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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

W ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowano innowacyjne systemy
polimerowe jako nanos$niki lekéw do zastosowania w terapii przeciwbakteryjnej choréb
dolnych drég oddechowych, wykorzystujace kopolimery szczepione zawierajace jednostki
cholinowej cieczy jonowej, tj. chlorku [2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowego
(TMAMA), ktory jest znany ze swojej aktywno$ci biologicznej. Do otrzymania dobrze
zdefiniowanych kopolimerow wykorzystano kontrolowang polimeryzacj¢ z przeniesieniem
atomu (ATRP). Obecno$¢ grup trimetyloamoniowych z przeciwjonami chlorkowymi,
pozwolita na wprowadzenie aniondw farmaceutycznych poprzez reakcje wymiany jonowe;.
Do modyfikacji jednostek choliny wybrano sole sodowe lub potasowe zawierajace aniony
farmaceutyczne stosowane w leczeniu chorob dolnych dréog oddechowych, takie jak
p-aminosalicylan, klawulanian, fusydan i piperacylina. W rezultacie uzyskano szereg
koniugatow jonowych nosnik-lek, ktore wykazaly zadowalajace terapeutyczne iloSci
wprowadzonych anionéw farmaceutycznych. Poréwnawczo przeprowadzono seri¢ badan
z udziatem analogowych polimeréw liniowych.

Wiasciwosci amfifilowe kopolimerow szczepionych i ich koniugatéw, potwierdzone
poprzez krytyczne stezenie micelizacji (CMC), byly dogodne dla przeprowadzenia
enkapsulacji wybranych lekow przeciwbakteryjnych, takich jak izoniazyd, ryfampicyna
1 tazobaktam. Dowiedziono, ze rownowage hydrofobowo-hydrofilowa, ilo$¢ leku zawartego
w matrycy oraz zdolno$¢ do tworzenia nanoczastek mozna regulowaé poprzez strukturg
kopolimeru, jak réwniez poprzez strukturg i charakter leku. Ponadto, enkapsulacja lekoéw
niejonowych w koniugatach pozwolita na uzyskanie ukladéow podwojnie aktywnych
zawierajacych dwa leki o dziataniu synergistycznym. Obecno$¢ aniondw farmaceutycznych
pozytywnie wptyneta na skuteczno$¢ enkapsulacji niejonowego leku w uktadach
podwdjnych.

Eksperymenty uwalniania lekow in vitro potwierdzity (wspot)uwalnianie
transportowanych lekow. Na kinetyke uwalniania miata wptyw struktura kopolimeru
1 charakter leku. Efektywny proces uwalniania anionéw farmaceutycznych odnotowano do
4 godzin, po czym nastgpowalo wolniejsze uwalnianie trwajace 24-48 godzin. Dla
poréwnania wyrzut leku jonowego z matrycy polimeru liniowego nastepowat w pierwszej
godzinie procesu, a nastgpnie uwalnianie przebiegatlo ze znacznie mniejsza szybko$cia
1 trwato ok. 3-4 godzin. Zatem przebieg uwalniania z uktadow kopolimerow szczepionych
byl bardziej kontrolowany z uwagi na wigksza stabilno$¢ nanostruktur nieliniowych. Z kolei
obecno$¢ leku enkapsulowanego w rdzeniu micelarnych nanoczastek spowodowata
obnizenie 1losci uwolnionego anionu farmaceutycznego porownujac z uktadami
pojedynczymi. Badania cytotoksycznosci in vitro przeprowadzone z udzialem otrzymanych
no$nikoéw polimerowych wykazaty znikomy wplyw na normalne linie komérkowe BEAS-2B
i proliferacje komoérek nowotworowych A549. Bioragc pod uwage, ze ostabiony
immunologicznie organizm jest podatny na rozw0j nowotwordw, efekt selektywnego
dzialania systeméw dostarczania lekow jest niezwykle pozadany.

