny MLV
sa bardziej homogeniczne i1 daja intensywniejsze sygnaly o lepszej rozdzielczos$ci
w porownaniu do pecherzykéw jednowarstwowych SUV i LUV.!® Sktad liposoméw
mozna dobiera¢ w zaleznosci od rodzaju blony, ktorg chcemy nasladowaé, nalezy jednak
mie¢ na uwadze ograniczenia zwigzane z metodg 1 aparaturg (np. brak mozliwosci

badania przej$¢ fazowych w roztworach wodnych ponizej 0 °C).'>® Najczesciej badanymi
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lipidami za pomoca DSC sg w peini nasycone fosfatydylocholiny z dwoma identycznymi
fancuchami  weglowodorowymi: DPPC  (Rysunek 44) oraz krotszy DMPC
(1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfocholina — 14 atoméw wegla w hydrofobowych
ogonach). Zwiazki te charakteryzuja ostre i symetryczne piki gléwnych przejs¢
fazowych.!’

Tempertura przejscia fazowego
Tm ———————== ( ktérej préobka ma maksymalna

— pojemnosc cieplng Cp)

‘ T2

Temperatura, w ktorej
zaszto 50 % przemiany

Szerokos¢ w polowie ATY2 Cp max

wysokosci piku
(kooperatywnosc¢) |—- -

AH - entalpia przemiany
(powierzchnia pod pikiem)

=
Q
[
'
3
=
Q
]
y
: 1
I __
T poczatkowa - Temperatura,_ w ktérej
rozpoczyna si€ przemiana
| ! 1 ' 1 . | {
40 45 50 55 60

Temperatura (°C)

Rysunek 51. Przykiadowa krzywa DSC wraz z opisem wyznaczonych na jej podstawie

parametréw termodynamicznych.'®

Termogram DSC dla dwuwarstwy DMPC znajduje si¢ na Rysunku 52. Na jego podstawie
mozna stwierdzi¢, ze temperatura przejscia do fazy cieklokrystalicznej dla tego lipidu
wynosi ok. 24 °C. Proces ten jest endotermiczny, a AH ma warto$¢ ok. 24 kJ/mol. Ponadto
waski 1 ostry pik $wiadczy o duzej kooperatywnosci tej przemiany. Kooperatywnosé
przejscia fazowego dwuwarstwy zwigzana jest z iloscig czasteczek, ktore przechodza
przemian¢ jednocze$nie — im wezszy pik, tym wieksza grupa lipidow, ktore topnieja

w tym samym czasie. Na krzywej widoczny jest takze drugi, mniejszy pik odpowiadajacy

91



przedprzejsciu (faza zelowa Ly = faza pofaldowana Pg), charakterystyczny dla tej klasy
lipidow. Ten rodzaj przemiany fazowe] odznacza si¢ zdecydowanie mniejszg
kooperatywnoscia.!'®

Dhugos¢ tancuchdéw oraz stopien ich nasycenia wptywa na parametry termodynamiczne
przemian fazowych fosfatydylocholiny. Zaobserwowano, ze wraz ze zwigkszajacg si¢
iloscig atoméw wegla w hydrofobowych ogonach, wzrasta zaréwno temperatura
glownego przejscia fazowego, jak i zmiana entalpii tego procesu.''® Co wiecej, roznica
pomiedzy temperaturg gldwnego przejScia oraz przedprzejscia zmniejsza si¢ wraz
z dlugo$cia tancuchdw, a przy 22 atomach wegla obydwa piki pokrywaja sie.'** Obecnoéé
wigzania podwojnego skutkuje natomiast zmniejszeniem wartos$ci temperatury, przy
ktorej dwuwarstwa wystepuje w stanie ciektokrystalicznym.!®

Pomiary DSC uktadéw liposoméw z dodatkiem roéznych substancji (np. lekoéw, bialek,
polimeréow czy systemow dostarczania lekéw) pozwalaja na badanie oddziatywan
pomiedzy membrang a danym zwigzkiem.!'> Zmiany w wartoéciach parametrow
termodynamicznych przej$¢ fazowych wzgledem ,,czystej” membrany oraz w ilosci
1 ksztalcie pikow pozwalaja na wyciagnigcie informacji o wptywie danego materialu na

wiasciwoéci modelowej btony biologicznej.'*
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Rysunek 52. Krzywa DSC zarejestrowana dla dwuwarstwy DMPC.''® Na wykresie

zaznaczono piki przejs¢ fazowych oraz schematycznie przedstawiono fazy, w jakich

znajduje sie membrana.

92



6. Oddzialywania polimerow z membranami lipidowymi

Zrozumienie oddzialywan polimerow 1 polimerowych nanoczastek z btonami
biologicznymi jest istotng kwestia w przypadku uktadéw projektowanych pod katem
zastosowan medycznych. Umozliwia to przewidywanie toksyczno$ci materiatlow oraz
efektywnosci dostarczania przez nie fadunku do komoérek. Ponadto okreslenie korelacji
pomiedzy struktura makroczasteczek a ich wplywem na membrany pozwala na
skuteczniejsze opracowywanie nowych biomateriatow. '

Jak zaznaczono na poczatku rozdzialu, prawdziwe btony komorkowe sg bardzo
ztozonymi 1 wielosktadnikowymi strukturami, dlatego czgsto w badaniach wykorzystuje
si¢ ich sztuczne, uproszczone modele zbudowane z lipidéw. Oprécz wspomnianych
wczesniej liposomow, sg to takze monowarstwy Langmuira, czyli pojedyncze warstwy
czasteczek lipidow utworzone na granicy faz woda/powietrze, a takze dwuwarstwy
naniesione na podtoze state, tzw. SLB (z j. ang. supported lipid bilayers).'?
Oddziatywania polimeréw oraz ich agregatow z liposomami mozna bada¢ za pomoca
roznych technik eksperymentalnych, m. in. rozpraszania §wiatta, mikroskopowych,
spektroskopowych czy kalorymetrycznych. Coraz czgsciej wykorzystywane sg takze

symulacje komputerowe metoda dynamiki molekularnej.'*'¢!

e Rozpraszanie $wiatta (DLS 1 ELS) — pomiary te pozwalaja okresli¢, czy
oddziatywanie z danym zwigzkiem prowadzi do zwigkszenia rozmiardw (agregacji)
liposoméw. W przypadku makroczasteczek obdarzonych tadunkiem dostarczaja
takze informacji na temat jego adsorpcji na powierzchni dwuwarstwy (zmiany
potencjatu zeta).!6%163

e  Mikroskopia cryo-TEM — obrazowanie probek tg technika umozliwia okreslenie
zmian w morfologii pecherzykow wywotanych dziataniem polimeru/czastek
polimerowych, 63164

e Spektroskopia fluorescencyjna — enkapsulacja barwnika posiadajacego wlasciwosci
samowygaszajace fluorescencje powyzej pewnego stezenia (np. kalceiny) pozwala
na badanie zmian w przepuszczalno$ci dwuwarstwy lipidowej, ktore moga by¢
spowodowane powstaniem poréw lub zniszczeniem struktury membrany. !>160

e Anizotropia fluorescencji — wyznaczanie anizotropii fluorescencji sond DPH oraz jej
kationowej pochodnej TMA-DPH, ktore lokalizujg si¢ w hydrofobowym wnetrzu
btony, pozwala na okreslenie ptynno$ci membrany oraz jej zmian w wyniku

oddziatywania z polimerem.'%%16¢
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e DSC — technika pozwala na okreslenie wptywu makroczasteczek na zachowanie
termotropowe btony (opis w punkcie 5).

e Izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC — z j. ang. isothermal titration
calorimetry) — jest to metoda kalorymetryczna, dzigki ktérej mozliwe jest zbadanie
termodynamiki procesu oddziatywania polimeru z dwuwarstwg lipidowa. ITC
pozwala na wyznaczenie entalpii (AH) i statej (K) procesu asocjacji, na podstawie
ktérych mozna wyznaczy¢ zmiany entalpii swobodnej (AH) oraz entropii (AS), ktore

towarzysza badanej interakcji.' %167

Istniejg rézne mechanizmy oddziatywania polimerow z modelowymi membranami
lipidowymi. Lancuchy makroczasteczek moga adsorbowaé sie na ich powierzchni'®,
penetrowaé membrane na rézne glebokoséci'®’, tworzyé¢ pory'® lub prowadzié¢ do

68, Na rodzaj i site tych

przerwania dwuwarstwy i powstania innych agregatow!
oddzialtywan wptywaja wtasciwosci fizykochemiczne polimerow takie jak hydrofilowos¢
1 hydrofobowo$¢, struktura makroczgsteczki (liniowa, rozgaleziona), *tadunek
powierzchniowy, rozmiar tworzonych czastek oraz sktad lipidowy membrany.!'!3:162

W momencie powstawania tej rozprawy nie znaleziono publikacji dotyczacych badan nad
oddzialywaniami amfifilowych pochodnych siarczanu chondroityny z modelowymi
membranami lipidowymi, co wskazuje na innowacyjno$¢ tematu. W przypadku
niemodyfikowanego polisacharydu Satoh i1 in. (2020) wykazali, ze w warunkach
fizjologicznych oddziatuje on z fosfatydylocholing, natomiast z innymi lipidami
(fosfatydyloetanoloaming, fosfatydyloseryng 1 fosfatydyloinozytolem) juz nie. Prowadzi
to do osadzenia si¢ tancuchow na powierzchni membrany i utworzenia mikrodomen
bogatych w molekuty PC oraz ograniczenia dyfuzji poprzecznej tych czasteczek. Ponadto
zasugerowali oni, ze oddziatywania CS z PC maja charakter hydrofobowy.!*® Badania
z wykorzystaniem monowarstw lipidowych ztozonych z fosfatydylocholiny lub
fosfatydyloglicerolu wskazaly na adsorpcj¢ CS na obydwu membranach i jego
oddziatywania z polarnymi gtowami, a takze znikoma penetracj¢ czg¢sci hydrofobowe;.
Zmiany w elastyczno$ci monowarstwy, przy upakowaniu lipidow odpowiadajacym
prawdziwej blonie komorkowej, byty niewielkie. Zaobserwowano natomiast, ze fadunek
hydrofilowej grupy wplywa na zmiany w organizacji niepolarnych tancuchow,
spowodowane oddzialywaniem z polisacharydem — CS wywotywat uporzadkowanie

hydrofobowych ogonéw PC, natomiast nieuporzagdkowanie tancuchéw PG.'"° Szekeres

i 1in. (2021) przedstawili badania dotyczace oddzialywania CS z PC w obecnos$ci jonow
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Ca®", ktore stanowig ,mostki” pomiedzy ujemnie naladowanymi grupami
glikozoaminoglikanéw i grupami fosforanowymi lipidow.!'”!7? W takim uktadzie
dochodzi do reorientacji polarnych glow PC, ale organizacja niepolarnych ogonow
pozostaje w wigkszoéci niezmieniona.'”!

