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WYKAZ SKROTOW
1H NMR magnetyczny rezonans jagdrowy wodoru
13C NMR magnetyczny rezonans jagdrowy wegla
2-HEA akrylan 2-hydroksyetylu
5F kwas ent-11a-hydroksy-15-okso-kaur-16-en-19-owy
5-FU 5-fluorouracyl
AA kwas akrylowy
ADH dihydrazyna kwasu adypinowego
ADP adenozynotrifosforan
AGA akryloiloglukozamina
AGE eter allilowo-glicdylowy
AIBN azo-bis(izobutyronitryl)
ALS stwardnienie zanikowe boczne
AmB amfoterycyna B
Amp ampicylina
Andro andrografolid
Apaf-1 czynnik aktywujacy proteaze apoptotyczng-1
APTMS (3-aminopropylo)trimetoksysilan
AQ antrachinon
aRoOP anionowa polimeryzacja z otwarciem pierscienia
ATR FTIR spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni
ATRA kwas all-trans retinowy
ATRP polimeryzacja z przeniesieniem atomu
BARs receptory kwasow zdétciowych
BOC grupa tert-butoksykarbonylowa
BSPA kwas benzylosulfanylotiokarbonylosulfanylopropionowy
C17 kwas heptadekanowy
CA kwas cholowy
CACOONa cholan sodu
CAEG ester 2-hydroksyetylo 3a,7a,12a-trihydroksy-5B-cholan-24-owy
CDh B-cyklodekstryna
CDCA kwas chenodeoksycholowy
Chol cholesterol
cMmC krytyczne stezenie micelizacji
CMCA karboksymetylowany chitozan modyfikowany kwasem cholowym
cCMD karboksymetylowany dekstran
CoQ10 koenzym Q10
Cou kumaryna
cp kwas 4-cjano-4-[(etylosulfanylotiokarbonylo)sulfanylo]pentanowy
CPT kamptotecyna
CRP kontrolowana polimeryzacja rodnikowa
CS chitozan
CcT tomografia komputerowa
CTA czynnik przeniesienia taricucha

CUR kurkumina



CURD
CXB
CYP27A1
CYP7A1
CYS
dATP
DBA
DBU
DCA
DCC
DCs
DETA
DEX
DIC

DI

DID

DIPEA
DLS
DMAP
DOP
DOX
DS
DSPE
DTX
EDA
EDC
EDC-HCI
EDX
EIA
ELS
EO
EPC
FA
FDA
FTIR
FXR
GA
GamA
GLP-1
HA
HBC
HBTU

HEP
HES

kurdlan

celekoksyb

27-hydroksylaza sterolowa
7a-hydroksylaza cholesterolu
cysteina
deoksyadenozynotrifosforan
dibenzylidenoaceton
1,8-diazabicyklo[5,4,0lundek-7-en
kwas deoksycholowy
N,N’-dicykloheksylokarbodiimid
komorki dendrytyczne
dietylentriamina

dekstran
1,3-diizopropylokarbodiimid
indeks dyspersyjnosci (DLS)
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(1,10-dioktadecylo-3,3,3',3'-tetrametyloindodikarbocjanina) w formie soli

nadchloranowej
N,N-diizopropyloetyloamina
dynamiczne rozpraszanie swiatta
4-dimetyloaminopirydyna
dopamina

doksorubicyna

stopien podstawienia

1,2-distearoilofosfatydyloetanoloamina

docetaksel
etylenodiamina

1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid

chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu

dyspersyjna spektrometria rentgenowska
ester etylowy kwasu 3-indolilooctowego
elektroforetyczne rozpraszanie swiatta

tlenek etylenu
L-a-fosfatydylocholina

kwas foliowy

fluorescencyjny analog paklitakselu

spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera

receptory jadrowe

kwas glicyretynowy

kwas gambogowy
glukagonopodobny Peptyd-1
kwas hialuronowy
hydroksybutylowany chitozan

heksafluorofosforan N,N,N’,N'-tetrametylo-O-(1H-benzotriazol-1-

ylo)uroniowy
heparyna
hydroksyetylowana skrobia
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HIS histydyna

HOBt hydroksybenzotriazol

HPTA chlorek N-(2-hydroksy)propylo-3-trimetylamoniowy chitozanu

IBU ibuprofen

ICG zielen indocyjaninowa

ICM micela sieciowana miedzywarstwowo

IR780 jodek  2-[2-[2-chloro-3-((1,3-dihydro-3,3-dimetylo-1-propylo-2H-indol-2-

ylidene)etyleno)-1-cykloheksen-1-yl]etenylo]-3,3-dimetylo-1-
propylindoloniowy

LA kwas mlekowy

LAMPI micela tworzona przez kwas litocholowy (LCA) sprzezony z
polietylenoiming (ssPEl) za pomocg mostka disiarczkowego

LBA kwas laktobionowy

LC pojemnos¢ zatadowania

LCA kwas litocholowy

LCAAl akrylan kwasu litocholowego z wolng grupa karboksylowa

LCAA2 akrylan kwasu litocholowego z wolng grupg hydroksylowg

LE wydajnos¢ zatadowania

LEC lecytyna

LipA kwas liponowy

L-LA L-laktyd

Lys lizyna

MACAH ester cholanowy 1-(metakryloiloksy)-6-hydroksyheksanu

mC tancuch gtéwny

MCA metakrylan PEGylowanego kwasu cholowego

MEA 2-aminoetanotiol

MECA ester metylowy kwasu cholowego

MESS bufor 2-(N-morfolino)etanosulfonowy (bufor MESS)

Buffer

MF N-metyloformamid

MG grupa modyfikowana

MGa 6-0-metakryloilo-1,2,3,4-di-O-izopropylidyno-D-galaktopiranoza

miRNA mikroRNA

MNP nanoczgstki magnetyczne tlenkéw zelaza

MNP@X makroczynnik przeniesienia tanicucha na czgstkach magnetycznych

MT polimery typu meduza

PACAEG poli(2-akryloiloksyetylo 3a,7a,12a-trihydroksy-5B-cholan-24-owy)

PAGA poli(kwas 2-akryloamidoglikolowy)

PAGE poli(eter allilowo-glicydylowy)

PAMAM poliamidoamina

PAP papaina

Pasp poli(L-kwas asparaginowy)

Pasp(AED) poliaspartamid N-(2,2'-ditiobis(aminoetylowy))

Pasp(DIP) poliaspartamid N-(N’,N'-diizopropyloaminoetylowy)

PBLA poli(B-benzylo-L-asparaginian)



pBT

PCL
PCPP
PDEAEMA
PDLLA
PDMA
pDNA
PEC

PEG

PEI
PF127
PGED
pGlu
Phe

PLA

PLG
PLGA
PLL
PMDETA
PN
PNMC
PPEGMA
PR
PTMC
p-TSA
PTX
PUL
PVBCA
RAFT
Rh

RIV
ROMP
ROP
ROS

RP

SC

SCTS
SDDS
SEC

SF
siRNA
Sn(Oct),
SNEDDS
SRB
ssPEI
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kationowy poliuretan z pierwszorzedowymi grupami aminowymi w
tancuchu bocznym

poli(e-kaprolakton)
poli(bis(karboksyfenoksy)fosfazen)
poli(2-(dietyloamino)metakrylan etylu)
poli(kwas-D,L-mlekowy)

poli(metakrylan 2-(dimetyloamino)etylowy)
plazmidowe DNA

pektyna

poli(glikol etylenowy)

polietylenoimina

pluronik F127

poli(metakrylan glicydylu) funkcjonalizowany etylenodiaming
poli(kwas L-glutaminowy)
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WPROWADZENIE

Nowotwory stanowig powazne wyzwanie zdrowotne, a rosngca liczba zachorowan
wymusza poszukiwanie nowych metod ich leczenia i wykrywania. Pomimo, ze odkryto wiele
obiecujacych substancji o wysokiej skutecznosci in vitro, ich zastosowanie kliniczne czesto
ograniczone jest efektywnoscig dostarczania ich do komdérek nowotworowych w stezeniach
terapeutycznych. Dodatkowym wyzwaniem jest ztozono$¢ mikrosrodowiska nowotworowego
oraz indywidualne réznice miedzy pacjentami.'?

Chemioterapia, mimo licznych ograniczen, wcigz nalezy do najczesciej stosowanych
terapii przeciwnowotworowej. Jej skutecznosc ogranicza brak selektywnosci wobec komérek
nowotworowych, wielolekowa oporno$¢ oraz staba rozpuszczalnos¢ lekéw w wodzie.
W tradycyjnych terapiach, transport lekéw przez uktad krgzenia jest kluczowy, co czesto
wymaga podawania wysokich dawek lekéw, by osiggngé terapeutyczne stezenie w miejscu
dziatania. Moze to jednak prowadzi¢ do przekroczenia bezpiecznego poziomu substancji
w osoczu, zwiekszajac ryzyko dziatan niepozadanych, ktére zostaty przedstawione ponizej

(Rysunek 1).3

Wypadanie Zmiany
neurologiczne

Ostabienie
uktadu
krwiotwdrczego

Problemy
skorne

Uszkodzenia
bton
$luzowych

Choroby uktadu
moczowego

Skutki

uboczne terapii

Problemy ze konwencjonalnej
strony uktadu

pokarmowego

Zaburzenia
hormonalne

Rysunek 1. Skutki uboczne przeciwnowotworowej terapii konwencjonalnej.

W celu przezwyciezenia ograniczenn konwencjonalnych terapii nowotworowych,
kluczowe jest opracowanie strategii precyzyjnego dostarczania lekdw do komodrek
nowotworowych. Takie podejscie pozwala nie tylko na zmniejszenie dawek, ale takze
minimalizacje toksycznosci, zwiekszenie stabilnosci lekédw oraz kontrolowane uwalnianie

substancji aktywnych, co moze znaczgco poprawié skuteczno$é i bezpieczeristwo terapii.®=2
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W ostatnich dekadach znacznie zwiekszyto sie zainteresowanie nanotechnologia,
zwtaszcza w kontekscie aplikacji biomedycznych, oferujagc m.in. innowacyjne podejscia
do diagnozowania i leczenia nowotwordéw.> ! Inteligentne nosniki lekéw (SDDS, z ang. Smart
Drug Delivery Systems) oparte na nanoczastkach, staty sie kluczcowym elementem w rozwoju
terapii przeciwnowotworowych. Ich mate rozmiary, duza powierzchnia wtasciwa oraz
mozliwos¢ modyfikacji powierzchni sprawiaja, ze sg idealnymi kandydatami na nosniki lekow
oraz na narzedzia do terapii celowanej lub skojarzonej. Przyktadowe cele terapii

przedstawiono na Rysunku 2.%12

Cele
innowacyjnej
terapii z
zastosowaniem
nanomateriatow

Rysunek 2. Cele innowacyjnej terapii przeciwnowotworowej z zastosowaniem nanomateriatow.

Inteligentne nosniki nowej generacji oparte o strukturze nanoczgstek mogg by¢é
zaprojektowane w taki sposdb, aby wchodzi¢ w interakcje z btonami komdrkowymi,
przeciwdziatajgc mechanizmom obronnym komorek patologicznych. Oddziatywanie nos$nika
z komodrkami pozwala na selektywne dotarcie do tkanek patologicznych i precyzyjne
dostarczenie leku, jak rowniez dostosowanie jego dawki i czasu uwalniania w miejscu
docelowym. Redukuje tym samym uszkodzenia tkanek normalnych i minimalizuje skutki
uboczne terapii, utrzymujgc stezenie terapeutyczne leku na statym poziomie (Rysunek 3) lub

»yuwrazliwiajgc komorki nowotworowe” na jego nizsze stezenie. Wyeliminowanie wysokich
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stezen lekdéw i utrzymanie bezpiecznego poziomu substancji farmaceutycznej w osoczu,
znaczaco wptywa na tolerancje leku u pacjenta, zwiekszajgc tym samym komfort osoby

poddawanej terapii, jak i prawdopodobieristwo jej skutecznosci.*34

dawka toksyczna
dawka terapeutyczna

dawka nieaktywna

Stezenie leku we krwi

Czas

Przyjecie dawki leku

W Terapia konwencjonalna
Inteligentne systemy dostarczania lekow

Rysunek 3. Poréwnanie stezenia substancji aktywnej w funkcji czasu w terapii konwencjonalnej oraz terapii
z zastosowaniem inteligentnych systemdw dostarczania lekdw.

Dodatkowg zaletg nanoczastek jest ich potencjat modyfikacyjny, ktéry moze zwiekszaé
aktywnos¢ biologiczng nosnika i wspomagac leczenie (synergizm). Wtasciwosci magnetyczne,
optyczne i chemiczne umozliwiajg réwniez ich zastosowanie w technikach diagnostycznych
np. obrazowanie rezonansem magnetycznym (MRI), tomografia komputerowa (CT) czy
fluorescencyjne obrazowanie optyczne.'>16

Wyrdznia sie wiele rodzajéw nanomateriatéw stosowanych w leczeniu nowotworéw,
ktdre rdéznig sie miedzy sobg strukturg, sktadem oraz mechanizmem dziatania. Wsrdd nich
mozemy wymieni¢ nanoczastki polimerowe, nieorganiczne, a takze czgstki biomimetyczne
(Rysunek 4). Kazdy z wymienionych wyzej rodzajow nosnika ma swoje specyficzne wiasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne, co pozwala na ich odpowiedni dobdr w zaleznosci od potrzeb
terapeutycznych.” Budowa nosnika odgrywa fundamentalng role w wyborze drogi podania
preparatu, rodzaju enkapsulowanych substancji czynnych, mechanizmu internalizacji
komodrkowej oraz w zapobieganiu lekoopornosci i innych procesach eliminacji z organizmu.
Odpowiednia struktura przestrzenna nosnika, w szczegdlnosci jego ksztatt wptywa na zdolnos$é
przenikania przez bariery fizjologiczne, czas krazenia in vivo oraz bioakumulacje.®20
Najnowsze badania dowodzg, ze struktury o kulistym ksztafcie sg najefektywniej

rozpoznawane i wchtaniane w procesie fagocytozy, co znaczgco poprawia zdolno$é penetracji
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komodrek. Dodatkowo, nosniki sferyczne wykazuja najwyzszg tendencje do gromadzenia sie

w narzgdach odpowiedzialnych za eliminacje niepozadanych substancji z organizmu.?-23

NANONOSNIKI W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE)

POLIMEROWE

8ig
BT L Min, £y
YCZ/\/
£

‘OO
Z
, m

Rysunek 4. Przyktady nanonosnikow stosowanych w terapii przeciwnowotworowej.

Do badan niniejszej pracy wybrano dwa typy nanomateriatéw: czastki magnetyczne
na bazie tlenkdw zelaza (Fe304) oraz nanoczastki polimerowe.

Czastki tlenkow zelaza ze wzgledu na ich wtasciwosci magnetyczne, umozliwiajg
zewnetrzne sterowanie lokalizacjg przy uzyciu pola magnetycznego, co stwarza potencjat
do ukierunkowanego dostarczania lekow, a wtasciwosci magnetyczne dajg mozliwosé
zastosowania hipertermii. Dodatkowo umozliwiajg one proste i szybkie oczyszczanie
mieszanin reakcyjnych poprzez separacje produktu z zastosowaniem zewnetrznego pola
magnetycznego. Atutem tych czastek jest takie dobra biokompatybilno$é oraz fakt,
ze niektdre z nich zostaty juz zatwierdzone przez Amerykariskg Agencje ds. Zywnosci i Lekéw
(FDA, z ang. Food and Drug Administration) do zastosowan klinicznych, co potwierdza
ich bezpieczenstwo i zwieksza szanse na praktyczne wykorzystanie medyczne. Nanoczastki
tlenkéw zelaza mozna réwniez tatwo modyfikowaé powierzchniowo.

Nanoczgstki polimerowe uznano za szczegdlnie obiecujgce ze wzgledu na zdolnos$é
do enkapsulacji substancji czynnych oraz szerokie mozliwosci modyfikacji strukturalnej
i powierzchniowej. Umozliwia to projektowanie uktadéw wrazliwych na bodzce
do kontrolowanego uwalniania lekéw oraz dostosowanie witasciwosci fizykochemicznych

(takich jak hydrofilowos¢, rozmiar czy tadunek powierzchniowy) do konkretnego srodowiska
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zmienionego chorobowo. Ich wszechstronnos¢ czyni je atrakcyjnymi kandydatami
do nowoczesnych systemdéw dostarczania lekow.

Nowoczesne podejscia w terapii przeciwnowotworowej coraz czesciej opierajg sie
na tgczeniu technologii nanomateriatdow z biozgodnymi polimerami oraz zwigzkami
pochodzenia naturalnego. Polimery bazujgce na zwigzkach naturalnych, takich jak cukry,
biatka, witaminy czy steroidy, sg cenione za biokompatybilno$¢, biodegradowalnos¢ i zdolnos$¢
do interakcji z btonami biologicznymi, co czyni je idealnymi kandydatami na no$niki lekéw.
Ponadto, polimery z reaktywnymi grupami funkcyjnymi umozliwiajg dalsze modyfikacje
chemiczne, dzieki ktérym mozna je tgczy¢ z substancjami biologicznie aktywnymi, co otwiera
nowe mozliwosci precyzyjnego dostarczania lekéw oraz podnoszenia skutecznosci terapii
skojarzonej/celowanej.?42°

RdAwnie istotnym aspektem wspodtczesnej medycyny jest konieczno$é przetamywania
barier diagnostycznych. Zastosowanie materiatéw umozliwiajacych jednoczesne dostarczanie
lekéw oraz obrazowanie miejsc zmienionych chorobowo (takich jak materiaty magnetyczne
lub fluorescencyjne) mogtoby znaczgco obnizy¢ koszty i przyspieszyé proces diagnostyczny.
Ponadto takie podejscie pozwala na gtebsze poznanie interakcji pomiedzy lekami
i ich nosnikami a matrycg biologiczng, co umozliwia zrozumienie mechanizmoéw dziatania
koniugatéw nosnik-lek w organizmie, a tym samym usprawnia projektowanie nowych,
bardziej efektywnych systemdw terapeutycznych.30-34

W niniejszej pracy przedstawiono przeglad literatury dotyczacy zastosowania
nanomateriatéw polimerowych zawierajgcych pochodne kwaséw zétciowych jako sktadnikow
nosnikéw lekéw. Badania wtasne dotyczg polimerowych nosnikéw lekédw do jednoczesnego
obrazowania i dostarczania lekdw oraz magnetycznych hybryd polimerowo-nieorganicznych
do terapii skojarzonej. Otrzymane uktady zawierajg pochodne jednego z kwasow zdtciowych -
kwasu litocholowego. Jest to zwigzek wystepujacy naturalnie w organizmie cztowieka -
strukturalnie podobny do cholesterolu, sktadnika biologicznych membran komodrkowych.
Zbadano mozliwosci otrzymania réznych uktadéw polimerowych zawierajgcych pochodng
tego kwasu. Szczegdtowo opisano metody syntezy, charakterystyke fizykochemiczng, oraz
wstepne badania biologiczne otrzymanych ukfadéw, w ktdrych rozpatrzono jego wptyw
na specyficznos¢ i efektywnosé oddziatywania otrzymanych systemdéw terapeutycznych

z komérkami prawidtowymi i nowotworowymi.
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ROZDZIAL 1. Polimerowe nosniki lekdw zawierajgce kwasy 2éiciowe
1.1 Czym sa kwasy zéfciowe i jaka jest ich rola w organizmie?

Kwasy zétciowe to amfifilowe (amfipatyczne) zwigzki steroidowe, ktére odgrywaja
kluczowa role w organizmie, obejmujgcy procesy trawienia, absorpcji ttuszczéw, regulacji
metabolizmu lipidéw, a takie funkcje sygnatowe i regulacyjne. Powstajg one w watrobie
z cholesterolu w wyniku skomplikowanego procesu przemian biochemicznych, obejmujgcych
przede wszystkim hydroksylowanie pierscieni i utlenianie tancucha bocznego. Proces ten
ma na celu zwiekszenie polarnosci i poprawe rozpuszczalnosci w wodzie nowopowstatych
kwasow z6tciowych. Umozliwia to sprawniejsze usuwanie cholesterolu z organizmu.3>36

U ssakéow synteza kwaséw zotciowych stanowi gtéwny szlak metaboliczny
odpowiedzialny za katabolizm cholesterolu (Rysunek 5). W wyniku dziatania enzyméw takich
jak 7a-hydroksylaza cholesterolu (CYP7A1) oraz 27-hydroksylaza sterolowa (CYP27A1)
(rodzina cytochromu P450), cholesterol ulega hydroksylowaniu i modyfikacjom faricucha
bocznego, co prowadzi do powstania pierwotnych kwaséw zétciowych — kwasu cholowego
(CA) i chenodeoksycholowego (CDCA). U ludzi wyrdznia sie dwa gtdéwne szlaki syntezy kwasow
26fciowych: klasyczny (neutralny) oraz alternatywny (kwasowy). Klasyczny prowadzi
do powstania pierwszorzedowych (pierwotnych) kwaséw zétciowych: kwasu cholowego (CA)
oraz kwasu chenodeoksycholowego (CDCA), zas w przypadku szlaku alternatywnego powstaje
tylko kwas chenodeoksycholowy. Kwas cholowy posiada trzy grupy hydroksylowe
w pozycjach 3a, 7a oraz 12a, za$ kwas chenodeoksycholowy ma dwie grupy hydroksylowe

umiejscowione w pozycjach 3a i 7a.3’
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Rysunek 5. Gtéwne szlaki syntezy kwaséw zétciowych i etapy metabolizmu cholesterolu prowadzace do
powstawania pierwszorzedowych i drugorzedowych kwasow zétciowych oraz ich koniugatéw z glicyng i
tauryng; Cykl krazenia i rodzaje kwasow zétciowych w uktadzie jelitowo-watrobowym.

Zanim zostang wydzielone do z6tci, kwasy te sg koniugowane z glicyng lub tauryng,
co zwieksza ich rozpuszczalnos¢, stabilnos¢ i umozliwia skuteczne funkcjonowanie w jelicie
cienkim (Rysunek 5). W zasadowym s$rodowisku jelita cienkiego kwasy zétciowe pozostajg
stabilne. Wartos¢ pKa jest w zakresie od 5 do 6. Sprzeganie z tauryng lub glicyng dodatkowo
obniza pKa, ograniczajgc bierng dyfuzje przez btony komdrkowe i zwiekszajgc dostepnosé
w $wietle jelita.38% Modyfikacje te umozliwiajg kwasom zétciowym uczestnictwo w krazeniu
watrobowo-jelitowym, gdzie okoto 95% jest resorbowanych w jelicie kretym i wraca
do watroby przez zyte wrotng (Rysunek 5). Pozostate 5% jest wydalane z katem, co wymaga
ciggtej syntezy w celu utrzymania odpowiedniego poziomu kwaséw zétciowych. Proces ten
zalezy od transporteréw btonowych, ktére ufatwiajg przemieszczanie kwasdéw zéfciowych
przez btony komérkowe jelit i watroby.*>*? W jelicie kwasy zétciowe podlegajg dalszym
przemianom metabolicznym pod wptywem mikroflory bakteryjnej (w tym utlenianiu,
epimeryzacji, dehydroksylacji, estryfikacji lub desulfatacji), co prowadzi do powstania
wtérnych kwaséw zétciowych, takich jak kwas deoksycholowy (DCA) i litocholowy (LCA).

Proces ten skutkuje usunieciem jednej z grup hydroksylowych, zmniejszeniem hydrofilowosci
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i zwiekszeniem wiasciwosci lipofilowych. Kwas deoksycholowy (DCA) powstaje z kwasu
cholowego, a kwas litocholowy (LCA) oraz ursydeoksycholowy (UDCA) jest produktem
przemian kwasu chenodeoksycholowego (CDCA). Kwas ursodeoksycholowy (UDCA), jest
strukturalnie zblizony do CDCA, jednakze rézni sie stereochemia przy C7. W przypadku UDCA
grupa hydroksylowa w pozycji 7 jest skierowana ,w gore” (7B), podczas gdy w CDCA obie grupy
hydroksylowe (3a i 7a) sg skierowane ,w dét”. Taka konfiguracja sprawia, ze UDCA jest
bardziej hydrofilowy niz CDCA i inne wymienione kwasy zétciowe. Réznorodnosé¢ budowy
kwasdéw zétciowych sprawia, ze réznig sie one pomiedzy sobg wtasciwosciami biologicznymi
i fizykochemicznymi, petnigc wiele funkcji w procesach metabolicznych i trawiennych. Warto
podkredli¢, ze wtdérne kwasy zétciowe wykazujg wiekszg hydrofobowosé¢, a w nadmiarze
sg toksyczne.*3%

Pod wzgledem budowy chemicznej, kwasy zéfciowe, bedgce pochodnymi cholesterolu,
cechuja sie charakterystyczng czteropierscieniowg strukturg steroidowg z krotkim,
piecioweglowym tancuchem bocznym zakonczonym grupg karboksylowa. Jej obecnosé,
na dalszych etapach katabolizmu, pozwala przeksztatca¢ kwasy zdétciowe w sole.
W poréwnaniu z cholesterolem, kwasy z6tciowe charakteryzujg sie obecnoscig dodatkowych
grup hydroksylowych umiejscowionych w szescioweglowych pierscieniach. Liczba oraz
rozmieszczenie tych grup determinujg ich rozpuszczalnosé i hydrofilowos¢, co nadaje kwasom
26tciowym unikalne wtasciwosci amfifilowe.%®

Kwasy zdétciowe majg witasciwosci podobne do surfaktantéw, w tym zdolnos$é
do obnizania napiecia powierzchniowego w wodzie, cho¢ ich dziatanie jest stabsze
niz w przypadku syntetycznych surfaktantéw.*’” W procesie emulgacji lipidéw, w roztworach
wodnych, kluczowym procesem jest zdolnos¢ kwaséw zdétciowych do samoorganizacji
i tworzenia miceli. Micele umozliwiajg trawienie ttuszczéw przez lipazy trzustkowe oraz
wchtanianie witamin rozpuszczalnych w ttuszczach, takich jak A, D, E i K.**° Proces ten
zachodzi powyzej krytycznego stezenia micelizacji (CMC, z ang. Critical Micelle Concentration),
ktére definiuje minimalne stezenie potrzebne do powstania stanu réwnowagi miedzy
,wolnymi” czasteczkami a formami zagregowanymi.® Potozenie i orientacja grup
hydroksylowych pozwala na tworzenie wigzan wodorowych, co wptywa na ksztatt i stabilno$é
agregatéw kwaséw zéfciowych. Wtasciwosci te sg dodatkowo modyfikowane przez czynniki

zewnetrzne, takie jak pH $rodowiska i stezenie.>>2
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Oprocz klasycznych funkcji trawiennych kwasy zétciowe petnig role sygnatowych
czasteczek metabolicznych, aktywujac receptory jadrowe (FXR) oraz sprzezone z biatkami G
receptory btonowe (TGR5).>® Aktywacja tych receptoréw wptywa na regulacje metabolizmu
glukozy, lipidéw i energii, a takze kontrole proceséw zapalnych.>* Na przyktad, aktywacja FXR
w jelicie prowadzi do wydzielania FGF19, hormonu, ktéry poprzez mechanizm sprzezenia
zwrotnego, hamuje synteze kwaséw zétciowych w watrobie. Ograniczenie lipogenezy
i stymulacja B-oksydacji kwasow ttuszczowych reguluje poziom lipidéw. Z kolei aktywacja
TGR5, poprzez stymulacje wydzielania peptydu GLP-1, zwieksza wydatkowanie energii
i przyczynia sie do obnizenia poziomu glukozy we krwi.>>>®

Wiasciwosci fizykochemiczne, unikalna budowa oraz zdolno$é do tworzenia miceli
sprawiajg, ze kwasy zétciowe petnig niezastgpiong role w uktadzie trawiennym. Dodatkowo,
kwasy zdétciowe wykazujg dziatanie antybakteryjne w jelitach. Poprzez swoje wiasciwosci
detergentowe wptywajg na sktad mikroflory. Zaburzenia ich metabolizmu lub cyklu jelitowo-
watrobowego mogg prowadzi¢ do schorzen, takich jak otytos¢, cukrzyca typu 2 czy choroby
watroby. Wieloaspektowe dziatanie kwaséw zétciowych czyni je réwniez przedmiotem badan
nad nowymi terapiami w leczeniu zaburzen metabolicznych oraz choréb zwigzanych
z dysfunkcjg watroby. Kwasy zéfciowe stanowig zatem istotny element w zrozumieniu

procesow fizjologicznych i patologicznych zachodzgcych w organizmie.>>>7>8

1.2. Dziatanie terapeutyczne kwaséw zé6tciowych

Interakcje miedzy kwasami zétciowymi a mikrobiotg jelitowg sg dwukierunkowe.
Z jednej strony, kwasy zétciowe oddziatujg na flore jelitowg poprzez swoje wtasciwosci
powierzchniowo czynne, wchodzgc w interakcje z btonami bakteryjnymi, co moze zaréwno
hamowad, jak i sprzyjaé¢ wzrostowi bakterii.>® Z drugiej strony, bakterie jelitowe metabolizujg
kwasy z6tciowe w réznych procesach, prowadzgc do powstania wtérnych kwasow zétciowych.
Metabolity te czesto wykazujg inne wtasciwosci biologiczne niz ich prekursory.®® Niektdre
mogg przyczyniac sie do rozwoju stanu zapalnego lub zwieksza¢ ryzyko nowotwordw, podczas
gdy inne wykazuja dziatanie ochronne.®!

Z najnowszych badan wynika, ze kwasy zdétciowe mogg byé kandydatami na nowe
Srodki przeciwbakteryjne, co jest bardzo waine w obliczu rosngcej opornosci bakterii
na tradycyjne antybiotyki. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe kwaséw zétciowych

obejmujg szeroki zakres dziatania, w tym niszczenie bton bakteryjnych w formie
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planktonicznej, wptywajga na strukture biofilméw oraz ostabianie patogennosci
drobnoustrojéow. Amfipatyczna natura kwaséw zétciowych umozliwia interakcje z btonami
drobnoustrojow, prowadzac do ich destabilizacji, zwiekszenia przepuszczalnosci i uszkodzenia,
co w efekcie powoduje Smier¢ komodrek patogendw. Tyagi i in. ocenili zdolno$¢ wybranych soli
kwaséw zétciowych do hamowania wzrostu przedstawicieli patogendéw bakteryjnych:
Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa w postaci planktonicznej oraz w formie
biofilmu.®? Wykazali oni, ze kwas ursodeoksycholowy (UDCA) oraz kwas taurocholowy (TCA)
zahamowujg formowanie biofilmu u obu testowanych patogendw. Badane kwasy zéfciowe
sg zdolne do hamowania syntezy kluczowych czynnikéw wirulencji, takich proteazy i elastazy
u P. aeruginosa oraz stafyloksantyny i lipazy u S. aureus.

Kwasy zétciowe mogg byc¢ rowniez rozwazane jako sktadnik terapii skojarzonych. Grupa
Guinan’a udokumentowata, ze kwas litocholowy (LCA) wykazuje znaczgce wiasciwosci
przeciwgrzybicze. Poprzez interakcje z btonami komdérek grzybiczych prowadzi
do ich destabilizacji.?3 LCA narusza integralnos$¢ btony, zwieksza jej przepuszczalno$¢ oraz
zaburza gradient elektrochemiczny, co skutkuje $mierciag komoérek grzybiczych. LCA jest
aktywny przeciwko patogenom, takim jak Candida albicans. (Hsieh i in.).%* Badania innej grupy
dowiodty, ze LCA moze zwieksza¢ skutecznos¢ konwencjonalnych lekdéw przeciwgrzybiczych,
takich jak amfoterycyna B i flukonazol, dziatajgc synergistycznie poprzez dodatkowe
destabilizowanie btony komdrkowej grzybdw.%3%* Ponadto zdolno$¢ LCA do modulowania
mikrosrodowiska jelitowego moze zosta¢ wykorzystana w leczeniu infekcji grzybiczych jelit.
Co wiecej, modyfikacje strukturalne LCA, sprzeganie z innymi zwigzkami, np. pochodnymi
triazolu, zwiekszajg skutecznosé przeciwgrzybicza.®® Innym przyktadem sg koniugaty kwasow
26tciowych z tradycyjnymi srodkami przeciwdrobnoustrojowymi. Wykazano ich znaczaca
aktywnos¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybiczg, co wskazuje na mozliwo$é zastosowania
w leczeniu opornych infekcji bakteryjnych i grzybiczych. Potencjat terapeutyczny kwasdow

z6tciowych pokazano na Rysunku 6.
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Rysunek 6. Potencjat terapeutyczny kwaséw zétciowych.

Na poziomie fizjologicznym kwasy zétciowe petnig takze role regulatorow odpowiedzi
immunologicznej. Moga one oddziatywac z receptorami BARs (TGR5, S1IPR2, CHRM3), ktore sg
obecne na rdéinych typach komodrek uktadu odpornosciowego, w tym granulocytach,
monocytach oraz limfocytach T-, B, NK, a takze na komdrkach dendrytycznych (DCs).%%67
Z klinicznego punktu widzenia mozna wyrdznié trzy gtdwne strategie zastosowania wtérnych
kwasow zdtciowych jako immunomodulatoréw: farmakologiczne aktywowanie receptorow
kwasow zdtciowych, takich jak TGR5 lub FXR; bezposrednie podanie kwaséw zdétciowych; oraz
zastosowanie okreslonego sktadu mikrobioty zdolnego do ich produkcji.?®8 W modelach
zwierzecych suplementacja kwasem chenodeoksycholowym (CDCA) stymulowata synteze
peptyddéw przeciwbakteryjnych takich jak defensyny w jelitach oraz zwiekszata ekspresje
mucyny Muc2, co wzmacniato bariere ochronng btony sluzowej. Efektem tych proceséw byto
zmniejszenie obcigzenia bakteryjnego w infekcjach wywotanych przez patogeny jelitowe, takie
jak Salmonella enterica czy Citrobacter rodentium. Wykazano rowniez, ze zastosowanie
pierwotnych lub sprzezonych kwaséw zétciowych, takich jak UDCA i B-TMCA,
u nowonarodzonych myszy zmniejszato liczebnos¢ bakterii z rodzaju Escherichia i prowadzito
do dominacji niektérych gatunkéw Lactobacillus w przewodzie pokarmowym.®7° Co wiecej,

wtdorne kwasy zéfciowe, takie jak LCA, mogg pomagac w eliminacji Enterococcus faecium
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opornego na wankomycyne (VRE) z jelit pacjentéw o zaburzonej mikrobiocie - leczenie infekgji
przewodu pokarmowego.’"2

Kwasy zdtciowe, zaréwno pierwotne, jak i ich pochodne, zyskujg na znaczeniu jako
potencjalne $rodki terapeutyczne w leczeniu nowotwordéw.”® Jak wynika z doniesien
literaturowych kwasy zétciowe modulujg apoptoze, stany zapalne oraz szlaki metaboliczne.”*
Jednym z kluczowych mechanizméw przeciwnowotworowego dziatania kwaséw zétciowych,
takich jak kwas litocholowy (LCA), jest indukcja apoptozy.”> LCA oraz inne kwasy Z6tciowe
mogg integrowac sie z btong mitochondrialng, zwiekszajac jej przepuszczalnosé. Zaktdcenie
struktury btony mitochondrialnej prowadzi do uwolnienia cytochromu C do cytozolu, gdzie
wigze sie on z biatkiem Apaf-1 i ATP/dATP, tworzgc apoptosom, ktory aktywuje kaspaze-9,
a nastepnie kaspazy efektorowe, takie jak kaspaza-3, czyli enzymy inicjujgce kaskade
prowadzgca do $mierci komdrki.”®78 Ponadto, LCA zwieksza poziom reaktywnych form tlenu
(ROS), co zaburza potencjat btony mitochondrialnej i wzmacnia dziatanie cytotoksyczne wobec
komdrek nowotworowych.”® LCA i jego pochodne mogg takze hamowaé proliferacje komdrek
nowotworowych poprzez blokowanie cyklu komérkowego w fazie G1, uniemozliwiajgc im
podziat.®% Zdolno$¢ do indukcji stresu oksydacyjnego oraz interakcje z receptorami $mierci na
powierzchni  komérek  dodatkowo  zwiekszajag  ich  skutecznos¢ w  terapii
przeciwnowotworowej. Szczegdlnie obiecujace sg badania nad zastosowaniem LCA w leczeniu
raka jelita grubego.?! Jego selektywnos$¢ wobec komdrek nowotworowych moze ograniczy¢
skutki uboczne terapii.®?

Innym szeroko omawianym przyktadem jest kwas ursodeoksycholowy (UDCA), ktory
wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne wobec zdrowych komérek, zachowujac jednoczesnie
aktywno$¢ przeciwnowotworowg typowa dla innych kwaséw zdétciowych.®? Syntetyczne
pochodne UDCA wykazaty zwiekszong selektywnosé i skutecznosé, zwtaszcza wobec komorek
raka jelita grubego, poprzez hamowanie ich proliferacji, migracji i inwazji, indukowanie
apoptozy oraz redukcje poziomu mediatorow prozapalnych.8* Mechanizm dziatania UDCA
obejmuje modulacje szlakéw sygnatowych NF-kB oraz zmniejszenie stresu oksydacyjnego.8>8¢

Kwasy zdfciowe, pierwotnie zaangazowane w metabolizm lipidéw, majg réwniez
zdolnos$¢ przenikania przez bariere krew-médzg, co umozliwia interakcje z o$rodkowym
uktadem nerwowym. Badania wykazaty, ze zwigzki takie jak kwas tauroursodeoksycholowy
(TUDCA) i kwas ursodeoksycholowy (UDCA) moga by¢ obiecujgce w terapii choréb

neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona oraz
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stwardnienie zanikowe boczne (ALS).2”# Postulowany mechanizm ich dziatania obejmuje
redukcje stresu oksydacyjnego, eliminacje stanu zapalnego oraz stabilizacje funkcji
mitochondridw.® W chorobie Alzheimera TUDCA zmniejsza akumulacje B-amyloidu, chronigc
synapsy i poprawiajac funkcje poznawcze. W chorobie Parkinsona pochodne kwaséow
z6tciowych ograniczajg produkcje reaktywnych form tlenu, chronigc neurony
dopaminergiczne.®® W przypadku innych choréb neurodegeneracyjnych, takich jak ALS
wykazano, ze kwasy zéfciowe mogg spowalniac postep choroby i poprawiac funkcjonowanie
mitochondridw.’® Naturalna bioaktywno$é oraz szerokie spektrum dziatania sprawiaja,
ze kwasy zdétciowe sg atrakcyjnym obiektem dalszych badan nad terapiami chordb

neurodegeneracyjnych.

1.3. Polimerowe no$niki lekow zawierajgce pochodne kwaséw zétciowych

Istotnym elementem przy opracowywaniu zaawansowanych systemoéw dostarczania
lekdw jest ich zdolnos¢ do oddziatywania z btonami komdrkowymi. Jednym z podejsé majacych
na celu poprawe przenikania do wnetrza komoérek jest zmiana struktury nosnika poprzez
dodanie grup utatwiajacych penetracje bton komodrkowych. Kwasy zdétciowe zawierajg
w swojej strukturze zarowno hydrofobowy szkielet, jak i hydrofilowe grupy funkcyjne.
Budowa, ze wzgledu na wysokie powinowactwo do ich prekursora (cholesterolu), jak réwniez
wysoki potencjat modyfikacyjny, umozliwia interakcje z btonami, a tym samym wptyw
na ptynno$¢, integracje oraz przepuszczalno$é bton komdrkowych.??* Obecno$¢ kwaséw
z6tciowych w btonach (tak samo jak w przypadku cholesterolu) moze wptywaé réwniez
na strukture tzw. tratw lipidowych — mikrodomen bogatych w cholesterol i sfingolipidy, ktére
odgrywaja kluczowa role w organizacji bton komdrkowych, transporcie czasteczek oraz
sygnalizacji komdrkowej.?>°¢ W kontekscie SDDS, wiasciwosci te sg szczegdlnie istotne, gdyz
umozliwiajg stabilne osadzenie nosnikdow lekdw w btonach komérkowych. Poprawiajgc
ich zdolnos¢ do dostarczania substancji aktywnych do wnetrza komérek. Oddziatywania
z receptorami komdérkowymi wptywajg na rézne szlaki sygnatowe, co moze by¢é wykorzystane
w terapii celowanej.”’—°

Ze wzgledu na obecnosc reaktywnych grup funkcyjnych, takich jak grupy hydroksylowe
oraz grupa karboksylowa, kwasy zotciowe oferujg ogromny potencjat w projektowaniu
nowych zwigzkdw i systeméw dostarczania lekéw. Grupy te mogg byé modyfikowane

zwigzkami bioaktywnymi lub innymi zwigzkami chemicznymi w reakcjach estryfikacji,
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amidowania i innych. Na przyktad, grupy hydroksylowe kwaséw zétciowych mozna
estryfikowac z polimerami biodegradowalnymi lub lekami, co pozwala tworzyé nowe nosniki.
Grupy karboksylowe natomiast mogg by¢ modyfikowane przez reakcje z grupami aminowymi
prowadzg do utworzenia potaczen z peptydami, biatkami czy nawet nanoczgstkami. Mogg one
petni¢ role zaréwno nosnikdw jak i prolekdw.>174100.101 ponadto, modyfikacje réznymi
zwigzkami chemicznymi, w tym fluoroforami (Sledzenie biodystrybucji), folianami lub
przeciwciatami (ligandami celujgcymi) zwiekszaja specyficznos¢ dziatania, a takze zdolnos¢
penetracji bton komdrkowych.*+192-195 Mozliwo$é przeprowadzania tak szerokiego zakresu
modyfikacji sprawia, ze kwasy zd6tciowe stanowig niezwykle wszechstronng platforme

do projektowania nowych biopolimeréw oraz systeméw terapeutycznych.

1.3.1. Metody otrzymywania polimeréw zawierajacych kwasy zétciowe

Na podstawie przegladu literaturowego polimery zawierajgce kwasy zétciowe, biorgc
pod uwage miejsce wbudowania pochodnej steroidowej, mozna podzieli¢ na trzy grupy.
Polimery zawierajace pochodne kwasdéw zétciowych w tancuchu gtéwnym, faricuchu bocznym
oraz polimery typu ,meduza” zawierajgce czgsteczke kwasu zéfciowego jako rdzen uktadu
(Rysunek 7).196-108 yktady zawierajgce kwasy zofciowe w taricuchu gtéwnym oraz polimery
typu ,meduza” charakteryzujg sie zazwyczaj obecnoscig tylko jednej czasteczki kwasu
z6tciowego w strukturze polimeru, za$ uktady z kwasami zétciowymi w faricuchach bocznych
zawierajg tych czgsteczek wiecej — od kilku do nawet kilkudziesieciu w zaleznosci od ilosci

jednostek powtarzalnych.
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Rysunek 7. Miejsca modyfikacji kwasow zétciowych polimerami.
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Otrzymywanie takich uktadéw mozna przeprowadzi¢ réznymi metodami, w tym
poprzez polimeryzacje z uzyciem monomerdéw zawierajgcych kwasy zétciowe, polimeryzacje
z zastosowaniem czynnika przeniesienia tafcucha zawierajgcego kwasy zétciowe,
polimeryzacje z uzyciem inicjatora bedgcego pochodng kwasu zétciowego, a takze w wyniku
post-modyfikacji istniejgcych polimerdw, zaréwno w obrebie tancucha bocznego,
jak i gtéwnego.1%0111 Kazda z tych technik pozwala na uzyskanie uktadéw zawierajacych rézng
liczbe czgsteczek kwasow zétciowych oraz inne umiejscowienie w strukturze polimeru,
co determinuje ich wiasciwosci.

Z uwagi na wystepujgce w literaturze rozbieznosci terminologiczne oraz niejednolitg
klasyfikacje procesdw prowadzgcych do powstawania polimerdw, w niniejszej pracy przyjeto
uproszczony i uporzadkowany podziat mechanizméw oraz metod polimeryzacji. Celem tego
podejscia jest utatwienie analizy omawianych ukfadéw oraz zapewnienie spdjnosci
terminologicznej w dalszej cze$ci opracowania. Wsréod mechanizmow polimeryzacji wyrdznia
sie dwa gtowne typy: (1) polimeryzacje o mechanizmie wzrostu tancuchowego (z ang. Chain
Growth Polymerization) oraz (2) polimeryzacje o mechanizmie wzrostu stopniowego (z ang.
Step Growth Polymerization). Do pierwszej grupy zalicza sie m.in. polimeryzacje rodnikowe,
jonowe oraz katalizowane metalami. Z kolei do drugiego typu nalezg procesy takie
jak polikondensacja oraz poliaddycja.*?

Metodami polimeryzacji stosowanymi do otrzymywania polimeréw zawierajgcych
kwasy zétciowe sg polimeryzacje rodnikowe: klasyczna (RP, z ang. Radical Polymerization)
i bardziej zaawansowane metody , kontrolowanej” polimeryzacji rodnikowej (CRP, z ang.
Controlled Radical Polymerization). Wszechstronnos¢ i prostota RP umozliwia szybkie i tanie
uzyskiwanie polimeréw zawierajgcych kwasy z6tciowe, jednak produkty te cechujg sie duzym
zréznicowaniem dfugosci tancuchéw (dyspersjag mas molowych) oraz ,martwymi” koncami
taricuchéw, co ogranicza ich funkcjonalizacje, jak zdolnos¢ do dalszej kopolimeryzacji
czy modyfikacji strukturalnych.''? Zastosowanie metod polimeryzacji ,kontrolowanej”, takich
jak polimeryzacja z przeniesieniem atomu (ATRP, z ang. Atom Transfer Radical Polymerization)
oraz polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem tancucha
(RAFT, z ang. Reversible Addition-Fragmentation Transfer), pozwala na lepszg kontrole
struktury i wtasciwosci polimerédw zawierajgcych kwasy zotciowe.'4'1> Techniki CRP
umozliwiajg tworzenie polimerow o wysokiej czystosci, homogenicznosci i spdjnych

wiasciwosciach. Mozliwo$é precyzyjnego projektowania koncow tancuchéw polimerowych
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iilosci jednostek powtarzalnych skutkuje rdéwniez uzyskiwaniem nizszego wskaznika
dyspersyjnosci, co jest istotnym parametrem w projektowaniu polimerowych nosnikow
lekow. 116

W polimeryzacji RAFT, niezbedna jest obecnos$é czynnika przeniesienia taiicucha (CTA,
z ang. Chain Transfer Agent). Zastosowanie czynnikdéw bedgacych pochodnymi tioweglowymi
umozliwia kontrole masy czgsteczkowej i dyspersji w procesie polimeryzacji rodnikowej,
jak réwniez dalsze modyfikacje i funkcjonalizacje korica taiicucha polimerowego. Niemnigj
jednak, ich uzycie moze prowadzi¢ do generowania produktéw ubocznych, w tym toksycznego
disiarczku wegla (CS,).'” Z tego wzgledu, w systemach dostarczania lekéw opartych
na kwasach zéfciowych, wazne jest odpowiednie zaprojektowanie procesu polimeryzacji oraz
uwzglednienie specyfiki Srodowiska, w jakim polimer bedzie dziatat. Stabilnos$¢ ditioweglandw
oraz tritioweglanéw w pH zblizonym do neutralnego (pH = 7,4, charakterystyczne dla krwi)
pozwala na ich zastosowanie w biologicznych systemach dostarczania lekéw, jednak nalezy
unikac ich kontaktu z silnie kwasowym srodowiskiem (pH = 2, np. w zotadku), gdzie mozliwa
jest szybka degradacja do toksycznych produktéw.!'8120 Rozwigzaniem tego problemu jest
np.: redukcja grup ditioweglanowych do grup tiolowych (SH) lub modyfikacje prowadzgce
do uzyskania innych stabilnych zakoriczen taricucha polimerowego.!'® Badania prowadzone
W naszej grupie dowodzg, ze przy odpowiednio duzej masie czgsteczkowej polimeréw, wptyw
koAcdw tancuchdw na wtasciwosci biologiczne polimeru jest marginalny, pomijalny.?!

Powszechnie stosowanymi technikami sg takze polimeryzacje: anionowa, w tym
z otwarciem pierscienia (aROP, z ang. Anionic Ring-Opening Polymerization) oraz
polimeryzacje katalizowane metalami (w tym z otwarciem pierscienia) oraz z zastosowaniem
metatezy (ROMP, z ang. Ring Opening Methathesis Polymerization).}?>~*2* ROP pozwala
na tworzenie kopolimeréw blokowych, co moze znaczaco zwiekszy¢ funkcjonalno$é
i wszechstronnos¢ uzyskiwanych materiatéw oraz uzyskaé polimery o dobrze kontrolowanej
masie czgsteczkowej i niskiej dyspersji. ROP jest szczegdblnie skuteczna w przypadku
monomeréw cyklicznych, takich jak laktony, laktydy czy epoksydy, ktére mogg by¢é
modyfikowane kwasami zétciowymi. Powstate produkty sg biodegradowalne, a szybkos¢ ich
degradacji moze by¢é modulowana przez wybér monomerdéw i dobér warunkdw reakgji.