Odkrycia te podkreslajg potencjal kopolimeréw szczepionych z przeciwjonami
farmaceutycznymi bedacymi obiecujacymi nosnikami lekéw bazujac na uniwersalnej
matrycy polimerowej dla uktadéow pojedynczych 1 podwojnych z uwzglednieniem lekow
o synergistycznym dziataniu, w leczeniu chorob uktadu oddechowego, takich jak
np. gruzlica. W przypadku zastosowania w terapii przeciwgruzliczej ich szybkie dziatanie
w czterogodzinnym cyklu powinno zapewni¢ efektywny przebieg leczenia.
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION

During studies, innovative polymer systems were developed as drug carriers for
antibacterial therapy of lower respiratory tract diseases, using grafted copolymers containing
units of choline ionic liquid, i.e. [2-(methacryloyloxy)ethyl]trimethylammonium chloride
(TMAMA), which is known from biological activity. For this purpose, controlled atom
transfer radical polymerization (ATRP) was used to obtain the well-defined copolymers.
The presence of trimethylammonium groups with chloride counterions, allowed for
the pharmaceutical ion introduction, through an ion exchange reaction. Sodium or potassium
salts containing pharmaceutical anions used in the treatment of lower respiratory tract
diseases, such as p-aminosalicylate, clavulanate, fusidate and piperacillin, were selected to
modify the choline units, resulting in a ionic conjugates. These carriers showed satisfactory
therapeutic amounts of incorporated pharmaceutical anions. Several tests were also
conducted using analog linear polymers for comparative analysis.

The amphiphilic properties of graft copolymers and their conjugates, confirmed by
critical micellization concentration (CMC), were suitable for encapsulation of selected
antibacterial drugs, such as isoniazid, rifampicin and tazobactam. It has been proven that the
hydrophobic-hydrophilic balance, the amount of drug contained in the matrix and the ability
to nanoparticles forming can be regulated by the structure of the copolymer, as well as by
the structure and nature of the drug. An encapsulation of non-ionic drugs in conjugates
allowed for obtaining co-delivery systems containing two drugs with synergistic effects.
Moreover, the presence of pharmaceutical anions had a positive effect on the encapsulation
efficiency of the non-ionic drug in dual systems.

In vitro drug release experiments confirmed (co-)release of transported drugs.
The release kinetics was influenced by the structure of the copolymer and the nature of the
drug. An effective release process of the pharmaceutical anions was recorded for 4 hours,
followed by a slower release lasting up to 24-48 hours. For comparison release of the ionic
drug from the linear polymer matrix occurred in the first hour of the process, and then the
release slowed down and lasted for approximately 3-4 hours. These observations showed that
the release process from the systems based on graft copolymers was more controlled due to
the greater stability of nonlinear nanostructures. In turn, the presence of the encapsulated
drug in the nanoparticles based on graft copolymers caused a small limitation during
pharmaceutical anion release as compared to single systems. /n vitro cytotoxicity studies of
the obtained polymer carriers showed a negligible effect on normal BEAS-2B cell lines and
cancer cell A549 proliferation. Considering that an immunologically weakened body during
disease is susceptible to the cancer, the effect of selective action of drug delivery systems is
extremely desirable.

These findings highlight the potential of graft copolymers with pharmaceutical
counterions as promising drug carriers based on the universal polymer matrix for single and
dual systems, including drugs with synergistic action, in the treatment of respiratory diseases,
such as tuberculosis. In the context of anti-tuberculosis treatment, their rapid action,
completing a full cycle within four hours ensure an effective course of treatment.
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WKLAD AUTORSKI DOKTORANTKI

Udziat w opracowaniu koncepcji i planu badawczego; przeprowadzenie syntezy prekursorow
makroinicjatora, makroinicjatoréw oraz polimeréw liniowych i szczepionych; otrzymanie
koniugatéw, miceli oraz konigatow micelarnych jako no$nikow lekow zawierajacych jeden
badz dwa rodzaje lekdéw; przeprowadzenie charakterystyki fizykochemicznej otrzymanych
polimerow oraz nos$nikoOw; przeprowadzenie badan uwalniania lekow; przeprowadzenie
badan biologicznych; opracowanie, analiza i interpretacja wynikOw; przygotowanie
oryginalnych projektow manuskryptow publikacji; Stypendystka - wykonawca badan
w ramach programu OPUS (grant nr 2017/27/B/ST5/00960; 2019-2022).

Oswiadczenia wspotautorow publikacji szczegotowo okreslajgce ich indywidualny wktad
autorski znajdujq sie w zatgcznikach do niniejszej rozprawy.



WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
A549 — linia gruczolaka ludzkich komoérek

podstawnych  nabtonka  pecherzykow
plucnych
ATRP - kontrolowana polimeryzacja

Z przeniesieniem atomu

BEAS-2B - linia ludzkich komorek
nabtonka oskrzeli
BIEM — metakrylan 2-(2-
bromoizobutyryloksy)etylu

CLV™ — anion klawulanowy

CMC — krytyczne stgzenie micelizacji

DC — zawartos$¢ leku jonowego

DDS — systemy dostarczania lekow

DG - stopien szczepienia

Dy, — $rednica hydrodynamiczna

DLC — zawarto$¢ zatadowanego leku

DP, — stopien polimeryzacji tancucha
gléwnego

FUS™ — anion fusydanowy

Frmama — zawarto$¢ frakcji jonowej

H1299 — linia niedrobnokomorkowego raka
ptuc

HEMA — metakrylan 2-hydroksyetylu

IFT — napigcie migdzyfazowe

IL — ciecze jonowe

ISO — izoniazyd

MI — makroinicjator wielofunkcyjny

MMA — metakrylan metylu

M, — masa czasteczkowa

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy

nsc — liczba tancuchéw bocznych

PAS™ — anion p-aminosalicylanowy

PBS — bufor fosforanowy

PIL — poli(ciecze jonowe)

PIP™ — anion piperacyliny
RIF — ryfampicyna

TAZ — tazobaktam
TMAMA — chlorek [2-
(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowy

WCA - kat zwilzania



1. CELIZAKRES BADAN

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej bylo opracowanie
nowych uktadéw polimerowych jako nanonos$nikéw lekow bazujacych na polimerach
szczepionych, ktére zawieraly jednostki cholinowej cieczy jonowej (IL), tj. chlorku
[2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowego (TMAMA). W zwigzku z tym
za pomocg kontrolowanej polimeryzacji z przeniesieniem atomu (ATRP) otrzymano
dobrze zdefiniowane kopolimery, ktore roznity si¢ liczbg tancuchéw bocznych, czyli
stopniem szczepienia, ich dlugoscig, czyli stopniem polimeryzacji oraz zawarto$cia
TMAMA. Dla poréwnania zsyntezowano réwniez analogiczne kopolimery liniowe.
Obecnos¢ aniondow chlorkowych, zaré6wno w kopolimerach szczepionych, jak
1 liniowych, wykorzystano w reakcji wymiany jonowej, aby wprowadzi¢ leki w formie
jonowej (aniony farmaceutyczne). Wedtug tej strategii polimery chlorkowe mogty stuzy¢
jako uniwersalne matryce do uzyskania koniugatoéw jonowych polimer-lek.

Drugim istotnym watkiem badawczym bylo wykorzystanie amfifilowego charakteru
otrzymanych kopolimeréw jako nosniki micelarne w enkapsulacji lekéw w formie
niejonowej. W wyniku polaczenia obydwu tych strategii, tj. wymiany anionowej
1 enkapsulacji, z udziatem polimeréw szczepionych zostaty otrzymane micelarne uktady
koniugatoéw jonowych jako uktady podwojne do terapii skojarzonej transportujace dwa
leki o dzialaniu synergistycznym, ktore w rézny sposOb sa zwigzane z matryca
polimerowa (jonowe wigzanie vs. fizyczne oddziatywanie). Badane uklady
ukierunkowano na transport lekéw stosowanych w leczeniu choréb dolnych drog
oddechowych, w tym gruzlicy. Obok podstawowej charakterystyki fizykochemicznej
polimerow, zbadano wptyw parametrow strukturalnych nosnika na szybko$¢ uwalniania
leku, jak réwniez oceniono cytotoksycznos$¢ uktadow.

Z uwagi na zréznicowany charakter matryc polimerowych oraz wybranych lekow
modelowych, badane uktady pogrupowano w nastepujacy sposob:

e Koniugaty polimeréw z anionami farmaceutycznymi: p-aminosalicylanu (PAS™),

klawulanianu (CLV"), piperacyliny (PIP"), fusydanu (FUS"),

e Micele polimeréw chlorkowych z enkapsulowanym lekiem w formie niejonowe;j:

izoniazyd (ISO), tazobaktam (TAZ), ryfampicyna (RIF),

e Micelarne uktady koniugatow polimerowych do transportu pary lekow

(jonowy/niejonowy): PAS7/ISO, PIP7/TAZ, FUS/RIF.