Zostalo udowodnione, ze obecnos¢ hydrofobowych grup bocznych w makroczasteczce
znaczaco wplywa na oddziatywania polimeru z membranami.'®*!7>!7* Przykitadowo,
dtugos¢  weglowodorowych  tancuchéow  przylaczonych do pochodnej PAH
(poli(chlorowodorku alliloaminy)) warunkuje jej zdolno$¢ do adsorpcji na powierzchni
membrany POPC — zwigksza si¢ ona wraz z ilo$cig atomow wegla w grupach bocznych.
Jednak w przypadku tendencji do tworzenia porow w pecherzykach wigkszy wpltyw
okazata sie mieé¢ ilos¢ grup hydrofobowych (stopien podstawienia) niz ich dhugos¢.'°
Pomiary DSC dla uktadu chitozan — DPPC pokazaly natomiast, Ze sam polisacharyd
nieznacznie wptywa na gléwne przejscie fazowe dwuwarstwy i powoduje niewielkie
zmniejszenie  warto$§ci  zmiany entalpii  procesu jej przejscia do stanu
ciektokrystalicznego. Wprowadzenie hydrofobowej grupy do struktury chitozanu
przyczynito si¢ do zwigkszenia jego oddzialywan z membrang i prawie dwukrotnego

zmniejszenia AH przejscia fazowego DPPC.!"
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Czes¢ doswiadczalna

. Materialy i odczynniki

polimery CS-C18 8 (DS ~8%), CS-C18 33 (DS ~33%) - synteza opisana
w rozdziale 1
polimery CS-OL 10 (DS ~10%), CS-OL 45 (DS ~45%) - synteza opisana
w rozdziale 1
I-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfocholina - POPC (= 99%, Avanti Polar
Lipids)
()
WN\/\)LO o
\/\/\/\/\/\/\/\"/0 0-P-0
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Rysunek 53. Struktura chemiczna POPC.
1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-fosfocholina — DPPC (= 99%, Avanti Polar Lipids) —
strukturg chemiczng DPPC przedstawia Rysunek 44
kalceina (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

buforowana fosforanem sol fizjologiczna — PBS (tabletki, Sigma-Aldrich); sktad
roztworu po rozpuszczeniu w 200 ml wody dejonizowanej: KC1 0,0027 M, NaCl
0,137 M, pH =17,4.

Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich)

zestaw do oznaczania stezenia fosfolipidow - Phosphatidylcholine Assay Kit (Sigma-
Aldrich)

chloroform stabilizowany amylenem (cz.d.a., Chempur)

woda dejonizowana

2. Metody badawcze i aparatura

2.1.

Dynamiczne i elektroforetyczne rozpraszanie Swiatla

Opis znajduje si¢ w rozdziale 1 (podpunkt 2.1).
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2.2. Kriogeniczna transmisyjna mikroskopia elektronowa

Obrazowanie cryo-TEM wykonano w Narodowym Centrum Promieniowania
Synchrotronowego SOLARIS w Krakowie. Opis znajduje si¢ w rozdziale 1 (podpunkt
2.4).

2.3. Spektroskopia fluorescencyjna

Opis znajduje si¢ w rozdziale 1 (podpunkt 2.2).

2.4. Skaningowa kalorymetria roznicowa

Pomiary technika skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC) zostaty wykonane przy
uzyciu mikrokalorymetru Nano DSC TA Instruments z wbudowanymi celkami
o pojemnosci 0,3 cm?®. Wszystkie probki byly przygotowywane w buforze PBS oraz
odgazowywane przed pomiarami. Termogramy rejestrowano w zakresie temperatur
5 —55 °C z szybkoscig skanowania 0,5 °C/min. Jako odnos$nik stosowano bufor PBS. Dla
kazdego ukladu skanowanie powtarzano co najmniej 5 razy. Od otrzymanych

termogramoéw odjeto lini¢ bazowa — krzywa DSC zarejestrowang dla samego buforu PBS.

3. Procedury badawcze

3.1. Preparatyka liposomow

Liposomy SUV (matle i jednowarstwowe pecherzyki) przygotowano z zwitterjonowego
lipidu POPC. Zwiazek odwazono do szklanej fiolki i dodano matg objeto$¢ chloroformu,
tylko do rozpuszczenia si¢ substancji. Rozpuszczalnik nastepnie odparowano
strumieniem azotu i1 do powstalego suchego filmu lipidowego dodano odpowiednia
objetos¢ buforu PBS - do otrzymania stgzenia POPC 2,5 mg/ml. Probke wytrzasano na
wytrzasarce typu Vortex przez 5 min. Tak powstala zawiesing wielowarstwowych
pecherzykow poddano pieciu cyklom zamrazania-rozmrazania w temperaturach ciektego
azotu 1 60 °C, a nastepnie ekstrudowano 6 razy przy uzyciu ekstrudnera cisnieniowego
z filtrem membranowym o $rednicy porow 100 nm. Schemat preparatyki pgcherzykow
przedstawia Rysunek 54. W przypadku liposoméw z enkapsulowang kalceing do

uwodnienia suchego filmu wykorzystano roztwoér barwnika (60 mM w PBS, pH ~8,5).
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Niezamknigetg kalceing oddzielono od pgcherzykow za pomoca techniki filtracji zelowe;j
na kolumnie wypetnionej Sephadexem G-50. Jako eluent stosowano bufor PBS. Stezenie
lipidow w wyjsciowej probce oznaczono za pomoca zestawu Phosphatidylcholine Assay
Kit z Sigma-Aldrich. Pomi¢dzy pomiarami zawiesing liposomoéw przechowywano

w lodowee (4 °C).

W przypadku pomiarow DSC przygotowywano liposomy MLV z lipidu DPPC poprzez
uwodnienie  suchego  filmu  buforem PBS lub  roztworem  polimeru
(c = 1 mg/ml) w PBS. Zawiesiny nie poddawano procesowi ekstruzji. St¢zenie lipidu

w probkach wynosito 2 mg/ml.

lipid / lipid z hydrofobowym lekiem )
o bufor / roztwor wodny

hydrofilowego leku<‘>

<\;> ~

chloroform suchy film

ekstruzja /
sonikacja o

B

wytrz}sanie MLV SuUV
Rysunek 54. Schemat przedstawiajqcy preparatyke liposomow MLV (duzych,
wielowarstwowych — pecherzykow) — oraz ~ SUV ~ (malych,  jednowarstwowych

pecherzykéw).!"

3.2. Badanie rozmiarow i potencjalu zeta liposomow

Przygotowano seri¢ probek liposoméw POPC zawierajacych stale stezenie lipidu (1,25
mg/ml) oraz rézne zawartosci polimeréw (0 — 40% wzgledem masy lipidu). 0,5 ml
zawiesiny pecherzykéw (crorc = 2,5 mg/ml) umieszczano w tazni ultradzwigkowe;j
i szybko dodawano odpowiednig objgtos¢ zawiesiny polimeru. Nastepnie probki
dopetniano buforem PBS do sumarycznej objetosci 1 ml 1 umieszczono na mieszadle

magnetycznym (mieszanie 300 rpm) na 15 minut. Metodg DLS 1 ELS wyznaczono
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$rednie $rednice hydrodynamiczne (d:), wspotczynnik dyspersyjnosci (PDI) i potencjat

zeta dla tak przygotowanych probek.

3.3. Badanie uwalniania kalceiny

Uwalnianie kalceiny enkapsulowanej w liposomach pod wplywem dodatku polimerow
badano metodg spektrofluorymetryczng. Kuwetg z zawiesing pecherzykdéw umieszczono
w urzadzeniu pomiarowym i wzbudzano promieniowaniem o dtugos$ci fali Aexc =495 nm.
Intensywnos¢ fluorescencji monitorowano w czasie przy Aem = 520 nm (maksimum emisji
dla kalceiny) przed i po dodatku roztworow polimerow. Po odpowiednim czasie do
uktadu wprowadzano takze 30 pl roztworu Tritonu X-100 (15% wag.), ktory w zalozeniu
powodowat peten wyciek barwnika z liposoméw. [lo$¢ kalceiny uwolnionej po czasie ¢,

RF(#), obliczono na podstawie Réwnania 7:

RF(t) = 100 (252 ) (7)

max—Io
gdzie lo, It oraz Imax 53 odpowiednio intensywnosciami fluorescencji zmierzonymi dla
liposomow z zamknigta kalceing przed dodatkiem polimeru, po czasie ¢ od jego dodania

oraz po dodatku Tritonu X-100 (catkowity wyciek barwnika).
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4. Wyniki
4.1. Badanie rozmiarow i potencjalu zeta liposomow

Wptyw amfifilowych pochodnych siarczanu chondroityny na rozmiar i potencjat zeta
liposoméw POPC zbadano z wykorzystaniem technik rozpraszania $§wiatla. Wyniki
pomiarow DLS 1 ELS dla zawiesiny samych pecherzykow oraz pecherzykow po dodaniu
réznych ilosci polimerow CS-C18, CS-OL oraz niemodyfikowanego CS przedstawia

Tabela 13.

Tabela 13. Wartosci Sredniej Srednicy hydrodynamicznej (d:), wspoiczynnika
dyspersyjnosci (wyrazonego jako PDI) oraz potencjatu zeta ({) liposomow POPC
(c = 1,25 mg/ml) przed i po wprowadzeniu do uktadu badanych polimerow. Wyniki

przedstawiono w postaci sredniej + odchylenie standardowe.

Stezenie Zawartos¢
Uklad polimeru polimeru d; (nm) PDI ¢ (mV)
(mg/ml) (% wag.)
liposomy
POPC 0 0 117+2 0,09+0,01 -29+0,6
0,02 1,6 117+ 1 0,10+0,02 -1,7+04
0,04 3,2 116 £ 1 0,11+0,01 -24+0,2
0,08 6,4 117+ 1 0,11+0,01 -23+0,2
liposomy
POPC + CS 0,16 12,8 117+ 1 0,11+0,02 -24+0,3
0,3 24,0 118+ 1 0,11+0,01 -3,1+0,3
0,4 32,0 119+ 1 0,11+0,01 -48+13
0,5 40,0 119+ 1 0,10+0,01 -4,0+0,5
0,02 1,6 122+ 1 0,10+0,02 -82+0,8
liposomy
POPC + 0,04 3,2 121 +1 0,11+0,02 -12,9+0,8
CS-C18 8
0,08 6,4 126 +2 0,10+0,02 -18,2+0,8
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0,16 12,8 134+ 1 0,10+£0,02 -23,7+1.,3
0,3 24.0 142 + 1 0,12+0,01 -259+1,4
0,4 32,0 149 + 1 0,10+x0,01 -262+24
0,5 40,0 152+1 0,13+0,02 -26,1+0,6
0,02 1,6 151 +£3 032+0,02 -38+04
0,04 32 179+ 1 0,52+ 0,01 -33+0,6
0,08 6.4 >10° = -3,8+0,4
liposomy
POPC + 0,16 12,8 >10° - -11,0+ 1,6
CS-C18 33
0,3 24.0 > 103 - -154+0,6
0,4 32,0 > 103 - -20,6+2,2
0,5 40,0 >10° = -21,7+2,6
0,02 1,6 121 £ 1 0,11+0,01 -12,1£0,9
0,04 32 130+ 1 0,16+0,02 -14,8=+0,8
0,08 6,4 140£2  020+0,02 -17,7+13
liposomy
POPC + 0,16 12,8 149 + 1 0,13+0,02 -246=+1,2
CS-OL_10
0,3 24,0 152+1 0,10+£0,02 -274=+22
0,4 32,0 156 +2 0,10+£0,01 -28,6£0,8
0,5 40,0 160+2 0,12+0,01 -28,1£0,8
POPC +
CS-OL_45 0,04 3,2 1211 0,17+0,01 -72+04
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0,08 6,4 136 +2 0,24+0,02 -8,8+0,7

0,16 12,8 173+6  0,44+0,02 -11,8+1,8
0,3 24,0 234+3  0,40+£0,05 -20,6+0,9
0,4 32,0 241+4  034+0,02 -222+3,0
0,5 40,0 227+4  030+0,02 -225+0,6