Zastosowanie znalazta réwniez polimeryzacja o mechanizmie wzrostu stopniowego,
takie jak polikondensacja oraz poliaddycja, ktére odgrywajg coraz wiekszg role w syntezie

funkcjonalnych polimeréw o specyficznych wtasciwosciach.'?>126 Polikondensacja polega
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na stopniowym tgczeniu monomerdw zawierajgcych co najmniej dwie grupy funkcyjne, ktére
reagujg ze sobga, tworzac produkty uboczne. W kontekscie polimeréw zawierajacych kwasy
z6fciowe, proces ten pozwala na wbudowanie grup charakterystycznych dla tych zwigzkdw,
takich jak grupy hydroksylowe czy karboksylowe, w strukture polimeréw. Umozliwia
to uzyskiwanie poliestréw, poliamidéw Ilub innych klas polimeréw. Polimeryzacja
kondensacyjna jest réwniez wykorzystywana do syntezy prepolimeréw, ktére moga byc
nastepnie modyfikowane w celu uzyskania bardziej ztozonych struktur.'?’ Poliaddycja polega
zas na stopniowym tgczeniu monomerdw zawierajgcych co najmniej dwie reaktywne grupy,
ktore moga tworzy¢ wigzania bez wydzielania produktéw ubocznych. Proces ten przebiega
zazwyczaj poprzez reakcje nukleofilowo-elektrofilowe, takie jak addycja grup hydroksylowych
do izocyjaniandw czy amin do epoksyddéw.?® W kontekscie polimerdw zawierajacych kwasy
76tciowe, poliaddycja umozliwia wtgczenie grup funkcyjnych tych zwigzkéw — na przyktad
hydroksylowych — w strukture polimeru bez utraty masy i bez potrzeby usuwania produktéw
ubocznych, co sprzyja wiekszej kontroli sktadu i wtasciwosci materiatu.

Inng syntetyczng drogg do uzyskania polimerowych uktadéw zawierajgcych kwasy
z6tciowe s3 modyfikacje polimeréw, zwane dalej w pracy post-modyfikacjami.12%:130
Wspotczesna chemia organiczna otwiera szerokie mozliwosci syntezy funkcjonalnych
makroczgsteczek w sposéb prosty, szybki i relatywnie niedrogi. Jednak obecnosé niektérych
grup funkcyjnych moze utrudniaé lub wrecz uniemozliwia¢ proces polimeryzacji.'3132 Wtedy
rozwigzaniem jest post-modyfikacja, w reakcjach estryfikacji, amidowania, badZ innych
reakcjach sprzegania, w tym typu ,,click”.133134

Post-modyfikacja pozwala na stworzenie catej biblioteki polimeréw bazujgcych
na jednym reaktywnym prekursorze (polimerze). Mozliwe jest zachowanie kluczowych
parametréow strukturalnych uktadu (jak taktycznosé, dyspersyjnosé, stopien polimeryzacji),
wielu wiasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych (rozpuszczalnosg,
biodegradowalnosé, toksycznosc). Co wiecej, w wielu przypadkach taka strategia okazuje
sie mniej czasochtonna i kosztowna niz synteza i polimeryzacja nowego, oryginalnego
monomeru. Dodatkowym atutem jest fakt, ze polimerowe prekursory sg znacznie bardziej
stabilne i tatwiejsze w przechowywaniu niz monomery, co zmniejsza ryzyko oraz koszty
zwigzane z ich uzyciem w bezposrednim procesie polimeryzacji. Nalezy jednak pamietad,
ze funkcjonalizacja polimeréw nie jest wolna od ograniczen. Reakcje organiczne rzadko

osiggajg 100% wydajnosci, co moze wynika¢ z czynnikow, takich jak ograniczona dostepnosé
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do grup reaktywnych, przeszkody steryczne w taiicuchu polimerowym, zjawiska skrecania czy
zwijania sie polimeréw, a takie koniecznos¢ dodatkowego oczyszczania produktu
z katalizatoréw lub pozostatosci reagentdw.133-136

Réznorodnosé metod syntetycznych pokazuje na mozliwosci tworzenia nosnikow
zawierajgcych pochodne kwasdéw zétciowych o réznej budowie i funkcjach. Mozliwe jest
precyzyjne dostosowanie wiasciwosci uktadu, takich jak rozpuszczalno$é, stabilnosé, zdolnos¢
do kontrolowanego uwalniania substancji aktywnej oraz specyficznosc¢ dziatania w srodowisku
biologicznym. Regulowanie ilosci czasteczek kwaséw zotciowych w powyzszych ukfadach
moze miec istotny wptyw na rozmiary otrzymywanych nos$nikéw, ich stabilnos¢ w roztworach
wodnych, jak réwniez charakter interakcji nosnika z btonami biologicznymi.

W dalszej czesci pracy przedstawiono wybrane przyktady uktadéw zawierajacych
pochodne kwaséw zdfciowych. Na schematach zilustrowano kluczowe etapy syntezy lub
modyfikacji, prowadzace do wprowadzenia fragmentu kwasu zétciowego do struktury danego
uktadu. Ostateczne formy i wtasciwosci otrzymanych materiatéw opisano w tekscie pracy (bez

ilustracji) i zaprezentowano w tabelach.

1.3.2. Polimery zawierajgce kwasy zétciowe w tancuchu gtéwnym

Polimery zawierajgce kwasy zd6tciowe w farcuchu gtdbwnym charakteryzuja
sie obecnoscig jednego ugrupowania steroidowego na koncu tanicucha polimerowego
od strony grupy hydroksylowej (przy C-3) lub karbonylowej. Albo wielu, gdy s3 wbudowane
w tancuch polimerowy. W tym przypadku zaangazowane bedg zaréwno grupa hydroksylowa
jak i karboksylowa (Rysunek 8).
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Rysunek 8. Zestawienie typow i miejsc modyfikacji uktadéw zawierajgcych kwas zétciowy w fanicuchu gtéwnym.
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Obecnosc¢ fragmentu steroidowego petni w ukfadzie role naprowadzajacg, jak rowniez
ma wptyw na rozpuszczalno$c i stabilno$¢ koniugatu polimerowego w srodowisku wodnym. 137
Na przyktadzie cholesterolu dowiedziono, ze nawet jedno ugrupowanie steroidowe moze
wptywacé na zdolnosci integracji uktadu z btfonami biologicznymi.'3® Oddziatywanie czgsteczki
kwasu ze specyficzng matrycg biologiczng umozliwia dostarczanie koniugatu polimeru
z lekiem do miejsc zmienionych chorobowo, a rekcje enzymatyczne lub czynniki srodowiskowe
panujgce w mikrosrodowisku nowotworowym spowodujg uwolnienie substancji aktywnej
w miejscu docelowym.3?

Wprowadzenie ugrupowania steroidowego do struktury polimeru mozliwe jest
zaréwno na drodze polimeryzacji, jak i post-modyfikacji tancucha polimerowego. W literaturze
dominuje te drugie podejscie (Tabela 1). Najczesciej stosowanymi metodami polimeryzacji
do otrzymywania tego typu uktadow jest polimeryzacja katalizowana metalami z otwarciem
pierscienia (ROP) oraz polimeryzacja kondensacyjna. Ws$réd metod post-modyfikacji
najczesciej opisywana jest reakcja amidowania. Odnotowano takze kilka przyktadéw
estryfikacji oraz reakcji typu ,,click”.

W polimeryzacji ROP kwas zétciowy petni role inicjatora. Grupy hydroksylowe kwasu
reagujg z monomerami pierscieniowymi, takimi jak laktydy czy e-kaprolakton, powodujgc
otwarcie pierscienia i inicjacje propagacji tancucha polimerowego. Przyktadem zastosowania
kwasu zétciowego jako inicjatora w procesie anionowej polimeryzacji z otwarciem pierscienia
(aROP) jest synteza, opisana przez grupe lkedy, polimerdéw z cyklicznymi monomerami takimi
jak trimetylenoweglan (TMC) i L-laktyd (L-LA) (Schemat 1).1% Grupy hydroksylowe obecne
w kwasie zétciowym inicjowaty reakcje poprzez nukleofilowe otwarcie pierscieni
monomerdw, co zapoczgtkowato wzrost faricucha polimerowego. Otrzymano homopolimer
LCA-PTMC oraz kopolimery statystyczne LCA-PTMC-PLA zawierajgce w tancuchu gtéwnym

kwas litocholowy.
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Schemat 1. Otrzymywanie homopolimeru LCA-PTMC oraz kopolimeru statystycznego LCA-PTMC-PLA
z zastosowaniem kwasu litocholowego jako inicjatora.

Powstate ukfady charakteryzujg sie wysoka biodegradowalnoscig oraz mozliwoscig
dostosowania wtasciwosci powierzchniowych. Membrany utworzone z uktadéw PTMC-LCA
oraz PTMC-LCA wykazaty wysoka zdolno$¢ do immobilizacji biatek, co jest wynikiem obecnosci
grup karboksylowych. Unieruchomienie biatka lub jego adsorpcja charakteryzowata
sie powstaniem struktury krystalicznej w membranie.

Raportowane w literaturze sg rdéwniez przyktady polimeréw na bazie kwasow
26fciowych opierajace sie na mechanizmie polimeryzacji o wzros$cie stopniowym (z ang. step
growth). W tym podejSciu monomery zawierajgce grupy funkcyjne reagujg w sposdb
stopniowy, tworzgc wigzania kowalencyjne w taricuchu polimerowym. Przyktadem poliaddycji
prowadzacej do polikationowych polimeréw na bazie kwasu litocholowego praca grupy
Tanga.'?® W badaniach wykorzystano kwas litocholowy, ktéry poddano kilku reakcjom w celu
otrzymania dwufunkcyjnych monomeréw dibromkowych (Schemat 2). Nastepnie, monomery
zastosowano w reakcji Menschutkina z diaminami, co doprowadzito do powstania soli

amnoniowych w gtéwnym tancuchu polimerowym.
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Schemat 2. Poliaddycja monomerdw na bazie kwasu litocholowego na drodze reakcji Menschutkina.

Uzyskane polimery charakteryzujg sie unikalng strukturg amfifilowa, oparta
na hydrofobowym czteropierscieniowym szkielecie steroidowym oraz hydrofilowych grupach
amoniowych. W s$rodowisku wodnym polimery spontanicznie tworzg micele, w ktérych
hydrofobowy rdzern zbudowany z jednostek zwierajgcych kwas litocholowy jest otoczony
kationowg powtoka, co sprzyja interakcji z anionowymi sktadnikami bton komodrkowych
bakterii.

Innym typem reakcji polimeryzacji wedtug wzrostu stopniowego jest polikondensacja
przedstawiona na Schemacie 3. W pracach Stanciu i Nichifor przedstawiono dwuetapowg
synteze kopolimeréw blokowych zawierajacych dekstran i poliestry kwasu deoksycholowego
(Schemat 3 i 4).140141 W pierwszym etapie, poliestry kwasu deoksycholowego (DCA)
otrzymano w wyniku polikondensacje bursztynianu kwasu deoksycholowego z oligomerami
glikolu etylenowego o rdinej liczbie jednostek powtarzalnych (OEG). Przestawiony
na Schemacie 3 polimer zawiera dwie jednostki glikolu etylenowego. Uzyskane poliestry
przyjmowaty postaé od ciata statego do wiskoelastycznych cieczy, w zaleznosci od dtugosci

tancucha OEG.
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Schemat 3. Otrzymywanie poliestréw kwasu deoksycholowego.



Rozdziat 1|37

W drugim etapie, wolna grupa karboksylowa DCA-OEG zostata poddana estryfikacji
z alkoholem propargilowym, a nastepnie modyfikacji typu ,click” z dekstranem
modyfikowanym grupami azydowymi. Powstate kopolimery spontanicznie tworzyty,
w roztworach wodnych, micele o rozmiarach 50-600 nm. W tych micelach enkapsulowano np.

kurkumine.
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Schemat 4. Sprzeganie w reakcji typu ,,click” DCA-OEG z dekstranem (na schemacie przedstawiony jako

fioletowy tancuch polimerowy).

Innym sposobem otrzymywania polimerdéw zawierajgcych kwasy zétciowe w taricuchu
gtéwnym sg rekcje post-modyfikacji wprowadzajgce fragment steroidowy do przygotowanego
wczesniej faricucha polimerowego z reaktywnymi grupami funkcyjnymi (post-modyfikacja).
Wsrod metod post-modyfikacji najczesciej wykorzystywanymi sg estryfikacja i amidowanie.
W swojej pracy Crucho i Barros przedstawili synteze uktadu Suc-PLGA-CA (Schemat 5).14?
Wykonali to poprzez estryfikacje uprzednio przygotowanego polimeru na bazie sacharozy oraz
kopolimeru kwasu mlekowego i kwasu glikolowego (Suc-PLGA-OH) z kwasem cholowym
zabezpieczonym grupa benzylowg w pozycji C3.}*2 Po etapie odbezpieczania grupy
hydroksylowej, w warunkach katalitycznego uwodornienia, otrzymano o wysokiej czystosci

i wydajnosci polimery z kwasem cholowym.
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Schemat 5. Estryfikacja Suc-PLGA-OH (fioletowy taricuch polimerowy)z kwasem cholowym. Odbezpieczenie

grupy hydroksylowej.
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Sferyczne nanoczastki o Srednich $rednicach 130-260 nm i niskiej dyspersyjnosci
(DI<0,2) uzyskano metodg nanostrgcania. Wykazano, ze rozmiar tych nanoczastek zalezy od
parametrow takich jak rodzaj rozpuszczalnika (np. aceton), szybko$¢ odparowywania oraz
stezenie polimeru. Dodatkowo, nanoczgstki te charakteryzowaty sie ujemnym potencjatem
(do -28 mV), co sprzyja ich stabilnosci koloidalnej oraz zmniejsza toksyczno$¢ w porédwnaniu
do kationowych nanoczastek.

Przyktad wykorzystania reakcji amidowania do otrzymywania polimerow
zawierajgcych kwasy zdétciowe w tancuchu gtownym przedstawili w pracy lyer
i wspotpracownicy.*? Polimer CA-PEI-FA otrzymano na drodze amidowania polietylenoiminy

(PEI) w reakcji z kwasem cholowym, co prowadzito do powstania amidu CA-PEI (schemat 6).
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Schemat 6. Otrzymywanie CA-PEl na drodze amidowania polietylenoiminy (fioletowy taricuch polimerowy)
z kwasem cholowym.

W celu zwiekszenia selektywnosci nosnika wobec komdrek nowotworowych
do wolnych grup aminowych PEI-CA przytgczono kwas foliowy. Otrzymane micele CA-PEI-FA
charakteryzowaty sie rozmiarem okoto 150 nm i dodatnim potencjatem zeta (+12 mV).
Wykazaty wysoka efektywnos¢ enkapsulacji oraz zdolnosé do kompleksowania siRNA. Badania
in vivo na myszach z nowotworem jelita grubego wykazaty, ze micele CA-PEI-FA znaczaco
hamujg wzrost nowotworu oraz wykazujg niskg toksycznosc.

Wsréd metod post-modyfikacji ciekawg alternatywe, dla klasycznych reakgji
modyfikacji konca tancucha polimerowego, stanowi praca opublikowana przez grupe Tian
(Schemat 7).}** W artykule opisano synteze supramolekularnych hiperrozgatezionych
polimerdow (SHPs) z zastosowaniem reakcji typu "click". Proces obejmowat kilka etapow:
otrzymanie alkinylowej pochodnej kwasu litocholowego w reakgcji z di(prop-2-yn-1-yl)Jaming
(LCA-DPA), sprzeganie otrzymane] pochodnej azydkowej B-cyklodekstryny LCA-(CD-N3z),,
az do reakcji otrzymywania polimeru typu AB, (LCA-(CD-PDMA);) na drodze reakcji sprzegania
grup azydkowych z grupami alkinylowymi (PBIB-PDMA). Kluczowg role w tworzeniu stabilnych
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uktadéw polimerowych odgrywaty interakcje gosc¢-gospodarz pomiedzy segmentami LA

i B-CD, ktére umozliwiaty powstawanie hiperrozgatezionej struktury supramolekularne;j.

= " MAANNS

. CD-N;-(OTs) _ PBIB-PDMA
HO™ ™~ Cu(PPhy);Br NaN; Cu(PPhy);Br
HO®

Schemat 7. Otrzymywanie polimeru LCA-(CD-PDMA): (fioletowy taricuch polimerowy) zawierajacego kwas

litocholowy w srodku faricucha gtéwnego.

Inne przyktady polimeréw zawierajgcych kwasy zdétciowe w taincuchu gtéwnym

otrzymane metodami polimeryzacji oraz post-modyfikacji przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Polimery zawierajgce pochodne kwaséw zétciowych w taricuchu gtéwnym.

Polimer V\r/:arﬁglfl Mod.BA  Formanosnika  Lek lub barwnik Mn/My, [kDa] (D) LE (%)

LC (%)

Lit.

Polimery zawierajace pochodne kwasdéw zétciowych w faricuchu gtéwnym otrzymane na drodze polimeryzacji

POLIMERYZACJA WEDtUG MECHANIZMU WZROSTU tANCUCHOWEGO (CHAIN GROWTH)

Polimeryzacja anionowa z otwarciem pierscienia (aROP)

PTMC-LCA 21,9/24,7 (1,10)

6,1/8,9 (1,50)

, . 5,0/718 (1'60)

DBU 3'OH membrany biatko 5,4/8,5 (1,60)
4,0/5,9 (1,50)

)

3,9/5,3 (1,40

PTMC-PLA-LCA

108

Polimeryzacja katalizowana metalami z otwarciem pierscienia (ROP)

5,8/10,5 (1,82)
CA-PCL Sn(Oct), 3'OH filmy - 7,3/14,3 (1,96)
9,1/16,9 (1,86)

145

POLIMERYZACJA WEGLUG MECHANIZMU WZROSTU STOPNIOWEGO (STEP GROWTH)

Poliaddycja
9,1/-(1,12) -
’ 9,5/-(1,09 -
P(LCA-TMHDA) TMHDA C30%|:| micele Amp /-(1,09) - 126
8,0/-(1,08) -

29,8/- (1,45) 29
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Polikondensacja

3’0OH 140
DCA-OEGx p-TSA COOH
Polimery zawierajace pochodne kwaséw zétciowych w taiicuchu gtéwnym otrzymane na drodze post-modyfikacji
Amidowanie
PAMAM-CA DCC, NHS COOH micele CPT -/-(-) - - 146
. PTX 147
PEG-CA TEA, NHS COOH micele DOX -/-(-) - 10-15
PAMAM-CA DCC, NHS COOH micele MTX -/-(-) - - 18
PEG-CA PTX, DID
DCC, NHS COOH micele kwas asparginowy -/-(-) - - 149,150
Boc-NH-PEG-CA i
Lizyna
FA-PEG-PAsp(DIP)-CA EDC, NHS COOH micele PTX -/-(-) - 3 151
. . 8,4/- (1,02) 77 8
PEG-pGIlu(EDA-LipA)-CA DCC, NHS COOH I DOX ’ . 130
pGlu( ipA) : micele 13,9/- (1,03) 60 6
PEG-CA-VE GamA -/9,6 (-)
PEG-VE-CA S‘F:“D /9,6 (-)
PEG-CA-Lys-VE TFA, NHS COOH micele TPL 'g’z 8 - 10-30 152
PEG-Lys-CA-VE PTX .
VP16 /9,8 ()
PEG-CA-Lys-(Lys-VE) -/10,3 (-)
PEG-LCA 99
PEG-CA-AQ 100
PEG-CA-Rh 100 153
PEG-CALCA TFA, NHS COOH telodendrymer DOX /- () 100 -
PEG-CA-Chol 100
PEG-CA-Cou 99
PEG-CA-Phe 100




PEG-CA-VE 100
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PEG-CA-C17 85
PEG-CA-Lys-AQ 100
PEG-CA-Lys-Rh 100
PEG-CA-Lys-LiCA 98
/- _ 153
PEG-CA-Lys-Chol TFA, NHS COOH telodendrymer DOX /- (-) 93
PEG-CA-Lys- Cou 100
PEG-CA-Lys- Phe 92
PEG-CA-Lys-VE 84
PEG-CA-Lys- C17 90
PEG-CA Cholanyl chloride, ., micele AmB J-() - - 154,155
TEA
CA-PEI-FA DCC, NHS COOH micele DOX -/- () 61 - 143
' SiRNA
mPEG-PAsp(AED)-CA EDC, NHS COOH micele EIA /- () - - 156
N-BOC-PBLA-CA 1,2/1,5 (1,09)
DCC, NHS COOH micele DOX-ICM - 6 157
MPEG-C=N-PAsp(MEA)-CA 3,6/4,0 (1,04)
CA-PEI
DCA-PEI DCC, NHS COOH micele pDNA -/-(-) - - 18
LCA-PEI
CA-PR EDA, TEA COOH micele DOX -/-(-) 77 14 159
DCA-PEI DCC, NHS COOH nanoczastki miRNA -/-(-) - - 160
LCA-PEG-LBA 9% 4
DCC, NHS COOH nanoczastki DOX -/-(-) o716l
PEG-LCA 92 4

LCA-PEG-LBA DCC, NHS COOH nanoczgstki - -/-(-) - - 161
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PTX 90 27
sSPEI-LCA (LAPMi) EDC, NHS COOH micele Cou -/-(-) 95 2 162
IR 780 96 2
DSPE-PEG-NH2/ICG/LAPMi EDC, NHS COOH micelles PTX -/-(-) - - 163
9
PEG-CA -/9,1 (- -
) /510) (mg/mL) 164
DIC, HOBt COOH micele PTX 36
PEG-Cys-Lys-CA -/11,2 (- 81
ys-Ly /11,2 (-) (mg/mL)
} . pDNA o ) ) 165
DCA-PEI EDC, NHS COOH nanoczastki MIiRNA /- (-)
) PTX 78 16 166
DCA-PEI EDC, NHS COOH nanoczastki SIRNA /- (-) . 3
17,3/-(-)
PAMAM-DETA-DCA DCC, HOBt COOH polipleksy pDNA 18,1/- () - - 167
20,3/-(-)
DCA-PEI /2,7 (-)
DDC/NHS CCOH nanoczastki siRNA - - 168,169
TP-DCA-PEI
PEG-PAsp(DETA)-Lys-CA HBTU, HOBt, DETA COOH nanoczgstki Andro 8,0/-(-) 69 8 170
Estryfikacja
Suc-PLGA-Chol DCC, NHS COOH nanoczastki - -/-(-) - - 142
95 9
98 9
92 17
_ , 99 17 108
PF127-LCA DCC, DMAP COOH micele sorafenib -/-(-) 97 9
95 9
87 15
96 16
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PCPP-PLA-CA MES buffer COOH nanoczastki PTX -/-(-) - - 7
Reakcje typu “click”
LCA-(CD-PDMA) Cu(.P.Ph3)3Br. COOH SHPs DOX 11,8/13,2 (1,12) 73 13 144
Merrifield resin
75
CUR
(mg/g)
64
Dex-DCA-OEG PMDETA, Cul 3’0OH micele Nystatyna -/- (- 141
: ystaty b (me/g)
12
Ryfampicyna
yiampiey (mg/g)

Skréty: AmB, amfoterycyna B; AQ, antrachinon; BOC, grupa ochronna tert-butoksykarbonylowa; C17, kwas heptadekanowy; CA, kwas cholowy; CD, B-cyklodekstryna; Chol,
cholesterol; Cou, kumaryna; CPT, kamptotecyna; DBA, dibenzylidenoaceton; DCA, kwas deoksycholowy; DCC, N,N’'-dicykloheksylokarbodiimid; DETA, dietylentriamina; DIC,
1,3-diizopropylokarbodiimid; DID, (1,10-dioktadecylo-3,3,3’,3'-tetrametyloindodikarbocjanina) w formie soli nadchloranowej; DMAP, 4-dimetyloaminopirydyna; DOX,
doksorubicyna; EDA, etylenodiamina; EDC, 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid; EIA, ester etylowy kwasu 3-indolilooctowego; FA, kwas foliowy; GamA, kwas
gambogowy; HOBt, hydroksybenzotriazol; ICG, zielen indocyjaninowa; ICM, micela sieciowana miedzywarstwowo; IR780, jodek 2-[2-[2-chloro-3-((1,3-dihydro-3,3-dimetylo-
1-propylo-2H-indol-2-ylidene)etyleno)-1-cykloheksen-1-yl]etenylo]-3,3-dimetylo-1-propylindoloniowy; LA, kwas mlekowy; LAMPI, micela tworzona przez kwas litocholowy
(LCA) sprzezony z polietylenoiming (ssPEl) za pomocg mostka disiarczkowego; LBA, kwas laktobionowy; LC, pojemnos¢ zatadowania; LCA, kwas litocholowy; LE, wydajnos¢
zatadowania; LipA, kwas liponowy; Lys, lizyna; MEA, 2-aminoetanotiol; MESS Buffer, 2-(N-morfolino)etanosulfonowy (bufor MESS); MG, grupa modyfikowana; miRNA,
mikroRNA; MTX, metotreksat; NHS, N-hydroksysukcynimid; PAMAM, poliamidoamina; Pasp(DIP), poliaspartamid N-(N’N’-diizopropyloaminoetylowy); Pasp(AED),
poliaspartamid N-(2,2'-ditiobis(etyloaminowy)); Pasp, poli(L-kwas asparaginowy); PBLA, poli(B-benzylo-L-asparaginian); PCPP, poli(bis(karboksyfenoksy)fosfazen); PDMA,
poli(metakrylan 2-(dimetyloamino)etylowy ); pDNA, DNA plazmidowe; PEG, poli(gliol etylenowy); PEI, polietylenoimina; PF127, pluronik F127; pGlu, poli(kwas L-glutaminowy);
Phe, fenyloalanina; PLA, poli(kwas mlekowy); PLGA, kopolimer poli(kwas mlekowy-co-kwas glikolowy); PR, polirotaksan; PTMC, politrimetylenoweglan; PTX, paklitaksel; Rh,
reina; siRNA, mate interferujagce RNA; ssPEl, polietylenoimina z mostkami disiarczkowymi; Suc, sacharoza; TEA, trietyloamina; TFA, kwas trifluorooctowy; TMC,

trimetylenoweglan; TMHDA, N,N,N’,N'-Tetrametyloheksametylenodiamina; TPL, triptolid; p-TSA, kwas 4-metylofenylosulfonowy ; VE, witamina E; VP16, etopozyd.
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Analizujac przedstawione w Tabeli 1 dane mozna zauwazy¢ kilka istotnych zagadnien
waznych w aspekcie projektowania i wifasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
otrzymanych uktadéw, majgcych kluczowe znaczenie dla zrozumienia mechanizmdéw
organizacji i dziatania systeméw dostarczania lekéw. Mimo to, polimery przedstawione
w tabeli wykazujg duzy potencjat biomedyczny, dzieki potwierdzonej mozliwosci tworzenia
réznorodnych form nosnikéw, takich jak micele, filmy czy nanoczastki.

Istotnym problemem w analizie porownawczej przyktadéw prezentowanych
w literaturze jest w wielu przyktadach brak danych lub niedostateczno$é kompleksowej
charakterystyki fizykochemicznej badanych polimerédw np. mas czgsteczkowych
po modyfikacjach pochodnymi kwaséw zétciowych. Informacje o masie czasteczkowej (M,
Muw) sg kluczowe do zrozumienia wtasciwosci otrzymanych uktadéw i ich wptywu na parametry
takie jak stabilnos¢, jednorodnosé, zdolno$¢ do samoorganizacji, osigganych rozmiarow
czastek/miceli oraz efektywnos$é¢ enkapsulacji i dostarczania lekéw.! Zaledwie w kilku
przypadkach przedstawionych w Tabeli 1 podano dane dotyczgce mas czgsteczkowych
i dyspersji mas otrzymanych uktadéw (D), a ich brak w wielu przypadkach lub bazowanie
na masie prekursora polimerowego uniemozliwia ocene jakosci i potencjatu uzyskanych
materiatdw. W literaturze dotyczacej systemdédw dostarczania lekéw coraz wiekszg uwage
zwraca sie na wplyw masy czasteczkowej, a w szczegdlnosci dyspersyjnosci uktadu
polimerowego na farmakokinetyke nos$nikdw.'3172173 Cho¢ nie jest to regutg, wiele uktadéw
o matej dyspersyjnosci sprzyja osigganiu optymalnego rozmiaru nosnika, tym samym
przedtuzajgc jego krazenie w krwiobiegu. Jednoczesnie zbyt duza dyspersyjno$¢ moze
prowadzi¢ do otrzymywania niejednorodnych uktadéw lub aglomeratdéw czgstek, tym samym
obnizajac jego zdolnos¢ do przechodzenia przez bariery biologiczne czy penetrowania tkanek
docelowych. Warto réwniez zwrdécié uwage na korelacje masy czgsteczkowej polimeru
zrozmiarem otrzymywanych nosnikéw. Uktady o zbyt matej lub zbyt duzej masie
czgsteczkowej mogg prowadzi¢ do otrzymania nosnikdw o rozmiarach <10 nm lub >200 nm,
co moze prowadzi¢ do wzrostu toksycznosci uktadu lub ich szybsze]j eliminacji z organizmu,
zmniejszajgc tym samym efektywnos¢ dostarczania leku. W przypadku braku tych danych
niemozliwe jest takze okreslenie wptywu modyfikacji na wtasciwosci kluczowe dla systeméw
SDDS, takich jak stabilnos¢, jednorodnosé, rozpuszczalnosé, farmakokinetyka, czy tez

toksycznosé.
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Polimery zakonczone kwasami zétciowymi (BA) wykorzystywane do tworzenia
systemdéw dostarczania lekéw (Tabela 1) to miedzy innymi: poli(glikol etylenowy) (PEG)®°?,
poliamidoamina (PAMAM)4®, polietylenoimina (PEI)!8, Pluronic F127 (PF127)%, poli(kwas
glutaminowy) (pGlu)!3°, polilaktyd (PLA)"! oraz kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego
(PLGA)'#*2, Podczas analizy wynikéw zwrdcono uwage, ze szczegdlnie popularne jest
wykorzystanie polimeréw PEG oraz jego pochodnych w uktadach z kwasami zétciowymi. PEG
wyrdznia sie wysoka hydrofilowoscig, biokompatybilnoscig oraz zdolnoscig do przedtuzania
czasu krgzenia no$nikdw w organizmie poprzez unikanie rozpoznania przez ukfad siateczkowo-
srodbtonkowy. Jednakze, pomimo tych zalet, PEG ma istotne ograniczenia, w tym ryzyko
wywotywania reakcji alergicznych i immunogennych, ktére zostaty dobrze udokumentowane
w literaturze.’#17> Zaskakuje fakt, ze w przedstawionej literaturze tak mato jest informacji
na temat alternatywnych polimerdéw, ktdre mogtyby zastgpi¢ PEG i zmniejszy¢ niepozgadane
dziatania nos$nika. Ograniczenie to wskazuje na koniecznos¢ zastosowania nowych
materiatdw, jak np. poli(kwas glutaminowy) lub poliamidoaminy, ktére mogtyby petnic
podobne funkcje przy znacznie mniejszym ryzyku wystgpienia efektéw ubocznych,

o ile poznamy ich dziatanie tak dobrze jak PEG.

1.3.3. Polimery zawierajace kwasy z6tciowe w taricuchu bocznym

Polimery zawierajgce kwasy zdétciowe w tancuchach bocznych charakteryzujg
sie obecnoscia wiecej niz jednego ugrupowania steroidowego w strukturze polimeru.
Jednostkg powtarzalng jest zazwyczaj monomer bedacy pochodng kwasu zétciowego,
zwierajgcy wigzanie podwdjne lub grupe funkcyjng ulegajgcg reakcjom polimeryzacji.
Steroidowy trzon moze by¢ podfaczony do faricucha polimerowego przez grupe hydroksylowa

przy C-3 lub grupe karboksylowg (Rysunek 9).
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Rysunek 9. Zestawienie typow i miejsc modyfikacji uktadow zawierajgcych kwas zétciowy w tancuchu bocznym.

Poza rolg naprowadzajgca, bloki polimerowe zawierajgce kwasy zdétciowe mogg
wptywaé na transport i przenikanie nosnika przez btony biologiczne.’® Wieksza liczba
jednostek powtarzalnych zawierajgcych pochodne steroidowe moze promowac
ich przenikanie przez bariery biologiczne, takie jak jelitowa bariera nabtonkowa czy bariera
krew-modzg. W tym przypadku nalezy zwrdcié szczegdlng uwage na odpowiednie dobranie
ilosci jednostek z hydrofobowym szkieletem kwasu zéfciowego, aby nie ograniczac
rozpuszczalnosci catego uktadu w wodzie.r’7-179

Podobnie jak w przypadku polimeréw zawierajgcych pochodne kwaséw zétciowych
w tancuchu gtéwnym, kwasy zétciowe mozna wtgczyé w polimerowe faricuchy boczne dwoma
metodami: poprzez polimeryzacje monomerdw zawierajgcych pochodne kwaséw zétciowych
lub przez post-modyfikacje grup funkcyjnych istniejgcych juz w tancuchach polimerowych.
W literaturze (Tabela 2), jako jedng z najczesciej stosowanych metod, wymienia
sie polimeryzacje RAFT (z ang. Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer). Metoda
ta pozwala na kontrolowanie masy czgsteczkowe;j i struktury polimeru. Poza polimeryzacja
RAFT pojawiajg sie raporty dotyczgce zastosowania polimeryzacji katalizowanej metalami
czyli polimeryzacji z metatetycznym otwarciem pierscienia (ROMP, z ang. Ring-Opening
Metathesis Polymerization), klasycznej polimeryzacji rodnikowej (RP, z ang. Radical
Polymerization) oraz polimeryzacji o mechanizmie wedtug wzrostu stopniowego -
polikondensacji.

Przyktadem zastosowania polimeryzacji RAFT jest synteza amfifilowych kopolimerow
blokowych glukozoaminy i kwasu cholowego zaprezentowana przez grupe Zhu.'®” Monomer

akrylowy kwasu cholowego (ACAEG) poddano reakcjom homopolimeryzacji w obecnosci
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inicjatora AIBN oraz czynnika przeniesienia taricucha polimeryzacji RAFT - BSPA (kwas 3-
benzylosulfanylotiokarbonylosulfanylopropionowy), uzyskujac uktady o réznych dtugosciach

tancucha. Synteza PACAEG zostata przedstawiona na Schemacie 8.
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Schemat 8. Polimeryzacja RAFT monomeru zawierajgcego pochodng kwasu cholowego.

PACAEG postuzyt dalej jako makroczynnik do kopolimeryzacji z monomerem
glukozaminowym (PACAEG-b-PAGA) (Tabela 2). Otrzymane uktfady homopolimerowe
osiggnety srednie masy czasteczkowe (M,) w zakresie od 6-10 kDA i wspdiczynnik
dyspersyjnosci (P) w przedziale 1,17-1,25. Uktady kopolimerowe charakteryzowaty
sie wartos$ciami M,od 23 do 33 kDA i D w zakresie 1,28-1,46. Powstate kopolimery wykazywaty
zdolnos$¢ do samoorganizacji w wodzie, tworzgc sferyczne micele o srednicach od 50 do 70
nm, w zaleznosci od dtugosci blokdéw. Testy enkapsulacji wykazaty, ze micele mogg znacznie
zwiekszac rozpuszczalnos$é hydrofobowych zwigzkéw, takich jak czerwien nilowa i paklitaksel
w roztworach wodnych (nawet dziesieciokrotny wzrost paklitakselu w koniugatatach typu
nos$nik-paklitaksel wzgledem wolnego leku).

Otrzymanie uktadu zawierajgcego pochodne kwasdw zétciowych metodg klasycznej
polimeryzacji rodnikowej przedstawili Jiang i wspétpracownicy.'®® Ester kwasu
p-winylobenzoesowego i kwasu cholowego (z zabezpieczong estrem metylowym grupg
karboksylowg) poddano polimeryzacji w obecnosci AIBN (Schemat 9). Otrzymano polimer

PVBCA o sredniej masie czgsteczkowej 15,7 kDa.
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Schemat 9. Otrzymywanie polimeru PVBCA zawierajgcego czasteczki kwasu cholowego w taricuchu bocznym.

PVBCA poddano nastepnie hydrolizie w srodowisku zasadowym, w celu odblokowania
grupy karboksylowej. Usuniecie grupy metylowej znaczaco zwiekszyto hydrofilowosé
polimeru, co potwierdzono pomiarem kata zwilzania (zmiana wartosci z 52° do 35,8°). PVBCA
zostato dalej wykorzystane do funkcjonalizacji nanoczgstek PLGA w procesie emulgacji
z odparowywaniem rozpuszczalnika. Uzyskano nanoczastki PLGA pokryte polimerem
zwierajgcym pochodne kwasu cholowego. Otrzymane nanoczgstki miaty srednice 113-116 nm,
ujemny potencjat zeta (do -20,2 mV) oraz zwiekszong hydrofilowos¢ wzgledem prekursora
(PLGA). Testy wchtaniania komodrkowego przeprowadzone na liniach komodrkowych
watrobowokomorkowego raka (SMMC-7721) wykazaty, ze nanoczagstki pokryte PVBCA
absorbowaty sie do 2,8 razy lepiej, w poréwnaniu do niezmodyfikowanych nanoczgstek PLGA.

Zastosowanie metatetycznej polimeryzazcji z otwarciem pierscienia (ROMP)
do otrzymywania ukfadéw z kwasami zoétciowymi w tancuchach bocznych przedstawili
w swojej pracy Jia i Zhu.'®' Przeprowadzili oni reakcje otrzymywania blokowych
oraz statystycznych kopolimeréw kwasu cholowego modyfikowanych amidem kwasu
norborneno-2-karboksylowego (NMCQ) z poli(estrem bis(tetraetyleno-
glikolomonometylowym)) (PNPEG) w obecnosci katalizatora Grubbsa trzeciej generacji
(Schemat 10). Otrzymane uktady PNPEG-b-PNCA oraz statystyczne charakteryzowaty
sie srednimi masami czgsteczkowymi od 26 kDa do 30 kDa i dyspersyjnoscia (D) w zakresie

1,08-1,24.
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Schemat 10. Synteza PNPEG-b-PNCA metodg polimeryzacji ROMP.

Wsréd metod post-modyfikacji najczesciej raportowanymi metodami stosowanymi
do otrzymywaniu polimeréw z kwasami zétciowymi w taricuchach bocznych byty estryfikacja
oraz amidowanie. W literaturze wystepujg dwa warianty estryfikacji z udziatem kwasow
26tciowych: (1) w ktérych reakcja przebiega z udziatem grupy karboksylowej znajdujgcej sie
w tancuchu polimerowym z grupg hydroksylowg w pozycji C-3 kwasu z6tciowego, oraz (2)
w ktdrej to grupa karboksylowa kwasu zétciowego poddawana jest reakcji z grupa
hydroksylowg tancucha polimerowego.

Reakcja grupy hydroksyslowej w pozycji C-3 kwasu zdétciowego z grupami
karboksylowymi polimeru zostata przedstawiona w pracy grupy Yu Huanga.'®? Amfifilowe
koniugaty kwasu hialuronowego (HA), kwasu deoksycholowego (DCA) oraz histydyny (His)
zostaty zsyntezowane w celu uzyskania uktadéw wrazliwych na pH. Pierwszym etapem pracy
byta synteza pochodnej kwasu zdétciowego DCA-His-Trt, ktdérg otrzymano na drodze
amidowania kwasu deoksycholowego z histydyng zabezpieczong grupg trifenylometylowa.
Nastepnie, uzyskang pochodng z wolnymi grupami hydroksylowymi (DCA-His-Trt) poddano
reakcji z grupami karboksylowymi kwasu hialuronowego (HA). Sposdb otrzymywania HA-DCA-

His-Trt przedstawiono na Schemacie 11.
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Schemat 11. Modyfikacja kwasu hialuronowego (fioletowy taricuch polimerowy) pochodng DCA-His-Trt.

Koricowy produkt HA-DOCA-His charakteryzowat sie stopniem podstawienia His
na poziomie 16,7% oraz DOCA na poziomie 19,2%. Ulegat on samoorganizacji w wodazie,
tworzac micele o srednich srednicach od 184 do 237 nm. Badania zmian wielkosci czastek
i potencjatu zeta przy réznych wartosciach pH pokazaty, ze micele sg stabilne w pH 7,4, ale
przy pH ponizej 6,0 protonacja pierscienia imidazolowego prowadzita do rozpadu
otrzymanych struktur. Testy enkapsulacji wykazaty, ze micele te moga efektywnie
enkapsulowac¢ paklitaksel (PTX) z wydajnoscig enkapsulacji (LE, z ang. loading efficiency)
na poziomie 91% (w/w) oraz zawartoscig leku (LC, z ang. loading capacity) do 19% (w/w).

Przyktad reakcji grupy karboksylowej kwasu deoksycholowego (DCA) z grupami
hydroksylowymi polisacharydu - dekstranu (Dex) przedstawita grupa Kim.'%3 Koniugaty
DexDCA otrzymano poprzez reakcje estryfikacji, w ktorej grupy karboksylowe DCA
aktywowano za pomocg DCC/DMAP w bezwodnym DMSO, a nastepnie sprzegnieto z wolnymi
grupami hydroksylowymi dekstranu (Mn = 38,9 kDa) (Schemat 12).
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Schemat 12. Reakcja estryfikacji kwasu deoksycholowego z dekstranem (fioletowy taricuch polimerowy).

Otrzymane produkty oczyszczono przez dialize i liofilizacje, co pozwolito uzyskaé
koniugaty o réznych stopniach podstawienia (DS, z ang. drug substitution) w zakresie od 4,1%
do 15,6%, w zaleznosci od molowego stosunku DCA do Dex. Powstate koniugaty ulegaty
samoorganizacji w wodzie tworzgc obiekty o rozmiarach od 70 do 150 nm, w zaleznosci od DS
steroidu. Nanoczgstki wykazywaty monomodalny rozktad wielkosci oraz dodatni potencjat
zeta, ktdrego wartos¢ wzrastata wraz ze wzrostem kwasu cholowego w uktadzie. Efektywnos¢
enkapsulacji (LE) adriamycyny (ADR) wynosita od 58% do 86%, a rzeczywista zawartosc leku
(LC) w nanoczgstkach wynosita od 13% do 30% (w/w), a wartosci wzrastaty wraz ze wzrostem
stopnia podstawienia dekstranu czgsteczkami kwasu cholowego.

Przyktadem zastosowania reakcji amidowania do otrzymywania uktadow
zawierajgcych pochodne kwaséw zétciowych w taincuchu bocznym polimeru s badania
przedstawione w pracy Zhanga i wspdtpracowikéw.®* Przedmiotem pracy byto otrzymanie
amfifilowych koniugatéw chitozanu (CS), kwasu deoksycholowego (DCA), poli(glikolu
etylenowego) (PEG) oraz kwasu foliowego (FA) jako polimerowych nosnikéw do terapii
przeciwnowotworowej. W pierwszym etapie, grupy aminowe chitozanu (CS) poddano reakcji
z grupami karboksylowymi DCA. Reakcje prowadzono w roztworze wodnym w obecnosci

EDC/NHS otrzymujac uktad CS-DCA (Schemat 13).
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Schemat 13. Synteza CS-DCA w reakcji amidowania grupy karboksylowej kwasu deoksycholowego z grupami

aminowymi chitozanu (fioletowy taricuch polimerowy).

Nastepnie, powstaty CS-DCA zostat sprzezony z PEG za pomocg formaldehydu
w Srodowisku kwasu mréowkowego, co prowadzito do uzyskania koniugatu CS-DCA-PEG.
Ostatecznie, wolne grupy aminowe koniugatu CS-DCA-PEG zostaty potgczone z kwasem
foliowym w reakcji amidowania w obecnosci EDC w $rodowisku bezwodnego DMSO.
Nanoczgstki CS-DCA-PEG-FA byty sferyczne, o srednicach okoto 200 nm i waskim rozktadzie
wielkosci. Wydajnoscig enkapsulacji (LE) doksorubicyny w tych czastkach wynosita 33%,
a zawartosé leku (LC) byta na poziomie 30% (w/w).

Inne przykfady polimeréw zawierajacych kwasy zéfciowe w fancuchu bocznym

otrzymane metodami polimeryzacji oraz post-modyfikacji przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2. Polimery zawierajgce kwasy zo6tciowe w taricuchu bocznym

Polimer

Warunki
reakcji

Mod. BA

Forma nosnika

Lek lub barwnik

Mn/Mw [kDa] (D)

LE (%)

LC (%)

Lit.

Polimery zawierajace pochodne kwasow zétciowych w tancuchu bocznym otrzymane na drodze polimeryzacji

POLIMERYZACJA - MECHANIZM WEGLUG WZROSTU tANCUCHOWEGO (CHAIN GROWTH)

Polimeryzacja rodnikowa - Polimeryzacja z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem taricucha (RAFT)

PACAEG

PACAEG-b-PAGA

AIBN, BSPA

COOH

Czerwien

micele .
Nilowa

6,7/- (1,17)
9,0/- (1,25)

23,7/- (1,28
28,8/- (1,36

107

PMGa-b-P(ADA-MCA)

CP (CTA),
AIBN

COOH

Czerwien

micele .
Nilowa

46,0/- (1,16

)
)
32,9/- (1,46)
)
47,0/- (1,17)

90

23 (mg/g)

84

32 (mg/g)

185

PMAECA

PMAECA-b-PMAECA

P(MAECA-co-DMAEMA)

P(MAECA-co-PEGMA)

AIBN, CTP

COOH

Czerwien

nanoczastki .
a Nilowa

6,5/- (1,14)

41,0/- (1,48)

11,0/- (1,20
10,8/- (1,48
14,9/- (1,29
20,5/- (1,33
27,7/- (1,30
31,4/- (1,30

20,3/- (1,20
21,8/- (1,25
25,4/- (1,26
27,9/- (1,28

)
)
)
)
)
)
17,0/- (1,10)
)
)
)
)
32,2/-(1,26)

186




Polimeryzacja rodnikowa - Klasyczna polimeryzacja rodnikowa (dawniej wolnorodnikowa)

PVBCA 15,7/- (-) 150

PVBCA-PLGA AIBN 3'0OH nanoczastki Cou-6 ] ] ]

86,4/- (2,49)
109,2/- (2,62)
99,3/- (2,63)
071,3/- (2,67) .