Z kolei przeprowadzone badania sktadaja si¢ z nastepujacych zadan:

1)

2)

3)

4)

Synteza amfifilowych kopolimeréow szczepionych zawierajacych jednostki

cholinowe w tancuchach bocznych za pomocg metody ATRP;

a) synteza prekursorow makroinicjatora, a nast¢pnie estryfikacja w celu
wprowadzenia grup inicjujacych;

b) kopolimeryzacja TMAMA i metakrylanu metylu (MMA) z wykorzystaniem
techniki ,,szczepienia z”” wielofunkcyjnego makroinicjatora;

Synteza kopolimeroéw liniowych zawierajacych jednostki cholinowe za pomoca

metody ATRP;

Wprowadzenie leku do matrycy polimerowej 1 monitorowanie procesu

uwalniania substancji bioaktywnej - badania (wspot)uwalniania in-vitro:

a) wymiana jonowa na aniony farmaceutyczne z zastosowaniem polimerdéw
szczepionych lub liniowych,

b) micelizacja polimeréw szczepionych lub liniowych oraz ich koniugatow
z anionami farmaceutycznymi i enkapsulacja lekow w formie niejonowe;j;

Ocena biologiczna wybranych nos$nikéw polimerowych i uktadéw z lekami,

badania cytotoksycznosci na wybranych liniach komorkowych.



2. WPROWADZENIE

W ciggu ostatnich lat naukowcy dokonali przetomu w postepie nanotechnologii
w zastosowaniach medycznych. Tradycyjne metody leczenia nie zawsze zdotaty w pelni
wykorzysta¢ potencjal preparatow leczniczych z powodu licznych ograniczen, takich jak
mala biodostepnos¢, rozwdj opornosci na leki, niedostateczne st¢zenie w miejscu
docelowym, przedwczesny rozktad zwigzany z matg stabilnoscig oraz toksyczne st¢zenie
leku, co prowadzito do uszkodzenia normalnych komorek. Systemy dostarczania lekow
(ang. Drug Delivery Systems, DDS) opracowywane przez ostatnie dekady, pozwalaja na
zniwelowanie wyzej wymienionych ograniczen (1-4). Systemy te oparte na
polimerowych no$nikach zapewniaja ochron¢ leku przed niepozadanymi czynnikami
zewnetrznymi  (5-8). Ponadto umozliwiaja wzrost rozpuszczalnosci leku oraz
zwigkszenie biodostepnosci (9,10). Bardzo duzym atutem DDS jest kontrolowany
transport leku do miejsca docelowego, ktore wymaga terapii, dzigki czemu ograniczona
jest migracja leku w calym organizmie, jednocze$nie zapewniajac odpowiednie stezenie
leku w miejscu zapalnym (11-13). Dzigki takiemu podejsciu mozliwe jest uwolnienie
znacznie nizszych stezen leku w formule, eliminujac zagrozenie przekroczenia progu
toksyczno$ci leku w organizmie. Pierwotnie, zatozeniem DDS bylo zmniejszenie
skutkow ubocznych terapii, a tym samym umozliwienie stosowania bardziej toksycznych
lekow 1 poprawy ich stabilno$ci chemicznej. Chociaz leczenie nowotworéw byto
wyjsciowym celem DDS, nadej$cie nowej ery systemow opartych na réznorodnych
nos$nikach szybko rozszerzyto zastosowanie DDS w leczeniu innych celéw medycznych,
np. w chorobach skornych czy tez w terapii przeciwbakteryjnej. Nosnikami lekéw moga
by¢ zarowno polimery naturalne, jak 1 syntetyczne. Musza one jednak spetnia¢ wymagane
kryteria, jakimi s3: biokompatybilno$¢ z tkankami, nietoksyczno$§¢ wobec komorek
normalnych (tj. zdrowych), odpowiednia nanometryczna wielko$¢ czastek polimerowych
nieprzekraczajgca rozmiaru 300 nm (5,10,14). Skiad polimeru, ktory stanowi matryce
nosnika jest kluczowy dla uzyskania odpowiednich wiasciwosci fizykochemicznych, jak
réwniez moze wptywac na kinetyke uwalniania lekow.