Jednowarstwowe liposomy POPC, otrzymane technikg ekstruzji, charakteryzowaty si¢
waskim rozkladem rozmiarow, o czym $wiadczy niska warto$¢ wspotczynnika
dyspersyjnosci (PDI < 0,1). Sredni rozmiar pecherzykéw wynosit ok. 117 nm, a ich
potencjat zeta byt nieznacznie ujemny (ok. — 3 mV). Dodatek niemodyfikowanego CS do
uktadu praktycznie nie wptynat na rozmiary liposoméw, zmiany potencjatu zeta takze
byly niewielkie (Tabela 13). Inaczej bylo w przypadku polisacharydow
zmodyfikowanych grupami oktadecylowymi i oleilowymi. Ich dodatek do zawiesiny
pecherzykow skutkowat wzrostem wartosci bezwzglednej tadunku czastek, co wskazuje
na adsorpcje polimeréw na ich powierzchni. W uktadach CS-C18 8 i CS-OL_10 juz po
pierwszym dodatku zaobserwowano zmniejszenie si¢ wartosci potencjatu zeta o 3-4 razy.
W przypadku bardziej podstawionych pochodnych zwigkszanie stezenia polimeru
wywotywato mniejsze zmiany w fadunku pgcherzykéw (Rysunek 55). Prawdopodobnym
wyjasnieniem tego zjawiska jest rdznica w upakowaniu struktur i ekspozycji
hydrofobowych grup w stosunku do powierzchni liposoméw. Polimery o mniejszym DS
tworza glownie luzne nanozele, dlatego weglowodorowym tancuchom tatwiej jest
oddziatywa¢ z membrang lipidowa. Natomiast CS-C18 33 1 CS_OL 45 samoorganizujg
sie¢ w gesciej upakowane struktury, w ktérych hydrofobowe grupy sa w wigkszos$ci
»schowane” do $rodka, a co za tym idzie — elastycznos$¢ tancuchéw jest mniejsza i ich
oddziatywanie z membrang jest utrudnione. Przy zawartosci polimeréw wynoszacej
24% (CS-C18_8 1 CS-OL 10) oraz 32% (CS-C18 33 i CS-OL _45) potencjal zeta
osiagnal statg wartos¢, co mozna powigzac z petnym pokryciem lipidowych czastek przez

makroczasteczki.
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Rysunek 55. Zmiany w wartosci potencjatu zeta liposomow

dodatkow polisacharydow.
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Rysunek 56. Zmiany w rozmiarach liposomow POPC pod wplywem dodatkow

polisacharydow. Wykres dla CS-C18 33 zostal przedstawiony tylko do zawartosci 3,2%

ze wzgledu na agregacje i mikrometryczne rozmiary czgstek powyzej tej wartosci.
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Pochodne siarczanu chondroityny wptynely takze na rozmiary pecherzykow.
Najmniejsze zmiany zaobserwowano dla mniej podstawionych polimeréw (Rysunek 56).
Przy pelnym pokryciu liposoméw przez polianiony, ich $rednie wartos$ci Srednicy
hydrodynamicznej wzrosty z ok. 120 do ok. 150 nm, przy zachowaniu niskiej warto$ci
PDI (Tabela 13). Wptyw bardziej podstawionych polisacharydéow na pecherzyki POPC
byl zdecydowanie wigkszy. W przypadku 32% zawarto$ci CS-OL_45, rozmiary czastek
wzrosty dwukrotnie, zwigkszyta si¢ takze ich dyspersyjnos¢. Po wprowadzeniu
niewielkiej ilosci CS-C18 33 do zawiesiny POPC zaobserwowano natomiast gwaltowny
wzrost $rednic hydrodynamicznych do wartosci powyzej 1 pm. Swiadczy to agregacji
liposoméw pod wplywem tego polimeru. Co wigcej, czastki pozostawaty zagregowane
nawet przy wiekszych zawartosciach CS-C18 33.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze hydrofobowo modyfikowane pochodne siarczanu
chondroityny oddziatuja z membrang POPC. W przypadku polisacharydow o mniejszym
stopniu  podstawienia dochodzi do pokrycia powierzchni liposomow przez
makroczasteczki, na co wskazuje zmniejszenie si¢ wartosci potencjatu zeta oraz niewielki
wzrost rozmiarow. Dodatek CS-OL 45 réwniez powoduje adsorpcj¢ polimeru na
membranie lipidowej, jednak pojedyncze tancuchy oddzialuja prawdopodobnie
z kilkoma pecherzykami, co prowadzi do powstawania niewielkich agregatow (wigkszy
wzrost S$rednic hydrodynamicznych oraz PDI). Najwiekszy wplyw na zawiesing
liposomow wykazat CS-C18 33. W przypadku tego polimeru adsorpcja na powierzchni
czastek prowadzi do powstawania duzych agregatow. Nawet niewielka zawarto$¢ tego

zwigzku skutkuje faczeniem si¢ pecherzykdéw w mikrometryczne struktury.

4.2. Badanie uwalniania kalceiny

Zdolno$¢ polimeréw do poracji blon lipidowych mozna okresli¢ poprzez monitorowanie
wycieku fluorescencyjnego barwnika (np. kalceiny) z wnetrza liposoméw. %177 Barwnik
jest enkapsulowany w stezeniu, w ktorym wystepuje zjawisko samowygaszenia jego
fluorescencji, dlatego na poczatku intensywno$¢ emitowanego promieniowania jest niska
1 utrzymuje si¢ na staltym poziomie. Nastgpnie do uktadu wprowadzany jest polimer
1 obserwowane sg zmiany intensywnosci fluorescencji. Jes§li badany zwigzek zwigksza
przepuszczalno$¢ membrany dla hydrofilowych substancji (np. w wyniku tworzenia
porow), to kalceina zacznie wycieka¢ z wnetrza pecherzykow do fazy wodnej, a tym

samym ulegnie rozcienczeniu i fluorescencja nie bedzie juz wygaszana. Obserwowany
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jest wtedy wzrost intensywnos$ci emitowanego promieniowania proporcjonalny do ilosci
uwolnionego barwnika.

W celu okreslenia zdolnos$ci amfifilowych pochodnych siarczanu chondroityny do
tworzenia porOw w membranie lipidowej, przygotowano liposomy POPC
z enkapsulowang kalceing 1 monitorowano wyciek barwnika z wnetrza pgcherzykoéw pod
wptywem dodatku polisacharydow. Polianiony dodano do zawiesiny w ilosci 32%
w odniesieniu do masy lipidu, poniewaz taka zawarto$¢ pozwala na pelne pokrycie
powierzchni liposomow (podpunkt 4.1). [los¢ uwolnionego barwnika, RF, obliczono na
podstawie Roéwnania 7 1 przedstawiono w zalezno$ci od czasu na Rysunku 57.
Niemodyfikowany CS oraz CS-C18 8 1 CS-OL 10 nie powodowaly wycieku kalceiny
z pecherzykow, w przeciwienstwie do makroczasteczek o wigkszym podstawieniu
hydrofobowymi grupami. Dodatek CS-OL 45 doprowadzit do uwolnienia ok. 5%
enkapsulowanego barwnika przez 40 min trwania eksperymentu. Ilo$¢ ta jest nieznaczna,
jednak liniowy przebieg wykresu wskazuje, ze nie jest ona ostateczna. Wydtuzenie czasu
trwania eksperymentu skutkowatoby prawdopodobnie dalszym wyciekiem kalceiny.
W przypadku CS-C18 33 ilo$¢ uwolnionego barwnika byta ponad 3 razy wigksza, jednak
kinetyka tego procesu byla inna. Poczatkowo zaobserwowano skok intensywnos$ci
fluorescencji, a nastgpnie wykres zaczal ulega¢ wyplaszczeniu. Rozbieznosci te
najpewniej sa skutkiem réznic w upakowaniu polimerowych agregatéw. Lancuchy
CS-OL 45 formuja si¢ w bardziej zwarte czastki niz CS-C18 33, co zmniejsza ich
elastyczno$¢ 1 utrudnia oddziatywania z membrang.

Otrzymane wyniki $wiadczg o zdolnosci do poracji bton lipidowych przez pochodne
siarczanu chondroityny o wigekszym stopniu podstawienia (CS-C18 33 i CS-OL_45),
a co za tym idzie — moga wskazywac na cytotoksycznos$¢ tych zwigzkow. Udowodniono
bowiem, ze sklonno$¢ polimeréw do tworzenia poréw w membranie modelowych
liposoméw koreluje ze zdolnoscia do zwigkszania przepuszczalnosci blon

komoérkowych.!”?
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Rysunek 57. Przebieg czasowy uwalniania kalceiny (RF) z liposomow POPC pod
wplywem dodatku (32% wag.) badanych polimerow.

4.3. Morfologia liposomow

Mikroskopia cryo-TEM zostata wykorzystana do wizualizacji morfologii liposomow
POPC przed i po oddziatywaniu z pochodnymi CS. Pecherzyki uzyskane technika
ekstruzji charakteryzuja si¢ regularng, sferyczng morfologia z wyraznie widoczng
membrang, ktdra otacza wodny rdzen (Rysunek 58). Duza rozdzielczo§¢ mikrofotografii
pozwala dostrzec elementy dwuwarstwy lipidowej — wysokokontrastowe czesci
hydrofilowe pomiedzy ktérymi znajduje si¢ hydrofobowe wng¢trze membrany.

Dodatek CS-C18 8 1 CS-OL 10 do zawiesiny spowodowatl osadzenie si¢ polimeréw na
membranie, ale nie zmienit morfologii lipidowych czastek. Obrazowanie cryo-TEM
ujawnito obecno$¢ zarowno pojedynczych pecherzykow pokrytych makroczasteczkami
(Rysunek 59 i1 61), jak réwniez niewielkich agregatow powstatych przez oddziatywanie
liposoméw z tym samym tancuchem/czastka polimerowa (Rysunek 60 i 62).

W prébece zawierajacej CS-C18 33 utworzyly si¢ natomiast bardzo duze agregaty.
(Rysunek 63). Na przedstawionym obrazie zauwazalne sg takze fragmenty dwuwarstwy
lipidowej, co $wiadczy o przerwaniu membrany 1 zniszczeniu struktury lipidowych
czastek pod wptywem oddziatywania z polimerem. Ponadto w uktadzie widoczne sa

takze duzo mniejsze struktury pecherzykowe o mniej regularnych ksztattach. Sa to
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prawdopodobnie czastki powstate wskutek ,,zamykania si¢” fragmentdw zniszczonej
membrany. W przypadku CS-OL 45 takze zaobserwowano zagregowane pecherzyki,
jednak w duzo mniejszym stopniu (Rysunek 64 i1 65). Morfologia liposomow
w wiekszo$ci nie ulegla zmianie. Na mikrofotografiach brak jest takze fragmentow
dwuwarstwy lipidowej oraz matych struktur pecherzykowych, ktére z nich powstaty.

Wyniki obrazowania mikroskopia cryo-TEM sa zgodne z tymi uzyskanymi technika
rozpraszania $wiatta (podpunkt 4.1). Mniej podstawione polisacharydy oddziatujg
z liposomami POPC w ten sposob, ze osiadaja na ich membranie i powoduja tylko
nieznaczne l3czenie si¢ pecherzykow za soba. Dodatek CS-OL 45 do zawiesiny
spowodowal wicksza agregacje pecherzykow, ale nie zauwazono naruszenia
integralno$ci ich btony. Najwigkszy wplyw na liposomy okazat si¢ mie¢ polimer
CS-C18_33. Jego obecnos$¢ w probece doprowadzita do zniszczenia struktury lipidowych
czastek poprzez przerwanie ich membrany i utworzenie si¢ duzych agregatow, ktore
sktadaty sie gtownie z fragmentéw dwuwarstwy uformowanych w mniejsze struktury

pecherzykowe.

Rysunek 58. Mikrofotografia cryo—TM zawiesiny liposomow POPC w buforze PBS.

Zaznaczona skala odpowiada 20 nm.
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Rysunek 59. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomow POPC w PBS po dodatku
CS-C18 8 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 10 nm

Rysunek 60. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomow POPC w PBS po dodatku
CS-C18 8 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm.
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Rysunek 61. Miktaﬁa co EM iesiny iposomow POPC w PBS po dodatku
CS-OL 10 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 10 nm.

Rysunek 62. Mikrofotgmﬁa cryo-TEM zawiesiny liposomow POPC w PBS po dodatku
CS-OL 10 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm.

109



Rysunek 63. Mikotoraa cry- ZaWZesmy llsmo P “ PBS po dodatku
CS-C18 33 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm.

Rysunek 64. Mikrofotografia cryo-TEM wiesiny liposomow POPC w PBS po dodatku
CS-OL 45 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm.
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Rysunek 65. Mikrofotografia cryo-TEM zawiesiny liposomow POPC w PBS po dodatku
CS-OL 45 (32% wag.). Zaznaczona skala odpowiada 20 nm.