PNIPAAM-AECA

AIBN COOH - - - - -
00 104,3/- (2,68)

110,4/- (2,71)
95,6/- (2,94)
71,0/- (2,38)

PNIPAAM-MECA

Polimeryzacja katalizowana metalami - Polimeryzacja metatetyczna z otwarciem pierscienia (ROMP)

PNPEG-b-PNMC Kat. Czerwien 28,4/- (1,17) 22 (mg/L) 162

P(NPEG-r-NMC) Grubbsa 3'0H micele Nilowa 29,6/ (1,24) ) ) 8 (mg/L)

POLIMERYZACJA - MECHANIZM WEGLUG WZROSTU STOPNIOWEGO (STEP GROWTH)

JeIZPZOY

Polikondensacja

PU-CA-PEG 3'0OH & 53,4/-(1,83) 188

SSl

TEA PPR -CD - - -
PU-LCA-PEG COOH B-C 40,7/ (1,53)

Polimery zawierajcie pochodne kwaséw zétciowych w taricuchu bocznym otrzymane w wyniku post-modyfikacji

Amidowanie

PGED-CA EDC, NHS COOH nanoczastki pDNA -/-(-) - - - 1o
CA-SCTS EDC, NHS COOH micele DOX 47,1/20,7 (2,27) 5,1 47 11 189
HPTA-CS-CA EDC, NHS COOH nanoczastki DOX -/- () 2,2-3,9 62-84 8-12 190
PEG-P(Asp-DIP)-P(Lys-CA) ,
EDC, NHS COOH | FDA -/- (- - - - 191
MNP-PEG-P(Asp-DIP)-P(Lys-CA) micele /- ()

CMCA EDC, NHS, . 4,0-12,7 1o

GACMCA TEMED COOH nanoczastki SRB /-(-) 4165
P(PAP-HA-SS-LCA) EDC, NHS COOH SNEDDS TMX -/-(5) - - - 193

CS-LCA-TM EDC, NHS COOH micele - - 22000 (1,40) 2,66 - - 194
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PEC-DCA EDC, NHS COOH micele SF -/-(-) 33,00 26-99 - 195
HA-SS-DCA EDC, NHS COOH micele PTX -/-(-) 3,1-10,1 67-93 27-34 158,159
83 (A)
PLL-DCA 83 (8)
HOBt, EDC, ) PTX (A) 89 (A) 198
TPGS-PLL-DCA DIPEA COOH liposomy SF (B) -/-(-) 10,87 83 (8) -
83 (A)
HA-TPGS-PLL-DCA 85 (8)
FA-CS-DCA EDC, NHS COOH micele PTX -/-(-) 15,8 81 9 199
_ 9,5 43 12 200
P(HEP-DCA-CYS) DIC, NHS COOH micele DOX /-(-) 17,4 =8 15
Dex-55-DCA EDC, NHS COOH micele DOX -/-(-) 5,0 29-46 4-5 201
P(CS-ADH-DCA) E?Efwl\égs' COOH nanoczastki DTX -/-(-) 3,00 31-45 3-15 202
PEG-pBT-DCA DCC, NHS COOH polipleksy FA -/-(-) 6,0-28,0 - - 203
mPEG-CS-DCA HOBt, NaOH  COOH micele MTC -/-(-) 67,0 56 24 204
CS-DCA-mPEG-FA EDC, NHS COOH nanoczastki DOX -/-(-) - 30 - 184
DOX (A) 10 (A) 10 (A)
MPEG-b-PLGA-b-PLL/DCA TEA, NHS COOH nanoczastki PTX (B) -/-(-) - 42 (B) 2 (B) 205
DOX/PTX (C) 85/45(C) 9/2 (C)
DCA-HBC EDC, NHS COOH nanoczastki DOX -/-(-) 5,2 44 6 206
5b-CA mod. glycol chitosan EDC, NHS COOH micele PTX -/-(-) - 59 12 207
CMD-SS-LCA 4,2 75 7
EDC, NH H ki DOX -/- (- . 208
CMD-g-LCA C, NHS Coo nanoczastki o /- (-) 33 73 7
Estryfikacja
___TO0C 52-73 10-15
HA-CA TEA, DMAP COOH micele CUR -/12.3 (1,50) 5,4-18,3 80-823 3-4 129
CoQ10 38-68 5-9
mPEG-HA(DCA)-NAC EDC, NHS COOH micele PTX -/-(-) - 74 16 209
PUL-g-DCA-g-PEI EDC, DMAP  COOH micele DOX -/-(-) - 84 8 210
HA-DCA , _ 19,2 91 19 152
A DCA S EDC, NHS 3'0OH micele PTX /-(-) 16,7 o1 19
CURD-DCA EDC, NHS COOH nanoczastki DOX -/-(-) 1,6-5,0 65-77 4-15 175,176
mPEG-St-DCA EDC, NHS COOH micele DOX -/-(-) 13,1 0-51 2-16 213
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DEX-DCA DCC, DMAP  COOH nanoczastki ATRA -/-(-) 4,1-15,6 64-85 7-14 214

DEX-DCA DCC, DMAP  COOH nanoczastki ADR -/-(-) 4,1-15,6 58-86 - 183

DEX-DCA-CACOONa-EPC-PLGA DCC, DMAP  COOH nanoczastki RIV -/-(-) 1,2-6,5 63-92 - 215
DEX-CACOONa DCC, DMAP 3'0OH micele - -/-(-) - - - 139,180

St-DCA EDC, NHS COOH nanoczgstki - -/-(-) 5,4-8,9 - - 27

HES-DCA DCC, NHS COOH nanoczastki Morin -/-(-) - 17 - 218

Skréty: ADH, dihydrazyna kwasu adypinowego; AGA, akryloiloglukozamina; AIBN, azo-bis(izobutyronitryl); Andro, andrografolid; ATRA, kwas all-trans retinowy; BSPA, kwas
benzylosulfanylotio-karbonylosulfanylopropionowy; CA, kwas cholowy; CACOONa, cholan sodu; CAEG, 3a,7a,12a-trihydroksy-5B-cholan-24-anion 2'-hydroksyetylowy; CMCA,
karboksymetylowany chitozan modyfikowany kwasem cholowym; CMD, karboksymetylowany dekstran; CoQ10, koenzym Q10; Cou-6, kumaryna-6; CP, kwas 4-cjano-4-
[(etylosulfanylotiokarbonylo)sulfanylo]pentanowy, CS, chitozan; CUR, kurkumina; CURD, kurdlan; CYS, cysteina; DCC, N,N’-dicykloheksylokarbodiimid; DETA, dietylentriamina;
DEX, dekstran; DIC, 1,3-diizopropylokarbodiimid; DIPEA, N,N-diizopropyloetyloamina; DMAP, 4-dimetyloaminopirydyna; DOP, dopamina; DOX, doksorubicyna; DS, stopien
podstawienia; DTX, docetaksel; EDC, 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid; EPC, L-a-fosfatydylocholina; FA, kwas foliowy; FDA, fluorescencyjny analog paklitakselu;
GA, kwas glicyretynowy; HA, kwas hialuronowy; HBC, chitozan hydroksybutylowany; HBTU, heksafluorofosforan N,N,N’,N’-tetrametylo-O-(1H-benzotriazol-1-ylo)uroniowy;
HEP, heparyna; HES, skrobia hydroksyetylowana; HIS, histydyna; HOBt, hydroksybenzotriazol; HPTA, chlorek N-(2-hydroksy)propylo-3-trimetylamoniowy chitozanu; LC,
pojemnos¢ zatadowania; LCA, kwas litocholowy; LE, wydajno$¢ zatadowania; Lys, lizyna; MCA, metakrylan PEGylowanego kwasu cholowego; MF, N-metyloformamid; MG,
grupa modyfikowana; MGa, 6-O-metakryloilo-1,2,3,4-di-O-izopropylidyno-D-galaktopiranoza; Morin, moryna; MTC, mitomycyna C; NAC, N-acetylo-L-cysteina; NHS, N-
hydroksysukcynimid; NPA, akrylan p-nitrofenylu; PACAEG, akrylan poli(2’-hydroksyetylo-3a,7a,12a-trihydroksy-5B-cholan-24-anionu); PAGA, poli(kwas 2-
akryloamidoglikolowy); PAP, papaina; Pasp(DIP), poliaspartamid N-(N’,N’-diizopropyloaminoetylowy); pBT, bioreredukowalny kationowy poliuretan z pierwszorzedowymi
grupami aminowymi w tancuchu bocznym; pDNA, DNA plazmidowe; PEC, pektyna; PEG, poli(glikol etylenowy); PEI, polietylenoimina; PGED, poli(metakrylan glicydylu)
funkcjonalizowany etylenodiaming; PLG, poli(kwas L-glutaminowy); PLGA, poli(kwas mlekowy-co-kwas glikolowy); PLL, polilizyna; PMDETA, pentametylodietylenotriamina;
PN, polinorbornen; PNMC, polimer norbornenowy oparty na kwasie cholowym; PTX, paklitaksel; PUL, pullulan; PVBCA, poli-[3-(4-winylbenzoesan)-7,12-dihydroksy-5-cholan-
24-owy]; RIV, rywastygmina; SCTS, sulfatowany chitozan modyfikowany hydrofobowo; SF, sorafenib; SNEDDS, samonanoemulgujacy system dostarczania lekéw; MNP,
nanoczastki magnetyczne tlenkéw zelaza; SRB, sulforodamina B; St, skrobia; TEA, trietyloamina; TEMED, N,N,N’,N-tetrametyloetylenodiamina; TMX, tamoksifen; TOC,
tokoferol; TPGS, bursztynian D-a-tokoferylu-PEG 1000; VBCA, kwas 3-(4-winylobenzoesano)-7,12-dihydroksy-5-cholan-24-owy.
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Analizujac przedstawione w Tabeli 2 wyniki, mozna zauwazyé pewne podobienstwa
do uktadéw omawianych w poprzednim podrozdziale, w szczegdlnosci wyzwania zwigzane
charakterystyka fizykochemiczng. Problemy takie jak brak danych o masach czgsteczkowych,
dyspersji mas (D) oraz ich wptywie na kluczowe wtasciwosci uktadéw pozostajg aktualne
rowniez w tej grupie polimeréw. Jednoczesnie struktura uktaddw zawierajgcych kwasy
26fciowe w tancuchu bocznym wprowadza dodatkowy stopien ztozonosci, co znaczgco
komplikuje charakterystyke oraz wtasciwosci systemdw DDS.

Uktady o bardziej ztozonej strukturze zawierajace polimery z grupami kwaséw
26fciowych w tancuchach bocznych, ze wzgledu na obecnos¢ wiekszej ilosci wolnych grup
funkcyjnych charakteryzujg sie wiekszymi mozliwosciami dostosowywania wtasciwosci
fizykochemicznych, determinujgc tym samym parametry takie jak zdolnos¢ enkapsulacji lekow
czy stabilno$¢ w $rodowisku biologicznym.?® W uktadach z tfaficuchami bocznymi
zawierajgcymi pochodne kwasdéw zétciowych mozliwos$¢ wystepowania réznic w budowie oraz
w wydajnosci modyfikacji (szczegdlnie w przypadku metod post-polimeryzacyjnych)
dodatkowo komplikuje ich optymalizacje. Moze to prowadzi¢ do duzej zmiennosci wynikéw,
tym samym stwarzajgc nowy problem - problem z ich odtwarzalnoscig. Chociaz w teorii
struktury te oferujg znaczne mozliwosci w zakresie: oddziatywania z matrycg biologiczna,
modyfikacji biologicznie aktywnymi substancjami i kontrolowanego ich uwalniania, brak
danych o ich organizacji, stabilnosci, degradacji i zachowaniu w warunkach fizjologicznych
wprowadza powazne ograniczenia w ich zastosowaniu. W celu praktycznego zastosowania
opisywanych w tabelach uktadéw konieczne jest prowadzenie badan majgcych na celu nie
tylko okreslenie wtasciwosci cytotoksycznych nosnikdw, ale poznanie i okreslenie interakcji
zachodzacych pomiedzy poszczegdlnymi elementami nosnika a matryca biologiczng. Ponadto,
struktury tego typu mogg by¢ trudniejsze w skalowaniu produkcyjnym i bardziej podatne
na zmiany warunkéw S$rodowiskowych, takich jak temperatura czy wilgotno$é.220:221
W szczegdlnosci systemy wielosktadnikowe, ktére tgczg rézne polimery i zwigzki biologicznie
czynne, mogq wymagacé precyzyjnego monitorowania podczas produkcji i przechowywania,
aby zapewni¢ jednorodnos¢ finalnego produktu. Jednoczesnie ztozonos¢ tych uktadéw moze
rowniez prowadzi¢ do probleméw z rejestracjg i akceptacjg przez organy regulacyjne, ktore
wymagajg wyczerpujgcej charakterystyki chemicznej, fizycznej i biologicznej.

Analizujg wyniki zestawione w Tabeli 1 oraz Tabeli 2 zauwazono nie tylko brak

spdjnosci w podejsciu do charakterystyki fizykochemicznej otrzymywanych uktadéw, ale
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rowniez w samej koncepcji badan. Pordéwnanie polimerowych nosnikédw lekéw
modyfikowanych kwasami zétciowymi jest szczegdlnie trudne ze wzgledu na znaczgce rdznice
w ich strukturze i formulacji. Kluczowa role odgrywa rodzaj kwasu zétciowego wbudowanego
w strukture polimeru lub koniugatu, poniewaz réznice w ilosciach grup funkcyjnych i miejscu
w szkielecie weglowym wptywajg na witasciwosci nosnika. Na przyktad kwasy zdtciowe
pierwotne, takie jak kwas cholowy, zawierajg grupy hydroksylowe w okreslonym uktadzie
przestrzennym, podczas gdy kwasy wtérne, jak kwas deoksycholowy, majg ich mniej,
co zmienia ich amfifilowos¢ i zdolnos¢ do interakcji. Te rdznice strukturalne majg istotny
wptyw na zdolnos$¢ do tworzenia miceli, efektywno$¢é wigzania lekdw oraz biodostepnos¢.???

Dodatkowo réznorodnos¢ struktury przestrzennej systemdéw dostarczania lekow
wprowadza kolejny poziom ztozonosci. Polimerowe nosniki mogg mie¢ formy nanoczastek,
miceli, poliplekséw, liposomdw, tworzy¢ state dyspersje (PPR) lub systemy
samonanoemulgujgce (SNEDDS).2?®> Kazda z tych formulacji rdini sie pod wzgledem
strukturalnym, stabilnosci oraz mechanizméw uwalniania leku. Na przyktad nanoczastki
umozliwiajg kontrolowane uwalnianie lekéw, jednak ich stabilnos¢ moze ulega¢ zmianom
na skutek proceséw, takich jak uwolnienie, bgdz hydroliza substancji aktywnej lub ligandu
naprowadzajgcego, wptywajgc tym samym na zmiany w strukturze nosnika. Uktady micelarne
poprawiajg rozpuszczalnos¢ stabo rozpuszczalnych lekéw, lecz czesto ulegajg szybkiemu
rozpadowi in vivo. Z kolei SNEDDS zwiekszajg biodostepnos¢ lekéw podawanych doustnie
poprzez spontaniczng nanoemulsyfikacje w srodowisku przewodu pokarmowego. Polipleksy,
ze wzgledu na zdolno$¢ do kompleksowania kwaséw nukleinowych, wykorzystywane
sg gtdwnie w terapii genowej jako nos$niki materiatu genetycznego.??3-2%°

W przedstawionych systemach enkapsulowane sg rézne substancje czynne, w réznych
stezeniach, co dodatkowo utrudnia wycigganie spdjnych wnioskdw na inteligentnych
systemow dostarczania lekéw (SDDS) zawierajgcych kwasy z6tciowe. Réznice w efektywnosci
zatadunku leku, kinetyce jego uwalniania oraz interakcjach z mikrosrodowiskiem biologicznym
sprawiaja, ze bezposrednie porédwnania sg niemozliwe. Chociaz parametry fizykochemiczne,
takie jak masa czgsteczkowa, dyspersja i potencjat zeta, dostarczajg podstawowych informacji
o koniugacie nosnik-lek, to wtasnie cechy strukturalne i organizacyjne tych systemoéw
w najwiekszym stopniu determinujg ich wtasciwosci i potencjat terapeutyczny. Z tego powodu
optymalizacja i porédwnanie polimerowych nos$nikéw lekdéw nie powinny skupiac sie wytgcznie

na ich skfadzie chemicznym, ale réwniez uwzgledniaé hierarchiczng strukture, zdolnos$é
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do samoorganizacji oraz specyficzne interakcje nosnika z lekiem ze sktadnikami w okreslonym

srodowisku biologicznym.

1.3.4. Polimery typu ,meduza” zawierajgce w rdzeniu kwasy zéfciowe

Polimery oparte na kwasach zéfciowych bedacych rdzeniem stanowig przyktad
polimeréw rozgatezionych. Cho¢ w literaturze naukowej czesto okreslane s3 mianem
»polimeréw gwiazdzistych” (z ang. star-shaped polymers), termin ten jest nieprecyzyjny
i moze prowadzi¢ do nieporozumien. Analizujgc uproszczony, dwuwymiarowy wzoér
strukturalny takiego uktadu, jego ksztatt moze rzeczywiscie przypomina¢ gwiazde. Jednak
przestrzenny model pokazuje, ze hydrofobowy szkielet kwasu zétciowego jest usytuowany
w gornej czesci uktadu (Rysunek 10). Polimerowe ramiona, wychodzgce z reaktywnych grup
funkcyjnych skierowane sg ku dotowi, co w wiekszym stopniu przypomina strukture meduzy

niz gwiazdy. Dlatego tez w niniejszej pracy, do tego typu uktadéw stosowane bedzie pojecie

polimery typu ,,meduza”.
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Rysunek 10. Strukturalne uzasadnienie wprowadzenia okreslenia polimery typu ,meduza”.

Ten trzeci rodzaj omawianych w tej pracy uktadéw skfada sie z rdzenia i kilku
(co najmniej trzech) promieniscie rozchodzgcych sie z niego taricuchéw polimerowych. Kwas
cholowy ze wzgledu na obecnos¢ az 3 reaktywnych grup hydroksylowych oraz wolnej grupy
karboksylowej stanowi popularny w literaturze zwigzek modelowy stosowany jako rdzen.
Z perspektywy stereochemicznej kluczowym elementem jest konfiguracja i orientacja
przestrzenna hydrofobowego triterpenowego rdzenia kwasu zdtciowego, ktory jest
zbudowany z uktadu pierscieni w konfiguracji cis/trans (zaleznie od pozycji pierscieni).
Funkcjonalizacja w grup hydroksylowych w pozycjach 3 i 7 oraz 12 determinuje przestrzenny

uktad ramion polimerowych, ktére odchylajg sie od rdzenia w sposdb anizotropowy. Taka
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orientacja przestrzenna, wspierana przez wtasciwosci amfifilowe wynikajace z podziatu
na domeny hydrofobowe i hydrofilowe, stanowi ceche charakterystyczng tych ukfadoéw,
odrdzniajac je od klasycznych ,,polimerdw gwiazdzistych”. Stosujgc terminologie analogicznie
wystepujgcg w opisach polimeréw gwiazdzistych, réwniez wsrdéd uktadéw typu ,,meduza”
mozemy wyrdzni¢ dwa rodzaje - ,homoarm” oraz ,miktoarm”. Uktady homoarm
sq to polimery w ktérych ramiona polimeréw zbudowane s3 z merédw jednego typu,
a ich dtugosé¢ jest jednakowa dla kazdego ramienia wychodzacego z czgsteczki rdzenia.
Miktoarm, sg to uktady w ktdrych ramiona rdéznig sie budowg chemiczng lub dtugoscia

taficuchdw polimerowych w obrebie jednego rdzenia.?2°
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Rysunek 11. Zestawienie typow i miejsc modyfikacji uktadéw typu ,meduza” zawierajgcych kwas zé6tciowy jako

rdzen.

Istniejg dwie gtdéwne strategie syntezy polimeréw typu ,meduza”, rdznigce
sie kolejnoscig tworzenia rdzenia i ramion gwiazdy.??%22” W metodzie ,najpierw rdzen”, maty,
wielofunkcyjny rdzen stuzy jako punkt wyjscia (moze by¢ makroinicjatorem
lub makroprekursorem polimeryzacji), do ktérego w trakcie polimeryzacji przytaczane
sg monomery, tworzgc ramiona. Z perspektywy syntetycznej drugg strategie mozna okresli¢

jako ,,sprzeganie z” i opiera sie ona metodach post-polimeryzacyjnych, w ktérych gotowe,
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zdefiniowane polimery liniowe z reaktywnymi grupami kofncowymi sg tgczone z rdzeniem
za pomocg wolnych grup funkcyjnych. W przypadku polimeréw nawiercajacych kwasy
z6tciowe nie odnotowano przyktaddéw zastosowania tej strategii w literaturze, co moze

wynika¢ na przyktad z przeszkdd sferycznych.
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Rysunek 12. Mozliwe metody syntezy polimeréw typu ,meduza”.

Dominujacg technikg stosowang do otrzymywania uktadéw polimerowych typu
,meduza” jest polimeryzacja z otwarciem pierscienia (ROP).228 Kwas z6tciowy petni w nich role
inicjatora polimeryzacji. Bardzo czesto homopolimerowe systemy typu ,meduza” celem
dalszej funkcjonalizacji otrzymanych uktadéw poddaje sie kolejnym polimeryzacjom inng
technika, np.: ATRP (Schemat 14, Tabela 3).11?

Jednym z przyktaddw tworzenia struktur tego typu jest synteza przedstawiona przez
Guo i wspotpracownikéw.'? Pierwszym krokiem byto otrzymanie polimeru ,homoarm”
metody polimeryzacji z otwarciem pierscienia z zastosowaniem kwasu cholowego jako
inicjatora oraz kaprolaktonu jako monomeru (CA-(PCL)3). Nastepnie otrzymany uktad
tréjramiennego makroinicjatora CA-(PCL)s poddano polimeryzacji ATRP budujgc w ten sposéb
dodatkowe bloki polimerowe poli(2-(dietyloamino)metakrylanu etylu) (PDEAEMA) oraz
poli(metakrylanu poli(glikolu etylenowego)) (PPEGMA). Uzyskano amfifilowe kopolimery
blokowe (CA-(PCL-b-PDEAEMA-b-PPEGMA)3) przedstawione na Schemacie 14.
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Schemat 14. Synteza CA-(PCL-b-PDEAEMA-b-PPEGMA)s.

Tréjramienne kopolimery blokowe ulegaty samoorganizacji w wodzie, tworzgc micele.
W micelach zenkapsulowano paklitaksel (PTX) z wydajnoscig ~30% masowych. Ukfady lek-
nos$nik byty stabilne przy pH 7,4 i wykazywaty pH-zalezne uwalnianie PTX. Kwasne
mikrosrodowisko guza, wynikajgce z intensywnej glikolizy tlenowej i produkcji kwasu
mlekowego, stanowi kluczowy czynnik sprzyjajgcy zastosowaniu systeméw dostarczania
lekéw wrazliwych na pH. Polimery blokowe oparte na kwasie cholowym charakteryzowaty
sie wysokg biokompatybilnoscia.

Innym przyktadem polimeru typu ,meduza” o uktadzie ,homoarm” jest produkt
syntezy opublikowane] przez grupe Zhu.??° Polimerowe ramiona zsyntezowano metodg
polimeryzacji anionowej z otwarciem pierScienia epoksydu. Inicjatorem bytg pochodna
etanoloaminowa kwasu cholowego. Powstat ukfad o strukturze czteroramiennej z rdzeniem

cholanowym, o takiej samej budowie wszystkich taricuchéw polimerowych (Schemat 15).
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Schemat 15. Synteza CA-(PAGE-b-PEG)a.

Otrzymane zwigzki w dalszym etapie poddano modyfikacji z kwasem
3-merkaptopropionowym CA-(PAGE-COOH-b-PEG)s. Polimer CA-(PAGE-b-PEG)s miat mase
molowag ok. 8,4 kDa i dyspersyjnos¢ 1,13 (D). Otrzymane polimery tworzyly w wodzie stabilne,
sferyczne micele o srednicach od 27 do 62 nm. Micele CA-(PAGE-COOH-b-PEG), wykazaty
wiekszg stabilnos¢ w srodowisku wodnym, co przypisano obecnosci grup karboksylowych.
Potencjat zeta tych struktur wynosit od -39 mV dla CA-(PAGE-b-PEG),
do -17,4 mV - CA-(PAGE-COOH-b-PEG)4+DOX. Testy enkapsulacji wykazaty, ze nanoczastki
z grupami karboksylowymi (CA-(PAGE-COOH-b-PEG)s) umozliwiajg wyzsze zatadowanie
doksorubicyng (14% w/w) w porédwnaniu do systeméw opartych wylacznie
na oddziatywaniach hydrofobowych (CA-(PAGE-b-PEG)4, 10% w/w).

Kolejne przyktady polimeréw zawierajgcych kwasy zétciowe w faricuchu bocznym
przedstawiono w Tabeli 3. W literaturze nie odnotowano przyktadéw struktur typu meduza

o uktadzie ,,miktoarm”.
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Tabela 3. Polimery typu ,,meduza” zawierajgce pochodne kwaséw zétciowych.

Polimer Warunki reakgji Mod. BA Forma nosnika Lek lub barwnik Mn/Mw [kDa] (D) LE (%) LC (%) Lit.
Polimery typu ,meduza” zawierajgce pochodne kwaséw zétciowych otrzymane na drodze polimeryzacji
POLIMERYZACJA WEGLUG MECHANIZMU WZROSTU STOPNIOWEGO (STEP GROWTH)
Polikondensacja
7,5/12,7 (1,69)
P 3,3/4,5 (1,36)
3'7'12'0OH D E—— 230
CA-PDLLA SnO COOH 4,1/5,6 (1,37)
3,3/4,7 (1,42)
3,3/4,4 (1,31)
POLIMERYZACJA WEGtUG MECHANIZMU WZROSTU tANCUCHOWEGO (CHAIN GROWTH)
Polimeryzacja katalizowana metalami z otwarciem pierscienia (ROP)
CA-PLGA 84 9
CA-PLGA-b-PEG Sn(Oct). 3'7’'12’OH nanoczgstki DTX -/-(-) 95 10 228
CA-PLGA-b-TPGS 98 10
CA-PLGA Sn(Oct)2 3'7'12'0OH nanoczgstki Simwastatyna -/-(-) 63 6 21
PTX 76 7
A-PDLLA-Lec-DSPE-PE ’7'12’OH ki -/- (- 232
C ec-DS G Sn(Oct)2 3 6] nanoczastki PTX/CXB /- (-) 80/80 772
CA-PLGA-TPGS Sn(Oct), 3’7'12’0H nanoczastki PTX -/-(1,27) 99 11 233
CA-PLGA 82
CA-PLGA-PEG Sn(Oct)2 3'7'12’0OH nanoczgstki 5F -/-(-) 99 - 234,235
CA-PLGA-PEG-LA 96
CA-PLGA
CA-PLGA-COOH Sn(Oct)2 3'7°12'0H micele insulina -/-(-) - - 125

CA-PLGA-b-(PEI-PEG)
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CA-PLGA 12,3/15,1 (1,23) 86 9
Sn(Oct)2 3'7'12’0OH nanoczastki DTX 236
CA-PLGA-TPGS 17,8/22,5 (1,27) 98 10
Polimeryzacja anionowa z otwarciem pierscienia (aROP)
VS-PEG-PTMC-MECA-PTMC-PEG-VS DBU 3'7°12'0OH micelle DOX 9,3/-(1,17) - 23 37
Polimeryzacja anionowa
- 1
CA-PAGE _ o /3,0 (1,09) )
Potassium 3'7'12'0H micele SIRNA -/5,5 (1,19) ) 106
CA-(PAGE-b-PEG) naphthalenide COOH -/5,0(1,13) 61-79
-/16,2 (1,18)
CA-PEG 1,5/- (1,07)
3,1/-(1,10)
Potassium 3’7’12’ OH . 1,4/-(1,06)
= | 1B 4 ’ _ _ 177
DCA-PEG naphthalene COOH micete v 2,6/- (1,10)
LCA-PEG L1/-(1,06)
1,6/- (1,05)
CA-PEG 1,6/- (1,06)
3,1/-(1,10)
Potassium 3’7'12’0H . 1,6/- (1,06)
- ’ ’ 6-97 _ 238
DCA-PEG naphthalene COOH SEEDS intrakonazol 2.7/-(1,05)
1,2/- (1,06)
LCA-PEG
1,6/- (1,05)
0,9/- (1,03)
CA-PEG
Potassium 3'7'12'0OH ] ) 0,8/-(1,08) ] ] .
DCA-PEG naphthalene COOH 0,9/- (1,09)
LCA-PEG 0,5/-(1,08)
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1,1/- (1,04)
1,5/- (1,04)
CA-PEG Potassium 3'7’12'0OH i i 2,2/-(1,04) i i 20
naphthalene COOH 3,5/-(1,03)
5,9/- (1,05)
7,3/-(1,03)
CA-(PAGE-b-PEG boX 8,4/- (1,13 >0 10
-( - ) Potassium 3’7’12’0OH micele OA+DOX ’ /-( ’ ) 58 12 229
naphthalenide COOH
CA-(PAGE-COOH-b-PEG) DOX -/-(-) 72 14

Polimeryzacja katalizowana metalami z otwarciem pierscienia (ROP) + Polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu (ATRP)

CA-PCL Sn(Oct)2 9,4/-(1,46) - -
CA-(PCL-b-PDEAEMA) Sn(?Ct)z 3'2’;55” micele PTX 12,8/-(1,55) - -
CA-(PCL-b-PDEAEMA-b-PPEGMA) TEA, CuBr, 19,5/- (1,44) 22-41 7-20

PMDETA

CA-(PCL-b-PPEGMA) 19,4/- (1,31) 23-48 11-30

111

Skroéty: 5F, kwas ent-11a-hydroksy-15-okso-kaur-16-en-19-owy; AGE, eter allilowo-glicydylowy; Amp, ampicylina; CA, kwas cholowy; Cou-6, kumaryna-6; CXB, celekoksyb;
DBU, 1,8-diazabicyklo[5,4,0]Jundek-7-en; DCA, kwas deoksycholowy; DOX, doksorubicyna; DSPE, 1,2-distearoilofosfatydyloetanoloamina; DTX, docetaksel; EO, tlenek etylenu;
IBU, ibuprofen; LA, kwas mlekowy; LC, pojemnos¢ zatadowania; LCA, kwas litocholowy; LE, wydajnos¢ zatadowania; LEC, lecytyna; MECA, ester metylowy kwasu cholowego;
MG, grupa modyfikowana; OA, kwas oleinowy; PAGE, poli(eter allilowo-glicydylowy); PCL, poli(e-kaprolakton); PDEAEMA, poli(2-(dietyloamino)metakrylan etylu); PDLLA,
poli(kwas-D,L-mlekowy); PEG, poli(glikol etylenowy); PEl, polietylenoimina; PLGA, poli(kwas mlekowy-co-kwas glikolowy); PMDETA, N,N,N’,N’,N"-
pentametylodietylentriamina; PPEGMA, poli(metakrylan poli(tlenku etylenu)); PTMC, poli(trimetylenoweglan); PTX, paklitaksel; siRNA, mate interferujgce RNA; Sn(Oct)z, 2-
etyloheksanian cyny(ll); TEA, trietyloamina; TMC, trimetylenoweglan; TPGS, bursztynian D-a-tokoferylu-PEG 1000; VS, winylosulfon.
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Analizujac wyniki badan dotyczace polimeréw zawierajgcych kwasy zétciowe w postaci
rdzenia (Tabela 3), zwanych ukfadami typu ,meduza”, mozna dostrzec ich potencjat
w zastosowaniu jako systemy dostarczania lekéw (DDS), jak rowniez pewne ograniczenia.
Polimery te posiadajg charakterystyczng architekture, ktéra utatwia tworzenie ztozonych
nosnikdw, takich jak micele i nanoczgastki, jednocze$nie wprowadzajgc dodatkowe wyzwania
metodologiczne w ich charakterystyce fizykochemicznej (badanie masy, rozmiaru,
zatadowania leku, i innych).

Podobnie jak w przypadku polimeréw zawierajgcych kwasy zétciowe w tancuchu
gtéwnym lub bocznym (Tabela 1 i 2), charakterystyka fizykochemiczna tych materiatéw
pozostaje niewystarczajgca. Oprdocz réznic strukturalnych, istotne rozbieznosci w stezeniach
enkapsulacji lekdw oraz réznorodnosé enkapsulowanych substancji dodatkowo utrudniajg
mozliwos¢ kompleksowego poréwnania tych systemow.

Cechg wyrdzniajgca te uktady jest ich bipolarny charakter — hydrofobowy rdzen kwasu
z6fciowego potgczony jest, w wiekszosci, z hydrofilowymi taficuchami polimerowymi,
,rozciggajacymi” sie w przeciwnym kierunku. Takie utozenie niesie zaréwno korzysci,
jak i wyzwania. Hydrofobowy rdzen sprzyja enkapsulacji lipofilowych lekéw oraz stabilizacji
miceli w roztworach wodnych, co zwieksza ich uzytecznos¢ w dostarczaniu trudno
rozpuszczalnych substancji.?** Z drugiej strony obecno$é rdzenia hydrofobowego moze
powodowaé¢ niekorzystne interakcje z biatkami osocza, agregacje w Srodowiskach
biologicznych lub trudnosci w kontrolowanym uwalnianiu leku.?*?> Dlatego kluczowa jest
precyzyjna optymalizacja i charakterystyka otrzymywanych struktur w celu minimalizacji
potencjalnych skutkéw ubocznych i zapewnienia skutecznego dziatania w uktadach
biologicznych.

W literaturze brak jest doniesien dotyczacych zastosowan metod post-
polimeryzacyjnych do ich syntezy lub modyfikacji. Wiekszos¢ uktadéw jest otrzymywana
bezposrednio w procesach polimeryzacji, takich jak polikondensacja, polimeryzacja anionowa,
w tym z otwarciem pierscienia (aROP), polimeryzacja katalizowana metalami z otwarciem
pirescienia (ROP) lub zastosowaniem réznych metod na poszczegdlnych etapach budowania
tancucha polimerowego: np. kombinacji polimeryzacji z otwarciem pierscienia (ROP)
i polimeryzacji z przeniesieniem atomu (ATRP).

Istotnym aspektem jest réwniez to, ze systemy te czesto zawierajg biodegradowalne

polimery, takie jak PLA i PLGA. Cho¢ ich zastosowanie niesie pewne korzysci, ich degradacja
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prowadzi do uwalniania kwasu mlekowego i glikolowego, co moze obniza¢ lokalne pH
i wywotywac stany zapalne.?4372% Zjawisko to moze mieé¢ szczegdlnie znaczenie w terapiach
przeciwnowotworowych, gdzie kwasne pH w mikrosrodowisku guza moze wspieraé jego
rozwdj i zmniejszaé efektywnosc dziatania lekéw przeciwnowotworowych. Z tego wzgledu
stosowanie PLA i PLGA wymaga dalszych badan i Swiadomego podejscia projektowego
Alternatywg mogg by¢ uktady oparte na polimerach zawierajgcych rdzenie
pochodzenia naturalnego, takich jak kwasy zéfciowe, ktére wykazujg obiecujgcy potencjat
w SDDS. Jednak réwniez te materiaty niosg ze sobg pewne ograniczenia zwigzane
z ich charakterystyka fizykochemiczng oraz ztozonym charakterem, ktéry moze wptywac
na stabilno$é i zachowanie uktadu w srodowisku biologicznym. Dlatego dalsze badania
powinny koncentrowac¢ sie na poszukiwaniu nowych, bardziej optymalnych materiatéw,
wdrazaniu zaawansowanych technik charakteryzacji, poprawie stabilnosci i biodostepnosci
tworzonych systeméw i zgtebianiu mechanizmu interakcji tych nosnikdw z matryca

biologiczna.
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1.4. Inne biomedyczne zastosowania polimerdéw zawierajgcych kwasy z6tciowe

Polimery zawierajgce pochodne kwaséw zétciowych znajdujg zastosowanie nie tylko
jako inteligentne nosniki lekdéw, ale takze w inzynierii biomedycznej i regeneracyjne;j.
Ich unikalne wtasciwosci, takie jak amfifilowos¢, biokompatybilno$é, niska toksycznosé oraz
zdolno$¢ do samoorganizacji, otwierajg nowe mozliwosci w projektowaniu zaawansowanych
implantéw, hydrozeli, biosensoréw oraz powtok bioaktywnych.229:246

Hydrozele zawierajgce kwasy zotciowe, takie jak kwas cholowy czy deoksycholowy,
wyrdzniajg sie zdolnoscig do wigzania duzych ilosci wody. Wtasciwos¢ ta wykorzystywana jest
do otrzymywania rusztowan do hodowli komérek, tworzac optymalne mikrosrodowisko
do wzrostu i rdznicowania komorek macierzystych.?4’” Ponadto, poprzez modyfikacje
strukturalne, hydrozele te mogg wykazywac witasciwosci termo- i pH-zalezne, co pozwala
na ich dostosowanie do specyficznych wymagan biologicznych. Badania wykazaty,
ze pochodne kwaséw zétciowych, takie jak PLA-PEG-PLA-co-MACAH, mogg indukowac
tworzenie nanokrystalicznego hydroksyapatytu — kluczowego sktadnika tkanki kostnej, co
czyni je atrakcyjnymi materiatami w terapii regeneracji kosci lub implantologii.?*®

Polimery na bazie kwaséw zétciowych sg réwniez badane w kontekscie zastosowania
w biosensorach. Dowiedziono, ze polimery na bazie kwaséw zdétciowych zawierajgce grupe
1,2,3-triazolowg wykazujg doskonatg zdolno$¢ do stabilizacji nanoczgstek srebra.
Zmodyfikowane w ten sposéb nanoczastki srebra postuzyty do detekcje jonéw jodkowych
metodg kolorometrycznga.?*° Ponadto, ze wzgledu na udziat kwaséw zdtciowych w procesach
regulujgcych metabolizm glukozy, prowadzone sg badania nad aplikacjg kwaséw zdétciowych
i ich polimerowych pochodnych w biosensorach do oznaczania poziomu tego zwigzku.?*°

Oddzielnym zagadnieniem badawczym polimerowe pochodne kwaséw zétciowych
stosowane do konstrukcji rusztowan (inzynieria tkankowa).?>! Elastyczne polimery oparte
na kwasach zétciowych, wspierajg tworzenie struktur przypominajgcych naturalne macierze
pozakomérkowe. Ich wtasciwosci znajdujg zastosowanie w procesach regeneracji tkanek
miekkich, takich jak skoéra i naczynia krwionos$ne.'*> Postepy syntetyczne umozliwiajgce
otrzymywanie poliestréw na bazie kwaséw zdétciowych o duzej masie czasteczkowej,
pozwalajg z kolei na uzyskanie stabilnych wtasciwosci fizycznych i mechanicznych,

a wiec zastosowania w inzynierii tkanek twardych.3?
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PODSUMOWANIE CZESCI LITERATUROWE)

Jednym z najwiekszych wyzwan w medycynie, zwigzanych z dostarczaniem lekdw, jest
pokonywanie barier biologicznych. Transport substancji aktywnych do miejsc zmienionych
chorobowo, czesto stabo rozpuszczalnych w wodzie, przez btony komorkowe, bariere krew-
moézg czy bariery S$luzowe stanowi kluczowe wyzwanie dla wspdtczesnej terapii
przeciwnowotworowe;.

Kwasy zd6tciowe, dzieki swojej unikalnej budowie, stanowig intrygujgcg platforme
do projektowania nowych materiatow. Liczne reaktywne grupy funkcyjne, struktura podobna
do cholesterolu oraz amfifilowy charakter sprawiajg, ze sg one wyjatkowo interesujgcym
materiatem modelowym, szczegdlnie w kontekscie systeméw dostarczania lekéw (DDS).
Postuluje sie, ze kwasy z6tciowe, ze wzgledu na strukture podobng do cholesterolu, moga
wykazywac podobne interakcje z btonami biologicznymi, szczegdlnie w obrebie krazenia
jelitowo-watrobowego, jak rdwniez pokonywania bariery krew-mdzg. Amfifilowy charakter
uktadu oraz steroidowy szkielet powinien promowaé oddziatywanie z btonami biologicznymi
poprzez interkalacje w warstwy lipidowe, modyfikujac ich przepuszczalnos¢ i utatwiajgc
transport substancji. Niewiele uktadéw zawierajgcych kwasy zétciowe zostato przebadanych
pod katem formowania polimerowych nosnikéw lekéw i ich aplikacji jako SDDS, co wskazuje
na potrzebe prowadzenia dalszych badan w tym zakresie.

Na podstawie analizy materiatu literaturowego wykazano istnienie trzech rodzajéw
uktadéw polimerowych zawierajgcych pochodne kwasow zétciowych: uktady z kwasami
z6tciowymi w tancuchu gtéwnym, w tancuchach bocznych oraz uktady typu ,meduza”,
w ktérych pochodna kwasu z6tciowego petni funkcje rdzenia. Kazdy z tych systeméw wykazuje
istotny potencjat w kontekscie zastosowan w systemach dostarczania lekéw (DDS), jednak
we wszystkich przypadkach zauwazalne s3 istotne ograniczenia oraz wyzwania badawcze.

Jednym z najczesciej powtarzajgcych sie problemdw, niezaleznie od rodzaju
analizowanego systemu, jest brak kompleksowej charakterystyki fizykochemicznej
otrzymywanych materiatébw. W szczegdlnosci brakuje danych dotyczacych mas
czasteczkowych (Mn, My), dyspersji mas (D), stabilnos$ci uktadow w srodowisku wodnym czy
parametrow zwigzanych z biodegradacjg oraz biodystrybucjg tych materiatdw. Te informacje

sg kluczowe do zrozumienia wtasciwosci i mechanizmdw dziatania. Brak danych uniemozliwia
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poréwnywanie wynikdw pomiedzy badaniami, ogranicza mozliwo$é przewidywania
zachowania uktaddw in vivo.

Dodatkowym ograniczeniem jest duza zmiennos$¢ w budowie systemow dostarczania
lekéw, wynikajgca zaréwno z réznorodnosci stosowanych kwaséw zétciowych (np, cholowy,
deoksycholowy), jak i z réznic w formulacji samych nosnikéw (micele, polipleksy, nanoczastki,
SNEDDS, liposomy). Taka réznorodnos¢ wptywa na wtasciwosci amfifilowe, sposdb organizacji
przestrzennej oraz zdolnos¢ do oddziatywania ze sktadnikami w uktadach biologicznych.
W konsekwencji, nawet przy zastosowaniu podobnych metod syntezy i tego samego rodzaju
polimeru bazowego, otrzymywane nos$niki mogg wykazywacé zupetnie rézne wtasciwosci,
co komplikuje proces projektowania uktaddéw i przewidywania profilu dziatania.

Istotne wyzwania dotyczg takze komponentéw wykorzystywanych do budowy tych
systemow. Zastosowanie polimeréw takich jak PEG, PLA czy PLGA, mimo swojej
powszechnosci i znanych zalet (np, biokompatybilnos¢, zdolno$¢ do wydtuzania czasu
krgzenia), moze wywotywac reakcje immunologiczne (PEG). Natomiast degradacja PLA
i PLGA prowadzi do powstawania odpowiednich kwaséw, ktére mogg obniza¢ pH w miejscu
aplikacji, indukowac stan zapalny i zmniejsza¢ aktywnos¢ leku. Co wiecej, wcigz brakuje
istotnych przestanek dotyczacych badan biologicznych aby mozna byto wskazaé jako
alternatywe zastosowanie polimerdw takich jak kwas poliglutaminowy czy poli(amidoaminy).

Dodatkowym problemem, szczegélnie widocznym w przypadku uktadéw typu
»meduza” oraz systemdw o rozbudowanej strukturze, jest trudnos¢ w skalowaniu syntezy oraz
zapewnieniu powtarzalnosci i jednorodnosci otrzymywanych materiatow. Ze wzgledu na ich
wielosktadnikowy charakter oraz obecno$¢ licznych grup funkcyjnych, systemy te sg bardzo
wrazliwe na zmiany warunkéw syntezy i przechowywania. To z kolei rodzi powazne wyzwania
w kontekscie standaryzacji procesu produkcyjnego oraz spetnienia wymagan regulacyjnych,
ktdre sg niezbedne do dopuszczenia produktéow do zastosowan klinicznych,

Podsumowujgc, projektowanie nosnikdw lekdw wymaga interdyscyplinarnego
podejscia, tgczac wiedze z chemii, biologii, fizyki i medycyny. To wiecej niz dobdr sktadnikow
i ich proporcji — kluczowe jest zrozumienie mechanizméw zachodzgcych w organizmie
poddanemu dziataniu samego nosnika leku. Poznanie ich utatwito by projektowanie nowych
nosnikow i dostarczania lekéw bezposrednio do miejsca zmienionego chorobowo.

Z powyzszych wzgleddw, aby umozliwié bezpieczne i skuteczne wykorzystanie nowych

systemow dostarczania i uwalniania lekow w praktyce klinicznej, konieczne jest zintegrowane
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podejscie obejmujgce rozwdj nowych materiatéw, zastosowanie zaawansowanych metod
analitycznych oraz gtebokie zrozumienie zaleznosci miedzy strukturg a funkcjg uktadu
nosnikowego.

Biorg pod uwage potencjat terapeutyczny oraz zalety strukturalne kwaséw cholowych,
w szczegolnosci kwasu litocholowego postanowitem podjgé sie syntezy nowych nosnikow
lekéw, poznania ich witasciwosci fizykochemicznych, a we wspdtpracy z Uniwersytetem

Medycznym w Biatymstoku réwniez biologicznych.
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Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest otrzymanie i charakterystyka nosnikéw lekow

zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego (LCA).

Kluczowg cechg LCA jest rozmieszczenie reaktywnych grup funkcyjnych, grupy
hydroksylowej i grupy karboksylowej, po przeciwnych stronach szkieletu steroidowego,
co umozliwia selektywne modyfikacje chemiczne. W przeciwienstwie do innych kwaséw
z6tciowych posiadajgcych wiecej grup hydroksylowych, LCA oferuje wiekszg kontrole kierunku
i stopnia funkcjonalizacji, co jest istotne w kontekscie projektowania i dostosowywania
witasciwosci nosnikéw lekow.

Rozwdj zaawansowanych terapii przeciwnowotworowych oraz inteligentnych
systemoéw dostarczania lekéw w ostatnich dekadach otworzyt nowe mozliwosci wykorzystania
materiatow polimerowych i nanotechnologii w leczeniu nowotwordéw. W zwigzku z rosngcym
zainteresowaniem terapig kombinowang i celowang podjeto decyzje o opracowaniu dwéch
zrdéznicowanych systemdéw opartych na polimerach zawierajgcych pochodne kwasu
litocholowego. Celem tej dywersyfikacji jest uzyskanie uktadéw, ktére pozwolg odpowiedzie¢
na kluczowe pytania dotyczace zarédwno aspektéw syntetycznych - stabo opisanych
w literaturze dotyczacej polimeréw zawierajacych pochodne kwaséw zétciowych - jak

i mechanizmoéw interakcji tych materiatéw z lekami oraz matryca biologiczna.
GLOWNE CELE BADAWCZE

Czes¢ badawcza rozprawy zostata podzielona na dwie czesci: (1) otrzymywanie hybryd
polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego oraz (2) synteza
polimerow liniowych zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego. Mimo wystepowania
wielu rdéznic, badane uktady majg takze cechy wspdlne, pozwalajace zdefiniowac cele, ktére

stanowig fundament dla prowadzonych badan. Kluczowe aspekty obejmuja:

1.  Opracowanie metodologii otrzymywania polimerowo-nieorganicznych i polimerowych
nosnikow lekéw zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego z wykorzystaniem
polimeryzacji RAFT (z odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem

tanicucha).
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2. Uzyskanie uktadéw polimerowo-nieorganicznych i polimerowych zawierajgcych
pochodne kwasu litocholowego bez leku lub z lekiem (enkapsulowanym/przytaczonym
kowalencyjnie).

3.  Analiza wtasciwosci fizykochemicznych otrzymanych zwigzkdéw, polimerdw i czastek.
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Rysunek 13. Graficzna reprezentacja nosnikéw polimerowo-nieorganicznych oraz polimerowych bedacych
przedmiotem czesci badawcze;.

Ponadto, summum bonum badan stanowi ocena aktywnosci biologicznej otrzymanych

materiatow, w tym ocena przydatnosci w terapii przeciwnowotworowe;j.

Ze wzgledu na zréznicowany charakter badanych uktadow, obejmujacy zaréwno rdézne
struktury, jak i odmienne cele syntetyczne oraz biologiczne, sformutowanie generalnych
hipotez badawczych bytoby zbyt ogdlne i niewystarczajgco oddawatoby specyfike
otrzymywanych systemoéw. Dlatego szczegdtowe hipotezy zostang przedstawione i omdwione
w kolejnych rozdziatach czeéci badawczej, w odniesieniu do poszczegdlnych uktadow.
Taki podziat pozwoli na precyzyjne okresSlenie zatozen badawczych i ich weryfikacje

w kontekscie specyficznych wiasciwosci oraz zastosowan analizowanych systemow.

Cele szczegdétowe, jak w przypadku hipotez badawczych, omawiane bedg przy

poszczegdlnych rozdziatach czesci badawczej.
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ROZDZIAL 2. Magnetyczne hybrydy polimerowo-nieorganiczne z powtoka
polimerowg zawierajgca kwas litocholowy

Celem tej czesci pracy byto otrzymanie magnetycznych hybryd polimerowo-
nieorganicznych o strukturze typu rdzen-powtoka, z polimerowymi powtokami zawierajgcymi
akrylowe pochodne kwasu litocholowego z wolnymi grupami hydroksylowymi
lub karboksylowymi. Obecnosé reaktywnych grup funkcyjnych umozliwia dalszg modyfikacje
otrzymanych uktadéw zwigzkami aktywnymi, takimi jak doksorubicyna i kwas foliowy.
Dodatkowym celem jest poddanie uzyskanych uktadéw ocenienie pod katem zastosowania
w terapii przeciwnowotworowej raka piersi oraz jelita grubego.

Nanoczgstki magnetyczne Fe30,4, stanowigce rdzen hybryd, otrzymano zmodyfikowang
metodg wspotstrgcania z roztwordw soli zelaza(ll) i (I11) w Srodowisku zasadowym, opracowang
przez René Massarta.?>? Witasciwosci czastek, takie jak ksztatt i rozmiar, zalezg od warunkdéw
prowadzenia reakcji, jednak zaden z nich nie ma dominujacego wptywu, co stwarza pewne
trudnosci w kontroli procesu. Gtoéwne zalety tej metody to prostota wykonania i oczyszczania
otrzymanego materiatu, nieskomplikowana aparatura oraz niski koszt i dostepnos$é
odczynnikdéw, co umozliwia synteze na duzg skale w odtwarzalnych warunkach. Wada
tej metody jest dos¢ duzy rozrzut wielkosci nanoczgstek oraz sktonnos¢ ich do aglomeraciji,
zwilaszcza podczas przechowywania. W odpowiedzi na to wyzwanie, przyjeto strategie
przechowywania czgstek w roztworach o okresSlonym stezeniu, unikajgc suszenia czgstek
pomiedzy kolejnymi etapami funkcjonalizacji. Pozwala to na uzyskanie duzej partii stabilnych
nanoczastek o zdefiniowanym rozmiarze, ktére postuzyty do dalszych badan.

Powtoki polimerowe otrzymano metodg polimeryzacji RAFT na powierzchni
nanoczgstek tlenkdéw Zzelaza, wykorzystujgc handlowo dostepne monomery akrylowe oraz
zsyntezowane akrylowe pochodne kwasu litocholowego. Strategia ta opierata sie
na modyfikacji powierzchni czgstek czynnikiem kontroli polimeryzacji (CTA). Podejscie
to umozliwiato otrzymanie blokowych powtok kopolimerowych metodg syntezy taricuchéw
bezposrednio z powierzchni czgstek zawierajgcych magnetyczny rdzen zbudowany z tlenkéw

zelaza (metoda ,grafting from”).
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2.1. Synteza monomerdw zawierajacych kwas litocholowy LCAA1 i LCAA2 oraz czynnika

przeniesienia tancucha polimeryzacji ditioweglanu etylowego Xa

Akrylan kwasu litocholowego (LCAA1) z wolng grupg karboksylowg otrzymano zgodnie
z metodologia opracowang w Zakfadzie Polimerédw i Syntezy Organicznej (Schemat 16)
i szczegdtowo opisang w czesci eksperymentalnej. Kwas litocholowy rozpuszczono w suchym
dichlorometanie (DCM) w atmosferze gazu obojetnego (argonu) i schtodzono w tazni lodowej
chronigc przed dostepem Swiatta. Nastepnie do roztworu dodano trietyloamine (EtsN).
Natomiast chlorek akryloilu (AcrCl) dozowano w sposdb ciggty za pomocy pompy
strzykawkowej. Przebieg reakcji monitorowano metodg cienkowarstwowej chromatografii
cieczowej (TLC). Produkt wyizolowano poprzez ekstrakcje kwasowag, a nastepnie oczyszczono
na kolumnie chromatograficznej z zelem krzemionkowym, stosujgc uktad heksan:octan etylu

(8:2). Otrzymano biaty proszek z wydajnoscia 71%.

o Et;N
~cl DCM, 0°C i
HO™ ) o 1
kwas litocholowy chlorek akryloilu LCAA1

Schemat 16. Reakcja otrzymywania akrylanu kwasu litocholowego LCAAL.

Pochodng LCAA2 zawierajgcg wolng grupe hydroksylowa otrzymano na drodze reakgc;ji
estryfikacji z akrylanem 2-hydroksyetylu (2-HEA) (Schemat 17). Kwas litocholowy,
4-dimetyloaminopirydyne (DMAP) oraz chlorowodorek 1-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDCHCI) umieszczono w kolbie okragtodennej
w atmosferze argonu i rozpuszczono w bezwodnym tetrahydrofuranie (THF). Mieszanine
umieszczono na mieszadle magnetycznym w tazni lodowej i chroniono przed dostepem
Swiatta. Nastepnie do roztworu wkroplono akrylan 2-hydroksyetylu. Przebieg reakcji
monitorowano za pomocg cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (TLC). Produkt
wyizolowano poprzez przemycie mieszaniny reakcyjnej roztworem kwasu solnego,
wodoroweglanu sodu, wodg destylowang oraz roztworem chlorku sodu. Warstwe organiczng
osuszono nad siarczanem magnezu, a nastepnie odparowano i wysuszono. Otrzymano produkt

w postaci z6ttego oleju. Wydajnos¢ reakcji wynosita 83%.