Istnieje wiele r6znych rodzajow DDS, wsrdd ktorych te oparte na poli(cieczach
jonowych) (ang. poly(ionic liquids), PIL) zastuguja na szczeg6lng uwage ze wzgledu na
swoje specyficzne wlasciwosci. W ostatnich latach zastosowanie PIL w DDS zyskato
zainteresowanie 1 jest rozwijajacym si¢ tematem, co uzasadnia fakt, Ze przemyst

farmaceutyczny dazy do ciaglego udoskonalania wyrobow i sposobow podawania lekow.
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Z uwagi na to, ze jest to nowe podejscie projektowania systemow nosnikowych, nie ma
dostepu do obszernej bazy danych. Swiadczy o tym iloéé pozycji literaturowych, tj. 614
publikacji widniejagcych w bazie Scopus pod hastami ,,poly(ionic liquids)” + ,,drug
delivery systems”, gdzie pierwszy dokument zostat opublikowany w 1996 roku,
a nastepne dopiero w 2002 roku. Ponadto, tematyka ta zaczgta si¢ preznie rozwijaé
dopiero od roku 2015 i dotychczas zostalo opublikowanych 432 publikacji. Z kolei na
temat analogicznego obszaru badawczego widnieje 1549 publikacji w danej bazie pod
hastami ,,poly (ionic liquids)” + ,,drug”, ktory zyskat znaczne zainteresowanie dopiero od
roku 2017, co sugeruje 905 publikacji.

Poprzez odpowiednio zaprojektowana i zsyntezowang matryce polimerowa
mozliwe jest dostosowywanie wtasciwosci badanych systemow. Dobrze zdefiniowane
polimery o okre§lonym sktadzie oraz zatozonych cigzarach czasteczkowych iich waskich
rozktadach mozna zsyntezowaé z wykorzystaniem kontrolowanych metod polimeryzacji
rodnikowych, ws$rod ktérych mozna wyrézni¢  kontrolowang polimeryzacje
z przeniesieniem atomu (ang. Atom Transfer Radical Polymerization, ATRP) (15-19).
Metoda ATRP  pozwala kontrolowa¢ rozmieszczenie roéznych  jednostek
monomerycznych wzdtuz tancucha kierujac si¢ doborem komonomerdéw o okre§lonej
wzglednej reaktywnosci, np. kopolimery statystyczne czy gradientowe (20-22). Ponadto,
mozliwe jest otrzymywanie (ko)polimeréw o okreslonej topologii, tj. liniowych, jak
1 nieliniowych, np. gwiazdzistych, (hiper)rozgalezionych czy usieciowanych (20-24).
Nieliniowg topologig charakteryzuja si¢ takze stanowigce podstawe niniejszej rozprawy
polimery szczepione, w ktorych tancuchy boczne sg przytaczone do tancucha gtéwnego
(25,26). Ten rodzaj polimeréw jest szczegdlnie atrakcyjny z uwagi na mozliwos¢
dostosowania wlasciwos$ci poprzez dobdr rodzaju i dlugosci tancucha gtéwnego, jak
1 tancuchow bocznych oraz ich stopnia szczepienia (27,28). Jedng z metod otrzymywania
dobrze zdefiniowanych kopolimerow szczepionych, obok technik ,,szczepienia poprzez”
makromonomer (ang. ,.grafting through”) i ,,szczepienia na” (ang. ,,grafting onto”)
polegajaca na przytaczeniu tancuchdw monofunkcyjnego polimeru do wielofunkcyjnego
polimeru, jest technika ,,szczepienia z” makroinicjatora (ang. ,,grafting from”) (29- 31),
ktorg wykorzystano w niniejszej pracy. Metoda ,,szczepienia z” obejmuje etap syntezy
wielofunkcyjnego makroinicjatora (ang. multifunctional macroinitiator, MI), ktérym
moze by¢ dobrze zdefiniowany polimer zawierajacy grupy inicjujace wzdhuz tancucha,