4.4. Pomiary DSC

Wplyw polimerow na zachowanie termotropowe dwuwarstwy lipidowej zbadano
stosujac technike skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC). Wykorzystywany we
wcezesniejszych eksperymentach lipid POPC charakteryzuje si¢ temperaturg przejscia
fazowego ponizej 0 °C,'>® dlatego pomiary DSC dla tego uktadu nie byly mozliwe.
Badania przeprowadzono dla liposoméw zbudowanych z nasyconego lipidu DPPC.
Zarejestrowane termogramy dla analizowanych prébek przedstawiono na Rysunkach 66-
68. Na ich podstawie obliczone zostaly parametry termodynamiczne gtownego przejscia

fazowego DPPC: Tm, AT12, AH 1 AS (Tabela 14).
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Rysunek 66. Krzywe DSC dla DPPC zdyspergowanego w buforze PBS (przerywana linia)

oraz w roztworze CS (czerwona linia).
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Rysunek 67. Krzywe DSC dla DPPC zdyspergowanego w buforze PBS (przerywana linia)

N
o
T

Molowa pojemnos¢ cieplna [kd/mol K]
[*2]
o

oraz w roztworze CS-CI18 8 (czerwona linia) i CS-C18 33 (niebieska linia). W ramce

przedstawiono piki przedprzejscia w powiekszeniu.
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Rysunek 68. Krzywe DSC dla DPPC zdyspergowanego w buforze PBS (przerywana linia)

oraz w roztworze CS-OL 10 (czerwona linia) i CS-OL 45 (niebieska linia). W ramce

przedstawiono piki przedprzejscia w powigkszeniu.

Krzywa DSC dla czystego DPPC (Rysunek 66) charakteryzuje si¢ obecnoscig dwoch
endotermicznych pikow. Mniejszy, z maksimum w ok. 35 °C, odpowiada tzw.
przedprzejsciu, czyli przej$ciu z fazy zelowej (Lp) do fazy zelowej pofatdowanej (Pp’).
Drugi pik, wigkszy 1 wezszy, z maksimum w ok. 41,2 °C, zwigzany jest z gtéwnym
przejsciem fazowym dwuwarstwy lipidowej, czyli przejsciem do stanu
cieklokrystalicznego (La). Wyniki te s3 zgodne z danymi literaturowymi.!’%17°

Obecnos¢ niemodyfikowanego CS w zawiesinie pecherzykow doprowadzita do zaniku
piku przedprzejs$cia (Rysunek 66) oraz zmniejszenia si¢ temperatury gldwnego przejscia
fazowego (Tabela 14), co wskazuje na oddziatywania polisacharydu z hydrofilowymi
glowami DPPC.!8%182 Wykazano, ze Tm zmniejsza sie wraz ze zwickszaniem hydratacji
dwuwarstwy, wskutek ktoérej dochodzi do penetracji czesci polarnej przez czasteczki
wody. Skutkuje to utworzeniem wigzan wodorowych pomiedzy gltowami lipidow
a molekutami rozpuszczalnika, a takze mostkow wewnatrz- i miedzyczasteczkowych, co
prowadzi do stabilizacji membrany.'®>!8% W przypadku zupelnej dehydratacji
dwuwarstwy DPPC, zaobserwowano podwyzszenie temperatury przejscia do stanu Lq
o blisko 58 °C.'® Wskazuje to, Ze obnizenie Tm glownego przejscia fazowego,

spowodowane obecnos$cig polimeru w ukladzie, wynika z oddziatywania
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makroczasteczek z polarnymi glowami dwuwarstwy. Ponadto zaobserwowano réwniez
zmniejszenie wartosci zmiany entalpii procesu przej$cia do fazy cieklokrystalicznej
(Tabela 14). Przemiana ta jest zdominowana przez topnienie tancuchoéw acylowych
(wzrost ich nieuporzadkowania), dlatego zmiany takie wigze si¢ z wplywem na
hydrofobowy rdzen membrany — ze zmniejszeniem oddziatywan pomiedzy tancuchami
weglowodorowymi.'#186 Nie zauwazono jednak zmniejszenia sie kooperatywnosci tego
procesu (nieznaczny wzrost ATiz2), co $wiadczy o braku penetracji dwuwarstwy przez
czasteczki CS. Mniejsze oddziatywania pomiedzy hydrofobowymi grupami wynikaja
prawdopodobnie z ich reorganizacji pod wptywem interakcji polisacharydu z czg$ciami
polarnymi DPPC. W literaturze znajdujg si¢ juz badania potwierdzajace oddzialywania
CS z hydrofilowymi gtowami fosfatydylocholiny, ale dotychczas nie wykazano jego

wnikania w gtab membrany, co jest zgodne z uzyskanymi wynikami.'%%17°

Tabela 14. Parametry termodynamiczne glownego przejscia fazowego czystego DPPC

oraz DPPC w obecnosci polisacharydow.

Uklad AH [kJ/mol]  AS [KJ/molK|  Tw[°C]  ATi2[°C]
DPPC 38,6 0,123 41,2 0,33
DPPC + CS 234 0,075 40,3 0,44
o (};,)ICSiLS 30,5 0,097 41,5 0,78
CSD-I()jl)l(é;3 34,2 0,109 41,1 1,08
CI;})(I))EJO 28,4 0,091 40,8 0,83
C];})gf_z s 33.4 0,106 40.8 1.48

W przypadku termograméow probek zawierajacych CS-C18 1 CS-OL nie zaobserwowano
pelnego zaniku piku dla przedprzejscia. Oznacza to, ze modyfikowane CS wptywaja na
przedprzejscie, jednak nie prowadza do jego catkowitego zniknigcia (Rysunek 67 i 68).
Wplyw ten jest wigkszy dla bardziej podstawionych pochodnych oraz tych

modyfikowanych tancuchami oleilowymi. Temperatury gtéwnego przejscia fazowego
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w tych uktadach nie ulegly takiej zmianie, jak w przypadku CS, co §wiadczy o mniejszych
oddziatywaniach z glowami lipidéw (Tabela 14). Jest to prawdopodobnie spowodowane
ich samoorganizacja w §rodowisku wodnym, ktéra powoduje ograniczong ,,dostepnos¢”
tancuchéw polisacharydowych w poblizu membrany. W obecnosci CS-C18 i CS-OL
zaobserwowano zmniejszone wartosci AH, jednak nie tak znacznie jak w przypadku CS.
Co wigcej, efekt ten byt wigkszy dla mniej podstawionych polimerow, co sugeruje, ze im
bardziej podstawiony zwigzek (czyli gesciej upakowane czastki o ograniczonej
mobilnos$ci tancuchow), tym stabsze oddziatywanie z polarnymi gtowami lipidu, a co za
tym idzie — mniejszy wptyw na organizacj¢ tancuchow acylowych tworzacych rdzen
dwuwarstwy. Ponadto w omawianych uktadach kooperatywnos¢ przejscia DPPC do
stanu cieklokrystalicznego ulegta zmniejszeniu, co pokazujg wartosci AT12 wyznaczone
na podstawie szeroko$ci piku. Jest to najprawdopodobniej powiazane z penetracja
membrany przez grupy oktadecylowe oraz oleilowe. Po wniknigciu w glab dwuwarstwy
stajg si¢ one separatorami oddzielajacymi acylowe lancuchy lipidow od siebie, co
skutkuje zmniejszeniem kooperatywnosci ich topnienia. Zgodnie z oczekiwaniami, efekt
ten jest wiekszy dla polisacharydow podstawionych wieksza ilo$cig grup hydrofobowych.
Trzeba réwniez wspomnie¢, iz w probce zawierajacej CS-C18 33, glowne przejscie
fazowe lipidu sklada si¢ z dwoch naktadajacych si¢ na siebie pikéw (Rysunek 67).
Wskazuje to na obecno$¢ dwoch domen — jednej zaburzonej oddziatywaniem
z polimerem (szeroki pik), a drugiej niezaburzonej (waski pik jak w przypadku krzywe;j
dla czystego DPPC).

Badania DSC dowiodly oddziatywania siarczanu chondroityny oraz jego amfifilowych
pochodnych z membranami lipidowymi. Niemodyfikowany polisacharyd oddziatuje
z polarnymi glowami DPPC, co wplywa na orientacj¢ tancuchéw lipidowych
w dwuwarstwie i w konsekwencji ostabienie oddziatywan pomigedzy nimi. Amfifilowe
pochodne CS takze oddziatuja z hydrofilowymi glowami, jednak oddzialywania te sg
znacznie stabsze ze wzgledu na samoorganizowanie si¢ makroczasteczek w polimerowe
czastki. Oprocz tego, wyniki wskazuja na penetracj¢ membrany przez grupy

oktadecylowe i oleilowe, ktorymi zmodyfikowano badany polianion.
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I11. Podsumowanie i wnioski

Badania opisane w tym rozdziale pozwolilty na scharakteryzowanie oddzialywan
siarczanu chondroityny oraz jego amfifilowych pochodnych z dwuwarstwami
lipidowymi, ktore stanowia prosty model bton biologicznych. W oparciu o zgromadzone

wyniki mozna wysnu¢ nastgpujace wnioski:

e  Wszystkie badane polimery oddzialuja z membranami lipidowymi zbudowanymi
z fosfatydylocholiny.

e Niemodyfikowany siarczan chondroityny nie wptywa na rozmiary pgcherzykow oraz
nie powoduje poracji bton lipidowych. Pomiary kalorymetryczne dowiodty jednak
jego oddzialywanie z polarnymi glowami lipidow, ktore prowadza do ostabienia
oddzialywan pomig¢dzy tancuchami weglowodorowymi w dwuwarstwie.

e  Wszystkie amfifilowe pochodne CS ulegaja adsorpcji na powierzchni liposomow.

e  Pokrycie powierzchni liposoméw przez polimery o mniejszym stopniu podstawienia
grupami hydrofobowymi (CS-C18 8 i CS-OL 10) powoduje jedynie nieznaczne
taczenie si¢ pecherzykow ze soba 1 nie prowadzi do tworzenia si¢ porow
w membranie.

e Oddziatywanie z CS-OL 45 prowadzi do wigkszej agregacji pecherzykow niz
w przypadku mniej podstawionych polisacharydéw, ale nie powoduje naruszenia
integralno$ci membran lipidowych. Zupeie inaczej jest w przypadku CS-C18 33,
ktérego obecno$¢ w zawiesinie liposomow prowadzi do zniszczenia struktury
dwuwarstw pecherzykow, a takze powstania bardzo duzych agregatow o rozmiarach
rzedu mikrometrow.

e Obie pochodne o wigkszym DS powoduja zwigkszenie przepuszczalnosci
membrany. Dodatek CS-C18 33 skutkuje gwaltownym wyciekiem enkapsulowanej
hydrofilowej substancji, co mozna powigza¢ z natychmiastowym zniszczeniem
struktury pecherzykéw. CS-OL 45 powoduje natomiast powolne uwalnianie
barwnika w wyniku poracji membrany. Rozbiezno$ci te sa najpewniej skutkiem
réznic w upakowaniu polimerowych agregatow.

e Pomiary kalorymetryczne wykazaty, ze pochodne CS oddziatujg z glowami lipidow
w zdecydowanie mniejszym stopniu niz niemodyfikowany polisacharyd, co

spowodowane jest samoorganizacjg amfifilowych fancuchow w $rodowisku
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wodnym. Ponadto hydrofobowe grupy, ktorymi zmodyfikowane zostaty polimery,

wnikaja do hydrofobowego rdzenia dwuwarstwy.

Na podstawie uzyskanych wynikow zaproponowano mechanizmy oddziatywania

poszczegolnych polimerdw z membrang POPC i przedstawiono je graficznie na Rysunku
69.