Rozdziatl 2|79

o
HOV\O

EDC'HCI, DMAP

0°C do rt
THF, Ar HO"

kwas litocholowy LCAA2

Schemat 17. Reakcja otrzymywania akrylanu kwasu litocholowego LCAA2.

Otrzymanie zaktadanych produktéw potwierdzono metodg spektroskopii
magnetycznego rezonansu jgdrowego ('H NMR) (Rysunek 14). Zaobserwowano pojawienie sie
w widmie protonowym charakterystycznych sygnatéw protondw grupy winylowej w zakresie
6,41-5,80 ppm, a takze przesuniecie multipletu protonu w pozycji 3 czgsteczki kwasu
litocholowego z 3,5 ppm do 4,70 ppm. Z kolei prawidtowy przebieg reakcji modyfikacji kwasu
litocholowego prowadzacej do otrzymania LCAA2 zostat potwierdzony nie tylko obecnoscig
nowych sygnatéw w zakresie 5,87-6,45 ppm, odpowiadajgcych protonom wigzania
podwdjnego grupy winylowej, lecz takze pojawieniem sie sygnatéw w przedziale 4,35-4,32

ppm protondéw grup metylenowych -O-CH,- fragmentu hydroksyetylowego.

| {
kwas litocholowy (LCA) | ,& jh lqu l‘lla l“h,-whi\“'
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Rysunek 14. Zestawienie widm *H NMR kwasu litocholowego oraz monomeréw LCAA1 i LCAA2.

Otrzymane  produkty scharakteryzowano réwniez metody  spektroskopii
w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR). W widmach LCAA1 zaobserwowano zanik
pasma drgan rozciggajacych wigzania O-H w pozycji 3 kwasu litocholowego przy 3500-3000
cm! oraz wystepowanie sygnatéw pasm rozciggajgcych drgan wigzarn C=0 i C=C odpowiednio

przy 1698 i 1641 cm™ oraz charakterystycznych sygnatéw dla grupy =CH, (987, 810 cm™),
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co swiadczy o pozytywnym przebiegu estryfikacji grupy hydroksylowej 3a. chlorkiem akryloilu
(Rysunek 15). W przypadku pochodnej LCAA2 potwierdzono skutecznos¢ reakcji estryfikacji
kwasu litocholowego przez pojawienie sie charakterystycznych pasm absorpcji w widmie FTIR.
Szerokie pasmo w zakresie 3315 cm™ odpowiada drganiom rozciggajgcym grupy
hydroksylowej O-H. W zakresie 2924 cm™ i 2863 cm™ widoczne s3 intensywne pasma zwigzane
z drganiami rozciggajacymi wigzan C-H, charakterystycznymi zaréwno dla ukfadu
steroidowego, jak i grup metylenowych wprowadzonych w wyniku modyfikacji. Obecnos¢
ugrupowania estrowego potwierdza silne pasmo w okolicach 1729 cm™, odpowiadajgce
drganiom rozciggajgcym wigzania C=0. Dodatkowo, w widmie zaobserwowano pasma
charakterystyczne dla wigzania podwdjnego C=C, wystepujace w zakresie 1637 cm™, 803 cm™
i 734 cm™. Sg one typowe dla pochodnych akrylanowych i wskazujg na obecnos$¢ fragmentu
nienasyconego w strukturze LCAA2. Obecnos¢ pasm C-O i C-O-C w zakresie 1265-1032 cm™

w obu przypadkach dodatkowo potwierdza powstanie wigzan estrowych.
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Rysunek 15. Zestawienie widm FTIR kwasu litocholowego oraz monomerdéw LCAAL i LCAA2.

Czynnik przeniesienia fancucha polimeryzacji RAFT ditioweglan O-etylowo-S-(1-
metoksykarbonylo)etylowy (Xa) otrzymano w wyniku syntezy zoptymalizowanej w Zaktadzie
Polimeréw i Syntezy Organicznej, ktéra szczegétowo opisana zostata w czesci
eksperymentalnej. Ester metylowy kwasu 2-chloropropionowego rozpuszczono w suchym
acetonie w atmosferze argonu. Mieszanine nastepnie schtodzono w fazni wodno-lodowej
do 0°C i porcjami dodano ditioweglan etylowo-potasowy (KSCSOEt). Przebieg reakc;ji

monitorowano metodg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Produkt wyizolowano
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poprzez ekstrakcje kwasowg, a nastepnie oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z zelem
krzemionkowym, stosujgc uktad heksan:octan etylu (9:1). Produkt, w postaci zéttej cieczy,

otrzymano z wydajnoscig 74%.

MeO + ® aceton MeO
Cl K 0°C

(0] (0]
Schemat 18. Synteza czynnika przeniesienia taricucha polimeryzacji RAFT — Xa.
Uzyskanie produktu potwierdzono metodami jagdrowego rezonansu magnetycznego
(*H NMR) oraz spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR). Doktadny opis

analiz przedstawiono w czesci eksperymentalnej.

2.2. Synteza makroczynnika przeniesienia tarnicucha (MNP@X) na nanoczastkach tlenkéw

zelaza Fes04

Czastki MNP@X uzyskano zgodnie z procedurg opracowang w Zaktadzie Polimerdw
i Syntezy Organicznej i przedstawiong na Schemacie 19.2> W skrécie, czteroetapowa synteza
obejmowata: (1) wspdtstrgcanie nanoczgstek tlenkéw zelaza z roztworu soli Fe(ll) i Fe(lll)
w obecnosci zasady; (2) wytworzenie powtoki aminosiloksanowej wg. zmodyfikowanej metody
Stobera w reakcji katalitycznej hydrolizy i kondensacji organicznego prekursora krzemionki
(3-aminopropylo)trimetoksysilanu (APTMS)%?*%; (3) reakcje amidowania grup aminowych
z bromkiem kwasu 2-bromopropionowego; oraz (4) substytucje nukleofilowg halogenku

z ditioweglanem etylowo-potasowym.
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Schemat 19. Synteza i funkcjonalizacja nanoczastek tlenkéw zelaza.

Reakcje prowadzace do otrzymania makroczynnika przeniesienia faricucha

polimeryzacji RAFT MNP@X przebiegaty stosunkowo szybko i w fagodnych warunkach
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temperaturowych. Oczyszczanie produktu po kazdym etapie syntezy przeprowadzono stosujgc
wielokrotng separacje magnetyczng, potgczong z redyspersja czastek za pomoca
ultradzwiekdw. Wykorzystanie zewnetrznego pola magnetycznego umozliwito szybkie
i efektywne oddzielenie produktu, eliminujgc nadmiar reagentéw i produktéw ubocznych,
natomiast sonikacja ufatwita rozbijanie aglomeratéw, wspomagajgc usuwanie pozostatosci
poreakcyjnych. W rezultacie proces oczyszczania byt bardziej wydajny, ograniczajac zuzycie
rozpuszczalnikéw, skracajgc czas oraz obnizajgc koszty catego procesu.

Fizykochemiczna charakterystyka czastek i ich wtasciwosci przed oraz
po funkcjonalizacji (FT IR, TEM/EDX, XRD, pomiary magnetyzacji) zostata opisana w literaturze
powstatej na podstawie badan prowadzonych w Zaktadzie Polimerédw i Syntezy
Organicznej.2>325>26 Reakcje monitorowano za pomocg spektroskopii FT IR (Rysunek 16).
Obecnos¢ magnetycznego rdzenia potwierdzono na podstawie szerokiego pasma przy 548
cm™', odpowiadajgcego drganiom wigzan Fe—0. Pasma przy 3434 cm™ (drgania rozciggajace)
i 1627 cm™ (drgania deformacyjne) to sygnatury wigzan O-H pochodzacych od wody i grup
hydroksylowych MNP. Utworzenie powtoki krzemoorganicznej (MNP@NH,) potwierdza
szerokie pasmo z maksimum absorpcji przy 1009 cm™ pochodzace od drgan wigzan Si-O-Si
i Si-O-H. Dodatkowo, pasmo przy 1548 cm™ wskazuje na obecnos$¢ wigzan N-H, a sygnat 2925
cm™ pochodzi od drgan rozciggajagcych C-H. Funkcjonalizacje czgstek bromkiem kwasu
bromopropionowego (MNP@Br) potwierdzajg pasma drgan rozciggajgcych wigzan C=0 i N-H
amidowych przy 1746 cm™ i 1662 cm™. W przypadku czastek MNP@X, charakterystyczne
pasma 1025 cm™ odpowiadajg wigzaniom S-C-S grup ditioestrowych, a sygnat przy 1122 cm™
pochodzi od drgan rozciggajgcych C=S. Ponadto zwiekszona intensywnos¢ pasm w zakresie
1650-1400 cm™ $wiadczy o pojawieniu sie dodatkowych charakterystycznych drgan uktadu

tioamidowego.
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Rysunek 16. Widma FT IR czgstek otrzymanych na poszczegdlnych etapach syntezy makroczynnika przeniesienia
tancucha MNP@X.

Analiza termograwimetryczna otrzymanych uktadéw réwniez potwierdza skutecznos¢
modyfikacji powierzchni nanoczastek magnetycznych tlenkéw zelaza. Po kazdym kolejnym
etapie syntezy zaobserwowano zauwazalny wzrost ubytku masy czesci organicznej,
co wskazuje na zwiekszenie udziatu powtoki w catkowitej masie produktu, tym samym
sukcesywng modyfikacje materiatu. W uktadzie MNP@X powfoka stanowi ok. 16% catkowite]
masy otrzymanego produktu. Charakteryzuje sie ona kilkustopniowym rozktadem, gdzie
maksimum szybkosci ubytku masy nastepuje przy okoto 270 °C i 700 °C. Ponadto, wyznaczony
metoda termograwimetryczng ubytek masy korelowat z przyrostem masy wyznaczonym
dla czgstek po kazdym etapie funkcjonalizacji.

Analiza rozmiardow czgstek metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) wykazata
uzyskanie rdzeni Fe304 0 Srednicy wynoszgcej 10 £ 2 nm w pierwszym etapie syntezy. Kolejne
funkcjonalizacje ich powierzchni doprowadzity do powstania otoczonych krzemionkowg
powtoka z grupg ditioweglanowa (MNP@X) czastek bedacych aglomeratami wielu rdzeni
(~100-140 nm).

W celu ostatecznego potwierdzenia obecnosci powtoki na nanoczastkach
magnetycznych tlenkdw Zzelaza wykonano obrazowanie TEM probek pokrytych powtoka
aminosiloksanowg (MNP@NH,). Na fotografiach widoczne sg ciemne aglomeraty rdzeni
magnetycznych o rozmiarach od 20 do 100 nm, otoczone jasniejszg powtoka krzemoorganiczng

(Rysunek 17).
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Rysunek 17. Zdjecia mikroskopowe nanoczgstek MNP@NH2 wykonane technikg TEM.

2.3. Otrzymywanie magnetycznych hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajacych

powtoke PLCAA2

Nastepnym etapem prac bylo otrzymanie magnetycznych hybryd polimerowo-
nieorganicznych zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego. Do tego celu wykorzystano
metode polimeryzacji RAFT z ditioweglanami obecnymi na powierzchni nanoczgstek tlenkow
zelaza (MNP@X). Czastki MNP@X petnity role czynnikdéw przeniesienia taricucha (CTA)
w procesie polimeryzacji oraz kopolimeryzacji akrylanu kwasu litocholowego (LCAA2)
i handlowo dostepnego akrylanu hydroksyetylu (HEA).

W tej czesci pracy badawczej postawiono nastepujace hipotezy:

1. Zastosowanie MNP@X jako CTA w polimeryzacji RAFT pozwoli na uzyskanie powtok
polimerowych na powierzchni czgstek zawierajgcych mery akrylanu kwasu
litocholowego oraz akrylanu 2-hydroksyetylu.

2. Zastosowanie polimeryzacji RAFT jako metody otrzymywania powtok polimerowych
pozwoli na rozbudowe uktadow z powtokg homopolimerowg o dodatkowe bloki
polimerowe.

3. Grupy hydroksylowe w tancuchach bocznych polimeréw zostang przeksztatcone
w estry kwasu foliowego.

4. Modyfikacja czastek kwasem foliowym wptynie na dyspersje i zwiekszy stabilno$¢
czastek w wodzie.

Zweryfikowanie powyzszych hipotez doprowadzi do uzyskania materiatéw, ktére beda

dalej badane na Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku w grupie prof. Haliny Car. Tej

czesci badan dotyczg nastepujace hipotezy:



Rozdzial 2185

5. Hybrydy magnetyczne zawierajace polimerowe pochodne kwasu litocholowego beda
oddziatywac z btonami biologicznymi.

6. Uktady polimer-lek beda wykazywac silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe
w poréwnaniu z ,wolnym” lekiem oraz pozwolg na znaczne zmniejszenie dawki

terapeutycznej leku.

Prace rozpoczeto od optymalizacji warunkéw polimeryzacji. Przeprowadzono prébne
reakcje homopolimeryzacji z monomerem HEA oraz monomerem steroidowym LCAA2. Wyniki
tych badan wykazaty, ze optymalny czas homopolimeryzacji dla monomeru HEA wynosi
4 godziny, natomiast w przypadku monomeru LCAA2 proces ten powinien trwac 24 godziny.
Jako rozpuszczalnik wybrano THF, gdyz zaobserwowano, ze zapewnia on dobrg stabilnos¢
czastek w czasie prowadzenia reakgji.

Czynnik przeniesienia taiicucha polimeryzacji MNP@X oraz monomer lub mieszanine
monomerdw umieszczono w bezwodnym rozpuszczalniku (w atmosferze gazu obojetnego)
po czym poddawano dyspergowaniu przez 30 minut w tazni ultradzwiekowej. W celu
zapobiegniecia terminacji oraz zapewnienia obecnosci grup ditioweglanowych na koricach
taricuchéw polimerowych, do kazdej probowki dodawano niewielky ilos¢ ditioweglanu
etylowego (Xa). Reakcje polimeryzacji prowadzono w temperaturze 70 °C. Jako inicjator
zastosowano azobis(izobutyronitryl) (AIBN), ktéry dodawano w dwdéch porcjach — na poczatku
oraz w potowie czasu trwania procesu. Kopolimeryzacje blokowg przeprowadzono postepujgc
w sposéb analogiczny do opisanego powyzej, lecz jako makro-CTA zastosowano czastki

MNP@PHEA.

Tabela 4. Warunki reakcji homopolimeryzacji, polimeryzacji statystycznej oraz kopolimeryzacji blokowej
zastosowane do otrzymania czgstek zawierajgcych PLCAA2.

AIBN THF  DMF Xa T t

Hybryda Materiat poczatkowy Monomer o
[(mg] [mL] [mL] [mg] [°C] [h]
MNP@X PHEA
MNP@PHEA 250 mg 2500 mg 20 18,5 - 0,130 70 4
MNP@X LCAA2
MNP@PLCAA2 100 mg 400 mg 8 8 - 0,052 70 24
PHEA
MNP@X 1000 mg
MNP@PHEA-s-PLCAA2 100 mg LCAA2 8 7 0,052 70 24
400 mg
MNP@PHEA-b-PLCAA2 MNP@PHEA LCAA2 8 4 4 0,052 70 24

100 mg 400 mg
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Otrzymane produkty reakcji z powtokami homo- oraz kopolimerowymi poddano
oczyszczaniu poprzez wielokrotng separacje i redyspersje nanoczgstek w kolejnych porcjach
THF. Czastki z homopolimerowg powtokg PHEA, wykazywaty, znacznie nizszg stabilno$¢ w THF,
w porownaniu do pozostatych uktadéw. Przeprowadzono testy, w ktérych poréwnywano
stabilnos¢ tych czastek w rdéznych rozpuszczalnikach po 24, 72 oraz 168 godzinach.
Zaobserwowano, ze proces sedymentacji zachodzi najwolniej w uktadzie THF:DMF (1:1) i taki
uktad stosowano w dalszych etapach przechowywania, modyfikowania i oczyszczania hybryd
z homopolimerowa powtokg PHEA (MNP@PHEA).

Finalnie otrzymano cztery rodzaje hybryd polimerowo-magnetycznych, dwa rodzaje
hybryd z powtokg homopolimerowa (MNP@PHEA oraz MNP@PLCAA2), jeden rodzaj czgstek
z powtoky z kopolimerem blokowym (MNP@PHEA-b-PLCAA2) oraz jeden z kopolimerem
statystycznym (MNP@PHEA-s-PLCAA2) (reakcje I-1V, Schemat 20).

I-HEA, THF. AIBN, X,. 70°C. 4I; H " N i eny
I1- LCAA2, THE, AIBN, X,. 70°C. 24h; /N)#x e f‘L\s"l\n/“mM o N ’-‘N)"\-c\\
I - HEA. LCAA2. THF. AIBN, X, 70°C, 24h; 0 L “»C/T il
IV —LCAA, THF, DMF, AIBN, X,. 70°C. 24h; o
V - FA.DCC, DMAP, DMSO, r.t.. 48h. MNP@X X, AIBN
/ l“ i
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Schemat 20. Formowanie magnetycznych hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajacych kwas litocholowy
lub/oraz kwas foliowy.

Otrzymane uktady sfunkcjonalizowano kwasem foliowym (FA) poprzez reakcje

estryfikacji ~ Steglicha, prowadzong w  warunkach  bezwodnych z  uzyciem
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N,N'-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) jako srodka aktywujgcego i 4-dimetyloaminopirydyny
(DMAP) jako katalizatora (reakcje IV na Schemacie 20 i Schemat 21). Proces ten umozliwia
tagodne i selektywne tworzenie wigzan estrowych, co jest istotne w przypadku wrazliwych
biologicznie czasteczek, takich jak kwas foliowy. Ze wzgledu na trudnos$ci zwigzane
z rozpuszczalnoscig kwasu foliowego w rozpuszczalnikach organicznych, reakcje prowadzono

w DMSO (zapewniajgc bezwodne warunki i chronigc roztwér kwasu foliowego przed dostepem

Swiatta).
0 05-0H , /\)CJ\ ) /\)Ol‘\

i A@)iui/ﬁm d§ L DCC, DMAP e 9\
HNM?UN‘]/\N ° 7 ~ H DMSO, rt, 48h /\’> )
NN H d/l 0.0 0O, 0H d o_0

e
HNuj:N\ N H ]
HyN’J“N INJ/\H
FA ~ PLCAA2 ~ PLCAAZ2-FA
0 OH Q\H 3{:[:\)‘5
o" ™0
g @ﬂﬁiﬁ&(m . L o _occowe Jogon )
H)'\J\MI fﬁ i DMSO, r.t., 48h :
HN“ NN 3 )5 o N ,@ﬁ I
v e
HaN" NN
FA ~ PHEA ~ PHEA-FA

Schemat 21. Estryfikacja Steglicha kwasu foliowego z wolnymi grupami hydroksylowymi polimeréw
znajdujacych sie na powierzchni czastek.

Modyfikacja nanoczgstek kwasem foliowym (FA) miata na celu nadanie im witasciwosci
umozliwiajgcych selektywne oddziatywanie z komdérkami nowotworowymi oraz zwiekszenie
stabilnosci hybryd polimerowo-nieorganicznych w roztworach wodnych. Kwas foliowy zostat
wybrany ze wzgledu na udokumentowang w literaturze wysoka specyficzno$é tego ligandu
wobec receptoréw kwasu foliowego, ktére sg nadeksprymowane w wielu typach komédrek
nowotworowych (szczegdlnie w przypadkach nowotwordw jajnika, piersi, ptuc oraz niektérych
typdw biataczek). W zwigzku z powyzszym modyfikowane hybrydy mogg by¢ wykorzystane
w terapii celowanej i kombinowanej, zwiekszajgc skutecznos¢ dostarczania lekéw do komérek
nowotworowych, jednoczesnie minimalizujgc efekty uboczne w zdrowych tkankach.

Przebieg tworzenia hybryd polimerowo-nieorganicznych badano metodga spektroskopii
w podczerwieni z transformacjg Fouriera (Rysunek 18). We wszystkich widmach FTIR prébek
poddanych modyfikacji zaobserwowano wyrazne zmiany w poréwnaniu do widma materiatu
wyjsciowego (MNP@X), co wskazuje na funkcjonalizacje powierzchni. W widmach produktéw

zawierajgcych PHEA obserwowano zwiekszong intensywnos¢ pasm drgan rozciggajacych
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alifatycznych wigzan C-H (3000-2850 cm™), C=0 (1726 cm™) oraz O-H (1252 cm™)
w poréwnaniu do sygnatéw obserwowanych w widmie materiatu wyjsciowego. Sygnaty
charakterystycznych drgan rozciggajacych C-H (3000-2850 cm™) odznaczaty sie wzrostem
intensywnos$ci w widmie hybryd zawierajgcych PLCAA2. Dodatkowo, w przypadku prébek
zawierajacych kwas foliowy, tj. MNP@PHEA-FA, MNP@PHEA-FA-b-PLCAA2-FA oraz
MNP@PHEA-FA-s-PLCAA2-FA, zaobserwowano nowe sygnaty pochodzagce od drgan
rozciggajacych C=0 (amid |, 1659-1660 cm™) oraz C-N (amid Il, 1558-1538 cm™). W widmie
MNP@PLCAA2-FA odnotowano wzrost intensywnosci tych pasm.
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Rysunek 18. Widma FTIR otrzymanych magnetycznych hybryd polimerowo-nieorganicznych.

W celu potwierdzenia modyfikacji oraz ilosciowego oszacowania wielko$ci warstwy
organicznej na powierzchni czgstek wykonano analize termograwimetryczng. Termogramy
otrzymanych hybryd przedstawiono na Rysunku 19. Zaobserwowano, ze rdzenie tlenku zelaza
w tych hybrydach pozostajg stabilne w catym zakresie temperatur zastosowanym
w eksperymencie. Obserwowana utrata masy wynika z proceséw degradacji powtoki

organicznej. Materiat wyjsciowy (MNP@X) charakteryzuje sie spadkiem masy o 16%, co jest
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bezposrednio zwigzane z degradacja powtoki aminosiloksanowej z grupami
ditioweglanowymi. We wszystkich prébkach zaobserwowano zwiekszajacg catkowity utrate
masy po polimeryzacjach (Tabela 5). Wzrost % ubytku masy potwierdza obecno$¢ powtoki
polimerowej w badanych materiatach. Czastki zmodyfikowane polimerami ulegaja rozktadowi
w dwdch odrebnych zakresach temperatur: 200-450 °C oraz 450-750 °C. Temperatury rozktadu
korespondujg z doniesieniami literaturowymi dotyczgcymi termicznej degradacji PHEA i/lub

PLCAA2 oraz powtoki aminosiloksanowej.?>’

100 - 0,25
—MNP@X
a0 ] —FA
02 —MNP@PHEA
g0 1 MNP@PHEA-FA
0,15 +
X 70 !
z 3
K
e E o
a0
z
=2
50 +
— MNP@X
—FA 0,05
4 T MNP@PHEA
MNP@PHEA-FA o~
30 t t t t t t t ] 0 t t t t ; T S
50 150 250 350 450 550 650 750 850 50 150 250 350 450 550 650 750 850
Temperatura [°C] Temperatura[°C]
100 0,25
—MNP@X
o0 1 —FA
02 — MNP@PLCAA2
g0 MNP@PLCAA2-FA
gﬂ) ] 0,15 ~
5 El
£ )
g0 - o
g— & 01 -
3
50 .
—MNP@X i A A
—FA 0,05 A ’\\/\A
40
—MNP@PLCAA2 fy
MNP@PLCAA2-FA S o
30 + + + + + + + ] o h ' ' ; ' R . B
50 150 250 350 450 550 650 750 850 50 150 250 350 450 550 650 750 850
Temperatura[*C] Temperatura [°C]
100 4 0,25 —MNP@X
—FA
07 —— MNP@PHEA-b-PLCAAZ
0,2 1
MNP@PHEA-FA-b-PLCAA2-FA
80 - .
—_— e 0,15
_ES 70 7
z
] -
E El
a.:‘ 60 - 3
© 01 -
: A
50 -
—MNP@X 4
—FA 0,05
40 T MNP@PHEA-b-PLCAA2 \
.
MNP@PHEA-FA-b-PLCAA2-FA ;Q\:«,. AANAE 4 P
30 + + + + t t t 1 ] + + + + + t el “‘J’ 1
50 150 250 350 450 550 650 750 850 50 150 250 350 450 550 650 750 850
Temperatura [*C] Temperatura [°C]




99 |Rozdzial 2

0,25 - —MNP@X
—FA
—MNP@PHEA-s-PLCAA2

0,2
! ——MNP@PHEA-FA-s-PLCAA2-FA

0,15 +

~
S

3
DTG [a.u]

01 -

Ubytek masy [%]

@
S

T —mnp@x
—FA
1 —MNP@PHEA-s-PLCAA2
—— MNP@PHEA-FA-s-PLCAA2-FA

0,05 -

B
S

w
°

+ + + + + + + d 0 t t t + + + T 1
50 150 250 350 450 550 650 750 850 50 150 250 350 450 550 650 750 850

Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Rysunek 19. Termogramy TG/DTG zmodyfikowanych polimerami czastek tlenkdw zelaza zawierajacych powtoke
PLCAA2.

Rozmiar oraz stabilnos¢ czastek w roztworze wodnym oznaczano technika
dynamicznego (DLS) oraz elektroforetycznego rozpraszania Swiatta (ELS). Pomiary czastek
przeprowadzone w wodzie (Rysunek 20) wykazaty obecnos¢ obiektéw o rozmiarach
w zakresie od 160 do 230 nm. Zaobserwowano bezposrednig korelacje miedzy zawartoscia
masowgq polimeru a srednicg hydrodynamiczng czastek — wieksza ilos¢ polimeru prowadzita do
wzrostu ich rozmiaru. Co ciekawe, po estryfikacji kwasem foliowym we wszystkich prébkach
odnotowano niewielkie zmniejszenie rozmiaru czastek, co moze byé zwigzane z innag
organizacjg tancuchéw polimerowych na powierzchni wynikajgca z przeprowadzonej
modyfikacji. Otrzymane uktady poddano analizie potencjatu T metoda elektroforetycznego
rozpraszania $Swiatfa (Rysunek 25). Probka MNP@NH, wykazata potencjat { na poziomie 12 mV.
Po procesach polimeryzacji wartosci potencjatu { ulegty znacznemu obnizeniu i wyniosty
odpowiednio -19, -18, -11 oraz -11 mV, odpowiednio dla probek MNP@PHEA, MNP@PLCAA2,
MNP@PHEA-b-PLCAA2 oraz MNP@PHEA-s-PLCAA2. Estryfikacja kwasem foliowym
spowodowata dalsze obnizenie wartosci potencjatu { do wartosci -22, -36, -17 mV i -26 mV,
odpowiednio dla MNP@PHEA-FA, MNP@PLCAA2-FA, MNP@PHEA-FA-b-PLCAA2-FA oraz
MNP@PHEA-FA-s-PLCAA2-FA.
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Rysunek 20. Wyniki pomiarow DLS i ELS dla otrzymanych magnetycznych hybryd polimerowo-nieorganicznych.

Wykonano zdjecia czastek metodg TEM (Transmisyjnej Mikroskopii Elektronowej).
Zdjecia czastek wygladaty podobnie dlatego tez na Rysunku 21 przedstawiono jeden przyktad
- zdjecia czgstek MNP@PLCAA2 przy dwdch rdznych powiekszeniach. Na rysunku 21 widoczne
sg sferyczne czastki tlenku zelaza o rozmiarach od 10 do 15 nm, ktére tworzg aglomeraty

o wielkosci od 100 do 200 nm. Sg one otoczone cienkg warstwg powtoki polimerowe;j.

Rysunek 21. Zdjecia TEM czastek MNP@PLCAA2.

Zestawienie najwazniejszych parametréow fizykochemicznych otrzymanych hybryd

przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Wtasciwosci fizykochemiczne hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych PLCAA2 lub PHEA.

Hybrydy Am [%] w 800 °C Rozmiar (d, nm) H20 DI {[mV] w H20
MNP@PHEA 26,6 187+4 0,13 -19
MNP@PHEA-FA 27,3 1672 0,08 -22
MNP@PLCAA2 16,9 1929 0,44 -18
MNP@PLCAA2-FA 25,4 182+7 0,07 -36
MNP@PHEA-b-PLCAA2 28,7 214 +6 0,20 -11
MNP@PHEA-FA-b-PLCAA2-FA 26,3 163+8 0,07 -17
MNP@PHEA-s-PLCAA2 23.2 224 +9 0,17 -11

MNP@PHEA-FA-s-PLCAA2-FA 29,7 185+9 0,07 -26
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Uzyskane hybrydy przekazano do Zaktadu Farmakologii Doswiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku (grupa prof. H. Car), gdzie przeprowadzono ocene witasciwosci
biologicznych. Badania koncentrowaty sie na ocenie biozgodnosci oraz wifasciwosci
przeciwnowotworowych hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych kwas litocholowy
i kwas foliowy, w terapii skojarzonej z lekiem przeciwnowotworowym 5-fluorouracylem (5-FU).
Oceniono wptyw badanych ukfadéw na krwinki czerwone, fibroblasty oraz komorki
nowotworowe jelita grubego.

Przeprowadzone testy hemokompatybilnosci (Rysunek 22) wykazaty, ze nanoczastki
pokryte homopolimerem PHEA w wysokim stezeniu (100 pug/mL) powoduja rozpad ok. 10%
krwinek  czerwonych.  Funkcjonalizacja  kwasem  foliowym oraz  zastosowanie
polimeru/kopolimeru zawierajgcego pochodne kwasu litocholowego znacznie ograniczyty ten
efekt, potwierdzajagc tym samym otrzymanie uktadéow niehemolitycznych lub o niskiej

hemolityczosci.
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Rysunek 22. Aktywnos¢ hemolityczna hybryd polimerowo-nieorganicznych w stezeniach 10 pug/mL (A) i 100
ug/mL (B) oraz hybryd w tych samych stezeniach z dodatkiem 5-FU (10 pug/mL) (A) i (B).

Badania przeprowadzone na fibroblastach okreznicy wykazaty, ze hybrydy nie wptywajg
istotnie naich proliferacje. Dodatek 5-fluorouracylu (5-FU) obnizat przezywalnos¢ fibroblastow,
lecz efekt ten byt mniejszy w przypadku nosnikéw z kwasem litocholowym lub kopolimerem
niz przy zastosowaniu 5-FU w stezeniu terapeutycznym. W testach na komodrkach
nowotworowych HT-29 i DLD-1 wykazano, ze czastki bez 5-FU obnizaty ich przezywalno$é
w sposob zalezny od dawki. Kwas foliowy obecny w uktadzie zmniejszat przezywalnosg,

zwilaszcza wobec opornej na chemioterapie linii DLD-1. Najwiekszy efekt obserwowano
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w przypadku hybryd zawierajgcych zarowno kwas foliowy, jak i 5-FU. Na podstawie testéw
apoptozy stwierdzono, ze czastki zawierajace 5-FU wywotujg istotnie silniejszg odpowiedz
apoptotyczng w komédrkach nowotworowych niz sam 5-FU, co $wiadczy o synergistycznym
efekcie wynikajgcym z zastosowania leku z no$nikiem. Uktad zawierajgcy polimer blokowy
(MNP@PHEA-FA-b-PLCAA2-FA) wykazat wiekszg skutecznosé niz jego statystyczny analog
(MNP@PHEA-FA-s-PLCAA2-FA), co swiadczy iz na aktywnosc¢ biologiczng wptyw ma nie tylko

sktad chemiczny, ale i budowa hybryd polimerowo-nieorganicznych.

PODSUMOWANIE

Na drodze syntezy i modyfikacji otrzymano osiem uktadéw magnetycznych hybryd
polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego (LCAA2) oraz
kwasu foliowego. Modyfikacje powierzchni czastek oraz przebieg polimeryzacji
monitorowano przy zastosowaniu technik spektroskopii w podczerwieni z transformacja
Fouriera, analiz termograwimetrycznych oraz dynamicznego rozpraszania $wiatta
i elektroforetycznego rozparzania swiatta. Ponadto, hybrydy badano metodg transmisyjnej
mikroskopii elektronowe;.

Na podstawie przeprowadzonych analiz fizykochemicznych potwierdzono uzyskanie
niewielkich aglomeratéw czgstek magnetycznych otoczonych organiczng powtoka
polimerowa o zaktadanym sktadzie chemicznym. Postawione dla tej czes$ci pracy hipotezy
zostaty zweryfikowane nastepujgco:

1. Zastosowanie hybryd MNP@X jako CTA w polimeryzacji RAFT pozwolito na uzyskanie
powtok polimerowych na powierzchni czgstek zawierajgcych polimery sktadajgce sie
zmerow akrylanu kwasu litocholowego oraz akrylanu 2-hydroksyetylu,
co udowodniono na podstawie analizy FTIR oraz analiz TGA otrzymanych uktadéw.

2. Zastosowanie polimeryzacji RAFT jako metody otrzymywania powtok polimerowych
pozwolito na rozbudowe uktadéw z powtokg homopolimerowg o dodatkowy blok
polimerowy zawierajgcy pochodng kwasu litocholowego PLCAA2.

3. Grupy hydroksylowe w taricuchach bocznych polimeréw zostaty przeksztatcone w estry
kwasu foliowego, co potwierdzono pojawieniem sie nowych oraz wzrostem
intensywnosci, charakterystycznych pasm w widmach FTIR. O pozytywnym przebiegu
modyfikacji $Swiadczy réwniez wzrost ubytku masy (TGA) oraz znaczgca zmiana

potencjatu { modyfikowanych hybryd. Stwierdzono, Zze wprowadzenie kwasu
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foliowego na powierzchnie czastek powoduje zmniejszenie ich rozmiaru oraz
zwiekszenie stabilnosci w roztworach wodnych w pordéwnaniu z czastkami
niezmodyfikowanymi.

4. Badania biologiczne potwierdzity, ze hybrydy magnetyczne zawierajgce polimerowe
pochodne kwasu litocholowego s3 w stanie oddziatywaé z komodrkami
nowotworowymi. Wykazano wptyw budowy hybryd na skutecznos¢ terapeutyczna.
Potwierdzono, ze uktady polimer-lek dziatajac synergistycznie wykazywalty silniejszy

efekt przeciwnowotworowy w poréwnaniu z ,,wolnym” lekiem.

Badania przedstawione w tej czesci pracy zostaty opublikowane w International Journal

of Pharmaceutics, 2024, 662, 124503.
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2.4. Otrzymywanie magnetycznych hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajacych

powtoke PLCAA1

Kolejnym celem pracy byto otrzymanie magnetycznych hybryd polimerowo-
nieorganicznych z polimerowymi powtokami zawierajgcymi pochodng kwasu litocholowego
z wolnymi grupami karboksylowymi PLCAA1l oraz ich modyfikacja poprzez kowalencyjne
przytaczenie substancji biologicznie aktywnych — doksorubicyny oraz kwasu foliowego.

Hipotezy badawcze przyjete w ramach tej czesci pracy:

1. Zaproponowane metody syntetyczne pozwolg na otrzymanie hybryd polimerowo-
nieorganicznych z kowalencyjnie przytaczonymi czgsteczkami lekéw.

2. Modyfikacja uktadéw kwasem foliowym lub doksorubicyng nie wptynie znaczaco
na stabilnos¢ koloidalng otrzymanych hybryd i pozwoli na otrzymanie stabilnych
dyspersji w roztworze wodnym.

Badania we wspotpracy z Uniwersytetem Medycznym w Biatymstoku:

3. Hybrydy z poli(akrylanem kwasu litocholowego) bedg charakteryzowaty sie nizszg
toksycznoscia wzgledem komoérek fizjologicznych od uktadéw z poli(kwasem
akrylowym) przy zachowaniu zblizonych parametréow fizykochemicznych uktadu
(szczegdlnie stabilnosci w roztworze wodnym).

4. Modyfikacja powtok polimerowych substancjami biologicznie czynnymi pozwoli
na uzyskanie uktadéw o wtasciwosciach przeciwnowotworowych.

5. Otrzymane hybrydy z doksorubicyng bedg wykazywac silniejsze dziatanie
przeciwnowotworowe w poréwnaniu z ,wolnym” lekiem. Pozwolg na znaczne
zmniejszenie dawki leku i wolniejsze uwalnianie leku w poréwnaniu z mieszaning

hybryd z lekiem.

Polimerowe powtoki zostaty utworzone na sfunkcjonalizowanych ditioweglanem
nanoczgstkach tlenku zelaza (oznaczonych jako MNP@X) poprzez inicjowang na powierzchni
polimeryzacje metodg odwracalnej addycji-fragmentacji z przeniesieniem taricucha (RAFT).
Czastki MNP@X wykorzystano jako CTA, a do otrzymania powtok polimerowych uzyto
zsyntezowanego akrylanu kwasu litocholowego (LCAA1l) oraz kwasu akrylowego (AA),
w wyniku czego uzyskano dwa rodzaje hybryd polimerowo-nieorganicznych: MNP@PAA oraz

MNP@PLCAA1.
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Schemat 22. Polimeryzacja RAFT monomerdow LCAA1 oraz AA z zastosowaniem makroczynnika przeniesienia
taricucha MNP@X.

Proces polimeryzacji prowadzono w sposéb analogiczny do otrzymywania hybryd
zawierajacych powtoki PLCAA2. Przeprowadzono optymalizacje warunkéw reakcji. Czas
polimeryzacji kwasu akrylowego na powierzchni czgstek ustalono na 4h, zaS monomeru
steroidowego PLCAA1l na 24h. Zastosowanie THF zapewnito stabilnos¢ dyspersji w czasie

trwania reakgc;ji.

Tabela 6. Warunki homopolimeryzacji prowadzace do otrzymania hybryd zawierajgcych PLCAA1 oraz PAA.

AIBN THF Xa T t
Hybryda Materiat poczatkow Monomer o
ver poceatiowy (mg] [ml [mgl [°C]  [h]
MNP@X PAA
MNP@PAA 100 mg 400 mg 8 8 0,052 70 4
MNP@X LCAA2
MNP@PLCAA1 100 mg 400 mg 8 8 0,052 70 24

PAA zostat wybrany do badan, jako biokompatybilna i dostepna handlowo alternatywa
PLCAA1l, stanowigca uktad kontrolny o podobnym charakterze lecz odmiennych
wiasciwosciach chemicznych i biologicznych. Kluczowg réznicg miedzy tymi polimerami jest
dostepnos¢ i rozmieszczenie grup karboksylowych w strukturze polimerowej, co moze
wptywac na ich interakcje z biomolekutami oraz powierzchnig komaérek. W przeciwienstwie do
PLCAA1l, ktéry zawiera fragmenty hydrofobowe pochodzgce od pierécieni kwasu
litocholowego, PAA sktada sie wytgcznie z hydrofilowych jednostek kwasu akrylowego.
Dodatkowo, kwas litocholowy i jego pochodne s3 znane z interakcji z uktadami biologicznymi,
w tym z receptorami jgdrowymi i btonowymi, co moze wptywaé na ich cytotoksycznos¢ oraz

wiasciwosci bioaktywne. Wprowadzenie PAA jako polimerowej powtoki kontrolnej umozliwia
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ocene wptywu sterolowej czesci PLCAA1l na witasciwosci biologiczne i toksykologiczne
otrzymanych nanoczgstek. Pojeta bedzie préba ustalenia czy aktywnos¢ biologiczna PLCAA1
wynika gtéwnie z obecnosci fragmentdw litocholowych, czy tez jest efektem innych czynnikéw,
takich jak budowa polimeru lub sposéb oddziatywania z otoczeniem komérkowym.
Otrzymane hybrydy zostaty sfunkcjonalizowane kwasem foliowym (FA) lub

doksorubicyng (DOX) na drodze reakcji amidowania, przy zastosowaniu DCC oraz DMAP

(Schemat 23).
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Schemat 23. Modyfikacja powierzchni powtok polimerowo-nieorganicznych zwigzkami biologicznie czynnymi.

Wigzanie amidowe odgrywa kluczowg role w systemach dostarczania lekéw, zwtaszcza
w przypadku kowalencyjnego sprzegania lekéw z nosnikami. Wigzania amidowe sg odporne na
przedwczesng degradacje w uktadzie krazenia, wiec lek powinien pozosta¢ przytgczony
do nosnika az do momentu dotarcia do miejsca docelowego. Dodatkowo przewidywalna
hydrolityczna degradacja wigzan amidowych w okreslonych warunkach fizjologicznych
pozwala na kontrolowane uwalnianie leku, zwiekszajgc jego skutecznos¢ terapeutyczng
i jednoczes$nie ograniczajgc skutki uboczne. W zwigzku z tym stabilno$é, biokompatybilno$é
i kontrolowana degradacja wigzania amidowego czynig je kluczowym elementem
w opracowywaniu efektywnych platform dostarczania lekédw. Uzyskane materiaty

przedstawiono na Schemacie 24.
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Schemat 24. Hybrydy zawierajagce PLCAA1L oraz PAA.

Analiza widm FTIR otrzymanych hybryd wykazata na liczne zmiany w poréwnaniu
do materiatu wyjsciowego MNP@X (Rysunek 23). W przypadku hybryd zawierajgcych powtoki
PAA i PLCAAl zaobserwowano wzrost intensywnosci charakterystycznych pasm
absorpcyjnych, w tym pasm odpowiadajgcych drganiom rozciggajagcym O-H w grupach
karboksylowych (3300 i 3000 cm™), drganiom rozciggajagcym C—H w taficuchach alifatycznych
(3000-2850 cm™), drganiom rozciggajgcym wigzania C=0 (1701 cm™), oraz drganiom
deformacyjnym O-H w kwasach karboksylowych (1438 cm™). Widma hybryd zawierajgcych
PAA/PLCAAL oraz FA/DOX charakteryzuje naktadanie sie pasm absorpcyjnych pochodzgcych
z wielu grup funkcyjnych, szczegblnie w zakresie pasm karbonylowych i amidowych. Analiza
widm wskazuje na skuteczng modyfikacje hybryd na kazdym etapie syntezy. W przypadku
uktadéw modyfikowanych FA, w widmach zaobserwowano zwiekszong intensywnos¢ pasm
rozciggajacych C-H (3000-2850 cm™) oraz szerokie pasmo o maksimum absorpcji przy 1720
cm™, przypisane drganiom rozciggajgcym C=0. Pasmo to moze pochodzi¢ zaréwno od drgan
wigzan grup karboksylowych, jak i laktamowych w czgsteczkach FA. Poszerzenie tego sygnatu
wynika z naktadania sie pasm charakterystycznych dla drgan amidowych (wigzania C=0 i N-H)
w zakresie 1680-1515 cm™. W widmach hybryd modyfikowanych DOX odnotowano podobne
zmiany. Dotyczg one zwiekszonej intensywnosci pasm C-H (3000-2850 cm™) oraz nowego

pasma C=0 pochodzacego od karbonylowych ugrupowan DOX, ktérych maksimum absorpcji
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wystepuje przy 1719 cm™. Dodatkowo, pasmo karbonylowe jest poszerzone na skutek
naktadania sie na nie pasm amidowych (amid | i amid Il). W widmach hybryd zawierajgcych

DOX zaobserwowano nowy sygnat przy ok. 1090 cm™, przypisany drganiom rozciggajgcym C-N.
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Rysunek 23. Widma FTIR otrzymanych hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajacych PAA/PLCAAL.

Rysunek 24 przedstawia wyniki analizy termograwimetrycznej hybrydowych
materiatdw polimerowo-nieorganicznych. Rdzenie tlenku zelaza wykazujg wysokg stabilnos¢
termiczng w catym badanym zakresie temperatur, dlatego zaobserwowane ubytki masy
sq wynikiem degradacji powtoki (warstwy organicznej) badanych hybryd. Materiat wyjsciowy
MNP@X utracit 16,2% swojej masy, co odpowiada rozktadowi modyfikowanej ditioweglanem
powtoki aminosiloksanowej. Po procesie polimeryzacji ubytek masy w probkach jest wyraznie
wiekszy, wskazujgc na skuteczne zbudowanie powtok polimerowych (Tabela 7). Czastki
modyfikowane PAA/PLCAA1 ulegajg degradacji termicznej w dwdch charakterystycznych
zakresach temperaturowych: 200-450 °C oraz 450-750 °C, odpowiadajgcych kolejno
rozktadowi powtoki PAA/PLCAAL1 oraz szkieletu aminosiloksanowego. Hybrydy modyfikowane
FA wykazujg bardziej ztozony profil degradacji w szerokim zakresie temperatur 100-800 °C,
obejmujacy pie¢ maksimdéw ubytku masy: przy 125 °C, 265 °C, 420 °C, 650 °C i 720 °C. Etapy
te sg zwigzane z degradacjg kwasu foliowego oraz stopniowg karbonizacjg powtoki organicznej
i korespondujg z danymi literaturowymi.?*®%>° Podobnie, hybrydy modyfikowane DOX
rozktadajg sie w szerokim zakresie 150—-800 °C, wykazujac trzy-etapowy charakter degradacji,

o maksimach rozktadu przy 240 °C, 350 °C i 800 °C. Warto zauwazy¢, ze hybrydy zawierajgce
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substancje biologicznie aktywne wykazujg znacznie wiekszy ubytek masy (od 21% do 27%)
w poréwnaniu do niemodyfikowanych odpowiednikéw, co swiadczy o istotnych zmianach

w ich skfadzie i stabilnosci termicznej omawianych hybryd.
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Rysunek 24. Termogramy hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych PAA/PLCAAL.

Pomiary metodg dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS) zostaty przeprowadzone
w celu analizy rozmiaru otrzymanych hybryd w roztworach wodnych. Materiat wyjsciowy,
MNP@NH,, miat $rednice hydrodynamiczng okoto 140 nanometréw. Hybrydy polimerowo-
nieorganiczne oraz modyfikowane substancjami biologicznie aktywnymi charakteryzowaty
sie rozmiarami czgstek w zakresie od 130 do 270 nm (Rysunek 25, Tabela 7). Wzrost wielkosci
powtoki organicznej prowadzit do zwiekszenia rozmiaru czgstek. Modyfikacja hybryd
doksorubicyng spowodowata znaczny wzrost srednicy hydrodynamicznej czgstek (+64-116%),
co jest zgodne z wynikami analizy termograwimetrycznej. W przypadku hybryd z kwasem

foliowym wptyw modyfikacji na rozmiar uktadu byt niewielki (+16-18%).
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Rysunek 25. Rozmiary (DLS) i potencjat T (ELS) czastek z powtokami PAA oraz PLCAAL.

Tabela 7. Wtasciwosci fizykochemiczne hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych PLCAAL lub PAA.

Hybrydy Am [%] w 800 °C  Rozmiar (d, nm) H20 DI {[mV] H20
MNP@PLCAAL 22 1304 0,09 -26
MNP@PLCAA1-FA 30 152+1 0,07 -28
MNP@PLCAA1-DOX 43 275+1 0,39 -28
MNP@PAA 23 1637 0,04 -33
MNP@PAA-FA 43 1353 0,03 -46
MNP@PAA-DOX 50 268 +7 0,14 -25

Przeprowadzono badania uzyskanych ukfadéw metodg elektroforetycznego
rozpraszania Swiatta (potencjat ) w celu oceny ich stabilnosci w Srodowisku wodnym. Materiat
wyjsciowy, MNP@NH,, wykazywat potencjat { na poziomie 12 mV. Po polimeryzacji wartos¢
potencjatu { znacznie spadta, osiggajgc -26 mV dla MNP@PLCAAL i -32 mV dla MNP@PAA,
co oznacza poprawe stabilnosci tych uktadéw. Wprowadzenie FA i DOX do tych systemodw
nie miata istotnego wptywu na wartosci potencjatu T w poréwnaniu do materiatu
niezmodfikowanego (Tabela 7).

Ponadto zweryfikowano stabilnos¢ koloidalng badanych czastek w czasie.
Zdyspergowano je w wodzie destylowanej i zbadano rozmiar oraz potencjat { bezposrednio
po przygotowaniu zawiesiny (t=0), po 24 godzinach oraz po 7 dniach przechowujgc mieszaniny
w temperaturze pokojowej. Bezposrednio po dyspersji uktady charakteryzowaty sie wysoka
jednorodnoscig oraz stabilnym potencjatem T zakresie od -25 mV do -46 mV. Po 24 godzinach
parametry zawiesiny pozostaty niezmienione wzgledem prdébek sSwiezo przygotowanych,
co potwierdza krotkoterminowg stabilno$¢ koloidalng uktadu. Po 7 dniach przechowywania
zaobserwowano czesciowg sedymentacje czastek, co wskazuje na obnizenie stabilnosci

uktadu w dtuzszej perspektywie czasu. Zastosowanie redyspersji ultradzwiekami umozliwito
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jednak petne przywrdcenie pierwotnych wiasciwosci uktadu - zaréwno pod wzgledem
dystrybucji wielkos$ci czastek, jak i wartosci potencjatu zeta. Otrzymana zawiesina byta
ponownie jednorodna i stabilna, co potwierdza, ze proces agregacji ma charakter odwracalny.
W celu zapewnienia najwyzszej jakosci i powtarzalnosci, czastki przeznaczone do badan
biologicznych byty kazdorazowo przygotowywane bezposrednio przed wykonaniem
eksperymentoéw.

Obrazy TEM przedstawiajg czgstki MNP@PLCAA1 w dwdch réznych powiekszeniach
(Rysunek 26). Na zdjeciach widoczne s3 sferyczne czastki tlenku zelaza o $rednicy 10-15 nm.
Czastki te taczg sie, tworzgc agregaty o rozmiarach od 100 do 280 nm. Na obrazach rdzenie
magnetyczne tlenku zelaza sg widoczne jako ciemne punkty otoczone jasniejszg, cienka

warstwg polimerowag, co wskazuje na strukture typu rdzen-powtoka.

Rysunek 26. Zdjecia TEM czgstek MNP@PLCAAL.

Otrzymane hybrydy poddano ocenie przydatnosci w terapii przeciwnowotworowe;j
na Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku. Badania dotyczyly oceny biozgodnosci oraz
wiasciwosci przeciwnowotworowych hybryd polimerowo-nieorganicznych z kowalencyjnie
przytagczong doksorubicyng (DOX) Ilub/i kwasem foliowym. Analizowano ich wptyw
na czerwone krwinki, komérki uktadu odpornosciowego, fibroblasty, kardiomiocyty,
hepatocyty oraz komérki nowotworowe piersi i szyjki macicy.

Badania hemokompatybilnosci wykazaty, Ze testowane hybrydy polimerowo-
nieorganiczne sg biozgodne z erytrocytami. Nanoczastki MNP@PAA i ich pochodne z kwasem
foliowym wykazaty niewielka hemolize 2-5%. Nie wykazano réwniez istotnej toksycznosci
wobec monocytéw. W przypadku komorek fizjologicznych nanoczastki nie wptywaty

na metabolizm fibroblastéw (CCD-1079Sk) i kardiomiocytéw (H9c2(2-1)) w stezeniu
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0,1 mg/mL. Dodatek doksorubicyny (DOX) zmniejszat przezywalno$é fibroblastow o 20%,
co wedtug normy ISO 10993-5 nie jest wartoscig uznawang za toksyczng. Nanohybrydy
skutecznie hamowaty proliferacje i przezywalnos¢ komoérek nowotworowych raka piersi
(MCF-7, MDA-MB-231) oraz szyjki macicy (Hela). Komodrki MCF-7 byty bardziej wrazliwe
na hybrydy zawierajace pochodng kwasu litocholowego (PLCAA1) niz na PAA. W stosunku
do bardziej agresywnej linii MDA-MB-231 silny efekt cytotoksyczny obserwowano tylko przy
uzyciu nos$nikdow zawierajacych DOX. Podobnie w przypadku badan na komodrkach Hela
najwiekszg skutecznos¢ wykazywaty nanoczastki sfunkcjonalizowane DOX. Badania
wtasciwosci apoptycznych zastosowanych uktadéw wykazaty na aktywacje kaspazy-8 (Sciezka
zewnatrzpochodna) w komadrkach MCF-7, MDA-MB-231 i Hela, szczegdlnie w obecnosci DOX.
Kasapaza-9 (Sciezka mitochondrialna) byfa istotnie aktywowana w komdrkach MDA-MB-231
i Hela, ale nie w MCF-7. Wyniki te potwierdzajg, ze testowane hybrydy skutecznie indukujg

Smier¢ komérek nowotworowych.

PODSUMOWANIE

Na drodze syntezy i modyfikacji otrzymano sze$é¢ magnetycznych hybryd polimerowo-
nieorganicznych — trzy uktady zawierajgce pochodne kwasu litocholowego (LCAA1) oraz trzy
uktady zawierajagce pochodne kwasu akrylowego (PAA). Wszystkie uktady poddano
modyfikacji poprzez amidowanie z kwasem foliowym oraz doksorubicyng. Modyfikacje
powierzchni czgstek oraz przebieg polimeryzacji monitorowano przy zastosowaniu technik
spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR), analiz termograwimetrycznych
(TGA) oraz dynamicznego rozpraszania sSwiatta (DLS) i elektroforetycznego rozpraszania
Swiatta (ELS). Ponadto, uktady zbadano metoda transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
(TEM).

Na podstawie przeprowadzonych analiz fizykochemicznych potwierdzono uzyskanie
niewielkich aglomeratéw czastek magnetycznych otoczonych organiczng powioka
polimerowa o zaktadanej strukturze. Postawione dla tej czesci pracy hipotezy zostaty
zweryfikowane nastepujaco:

1. Zastosowane metody syntetyczne pozwolity na otrzymanie hybryd polimerowo-
nieorganicznych o okreslonej strukturze z kowalencyjnie przytgczonymi czgsteczkami

lekéw, co zostato potwierdzone analizami FTIR, TGA oraz TEM.
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2. Modyfikacja powtok polimerowych substancjami biologicznie czynnymi pozwolita
na uzyskanie uktadéw o wtasciwosciach przeciwnowotworowych. Ponadto obecnos¢
kwasu foliowego i doksorubicyny w ukfadzie nie spowodowata znaczacych zmian
potencjatu T otrzymanych uktaddéw, co $wiadczy o zachowaniu ich pierwotnej
stabilnosci w srodowisku wodnym.

3. Hybrydy z poli(akrylanem kwasu litocholowego) charakteryzowaty sie nizszg
toksycznoscig wzgledem komérek fizjologicznych w stosunku od uktaddw
z poli(kwasem akrylowym).

4. Otrzymane hybrydy z  doksorubicyng  wykazywaty silniejsze  dziatanie
przeciwnowotworowe w poréwnaniu z ,wolnym” lekiem. W kontekscie terapii
otrzymane uktady majg potencjat do zmniejszenia dawki leku, a tym samym

ograniczenia skutkow ubocznych.

Badania przedstawione w tej czesci pracy opublikowano w RSC Advances, 2025, 15,

14246-14258.
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ROZDZIAL 3. Polimery liniowe zawierajgce kwas litocholowy w tancuchu

gtéwnym lub tancuchach bocznych

Celem tej czesci pracy byto otrzymanie rozpuszczalnych w wodzie polimeréw liniowych
zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego. Otrzymane uktady miaty postuzyé
do stworzenia polimerowych nosnikéw do jednoczesnego obrazowania i dostarczania lekow.

Kwas litocholowy zostat wybrany ze wzgledu na jego unikalng strukture steroidowg oraz
obecnosé¢ dwodch reaktywnych grup funkcyjnych (hydroksylowej i karboksylowej), ktére
umozliwiajg selektywne modyfikacje chemiczne oraz wptywajg na interakcje z matrycg
biologiczna.

Strategia badan obejmowata synteze dwdch typow polimerdw:

1. uktadow zawierajacych jedng czasteczke kwasu litocholowego na koricu taricucha,
2. uktaddéw zawierajgcych kilka/kilkanascie czgsteczek kwasu litocholowego w taricuchach
bocznych makroczasteczek.

Poréwnanie réinych polimeréw miato na celu okreslenie wptywu steroidu
na rozpuszczalno$é i stabilnos¢ uktadow w roztworze wodnym oraz lepsze zrozumienie
mechanizmoéw interakcji pochodnych kwaséw zétciowych komoérkami prawidtowymi oraz
nowotworowymi biologiczng. Dodatkowo, badania miaty wyjasni¢, w jaki sposob liczba
czgsteczek steroidu w uktadzie wptywa na wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne uktadu.

Kolejnym celem byto otrzymanie nosnikdw lekéw umozliwiajgcych dostarczanie leku
przy jednoczesnym S$ledzeniu drogi oraz interakcji zachodzacych na linii nosnik-substancja
aktywna. Obecnos¢ reaktywnych grup funkcyjnych w strukturze polimeréw umoiliwita
modyfikacje barwnikami fluorescencyjnymi takimi jak pochodne pirenu oraz doksorubicyng -
fluorescencyjnym lekiem przeciwnowotworowym.

Piren i doksorubicyna znaczgco rdznig sie dtugosciami fali emisji fluorescencji - piren
wykazuje emisje fluorescencji w zakresie niebieskim, podczas gdy doksorubicyna emituje
w zakresie czerwonym. Wyrazna separacja spektralna stwarza szanse na rdwnoczesne oraz
selektywne obrazowanie obu barwnikdbw metodami mikroskopowymi o wysokiej

rozdzielczosci, w tym z uzyciem technik superrozdzielczych, takich jak mikroskopia STED.
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3.1. Otrzymywanie homopolimeréw zawierajagcych pochodng kwasu litocholowego

LCAA1 na koncu tancucha.

Przedmiotem tej czesci pracy byto otrzymanie polimeréw zawierajgcych jedng czgstke
kwasu litocholowego na koncu fancucha polimerowego. Drogg prowadzgcy do uzyskania
takich uktadoéw przy zastosowaniu techniki polimeryzacji RAFT byfo otrzymanie czynnika
przeniesienia taricucha na bazie kwasu litocholowego. Zdecydowano, ze czynnik przeniesienia
taiicucha zostanie wbudowany od strony grupy hydroksylowej. Tym samym po drugiej stronie
czasteczki kwasu litocholowego pozostawata wolna grupa karboksylowa. Grupa ta postuzyta

do dalszych modyfikacji polimeru.

3.1.1. Synteza ditioweglanu kwasu litocholowego.

Czynnik przeniesienia faficucha polimeryzacji RAFT otrzymano na drodze 2-etopwej
syntezy. Pierwszym krokiem byta addycja bromku kwasu 2-bromopropionowego do wolnej
grupy hydroksylowej kwasu litocholowego w pozycji 3o (Schemat 25). W tym celu kwas
litocholowy rozpuszczono w DCM i dodano trietyloamine (EtsN). Mieszanine reakcyjng
umieszczono w tazni lodowej i dodawano stopniowo bromek kwasu 2-bromopropionowego.
Przebieg reakcji monitorowano metodg chromatografii cienkowarstwowe] (TLC). Po 24h
produkt wyizolowano poprzez ekstrakcje kwasowg, wysuszono nad bezwodnym siarczanem
sodu, a nastepnie oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z zelem krzemionkowym,

stosujgc uktad heksan:octan etylu (7:3). Wydajnosc¢ reakcji wynosita 78%.

(6] o (0]
7, OH Br 7, OH

Br

Et;N

DCM, 0 °C (0]
HO\\\‘ \H‘\ N
H © H
kwas litocholowy (LCA) Br LCA-Br

Schemat 25. Synteza kwasu 3a-(2-bromopropionylooksy)-58-cholan-24-owego (LCA-Br).

W drugim etapie otrzymang pochodng LCA-Br poddano substytucji nukleofilowej
z ditioweglanem etylowo-potasowym (Schemat 26). W tym celu LCA-Br rozpuszczono
w acetonie i umieszczono w tazni lodowe]. Stopniowo wkraplano roztwér ditioweglanu
etylowo-potasowego rozpuszczonego w acetonitrylu. Po 24h produkt wyizolowano poprzez

ekstrakcje, wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu a nastepnie oczyszczono na kolumnie
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chromatograficznej z zelem krzemionkowym, stosujac uktad heksan:octan etylu (8:2).

Po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano zétte ciato state. Wydajnosé reakcji wyniosta 88%.

aceton, acetonitryl
0°C

Br LCA-Br

Schemat 26. Synteza czynnika przeniesienia taficucha polimeryzacji LCA-X.

Uzyskanie pochodnych kwasu litocholowego potwierdzono na podstawie analiz widm
'H NMR (Rysunek 27). Widma protonowe otrzymanych pochodnych LCA-Br oraz LCA-X
porownano wzgledem widma materialu wyjsciowego (LCA). W widmie LCA-Br
zaobserwowano charakterystyczne przesuniecie chemiczne sygnatu protonu przy atomie
wegla C3 z 3,70 ppm (dla LCA) do 4,74 ppm. Dodatkowo, zaobserwowano pojawienie
sie nowych sygnatéw pochodzacych przy 4,30 ppm i 1,79 ppm, odpowiadajgcych kolejno
grupom -CH oraz -CHjs zlokalizowanym w bezpos$rednim sgsiedztwie atomu bromu. W widmie
pochodnej LCA-X zaobserwowano przesuniecie sygnatu grupy metylowej z 1,79 pmm (LCA-Br)
do 1,42 ppm. Ponadto, zaobserwowano pojawienie sie nowych sygnatdw przy 1,54 ppm (-CHs)

oraz 4,62 ppm (-CH.-) grupy etoksylowe;j.

| ]
LCA ) )1 77“&\\ i"l\“,‘.g,’ W '..I‘ .

LCA-Br | AL k [V

— —T— — — —r———7——— 77— —— ppm
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Rysunek 27. Widma *H NMR kwasu litocholowego (LCA), oraz pochodnych LCA-Br i LCA-X.
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3.1.2. Synteza homopolimeréw N-izopropyloakrylamidu (LCA-PNIPAAmM-X)

Ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢ kwasu litocholowego (LCA) w wodzie
zdecydowano sie na zastosowanie do polimeryzacji hydrofilowego monomeru
poli(N-izopropyloakryloamidu) (PNIPAAm). PNIPAAm jest termowrazliwym polimerem,
Co oznacza, ze ponizej temperatury przejscia fazowego (LCST, Lower Critical Solution
Temperature) pozostaje rozpuszczalny w wodzie, natomiast powyzej tej temperatury
przechodzi w forme hydrofobowg i ulega aglomeracji. PNIPAAm charakteryzuje sie wysokga

biokompatybilnoscia, co jest kluczowe w kontekscie zastosowan medycznych.

Hipotezy dotyczgce badan opisanych w czwartym i pigtym rozdziale pracy:

1. Zastosowanie czynnika przeniesienia tancucha polimeryzacji RAFT zawierajgcego
fragment kwasu litocholowego umozliwi kontrolowang synteze polimerdw o okreslonej
masie czgsteczkowej oraz waskim rozktadzie mas molowych zawierajgcych pochodng
kwasu litocholowego w fancuchu gtéwnym.

2. Zastosowanie monomeru akrylowego na bazie kwasu litocholowego pozwoli
na otrzymanie polimeréw funkcjonalnych zawierajgcych w swoich tancuchach
bocznych ugrupowania steroidowe.

3. Polimeryzacja pochodnych kwasu litocholowego z poli(N-izopropyloakrylamidem)
umozliwi uzyskanie polimerowych uktadéw amfifilowych charakteryzujgcych sie dobrg
rozpuszczalnoscig lub dyspersjg w Srodowisku wodnym.

4. Obecnos¢ wolnej grupy karboksylowej kwasu litocholowego oraz grupy
ditioweglanowej w strukturze polimeru umozliwi przeprowadzenie reakcji post-
modyfikacji, prowadzgcych do uzyskania uktadéw polimerowych znakowanych jednym
lub dwoma réznymi barwnikami fluorescencyjnymi.

5. Uktady polimerowe podwdjnie znakowane fluorescencyjnie bedg charakteryzowac sie
fluorescencjg o dwdch réznych dtugosciach fali emisji, co umozliwi jednoczesne, jak
rowniez selektywne wzbudzanie i detekcje sygnatow fluorescencyjnych.

6. Uktady kopolimerowe, zawierajgce wiecej jednostek barwnika fluorescencyjnego
(modyfikacja grup karboksylowych taincuchéw bocznych) beda charakteryzowaty sie
wiekszg intensywnoscig oraz selektywnoscig fluorescencji w przeciwienstwie
do uktadéw homopolimerowych znakowanych jedng czgsteczkg barwnika (modyfikacja

grupy karboksylowej CTA w faricuchu gtdwnym).
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7. Uzyskane ukfady polimerowe pozwolg na otrzymanie nanometrycznych czgstek
rozpuszczalnych w wodzie spetniajagcych podstawowe wymagania stawiane no$nikom
substancji biologicznie aktywnych (takich jak stabilno$¢ koloidalna, odpowiednia
wielkos¢ oraz zdolnos¢ enkapsulacji lekdw).

8. Mozliwa bedzie efektywna enkapsulacja substancji biologicznie aktywnej wewnatrz
struktur polimerowych.

9. Utworzone w wyniku nanostrgcania czgstki polimerowe znakowane fluorescencyjnie
bedg zachowywaé wtasciwosci emisyjne w formie zdyspergowanej w $rodowisku
wodnym, umozliwiajagc ich dalsze wykorzystanie jako sondy fluorescencyjne

w uktadach biologicznych.

Prace rozpoczeto od doboru i optymalizacji warunkéw polimeryzacji RAFT monomeru
N-izopropyloakrylamidu z czynnikiem przeniesienia faicucha LCA-X. W tym celu
przeprowadzono serie polimeryzacji testowych w réznych rozpuszczalnikach (THF, DMF,
dioksan) oraz w réznych temperaturach (55-70 °C). Wykonano krzywe konwersji, analizujgc
kinetyke reakcji polimeryzacji w funkcji czasu w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze najbardziej optymalnym rozpuszczalnikiem byt dioksan, reakcje
mozna byto zakoriczyé po 6 godzinach w 65 °C (98% konwersji monomeru). Integracja
sygnatéw w widmach 'H NMR, pomiedzy pasmami pochodzgcymi od taficucha polimerowego
PNIPAAmM a sygnatami grup metylowych czynnika LCA-X, wskazywata na duzg precyzje
w odwzorowywaniu teoretycznej liczby jednostek powtarzalnych.

Nastepnie w tych warunkach wykonano serie polimeryzacji rodnikowych RAFT
N-izopropyloakrylamidu z zastosowaniem LCA-X jako czynnika przeniesienia tancucha
(Schemat 27). Otrzymano polimery LCA-PNIPAAmM-X (4-9) zawierajgcego mery
N-izopropyloakrylamidu (liczba jednostek powtarzalnych n = 40, 80, 120, 160, 200, 240)
zakonczonych jedng jednostkg kwasu litocholowego na koricu faicucha polimerowego.
Reakcje prowadzono przez 6h w dioksanie, w obecnosci inicjatora azobis(izobutyronitrylu)
(AIBN) i temperaturze 65 °C. Otrzymane produkty oczyszczono poprzez rozpuszczenie
w tetrahydrofuranie i strgcanie w zimnym eterze dietylowym. Procedure strgcania
wykonywano 2-3 krotnie, az do zaniku sygnatéw protondéw wigzania podwdjnego
nieprzereagowanego monomeru (obserwowanych w widmach *H NMR). Stragcony polimer

przesgczono i wysuszono na powietrzu, chronigc od $wiatta.
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Schemat 27. Polimeryzacja N-izopropyloakryloamidu z zastosowaniem LCA-X.

Przeprowadzono test rozpuszczalnosci otrzymanych polimerdw o réznych dtugosciach
tancucha poprzez przygotowanie ich wodnych roztworéw o maksymalnym stezeniu
10 mg-mL?. Dwa polimery o najmniejszej liczbie jednostek powtarzalnych NIPAAm (4-5)
nie ulegaty rozpuszczeniu w wodzie i zostaty wykluczone z dalszych etapéw badan, poniewaz
celem byto uzyskanie polimeréw rozpuszczalnych.

Widma 'H NMR polimeréw jednoznacznie potwierdzajg skuteczng polimeryzacje
NIPAAm. Brak sygnatéw pochodzacych od protondéw grup winylowych w zakresie 6,50-5,50
ppm $wiadczy o catkowitym przereagowaniu monomeru. W widmach produktéow
polimeryzacji zaobserwowano sygnaty charakterystyczne dla PNIPAAm pochodzace
od protonu amidowego —NH w zakresie 7,50—6,50 ppm, protonu —CH— grupy izopropylowej
przy 3,90 ppm oraz sygnatdw protondw grup metylowych (—CHs) przy 1,10 ppm. W widmach
widoczny byt réwniez sygnat przy 2,6 ppm protonéw PNIPAAmM obecnych w faiicuchu gtéwnym
polimeru (—CH-CH3). Dodatkowo w zakresie 2,5—0,50 ppm zaobserwowano sygnaty protonow
szkieletu czynnika transferu faincucha LCA-X. W przypadku uktadéw 6-8 zaobserwowano
zgodnos$é miedzy teoretyczng liczbg jednostek powtarzalnych, a liczbg wyliczong na podstawie
integracji pasm sygnatdw. Poréwnano integracje pasm odpowiadajgcych protonom
tancuchow bocznych PNIPAAmMu (3,98 ppm, (-CH(CHs),,) z integracjg pasma protonéw grupy
metylowej (0,69 ppm, -CHs), obecnego w kwasie litocholowym znajdujgcym sie na koricu
taiicucha polimerowego. W przypadku uktadu o najwiekszej teoretycznej liczbie jednostek

powtarzalnych NIPAAmu (9) wyznaczana masa czasteczkowa byta mniejsza niz zaktadana.
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Rysunek 28. Widma *H NMR LCA-X, NIPAAm oraz LCA-PNIPAAmM-X (6).

W widmach FTIR polimeréw LCA-PNIPAAM-X (6-9) zaobserwowano pojawienie
sie nowego, szerokiego pasma (3600-3100 cm™) oraz pasma przy 1560 cm™ drgan
rozciggajgcych wigzania N-H. Ponadto, zaobserwowano wystepowanie dodatkowych pasm

drgan rozciggajacych wigzania karbonylowego (C=0) przy 1637 cm™.
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Rysunek 29. Widma FTIR LCA-X, NIPAAm oraz LCA-PNIPAAmM-X.

Kolejnym etapem charakterystyki fizykochemicznej bylo wykonanie analizy
otrzymanych uktadéw (6-9) metodg chromatografii zelowej (z ang. Size Exclusion
Chromatography, SEC). Analizy przeprowadzono w DMF, stosujgc wspoétczynnik dn/dc = 0,087

PNIPAAmMu (warto$¢ literaturowa).?®° Wyniki przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8. Analizy SEC uktadow LCA-PNIPAAmM-X.

polimer Mo th® Mh,sec’ Muw,sec® b
LCA-PNIPAAM-X (4) nd. nd. nd. nd.
LCA-PNIPAAmM-X (5) nd. nd. nd. nd.
LCA-PNIPAAM-X (6) 13786 16800 21300 1,36
LCA-PNIPAAM-X (7) 18036 19000 26400 1,46
LCA-PNIPAAM-X (8) 22658 24800 33000 1,38
LCA-PNIPAAM-X (9) 27825 24900 36900 1,49

nd.=nie dotyczy/brak danych; 2Mn,:=([monomeru]o/[LCA-X]o)-konwersja(monomeru)-M(monomeru) + M(LCA-X);

bwyznaczone z SEC-RI-MALS w DMF, dn/dc=0,087;

Metoda SEC-RI-MALS umozliwita bezposrednie wyznaczenie mas czgsteczkowych
otrzymanych polimeréw. Uzyskane wartosci Mnsec byty zblizone do wartosci teoretycznych
i dobrze odzwierciedlaty stechiometryczne réznice w zaktadanym stosunku stezen monomeru
do CTA. Wartosci Mnsec bylty nieco wyzsze od zatozonych wartosci teoretycznych Mp .
Dyspersyjnos¢ uktadéw (P) oscyluje w zakresie wartosci 1,36—1,49. W przypadku prébki
0 najwyzszej wartosci Mnt, zaobserwowano zanizong wartos¢ Mnsec, co jest zgodne
z wynikami analizy *H NMR. Prawdopodobnie doszto do zaburzenia procesu polimeryzacji na
skutek takich jak przeniesienie konca tancucha na czgsteczki

reakcji ubocznych,

rozpuszczalnika.26!

—— LCA-PNIPAAM-X (6)

77777 LCA-PNIPAAM-X (7)

— —LCA-PNIPAAM-X (8)

LCA-PNIPAAM-X (9)

13 15 17 19 21
t [min]

Rysunek 30. Chromatrogramy SEC-RI polimeréw LCA-PNIPAAM-X (6-9).

Polimery poddano rdéwniez analizie termograwimetrycznej (Rysunek 32).

Do uzyskania temperatury 100 °C obserwowany byt ~5% ubytek masy, co zwigzane jest

z usunieciem wilgoci. Wszystkie prébki charakteryzowat jednoetapowy rozktad (~90% ubytku
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masy) w zakresie temperatur od 360-440 °C, odpowiadajacy wartosciom literaturowym

dotyczagcym termicznego rozktadu PNIPAAmM.262

100 —— LCA-PNIPAAM-X (6) —— LCA-PNIPAAM-X (6)
90 S 2T
-----LCA-PNIPAAM-X (7) ----- LCA-PNIPAAM-X (7)

80 +

— —LCA-PNIPAAM-X (8) — — LCA-PNIPAAM-X (8)

70 +

50 e LCA-PNIPAAM-X (9) wvons LCA-PNIPAAM-X (9)

50 T

DTG
-

a0 +

Ubytek masy [%]

30 +

20 +

.
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L

+ t 3 G
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Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Rysunek 31. Termogramy TG i DTG polimeréw LCA-PNIPAAmM-X (6-9).

Do dalszych badan wybrano polimery LCA-PNIPAAM-X (6) i (8), ktore byly
rozpuszczalne w wodzie, miaty najnizsze indeksy dyspersyjnosci i réznity sie znaczgco

dtugoscia faricuchdéw polimerowych.

3.1.3. Funkcjonalizacja uktadow LCA-PNIPAAmM-X barwnikiem fluorescencyjnym

Zgodnie z przyjetymi hipotezami, otrzymane homopolimery poddano modyfikacjom
celem wprowadzenia znacznikdéw fluorescencyjnych. Podjeto decyzje, ze znakowaniu
poddane zostang dwa konce taricucha polimerowego — jeden poprzez modyfikacje wolnej
grupy karboksylowej pochodzacej od kwasu litocholowego, drugi zas, poprzez modyfikacje
grupy ditiowelanowej (-SS(O)Et). Przeprowadzono tagodng aminolize (THF, 48h, r.t.) grupy -
SS(O)Et do grupy tiolowej przy uzyciu n-propyloaminy oraz tributylofosfiny (Schemat 28).
Produkty reakcji oczyszczono poprzez dwukrotne stragcenie w zimnym eterze dietylowym

i odwirowanie osadu.

Y Y o
Y,
(0] NH n-propyloamina, 0 NH OH
tributylofosfina LCA =
O THF, rt. o0
LCAY A L LCA I SH .
W
o 0 H
LCA-PNIPAAM-X (6,8) LCA-PNIPAAmM-SH (10,11)

Schemat 28. Aminoliza grupy ditioweglanowej do grupy tiolowej na kornicach tarnicuchéw homopolimeréw.
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Zarejestrowano widma UV-Vis wodnych roztworéw polimeréw LCA-PNIPAAM-X (6,8)
o stezeniu 1 mg-mL? przed oraz po aminolizie. Polimery LCA-PNIPAAM-X charakteryzowaty
sie pasmem absorpcji o maksimum przy 281 nm, pochodzgcym od grupy ditioweglanowej,
a doktadniej przejsciem m—m* ugrupowania SC(S)O. W widmach prébek po aminolizie
obserwowano zanik absorpcji przy tej dtugosci fali, co potwierdza brak grupy ditioweglanowej

na koncach tancuchéw w zwigzkach LCA-PNIPAAmM-SH (10,11).

03 -+

Ala.u.]

0,05 +

——LCA-PNIPAAM-X (6)
----- LCA-PNIPAAM-SH (10)

t t 1 t t d
250 260 270 280 290 300 310 250 260 270 280 290 300 310
Diugosc fali [nm] Dtugosc fali [nm]

Rysunek 32. Wimda UV-Vis polimeréw LCA-PNIPAAmM-X (6,8) i produktow po aminolzie - LCA-PNIPAAmM-SH
(10,11).

W kolejnym kroku polimery zakonczone grupg tiolowg poddano reakcji Michaela
z maleimidowg pochodng pirenu (Pyr-M) otrzymang w Zaktadzie Polimeréw i Syntezy
Organicznej. Odpowiednig ilo$¢ LCA-PNIPAAmM-SH (10,11), trietyloaminy i Pyr-M rozpuszczono
w bezwodnym THF i mieszano przez 48h w temperaturze pokojowej. Produkty reakcji LCA-
PNIPAAmM-S-Pyr oczyszczono poprzez wielokrotne strgcanie w zimnym eterze dietylowym
i odwirowanie osadu. Procedure oczyszczania prowadzono do momentu zaniku fluorescencji
w supernatancie. Otrzymano LCA-PNIPAAM-S-Pyr (10,11) w postaci proszkow

o lekko zo6ttym zabarwieniu.

\‘/ Y 0
. OH

0. _NH 0. _NH
Pyr-M, Et;N LCA =
0 > 0
LCAY ~SH THF, rt. LCA" nS/ i
W
o] fo) H
LCA-PNIPAAmM-SH (10,11) LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12,13)

_4\/\/\/\

Schemat 29. Reakcja addycji Michaela LCA-PNIPAAmM-SH (10,11) z maleimidowa pochodng pirenu (Pyr-M).
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W celu potwierdzenia funkcjonalizacji korncow fancuchow polimeru fluroescencyjna
pochodng pirenu wykonano analizy *H NMR. llo$¢ protonéw pochodzgcych od maleimidowej
pochodnej pirenu jest niewielka wzgledem protondéw pochodzacych od faicuchéw
polimerowych LCA-PNIPAAmM-SH, w rutynowym widmie nie zaobserwowano sygnatéw
pochodzacych pod pochodnej Pyr-M. Dtugie skanowanie prébki (tysigc skanow) przyniosto
rezultat. W widmach polimeréw LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (12,13) nie zaobserwowano
wystepowania sygnatu protondw wigzania podwdjnego pierscienia maleimidowego
w zakresie 6,70-6,90 ppm. Odnotowano natomiast pojawienie sie nowych sygnatéw

w zakresie 3,75-3,1 ppm.

o
LCA-PNIPAAM-S-Pyr(13) ——

ppm

8.0 85 8.0 75 70 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10 05 0.0

Rysunek 33. Widma *H NMR pochodnej maleimidowej pirenu (Pyr-M) oraz LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (12,13).

Jednoczesnie, w celu potwierdzenia mozliwosci znakowania LCA-PNIPAAmM-SH
przeprowadzono modelowg reakcje maleimidowej pochodnej pirenu z etanotiolowym
odpowiednikiem (EtSH), zachowujac identyczne warunki reakcji. Poréwnanie widm "H NMR
substratu (Pyr-M) oraz produktu (EtS—Pyr) wykazato zanik sygnatéw protonéw wigzania
podwdjnego pierscienia maleimidowego w zakresie 6,70-6,90 ppm. Zaobserwowano
pojawienie sie nowego sygnatu w rejonie 3,66 ppm, odpowiadajgcego protonom grupy —CH,—
S— oraz dodatkowych sygnatow w zakresie 3,10-2,80 ppm pozostatych protondw pierscienia
sukcynimidowego. Obserwowane zmiany jednoznacznie potwierdzajg prawidtowy przebieg
addycji Michaela i zasadno$¢ jej stosowania w celu modyfikacji koncéw taricuchow

polimerowych pochodng maleimidowa pirenu.
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Rysunek 34. Widma *H NMR pochodnej maleimidowej pirenu (Pyr-M) oraz produktu (EtS-Pyr).

Dodatkowo w widmach UV-Vis LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (12,13) zaobserwowano
charakterystyczne trzy maksima absorpcji w zakresie 310-360 nm odpowiadajace przejsciom
elektronowym typu m - 1t* oraz przejsciom do wyzszych stanéw wzbudzonych sprzezonego

uktadu pierscieni aromatycznych pirenu.

LCA_PNIPAAM-S-Pyr [12)
LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12)

—LCA-PNIPAAM-S-Pyr (13)

—LCA-PNIPAAM-S-Pyr (13)

Alawu]
o

240 260 280 300 120 340 360 380 350 400 450 500 550 600

Dlugose fali [nm] Diugosc fali [nm]

Rysunek 35. Widma UV-Vis (po lewej), widmo fluorescencji (po prawej) uktadéw LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12,13

Wyniki pomiaréw spektrofluorymetrycznych przedstawiono na Rysunku 36. W widmie
emisyjnym zaobserwowano wyrazne maksima fluorescencji przy 418 nm, 398 nm oraz 377

nm, typowe dla uktadéw zawierajgcych piren w strukturach LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (12,13).

3.1.4. Otrzymywanie uktadow homopolimerowych podwadjnie znakowanych
fluorescencyjnie

W celu otrzymania podwadjnie znakowanych homopolimeréw PNIPAAmM zawierajgcych
pochodng kwasu litocholowego na koncu tancucha wykorzystano polimery LCA-PNIPAAmM-S-

Pyr opisane w poprzednim podrozdziale pracy. W strukturze polimeru, od strony czgsteczki

kwasu litocholowego, wecigz obecna byla wolna grupa karboksylowa. Zdecydowano
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sie na modyfikacje tej grupy w reakcji z doksorubicyng — fluorescencyjnym lekiem
przeciwnowotworowym (Rysunek 36).

0 OH 0
I OH L
s A~ AN OH

S ‘\ _, ~ // \‘, ~ ~

\ e
~ TXO H

Doksorubicyna (DOX)

Rysunek 36. Czgsteczka doksorubicyny.

Skorzystano z procedury przytagczania doksorubicyny do uktadéw polimerowych
na bazie kwasu litocholowego na drodze amidowania opracowanej i opisanej w poprzedniej
czesci tej pracy (Rozdziat 2). W probdéwce, w bezwodnym THF, rozpuszczono odpowiednig ilosé
LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (12,13), DCC, DMAP oraz doksorubicyne. Reakcje prowadzono przez 48h
w atmosferze argonu. Produkty DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14,15) oczyszczono poprzez
wielokrotne strgcanie w zimnym eterze dietylowym i odwirowanie osadu. Procedure
oczyszczania prowadzono do momentu zaniku fluorescencji w filtracie. Otrzymano DOX-LCA-

PNIPAAmM-S-Pyr (14,15) w postaci proszkdw o malinowym zabarwieniu.

OH  pox
DCC, DMAP
B ——————TT
THF, rt.
/ /
H H
LCA-PNIPAAM-5-Pyr (12 13) DOX-LCA-PNIPAAM-S-Pyr (14 15)

= i O‘ v »?HJ _OH
- ??». N\/W\n c = l 7

Schemat 30. Przytgczanie doksorubicyny do uktadéw DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14,15) na drodze amidowania.

Wykonano analizy metody spektroskopii UV-Vis oraz spektrofluorymetryczne.
W widmach UV-Vis zarejestrowano pojawienie sie nowego maksimum absorpcji przy 475 nm,

co jest zbiezne z maksimum absorpcji wolnej doskorubicyny (Aex=473 nm), a delikatne
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przesuniecie wyznaczonego maksimum absorpcji Swiadczy o zmianie w otoczeniu chemicznym

fluoroforu (Rysunek 37).

0,020 T 001 -
LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12) — LCA-PNIPAAM-S-Pyr (13)

DOX-LCA-PNIPAAM-S-Pyr (14) — DOX-LCA-PNIPAAM-S-Pyr (15)
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Rysunek 37. Widma UV-Vis DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14,15) i substratéw LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (12,13).

Pojawienie sie nowych sygnatéw emisyjnych w badaniach spektrofluorymertycznych
(Rysunek 38) przy 555nm oraz 592 nm jest zgodne z wartos$ciami literaturowymi dotyczgcymi
emisji fluorescencji doksorubicyny.?%32%4 Niewielkie przesuniecia maksiméw emisji wzgledem

»wolnego” leku (Aem=580 nm) wynikajg ze zmiany lokalnego srodowiska fluoroforu.

LCA-PNIPAAm-S-Pyr (12) ——LCA-PNIPAAM-S-Pyr (13)
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04 02 +

02 + 01+

00 ot L 0+ Pt !
500 550 ) 650 700 500 550 600 650 700 750

Diugosc fali [nm] Diugos¢ fali [nm]

Rysunek 38. Widma emisyjne (spektrofluorymetryczne) DOX-LCA-PNIPAAM-S-Pyr (14,15) i substratéw LCA-
PNIPAAM-S-Pyr (12,13).
Dodatkowo zarejestrowano tréjwymiarowe widma emisyjne w zakresie 205-705
nm funkcji fali wzbudzajgcej w zakresie 200-700 nm (Rysunek 39). Wyznaczone maksima
dtugosci fali wzbudzenia oraz emisji i pokrywaty sie z rezultatami uprzednio opisywanych

analiz. Ponadto, na podstawie badani stwierdzono, ze odpowiednio dobrana dtugosé fali
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wzbudzenia pozwala na selektywne sterowanie procesami fluorescencji badanych uktaddw,
pozwalajgc  zaréwno na selektywne wzbudzenie pojedynczych barwnikéw jak
i na jednoczesne wzbudzenie obu barwnikéw obecnych w polimerze. Mozliwos¢ precyzyjnego
rozdzielenia sygnatdw emisyjnych jest szczegdlnie istotna w kontekscie zastosowania
wielosktadnikowych systemow fluorescencyjnych w technologiach obrazowania uktaddéw

nosnik-lek.

A o B

I[a.u]

Dtugos fali emisyjnej [nm] g5

Dtugos fali wzbudzenia [nm]

705 200
Rysunek 39. (A1) Roztwory LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12) oraz (A2) DOX-LCA-PNIPAAM-S-Pyr (14) w PBS
(C=1 mg-mL™") naswietlane lampg UV; (B) widmo fluorescencyjne 3D DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14).

PODSUMOWANIE

W tej czesci pracy uzyskano serie 12 rozpuszczalnych w wodzie homopolimeréw
poli(N-izopropyloakrylamidu) zawierajgcych pochodng kwasu litocholowego na koricu
tancucha. Uktady te charakteryzowaty sie réznymi dtugosciami taricuchéw polimerowych.
Ich otrzymanie byto mozliwe dzieki zastosowaniu metody kontrolowanej polimeryzacji RAFT.
Cztery uktady zostaty dodatkowo zmodyfikowane barwnikami fluorescencyjnymi poprzez
reakcje post-polimeryzacyjne z wykorzystaniem wolnej grupy karboksylowej kwasu
litocholowego oraz grupy ditioweglanowej. Otrzymane polimery zostaty kompleksowo
scharakteryzowane za  pomocg technik  spektroskopowych i  analitycznych,
w tym spektroskopii 'H NMR, FTIR, SEC, UV-Vis, spektrofluorymetrii oraz TGA. Uzyskane wyniki
potwierdzity kontrolowany charakter syntez oraz prawidtowo$é otrzymania zatozonych
struktur chemicznych. Przeprowadzone badania fluorescencyjne wykazaty, ze otrzymane

polimery jedno- i dwuznakowane wykazujg wtasciwosci emisyjne w roztworze PBS. Analiza
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spektrofluorymetryczna potwierdzita mozliwos¢ selektywnego oraz jednoczesnego
wzbudzania fluorescencji obu barwnikéw wbudowanych na dwéch réznych korcach taricucha

polimerowego.

3.2. Otrzymywanie kopolimeréw blokowych zawierajagcych pochodng kwasu
litocholowego LCAA1 w tancuchach bocznych

Przedmiotem niniejszej czesci pracy bylo otrzymanie polimeréw zawierajgcych
kilka/kilkanascie czgstek kwasu litocholowego w tancuchach bocznych polimeru. Drogg
prowadzacg do uzyskania takich uktaddw przy zastosowaniu techniki polimeryzacji RAFT byto
zastosowanie monomeru na bazie kwasu litocholowego. Zdecydowano, ze analogicznie
do uktadow z jedng czgsteczka kwasu litocholowego na koricu faricucha wykorzystana zostanie
pochodna z wolng grupg karboksylowa (monomer LCAA1), ktéra na dalszych etapach prac
rowniez postuzy do modyfikacji uktadéw znacznikiem fluorescencyjnym lub substancjg

aktywng o dziataniu przeciwnowotworowym.

3.2.1. Synteza homopolimeru PLCAA1-X

Pierwszym etapem tej czesci pracy byta optymalizacja warunkéw syntezy uktaddow
kopolimerowych zawierajgcych pochodng LCAAl1 w faricuchach bocznych. Do tego celu
zastosowano otrzymany i opisany wczesniej monomer LCAA1l oraz czynnik przeniesienia
taricucha Xa. Przeprowadzono polimeryzacje w réznych rozpuszczalnikach (THF, DMF,
THF:DMF (1:1), toluen, dioksan) oraz w réznych temperaturach (50-70 °C). Wykonano krzywe
konwersji LCAA1, analizujgc kinetyke reakcji polimeryzacji w funkcji czasu. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze optymalnymi warunkami sg3: dioksan, temperatura 55 °C i czas prowadzenia
reakcji wynoszacy 18 godzin. W tych warunkach osiggano konwersje na poziomie 99%.
Ponadto, ukfad otrzymany charakteryzowat sie najlepszg korelacjg uzyskanej masy
czgsteczkowej z masg teoretyczng oraz stosunkowo niskim rozrzutem mas molowych
(Mn/My,~1,4).

Nastepnie, powtdrzono reakcje polimeryzacji na wiekszg skale. Reakcje prowadzono
przez 18h w dioksanie, w obecnosci inicjatora azobis(izobutyronitrylu) (AIBN) i temperaturze
55 °C. Otrzymany produkt oczyszczono poprzez rozpuszczenie w tetrahydrofuranie i strgcanie
w zimnym heksanie. Procedure strgcania wykonywano 2-3 krotnie, az do zaniku,

obserwowanych w widmach 'H NMR sygnatéw pochodzacych od nieprzereagowanego
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monomeru. Strgcony i przesgczony osad wysuszono na powietrzu, chronigc od sSwiatfa.

Otrzymano PLCAA1-X (16) o teoretycznej liczbie jednostek powtarzalnych fragmentu

steroidowego n=12.

LCAA1
LCAA1 o o
O )
- AIBN
MeO n ——— > MeO .
dioksan, 55 °C ) -
n
(0] (o]
Xa LCAA1 PLCAA1-X (16)
[6)
/y
LCAA1 " OH
oo —
J
(@]
\)LO\\‘

Schemat 31 Synteza homopolimeru PLCAA1-X.

Produkt scharakteryzowano za pomoca *H NMR, FTIR, TGA oraz SEC. W widmie *H NMR
PLCAA1 w poréwnaniu z substratem LCAA1 zaobserwowano zanik sygnatow protondw grupy
winylowej w zakresie 6,50-5,80 ppm oraz pojawienie sie sygnatéw protonéw grup —CHs (3,7

ppm) oraz -CH-CHs (4,6 ppm) czynnika przeniesienia taricucha Xa, co potwierdza prawidtowy

przebieg reakcji (Rysunek 40).

LCAAL ‘l
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Rysunek 40. Widma *H NMR LCAA1 oraz PLCAA1-X.

W widmie FTIR PLCAA1-X w poréwnaniu do widma monomeru LCAA1 zaobserwowano

zanik sygnatu przy okoto 1641 cm™ drgan wigzania C=C (Rysunek 41). Zaobserwowano réwniez

subtelne zmiany intensywnosci i przesuniecia pasma pochodzgcego od drgan grup

karbonylowych, co swiadczy o zmianach lokalnego otoczenia chemicznego.
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Rysunek 41. Widma FTIR LCAA1 oraz PLCAA1-X.

Homopolimer PLCAA1-X (analiza TGA) ulega dwustopniowemu rozktadowi

z maksimami rozpadu w temperaturze okoto 350 °C oraz 440 °C (Rysunek 42). Poczatek
rozktadu termicznego obserwowany jest od ok. 280 °C, natomiast pozostato$¢ po rozktadzie
przy 500 °C stanowi ponizej 5% masy poczgtkowej analizowanego materiatu, co $wiadczy

o niemal catkowitej degradacji materiatu w analizowanych warunkach.
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Rysunek 42. Termogramy TG oraz DTG PLCAA1-X.
Wykonano rdéwniez analizy PLCAA1-X metodg chromatografii zelowej

w tetrahydrofuranie.

we wspotpracy z Waters | Wyatt Technology. Wyznaczono wspoétczynnik dn/dc, ktéry wyniost
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trifluorooctowego. Srednia masa czgsteczkowa (M) polimeru wynosita 6 900 g* mol ™ (warto$¢
teoretyczna 5 322 g-mol?), a wspétczynnik dyspersyjnosci 1,55. Rozbiezno$é pomiedzy Mn ,
a Mnsec oraz do$¢ wysoki wspétczynnik dyspersyjnosci mogty byé spowodowane
wystepowaniem interakcji z fazg stacjonarng kolumny chromatograficznej. Dodatkowym
powodem mogta byé trudno$é kontroli procesu z monomeru o duzej masie molowej
(430,62 g-mol?) w celu uzyskania taricuchéw oligomerowych o matej liczbie zaktadanych

jednostek powtarzalnych (n=12).

3.2.2. Synteza kopolimeréw blokowych PLCAA1-b-PNIPAAmM-X.

Za cel postawiono sobie uzyskanie kopolimeréw dobrze
rozpuszczalnych/dyspergowalnych w wodzie oraz zbadanie wptywu dtugosci tarcucha
poli(N-izopropyloakrylamidu) na wielko$¢ i samoorganizacje polimeréw w wodzie.
Zdecydowano o dobudowaniu do homopolimeru (16) 120 oraz 200 jednostek NIPAAm.
Przeprowadzono kilka testowych polimeryzacji RAFT z zastosowaniem LCAA1-X (16) jako
makroczynnika przeniesienia faiicucha, na drodze ktérych ustalono optymalne warunki
polimeryzacji (rozpuszczalnik - dioksan, temperatura 60 °C, czas reakcji 5h).

Odpowiednie ilosci NIPAAm oraz LCAA1-X rozpuszczono w bezwodnym dioksanie
i dodano inicjator - AIBN. Reakcje prowadzono w temperaturze 60 °C przez 5 godzin
w atmosferze argonu. Otrzymane kopolimery blokowe rozpuszczono w THF i oczyszczono
poprzez dwukrotne strgcanie w zimnym eterze dietylowym. Uzyskano PLCAA1-b-PNIPAAmM-X
(17,18) w postaci biatych proszkéw.

LCAA1 LCAA1

o, o Y 0. O Oy _NH

’ + mO NH AIBN
MeO ( P ) j/ dioksan, 85°C o0 : ( , ) (
7 n / n m

(e} o
PLCAA1-X (16) NIPAAmM PLCAA1-b-PNIPAAm-X (17,18)

LCAA1 " OH

Vj\o\\'

Schemat 32. Kopolimeryzacja RAFT N-izopropyloakrylamidu z PLCAA1-X.
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Otrzymane kopolimery scharakteryzowano za pomocg *H NMR, FTIR, TGA oraz SEC.
W widmach protonowych (Rysunek 43) zaobserwowano sygnaty charakterystyczne
dla PNIPAAmM pochodzace od protonu amidowego —NH w zakresie 7,50—6,50 ppm, protonu
-CH- grupy izopropylowej przy 3,90 ppm, protonu -CH-CH; protonom grup -CH- i -CH2-
PNIPAAmM w tancuchu gtéwnym przy 2,60 ppm oraz sygnatdw protondw grup metylowych
(-CH3) przy 1,10 ppm. Dodatkowo w widmie obecne byty sygnaty przy 4,70 i 0,70 ppm
pochodzace odpowiednio od protondw przy 3 (-CH-) oraz 18 (-CHs3) atomie wegla szkieletu

kwasu litocholowego.

PLCAA1-X (16)

PLCAA1-b-PNIPAAM-X (17) [ ‘
|

PLCAA1-b-PNIPAAM-X (18) | . AWy

T T " T T T — ppm
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0

Rysunek 43. Widma *H NMR PLCAA1-X (16) oraz kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18).

W widmach FTIR kopolimerdw (Rysunek 44) pojawity sie nowe pasma pochodzace od
drgan wigzan grupy amidowej poli(N-izopropyloakrylamidu): pasmo drgan wigzania N-H przy
ok. 3290 cm™i ok. 1530 cm™ , pasmo drgan rozciggajacych wigzania karbonylowego C=0 przy
ok. 1630 cm™.
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Rysunek 44. Widma FTIR PLCAA1-X (16) oraz kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAM-X (17,18).

Na podstawie analizy termograwimetrycznej (Rysunek 45) okreslono trwatosé
termiczng zsyntezowanych materiatéw. Odnotowano niewielki ubytek masy (~4%) zwigzany
z usuwaniem wilgoci z prébki polimerowej. Obie proébki kopolimerowe wykazujg jeden
znaczacy ubytek masy (~90-95%) w zakresie temperatur charakterystycznych dla rozktadu

PNIPAAm i PLCAA1 (350-450 °C).

100 - 35 PLCAAL-b-PNIPAAM-X (17)
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Rysunek 45. Termogramy TGA i DTG kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18).

Kopolimery poddano analizie metodg SEC (Rysunek 46). Ksztatt uzyskanych krzywych

wskazuje na wystepowanie interakcji hompoliomerdéw z fazg stacjonarng kolumny. Zjawisko
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to uniemozliwia precyzyjne oznaczenie masy molowej kopolimeréw. Masy M sec kopolimeréw
17 i 18 wyznaczone zostaty z wykorzystaniem funkcji ekstrapolacji masy molowej wzgledem
objetosci eluatu dostepnej w programie ASTRA. Uzyskane wartos$ci wynosity odpowiednio
9100 g-mol? oraz 11 800 g-mol?, co znaczaco odbiega od wartosci teoretycznych Mpth
obliczonych na 19 653 g-mol! oraz 27 658 g-mol™. Znacznie blizsze warto$ciom teoretycznym
byty natomiast wyznaczone warto$¢é My,sec, ktdre wynosity kolejno 17 700 g-mol™ oraz 22 600
g-mol?. Ponadto analiza lepkos$ci wtasciwej otrzymanych kopolimeréw ([n]w) wynoszaca
3,0 mL-g*dlakopolimeru 17 oraz 2,6 mL-g* dla kopolimeru 18 dostarcza istotnych informacji
o strukturze analizowanych materiatéw. Wartos¢ [nlw w poréwnaniu do Mysec wskazuje
na silnie zwartg strukture czasteczkowa - typowy liniowy polimer o wartosci My, sec
wyznaczonej dla kopolimeréw 17 i 18 w odpowiednim rozpuszczalniku powinien mie¢ lepkos¢
wtasciwg na poziomie [n]w = 13-15 mL-g . Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze analizowane
kopolimery przyjmujg kompaktowg postaé (silnie upakowang strukture) i mogg ulegaé elucji

czesciowo poza mechanizmem SEC. Prowadzone sg prace majace na celu rozwigzanie

problemu z oznaczeniem mas otrzymanych kopolimeréw. Na potrzeby dalszych badan

postugiwano sie teoretyczng masg kopolimeréw M ih.