A B

Rysunek 69. Schemat przedstawiajgcy mechanizmy oddziatywania badanych polimerow
z membrang POPC: (A) niemodyfikowany CS, (B) nanozel CS-OL 10 i CS-CI8 8§,
(C) nanoczgstki CS-CI18 33, (D) nanoczgstki CS-OL 45. Hydrofilowe glowy
i hydrofobowe ogony lipidow przedstawiono odpowiednio kolorem zielonym
i pomaranczowym. tLancuchy polisacharydowe zaznaczono na niebiesko, a grupy

hydrofobowe (oktadecylowe i oleilowe) na czerwono.
Przedstawione wyniki sugeruja, ze polimery CS-C18 33 i CS-OL 45 moga by¢

materiatami cytotoksycznymi, szczegdlnie polisacharyd zmodyfikowany grupami

oktadecylowymi. Prowadzi on do zniszczenia struktury modelowych bton biologicznych
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oraz natychmiastowego uwolnienia wngtrza pecherzykéw do roztworu. Polimery
o mniejszym DS nie wykazaty dezintegrujacego wptywu na btony lipidowe, co jest
optymistycznym wynikiem w kontekscie ich medycznych zastosowan. Podsumowujac,
przeprowadzone badania wskazuja, ze polisacharydy modyfikowane nasyconymi
fancuchami alifatycznymi wykazujg bardziej szkodliwy wptyw na membrany lipidowe
niz te modyfikowane grupami z wigzaniem podwdjnym. Dodatkowo to negatywne

dziatanie zwigksza si¢ wraz ze stopniem podstawienia makroczasteczek.
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Rozdzial 3
Oddzialywania polikationow 2z ujemnie naladowanymi

membranami lipidowymi

L. Czes¢ teoretyczna

1. Zastosowania polikationow

Polikationy, czyli dodatnio natadowane polimery, sg interesujaca grupa zwiazkéw ze
wzgledu na ich mozliwe zastosowania biomedyczne i biofizyczne. Zaréwno naturalne jak
1 syntetyczne polikationy mogg by¢ wykorzystywane jako:

- no$niki materiatu genetycznego,

- nosniki bialek,

- biocydy,

- powtoki stabilizujace liposomy.

1.1. Nosniki materialu genetycznego

Dostarczanie plazmidowego DNA (pDNA) do komoérek w celu zwigkszenia ekspresji

pozadanego biatka jest ograniczone przez degradacje enzymatyczng materiatu

genetycznego 1 odpychanie elektrostatyczne. Z tego powodu poszukuje si¢ odpowiednich

noénikow, ktore zwieksza efektywnoséé tego procesu.'®”:18 Niewirusowe nosniki kwasow

nukleinowych oparte na polikationach sa szeroko badane pod katem wykorzystania

w terapii genowej ze wzgledu na swoje niepatogenne i nieimmunogenne wlasciwosci.

Typowa niewirusowa terapia genowa sktada si¢ z nastepujacych etapow:

1) kondensacja kwasow nukleinowych z polikationami (tworzenie polipleksow),

2) internalizacja przez komorke docelowa poprzez endocytoze adsorpcyjna i/lub
endocytoze za posrednictwem receptora,

3) uwolnienie materiatu z endosomu do cytoplazmy,

4) ochrona kwasow nukleinowych przed degradacja (dzialaniem nukleazy)
w cytoplazmie,

5) transport przez cytoplazme do jadra,

119



6) skuteczne dostanie si¢ do jadra i ,rozpakowanie” nosnika, a nastgpnie proces

transkrypcii. 187189192
Dodatni tadunek polikationéw pozwala na elektrostatyczne przycigganie z ujemnie
naladowanymi kwasami nukleinowymi i ich kondensacj¢ do stabilnych struktur o nano
lub mikro rozmiarach.!”*!% PEI, staby polielektrolit posiadajacy grupy aminowe, juz
w latach 90. ubieglego wieku zostata scharakteryzowana jako zwigzek o doskonatej
zdolnosci do kondensacji i transfekcji genow.!”® W ciagu ostatnich lat pojawito sie wiele
badan potwierdzajacych skuteczno$¢ nos$nikoéw bazujacych na tym zwigzku.'?”1%8
Roéwniez wiele innych dodatnio natadowanych polimeréw zostato przebadanych pod
katem opracowywania uktadow do procesu transfekcji. Kopolimer blokowy zbudowany
z PEG (poli(glikolu etylenowego)) oraz PLL (poli(L-lizyny)) tworzy z pDNA polipleksy
w formie nanomiceli (Rysunek 70), ktére wykazaly znakomita zdolno$¢ wprowadzania
gendéw do migéni szkieletowych.!” Takze uktady oparte na PBAE (poli(B-amino estrach))

oraz PAMAM zwrocity duzag uwage w dziedzinie dostarczania kwasow

h 200-203

nukleinowyc

kopolimer blokowy
(PEG-blok-PLL)

samoorganizacja F;

polipleks w formie miceli

Rysunek 70. Schemat tworzenia nosnika pDNA na bazie kopolimeru blokowego
zbudowanego z PEG i PLL (PEG-blok-PLL)."”

1.2. Nosniki bialek

Czynniki wzrostu (GF — z j. ang. growth factor) sa biomolekutami, ktore reguluja wiele

istotnych funkcji biologicznych. Poczatkowo zostaty okreslone tak czasteczki, ktore
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mogg wplywa¢ na wzrost komorek, jednak definicja ta zostata rozszerzona i obejmuje
takze molekuly, ktére wzmagaja/hamujg mitoze lub wplywaja na réznicowanie komorek.
Pod wzgledem budowy chemicznej sa one biatkami lub peptydami. Czynniki wzrostu
mogg wigzac si¢ ze specyficznymi receptorami na powierzchni komorki, ktdre nastgpnie
przekazuja sygnaty wzrostu do innych komponentdow wewnatrzkomorkowych
i ostatecznie prowadza do zmiany ekspresji genow.?* Niestety, bezposrednie terapie
biatkowe sg czesto ograniczone przez krotki okres pottrwania i podatno$¢ wigkszosci GF
na degradacj¢ enzymatyczng w warunkach in vivo. Z tego powodu niezbgdne jest
zastosowanie odpowiednich systemow dostarczania, ktoére zapewnig ochrone przed
degradacja i kontrole uwalniania biatek terapeutycznych.'¥7-20529 W tym przypadku takze
znajduja zastosowanie polikationy. Przyktadowo, dodatnio naladowany, syntetyczny
polimer PEAD (oparty na argininie, kwasie asparaginowym, glicerolu i glikolu
etylenowym) tworzy kompleks z heparyna i czynnikiem wzrostu FGF2 (podstawowy
czynnik wzrostu fibroblastéw) w formie koacerwatow. System ten skutecznie chroni
biatko przed proteoliza komodrkowa oraz zwigcksza skutecznos¢ dzialania FGF2

w poréwnaniu do jego formy niezwigzanej.?’”2%

1.3. Biocydy

Biocydy definiuje si¢ jako substancje (naturalne lub syntetyczne) zdolne do zwalczania
lub odstraszania szkodliwych organizméw (ro$lin, zwierzat, mikroorganizméw).?%
W poréwnaniu do substancji matoczasteczkowych o dziataniu biobdjczym, biocydy
polimerowe zazwyczaj moga wykazywa¢ dlugotrwate dzialanie ze wzgledu na swoja
stabilno$¢ fizyczng i/lub chemiczng.?!® Zwigzki te sg najczesciej polikationami o budowie
amfifilowej, ktore oddziatuja z ujemnie natadowang dwuwarstwa fosfolipidowa bton
komoérkowych organizméw. Dodatnio natadowana cze$¢ hydrofilowa powoduje
przyczepienie si¢ makroczasteczki do anionowej membrany, a hydrofobowe tancuchy
mogg wchodzi¢ w glab blony pomiedzy tancuchy lipidowe, co finalnie prowadzi do
$mierci komorki.?!'"2!3 Najpopularniejszymi polimerami syntezowanymi i badanymi pod
katem wykorzystania jako biocydy sa makroczasteczki zawierajace nastgpujace grupy
kationowe: czwartorzgdowe grupy amoniowe i fosfoniowe, grupy pirydyniowe,
guanidynowe oraz biguanidowe. Reszt¢ tancucha stanowia na przyktad pochodne
polimetakrylanéw, polisilanow czy polistyrenu, a takze polimery naturalne, takie jak

celuloza czy chitozan.?!!
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1.4. Powloki stabilizujace liposomy

Liposomy to sferyczne pecherzyki zbudowane z dwuwarstwowej, fosfolipidowe;j
membrany 1 wodnego rdzenia (Rysunek 47). Ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci,
takie jak biokompatybilnos$¢, biodegradowalno$¢ i nietoksycznos$¢, znalazty wiele
zastosowan w dziedzinach medycyny 1 biologii. Niestety duzym problemem
w praktycznym zastosowaniu liposomow jest ich mata stabilno$¢ koloidalna, szczeg6lnie
w kontakcie z biatkami surowicy. Jednym z rozwigzan tego problemu jest pokrywanie
powierzchni pecherzykow polielektrolitami.!6*214215 Przyktadowo, dodanie do zawiesiny
anionowych liposomow odpowiedniej ilosci zmodyfikowanych polikationow PAH
prowadzi do otrzymania oddzielnych, stabilnych pecherzykéw pokrytych polimerem.'®?
Tak przygotowane liposomy charakteryzuja si¢ mniejsza podatnoscig na dziatanie
surowicy niz wyjsciowe pecherzyki, jednak wielkos¢ tego efektu zalezy od struktury

chemicznej polikationu.'®

2. Oddzialywania polikationow z modelowymi blonami biologicznymi

Najwickszym ograniczeniem w klinicznych zastosowaniach polikationow jest ich
cytotoksyczno$é.2'%?!7 Jest ona najczeéciej zwigzana z ich wplywem na blony
biologiczne. Dowiedziono, ze dodatnio naladowane polimery uszkadzaja btony
komorkowe i indukujg nekroze w komoérkach ludzkich.?'%'® Z tego powodu konieczne
jest przeprowadzanie badan majacych na celu wyjasnienie natury oddzialywan pomiedzy
polikationami a blonami biologicznymi. Wiedza ta pozwoli na projektowanie
biokompatybilnych systeméw dostarczania substancji terapeutycznych oraz efektywnych
biocydow.

Oddziatywania zwigzkow z modelowymi blonami komoérkowymi bada si¢ zaréwno

metodami eksperymentalnymi?!®-22°

, jak réwniez symulacjami komputerowymi metoda
dynamiki molekularne;j.'%>??! Prostymi i powszechnie stosowanymi w eksperymentach
modelami blon sg liposomy, czyli fosfolipidowe pecherzyki zbudowane z wodnego
rdzenia otoczonego membrang - dwuwarstwa lipidowa (Rysunek 47).!62222 Szersze
omowienie tematu modelowych bton biologicznych znajduje si¢ w rozdziale 2. Lipidowy

sktad biomembran rézni si¢ w zaleznoSci od organizmu oraz typu komorki

i organelli, zazwyczaj jednak blony te s3 ujemnie natadowane.?!*??3 Z tego wzgledu
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w przypadku badan dotyczacych polikationdw szczegolnie istotne jest wykorzystanie
anionowych dwuwarstw lipidowych.

Wykazano, ze w przypadku ujemnie natadowanych membran polikationy moga
przyczepiaé sie do ich zewnetrznych powierzchni lub wnikaé¢ w giab dwuwarstwy.?1%-224
Oddziatywania te jednak zalezg od wielu czynnikdw, takich jak rodzaj polimeru (staby
lub mocny polielektrolit), catkowity tadunek makroczgsteczki, gestos¢ tadunku
w dwuwarstwie (zawarto$¢ anionowych lipidow) oraz stezenie soli.