PLCAAL-X (16)

PLCAA1-b-PNIPAAM-X (17)

/\ -----PLCAAL-b-PNIPAAM-X (18)
i
\

12 13 14 15 16
t [min]

17 18

Rysunek 46. Chromatrogramy SEC-RI polimeru PLCAA1-X (16) oraz kopolimeréwPLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18).

3.2.3. Funkcjonalizacja uktadéw PLCAA1-b-PNIPAAmM-X znacznikiem fluorescencyjnym

Przytgczenie barwnika fluorescencyjnego zaplanowano z wykorzystaniem terminalnej

grupy tiolowe] fancucha polimerowego. Przeprowadzono tagodng aminolize grupy

ditioweglanowej kopolimerow 17-18 do grupy tiolowej przy uzyciu n-propyloaminy oraz

tributylofosfiny. Reakcje prowadzono przez 48h w tetrahydrofuranie, w temperaturze
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pokojowej, w atmosferze argonu. Produkty reakcji PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20)
oczyszczono poprzez dwukrotne strgcenie w zimnym eterze dietylowym, odwirowanie osadu

i osuszenie na powietrzu.
LCAA1 LCAA1

O © © NH n-propyloamina,

o. .0 0
| tributylofosfina T
MeO Pt THF, r.t., 48h MeO _ Pa)
] | _ SH
n m n
0 0

PLCAA1-b-PNIPAAm-X (17,18) PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20)

LCAA1 " OH
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(0]
J
[e]

vj\ o™

Schemat 33. Otrzymanie PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20).

Produkty poddano analizie spektrofotometrycznej UV-Vis (Rysunek 47). Kopolimery
PLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18) charakteryzowaty sie wystepowaniem pasma absorpcji przy 282
nm, pochodzacym od grupy ditioweglanowej, a doktadniej przejScie m—mt* ugrupowania
SC(S)0. W widmach prébek po aminolizie obserwowano zanik absorpcji przy tej dtugosci fali,
co potwierdza redukcje grupy ditioweglanowej do grupy tiolowej, tym samym uzyskanie

kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20).

0,30 PLCAAL-b-PNIPAAM-X (17) PLCAA1-b-PNIPAAM-X (18)
025 —
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Rysunek 47. Widma UV-Vis PLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18) oraz PLCAA1-b-PNIPAAm-SH (19,20).
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W kolejnym etapie syntezy polimery zakonczone grupg tiolowg poddano reakgcji
addycji Michaela z maleimidowg pochodng pirenu (Pyr-M). W tym celu odpowiednig ilos¢
PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20), trietyloaminy (TEA) oraz pochodnej pirenu Pyr-M
rozpuszczono w bezwodnym tetrahydrofuranie (THF) i pozostawiono na mieszadle
magnetycznym w temperaturze pokojowej na 48 godzin. Po zakonczeniu reakcji surowy
produkt poddano oczyszczaniu poprzez kilkukrotne stracanie w schtodzonym eterze
dietylowym, po czym wytrgcony osad odwirowywano. Proces powtarzano do catkowitego
zaniku fluorescencji w supernatancie. Otrzymano produkty PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr (21,22)

w postaci lekko zéttych proszkéw.

LCAA1 \I/ LCAA -1\(

Oy__0 Og NH O 0 Oy _NH
I Pyr-M, Et;N [ by
weo () (Mg, 2B o (Y (Y
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n m n m
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PLCAA1-b-PNIPAAM-SH (19,20) PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22)
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Schemat 34. Reakcja Michaela PLCAA1-b-PNIPAAM-SH (19,20) z maleimidowg pochodng pirenu Pyr-M.

Kopolimery znakowane barwnikiem fluorescencyjnym PNIPAAmM-S-Pyr (21,22)
poddano analizie *H NMR (Rysunek 48). W tym przypadku w poréwnaniu do kopolimeréw,
analize w jeszcze wiekszym stopniu utrudniata masa modyfikowanego kopolimeru wzgledem
masy czgsteczkowej pochodnej pirenu. Skutkowato to jeszcze mniejszg intensywnoscia
sygnatéw pochodzacych od protondw barwnika w pordownaniu do protondéw szkieletu
polimerowego. Znaczgce zwiekszenie liczby skandw umozliwito jednak wyodrebnienie z linii
bazowe] kluczowych sygnatow, s$wiadczgcych o prawidlowym przebiegu reakgc;ji.
Zaobserwowano catkowity zanik sygnatéw odpowiadajgcych protonom wigzania podwdjnego
w pierscieniu maleimidowym w zakresie 6,70-6,90 ppm. W miejsce tych sygnatéw pojawity

sie nowe piki w zakresie 3,75-3,10 ppm.
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Rysunek 48. Widma *H NMR pochodnej maleimidowej pirenu (Pyr-M) oraz PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22).

Wiasciwosci fotofizyczne modyfikowanych kopolimeréw oceniono za pomoca
spektroskopii UV-Vis oraz spektrofulorymetrii (Rysunek 49). W widmach absorpcyjnych
PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22) widoczne byty trzy maksima absorpcji przy 313 nm, 328 nm
oraz 344 nm, odpowiadajgce przejsciom elektronowym typu m - m* oraz przejSciom
do wyziszych standw wzbudzonych, pochodzgcym od  sprzezonego uktadu pierscieni
aromatycznych pirenu. W widmach emisyjnych trzy maksima fluorescencji przy 418 nm,

398 nm oraz 377 nm, typowe dla uktadéw zawierajgcych piren lub jego pochodne.
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Rysunek 49. Widma absorpcyjne (UV-Vis) oraz emisyjne (spektrofluorymetryczne) kopolimerow
PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22).

3.2.4. Otrzymywanie uktadéw kopolimerowych podwdjnie znakowanych fluorescencyjnie
Do przytgczenia drugiego barwnika fluorescencyjnego wykorzystano obecnosé

wolnych grup karboksylowych jednostki powtarzalnej kwasu litocholowego w kopolimerach

PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22). Z racji, ze w uktadzie obecna jest wiecej niz jedna wolna
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grupa karboksylowa, zdecydowano sie na modyfikacje uktadu tym samym fluoroforem —
doksorubicyng. Podejscie to pozwoli na okreslenie wptywu ilosci czgstek barwnika
na intensywnos$¢ oraz selektywno$é fluorescencji w uktadach multibarwionych.

W probdéwce umieszczono odpowiednig ilos¢ PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr (21,22), DCC,
DMAP oraz doksorubicyne i rozpuszczono w bezwodnym THF w atmosferze argonu (Schemat
35). Reakcje prowadzono przez 48h. Produkty oczyszczono poprzez wielokrotne strgcanie
w zimnym eterze dietylowym i odwirowanie osadu. Procedure oczyszczania prowadzono
do momentu zaniku fluorescencji w filtracie. Otrzymano DOX-PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr

(23,24) w postaci malinowo-czerwonych proszkéw.

LCAA1 \\I/ LCAAT ~[/

0. 00 NH _ DOX O 0. _NH
‘ j - DCC, DMAP 5 7

—_— -
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PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22) DOX-PLCAA1-5-PNIPAAM-S-Pyr (23,24)
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Schemat 35. Otrzymywanie DOX-PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (23,24).

Zarejestrowane widma absorpcyjne UV-Vis oraz spektrofluorymetryczne widma
emisyjne potwierdzajg obecno$é doksorubicyny w badanych uktadach (Rysunek 50 i 51).
W widmach UV-Vis pojawito sie nowe maksimum absorpcji przy 481 nm, co jest zbiezne
z maksimum absorpcji wolnej doskorubicyny (Aex=473 nm), a przesuniecie wyznaczonego

maksimum absorpcji Swiadczy o zmianie w otoczeniu chemicznym fluoroforu.



Rozdzial 3]131

01 _
DOX-PLCAAL-b-PNIPAAM-S-Pyr (23) 0.12 DOX-PLCAAL-b-PNIPAAM-S-Pyr (24)
—— PLCAAL-b-PNIPAAM-S-Pyr (21) PLCAAL-b-PNIPAAM-S-Pyr (22)
0,10 N
0,08 / \
/
/‘ \
0,08 \
0,06 / \
= — 006 / \
© 3
< KA / \
< 0,04 < /
/ \
004 + \
‘/ \
\
0,02 \
0,02
——k_\___“—__-___# \,
0 — 0,00 S T ,
400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
Dtugosé fali [nm] Diugosé fali [nm]

Rysunek 50. Widma UV-Vis DOX-PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr (23,24) i PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22).

W widmach emisyjnych (Rysunek 51) pojawity sie nowe sygnaty przy 553 nm oraz 588
nm emisji fluorescencji doksorubicyny. Niewielkie przesuniecia maksiméw emisji wzgledem

»wolnego” leku (Aem=580 nm) wynikajg ze zmiany lokalnego srodowiska fluoroforu.
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Rysunek 51. Widma emisyjne (spektrofluorymetryczne) DOX-PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr (23,24) i PLCAA1-b-
PNIPAAM-S-Pyr (21,22).

W celu pogtebionej charakterystyki witasciwosci fluorescencyjnych oraz oceny
potencjatu badanych uktadéw w zastosowaniach obrazowania biomedycznego,
przeprowadzono rejestracje tréjwymiarowych widm emisyjnych w zakresie 205-705 nm przy
zmiennej dtugosci fali wzbudzajgcej obejmujgcej przedziat 200-700 nm (Rysunek 52).
Na podstawie analizy widm 3D okreslono maksymalne dtugosci fal wzbudzenia i emisji, ktore
pozostawaty w zgodnosci z wynikami uprzednio wykonanych pomiaréw. Szczegdlnie istotnym

rezultatem byto potwierdzenie, ze w uktadach o wiekszej ilosci barwnikéw réwniez mozliwe
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jest precyzyjne kontrolowanie procesu fluorescencji poprzez odpowiedni dobér dtugosci fali
wzbudzenia - zaréwno poprzez jednoczesne wzbudzenie obu barwnikéw, jak i ich selektywna
aktywacje w sposéb niezalezny. Jest to szczegdlnie cenne w kontekscie projektowania
ztozonych systeméw fluorescencyjnych dedykowanych do precyzyjnego dostarczania

i okreslania sposobu dziatania systemdw dostarczania lekéw.

300 —

1[a.u]

500

Dtugosé fali emisyjnej [nm]
705 Dtugos¢ fali wzbudzenia [nm]

Rysunek 52. (A3) Roztwory PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (22) oraz (A4) DOX-PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (24)
(C=1 mg-mL™) naswietlane lampg UV; (B) widmo fluorescencyjne 3D DOX-PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (24).

PODSUMOWANIE

W tej czesci pracy uzyskano serie 9 polimerdw: homopolimer PLCAA1-X oraz
8 dyspergowalnych w wodzie kopolimeréw blokowych PLCAA1-X i poli(N-
izopropyloakrylamidu) zawierajgcych pochodng kwasu litocholowego w taricuchach bocznych.
Kopolimery charakteryzowaty sie jednakowg diugoscia tancuchéw pochodzacych
od fragmentu poli(kwasu litocholowego) oraz réznymi dtugosciami faricuchéw polimerowych
NIPAAmMu. Sposrdd nich 4 zostaty zmodyfikowane barwnikami fluorescencyjnymi poprzez
reakcje post-polimeryzacyjne, na grupach karboksylowych kwasu litocholowego oraz grupie
tiolowe] (powstatej po aminolizie ditioweglanu). Otrzymane produkty polimerowe zostaty
kompleksowo scharakteryzowane za pomocg technik spektroskopowych i analitycznych,
w tym spektroskopii *H NMR, FTIR, SEC, UV-Vis, spektrofluorymetrii oraz TGA. Uzyskane wyniki
potwierdzity mozliwo$é kopolimeryzacji i otrzymania zaktadanych struktur w wykorzystaniem

makroczynnika PLCAA1-X. Kwestig wymagajacg kontynuacji badan jest modyfikacja metody
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oznaczania mas czgsteczkowych prezentowanych uktadéw kopolimerowych metodg SEC
(interakcje uktadu z fazg stacjonarng kolumny). Przeprowadzone badania fluorescencyjne
wykazaty, ze otrzymane polimery jedno- i dwubarwnie znakowane wykazujg wfasciwosci
emisyjne w formie zdyspergowanej w sSrodowisku wodnym (PBS). Analiza
spektrofluorymetryczna potwierdzita mozliwos¢ selektywnego oraz jednoczesnego

wzbudzania fluorescencji obu zastosowanych barwnikéw.

3.3. Otrzymywanie polimerédw zawierajacych pochodng kwasu litocholowego LCAA1 w

faincuchach bocznych

Prace rozpoczeto od zweryfikowania mozliwosci otrzymywania uktadéw polimerowych
zawierajgcych akrylowe pochodne kwasu litocholowego. W tym celu wykonano serie
probnych polimeryzacji rodnikowych RAFT przy zastosowaniu wczesniej otrzymanego
monomeru LCAA2 oraz syntezowanego czynnika przeniesienia tancucha polimeryzcji — Xa.
W wyniku polimeryzacji otrzymano oligomery o teoretycznej liczbie jednostek powtarzalnych
pochodnej kwasu litocholowego (odpowiednio n =4, 10 i 20). Reakcje prowadzono przez 24h
w tetrahydrofuranie, w temperaturze 65 °C, w obecnosci inicjatora azobis(izobutyronitrylu)
(AIBN). W trakcie prowadzenia reakcji badana byta zalezno$¢ stopnia konwersji w czasie, ktéra
zostata wyznaczona z analizy widm 'H NMR. Analizy wykonywano co godzine w ciggu
pierwszych 8h trwania polimeryzacji oraz w 16h i 24h jej trwania. We wszystkich przypadkach
konwersje powyzej 95% uzyskano po 4h, za$ konwersje powyzej 99% po 24h. Na podstawie

otrzymanych wynikéw zdecydowano, ze optymalny czas polimeryzacji wynosi 4h.

65 °C, 4h

0

H AIBN, THF
0_0O
Z

HO™

Xa LCAA2 PLCAA2-X

Schemat 36. Otrzymywanie homopolimeréw PLCAA2-X.

W kolejnym etapie skupiono sie na optymalizacji procesu oczyszczania otrzymanych
produktow poprzez strgcanie, sprawdzajgc rézine uktady rozpuszczalnikdw, w ktérych
rozpuszczano otrzymany produkt, jak réwniez takich, ktére miaty powodowaé strgcenie
produktu. Przeprowadzone testy wykazaty, ze najlepszym rozpuszczalnikiem jest THF,

zas najlepszym medium stracajgcym sg heksan oraz eter dietylowy.
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Na drodze reakcji polimeryzacji przeprowadzonej ponownie w zoptymalizowanych
warunkach, otrzymano 3 oligomery PLCAA2-X o masach teoretycznych wyznaczonych
na podstawie widm NMR (Mn,t) 2 092 g-mol™* (1), 4 890 g-mol™? (2) oraz 9701 g-mol? (3).
Biorac pod uwage ilos¢ jednostek powtarzalnych sg one oligomerami, na potrzeby tej pracy
bedg dalej zwane polimerami oraz w skrdcie stosowana bedzie litera P. Otrzymane zwigzki
oczyszczono poprzez dwukrotne strgcanie w zimnym heksanie. Ukfady 2 i 3 zostaty
scharakteryzowane fizykochemicznie technikami spektroskopowymi (*H NMR, FTIR, UV-Vis)

oraz termicznymi (TGA, DSC) (Rysunek 53).
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Rysunek 53. Zestawienie analiz fizykochemicznych (A) *H NMR, (B) FTIR, (C) TGA oraz DTG potwierdzajgcych
otrzymanie PLCAA-X.

Przy wspdtpracy z prof. dr hab. Patrycja Dynarowicz-tatkg z Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie oraz prof. UwB Anety D. Petelskiej z Uniwersytetu w Biatymstoku
przeprowadzono badania oddziatywarn PLCAA-X (2) z btonami modelowymi. Wptyw tego
zwigzku na uporzadkowanie bton lipidowych oraz jego powinowactwo do tych bton
zrealizowano w wyniku badania monowarstw metodg Langmuira-Blodgetta oraz mikroskopii
sit atomowych (AFM). Wyniki wskazaty preferencyjne wbudowywanie sie oligomeru
do monowarstw imitujgcych tratwy lipidowe o typowym sktadzie sfingomielina:cholesterol
(2:1). Oceniano wptyw obecnosci PLCAA-X (2) na tadunek powierzchniowy bton liposomowych

o zréinicowanym sktadzie lipidowym, odwzorowujgcym zaréwno standardowe,
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jak i modyfikowane kompozycje tratw lipidowych. Wykorzystujgc pomiary elektroforetyczne,
wykazano, ze dodatek oligomeru zwieksza ujemny tadunek powierzchniowy bton. Ponadto,
wizualizacje AFM monowarstw Langmuira-Blodgetta wskazaty, ze ilo$¢ sfingomieliny wptywa

zmiane rozmiardw i dystrybucji fragmentéw oligomerycznych na powierzchni btony.

Powyzsze badania zostaty opublikowane w Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -

Biomembranes, 2024, 1866, 3, 184294.

PODSUMOWANIE

W tej czesci pracy otrzymano trzy uktady homopolimerowe oparte na pochodnej
LCAA?2 zakonczone grupg ditioweglanowa. Przeprowadzona charakterystyka fizykochemiczna
potwierdzita uzyskanie produktéw o zaktadanej budowie. Udowodniono, ze mozliwe
jest otrzymanie uktadéw polimerowych zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego
w tanicuchach bocznych polimeru przy zastosowaniu pochodnej LCAAL.

Ponadto, zbadano zdolno$¢ homopolimeru kwasu litocholowego do wbudowywania
sie w monowarstwy lipidowe. Prezentowane wyniki badan dowiodty, ze polimery zawierajgce
pochodne kwasu litocholowego mogg dziata¢ jako nosniki oddziatujgce z membranami
lipidowmi — ich dystrybucja, fragmentacja i dostepno$é biologiczna mogg byé automatycznie
modulowane przez naturalng zmiennos$¢ sktadu bton komérkowych. Oznacza to, ze lek moze
by¢ efektywniej dostarczany do patologicznie zmienionych tkanek, przy jednoczesnym
ograniczeniu wptywu na zdrowe komorki, co stanowi istotny krok w kierunku rozwoju
spersonalizowanych terapii i precyzyjnych technologii farmaceutycznych. W ramach badan
prowadzonych przez autora niniejszej rozprawy w projekcie NCN OPUS 18
(2019/35/B/ST5/03391) kontynuowane s3 prace nad opracowaniem kopolimerowych
uktadéw na bazie PLCAA1 oraz synteza fluorescencyjnych polimerowych nos$nikéw lekéw
przeznaczonych do jednoczesnego obrazowania i dostarczania substancji aktywnych.
Rownolegle, we wspotpracy z firmg Waters | Wyatt Technology, opracowywana jest
dedykowana procedura analityczna umozliwiajgca precyzyjne wyznaczanie masy
czasteczkowej tych uktadéw metodg chromatografii wykluczenia (SEC) sprzezonej z detekcjg
MALS, Rl oraz UV, z uwzglednieniem specyfiki badanych struktur amfifilowych.

W kolejnych etapach przewidywane sg testy enkapsulacji oraz modyfikacji

kowalencyjnej wzgledem wybranych substancji biologicznie czynnych oraz hydrofobowych
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barwnikéw fluorescencyjnych. Zbadana zostanie zdolnos$¢ tych materiatow do organizacji

w nanostruktury, w tym ich samoorganizacja w s$rodowisku wodnym i warunkach

fizjologicznych.
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RODZIAL 4. Formowanie nanoczgstek polimerowych i enkapsulacja substancji

biologicznie aktywnej

Niniejszy rozdziat pracy poswiecony jest wykorzystaniu otrzymanych uktadéw
polimerowych znakowanych fluorescencyjnie do wytworzenia uktadéw typu nosnik-lek.
Fluorescencyjne uktady homo- i kopolimerowe przeksztatcone zostang w nanoczastki
na drodze nanostrgcania. Zbadany zostanie wptyw barwnikow fluorescencyjnych
na wiasciwosci otrzymywanych nanoczastek, w szczegdlnosci ich rozmiar, ksztatt oraz
stabilnos¢ dyspersji w buforze fosforanowym. Ponadto zbadany zostanie potencjat
enkapsulacji leku (doksorubicyny) wewnatrz nanoczgstek. Oznaczone zostang réwniez stezenia
doksorubicyny w ukfadach zmodyfikowanych kowalencyjnie, jak rowniez w ukfadach, gdzie

wprowadzono jg na drodze enkapsulacji.

4.1. Otrzymywanie nanoczastek polimerowych z homopolimeréw

W celu otrzymania nanoczgstek polimerowych, wyselekcjonowane ukfady
homopolimerowe rozpuszczano w THF (stezenie polimeru: 10 mg-mL™), a nastepnie roztwér
wkraplano do wody, tak aby uzyska¢ koricowe stezenie czgstek wynoszgce 1 mg-mL™.
Otrzymane zawiesiny mieszano na mieszadle magnetycznym przez 24 godziny w celu
usuniecia rozpuszczalnika organicznego, po czym liofilizowano. W dalszej czesci pracy

nanoczgstki bedg oznaczane w nastepujacy sposdb:

e czastki uzyskane z uktadéw LCA-PNIPAAmM-SH (10) oraz LCA-PNIPAAmM-SH (11)
oznaczano jako NPs_numer polimeru (np. NPs_10);

e czastki otrzymane z uktadéw DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14) oraz DOX-LCA-PNIPAAmM-S-
Pyr (15) jako NPs_numer polimeru_DOX (np. NPs_14 DOX).

Réwnolegle zbadano mozliwos¢ enkapsulacji doksorubicyny w nanoczastkach
polimerowych wytwarzanych metodg strgcania. W tym celu wykorzystano uktady LCA-
PNIPAAM-S-Pyr (12) oraz LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (13). Procedura strgcania byta analogiczna
do opisanej powyzej, z tg rdznicg, ze roztwor THF zawierat zarowno polimer (10 mg-mL™),
jak i doksorubicyne (0,58 mg-mL™"). Stezenie leku zostato dobrane w taki sposdb,

aby po enkapsulacji w nosnikach zachowana zostata stosowana dawka terapeutyczna
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(od 0,5 do 5 puM). Nanoczastki otrzymane z uktadéw 12 i 13 z enkapsulowanym lekiem
oznaczano jako NPs_numer polimeru_eDOX (np. NPs_12 eDOX).

Otrzymane nanoczastki polimerowe scharakteryzowano metodami dynamicznego
(DLS) oraz elektroforetycznego (ELS) rozpraszania $wiatta, transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM) oraz spektrofluorymetrii. Na podstawie analiz okreslono s$rednice
hydrodynamiczng, indeks dyspersyjnosci (DI), potencjat { oraz morfologie badanych uktadéw.

Wyniki przeprowadzonych analiz zaprezentowano w Tabeli 9.

Tabela 9. Nanoczgstki polimerowe otrzymane z homopolimerdéw.

Nanoczastki Srednica hydrodynamiczna [nm] DI { potencjat [mV] Coox [uM]
NPs_10 13,1+1,0 0,29 -10,7 -
NPs_11 20,3%+1,3 0,30 -11,2 -

NPs_12_eDOX 24,5+2,6 0,31 -8,5 0,34
NPs_13_eDOX 15,3+0,3 0,30 -8,3 0,77
NPs_14 DOX 19,0+0,5 0,43 -4,2 1,26
NPs_15_DOX 20,9+0,7 0,26 -7,0 0,65

Nanoczagstki otrzymane z polimerow LCA-PNIPAAm-SH (NPs_10, NPs_11)
charakteryzowaty sie rozmiarami w zakresie 13-20 nm i niskim wspdtczynniku dyspersyjnosci
(DI~0,3). Enkapsulacja doksorubicyny w procesie strgcania (NPs_12 eDOX, NPs_13 eDOX)
skutkowata zwiekszeniem S$rednicy hydrodynamicznej nanoczastek do 24,5 nm
(NPs_12_eDOKX), przy jednoczesnym zachowaniu niskiego DI (do 0,31). Nanoczastki otrzymane
z polimeréow zawierajgcych kowalencyjnie zwigzang doksorubicyne (NPs_14_ DOX
i NPs_15_DOX) miaty srednie rozmiary w zakresie 19-21 nm, przy czym DI dla NPs_14_DOX
osiggnat wartosé 0,43, wskazujgc na wiekszg heterogenicznosc¢ tego uktadu. Wszystkie badane
uktady wykazywaty ujemne wartosci potencjatu { (od -4,2 do -11,2 mV), przy czym najwieksze
bezwzgledne wartosci zaobserwowano dla czystych ukfadéw polimerowych. Obecno$é
doksorubicyny - zarowno enkapsulowanej, jak i sprzezonej - powodowata obnizenie tadunku
powierzchniowego.

Warto podkresli¢, ze utrzymanie indeksu dyspersyjnosci (DI) na poziomie <0,3-0,4
ma istotne znaczenie w kontekscie zastosowan biomedycznych, poniewaz sSwiadczy
o jednorodnym rozktadzie wielko$ci nanoczgstek w roztworze. Niska dyspersyjnosc sprzyja

rownomiernej biodystrybucji oraz przewidywalnemu uwalnianiu leku. Zbyt wysoki DI moze
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wskazywacé na obecnos¢ frakcji o odmiennej morfologii lub na tendencje do aglomeracji,
co znaczgco utrudnia kontrole wiasciwosci fizycznych, terapeutycznych i stabilnosci uktadu.
Ponadto, wysoka dyspersyjnos¢ moze negatywnie wptywaé na interakcje nanoczastek
ze sktadnikami organizmu. Zrdznicowana wielkos¢ czastek w uktadzie moze prowadzi¢
do ich odmiennego rozpoznawania przez uktad siateczkowo-$rédbtonkowy (RES),
a tym samym do ich fragmentacji i wybidrczej eliminacji z krwiobiegu. Czastki wieksze
sq szybciej wychwytywane przez makrofagi w watrobie i $ledzionie, podczas gdy mniejsze
moga ulegac filtracji nerkowej. W rezultacie, uktady o wysokim DI mogg charakteryzowac
sie zmniejszong biodostepnoscig, nieréwnomierng dystrybucjg tkankowa oraz
nieprzewidywalnym profilem farmakokinetycznym.

Oceny ksztattu nanoczastek dokonano za pomocg pomiaréw DLS z zastosowaniem
filtréw polaryzujacych wigzke swiatta padajgcego na probke pionowo i poziomo (Rysunek 54).
Podobne wartosci sygnatéw uzyskanych w obu kierunkach polaryzacji $wiadczg o obecnosci
obiektéw sferycznych. W przypadku otrzymanych uktadéw polimerowych zaobserwowano
duzg zgodnos¢ wynikdéw z zastosowaniem obu filtréw, co potwierdza sferyczny ksztatt

analizowanych czgstek.
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Rysunek 54. Krzywe DLS nanoczgstek homopolimerdw z zastosowaniem filtréw polaryzacyjnych.
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Sferycznos¢ uzyskanych nanoczastek dodatkowo potwierdzity badania wykonane
za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Na zdjeciach widoczne sg sferyczne
czastki lub ich drobne aglomeraty (Rysunek 55). Pordwnanie rozmiaréw uzyskanych z DLS
i TEM wykazato niewielkg réznice w oszacowanych rozmiarach nanoczastek, przy czym
wartosci rozmiardw czgstek wyznaczonych ze zdje¢ TEM sg minimalnie wieksze. Rdznica
ta moze wynikac¢ z procesu przygotowania prébki do analizy TEM, obejmujgcego osadzanie
roztwordw lub zawiesin wodnych czgstek na siatce pomiarowej i ich suszenie na powietrzu.
Proces powolnego odparowania medium moze prowadzi¢ do czesciowej aglomeracji
lub sptaszczenia czastek, powodujac pozorne zwiekszenie ich rozmiaru. Dodatkowo,
DLS mierzy $rednice hydrodynamiczng, uwzgledniajagcg warstwe hydratacyjng otaczajgca
czastki w roztworze, natomiast TEM pozwala ocenié ich fizyczny rozmiar w stanie suchym.
W zwigzku, z tym niewielkie réznice pomiarowe mogg wynikac z ograniczen zastosowanych

metod analizy rozmiaru czgstek.

 NPs_ 12 _eDOX NPs_14_DOX

| o

Rysunek 55. Zdjecia TEM wybranych czgstek na bazie homopolimeréw zawierajacych doksorubicyne.

Zawarto$¢  doksorubicyny  (Coox) W  nanoczgstkach  okreslono  metoda
spektrofluorymetryczng przy uzyciu krzywej wzorcowej roztworu chlorowodorku
doksorubicyny w PBS. Uzyskane wartosci stezen leku (w pM) odzwierciedlajg efektywnosc
jego enkapsulacji lub kowalencyjnego zwigzania w strukturze polimeru. W przypadku uktadéw
z lekiem (NPs_12 eDOX oraz NPs_13 eDOX), zaobserwowano wyrazny wptyw dtugosci
tancucha polimerowego na efektywnos¢ zatadunku. Wyzisze stezenie DOX uzyskano
dla nanoczgstek otrzymanych z polimeru o diuzszym taniicuchu gtdwnym NPs_13 eDOX
(0,77 uM), w poréwnaniu do NPs_12_eDOX (0,34 uM). Zjawisko to mozna ttumaczy¢ wiekszg
zdolnoscig dtuzszych taicuchdw do tworzenia struktur o bardziej stabilnym rdzeniu oraz
zwiekszonej powierzchni oddziatywan hydrofobowych, sprzyjajacych enkapsulacji leku. Z kolei
w przypadku uktaddéw, w ktérych doksorubicyna zostata kowalencyjnie zwigzana z polimerem

(NPs_14 DOX i NPs_15 DOX), wyzsze stezenie leku odnotowano dla uktadu zawierajgcego
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krotszy tancuch (NPs_14 DOX: 1,26 uM vs NPs_15_DOX: 0,65 uM). Rdéznica ta jest zgodna
z przewidywaniami, ze przy tej samej liczbie moli dodanej doksorubicyny, zwiekszenie masy
nos$nika (dtuzszy taricuch polimerowy) skutkuje obnizeniem efektywnego stezenia molowego
leku.

Warto zwrécié uwage na zalezno$¢ pomiedzy stezeniem doksorubicyny
a wtasciwosciami fizykochemicznymi nanoczastek. NPs_14 DOX, cho¢ wykazaty najwyzsze
stezenie DOX, cechowaty sie jednoczesnie najwyiszg dyspersyjnoscia (DI1=0,43) oraz
najnizszym bezwzglednym potencjatem T (-4,2 mV), co moze $wiadczy¢ o mniejszej
jednorodnosci i stabilnosci koloidalnej. W przeciwienstwie do niego, uktad NPs_15 DOX,
mimo nizszego stezenia DOX, wykazywat korzystniejsze wtasciwosci fizykochemiczne

(DI =0,26; 7 =-7,0 mV).

4.2. Otrzymywanie nanoczastek polimerowych z kopolimeréow

W dalszej czesci badan uzyskano nanoczgstki zbudowane z liniowych kopolimeréw
blokowych zawierajgcych w faricuchach bocznych polimeru jednostki powtarzalne pochodnej
kwasu litocholowego (PLCAAl) oraz PNIPAAm. Procedura otrzymywania czastek
kopolimerowych byfa analogiczna do zastosowanej w przypadku nanoczastek
homopolimerowych (rozdz. 5.1) i obejmowata metode stracania z roztworu polimeru oraz
polimeru z lekiem. Zwigzki lub mieszaniny w THF wkraplano do wody, ktéra byt intensywnie
mieszana w celu usuniecia rozpuszczalnika organicznego. Nanoczastki poddano procesowi
liofilizacji. W dalszej czesci pracy nanoczgstki bedg oznaczane w nastepujacy sposéb:

e nanoczastki  uzyskane z  kopolimerow  PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20),
niemodyfikowanych barwnikami fluorescencyjnymi - NPs_numer polimeru

(np. NPs_19);

e nanoczastki otrzymane z kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr (21 i 22), do ktérych
wprowadzano doksorubicyne w drodze enkapsulacji - NPs_numer polimeru_eDOX

(np. NPs_21 eDOX),

e nanoczgstki DOX-PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (23 i 24), w ktdrych doksorubicyna zostata
sprzezona kowalencyjnie z tancuchem polimerowym - NPs_numer polimeru_DOX

(np. NPs_23 DOX).
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Otrzymane nanoczastki poddano analizie metodami DLS, ELS, TEM oraz
spektrofluorymetrii, w celu okreslenia ich rozmiaru, jednorodnosci, potencjatu g, morfologii

oraz zawartosci doksorubicyny. Wyniki pomiaréw zestawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Nanoczastki polimerowe otrzymane z kopolimerdéw.

Nanoczastki srednica hydrodynamiczna [nm] DI { potencjat [mV] Coox [uM]
NPs_ 19 42,4+2,8 0,27 -10,5 -
NPs_20 34,1+5,4 0,34 -5,9 -

NPs_21 eDOX - - - 1,34
NPs_22_eDOX - - - 0,84
NPs_23_DOX 85,5+3,2 0,15 -5,4 2,33

NPs_24 DOX 76,2+3,8 0,11 -6,5 2,22

W pordéwnaniu do uktadéw homopolimerowych (NPs_10 oraz NPs_11-13,1 nmi 20,3
nm), nanoczastki otrzymane z kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAM-SH (NPs_19 i NPs_20)
cechowaty sie wiekszymi srednicami hydrodynamicznymi, wynoszgcymi odpowiednio 42,4 nm
i 34,1 nm. Pomimo to, wartosci wskaznika dyspersyjnosci DI pozostawaty niskie, potwierdzajac
jednorodnos¢ uktadow, a potencjaty ¢ (od -10,5 do -5,9 mV) stabilno$¢ koloidalng
poréwnywalng z nanoczgstkami homopolimerowymi.

W  przypadku uktadéw z enkapsulowang doksorubicyng (NPs_21 eDOX
i NPs_22 eDOX), nie przeprowadzono analizy DLS i ELS ze wzgledu na niewystarczajaca
stabilno$¢ probki (w stezeniu czgstek 1 mg-mL™" czastki nie byty w petni dyspergowalne).
Stabilng dyspersje uktadu uzyskano przy stezeniu 0,2 mg-mL™, jednak wartos¢ ta byta zbyt
niska, aby umozliwi¢ jakosciowg analize metodami DLS oraz ELS. Spektrofluorymetrycznie
oznaczono stezenie doksorubicyny (Cnes = 0,2 mg-mL™") w roztworze PBS. Wynosito ono 1,34
MM dla NPs_21 eDOX i 0,84 uM dla NPs_22 eDOX. Wyzsze Cpox W uktadzie 21, pomimo
krétszego tancucha gtdwnego, sugeruje, ze skutecznos¢ enkapsulacji doksorubicyny moze
zalezeé nie tylko od dtugosci segmentu polimerowego, ale réwniez od takich czynnikow
jak rozpuszczalnos¢ polimeru czy sposéb samoorganizacji podczas strgcania — utozenie
taficuchéw wewnatrz nanoczastki.

Z kolei czgstki otrzymane z polimerdw zawierajgcych kowalencyjnie zwigzang
doksorubicyne (NPs_23 DOX i NPs_24 DOX) charakteryzowaty sie najwiekszymi srednicami

hydrodynamicznymi sposréd wszystkich analizowanych uktadéw (85,5 + 3,2 nm i 76,2 + 3,8
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nm). Jednoczesnie wykazywaty one niskie wartosci DI (0,15 i 0,11), co Swiadczy
o wysokiej jednorodnosci rozmiaréow w PBS. Stezenia doksorubicyny oznaczone w tych
uktadach wynosity odpowiednio 2,33 uM i 2,22 uM, czyli wiecej niz w przypadku enkapsulacji,
co potwierdza skutecznos¢ strategii wigzania kowalencyjnego. Warto podkresli¢, ze réznice
w stezeniu leku pomiedzy NPs_23 DOX i NPs_24_DOX byty nieznaczne. Niewielka réznica
w tych uktadach $wiadczy to o tym, ze reakcja wigzania doksorubicyny przebiegta z wiekszg
wydajnoscig w przypadku polimeru z dtuzszym blokiem poli(N-izopropyloakrylamidu).
Wskazuje to, ze dtugos¢ tancucha kopolimerowego wptywa na dostepnos¢ do grup
karboksylowych fragmentu litocholowego, determinujac tym samym ostateczng zawartos¢
leku w tych uktadach.

Ksztatt nanoczastek oceniono z za pomoca dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS)
z filtrami polaryzacyjnymi (Rysunek 56). W przypadku analizowanych uktadéw polimerowych
stwierdzono dobrg zgodnos$¢ sygnatdw rejestrowanych w obu kierunkach polaryzacji,

co wskazuje na sferyczng lub bliskg sferycznosci budowe badanych nanoczastek.

30 30 30 30
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Liczba [%]

0 50 100 ) 50 100 0 50 100 150 0 50 100 150
Rozmiar [d, nm] Rozmiar [d, nm] Rozmiar [d, nm] Rozmiar [d, nm)]
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Rysunek 56. Wyniki badan DLS nanoczastek na bazie kopolimerdéw z zastosowaniem filtréw polaryzacyjnych.

Zdjecia wykonane technikg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
potwierdzajg uzyskanie obiektow o kulistych ksztattach i podobnych, do wyznaczonych
metodg DLS rozmiarach nanoczgstek (Rysunek 57). Rozmiary nanoczastek wyznaczane
ze zdje¢ TEM od okoto 20 do 80 nm, co koreluje z warto$ciami srednic hydrodynamicznych
wyznaczonych technikg DLS. W przypadku prébki NPs_23 DOX widoczne byty pojedyncze
czastki o stosunkowo duzych rozmiarach i regularnej morfologii. Na zdjeciu NPs_21 eDOX
widoczne byty obiekty sferyczne o nieco wiekszym zrdznicowaniu rozmiardéw, wykazujgce

tendencje do tworzenia aglomeratéw.
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NPs_ 23 DOX 4 NPs 23 DOX

Rysunek 57. Zdjecia TEM wybranych nanoczgstek otrzymanych na drodze nanostracania kopolimeréw.

PODSUMOWANIE

W ramach badan opisywanych w tym rozdziale przygotowano serie 12 nanoczgstek
polimerowych z homo- i kopolimeréw zawierajgcych pochodne kwasu litocholowego.
W przypadku homopolimeréw zastosowana metoda nanostrgcania, pozwolita na otrzymanie
sferycznych czgstek o $rednicach hydrodynamicznych w zakresie 10-40 nm i niskich
wartosciach DI (ok. 0,3). Rdwnolegle, analogiczng metodg strgcania poddano serie blokowych
kopolimerdw rdznigcych sie dtugoscig segmentu PNIPAAm (stata dtugosc jednostek pochodne;j
kwasu litocholowego). Charakterystyka fizykochemiczna nanoczastek wykonana metodami
DLS, ELS, TEM oraz spektrofluorymetrii wykazata, ze nanoczastki kopolimerowe byty wieksze
niz ich homopolimerowe odpowiedniki (do ~85 nm), ale byty bardziej jednorodne (DI < 0,15).
Wszystkie uzyskane nanoczgstki miaty kulisty ksztatt, co potwierdzono metodg DLS z filtrami
polaryzacyjnymi oraz analizami TEM. W obu przypadkach zaobserwowano wzrost srednicy
hydrodynamicznej oraz rzeczywistego rozmiaru czastek w uktadach znakowanych
fluorescencyijnie.

Przeprowadzona analiza  spektrofluorymetryczna  potwierdzita  wtasciwosci
fluorescencyjnie otrzymanych uktadéw. Ponadto, metoda ta pozwolita na okreslenie stezenia
doksorubicyny w  sferycznych  obiektach. Wyznaczone stezenia doksorubicyny
W nanoczgstkach potwierdzity wiekszg efektywnosé wigzania chemicznego (do 2,3 uM)
wzgledem enkapsulacji (do 1,34 uM).

Otrzymane ukfady charakteryzowaty sie wysokg powtarzalnoscia parametrow
fizykochemicznych oraz mozliwoscig kontrolowania procesu formulacji. Wyniki uzyskane
w tym etapie pracy potwierdzajg zasadno$é¢ zastosowania otrzymanych nanoczastek
polimerowych jako potencjalnych nosnikéw substancji aktywnych, umozliwiajgcych zaréwno

enkapsulacje, jak i trwate sprzeganie leku.
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Obecnie, we wspodtpracy z Uniwersytetem Medycznym w Biatymstoku, prowadzone
sq badania nad oceng kinetyki uwalniania doksorubicyny oraz wtasciwosci biologicznych
otrzymanych nanostruktur, w tym ich biozgodnosci, efektywnosci interakcji ze strukturami

btonowymi oraz wtasciwosciami przeciwnowotworowymi.
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PODSUMOWANIE | WNOSKI KONCOWE

W ramach pracy opracowano, otrzymano i scharakteryzowano fizykochemicznie
kolekcje nosnikow lekéw zwierajgcych pochodne kwasu litocholowego. Obejmowata ona
zarowno magnetyczne hybrydy polimerowo-nieorganiczne, jak i nanoczastki polimerowe.
Synteze, funkcjonalizacje oraz charakterystyke uktadéw podporzgdkowano ocenie mozliwosci
zastosowania ich w terapii celowanej lub jako nosnikdéw substancji biologicznie aktywnych
do jednoczesnego dostarczania lekéw i obrazowania.

W czesci literaturowej omdwiono metody syntezy oraz klasyfikacje polimerdw
zawierajgcych pochodne kwaséw zétciowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich potencjatu
jako nosnikow lekow. Przedstawiono takze stosowane techniki analizy fizykochemicznej tych
uktadéw. Kluczowe dane zestawiono w tabelach, co umozliwito poréwnanie wynikéw.
Wskazano zaréwno zalety, jak i ograniczenia dostepnych prac, podkreslajac potrzebe dalszych
badan w kierunku poprawy stabilnosci uktadéw, kontroli uwalniania oraz lepszego
zrozumienia mechanizméw interakcji z bfonami komdérkowymi.

W Rozdziale 2 przedstawiono synteze magnetycznych hybryd polimerowo-
nieorganicznych. Otrzymano dwie serie, 14 hybryd polimerowo-nieorganicznych
z polimerowymi powtokami ztozonymi z akrylowych pochodnych kwasu litocholowego
z wolnymi grupami hydroksylowymi lub karboksylowymi (LCAA1, LCAA2) oraz akrylanu
2-hydroksyetylu (HEA) i kwasu akrylowego (AA). Wszystkie postawione dla tej czesci pracy cele
zostaty zrealizowane, a hipotezy zweryfikowane. Badania potwierdzity mozliwos¢ uzyskania
zarowno homopolimerowych, jak i kopolimerowych powtok (statystycznych oraz blokowych)
na powierzchni czgstek sfunkcjonalizowanych ditioweglanem przy zastosowaniu polimeryzacji
RAFT. W wyniku reakcji estryfikacji lub amidowania na powierzchnie czastek wprowadzono
kwas foliowy lub doksorubicyne. Produkty oczyszczono poprzez wielokrotng separacje
z uzyciem zewnetrznego pola magnetycznego, po ktdérej kazdorazowo produkt
redyspergowano w $wiezej porcji rozpuszczalnika. Zabieg ten powtarzano wielokrotnie, w celu
skutecznego usuniecia substratéw, produktéw ubocznych oraz innych pozostatosci
poreakcyjnych. Szczegdlng wage przywigzywano do skutecznosci oczyszczania, majgc
na uwadze, ze materiaty przeznaczone do zastosowan medycznych muszg charakteryzowacd
sie  wysokim stopniem czystosci chemicznej, co warunkuje ich bezpieczerdstwo

i funkcjonalno$¢ biologiczng. Charakterystyka fizykochemiczna przy uzyciu spektroskopii
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w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR), analiz termograwimetrycznych (TGA),
dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS), elektroforetycznego rozpraszania Swiatta (ELS) oraz
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) potwierdzita modyfikacje hybryd na kazdym
etapie funkcjonalizacji. Ponadto, pozytywnie zweryfikowano hipotezy dotyczace wptywu
przyfaczanych zwigzkdéw aktywnych na stabilnos¢ hybryd w roztworze wodnym.

Przeprowadzone badania biologiczne wykazaty, ze hybrydy zawierajace pochodne
kwasu litocholowego, kwas foliowy oraz leki przeciwnowotworowe (5-FU lub DOX) moga
stanowi¢ obiecujgcy alternatywe dla klasycznej chemioterapii, tgczac wysoka skutecznosé
przeciwnowotworowg z dobrg biozgodnoscia, zarowno w przypadku uktadéow hybryda+lek,
jak i w przypadku hybryda-lek (lek przytaczony kowalencyjnie). W poréwnaniu do leku, formy
hybryda+lek oraz hybryda-lek wykazujg wyzszg selektywnos¢ wobec komorek
nowotworowych, co moze ogranicza¢ dziatania niepozadane terapii. Dodatkowo, hybrydy
skuteczniej indukujg apoptoze, co moze przyczynia¢ sie do bardziej efektywne] eliminacji
komérek nowotworowych, zwitaszcza w przypadku agresywnych, lekoopornych linii
nowotworowych. Badania dotyczagce wptywu wolnej grupy karboksylowej i hydroksylowej
na interakcje z matrycg biologiczng oraz budowy koniugatéw hybryda-lek sg obecnie w trakcie
realizacji we wspotpracy z Zaktadem Farmakologii Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku.

W Rozdziale 3 zaprezentowano synteze oraz charakterystyke fizykochemiczng homo-
i kopolimeréw blokowych opartych na pochodnych kwasu litocholowego oraz NIPAAm,
otrzymanych z zastosowaniem kontrolowanej polimeryzacji RAFT. Otrzymane uktady
charakteryzowaty sie rézng dfugoscig faricuchéw oraz stosunkowo waskim rozktadem mas
molowych (hipoteza 1) co swiadczy o przydatnosci polimeryzacji RAFT do syntezy tego typu
uktaddéw. Polimeryzacja akrylanéw kwasow litocholowych umozliwita uzyskanie materiatow
funkcjonalnych z ugrupowaniami steroidowymi w tancuchach bocznych (hipoteza 2).
Kopolimeryzacja z NIPAAm doprowadzita do powstania amfifilowych uktadéw zdolnych
do tworzenia stabilnych dyspersji w srodowisku wodnym (hipoteza 3). Wybrane homo-
i kopolimery zostaty poddane reakcjom post-modyfikacji z wykorzystaniem barwnikow
fluorescencyjnych, z wykorzystaniem reaktywnych grup karboksylowych i ditioweglanowych
(hipoteza 4). Otrzymane jedno- i dwubarwne uktady wykazywaty emisje Swiatta w zakresie
niebieskim (maksimum ok. 418 nm) oraz pomaranczowym (maksimum ok. 588 nm), przy czym

mozliwe byto zaréwno selektywne, jak i jednoczesne wzbudzanie fluorescencji barwnikéw
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(hipoteza 5). Pordéwnanie intensywnosci emisji wskazato, ze wieksza liczba czgsteczek
barwnika w kopolimerach skutkuje silniejszym sygnatem fluorescencyjnym, co pozwolito
na kontrole selektywnego wzbudzania sygnatow w uktadach dwubarwnych (hipoteza 6).

W Rozdziale 4 opisano otrzymywanie nanoczgstek na bazie wczesniej zsyntezowanych
homopolimerdw i kopolimeréw liniowych metoda nanostracania. Uzyskano serie czagstek
o Srednicach 10—85 nm, wskazniku dyspersji DI £ 0,4 oraz sferycznym ksztatcie potwierdzonym
metodami DLS i TEM (hipoteza 7). Do wnetrza nanoczastek wprowadzono doksorubicyne -
zarowno poprzez enkapsulacje fizyczna, jak i kowalencyjne sprzezenie z matryca polimerowa.
Analiza wykazata wyzszg efektywnos$¢ wigzania chemicznego w poréwnaniu z enkapsulacja
(hipoteza 8). Polimery znakowane fluorescencyjnie zachowywaty swoje wtasciwosci emisyjne
w $rodowisku wodnym, réwniez w formie nanoczastek zdyspergowanych, co potwierdza ich
potencjat jako sond fluorescencyjnych w uktadach biologicznych (hipoteza 9).

Uzyskane wyniki potwierdzajg zasadnos$¢ zastosowanych strategii projektowania,
syntezy i funkcjonalizacji uktaddéw polimerowych z wykorzystaniem pochodnych kwasu
litocholowego. Otrzymane materiaty charakteryzowaty sie stabilnosciag koloidalng
w roztworach wodnych. Wymagane sg dalsze prace badawcze w celu uzyskania wiekszej ilosci
informacji na temat wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych zaprezentowanych w pracy
nosnikéw lekéw i uktadédw nosnik-lek. Obejmujg one m.in. rozwéj metodologii oznaczania mas
polimerowych uktadow fluorescencyjnych z wykorzystaniem chromatografii zelowej (SEC
lub AF4) oraz mozliwosci obrazowania nanostruktur znakowanych fluorescencyjnie za pomoca
mikroskopii konfokalnej. Prace te realizowane sg przez autora rozprawy (wykonawca)
w ramach grantu badawczego NCN OPUS nr 2019/35/B/ST5/03391, pod kierunkiem
prof. Agnieszki Zofii Wilczewskiej. Rdwnolegle, we wspotpracy z Uniwersytetem Medycznym
w Biatymstoku, prowadzone sg badania nad kinetykg uwalniania doksorubicyny oraz analiza
biozgodnosci i skutecznosci dziatania otrzymanych uktadéw w warunkach in vitro.

Podsumowujgc catg cze$¢ badawczg, najlepszymi wtasciwosciami fizykochemicznymi
i biologicznymi charakteryzowaty sie dwa rodzaje ukfadéw: (1) magnetyczne hybrydy
polimerowo-nieorganiczne z powtokg polimerowg zawierajgcg pochodne kwasu
litocholowego oraz kwasu foliowego (MNP@PLCAA1-FA oraz MNP@PLCAA2-FA), oraz
(2) nanoczgstkom na bazie kopolimeréw blokowych, modyfikowanych barwnikami

fluorescencyjnymi i lekiem (DOX-PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr).
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W przypadku hybryd polimerowo-nieorganicznych, obecno$¢ kwasu litocholowego
w matrycy zapewniata dobrg biozgodnos¢ otrzymanych uktadéw, natomiast modyfikacja
powierzchni kwasem foliowym znaczaco poprawiata ich stabilno$é w srodowisku wodnym.
Efekt ten przejawiat sie poprzez obnizenie potencjalu zeta w pordwnaniu
z niemodyfikowanymi odpowiednikami, a takze poprzez zmniejszenie S$rednicy
hydrodynamicznej oraz znaczna poprawe jednorodnosci - wartos¢ wskaznika dyspersyjnosci
(Dl) ponizej 0,1. Pomimo stosunkowo duzych rozmiaréw (100-200 nm), systemy
te zachowywaty zdolno$¢ do oddziatywania z komérkami, co zostato potwierdzone testami
biologicznymi. Wskazuje to, ze w przypadku uktadéow funkcjonalizowanych kwasem
foliowym, rozmiar nie stanowi czynnika krytycznego, jesli chodzi o ich zdolnos¢
do wchodzenia w interakcje z receptorami folianowymi na powierzchni komorek
nowotworowych.

Z kolei nanoczgstki uzyskane na bazie kopolimerow blokowych charakteryzowaty sie
rozmiarami korzystnymi z punktu widzenia zastosowan w systemach ukierunkowanego
dostarczania lekow - Srednice czgstek nie przekraczaty 85 nm. Uktady te wykazywaty bardzo
dobra stabilnos¢ w sSrodowisku wodnym oraz wysoka jednorodnosé¢ (DI<0,2). Mamy
nadzieje, ze znakowanie fluorescencyjne tych uktadéw pozwoli na selektywne i réwnoczesne
obrazowanie systeméw dwubarwnych. Badania te mogg przyczyni¢ sie do poznawania
mechanizmow interakcji miedzy nosnikami, a matryca biologiczng, na przyktad przy uzyciu
mikroskopii konfokalnej lub wysokorozdzielczej mikroskopii STED.

Wyniki badan nie tylko potwierdzity postawione hipotezy, ale réwniez pokazaty szereg
nowych aspektéw: zjawisk i zaleznosci, na ktére nalezy zwrdci¢ uwage podczas projektowania
i otrzymywania nos$nikow lekdw. Rodzg sie kolejne pytania i hipotezy, na ktére odpowiedzi

bede poszukiwat w ramach kontynuacji badan opisanych w niniejszej dysertacji.
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CZESC EKSPERYMENTALNA

ROZDZIAL 5. Aparatura naukowo-badawcza

W niniejszej pracy wykorzystano szereg metod analitycznych, pozwalajgcych
na doktadne scharakteryzowanie otrzymanych materiatow i zwigzkéw. Pomiary prowadzono
W przy uzyciu aparatury dostepnej na Wydziale Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku bagdz
innych uniwersytetach/osrodkach w ramach stazu odbywanego przez doktoranta
lub  wspodtpracy. Do okreslenia struktury, masy czasteczkowej oraz wihasciwosci
fizykochemicznych otrzymanych uktadéw zastosowano metody spektroskopowe (FTIR,
UV-Vis, 1H NMR, 13C NMR), spektrofluorymetryczne (SF), chromatograficzne (SEC), analizy
termiczne (TGA) oraz pomiary oparte na rozpraszaniu Swiatfa (DLS, MADLS, ELS). Ponizej
przedstawiono zestawienie zastosowanych technik wraz z krétkim opisem warunkéow

pomiarowych:

1. Widma NMR (!Hi 13C)
Do rejestracji widm jgdrowego rezonansu magnetycznego (*H oraz '3C NMR) postuzono
sie spektrometrami Bruker Avance Il 400 (400 MHz) lub Avance DPX 200 (200 MHz). Analizy
wykonywano w rozpuszczalnikach deuterowanych (CDCls, D,0O, THF-ds, MeOD), w obecnosci
tetrametylosilanu (TMS) jako wzorca. Pomiary wykonali dr inz. Leszek Siergiejczyk

i dr Michat Sienkiewicz na Wydziale Chemii UwB.

2. Analiza FTIR
Widma w podczerwieni z technika ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia (ATR)
zarejestrowano na spektrofotometrze Nicolet 6700 (Thermo Scientific), wyposazonym
w przystawke ATR. W kazdym przypadku rejestrowano 32 skany w zakresie 4000-500 cm™,
z rozdzielczoscig 4 cm™, odnoszac je nastepnie do widma tfa. Badania prowadzit autor

rozprawy na Wydziale Chemii UwB.

3. Chromatografia zelowa (SEC)
Srednie masy czasteczkowe oraz rozktady mas (wspétczynnik dyspersji) wyznaczano metoda
chromatografii wykluczania (SEC). Analizie poddawano roztwory badanych polimeréw
(C =5 mg-mL*w DMF lub THF), przeptyw w uktadzie utrzymywano na poziomie 1 mL-min

w temperaturze 25°C. Pomiary wykonywano w dwdch réznych osrodkach.
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Pierwszg serie pomiaréw dla homopolimeréw LCA-PNIPAAmM-X wykonano
na Uniwersytecie Paula Sabatiera w Tuluzie. Wykorzystano zestaw kolumn Styragel HR3 i HR4
(Waters) lub KF-805, KF-804 i KF-802.5 (Shodex) sprzezonych z trzema detektorami:
refraktometrem Optilab Rex (Wyatt Technology), detektorem UV Prostar (Varian, A = 254 nm)
oraz detektorem wielokgtowego rozpraszania $wiatta Mini Dawn (Wyatt Technology).
Do rozdziatu zastosowano doimetyloformamid z dodatkiem LiBr. W obliczeniach stosowano
literaturowa warto$¢ dn/dc dla PNIPAAm (0,087 mL-g?) i krzywa kalibracyjng PMMA. Pomiary
wykonat autor rozprawy.

Drugy serie pomiaréw dla uktadéw kopolimerowych wykonano przy wspoétpracy
z firmg Waters | Wyatt Technology w Niemczech. Do analizy wykorzystano uktad HPLC
wyposazony w degasser, pompe izokratyczng oraz autosampler. Rozdziat prowadzono
na dwéch kolumnach Agilent Mixed-C (300 x 7,5 mm) z tetrahydrofuranem zawierajgcym 0,1%
TFAA jako fazg ruchoma, w celu ograniczenia oddziatywan analitéw z wypetnieniem kolumny.
Uktad detekcji obejmowat: detektor wielokgtowego rozpraszania Swiatta DAWN (Wyatt
Technology) wyposazony w 18 katéw pomiarowych oraz filtry blokujace fluorescencje,
detektor refraktometryczny Optilab (Wyatt Technology), lepkosciomierz on-line ViscoStar
(Wyatt Technology) oraz detektor UV ustawiony na dtugos$¢ fali 280 nm. Pomiary wykonat

Profesor Stepan Podzimek.

4. Kalorymetria réznicowa (DSC)
Temperature zeszklenia (Tg) okreslono metoda skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC)
z uzyciem kalorymetru Mettler Toledo Star DSC. Eksperymenty prowadzono w atmosferze
gazu obojetnego (Ar). Probke od 2-4 mg umieszczong w tyglu aluminiowym ogrzewano
w zakresie temperatur od 25 do 400 °C z narostem temperatury 10 °C/min. Probke odniesieia
stanowit pusty tygiel. Pomiary wykonaty prof. dr hab. Agnieszka Z. Wilczewska i dr Karolina H.

Markiewicz na Wydziale Chemii UwB.

5. Termograwimetria (TGA)
Do wyznaczania krzywych TGA uzywano termograwimetru Mettler Toledo Star TGA/DSC,
pracujgcego w atmosferze argonu. Prébke od 2-4 mg umieszczong w tyglu z tlenku glinu
ogrzewano w zakresie temperatur od 50 do 900 °C, z narostem temperatury 20 °C/min. Probke
odniesieia stanowit pusty tygiel. Dane rejestrowane byty na Wydziale Chemii UwB przez prof.

dr hab. Agnieszke Z. Wilczewska i dr Karoline H. Markiewicz.
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6. Spektrofotometria UV-Vis
Widma absorbancji UV-Vis rejestrowano za pomocga spektrofotometru Jasco V-670, w réznych
zakresach dtugosci fal (zakres 200-800 nm), réznych rozpuszczalnikach (woda, PBS, THF) oraz
z réznymi stezeniami probek, w zaleznosci od potrzeb pomiaru (0,2-1 mg-mL™"). W pracy
przedstawione zostaty analizy wykonane dla roztworéw polimeréw o stezeniu 1 mg-mL™’

w PBS lub THF. Analizy te prowadzit autor rozprawy na Wydziale Chemii UwB.

7. Mikroskopia transmisyjna (TEM)
Obrazy mikroskopowe pozyskiwano z wykorzystaniem mikroskopu Tecnai G2 X-Twin (napiecie
przyspieszajace 200 kV). Roztwory lub zawiesiny polimeréw (5 pL o stezeniu ok. 0,1 mg-mL™)
nanoszono na miedziane siatki pokryte weglem (Holey Carbon Grid, 200 mesh), po czym
nadmiar rozpuszczalnika usuwano bibutg. Procedure powtarzano dwukrotnie, nastepnie siatki
suszono przez noc na powietrzu. Zdjecia wykonata dr Iwona Misztalewska-Turkowicz

na Wydziale Chemii UwB.

8. Pomiary spektrofluorymetryczne (SF)
Pomiary spektrofluorymetryczne prowadzono z uzyciem aparatu Jasco FP-8500 w réznych
zakresach dtugosci fal wzbudzenia i emisji (zakres 200-800 nm), réznych rozpuszczalnikach
(woda, PBS, THF) oraz z r6znymi stezeniami probek, w zaleznosci od potrzeb pomiaru (0,2-1
mg-mL™"). W pracy przedstawione zostaty analizy wykonane dla roztworéw polimeréw
o stezeniu 1 mg:mL™ w PBS lub THF, dla ktérych badano intensywno$é fluorescencji
w polimerach zawierajagcych pochodne pirenu oraz doksorubicyne. Metodg krzywej
wzorcowej oznaczano miedzy innymi ilos¢ zwigzkéw (np. doksorubicyny) zaenkapsulowanych
w badanych proébkach. Dodatkowo, zarejestrowano tréjwymiarowe widma fluorescencji
otrzymanych dwubarwnych uktadéw, wzbudzajac fluorescencje uktadu dtugoscig swiatta
w zakresie od 200-695nm. Przy formatowaniu oraz analizie danych korzystano
z funkcjonalnosci oprogramowania Spectra Manager dotgczonego do aparatu. Wykonanie

tych analiz przeprowadzit autor rozprawy na Wydziale Chemii UwB.

9. Dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS, MADLS) i elektroforetyczne rozpraszanie
sSwiatfa (ELS)
Pomiar promienia hydrodynamicznego (DLS) przeprowadzono z uzyciem aparatu Zetasizer

Ultra (Malvern Instruments, UK). Za pomocg tego samego urzgdzenia wykonano rowniez
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wielokgtowe pomiary DLS (MADLS) oraz wykorzystano filtry polaryzacyjne w swietle
rozproszonym w celu dodatkowej charakterystyki. Metodg elektroforetycznego rozpraszania
Swiatta (ELS) okreslano potencjat zeta. Pomiary w zaleznosci od potrzeb prowadzono
w réznych rozpuszczalnikach (woda, PBS, THF) i réznych stezeniach prébek (0,2-2 mg-mL™).
W pracy przedstawione zostaty analizy wykonane dla roztworéw polimerédw o stezeniu

1 mg-mL™" w PBS. Wszystkie pomiary przeprowadzit autor rozprawy na Wydziale Chemii UwB.

10. Spektrometria mas (MS)
Widma ESI-HRMS uzyskano za pomocg systemu Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF ESI oraz
LC/MS. Analizy wykonat dr Michat Sienkiewicz na Wydziale Chemii Uniwersytetu

w Biatymstoku.

11. Liofilizacja
Uzyskane prébki osuszano metoda liofilizacji w aparacie Christ Alpha 1-2 LDplus, przy czym
proces prowadzono przez 24 godziny. Procedure wykonywat na Wydziale Chemii UwB autor

rozprawy.

12. Nanostracanie - formowanie nanoczastek polimerowych (NPs)
Probke polimeru o masie 15 mg rozpuszczono w 1,5 mL THF, a nastepnie dodawano kroplami
do 15 mL zdemineralizowanej wody energicznie mieszajgc na wytrzgsarce (Vortex). Nastepnie
mieszanine mieszano na mieszadle orbitalnym przez 24 godziny w celu osiggniecia réwnowagi.

Po tym czasie roztwor (16,5 mL) poddano dializie z uzyciem wody dejonizowane;j.

13. Enkapsulacja doksorubicyny podczas formowania NPs
Probke polimeru o masie 15 mg rozpuszczono w roztworze THF zawierajgcym doksorubicyne
(1,5 mL, 0,58 mg-mL™), a nastepnie dodawano kroplami do 15 mL zdemineralizowanej wody
energicznie mieszajgc na wytrzgsarce (Vortex). Nastepnie mieszanine mieszano przez
24 godziny na mieszadle orbitalnym w celu osiggniecia réwnowagi. Po tym czasie roztwor

(16,5 mL) poddano dializie z uzyciem wody dejonizowane;.

14. Dializa
Roztwor polimeru (16,5 mL) po formowaniu NPs/enkapsulacji doksorubicyny podczas
formowania NPs umieszczono w worku dializacyjnym (1kDa). Nastepnie worek umieszczono

w litrowej zlewce z woda dejonizowang i mieszano na mieszadle magnetycznym przez
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24 godziny, wymieniajgc wode w zlewkach w 1, 3 oraz 24 godzinie mieszania. Po zakonczeniu

dializy roztwory czgstek z workéw przeniesiono do kolb i liofilizowano.

15. Aparatura pomocnicza
e Sonikacje przeprowadzano w tazni ultradzwiekowej Sonic 3 Pulsonic.
e Do precyzyjnego wkraplania roztworédw ze statg szybkoscia uzywano pomp

strzykawkowych kD Scientific LEGATO 180.
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ROZDZIAL 6. Otrzymywanie i modyfikacja powtok hybryd polimerowo-
nieorganicznych zawierajacych kwas litocholowy

6.1. Otrzymywanie makroczynnika przeniesienia taricucha (CTA) MNP@X.
6.1.1. Synteza nanoczgstek magnetycznych tlenkéw zelaza (MNP)

Fe;0, W celu otrzymania nanoczastek tlenkdéw zelaza przygotowano dwie kolby
okragtodenne. W pierwszej umieszczono 2,15 g (10,8 mmol) FeCl,-4H,0,
a w drugiej 5,8 g (21,6 mmol) FeCl;-6H,0. Do obu kolb dodano po 200 mL
dejonizowanej wody, i przepuszczono argon. Otrzymany roztwor chlorku zelaza(ll)
wprowadzono do roztworu chlorku zelaza(lll) przy pomocy kanuli. Po zmieszaniu, catos¢
umieszczono w tazni ultradzwiekowe] utrzymywanej w temperaturze 80 °C. Po ogrzaniu
mieszaniny stopniowo dodawano wodny 25% roztwdér amoniaku (12 mL) do momentu
osiggniecia pH=9. Tak przygotowang mieszanine poddawano sonikacji przez 30 minut
w temperaturze 80 °C, nastepnie ostudzono do temperatury pokojowej. Nanoczgstki
oddzielono od roztworu za pomocg magnesu neodymowego. W celu oczyszczenia produkt
trzykrotnie redyspergowano i separowano w sSwiezych porcjach wody i etanolu. Rekacje
powtdrzono trzykrotnie, po czym czagstki potaczono i zdyspergowano w etanolu
(C = 100 mg-mL™). Otrzymano roztwér 10 g czastek MNP. IR (ATR, v) cm™: 3434 (O-H),
1627 (O- Haer), 548 (Fe-0).

6.1.2. Modyfikacja powierzchni czagstek MNP powtoka aminosiloksanowa (MNP@NH3)

Nanoczgstki MNP (2g) przeniesiono do kolby okragtodennej
@_NHz i zdyspergowano w 1,5 L etanolu. Nastepnie sonikowano przez 30 minut

w atmosferze argonu. Do mieszaniny dodano 25% wodnego roztworu
amoniaku (25 mL) do momentu osiggniecia pH=9. Nastepnie stopniowo dodano 1,5 mL
(8,6 mmol) aminopropylotrimetoksysilanu (APTMS) i mieszano mieszadtem mechanicznym
przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Uzyskane nanoczgstki MNP@NH; oczyszczono
poprzez trzykrotny cykl separacji i redyspersji w swiezych porcjach etanolu, a nastepnie
zawieszono w 800 mL tego samaego rozpuszczalnika. Procedure powtdrzono czterokrotnie,
co pozwolito na otrzymanie tgcznie 8 g czastek MNP@NH. w roztworze etanolu
(C=100 mg-mL™") . IR (ATR, v) cm™: 3500-3200 (N-H), 2925 (C-H), 1548 (N-Hges),
1009 (Si-O-Si), 547 (Fe-0).
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6.1.3. Amidowanie powierzchni czagstek bromkiem 2-bromopropionylu (MNP@Br)

o Nanoczastki MNP@NH; (1,75 g) umieszczono w 800 mL

Br dichlorometanu (DCM). Zawiesine sonikowano 30 minut w tazni

Iz

ultradzwiekwej. Nastepnie czgstki odseparowano magnetycznie
i ponownie zdyspergowano w 800 mL bezwodnego DCM
w atmosferze argonu. Do tak przygotowanej zawiesiny dodano 10,4 mlL trietyloaminy
(75,2 mmol) i sonikowano przez 30 minut przeptukujgc mieszanine argonem. Nastepnie
mieszanine reakcyjng schtodzono do temperatury 0 °C (w fazni lodowej) i dodano roztwor
bromku kwasu 2-bromopropionowego (8 mL, 75,2 mmol) w 20 mL bezwodnego DCM.
Mieszanine reakcyjng sonikowano przez 15 minut w atmosferze argonu. Powstaty produkt
odseparowano magnetycznie, a nastepnie trzykrotnie przemyto dichlorometanem. Taki sam
proces oczyszczania powtdérzono z uzyciem etanolu. Otrzymany produkt zawieszono w 600 mL
etanolu. Cato$¢ procedury powtdrzono czterokrotnie, otrzymujgc tacznie 6 g produktu
MNP@Br. IR (ATR, v) cm™: 3500-3200 (N-H), 2925 (C-H), 1746 (C=0), 1662 (N-H),
1038 (Si-0O-Si), 551 (Fe-0).

6.1.4. Substytucja nukeolfilowa ditoweglanu etylowo-potasowego (MNP@X).

o Nanoczastki MNP@Br (1,3 g) umieszczono
s o) w kolbie okrggtodennej zdyspergowano w 1,5 L

@ \H)‘\( \H/ \/ etanolu. Mieszanine sonikowano przez 30 minut
S przeptukujac jednoczesnie argonem. Nastepnie

dodano ditioweglan etylowo-potasowy (1,5 g, 9,3 mmol) i cato$é¢ intensywnie mieszano
za pomocy mieszadta mechanicznego przez 18 h w temperaturze pokojowej. Otrzymany
produkt zostat oddzielony magnetycznie i oczyszczony przez trzykrotne przemycie Swiezg
porcjg etanolu. Procedure powtdrzono cztery razy, uzyskujac tgcznie 4,44 g czastek MNP@X

zdyspergowanych w etanolu (C=100 100 mg-mL™"). IR (ATR, v) cm™: 3500-3200 (N-H),
2932 (C-H), 1651 (N-H), 1213 (C=S), 1013 (Si-O-Si), 555 (Fe-0).
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6.2. Synteza czynnika przeniesienia taricucha Xa oraz monomeroéw zawierajgcych pochodne
kwasu litocholowego

6.2.1. Synteza akrylanu kwasu litocholowego LCAA1

W kolbie okrggtodennej odwazono 10 g (26,56 mmol)
kwasu litocholowego, ktéry rozpuszczono w 700 mL

bezwodnego DCM. Przez roztwdr przepuszczono

]

argon. Kolbe zabezpieczono przed Swiattem,

H umieszczono w tfaini lodowej, dodano 5,38 g
trietyloaminy (7,42 mL, 53,12 mmol) i mieszano przez 15 minut. Nastepnie, w ciggu 1 godziny,
za pomocg pompy strzykawkowej, stopniowo wprowadzono 3,13 g chlorku akryloilu (2,81 mL,
34,58 mmol). Mieszanine pozostawiono do dalszego mieszania przez kolejng godzine.
Po zakonczeniu reakcji mieszanine poddano ekstrakcji kwasowej w celu wyizolowania
produktu. Potgczone frakcje organiczne przemyto wodg i osuszono bezwodnym siarczanem
magnezu, a nastepnie rozpuszczalnik odparowano. Produkt oczyszczono technika MPLC
stosujgc mieszanine heksan : octan etylu w stosunku (8:2). Substrat odzyskano eluujac
go mieszaning chlorku metylenu : metanolu (5%). Uzyskano 8,11 g czystego produktu
w postaci biatego proszku. *H NMR (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 6.33 (dd, J = 17.2 Hz, 1H), 5,85
(dd, J = 10.2 Hz, 1H), 4.35 (m, 1H), 0.96 (m, 3H), 0.70 (s, 3H). 3C NMR 6 (100 MHz, CDCl3, §,
ppm ): 180,6 (COOH), 165,8 (C=0), 130,2 (CHz), 129,0 (CH), 74,6 (CH), 56,4 (CH), 56,0 (CH),
55,9 (CH), 41,9 (CH), 40,4 (CH), 40,1 (CH2), 35,8 (CH), 35,3 (CH), 35,0 (CH2), 34, (CH.),
32,2 (CHy), 31,0 (CH2), 30,7 (CH2), 28,1 (CHz), 27,0 (CHz), 26,6 (CHz), 26,3 (CHz), 24,1 (CH,),
23,3 (CHs), 20,8 (CH2), 18,2 (CHs), 12,0 (CHs); IR (ATR, v) cm™: 2926 (C-H), 2869 (C-H),
1698 (C=0), 1641 (C=C), 1468 (C-H), 1451 (C-H), 1380 (C-H), 1301 (C-0O), 1208 (C-0-C),
1168 (C-O-C), 987 (C=C-H), 810 (C=C-H); HRMS (ESI): m/z [M+Na]* obliczono dla C27H4204Na -
453,2981; znaleziono 453,2984.

6.2.2. Synteza akrylanu kwasu litocholowego LCAA2

W okragtodennej o odwazono 3,76 g (10,0 mmol)
kwasu litocholowego i rozpuszczono w 33,3 mL
bezwodnego tetrahydrofuranu (THF), po czym

przepuszczono argon. Nastepnie dodano 0,134 g
HO™"

DMAP (1,10 mmol) oraz 2,109 g EDC-HCI
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(11,0 mmol). Mieszanine schtodzono do 0 °C, a nastepnie, pompg strzykawkowg, wkroplono
AHE (1,26 mL, 11,0 mmol). Reakcje prowadzono przez 20 godzin w temperaturze pokojowej,
chronigc przed dostepem Swiatta. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik odparowano
na wyparce obrotowej w temperaturze 35 °C, unikajgc ekspozycji na swiatto. Pozostatos¢
rozpuszczono w DCM i kolejno przemyto trzykrotnie 10% wodnym roztworem kwasu solnego
(HCl), nasyconym roztworem NaHCOs, wodg dejonizowang oraz nasyconym roztworem NacCl.
Faze organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu i usunieto rozpuszczalnik
(35 °C, bez swiatta). Otrzymany produkt dodatkowo wysuszono z uzyciem pompy olejowe;.
Otrzymano 4,14 g stomkowej, oleistej cieczy. *H NMR (400 MHz, CDCls, §, ppm): 6,45 (d,
J=17,3 Hz, 1H), 6,15 (dd, J = 17,3, 10,4 Hz, 1H), 5,88 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 4,39 — 4,30 (m, 4H),
3,63 (m, 1H), 2,39 (m, 1H), 2,25 (m, 1H), 1,96 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 0,92 (d, J = 5,8 Hz, 6H),
0,64 (s, 3H); 13C NMR 6 (100 MHz, CDCl3, 6, ppm ): 174,1 (C=0), 165,8 (C=0), 131,3 (CH>),
127,9 (CH), 71,8 (CH), 62,3 (CH2), 61,8 (CH2), 56,4 (CH), 55,9 (CH), 50,0 (CH), 42,7 (C), 42,0 (CH),
40,3 (CH), 40,1 (CH2), 36,3 (CH.), 35,8 (CH2), 35,3 (CH), 34,5 (C), 31,0 (CH2), 30,8 (CH2),
30,4 (CHy), 28,1 (CH»), 27,1 (CH2), 26,3 (CHz), 24,1 (CH»), 23,3 (CHs), 20,7 (CHz), 19,3 (CHs),
18,2 (CHs); IR (ATR, v) cm™: 3315 (O-H), 2924 (C-H), 2863 (C-H), 1729 (C=0), 1637 (C=C),
1445 (C-H), 1411 (C-H), 1376 (C-H), 1265 (C-0O), 1160 (C-O-C), 1071 (C-O-C), 1032 (C-O),
803 (C=C-H), 734 (C=C-H); HRMS (ESI): m/z [M+Na]* obliczono dla CxgHas0sNa - 497,3243;
znaleziono 497,3248.

6.2.3. Synteza ditioweglanu O-etylowo-S-(1-metoksykarbonylo)etylowego (Xa)

W kolbie okragtodennej odwazono 5g estru metylowego kwasu
MeO 2-chloropropionowego (41 mmol), rozpuszczono w bezwodnym
o] acetonie (40 mL), przepuszczono argon i schtodzono do temperatury
0 °C. W kolejnym etapie w ciggu 30 minut porcjami dodawano 7,5 g (47 mmol) ditioweglanu
etylowo-potasowego (KSCSOEt). Nastepnie dodano kolejne 20 mL bezwodnego acetonu.
Reakcje prowadzono przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Powstatg podczas reakcji
sol (KClI) odsgczono na sgczku karbowanym, a przesgcz odparowano na wyparce obrotowe;j.
Pozostatos¢ oczyszczono za pomocg MPLC, stosujgc jako eluent mieszanine heksanu
z octanem etylu (9:1). Produkt koricowy uzyskano w postaci z6ttego oleju z wydajnoscig 74%
(6,27 g). *H NMR (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 4,62 (kw, 2H, H-4, J=7,1 Hz), 4,39 (kw, 1H, H-3,
J=7,4 Hz), 3,74 (s, 3H, H-1), 1,55 (d, 3H, H-2, J=7,4 Hz), 1,41 (t, 3H, H-5, J=7,1 Hz) ppm. 13C NMR



160 | Rozdziatl 6

& (100 MHz, CDCls, 6, ppm ): 211,9 (C=S), 171,8 (C=0), 70,2 (CH2), 52,6 (CH), 46,9 (CH3),
16,8 (CHs), 13,6 (CHs). IR (ATR, v) cm™: 2932 (C-H), 2860 (C-H), 1724 (C=0), 1265 (C-0-C),
1048 (C=S), 862 (C-S).

6.3. Reakcje polimeryzacji inicjowane na powierzchni czastek z pochodng LCAA2

6.3.1. Otrzymywanie czastek MNP@PHEA

W probdwce umieszczono 25 mL zawiesiny MNP@X w etanolu

i poddano separacji magnetycznej. Odseparowane czgstki

H kilkukrotnie przemyto tetrahydrofuranem (THF). Nastepnie

@ /Nﬁ)\& ) X MNP@X (~250 mg), akrylan 2-hydroksyetylu (2,5 g, 2,48 mL, 22,0

O mmol), ditioweglan O-etylowo-S-(1-metoksykarnonylo)etylowy

(Xa) (0,130 mg, 0,85 mmol) oraz suchy tetrahydrofuran (18,5 mL) umieszczono w probdéwce,

przez roztwor przepuszczono argon sonikowano przez 30 minut. Po uptywie czasu dodano

AIBN (20 mg, 0,12 mmol) w dwdch porcjach - pierwszg na poczatku reakcji, a drugg

po 2 godzinach. Reakcje prowadzono przez 4 godziny w temperaturze 70 °C. Polimeryzacje

zakonczono przez rozcieficzenie mieszaniny rozpuszczalnikiem (THF) oraz dekantacje

magnetyczng. Oczyszczenie otrzymanego produktu przeprowadzono poprzez kilkukrotny cykl

separacji magnetycznej i redyspersji czgstek w Swiezej porcji rozpuszczalnika. Otrzymane

czastki zawieszono w 50 mL mieszaniny THF:DMF (1:1) i przechowywano jako zawiesine

(C=~5,8 mg-mL™"). IR (ATR, v) cm™: 3500-3200 (O-H), 2938 (C-H), 2876 (C-H), 1726 (C=0),
1630 (C=0), 1560 (N-H), 1448 (C-H), 1252 (C-N), 1124 (C-O-C), 1036 (Si-O-Si), 552 (Fe-0O).

6.3.2. Otrzymywanie czgstek MNP@PLCAA2

LCAA2 W probdwce umieszczono 10 mL zawiesiny MNP@X w etanolu

0.0 i poddano separacji magnetycznej. Odseparowane czgstki
@/HMX kilkukrotnie przemyto tetrahydrofuranem (THF). Nastepnie
O nanoczgstki MNP@X (~100 mg), LCAA2 (400 mg, 0,9 mmol),
ditioweglan O-etylowo-S-(1-metoksykarbonylo)etylowy (Xa) (0,052 mg, 0,34 mmol) oraz suchy
tetrahydrofuran (8 mL) umieszczono w probowce, przez roztwdr przepuszczono argon
i sonikowano przez 30 minut. Po tym czasie dodano AIBN (8 mg, 0,048 mmol) w dwéch
porcjach - pierwszg na poczatku reakcji, a drugg po 12 godzinach. Reakcje prowadzono przez

24 godziny w temperaturze 70 °C. Polimeryzacje zakofAczono przez rozcienczenie mieszaniny
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rozpuszczalnikiem (THF) oraz dekantacje magnetyczng. Oczyszczenie otrzymanego produktu
przeprowadzono poprzez kilkukrotny cykl separacji magnetycznej i redyspersji czastek
w Swiezej porcji rozpuszczalnika. Otrzymane czastki zawieszono w 50 mL THF
i przechowywano jako zawiesine (C=~2,96 mg-mL™). IR (ATR, v) cm™: 3500-3000 (O-H),
2929 (C-H), 2876 (C-H), 1701 (C=0), 1648 (C=0), 1548 (N-H), 1441 (C-H), 1250 (C-N),
1123 (C-0-C), 1036 (Si-O-Si), 548 (Fe-0).

6.3.3. Otrzymywanie czastek MNP@PHEA-b-PLCAA2

Zawiesine MNP@PHEA (17,24 mL) w mieszaninie THF:DMF
LCAA2

o (I) (1:1) umieszczono w probdéwce i poddano separacji

HWIJ\{\ ) (J\; magnetycznej. Odseparowane nanoczgstki MNP@PHEA
-~

X
@

(~100 mg), LCAA2 (400 mg, 0,9 mmol), ditioweglan
O-etylowo-S-(1-metoksykarbonylo)etylowy (Xa) (0,052 mg, 0,34 mmol), suchy
tetrahydrofuran (4 mL) oraz suchy dimetyloformamid (4 mL) umieszczono w probdéwce. Przez
roztwér przepuszczono argon i sonikowano przez 30 minut. Po tym czasie dodano AIBN
(8 mg, 0,048 mmol) w dwdch porcjach - pierwszg na poczatku reakcji, a drugg po 12 godzinach.
Reakcje prowadzono przez 24 godziny w temperaturze 70 °C. Polimeryzacje zakoriczono przez
rozcienczenie mieszaniny rozpuszczalnikiem (THF) oraz dekantacje magnetyczna.
Oczyszczenie otrzymanego produktu przeprowadzono poprzez kilkukrotny cykl separacji
magnetycznej i redyspersji czastek w Swiezej porcji mieszaniny rozpuszczalnikéw THF:DMF
(1:1). Otrzymane czgstki zawieszono w 50 mL mieszaniny THF:DMF (1:1) i przechowywano jako
zawiesine (C=~3,04 mg-mL™"). IR (ATR, v) cm™: 3500-3000 (O-H), 2927 (C-H), 2877 (C-H),
1726 (C=0), 1654 (C=0), 1560 (N-H), 1448 (C-H), 1255 (C-N), 1123 (C-O-C), 1078 (Si-O-Si),
551 (Fe-0).

6.3.4. Otrzymywanie czgstek MNP@PHEA-s-PLCAA2

W probdéwce umieszczono 10 mL zawiesiny MNP@X

LCAA2 _ ) _
w etanolu i poddano separacji magnetyczne;j.

|
0._0
Hm)\(\ j Odseparowane czastki kilkukrotnie przemyto
-~
X
@ 0 tetrahydrofuranem (THF). MNP@X (~100 mg), akrylan
2-hydroksyetylu (1 g, 0,99 mL, 8,8 mmol), LCAA2 (400 mg, 0,9 mmol), ditioweglan O-etylowo-

S-(1-metoksykarbonylo)etylowy (Xa) (0,052 mg, 0,34 mmol) oraz suchy tetrahydrofuran (7 mL)
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umieszczono w probdéwce. Przez roztwdr przpuszczono argon i sonikowano przez 30 minut.
Po tym czasie dodano AIBN (8 mg, 0,048 mmol) w dwdch porcjach - pierwsza na poczatku
reakcji, a drugg po 12 godzinach. Reakcje prowadzono przez 24 godziny w temperaturze 70 °C.
Polimeryzacje zakonczono przez rozcienczenie mieszaniny rozpuszczalnikiem (THF) oraz
dekantacje magnetyczng. Oczyszczenie otrzymanego produktu przeprowadzono poprzez
kilkukrotny cykl separacji magnetycznej i redyspersji czagstek w Swiezej porcji rozpuszczalnika.
Otrzymane czastki zawieszono w 50 mL THF i przechowywano jako zawiesine
(C=~2,56 mg-mL™"). IR (ATR, v) cm™: 3500-3100 (O-H), 2927 (C-H), 2877 (C-H), 1726 (C=0),
1654 (C=0), 1560 (N-H), 1448 (C-H), 1252 (C-N), 1124 (C-O-C), 1048 (Si-O-Si), 549 (Fe-0O).

6.4. Estryfikacja otrzymanych uktadéw kwasem foliowym

Ogodlna procedura estryfikacji kwasem foliowym nanoczastek MNP z powtokami
polimerowymi: Odpowiednig objetos¢ zawiesiny czgstek pobrano, umieszczono w prébdéwce
oraz poddano separacji magnetycznej. Odseparowane czastki kilkukrotnie przemyto suchym
DMSO, w atmosferze argonu. Kwas foliowy rozpuszczono w suchym DMSO (C = 2,0 mg-mL™)
i pozostawiono pod argonem na 24 godziny. Nanoczastki MNP (~20 mg), kwas foliowy
(5 mLroztworu w DMSO), DCC (4,8 mg, 0,024 mmol), DMAP (0,28 mg, 0,003 mmol) oraz suchy
DMSO (2 mL) umieszczono w probdwce. Przez roztwdr przepuszczono argon i sonikowano
przez 15 minut. Reakcje kontynuowano chronigc przed swiattem i stale mieszajgc przez
48 godzin. Produkt poddano separacji magnetycznej, a nastepnie oczyszczono poprzez
kilkukrotne powtdérzenie cyklu redyspersji i separacji magnetycznej. Otrzymane czastki

zawieszono w 20 mL THF.

FA~ MNP@PHEA-FA - IR (ATR, v) cm™: 3500-3200 (0-H), 2926 (C-H), 2875

N
@ - \[H\f\ ) X
(e}
LcAA2-FA MNP@PLCAA2-FA - IR (ATR, v) cm™L: 3500-3000 (O-H), 2927 (C-H),

|
! T(Q\Oj*o 2877 (C-H), 1704 (C=0), 1605 (N-H), 1445 (C-H), 1257 (C-N),
@/ i X 1158 (C-O-C), 1036 (Si-0-Si), 555 (Fe-0).

(C-H), 1726 (C=0), 1538 (N-H), 1448 (C-H), 1236 (C-N), 1164 (C-0-C),
1032 (Si-0-Si), 549 (Fe-0).
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A MNP@PHEA-FA-b-PLCAA2-FA - IR (ATR, v) cm: 3500-3000
cazFA (O-H), 2957 (C-H), 2924 (C-H), 2851 (C-H), 1729 (C=O)
‘ % OIO 1579 (N-H), 1445 (C-H), 1263 (C-N), 1164 (C-O-C),
-~ )
@ X X 1035 (Si-0-Si), 557 (Fe-0).
FA MNP@PHEA-FA-s-PLCAA2-FA - IR (ATR, v) cm-%: 3500-3000

|
Lcaa2-FA  (O-H), 2960 (C-H), 2923 (C-H), 2852 (C-H), 1726 (C=0),

|
. % OJ:O 1558 (N-H), 1447 (C-H), 1257 (C-N), 1167 (C-O-C),
@/ I X 1040 (Si-0-Si), 548 (Fe-O).

6.5. Reakcje polimeryzacji inicjowane na powierzchni czastek z pochodnag LCAA1
6.5.1. Otrzymywanie czastek MNP@PAA

! 10 mL zawiesiny czgstek MNP@X w etanolu umieszczono w probdéwce
@/NWKL(\ Fx i poddano separacji magnetycznej. Odseparowane czgstki kilkukrotnie
° przemyto tetrahydrofuranem (THF). Nastepnie ~100 mg MNP@X, kwas
akrylowy (400 mg, 0,38 mL, 556 mmol), ditioweglan 0O-etylowo-S-(1-
metoksykarbonylo)etylowy (Xa) (0,052 mg, 0,0025 mmol) oraz suchy tetrahydrofuran (8 mL)
umieszczono w probdéwce, sonikowano i odgazowano przez przepuszczanie argonu przez
30 minut. Po tym czasie dodano AIBN (8 mg, 0,048 mmol) w dwéch porcjach — pierwsza
na poczatku reakcji, a drugg po 2 godzinach. Mieszanine ogrzewano przez 4 godziny
w temperaturze 70 °C. Polimeryzacje zakoniczono przez rozciedczenie mieszaniny
rozpuszczalnikiem (THF) i dekantacje magnetyczng. Cykl redyspersji i separacji magnetycznej
powtdérzono pieciokrotnie. Otrzymane czastki MNP@PAA zawieszono w 50 mL THF
i przechowywano jako zawiesine (C=~2,2 mg-mL™"). IR (ATR, v) cm™: 3500-3000 (O-H),
2925 (C-H), 2845 (C H), 1701 (C=0), 1438 (O-H), 1118(C-N), 10367(Si-O-Si), 540 (Fe-O).

6.5.2. Otrzymywanie czgstek MNP@PLCAA1

LCAAT 10 mL zawiesiny czagstek MNP@X w etanolu umieszczono w probdwce
00

@ /HM i poddano separacji magnetycznej. Odseparowane czastki kilkukrotnie
X

O przemyto tetrahydrofuranem (THF). Nastepnie ~100 mg MNP@X,

LCAA1 (400 mg, 0,92 mmol), ditioweglan O-etylowo-S-(1-metoksykarbonylo)etylowy (Xa)



164 |[Rozdziatl 6

(0,052 mg, 0,0025 mmol) oraz suchy tetrahydrofuran (8 mL) umieszczono w probdwce,
sonikowano i odgazowano przez przepuszczanie argonu przez 30 minut. Po tym czasie dodano
AIBN (8 mg, 0,048 mmol) w dwdch porcjach — pierwszg na poczatku reakcji, a druga
po 12 godzinach. Mieszanine ogrzewano przez 24 godziny w temperaturze 70 °C.
Polimeryzacje zakonczono przez rozcieiczenie mieszaniny rozpuszczalnikiem (THF)
i dekantacje magnetyczng. Cykl redyspersji i separacji magnetycznej powtdrzono
pieciokrotnie. Otrzymane czgstki MNP@PLCAA1 zawieszono w 50 mL THF i przechowywano
jako zawiesine (C=~2,2 mg-mL™). IR (ATR, v) cm™1: 3500-3000 (O-H), 2928 (C-H), 2863 (C-H),
1701 (C=0), 1438 (O-H), 1124 (C-N), 1038 (Si-O-Si), 538 (Fe-0).

6.6. Reakcja amidowania zwigzkami biologicznie czynnimi
6.6.1. Procedura amidowania kwasem foliowym hybryd polimerowo-nieorganicznych

Odpowiednig objetos¢ zawiesiny czgstek MNP@PAA lub MNP@PLCAA1 umieszczono
w prébdéwece i poddano separacji magnetycznej. Odseparowane czgstki kilkukrotnie przemyto
suchym DMSO w atmosferze argonu. Kwas foliowy rozpuszczono w suchym DMSO
(C =2,0 mg-mL™") i pozostawiono pod argonem na 24 godziny. Nanoczgstki MNP (~20 mg),
kwas foliowy (5 mL roztworu w DMSO), DCC (4,8 mg, 0,024 mmol), DMAP (0,28 mg,
0,003 mmol) oraz suchy DMSO (2 mL) umieszczono w probdwce. Przez roztwér przepuszczono
argon i sonikowano przez 30 minut. Reakcje kontynuowano, stale mieszajgc i chronigc przed
Swiattem przez 48 godzin. Produkt poddano separacji magnetycznej, a nastepnie oczyszczono
poprzez kilkukrotne powtdrzenie cyklu redyspersji i separacji magnetycznej. Otrzymane

czastki zawieszono w 20 mL THF.

FA~ MNP@PAA-FA - IR (ATR, v) em™: 3500-3000 (O-H), 2925 (C-H), 2845

H % (C-H), 1720 (C=0), 1597 (N-H), 1438 (C-H), 1158 (C-N), 1040 (Si-O-Si), 548

@
0 (Fe—O).

LCAAT-FA MINP@PLIitAA-FA - IR (ATR, v) cm™: 3500-3000 (O-H), 2923 (C-H),

O O
H M 2852 (C-H), 1720 (C=0), 1590 (N-H), 1438 (C-H), 1120 (C-N), 1032
v
X
S

(Si-0-Si), 550 (Fe-0).
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6.6.2. Procedura amidowania doksorubicyng otrzymanych hybryd polimerowo-
nieorganicznych

Odpowiednig objetos¢ zawiesiny czgstek MNP@PAA lub MNP@PLCAA1 umieszczono
w prébdéwece i poddano separacji magnetycznej. Odseparowane czgstki kilkukrotnie przemyto
suchym DMSO w atmosferze argonu. Doksorubicyne rozpuszczono w suchym DMSO
(C=0,5 mg:mL™) i pozostawiono pod argonem na godzine. Nanoczgstki MNP (~20 mg), kwas
foliowy (5 mL roztworu w DMSQ), DCC (4,8 mg, 0,024 mmol), DMAP (0,28 mg, 0,003 mmol)
oraz suchy DMSO (2 mL) umieszczono w probdéwce i sonikowano przez 30 minut. Reakcje
kontynuowano, stale mieszajac i chronigc przed $wiattem orbitalnym przez 48 godzin Produkt
poddano separacji magnetycznej, a nastepnie oczyszczono poprzez kilkukrotne powtérzenie

cyklu redyspersji i separacji magnetycznej. Otrzymane czgstki zawieszono w 20 mL THF.

box MNP@PAA-DOX - IR (ATR, v) em™: 3500-3000 (O-H), 2929 (C-H), 1726

: % (C=0), 1560 (N-H), 1437 (C-H), 1252 (C-0), 1160 (C-N), 1090 (N-H), 1025
~ )
@ I X' (si-0-Si), 548 (Fe-0).

LcAA1-DOX  MNP@PLitAA-DOX - IR (ATR, v) cm™: 3500-3000 (O-H), 2927

e
HM (C-H), 2862 (C-H), 1701 (C=0), 1597 (N-H), 1438 (C-H), 1158 (C-N),
4 X
@ o 1093 (N-H), 1023 (Si-0-Si), 555 (Fe-0)
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ROZDZIAL 7. Otrzymywanie polimerowych nosnikow lekéw zawierajgcych
pochodne kwasu litocholowego

7.1. Otrzymywanie czynnika przeniesienia tancucha polimeryzacji RAFT na bazie kwasu
litocholowego — LCA-X

7.1.1. Synteza LCA-Br

0 W kolbie okragtodennej umieszczono kwas litocholowy

OH (3,5 g, 9,29 mmol, 1 eq.), suchy DCM (250 mL), oraz
trietyloamine (2,3 mL, 1,67g, 16,51 mmol, 1,78 eq.).
Mieszanine ochtodzono do 0 °C i wkraplano przez 30 minut

Br za pomoca pompy strzykawkowej bromek
2-bromopropionylu (1,36 mL, 2, 80g, 13,01 mmol, 1,4 eq.). Reakcje prowadzono przez 18h.

Mieszanine poreakcyjng poddano trzykrotnej ekstrakcji wodnym, 10% roztworem kwasu

solnego (HCl), po czym przemyto go trzykrotnie wodg destylowanga. Produkt oczyszczono

MPLC stosujac mieszanine heksan:octan etylu w stosunku 7:3. Otrzymano produkt w postaci

biatego ciata statego z wydajnoscig 78 % (3,7 g) . *H NMR (400 MHz, CDCls, 6, ppm): 4,79-4,74

(m, 1H), 4,32 (dd, J = 6,9 Hz, 1H), 2,41 — 2,21 (m, 2H), 1,95 (m, 2H), 1,81-1,79 (d, 6,9 Hz, 3H),

1,75-0,95 (m, 24H), 0,92 (m, 6H), 0,64 (s, 3H) 3C NMR &6 (100 MHz, CDCls, §, ppm ): 180,6

(COOH), 169,8 (C=0), 76,1 (CH), 56,4 (CH), 55,9 (CH), 41,9 (CH), 40,7 (CH), 40,4 (CH), 40,1 (CH>),

35,7 (CH), 35,3 (CH), 34,9 (CH>), 34,8 (CH2), 31,0 (CH2), 30,7 (CH2), 28,1 (CH>), 26,9 (CH>), 24,1

(CH2), 23,3 (CHs), 20,8 (CH2), 18,2 (CHs), 12,0 (CHs);

7.1.2. Synteza LCA-X

W kolbie okraggtodennej umieszczono otrzymany LCA-
Br (3 g, 5,86 mmol, 1 eq.) oraz suchy aceton (140 mL).
Po schtodzeniu mieszaniny do 0 °C wkroplono roztwér

ditioweglanu etylowo-potasowego (1,55 g, 9,68

mmola, 1,65 eqg.) w acetonitrylu (10 mL). Reakcje
prowadzono przez 24 godziny. Nastepnie
rozpuszczalniki odparowano. Otrzymany osad rozpuszczono w DCM i poddano trzykrotnej
ekstrakcji wodnym, 10% roztworem kwasu solnego (HCl). Warstwe organiczng trzykrotnie
przemyto wodg i wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Produkt oczyszczono metodg

MPLC stosujgc mieszanine heksan:octan etylu w stosunku 8:2. Otrzymano 2,9 g produktu
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(wydajno$¢ 88%) w postaci lekko z6ttego proszku. H NMR (400 MHz, CDCls, 6, ppm): 11,27
(s, 1H), 4,78-4,72 (m, 1H), 4,62 (dd, ) = 7,1 Hz, 7,1 Hz, 2H), 4,33 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 2,40 — 2,21
(m, 2H), 1,95 (d, 2H), 1,85-1,79 (m, 11H), 1,54 (d,7,3 Hz, 3H), 1,40 (t, J = 7,1 Hz, 7,1 Hz, 3H),
0,91 (m, 6H), 0,64 (s, 3H) 3C NMR & (100 MHz, CDCls, §, ppm ): 212,2 (C=S), 180,6 (COOH),
170,8 (C=0), 75,9 (CH), 70,1 (CH,), 56,4 (CH), 55,9 (CH), 41,8 (CH), 40,3 (CH), 40,0 (CH,), 35,7
(CH), 35,2 (CH), 34,9 (CH2), 32,0 (CH), 31,0 (CH), 30,7 (CH2), 28,1 (CH2), 26,9 (CH.), 26,4 (CH>),
26,2 (CHy), 24,1 (CH), 23,2 (CHs), 20,8 (CH2), 18,2 (CHs), 16,9 (CH3), 13,7 (CHs), 12,0 (CH3s);
IR (ATR, v) cm™: 2928 (C-H), 2864 (C-H), 1729 (C=0), 1703 (C=0), 1447 (C-H)
1323 (C-H), 1291 (C-0), 1214 (C=S), 1161 (C-O-C), 1048 (C-S).

7.2. Otrzymywanie homopolimeréw modyfikowanych barwnikami fluorescencyjnymi.

7.2.1. Synteza LCA-PNIPAAM-X (4-9)

Y W probdédwkach umieszczono odpowiednie ilosci LCA-X,

Os_NH N-izopropyloakrylamidu oraz suchego dioksanu (Tabela 11).
LCA\“OM Mieszanine odgazowano przez 15 minutowe ptukanie argonem.
o Nastepnie probdéwki umieszczono w tazni olejowej, ogrzano

do temperatury 65 °C i dodano inicjator AIBN. Reakcje prowadzono przez 6h. Polimeryzacje
zakonczono poprzez ochtodzenie mieszaniny reakcyjnej w ciektlym azocie i odparowano
rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. Otrzymane osady rozpuszczono w THF, wytrgcono
w zimnym eterze dietylowym, przesgczono prézniowo i osuszono na powietrzu. *H NMR (400
MHz, CDCls, §, ppm): 4,62 (m, LCA-X), 3,98 (-CH(CHz)2, PNIPAAm), 2,84 (-CH-CH2-, PNIPAAm),
1,14 (-CH(CHs),, PNIPAAm), 2,50-1,30 (szkielet polimerowy), 0,95 (m, LCA-X), 0,69 (s, LCA-X).
IR (ATR, v) cm™: 3275 (N-H), 3069 (C-H), 2996 (C-H), 2931 (C-H), 2873 (C-H), 1630 (C=0),
1560 (N-H), 1535 (N-H), 1457 (C-H), 1384 (C-H), 1365 (C-H), 1279 (C-N), 1216 (C=S),
1170 (C-0-C), 1130 (C-0), 1057 (C-S).
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Tabela 11. Dane eksperymentalne polimeryzacji NIPAAm z czynnikiem przeniesienia taricucha LCA-X.