W przypadku stabych polielektrolitow (PEI), zaobserwowano bardzo duza zalezno$¢
stabilno$ci liposoméw pokrytych polimerem od pH, temperatury i wyjsciowych
rozmiardw pecherzykow.?® Wykazano takze wplyw budowy makroczasteczki na
oddzialywania z ujemnie naladowanymi pecherzykami. W przypadku obecnos$ci
w zawiesinie rozgatezionego tancucha PEI doszto do separacji lipidow w dwuwarstwie
1 utworzenia domen DPPC i DOPC. Polielektrolit o liniowej budowie nie wykazal tak
znaczacego wplywu na organizacje czasteczek budujacych modelowa blone.'®? Co
wiecej, PEI okazata si¢ by¢ zdolna do wywotywania translokacji lipidow pomig¢dzy
zewnetrzng i wewnetrzng warstwg membrany w temperaturze fizjologicznej.??
Wigkszo$¢ polikationow przylega do blon komorkowych poprzez trzy rodzaje
oddzialywan: hydrofobowe (pomiedzy hydrofobowymi czg$ciami amfifilowych
polimeréw 1 lipidow), wigzania wodorowe (pomigdzy grupami donorowymi polimeru
a grupa fosforanowa hydrofilowej glowy lipidu) oraz oddziatywania elektrostatyczne
(pomigdzy dodatnimi tadunkami polikationdéw i ujemnymi tadunkami powierzchniowymi
komorek).'>!87 Badania wskazuja, Zze stabe polikationy, takie jak PEI, oddziatuja
z ujemnie natadowanymi btonami gtownie poprzez tworzenie wigzan wodorowych.
Powoduje to w nastgpstwie znaczng reorganizacj¢ dwuwarstwy w poblizu polimeru
z powodu reorientacji czasteczek lipidow.!®> Mocne polikationy natomiast wchodza
w interakcje z anionowymi membranami glownie w wyniku oddziatywan
elektrostatycznych. Powoduja one tworzenie si¢ domen ujemnie natadowanych lipidow
w zewngtrznej warstwie membrany, do ktérych przylega polimer (Rysunek 71).
Grupowanie si¢ lipidéw w poblizu tancuchéw polimerowych nastepuje w wyniku dyfuzji
bocznej czasteczek, a w niektorych przypadkach takze na drodze translokacji pomigdzy
zewnetrzng i wewnetrzng warstwa blony (tzw. ruchy flip-flop).2!° Zjawisko separacji faz
lipidow w  studiowanych  ukladach  zostalo  udowodnione  pomiarami

214227 oraz spektroskopia 'H NMR?%, Istnieja takze doniesienia, ze

kalorymetrycznymi
oddzialywania polikationow z btonami lipidowymi zaleza od organizacji lipidow
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w dwuwarstwie. Badania wskazuja, ze dendrymery PAMAM oddziatuja z membrang
DMPC znajdujaca si¢ w fazie cieklokrystalicznej (L«), natomiast w fazie zelowej (Lg) juz
nie. Pokazuje to, ze utrudniona dyfuzja lipidow w dwuwarstwie, ktora charakteryzuje si¢

faza zelowa, uniemozliwia oddziatywanie z polimerem.?

Rysunek 71. Schemat przedstawiajgcy tworzenie si¢ domen w wyniku przyciggania

elektrostatycznego polikationu i ujemnie natadowanych lipidow budujgcych membrane.
Anionowe lipidy akumulujq sie w poblizu polimerowego tancucha na drodze dyfuzji

bocznej, a w niektorych przypadkach takze translokacji pomiedzy warstwami btony.*"

Inne badania wykazaly, Zze adsorpcja mocnego polikationu powoduje akumulacje
wszystkich anionowych lipidow POPS (poczatkowo réwnomiernie rozmieszczonych
w calym pecherzyku) w zewnetrznej warstwie membrany. Ponadto zaadsorbowany
polielektrolit mozna catkowicie usungé¢ z powierzchni dwuwarstwy poprzez zwiekszenie
stezenia stoli w uktadzie lub dodanie rozpuszczalnego polianionu. Pokazuje to, ze
dysocjacja elektrostatycznych kompleksow liposom-polikation moze by¢ kontrolowana
przez stezenie soli w roztworze. >

Wazna cecha polielektrolitoéw, warunkujacg ich interakcje z membranami lipidowymi,
jest dlugos¢ tancucha makroczasteczek. Eksperymenty dowiodly, ze zardéwno
w przypadku stabych, jak i mocnych polikationéw, ilos¢ merdéw przypadajacych na
czasteczke ma znaczacy wptyw na oddziatywania z anionowymi membranami. Z grupy
polilizyn (staby polielektrolit) o 5, 30 i 100 powtarzajacych si¢ jednostkach, tylko
najdluzsza makroczasteczka okazata si¢ powodowac¢ akumulacje POPS w swoim poblizu
przy stezeniu soli odpowiadajagcym warunkom fizjologicznym.?*® W przypadku mocnego
polikationu opartego na czwartorzgdowe] 2-winylopirydynie zaobserwowano
analogiczng zalezno$¢. Krotszy tancuch polimerowy oddziatywat tylko z lipidami

z zewnetrznej warstwy membrany (powodowatl dyfuzje boczna czasteczek), natomiast
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dluzsza makroczasteczka byla w stanie powodowaé takze translokacje ujemnie

naladowanych lipidow z warstwy wewnetrznej do zewnetrznej (flip-flop).*!
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I1.

Czes¢ doswiadczalna

1. Materialy i odczynniki

1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfocholina - POPC (= 99%, Sigma-Aldrich) —
strukture chemiczng POPC przedstawia Rysunek 53
1-palmitylo-2-oleinylo-sn-glicero-3-fosfo-L-seryna (s6l sodowa) - POPS (= 99%,
Sigma-Aldrich)

Na™

O O~ 0o
@ O-E—O\_?—O
O

0 NH;

Rysunek 72. Struktura chemiczna POPS.

poli[chlorek (3-(metakryloiloamino)propylo)-trimetyloamoniowy] - PMAPTAC: s

i PMAPTAC 147 (polimery zsyntezowane przez Rina Nakahata i Shin-ichi Yusa®*?)

HN"S 0
J) n=16 147
\
IN“cr

Rysunek 73. Struktura chemiczna PMAPTAC.

kalceina (Sigma-Aldrich)

buforowana fosforanem sol fizjologiczna — PBS (tabletki, Sigma-Aldrich); sktad
roztworu po rozpuszczeniu w 200 ml wody dejonizowanej: KCl 0,0027 M, NaCl
0,137 M, pH =17,4.

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

chloroform stabilizowany amylenem (cz.d.a., Chempur)

Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich)

zestaw do oznaczania st¢zenia fosfolipidow - Phosphatidylcholine Assay Kit (Sigma-
Aldrich)

woda dejonizowana
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2. Metody badawcze i aparatura

2.1. Dynamiczne i elektroforetyczne rozpraszanie Swiatla

Opis znajduje si¢ w rozdziale 1 (podpunkt 2.1).

2.2. Spektroskopia fluorescencyjna

Do badania fluorescencji uzywano spektrofluorymetru Perkin-Elmer LSD 50B
wyposazonego w termostatowany uchwyt na kuwete. Eksperymenty przeprowadzane
byty w 25 °C w kuwetach kwarcowych firmy Hellma o drodze optycznej wynoszacej 1

cim.

2.3. Symulacje metoda dynamiki molekularne;j®

Symulacje zostaly wykonane za pomoca oprogramowania GROMACS 2018.23372%

Wszystkie czasteczki sparametryzowano z uzyciem pola sitowego OPLS-AA.%¢ Do
opisania topologii POPC i POPS wykorzystano ulepszone, opublikowane wcze$niej
parametry dla lipidéw.?*’ Czwartorzedowe grupy amoniowe oligomeréw PMAPTAC
zostaly opisane takimi samymi parametrami, jak te w hydrofilowe] czesci
fosfatydylocholiny. Dla jonéw K* i CI- zastosowano odpowiednie parametry OPLS.?3®
Dla wody uzyto modelu TIP3P.*¥

Wszystkie symulacje przeprowadzono w temperaturze 323,15 K z termostatem Nosé’a-
Hoovera.?**?*! Ciénienie utrzymywano na poziomie 1 bara za pomoca polizotropowego
barostatu Parrinello-Rahmana®*? (t = 1 ps). Oddziatywania dyspersyjne i odpychanie
bliskiego zasiggu zostaly opisane potencjalem Lennarda-Jonesa z odcigciem 1,4 nm.
Metodg PME?** obliczono oddzialywania elektrostatyczne z odcieciem w przestrzeni
rzeczywistej 1,4 nm i siatkg Fouriera 0,12 nm. Zastosowano korekte na dyspersj¢ energii

1 ci$nienia.

$ Badania zrealizowano w ramach wspoélpracy naukowej z Instytutem Chemii Biofizycznej im. Maxa
Plancka w Géttingen (Niemcy).
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3. Procedury badawcze

3.1. Preparatyka ujemnie naladowanych liposomow

Ujemnie natadowane liposomy SUV przygotowano z zwitterjonowego lipidu POPC
1 anionowego POPS w stosunku wagowym 4:1 (ktory w przyblizeniu odpowiada takze
stosunkowi molowemu). Zwigzki odwazono do fiolek i rozpuszczono w odpowiedniej
objetosci chloroformu (zwykle do otrzymania stezenia 20 mg/ml). Tak przygotowane
roztwory zmieszano w odpowiednich proporcjach, aby otrzymac¢ ustalony stosunek
lipidow. Rozpuszczalnik nastgpnie odparowano strumieniem azotu i do powstalego
suchego filmu lipidowego dodano odpowiednig obje¢tos¢ buforu PBS (rozcienczonego
10-krotnie) do otrzymania sumarycznego stezenia lipidow 2,5 mg/ml. Probke wytrzasano
na wytrzasarce typu Vortex przez 5 min. Tak powstalg zawiesing wielowarstwowych
pecherzykow poddano pigciu cyklom zamrazania-rozmrazania w temperaturach ciektego
azotu 1 60 °C, a nast¢pnie ekstrudowano 6 razy przy uzyciu ekstrudnera cisnieniowego
z filtrem membranowym o $rednicy porow 100 nm. W przypadku liposomow
z enkapsulowang kalceing do uwodnienia suchego filmu wykorzystano roztwér barwnika
(60 mM w 10-krotnie rozc. PBS). Niezamknigtg kalceine oddzielono od pecherzykow za
pomocg techniki filtracji zelowej na kolumnie wypelnionej Sephadexem G-50. Jako
eluent stosowano bufor PBS rozcienczony 10-krotnie. Stezenie lipidow w wyjsciowe;j
prébee oznaczono za pomoca zestawu Phosphatidylcholine Assay Kit z Sigma-Aldrich.

Pomigdzy pomiarami zawiesine liposomoéw przechowywano w lodowce (4 °C).

3.2. Badanie agregacji pecherzykow

Przygotowano seri¢ probek liposomow POPC/POPS zawierajacych state sumaryczne
stezenie lipidow (1,25 mg/ml) oraz rdzne zawartosci polimerow (0 — 150% wzgledem
masy lipidow). 0,5 ml zawiesiny pgcherzykow (ciipidsw = 2,5 mg/ml) umieszczano w tazni
ultradzwigkowe] 1 szybko dodawano odpowiednig objeto$¢ roztworu polikationu.
Nastegpnie probki dopetniano buforem PBS (rozc. 10-krotnie) do sumarycznej objetosci
1 ml i umieszczono na mieszadle magnetycznym (mieszanie 300 rpm) na 15 minut.
Metoda DLS i1 ELS wyznaczono $rednie $rednice hydrodynamiczne (d:), wspotczynnik

dyspersyjnosci (PDI) i potencjal zeta dla tak przygotowanych probek.
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3.3. Badanie uwalniania kalceiny

Opis znajduje si¢ w rozdziale 2 (podpunkt 3.3).

3.4. Symulacje metoda dynamiki molekularnej™

Cztery uktady zostaly zbadane metoda dynamiki molekularnej: POPC/POPS, M20-1,
M20-2, M40-1 (Tabela 15). Dwuwarstwa lipidowa zawierata 230 czasteczek POPC i 58

POPS (4:1 mol). Jako modelowe czasteczki PMAPTAC wykorzystano oligomery
sktadajace si¢ z 20 (PMAPTAC20) i 40 (PMAPTAC40) meréw. W przypadku krotszej

makroczasteczki zbadano dwa uktady zawierajagce membrang oraz 1 lub 2 czgsteczki

oligomeru. Ostatni uktad zawieral dwuwarstwe lipidowa i1 1 czasteczke PMAPTACao.