Uklad LCA-X NIPAAM AIBN dioksan T t konwersja
[mg] [mg] [mg] [mL]  [°C] (h] 'H NMR
LCA-PNIPAAmM-X (4) 61,1 565,8 2 3 65 6 99%
LCA-PNIPAAmM-X (5) 30,5 565,8 1 3 65 6 98%
LCA-PNIPAAM-X (6) 20,5 565,8 0,69 3 65 6 98%
LCA-PNIPAAM-X (7) 15,3 565,8 0,51 3 65 6 97%
LCA-PNIPAAM-X (8) 12,2 565,8 0,41 3 65 6 98%
LCA-PNIPAAmM-X (9) 10,2 565,8 0,34 3 65 6 95%

7.2.2. Synteza LCA-PNIPAAm-SH (10-11)

~~~ 200 mg LCA-PNIPAAM-X (6,8) umieszczono w probdwce i rozpuszczono

°N" w2 mL THF. Roztwory odgazowano argonem przez 15 minut.

Loa® “f»/“}l{SH Nastepnie dodano odpowiednie ilosci n-propyloaminy

° oraz tributylofosfiny (Tabela 12). Reakcje prowadzono przez 48 godzin
w temperaturze pokojowej, na mieszadle magnetycznym, chronigc przed swiattem. Produkty
LCA-PNIPAAmM-SH (10,11) wytrgcono w zimnym eterze dietylowym, przesgczono i wysuszono
na powietrzu. Produkty otrzymano w postaci proszkéw o lekko zéttej barwie. IR (ATR, v) cm™:
3270 (N-H), 3068 (C-H), 2970 (C-H), 2932 (C-H), 2874 (C-H), 1630 (C=0), 1535 (N-H),

1458 (C-H), 1385 (C-H), 1278 (C-N), 1229 (C-N), 1171 (C-O-C), 1130 (C-O).

Tabela 12. Dane eksperymentalne aminolizy grupy ditioweglanowej LCA-PNIPAAmM-X do grupy tiolowe;j.

LCA-PNIPAAM-X - loami THF t
Prébka m A-propyloamina tributylofosfina [mg]
[mg] [meg] [mL]  [h]
200 11,70 8,90
LCA-PNIPAAM-SH (10) 0,011 mmol 0,198 mmol 0,044 mmol 2 48
200 11,17 8,50
LCA-PNIPAAM-SH (11) 0,0105 mmol 0,189 mmol 0,042 mmol 2 48

7.2.3. Otrzymywanie LCA-PNIPAAm-S-Pyr (12,13)

Y W kolbie okrggtodennej umieszczono 100 mg LCA-PNIPAAmM-

OsNH .. SH (10,11) i rozpuszczono w suchym THF. Roztwory

LCA\\‘OMS/ odgazowano przeptukujgc je argonem przez 15 minut.
n

Nastepnie dodano trietyloamine oraz roztwér maleimidowej
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pochodnej pirenu Pyr-M w THF (Tabela 13). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej

przez 48 godzin. Produkty LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (12,13) oczyszczono poprzez stracanie

w zimnym eterze dietylowym, odwirowanie roztworu, separacje osadu i wysuszenie

na powietrzu. Procedure oczyszczania powtarzano do zaniku fluorescencji w supernatancie.

Otrzymano produkt w postaci proszku o lekko zéttej barwie. *H NMR (400 MHz, CDCls, §,

ppm): 8,40-8,02 (Pyr-M), 4,62 (m, LCA-X), 3,97 (-CH(CHs)2, PNIPAAm), 3,39 (m, Pyr-M),

2,83 (-CH-CH2-, PNIPAAm), 1,11 (-CH(CHs)2, PNIPAAm), 2,50-1,20 (szkielet polimerowy),

0,95 (m, LCA-X), 0,68 (s, LCA-X). IR (ATR, v) cm™: 3278 (N-H), 3061 (C-H), 2970 (C-H),

2932 (C-H), 2874 (C-H), 1630 (C=0), 1559 (N-H), 1535 (N-H), 1459 (C-H), 1385 (C-H),

1360 (C-H), 1276 (C-N), 1237 (C-N), 1170 (C-O-C), 1130 (C-O).

Tabela 13. Dane eksperymentalne addycji Pyr-M do grupy tiolowej faricucha homopolimerowego.

Prébka LCA-PNIPAAM-SH Pyr-M trietyloamina THF t
[mL] [h]
100 mg 7,71 mg 2,78 mg
LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12) 0,0055 mmol 0,0165 mmol  0,0275 mmol 3 48
100 7,37 mg 2, 66 mg
LCA-PNIPAAM-S-Pyr (13) 0,00525 mmol 0,0158 mmol  0,0263 mmol 48

7.2.4. Otrzymywanie DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14,15)

0O

o

/SWO\«

HN™ ~O

W  naczyniu reakcyjnym umieszczono 50 mg
LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12,13) i rozpuszczono w THF.
Roztwory odgazowano przeptukujac je argonem przez
15 minut. Nastepnie dodano odpowiednie ilosci DCC,

DMAP oraz doksorubicyny (Tabela 14). Reakcje

prowadzono w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Produkty DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr

(14,15) oczyszczono poprzez wytrgcenie w zimnym eterze dietylowym, odwirowanie osadu

i osuszenie na powietrzu. Procedure oczyszczania powtarzano do momentu zaniku

fluorescencji w supernatancie. IR (ATR, v) cm™: 3442 (O-H), 3287 (N-H), 3069 (C-H),

2970 (C-H), 2932 (C-H), 2874 (C-H), 1658 (C=0), 1630 (C=0), 1560 (N-H), 1535 (N-H),

1458 (C-H), 1385 (C-H), 1366 (C-H), 1279 (C-N), 1228 (C-N), 1170 (C-O-C), 1130 (C-O).
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Tabela 14. Dane eksperymentalne modyfikacji uktadéw homopolimerowych doksorubicyna.

THF t
Prébka LCA-PNIPAAM-S-Pyr DOX DCC DMAP
[mL]  [h]
DOX-LCA-PNIPAAM-S- 50 mg 6,38 mg 1,65 mg 0,67 mg 3 48
Pyr (14) 0,00275 mmol 0,0110 mmol 0,008 mmol 0,055 mmol
DOX-LCA-PNIPAAM-S- 50 mg 6,09 mg 1,63 mg 0,65 mg 3 48
Pyr (15) 0,00263 mmol 0,0105 mmol 0,008 mmol 0,053 mmol

7.3. Otrzymywanie koopolimeréw blokowych  modyfikowanych  barwnikami
fluorescencyjnymi

7.3.1. Otrzymywanie homopolimeru PLCAA1-X (16)

LCAA1 W probdéwce reakcyjnej umieszczono odpowiednig ilos¢

o] C% LCAA1 (500mg, 1,160 mmol, 12 eq.) oraz Xa (20,1 mg,

0,096 mmol, 1 eq.) i rozpuszczono w suchym dioksanie.

e® Mieszanine odgazowano przeptukujac jg przez 15 minut

0 argonem. Probdowke umieszczono w taini olejowej

o temperaturze 55 °C, a po ogrzaniu dodano inicjator AIBN (1,58 mg, 0,0096 mmol, 0,1 eq.).

Reakcje prowadzono przez 18h. Polimeryzacje zatrzymano poprzez ochtodzenie mieszaniny

w ciektym azocie i odparowanie rozpuszczalnika. Produkt PLCAA1-X rozpuszczono

w tetrahydrofuranie i stragcono w zimnym heksanie. Otrzymany osad przesgczono i wysuszono

na powietrzu. H NMR (400 MHz, CDCls, 6, ppm): 4,73 (m, PLCAA1-X),

2,32-1,83 (szkielet polimerowy), 0,71 (s, -CHs, PLCAA1-X). IR (ATR, v) cm™: 2930 (C-H),

2865 (C-H), 1728 (C=0), 1707 (C=0), 1448 (C-H), 1379 (C-H), 1365 (C-H), 1243 (C-O),
1162 (C-0) 1130 (C=S), 1036 (C-S), 1020 (C-C), 982 (C-0), 613 (S-C=S).

7.3.2. Otrzymywanie kopolimeréw blokowych PLCAA1-b-PNIPAAM-X (17,18)

LCAAT W probdéwce reakcyjnej umieszczono odpowiednig ilos¢

0D O M PLCAA1-X, NIPAAm i rozpuszczono w suchym dioksanie

MeO (Tabela 15). Mieszaniny reakcyjne odgazowano
0 A " przeptukujgc je przez 15 minut argonem. Probdwki

umieszczono w tazni olejowej o temperaturze 60 °C. Po ogrzaniu mieszaniny dodano porcje
AIBN. Polimeryzacje prowadzono przez 5 godzin. Polimeryzacje zatrzymano poprzez

gwattowne ochtodzenie mieszaniny reakcyjnej w ciektym azocie, a nastepnie odparowano
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rozpuszczalnik. Otrzymane kopolimery blokowe rozpuszczono w THF i oczyszczono poprzez
stracanie w zimnym eterze dietylowym. Uzyskane biate osady PLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18)
przesgczono i wysuszono na powietrzu. *H NMR (400 MHz, CDCls, §, ppm): 4,65 (m, PLCAA1-
X), 3,99 (-CH(CHs)2, PNIPAAmM), 2,85 (-CH-CH;-, PNIPAAm) 2,40-1,00 (szkielet polimerowy),
0,64 (s, -CHs, PLCAA1L). IR (ATR, v) cm™: 3279 (N-H), 2974 (C-H), 2932 (C-H), 2873 (C-H),
1705 (C=0), 1631 (C=0), 1529 (N-H), 1454 (C-H), 1385 (C-H), 1365 (C-H), 12230 (C-N),
1171 (C-0-C), 1131 (C-0), 666 (C-H).

Tabela 15. Dane eksperymentalne kopolimeryzacji blokowej NIPAAm z PLCAA1-X.

t konw.

Prébka PLCAA1-X PNIPAAM AIBN dioksan | .
[°C] [h] 'HNMR

PLCAA1-b- 200 mg 393,6 mg 0,476 mg

0,
PNIPAAMX (17)  2,89¥105mmol  0,0035 mmol  2,89%10% mmol ~ * M- 80 5 9%

PLCAA1-b- 200 mg 656,0 mg 0,476 mg

4 mL 9
PNIPAAM-X (18) 2,89*%10° mmol  0,0058 mmol  2,89*10°® mmol m 60 > 93%

7.3.3. Synteza PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20)

200 mg PLCAA1-b-PNIPAAM-X (17,18) umieszczono

o (':DCZM NH w probéwce i rozpuszczono w 4 mL THF. Roztwory
odgazowano przeptukujac je argonem przez 15 minut.

Meo SH Nastepnie dodano odpowiednie ilosci n-propyloaminy
O " K oraz tributylofosfiny (Tabela 16). Reakcje prowadzono

przez 48 godzin w temperaturze pokojowej, na mieszadle magnetycznym, chronigc przed
Swiattem. Produkty PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20) wytrgcono w zimnym eterze dietylowym,
przesgczono, a osad wysuszono na powietrzu. Produkty otrzymano w postaci lekko zéttych
proszkdw. IR (ATR, v) cm™: 3272 (N-H), 2975 (C-H), 2932 (C-H), 2864 (C-H), 1707 (C=0),
1632 (C=0), 1525 (N-H), 1455 (C-H), 1384 (C-H), 1363 (C-H), 1229 (C-N), 1171 (C-O-C),
1131 (C=S), 668 (S-C=S).

Tabela 16. Dane eksperymentalne aminolizy grupy ditioweglanowej LCA-PNIPAAmM-X do grupy tiolowe;.

Prébka PLCAA1-b-PNIPAAmM-X  n-propyloamina tributylofosfina THF [mL]
200 10,64 8,09
PLCAAL-b-PNIPAAm-SH (19) 0,010 mmol 0,180 mmol 0,040 mmol 4
PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (20) 200 7,68 mg >,66 4

0,007 mmol 0,130 mmol 0,028 mmol
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7.3.4. Synteza PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr

W kolbie okraggtodennej umieszczono 100 mg PLCAA1-b-

LCAA1
OO O NH PNIPAAM-SH (19,20) i rozpuszczono w suchym THF.
MeO L A Roztwory odgazowano przeptukujgc je argonem przez
o) : m 15 minut. Nastepnie dodano trietyloamine oraz roztwoér

maleimidowej pochodnej pirenu Pyr-M w THF (Tabela 17). Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Produkty PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22)
oczyszczono poprzez strgcanie w zimnym eterze dietylowym, odwirowanie osadu, usuniecie
rozpuszczalnika i wysuszenie osadu na powietrzu. Procedure oczyszczania powtarzano
do zaniku fluorescencji w supernatancie. Uzyskano produkty w postaci proszku o lekko zéttej
barwie 'H NMR (400 MHz, CDCl3, 6, ppm): ): 8,38-8,02 (Pyr-M), 4,70 (m, PLCAA1),
3,98 (-CH(CHs)2, PNIPAAm), 3,38 (m, Pyr-M), 2,83 (-CH-CH2-, PNIPAAm), 1,11 (-CH(CHs),
PNIPAAmM), 2,50-1,20 (szkielet polimerowy), 0,96 (m, PLCAA1), 0,69 (s, PLCAA1). IR (ATR, v)
cm™: 3295 (N-H), 2970 (C-H), 2933 (C-H), 2868 (C-H), 1711 (C=0), 1638 (C=0), 1532 (N-H),
1455 (C-H), 1364 (C-H), 1226 (C-N), 1171 (C-O-C), 1130 (C-0), 667 (C-H).

Tabela 17. Dane eksperymentalne addycji Pyr-M do grupy tiolowej na korcu taricucha polimerowego.

Prébka PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH Pyr-M trietyloamina THF  t[h]

100 mg 7,01 mg 2,53 mg

PLCAAL-b-PNIPAAm-S-Pyr (21) 0,005 mmol 0,015 mmol  0,025mmol - M- 48
100 mg 5,14 mg 1,82 mg
PLCAAL-b-PNIPAAM-S-Pyr (22) 0,0035 mmol 0,011 mmol  0,018mmol M- 48

7.3.5. Synteza DOX-PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr

W naczyniu reakcyjnym umieszczono 50 mg

PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22) i rozpuszczono

. ~

_E[:AA.] T w THF. Roztwory odgazowano przeptukujgc

U OQT’NH ., argonem przez 15 minut. Nastgpnie dodano

MQO\H ( ) (~ )\S/ ~ odpowiednie ilosci DCC, DMAP oraz doksorubicyny
O ! "’ (Tabela 18). Reakcje prowadzono w temperaturze

pokojowej przez 48 godzin. Produkty DOX-PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr (23,24) oczyszczono

poprzez wytrgcenie w zimnym eterze dietylowym, odwirowanie osadu, usuniecie
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rozpuszczalnika i osuszenie osadu na powietrzu. Procedure oczyszczania powtarzano do
momentu zaniku fluorescencji w supernatancie. Uzyskano produkty w postaci proszku o
barwie rozowej. IR (ATR, v) cm™: 3437 (O-H), 3302 (N-H), 2930 (C-H), 2865 (C-H), 1724 (C=0),
1640 (C=0), 1524 (N-H), 1452 (C-H), 1384 (C-H), 1365 (C-H), 1245 (C-N), 1169 (C-0-C),
1129 (C-0), 669 (C-H).

Tabela 18. Dane eksperymentalne modyfikacji uktadéw homopolimerowych doksorubicyna.

Prébka PLCAAL-b- DOX DCC DMAP THF
PNIPAAM-S-Pyr

DOX-PLCAA1-b- 50 mg 5,80 mg 1,65 mg 0,49 mg 3mL
PNIPAAmM-S-Pyr (23) 0,0025 mmol 0,01 mmol 0,008 mmol 0,004 mmol

DOX-PLCAA1-b- 50 mg 4,06 mg 1,24 mg 0,37 mg 3mL
PNIPAAmM-S-Pyr (24) 0,0018 mmol 0,007 mmol 0,006 mmol 0,003 mmol

7.4. Otrzymywanie PLCAA2-X (1-3)

Odpowiednie ilosci LCAA2, Xa, oraz suchego
THF umieszczono w probdwce wyposazonej
w mieszadetko magnetyczne (Tabela 19).

HO™ Uzyskang mieszanine odgazowano poprzez

przepuszczanie argonu przez 30 minut.
Probdéwke reakcyjng umieszczono w tazni olejowej nagrzanej wczesniej do 65 °C i dodano
AIBN. Po 4 godzinach mieszania reakcje zatrzymano poprzez schtodzenie w ciektym azocie.
Nastepnie THF odparowano na wyparce rotacyjnej. Produkt rozpuszczono ponownie w THF,
dwukrotnie strgcono w zimnym heksanie i wysuszono na powietrzu. Otrzymano PLCAA2-X
w postaci biatego proszku.H NMR (400 MHz, CDCls, §, ppm): 4.65 (d, J = 7.6 Hz, -CH>-), 4.26
(s, -CH2-,), 3.66 — 3.58 (m, -CHOH), 2.50 — 2.15 (m, -CHz-), 0.92 (d, J = 4.9 Hz, -CHs), 0.65
(s, -CHs). IR (ATR, v) cm™: 3315 (O-H), 2930 (C-H), 2863 (C-H), 1737 (C=0), 1445 (C-H),
1376 (C-H), 1243 (C=S), 1160 (C-O-C), 1044 (C=S), 1032 (C-0-C), 942, 607.

Tabela 19. Dane eksperymentalne polimeryzacji LCAA2 z czynnikiem przeniesienia fancucha Xa.

Uklad LCAA2 AIBN [me] Xa THF T t konwersja
[mg] [mg] [mL] [°C] [h] 'H NMR
PLCAA2-X (1) 500 4,32 54,85 3 65 4 99%
PLCAA2-X (2) 500 1,73 21,94 3 65 4 98%

PLCAA2-X (3) 500 0,86 10,97 3 65 4 95%
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STRESZCZENIE

Tematem niniejszej rozprawy doktorskiej byto otrzymywanie i charakterystyka
materiatdw polimerowo-nieorganicznych i polimerowych zawierajgcych pochodne kwasu
litocholowego (LCA) jako sktadnikdw nosnikdw lekéw mogacych znalezé zastosowanie
w terapiach przeciwnowotworowych i diagnostyce medycznej. Kluczowg motywacje badan
stanowita jego budowa i wtasciwosci biologiczne. LCA posiada reaktywne grupy funkcyjne -
karboksylowg i hydroksylowg - rozmieszczone po przeciwnych stronach szkieletu
steroidowego, co umozliwia selektywne modyfikacje chemiczne.

Zakres pracy obejmowat dwa gtéwne kierunki badawcze: otrzymywanie
(1) magnetycznych hybrydy polimerowo-nieorganicznych z rdzeniem z nanoczastek tlenkéw
zelaza (FesQ4) i powtoka polimerowg zawierajgcg pochodne LCA, oraz (2) rozpuszczalnych lub
dyspergowalnych w wodzie nanoczgstek homo- i kopolimeréw liniowych z pochodnymi LCA,
modyfikowanych  fluorescencyjnie.  Charakterystyka fizykochemiczna  otrzymanych
materiatdw zostata przeprowadzona z zastosowaniem technik spektroskopowych (FTIR, UV-
Vis, NMR, spektrofluorymetria), chromatograficznych (SEC), mikroskopowych (TEM),
termicznych (DSC, TGA) oraz metod opartych na rozpraszaniu Swiatta (DLS, ELS).

Opracowano i scharakteryzowano tgcznie 14 uktadéw hybryd z powtokami
polimerowymi zawierajgcymi pochodne kwasoéw 26fciowych, dodatkowo
funkcjonalizowanymi m.in. kwasem foliowym i doksorubicyng. Zastosowanie polimeryzacji
RAFT umozliwito synteze powtok z polimerdw blokowych. Hybrydy wykazaty dobrg stabilno$é
koloidalng, wysokg selektywnos¢ wobec komérek nowotworowych oraz zwiekszong
skutecznos$é przeciwnowotworowg w poréwnaniu do wolnych lekéw.

W ramach drugiego kierunku badan otrzymano serie 24 liniowych homo-
i kopolimerdw rozpuszczalnych lub dyspergowalnych w wodzie, zawierajgcych pochodne LCA
w koncach taricuchéw lub w segmentach bocznych blokéw polimerowych. Polimery tworzyty
stabilne nanoczastki w procesie nanostrgcania. Wybrane uktady znakowano fluorescencyjnie,
uzyskujgc materiaty umozliwiajgce jednoczesne obrazowanie oraz dostarczanie lekéw. Analiza
emisji potwierdzita obecnos$¢ sygnatdéw w zakresie swiatta niebieskiego i pomaranczowego
oraz mozliwos¢ selektywnego wzbudzania fluorescencji. Wykazano réwniez mozliwosé

enkapsulacji i kowalencyjnego przytgczania doksorubicyny.
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ABSTRACT

The main goal of this doctoral dissertation was the synthesis and characterization
of polymeric materials containing lithocholic acid (LCA) derivatives as potential carriers
for anticancer drugs. The main motivation behind the study was the unique structure of LCA,
which possesses reactive functional groups — carboxylic and hydroxyl - located on opposite
sides of the steroid backbone. This spatial arrangement enables selective chemical
modifications and makes LCA an attractive model compound for designing carriers intended
for targeted and combination therapies.

The research was divided into two main areas: (1) the synthesis of magnetic polymer-
inorganic hybrids with iron oxide (Fe3O4) nanoparticle cores and polymeric shells containing
LCA derivatives, and (2) the preparation of water-soluble or water-dispersible linear homo-
and copolymers with LCA moieties, modified with fluorescent labels. The obtained materials
were characterized using a range of analytical techniques, including spectroscopic methods
(FTIR, UV-Vis, NMR, fluorescence spectroscopy), chromatographic techniques (SEC),
microscopic techniques (TEM), thermal analysis (DSC, TGA), and light scattering methods (DLS,
ELS).

In the part focused on magnetic hybrids, a total of 14 systems with polymeric shells
containing bile acid derivatives were synthesized and characterized. These systems were
further functionalized with biologically active molecules, including folic acid and doxorubicin.
RAFT polymerization enabled the synthesis of block copolymer structures. The resulting
hybrids exhibited good colloidal stability, high selectivity toward cancer cells, and improved
anticancer activity compared to free drug forms.

In the second research area, a series of linear homo- and copolymers soluble in water
and containing LCA derivatives at the chain ends or in side chains was obtained. These
polymers were used to prepare stable nanoparticles via nanoprecipitation. Selected systems
were fluorescently labeled, resulting in materials capable of simultaneous drug delivery and
imaging. Fluorescence analysis confirmed emission in the blue and orange regions and the
possibility of selective excitation of the fluorophores. The systems also demonstrated the

ability to encapsulate or covalently bind doxorubicin.
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Rysunek 36. Czgsteczka doksorubicyny. str. 117

Rysunek 37. Widma UV-Vis DOX-LCA-PNIPAAM-S-Pyr (14,15) i substratow LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (12,13).
str. 118

Rysunek 38. Widma emisyjne (spektrofluorymetryczne) DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14,15) i substratow
LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12,13). str. 118

Rysunek 39. (A1) Roztwory LCA-PNIPAAM-S-Pyr (12) oraz (A2) DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14) w PBS
(C=1 mg-mL™") naswietlane lampg UV; (B) widmo fluorescencyjne 3D DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14).
str. 119

Rysunek 40. Widma *H NMR LCAA1 oraz PLCAA1-X. str. 121

Rysunek 41. Widma FTIR LCAA1 oraz PLCAA1-X. str. 122

Rysunek 42. Termogramy TG oraz DTG uktadu PLCAA1-X. str. 122

Rysunek 43. Widma *H NMR PLCAA1-X (16) oraz kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAM-X (17,18). str. 124
Rysunek 44. Widma FTIR PLCAA1-X (16) oraz kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18). str. 125
Rysunek 45. Termogramy TGA i DTG kopolimeréw PLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18). str. 125

Rysunek 46. Chromatrogramy SEC-RI polimeru PLCAA1-X (16) oraz kopolimerdwPLCAA1-b-PNIPAAmM-
X (17,18). str. 126

Rysunek 47. Widma UV-Vis PLCAA1-b-PNIPAAmM-X (17,18) oraz PLCAA1-b-PNIPAAM-SH (19,20). str.127
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Rysunek 48. Widma *H NMR pochodnej maleimidowej pirenu (Pyr-M) oraz PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr
(21,22). str. 129

Rysunek 49. Widma absorpcyjne (UV-Vis) oraz emisyjne (spektrofluorymetryczne) kopolimerow
PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr (21,22). str. 129

Rysunek 50. Widma UV-Vis DOX-PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (23,24) i PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22).
str. 131

Rysunek 51. Widma emisyjne (spektrofluorymetryczne) DOX-PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (23,24)
i PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (21,22). str. 131

Rysunek 52. (A3) Roztwory PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr (22) oraz (A4) DOX-PLCAA1-b-PNIPAAM-S-Pyr
(24) (C=1 mg-mL™) naswietlane lampg UV; (B) widmo fluorescencyjne 3D DOX-PLCAA1-b-PNIPAAM-S-
Pyr (24). str. 132

Rysunek 53. Zestawienie analiz fizykochemicznych (A) 'H NMR, (B) FTIR, (C) TGA oraz DTG
potwierdzajgcych otrzymanie PLCAA-X. str. 134

Rysunek 54. Krzywe DLS nanoczastek homopolimeréw z zastosowaniem filtréw polaryzacyjnych.
str. 139

Rysunek 55. Zdjecia TEM wybranych czastek na bazie homopolimeréw zawierajgcych doksorubicyne.
str. 140

Rysunek 56. Wyniki badan DLS nanoczastek na bazie kopolimeréw z zastosowaniem filtrow
polaryzacyjnych. str. 143

Rysunek 57. Zdjecia TEM wybranych nanoczgstek otrzymanych na drodze nanostracania kopolimerdw.

str. 144
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SPIS SCHEMATOW

Schemat 1. Otrzymywanie homopolimeru LCA-PTMC oraz kopolimeru statystycznego LCA-PTMC-PLA
z zastosowaniem kwasu litocholowego jako inicjatora. str. 35

Schemat 2. Poliaddycja monomerdéw na bazie kwasu litocholowego na drodze reakcji Menschutkina.
str. 36

Schemat 3. Otrzymywanie poliestréw kwasu deoksycholowego. str. 36

Schemat 4. Sprzeganie w reakcji typu ,,click” DCA-OEG z dekstranem (na schemacie przedstawiony jako
fioletowy tancuch polimerowy). str. 37

Schemat 5. Estryfikacja Suc-PLGA-OH (fioletowy tancuch polimerowy) z kwasem cholowym.
Odbezpieczenie grupy hydroksylowe;j. str. 37

Schemat 6. Otrzymywanie CA-PEl na drodze amidowania poli(etylenoiminy) (fioletowy taricuch
polimerowy) z kwasem cholowym. str. 38

Schemat 7. Otrzymywanie polimeru LCA-(CD-PDMA), (fioletowy tancuch polimerowy) zawierajgcego
kwas litocholowego w srodku taricucha gtéwnym. str. 39

Schemat 8. Polimeryzacja RAFT monomeru zawierajgcego pochodng kwasu cholowego. str. 48
Schemat 9. Otrzymywanie polimeru PVBCA zawierajgcego czasteczki kwasu cholowego w taricuchu
bocznym. str. 49

Schemat 10. Synteza PNPEG-b-PNCA metodg polimeryzacji ROMP. str. 50

Schemat 11. Modyfikacja kwasu hialuronowego (fioletowy taricuch polimerowy) pochodng DCA-His-
Trt. str. 51

Schemat 12. Reakcja estryfikacji kwasu deoksycholowego z dekstranem (fioletowy tancuch
polimerowy). str. 52

Schemat 13. Synteza CS-DCA w reakcji amidowania kwasu deoksycholowego z grupami aminowymi
chitozanu (fioletowy taricuch polimerowy). str. 53

Schemat 14. Synteza CA-(PCL-b-PDEAEMA-b-PPEGMA)s. str. 63

Schemat 15. Synteza CA-(PAGE-b-PEG),. str. 64

Schemat 16. Reakcja otrzymywania akrylanu kwasu litocholowego LCAAL. str. 78

Schemat 17. Reakcja otrzymywania akrylanu kwasu litocholowego LCAA2. str. 79

Schemat 18. Synteza czynnika przeniesienia taficucha polimeryzacji RAFT — Xa. str. 81

Schemat 19. Synteza i funkcjonalizacja nanoczgstek tlenkow zelaza. str. 81

Schemat 20. Formowanie magnetycznych hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych kwas
litocholowy lub/oraz kwas foliowy. str. 86

Schemat 21. Estryfikacja Steglicha kwasu foliowego z wolnymi grupami hydroksylowymi polimeréw

znajdujgcych sie na powierzchni czastek. str. 87



Spis schematow|181

Schemat 22. Polimeryzacja RAFT monomeréw LCAAl oraz AA z zastosowaniem makroczynnika
przeniesienia faicucha MNP@X. str. 96

Schemat 23. Modyfikacja powierzchni powtok polimerowo-nieorganicznych zwigzkami biologicznie
czynnymi. str. 97

Schemat 24. Hybrydy zawierajgce PLCAA1 oraz PAA. str. 98

Schemat 25. Synteza kwasu 3a-(2-bromopropionylooksy)-5B-cholan-24-owego (LCA-Br). str. 106
Schemat 26. Synteza czynnika przeniesienia taricucha polimeryzacji LCA-X. str. 107

Schemat 27. Polimeryzacja N-izopropyloakryloamidu z zastosowaniem LCA-X. str. 110

Schemat 28. Aminoliza grupy ditioweglanowej do grupy tiolowej na konicach tancucha
homopolimerdw. str. 113

Schemat 29. Reakcja addycji Michaela LCA-PNIPAAM-SH (10,11) z maleimidowg pochodng pirenu
(Pyr-M). str. 114

Schemat 30. Przytgczanie doksorubicyny do uktadéw DOX-LCA-PNIPAAmM-S-Pyr (14,15) na drodze
amidowania. str. 117

Schemat 31. Synteza homopolimeru PLCAA1-X. str. 121

Schemat 32. Kopolimeryzacja RAFT N-izopropyloakrylamidu z PLCAA1-X. str. 123

Schemat 33. Otrzymywanie PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20). str. 127

Schemat 34. Reakcja Michaela PLCAA1-b-PNIPAAmM-SH (19,20) z maleimidowag pochodng pirenu
Pyr-M. str. 128

Schemat 35. Synteza DOX-PLCAA1-b-PNIPAAmM-S-Pyr (23,24). str. 130

Schemat 36. Synteza homopolimeréw PLCAA2-X. str. 133
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SPIS TABEL

Tabela 1. Polimery zawierajgce pochodne kwasow zdétciowych w tancuchu gtdwnym. str. 40

Tabela 2. Polimery zawierajgce kwasy zétciowe w taricuchu bocznym. str. 54

Tabela 3. Polimery typu ,,meduza” zawierajgce pochodne kwaséw zétciowych. str. 65

Tabela 4. Warunki reakcji homopolimeryzacji, polimeryzacji statystycznej oraz kopolimeryzacji
blokowe]j zastosowane do otrzymania czgstek zawierajgcych PLCAA2. str. 85

Tabela 5. Wtasciwosci fizykochemiczne hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych PLCAA2 lub
PHEA. str. 91

Tabela 6. Warunki homopolimeryzacji prowadzace do otrzymania hybryd zawierajgcych PLCAA1 oraz
PAA. str. 96

Tabela 7. Wtasciwosci fizykochemiczne hybryd polimerowo-nieorganicznych zawierajgcych PLCAAL lub
PAA. str. 101

Tabela 8. Analizy SEC uktadéw LCA-PNIPAAmM-X. str. 112

Tabela 9. Nanoczastki polimerowe otrzymane z homopolimeréw. str. 138

Tabela 10. Nanoczastki polimerowe otrzymane z kopolimerdw. str. 142

Tabela 11. Dane eksperymentalne polimeryzacji NIPAAm z czynnikiem przeniesienia taricucha LCA-X.
str. 168

Tabela 12. Dane eksperymentalne aminolizy grupy ditioweglanowej LCA-PNIPAAM-X do grupy
tiolowej. str. 168

Tabela 13. Dane eksperymentalne addycji Pyr-M do grupy tiolowe] taricucha homopolimerowego. str.
169

Tabela 14. Dane eksperymentalne modyfikacji uktadow homopolimerowych doksorubicyna. str. 170
Tabela 15. Dane eksperymentalne kopolimeryzacji blokowej NIPAAm z PLCAA1-X. str. 171

Tabela 16. Dane eksperymentalne aminolizy grupy ditioweglanowej LCA-PNIPAAmM-X do grupy
tiolowej. str. 171

Tabela 17. Dane eksperymentalne addycji Pyr-M do grupy tiolowej na koricu taiicucha polimerowego.
str. 172

Tabela 18. Dane eksperymentalne modyfikacji uktadéw homopolimerowych doksorubicyna. str. 173

Tabela 19. Dane eksperymentalne polimeryzacji LCAA2 z czynnikiem przeniesienia faficucha Xa. str. 173
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DOROBEK NAUKOWO-ORGANIZACYJNY

1. Prace opublikowane w czasopismach listy filadelfijskiej

Lp. Dane bibliograficzne IF MNiSW

D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, K. Niemirowicz-Laskowska, D.
Sawicka, |. Misztalewska-Turkowicz, H. Car, A. Z. Wilczewska ,,Covalent
modification of iron oxide-poly(lithocholic acid) nanoparticles with 3,9 100
folic acid or doxorubicin — an approach for enhanced cancer therapy”
RSC Advances, 2025, 15, 14246.

D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, K. Niemirowicz-Laskowska, A.
Sadowska, J. Wotosewicz, H. Car, A. Z. Wilczewska “Magnetic particles
with polymeric shells bearing lithocholic and folic acid moieties: Nano- 5,3 100
warriors to fight colon cancer” International Journal of
Pharmaceutics, 2024, 662, 124503.

A. Wnetrzak, D. Szymczuk, A. Chachaj-Brekiesz, P. Dynarowicz-Latka,
D. Lupa, E. W. Lipiec, P. Laszuk, A. D. Petelska, K. H. Markiewicz, A. Z.
Wilczewska “Lithocholic acid-based oligomers as drug delivery 2,8 100
candidates targeting model of lipid raft” Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Biomembranes, 2024, 1866, 3, 184294.

S. Milewska, G. Siemiaszko, A. Z. Wilczewska, |I. Misztalewska-
Turkowicz, K. H. Markiewicz, D. Szymczuk, H. Car, R. tazny, K.
Niemirowicz-Laskowska ,,Folic-Acid-Conjugated Thermo-responsive 4,9 140
Polymeric Particles for Targeted Delivery of 5-Fluorouracil to CRC
Cells” International Journal of Molecular Science, 2023, 24, 1364.

K. H. Markiewicz, K. Niemirowicz-Laskowska, D. Szymczuk, K.
Makarewicz, I. Misztalewska-Turkowicz, P. Wielgat, A. M. Majcher-
5. | Fitas, S. Milewska, H. Car, A. Z. Wilczewska ,, Magnetic Particles with 49 140
Polymeric Shells Bearing Cholesterol Moieties Sensitize Breast Cancer
Cells to Low Doses of Doxorubicin” International Journal of Molecular
Science, 2021, 22, 4898

P. Misiak, K. H. Markiewicz, D. Szymczuk, A. Z. Wilczewska ,,Polymeric
Drug Delivery Systems Bearing Cholesterol Moieties: A Review” 4,7 100
Polymers, 2020, 12, 2620.

Sumarycznie: 26,5 680

2. Prace wystane do publikacji

Lp. Dane bibliograficzne IF MNiSW

D. Szymczuk, A.Z. Wilczewska, K. Niemirowicz-Laskowska, P. Misiak,
1. | R-tazny, K. H. Markiewicz “Polymeric drug delivery systems containing 15,2 200
bile acids: synthesis and therapeutic potential” Advanced Drug

Delivery Reviews, Elsevier
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3. Wystapienia na konferencjach krajowych i zagranicznych, na ktérych zaprezentowano wyniki

badan wtasnych

_ o Nazwa, miejsce, data Forma, jezyk
Lp. Autorzy i tytut wystapienia . T
konferencji wystapienia
D Szymczuk, I. Kurowska, K. H. Markiewicz, IV Konferencja Mtodych
A. Z. Wilczewska Chemikdéw Sadowych, Wydziat X
oster,
1. | ,Badanie polimerow termowrazliwych | Biologiczno-Chemiczny UwB, P Iski
olski
w obecnosci 5-fluorouracylu przy uzyciu Biatystok, Polska P
metody DLS” 31 maja —1 czerwca 2019
D Szymczuk, K. H. Markiewicz, K.
Niemirowicz-Laskowska, 1. Misztalewska- | E-Zjazd Wiosenny SSPTChem
Turkowicz, P. Wielgat, A. M. Majcher-Fitas, 2021, Sekcja Studencka
5 S. Milewska, P. Misiak, H. Car, A. Z. Polskiego Towarzystwa poster,
" | Wilczewska Chemicznego, polski
,Czgstki magnetyczne sfunkcjonalizowane online
polimerowymi  powfokami  zawierajgce 27-29 maja 2021
pochodne cholesterolu”
D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, A. Z. . .
. 63. Zjazd Naukowy Polskiego
Wilczewska .
. . . Towarzystwa Chemicznego, poster,
3. | ,Czgstki magnetyczne sfunkcjonalizowane L .
. . . . . to6dz, Polska polski
powfokami polime-rowymi zawierajgcymi L.
. ” 13-17 wrzesnia 2021
pochodne kwasu litocholowego
D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, K. POLYMAT 2022, konferencja
Niemirowicz-Laskowska, |. Misztalewska- miedzynarodowa, Centrum
Turkowicz, P. Wielgat, S. Milewska, H. Car, A. Materiatéw Polimerowych i X
oster,
4. | Z. Wilczewska Weglowych Polskiej Akademii P elski
angielski
,Biological application of magnetic particles Nauk, &
with polymeric shells containing cholesterol Zabrze, Polska
moieties” 17 marca 2022
D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, I. ,Bordeaux Polymer
Misztalewska-Turkowicz, A. Majcher-Fitas, | Conference 2022", konferencja
c A. Z. Wilczewska miedzynarodowa, Organic poster,
" | ,,Physicochemical properties of magnetic | Polymer Chemistry Laboratory, angielski
particles with polymeric shells containing Bourdeaux, Francja
cholesterol moieties” 13-16 czerwca 2022
o "Recent Achievements in
D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, A. Z.
. NanoTechnology -10th
Wilczewska . flash-talk +
. . . . Anniversary of BNT Center
6. | ,Physicochemical properties of magnetic . . ) ., poster,
. ) ] o University of Bialystok", ] )
particles with polymeric shells containing angielski

lithocholic acid moieties"

Biatystok, Polska
28 maja— 01 czerwca, 2023
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65. Zjazd Polskiego

Towarzystwa Chemicznego, poster,

PTChem 2023, polski
Torun, Polska

18-22 wrzesnia 2023

D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, A. Z.
7| Wilczewska

,Fluorescencyjne  polimery zawierajgce
pochodne kwasu litocholowego”

D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, K.
Niemirowicz-Laskowska, A. Sadowska, J.
8. Wotosewicz, H. Car, A. Z. Wilczewska
»Magnetic particles with polymeric shells
bearing lithocholic and folic acid moieties:
Nano-warriors to fight colon cancer”

International Conference

"Journées GFP Sud-Ouest" komunikat,
Pau, Francja, angielski

19 marca, 2024

"Recent achievements in
functional materials - IV

D. Szymczuk, K. H. Markiewicz, A. Z. International conference on
9 Wilczewska materials science of BNT poster,
JTwice the glow: dual-color fluorescence Center of University of angielski
imaging in theranostic smart drug carriers” Bialystok"
Biatystok, Polska
25-30 maja, 2025
4. Staze naukowe
Lp. Jednostka, miejsce i opiekun naukowy stazu Czas odbywania stazu
1 Uniwersytet w Biatymstoku, Instytut Chemii, Pracownia Chemii lipiec — wrzesien
Polimeréw, dr hab. Agnieszka Zofia Wilczewska, Biatystok, Polska 2019 .
5 Uniwersytet £édzki, Wydziat Chemii, Katedra Chemii Organicznej, dr marzec — kwiecien
hab. Bogna Rudolf, prof. Ut 2022r.
3 Erasmus+, Uniwersytet Paula Sabatiera — Tuluza lll, laboratorium styczen — kwiecien
' SOFTMAT, Profesor Mathias Destarac, Tuluza, Francja 2024 r.

5. Realizowane granty

1. Wykonawca w NCN, OPUS 11, 2016/21/B/ST5/01365 ,Nowe wrazliwe na bodice
kopolimery do kontrolowanego dostarczania lekédw” realizowany na Wydziale Chemii
Uniwersytetu w Biatymstoku. Okres realizacji: marzec 2017- Iluty 2021, kwota
dofinansowania: 766 930 PLN. Kierownik grantu: prof. dr hab. Agnieszka Z. Wilczewska

2. Wykonawca w NCN, OPUS 18, 2019/35/B/ST5/03391 "Dwa w jednym" - nowe polimery
fluorescencyjne do jednoczesnego obrazowania oraz dostarczania leku" realizowany na Wydziale
Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku. Okres realizacji: wrzesien 2020 - wrzesien 2025, kwota
dofinansowania: 2 439 600 PLN. Kierownik grantu: prof. dr hab. Agnieszka Z. Wilczewska
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6. Szkolenia aparaturowe

Lp. Tytut szkolenia, organizator Data
,Chromatografia gazowa z detektorem spektrometrii mas (GC-MS).
1. Warsztaty laboratoryjne”, Laboratorium Ekotechlab Marek Klein w 26-28 lipca 2019 .
Gdarisku
,Zaawansowane szkolenie z obstugi analizatora wielkosci, stezenia i
2. potencjatu zeta czgstek Zetasizer Ultra RED (ZSU3305) wraz z 26 lutego 2021 .
wyposazeniem” A.P. Instruments Sp. z 0. 0. Sp. k.
3 »Szkolenie z zakresu pomiaréw fluorescencyjnych” ABL&E-JASCO
: 19 marca 2021 r.
Polska Sp. z 0.0.
»Analiza mikroplastikdow technika spektroskopii FT-IR i Ramana” -
4. 26 marca 2021 r.
MS Spektrum
»R6zne mozliwosci przygotowywania prébek do analiz .
5. , ) 01 lipca 2021 r.
laboratoryjnych 11” - MS Spektrum
6. ,Podstawy metody ATR” — MS Spectrum 06 lipca 2021 .
7. ,Analiza termiczna 2023” A.P. Instruments Sp. z 0.0. Sp. k. 21-22 listopada 2023 .
»Light Scattering User Meeting in Gliwice: Light scattering
8. | techniques for better understanding of Polymer Structure” Waters, | 24 pazdziernika 2024 r.
Wyatt Technology, Gliwice
6. Szkolenia z umiejetnosci miekkich
Lp. Tytut szkolenia/webinaru/kursu, organizator Data
Webinar ,Efektywne publikowanie naukowe” - ACADEMYA 10-17 listopada 2020 r.
Webinar ,,Pisanie pracy doktorskiej” - ACADEMYA 14-18 grudnia 2020 .
3 Szkolenie ,,Fatszywe informacje w nauce” - Repozytorium
. . . 25 lutego 2021 .
Uniwersytetu w Biatymstoku
Szkolenie — Zawdd Doktorant” — tukasz Pottorak z Ut 28 stycznia 2022 .
Warsztaty NCN dla wnioskodawcéw 12 maja 2022 r.
Szkolenie Reaxys dla Uniwersytetu w Biatymstoku 11 maja 2023 r.
Kurs — Zarzgdzanie danymi badawczymi dla naukowcow — kurs
9. i . . . 5 czerwca 2024 r.
Sredniozaawansowany, Uniwersytet Warszawski, NAVOICA, NCN
7. Dziatalno$¢ organizacyjna na rzecz UwB
Lp. Rodzaj dziatalnosci Data, czas dziatalnosci
Czynny udziat w wydarzeniu ,,Spotkania z Nauky” organizowanym .
1. ) B marzec —maj 2021 r.
na Wydziale Chemii UwB
Realizacja nagrania , Eksperymenty z Jajem” umieszczonego na oL,
2. o . B kwiecienn 2021 .
oficjalnym kanale YouTube Wydziatu Chemii UwB
Realizacja nagran audio-wideo oraz montaz filméow publikowanych
3. e . . 2021-2022 .
na oficjalnym kanale YouTube Wydziatu Chemii UwB
Udziat w miedzynarodowych seminariach naukowych grupy
4. badawczej Profesor Agnieszki Zofii Wilczewskiej oraz Profesora 2021 r. - obecnie

Mathiasa Destaraca
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Czynny udziat w wydarzeniu ,,Spotkania z Naukg 2022”
organizowanym na Wydziale Chemii UwB; organizacja konkursu

5. . . . ) marzec — maj 2022 r.
ekologicznego, przygotowanie i prowadzenie warsztatéw pn.
»,Warsztaty ekologiczne”.
Przygotowanie i przeprowadzenie pokazu ,Fascynujacy swiat
6. ygotowanie 1 przep P Seyntiacy 10 kwiecier 2022 1.
chemii” w szkole podstawowej nr 49 w Biatymstoku;
Przygotowanie i przeprowadzenie pokazow ,,Chemiczna Ksigzka
7. Kucharska” organizowanych w Centrum Handlowym Auchan 5 lutego 2022 .
Hetmanska w Biatymstoku;
Czynny udziat w wydarzeniu , XVIII Podlaski Festiwal Nauki i Sztuki” ]
8. o ] i maj 2022 r.
- przygotowanie i prowadzenie warsztatéw
Czynny udziat w wydarzeniu ,,Spotkania z Naukg 2023”
9. . . 3 marzec 2023 r.
organizowanym na Wydziale Chemii UwB,
Czynny udziat w wydarzeniu ,,Mtodziezowy Uniwersytet L,
. . . o, marzec - kwiecien
10. Przyrodniczy” organizowanym w okresie marzec-kwiecien na 2023
r.
Wydziale Chemii i Biologii UwB,
11. Czynny udziat w ,,XIX Podlaskim Festiwalu Nauki i Sztuki” maj 2023 r.
Organizacja, opracowanie i prowadzenie zajec laboratoryjnych w L,
.. . . ” . marzec — grudzien
12. | ramach ,Mtodziezowego Uniwersytetu Przyrodniczego” oraz , Misji 2024
r.
Biordznorodnosé” na Wydziale Chemii i Biologii UwB
Czynny udziat w wydarzeniu ,,Spotkania z Naukg 2025”
13. . . . marzec 2025 .
organizowanym na Wydziale Chemii UwB,
8. Inne osiagniecia i dziatalnos$¢ doktoranta
Lp. Wymienié rodzaj dziatalno$ci/osiggniecia Data, czas dziatalnosci
1. Cztonkostwo w Polskim Towarzystwie Chemicznym od 2020r.
5 Opieka naukowa nad pracami licencjackimi Pani Darii Dobreriko pazdziernik 2021 r. —
’ oraz Pana Pawta Sawickiego czerwiec 2022 r.
3. Powotanie do Zespotu ds. Promocji Wydziatu Chemii od 02.2022 .
Przygotowanie i przeprowadzenie szkolenia pt. ,Wyznaczenie
krytycznego stezenia micelizacji metoda fluorymetryczng” w
ramach warsztatéw naukowych , Metody spektroskopowe w o
4, ] o ) ) ] e kwiecien 2022 .
projektowaniu i otrzymywaniu lekéw oraz ich nosnikéw
organizowanych przez Wydziat Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku
przy wspotpracy z ABL&E-JASCO Polska Sp. z o.0.
Organizacja Ogélnopolskiej Konferencji ,Srodowisko — Nauka —
5. Odpowiedzialno$¢” odbywajacej sie w dniu 27.10. 2022 roku na pazdziernik 2022 r.
Wydziale Chemii UwB
Przygotowanie i przeprowadzenie zaje¢ laboratoryjnych w ramach .
6. ) : o o listopad 2022 r.
Il etapu Il Podlaskiego Konkursu Wiedzy o Ochronie Srodowiska
Organizacja Miedzynarodowej Konferencji ,Recent Achievements
in NanoTechnology - 10th Anniversary of BNT Center University of . .
7. maj — czerwiec 2023 r.

Bialystok" odbywajgcej sie w dniach 28.05-01.06.2023 na Wydziale
Chemii UwB
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Udziat w organizacji Ogélnopolskiej Konferencji ,,Srodowisko —

8. Nauka — Odpowiedzialnos¢” odbywajacej sie w dniu 11.06. 2024 maj — czerwiec 2024 r.
roku na Wydziale Chemii UwB
Przygotowanie i przeprowadzenie warsztatéw w ramach ,V i
9. i ) o o listopad 2024 .
Podlaskiego Konkursu Wiedzy o Ochronie Srodowiska
Nagroda za najlepszy poster , Best Poster Award 1% Place” na
miedzynarodowej konferencji "Recent achievements in functional .
10. maj 2025 r.

materials - IV International conference on materials science of BNT
Center of University of Bialystok"
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