Oligomery zostaly umieszczone w poblizu gérnej czesci btony, co odpowiada warunkom

eksperymentalnym, w ktorych to polikation dodany do zawiesiny liposoméw ma dostep

tylko do zewnetrznej czg$ci membrany lipidowe;.

Tabela 15. Podsumowanie symulowanych uktadow.

Czgsteczki® Czasteczki® Czasteczki?

Uklad — ,ATAPTAC POPC/POPS  wody
POPC/POPS 0 230/58 15 802
M20-1 I~ 230/58 26961

- PMAPTAC20
M20-2 2x 230/58 30139

- PMAPTAC20
M40-1 I~ 230/58 39733

- PMAPTACao

? 1los¢ czasteczek / jonow

Jony?

K*/CI

58/0

38/0

18/0

18/0

Czas

symulacji

[ns]

3 x 1000

3 x 1000

3 x 1000

3 x 1000

** Badania zrealizowano w ramach wspoétpracy naukowej z Instytutem Chemii Biofizycznej im. Maxa

Plancka w Géttingen (Niemcy).
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4. Wyniki
4.1. Badanie agregacji liposomow

Wprowadzenie liniowych polikationow do zawiesiny ujemnie natadowanych liposomow
moze powodowac odwracalng agregacj¢ pecherzykow, a po dodaniu odpowiedniej ilosci
polimeru formowanie sie stabilnych liposoméw pokrytych polikationem.!6*?** W celu
sprawdzenia czy polimery PMAPTAC wplywaja na agregacje pecherzykow
POPC/POPS, przeprowadzono pomiary DLS i ELS. Wyniki przedstawia Tabela 16.
Liposomy POPC/POPS (4:1) przygotowane z wykorzystaniem techniki ekstruzji
charakteryzowaty si¢ waskim rozktadem rozmiarow (PDI < 0,1), $rednicg ok. 100 nm

1 wysoce ujemnym potencjatem zeta (ok. -52 mV) spowodowanym obecno$cig

anionowego lipidu POPS.
—— Liposomy
20F — |iposomy + PMAPTAC,,
= 15}
O
)
(o]
[
% 10
[
Qo
£
51
0 L M A |
10 100 1000

Srednica hydrodynamiczna [nm]

Rysunek 74. Rozkiad rozmiarow liposomow POPC/POPS (4:1) przed oraz po dodatku
9,6% PMAPTAC 147. Rozklad po intensywnosci rozpraszanego Swiatta uzyskano metodq
DLS.

Dodatek polikationdw spowodowat wzrost wartosci tadunku czastek, co wskazuje, ze
zarowno PMAPTAC 6 jak i PMAPTAC 47 ulegly adsorpcji na powierzchni pecherzykow.
Dhugos$¢ tancucha makroczasteczek wptyneta jednak na obserwowany wzrost potencjatu

zeta oraz na agregacje liposomow.
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W  przypadku PMAPTACi47 po wprowadzeniu niewielkiej ilosci polikationu
zaobserwowano gwattowny wzrost rozmiarow 1 dyspersyjnosci probki, co sugeruje
agregacje pecherzykow.!> Zwickszanie stezenia polimeru skutkowalo stopniowym
zmniejszaniem wartosci $rednicy hydrodynamicznej i PDI, a tym samym dysocjacja
agregatow i powstawaniem oddzielnych liposoméw pokrytych polikationem.'®* Wartoéé
potencjatu zeta wzrastata wraz ze zwickszajaca si¢ iloscig PMAPTAC147 w ukladzie
1 osiagneta statg warto$¢ ok. -43 mV powyzej 9% zawartosci (wzgledem masy lipidow)
polimeru, co $wiadczy o pelnym pokryciu powierzchni pgcherzykow przy tej zawartosci
makroczasteczek. Rozktad rozmiaréw liposomow przed i po dodatku 9,6% PMAPTAC 147
(co odpowiada stezeniu 48 ug/ml) przedstawia Rysunek 74.

Tabela 16. Wartosci Sredniej Srednicy hydrodynamicznej (dz), wspotczynnika
dyspersyjnosci wyrazonego jako PDI oraz potencjatu zeta ({) liposomow POPC/POPS
(c = 1,25 mg/ml) przed i po wprowadzeniu do uktadu polikationow PMAPTAC. Wyniki

przedstawiono w postaci Sredniej wartosci £ odchylenie standardowe.

Stezenie Zawartos¢
Uklad polikationu polikationu d; (nm) PDI ¢ (mV)

(ng/ml) (% wag.)

liposomy
POPC/POPS 0 0 106 + 1 0,07+0,02 -52,1+2,3
6 1,2 174+4  0,38+0,01 -434+22
12 2.4 672 + 182 1.0 —41,9+2,6
18 3,6 >10° 1.0 22,2+ 1,6
i 24 4,8 >10* 1.0 17,8+ 1,5
iposomy
POPC/POPS +
PMAPTAC 47 30 6,0 26629 0,37+£0,02 34,1+1,2
42 8,4 205+3 0,27+0,04 40,5+2,5
48 9,6 189+2  0,25+0,03 434+23
54 10,8 184 +3 0,26 £0,04 42,8+25
60 12,0 1775 0,24+0,03 43,0+24
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66 13,2 156 +2 0,18+0,02 43,0+2,7

10 2 324+£23  056+0,14 -348+272
25 5 >10* 1.0 45+1,0
50 10 >10* 1.0 20,0 £ 0,6
liposomy 75 15 >10° 1.0 23,7+ 1,7
POPC/POPS +
PMAPTAC 16
100 20 >10° 1,0 26,5+23
250 50 >10° 1.0 293+1.9
500 100 873+£701 084024 31,7+1,7
750 150 422+ 68 080+024 314+16

W przypadku dodatku PMAPTAC 6 liposomy POPC/POPS pozostawaly zagregowane
nawet przy bardzo wysokich st¢zeniach polikationu, na co wskazuja duze warto$ci
sredniej $rednicy hydrodynamicznej i wspdtczynnika dyspersyjnosci. Nawet przy
zawartosci polimeru wynoszacej az 50% (0,25 mg/ml) pomiary wykazaty obecnos¢
w ukladzie czastek o mikrometrycznych rozmiarach i bardzo duzej dyspersyjnosci (PDI
= 1). Dalsze zwigkszanie stezenia PMAPTAC 6 spowodowato zmniejszenie si¢ Srednich
rozmiaréw obiektow do warto$ci ponizej 1 um, jednak bylo to prawdopodobnie
spowodowane catkowitg dezagregacja liposomow pod wplywem tak duzej zawartosci
polielektrolitu. Co wigcej, potencjat zeta zmienit si¢ na dodatni przy podobnej zawartosci
polimeru, ale jego warto$¢ byta 4 razy mniejsza niz w przypadku zwiazku o dtuzszym
fancuchu. Wskazuje to, ze tendencja polikationow PMAPTAC do adsorpcji na

membranie POPC/POPS zwicksza si¢ wraz z iloscig budujacych go meréw.

4.2. Badanie uwalniania kalceiny

W celu okreslenia czy polimery PMAPTAC powoduja zwigkszenie przepuszczalnosci
membrany POPC/POPS, przeprowadzono badania uwalniania kalceiny enkapsulowane;j

w liposomach. Eksperyment ten zostal opisany w rozdziale 2 (podpunkt 4.2).
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Do uktadu pgcherzykow z zamknieta kalceing wprowadzono polikationy w ilo$ciach
13,2% (w przypadku PMAPTAC 47) oraz 30% (w przypadku PMAPTAC6) wzgledem
sumarycznej zawartosci lipidow. Ilos¢ uwolnionego barwnika, RF, obliczono na
podstawie Roéwnania 7. Po analizie uzyskanych wynikow (Rysunek 75) widaé, ze
obecnos¢ polimerow nie doprowadzita do wzrostu intensywnosci fluorescencji kalceiny,
a zatem nie zwigkszyla przepuszczalnosci dwuwarstwy lipidowej. Mozna wysnu¢ wigc
wniosek, ze w badanych st¢zeniach polikationy PMAPTAC nie powoduja zniszczenia

struktury membrany lipidowej ani powstawania w niej porow.

8
——PMAPTAC 4
S
w
(14 0 M
_4 1 1 1 1 1 1

o 1 2 3 4 5 & 7
Czas [min]

Rysunek 75. Przebieg czasowy uwalniania kalceiny (RF) z liposomow POPC/POPS pod
wplywem dodatkow polikationow PMAPTAC 147 (13,2% wag.) i PMAPTAC 6 (30% wag.).

4.3. Symulacje metodg dynamiki molekularnej

Przeprowadzono symulacje majace na celu okreslenie oddzialywania polikationu
PMAPTAC z membrang lipidowag POPC/POPS oraz wpltywu dlugosci tancucha
oligomeru na te oddzialtywania. We wszystkich badanych uktadach makroczasteczki
z fatwo$cia adsorbowaly si¢ na powierzchni dwuwarstwy w mniej niz 10 ns 1 pozostawaty

tam do konca symulacji (Rysunek 76 — A, C, E).
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Rysunek 76. (A, C, E) Obrazy przedstawiajgce uktady M20-1 (A) i M20-2 (C) z jedng
i dwoma czgsteczkami PMAPTAC2, oraz M40-1 (E) z pojedynczym oligomerem
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PMAPTAC 40 zrobione na koniec symulacji (t =1000 ns). Czgsteczki polimerow zostaty
pokazane jako Zolte/pomaranczowe tancuchy z zaznaczonymi atomami azotu (na
niebiesko) i tlenu (na czerwono). POPC i POPS oznaczono odpowiednio kolorem szarym
i rozowym z hydrofilowymi glowami przedstawionymi jako sfery. Woda zostata pokazana
jako jasnoniebieska powierzchnia. (B, D, F) Rozklady odlegtosci pomiedzy koncami
(,,end-to-end”) oligomerow PMAPTAC znajdujgcych sie w wodzie (jasniejszy kolor) oraz
zaadsorbowanych na membranie (ciemniejszy kolor) w badanych uktadach. Wartosci

Srednie zostaly zaprezentowane jako pionowe linie.

A ~—— PMAPTAC2 N-POPS O B ~—— PMAPTAC2 N-POPS O~
PMAPTAC2 N-POPS P PMAPTAC2, N-POPS P
5 PMAPTAC2, N-POPC P 5 PMAPTAC2 N-POPC P
PMAPTAC2 N-OW PMAPTAC2 N-OW
—— POPC N-OW —— POPC N-OW
4 4
w w
Q3 (o)
o o
2 2 \
1 = 1 —
.
—— / ) ==
%.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 %.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0
promien [nm] promien [nm]
6
C ~—— PMAPTAC, N-POPS O~
PMAPTAC4 N-POPS P
5 PMAPTAC4 N-POPC P
PMAPTAC4 N-OW
—— POPC N-OW
4
w
Q3
o

)

%.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 3.5 4.0
promien [nm]

Rysunek 77. Funkcje rozktadu radialnego (RDF) dla par atomowych ztozonych z azotu
grupy amoniowej oligomeru (PMAPTACx N), tlenu seryny (POPS O), fosforu grup
fosforanowych POPS i POPC (POPS P i POPC P), tlenu wody (OW) oraz azotu grupy
amoniowej POPC (POPC N). Wyniki dla uktadu M20-1 (A), M20-2 (B) oraz M40-1 (C).
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Obliczone zostaly $rednie odleglosci pomigdzy koncami tancuchéw oligomerow
(odlegtosci ,,end-to-end”), ktore sg mniejsze dla czasteczek osadzonych na membranie
niz tych znajdujacych si¢ w wodzie (Rysunek 76 — B, D, F). Wskazuje to na
przyjmowanie przez nie bardziej kompaktowych konformacji podczas oddziatywania
z dwuwarstwg, przy czym efekt ten jest wigkszy dla krotszych tancuchow.

W celu glebszej analizy badanych oddzialywan wyznaczone zostaly takze funkcje
rozktadu radialnego (RDF) dla r6znych par atomow polimeru, lipidéw 1 wody (Rysunek
77). Wyniki pokazuja, ze PMAPTAC silnie oddziatuje z ujemnie natadowanymi atomami
tlenu seryny i nie wnika glebiej w dwuwarstwe lipidowa. Oddziatywania z POPC sg duzo
stabsze, co wskazuje na preferencyjne oddziatywania polikationu z lipidami POPS oraz
na ich mozliwg akumulacje w poblizu czasteczki polimeru.

Sprawdzono, jak PMAPTAC osadzony na membranie wpltywa na wlasciwosci
dwuwarstwy POPC/POPS. Na poczatku obliczono rozklady gestosci wystgpowania
POPS w obydwu warstwach btony (Rysunek 78 — A, C, E). W przypadku uktadow
zawierajacych tylko jeden oligomer (M20-1, M40-1) zaobserwowano znaczy wzrost
gestosci anionowego lipidu w miejscach styku z czasteczka PMAPTAC, ktorej warto$¢
wyniosta nawet 0,91 czasteczek/nm? (warto$¢ $rednia dla ,,czystej” membrany wynosi
0,29 czasteczek/nm?). Pokazuje to, ze proces adsorpcji polikationu prowadzi do
akumulacji czasteczek POPS w poblizu fancuchéw polimerowych i1 tworzenia si¢ domen
zawierajacych ujemnie natadowane lipidy. W uktadzie z dwoma makroczasteczkami
(M20-2) takze zauwazono wzrost gestosci wystepowania POPS w  sasiedztwie
oligomeréw, jednak byl on mniejszy i osiagnat warto$¢ ponizej 0,75 czasteczek/nm?. To
wskazuje, ze dwa lancuchy PMAPTAC20 sa w stanie akumulowaé w swoim poblizu
mniej anionowych lipidow, poniewaz konkuruja o dostgpne molekuty POPS, a takze
odpychaja si¢ wzajemnie. Co wigcej, poréwnanie uktadow M20-2 1 M40-1 (w ktorych
wystepuje taka sama ilos¢ merow PMAPTAC) pokazuje, ze PMAPTAC40 jest w stanie
przyciaga¢ POPS bardziej efektywnie niz dwie czasteczki PMAPTAC20. Na Rysunku 78
widac¢ takze, ze krotszy oligomer przyjmuje na membranie bardziej zwarta konformacje,
podczas gdy dluzszy ma bardziej wydluzony ksztalt, a co za tym idzie wigksza
powierzchnie styku. Z tego powodu oddzialywania PMAPTAC20 z btong lipidowa sg
stabsze niz jego dluzszego odpowiednika. Ponadto nalezy zaznaczy¢, ze w dolnej
(wewnetrznej) warstwie membrany nie zaobserwowano zmian w gestos$ci wystepowania

czasteczek POPS w zadnym z symulowanych uktadow, wiec lokalna akumulacja ujemnie
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natadowanych lipidow jest ograniczona tylko do warstwy, ktéra ma bezposredni kontakt

z oligomerami PMAPTAC.

gestosé [nm?] grubo$é [nm]
[ |
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Rysunek 78. Dwuwymiarowe profile gestosci wystepowania czgsteczek POPS (po lewej)
oraz grubosci membrany (po prawej) dla uktadow M20-1 (A, B), M20-2 (C, D) oraz
MA40-1 (E, F). Srodkowe wartosci zaznaczone na skalach przedstawiajq wartosci Srednie

dla samej membrany POPC/POPS bez polimeru.
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Rysunek 79. Dwuwymiarowe profile APL - powierzchni przypadajgcej na pojedynczq
czgsteczke lipidu (A, C, E) i porownanie ich w gornej i dolnej warstwie membrany wzdtuz
wybranych wspotrzednych pudetka (B, D, F). Wyniki przedstawiono dla uktadow M20-1
(A, B), M20-2 (C, D) oraz M40-1 (E, F). Srodkowa wartos¢ zaznaczona na skali
przedstawia wartos¢ srednig dla samej membrany POPC/POPS bez polimeru.

Kolejnym krokiem sprawdzania wptywu polimeru PMAPTAC na badang dwuwarstwe
bylo wyznaczenie rozkladéw grubos$ci membrany oraz powierzchni zajmowanych przez
czasteczki lipidow (APL — z j. ang. area per lipid). Sama btona POPC/POPS

charakteryzuje si¢ prawie jednolitg gruboscia, a fluktuacje powierzchni przypadajacych
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na pojedyncza czasteczke lipidu sg niewielkie. Srednie wartoéci grubosci dwuwarstwy
i APL wynosza odpowiednio 3,87 nm i 0,68 nm?. Adsorpcja PMAPTAC na membranie
W znaczacy sposoOb zmienia organizacj¢ czasteczkowa dwuwarstwy POPC/POPS
(Rysunek 78 — B, D, F oraz Rysunek 79). W miejscach kontaktu z tancuchem
polimerowym btona staje si¢ ciensza (grubos¢ zmniejsza si¢ do ok. 3,6 nm) 1 luzniej
upakowana (powierzchnia przypadajaca na czasteczke wzrasta do ok. 0,75 nm?
w przypadku systemu M20-1).

W celu okreslenia, czy w badanych uktadach ma miejsce sprzezenie miedzywarstwowe,
wykreslono wartosci APL wzdluz jednej wybranej wspotrzednej pudetka dla gornej
1 dolnej warstwy blony POPC/POPS (Rysunek 79 — B, D, F). Wzrost powierzchni
przypadajacej na czasteczke lipidu po adsorpcji PMAPTAC jest duzo mniejszy i1 bardziej
rownomierny w przypadku dolnej (wewngtrznej) warstwy. Jedynie w przypadku uktadu
M40-1, w ktorym oligomer najsilniej oddziatuje z membrang, zaobserwowano nieco
wyzszg korelacj¢ zmian APL pomigdzy warstwami blony. Sugeruje to, ze adsorpcja
polikationu na dwuwarstwie lipidowej moze prowadzi¢ do sprz¢gania pomig¢dzy
warstwami, jednak wielko$¢ tego zjawiska prawdopodobnie jest zalezna od sity

oddziatywania polimeru z membrang.
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I11. Podsumowanie i wnioski

W tej czgsci pracy doktorskiej zbadano, jak mocne polikationy PMAPTAC zawierajace
czwartorzedowe grupy amoniowe oddziatujg z modelowymi btonami biologicznymi oraz
jak wplywaja na ich wlasciwosci. Sprawdzono takze wplyw dlugosci tancucha

polimerowego na badane oddziatywania.

e Jako modelowe membrany komérkowe zastosowano ujemnie natadowane liposomy
zbudowane z lipidéw POPC (czgsteczka zwitterjonowa) i POPS (czasteczka
o uyjemnym tadunku) w stosunku molowym 4:1.

e Uzyskane wyniki eksperymentalne i symulacyjne pokazaly, ze wprowadzenie
PMAPTAC do ukladu zawierajgcego btong POPC/POPS powoduje adsorpcje
polimeru na membranie i przyjecie przez niego bardziej zwartej konformacji.

e Zjawisku adsorpcji towarzyszy formowanie si¢ domen zawierajacych ujemnie
natadowane lipidy, przy czym polikation o dluzszym tancuchu jest w stanie
efektywniej akumulowa¢ lipidy POPS w swoim poblizu niz jego krotszy
odpowiednik. Tworzenie si¢ domen o duzej gestosci wystgpowania anionowego
lipidu ograniczone jest tylko do warstwy zewngtrznej btony (ktora ma bezposredni
kontakt z polimerem), co prowadzi do powstania asymetrii pomiedzy warstwami
membrany pod wzgledem rozmieszczenia lipidow.

e Pomimo, ze PMAPTAC tylko adsorbuje si¢ na powierzchni i nie penetruje w gtab
dwuwarstwy POPC/POPS, to w znaczacy sposob zmienia jej wlasciwosci. Btona
staje si¢ ciensza i luzniej upakowana w miejscach kontaktu z polimerem.

e Sila oddzialywania pomigdzy polikationem a membrang zalezy od dtugosci ancucha
— krotsza makroczasteczka oddzialuje z dwuwarstwg stabiej niz dtuzsza. Powodem
tego zjawiska jest to, ze krotsze oligomery przyjmuja na membranie bardziej
sferyczne 1 kompaktowe konformacje, a co za tym idzie maja mniejsza powierzchni¢
styku z btong lipidowa.

e Adsorpcja polikationu na dwuwarstwie lipidowej moze prowadzi¢ do sprzegania
pomiedzy warstwami, jednak wielko$¢ tego zjawiska prawdopodobnie jest zalezna
od sity oddzialywania polimeru z membrang.

e PMAPTAC oddziatuje z membrang POPC/POPS gltownie wskutek przyciggania

elektrostatycznego.
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e Przeprowadzony eksperyment pokazat, ze polimery PMAPTAC nie powoduja
wycieku hydrofilowych substancji z wnetrza liposomow, co $§wiadeczy o braku
tworzenia porow w btonie POPC/POPS. Zostato to takze potwierdzone wynikami

symulacji.

Przedstawione wyniki pokazuja, Ze mechanizm cytotoksycznos$ci polimerow PMAPTAC

jest skomplikowany i jego okreslenie wymaga dalszych badan.

141



Podsumowanie pracy

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej udalo si¢ scharakteryzowac proces
samoorganizacji siarczanu chondroityny modyfikowanego grupami oktadecylowymi
1 oleilowymi w $§rodowisku wodnym. Dowiedziono, ze wszystkie badane polimery
spontanicznie organizujg si¢ w nanostruktury w roztworze soli fizjologicznej, ale na
proces ten wplywa zarowno stopien podstawienia polisacharydu, jak i stopien nasycenia
hydrofobowych tancuchow. Amfifilowe pochodne CS wykazaly dobra zdolnosé
zamykania modelowe] substancji terapeutycznej oraz przedluzone uwalnianie
w warunkach in vitro, co jest obiecujgcym wynikiem w kontekscie ich zastosowan jako
nosniki hydrofobowych lekow. Z powodzeniem zbadano takze oddzialywania
nanostruktur polimerowych z modelowymi btonami komoérkowymi. Pozwolito to
wyciggna¢ wnioski na temat mozliwej cytotoksyczno$ci tych materiatow. Polimery
o mniejszych stopniach podstawienia nie wykazaly dezintegrujagcego wplywu na
dwuwarstwy lipidowe, a w przypadku makroczasteczek o wigkszym DS zdecydowanie
bardziej szkodliwe okazaly si¢ te modyfikowane nasyconymi lancuchami
weglowodorowymi. Sugeruje to, ze w dalszych badaniach nad tymi materiatami nalezy
skupi¢ si¢ na siarczanie chondroityny modyfikowanym grupami oleilowymi oraz na
pochodnych o mniejszych stopniach podstawienia. No$niki otrzymane z tego rodzaju
polimerdéw charakteryzujg si¢ prostg preparatyka, niewymagajaca uzywania agresywnych
rozpuszczalnikoéw organicznych, a takze dobra zdolnoscig enkapsulacji hydrofobowych
substancji i ich przedtuzonym uwalnianiem.

Badania oddziatywan mocnych polikationow PMAPTAC z dwuwarstwami lipidowymi
pozwolity przyblizy¢ natur¢ oddzialywan tych makroczasteczek z membranami
biologicznymi oraz okre$li¢ ich wplyw na organizacje lipidéw w membranach.
Wprowadzenie PMAPTAC do ukladu zawierajacego ujemnie natadowang btong
prowadzi do adsorpcji polikationu na membranie, wskutek czego w zewnetrznej
monowarstwie tworza si¢ domeny bogate w anionowy lipid, a btona staje si¢ ciensza
1 luzniej upakowana w miejscach kontaktu z polimerem. Ponadto dowiedziono, Ze
makroczasteczki zbudowane z wigkszej ilosci meréw (dtuzszych tancuchow) oddziatuja
mocniej z dwuwarstwa lipidowa 1 bardziej wptywaja na jej whasciwosci. Okreslenie

mechanizmu cytotoksycznosci tych polikationdw wymaga jednak dalszych badan.
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