oraz jego wykorzystanie w procesie polimeryzacji wybranych monomerow (32- 34).
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Liczba grup inicjujacych w MI pozwala na kontrolg ggstosci rozmieszczenia
szczepionych lancuchow wzdhuz fancucha gldwnego, zaktadajac jednorodny charakter
wszystkich centrow aktywnych biorgcych udziat we wzroscie tancuchow bocznych (35-
39). Dzigki temu mozliwa jest synteza polimerow z luzng dystrybucja tancuchow
bocznych, jak roéwniez otrzymanie gesto szczepionych polimerow, w tym szczotek
molekularnych (29,40-43). Z kolei, ,szczepienie z” wielofunkcyjnych czastek
nieorganicznych oraz ptaskich powierzchni prowadzi do hybrydowych struktur kulistych
nieorganiczno-organicznych (44) i tzw. szczotek dywanowych (45-48). Strategia
szczepienia pozwala réwniez na wzrost homopolimerowych tancuchéw bocznych
(szczotki klasyczne vs. szczotki Janus) lub szczepien o strukturze blokowej (szczotki
rdzen-korona), jak 1 gradientowej czy tez statystycznej. Takie podej$cie zapewnia
uzyskanie struktury polimeru szczepionego, w ktérej kazdy sktadnik moze odgrywad
indywidualng role, wplywajac na przestrajalno$¢ i specyficzne wlasciwosci materiatu.
Dla przyktadu, w zalezno$ci od danych warunkow, kopolimer moze dziala¢ jako
absorbent 1 adsorbent, wykazywac¢ przyczepnos$¢ do powierzchni badz jej brak, a takze
posiada¢ wiasciwosci hydrofilowe 1 hydrofobowe demonstrujagc amfifilowos¢, co
generuje jego wszechstronno$¢ (49). Na uwage zastuguje fakt, ze w okreslonym
srodowisku wzajemne oddziatywania pomigdzy roéznymi chemicznie tancuchami
w amfifilowym kopolimerze szczepionym prowadza do segregacji fazowej, w wyniku
czego moga ulega¢ samoorganizacji tworzac rdéznorodne struktury o unikalnej
morfologii.

W zwigzku z powyzszym, technika szczepienia metoda kontrolowanej
polimeryzacji okazuje si¢ niezwykle uniwersalng strategia do projektowania

1 funkcjonalizacji biomateriatow (50-55) oraz opracowywania DDS (56-58).

2.1. Kopolimery szczepione jako nosniki w DDS

Samoorganizujace si¢ w roztworach wodnych struktury oparte na amfifilowych
kopolimerach szczepionych okazatly si¢ by¢ dobrymi matrycami w DDS, gdyz z reguly
sg bardziej stabilne w poréwnaniu ze strukturami tworzonymi przez kopolimery liniowe,
co zapobiega przedwczesnemu i niepozadanemu uwalnianiu enkapsulowanych lekéw
(59). Ponadto, charakteryzuja si¢ lepsza rozpuszczalnoscig oraz mniejszymi $rednicami
hydrodynamicznymi. Wspomniana wyzej mozliwos¢ kontroli nad ggstoscig szczepienia

1 dlugoscia tancuchow bocznych pozwala na precyzyjne zaprojektowanie i dostrojenie
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struktury do pozadanych wtasciwosci fizykochemicznych kopolimeréw szczepionych.
Przyktadem moga by¢ kopolimery poli(e-kaprolaktonu) szczepione tancuchami glikolu
polietylenowego, dla ktorych stwierdzono, ze réwnowaga hydrofilowo-hydrofobowa
znaczgco wplywata na zdolno$¢ do samoorganizacji oraz enkapsulacji leku (60).
Przeprowadzono réwniez badania wptywu struktury na morfologi¢, gdzie wykazano
istotng rolg dlugosci tancuchdéw bocznych, ich stopnia elastycznos$ci (struktury gigtkie
,worm-like” vs. struktury sztywne ,,rod-like”), jak rowniez wptyw stezenia kopolimerow,
pozwalajace na formowanie nanoczastek sferycznych, cylindrycznych czy sieciowych
(61-63).

Ze wzgledu na roézne sposoby taczenia/transportowania lekow mozna wyr6znic
dwie najcze¢sciej badane grupy no$nikdw. Pierwsza z nich jest wykorzystanie fizycznego
oddziatywania leku z matrycg polimerowego nosnika, czyli enkapsulacja leku przez
samoorganizujace si¢ tancuchy amfifilowych polimerow. Wiele przyktadow tego typu
kopolimeréw szczepionych odnosi si¢ do transportu lekow przeciwnowotworowych, np.
doksorubicyny (64,65), winblastyny (66), podofilotoksyny (67), paklitakselu (68,69).
Znane sg takze doniesienia na temat DDS przeciwzapalnych, takich jak kwercytyna (70),
indometacyna (70,71), diklofenak (72), ibuprofen (72,73), deksametazon (74),
kurkumina (75), octan prednizolonu (76). Ponadto, mozna wyr6zni¢ nieliczne systemy
o szczepionej topologii do enkapsulacji lekow antybakteryjnych, przeciwgrzybiczych lub
sterydow stosowanych w leczeniu ptuc, m. in. klofazyminy (75), cefaleksyny (77),
piperyny (78), ryfampicyny (79,80), amfoterycyny B (81) beklometazonu (82, 83).

Drugim sposobem przylaczania jest koniugacja leku za pomoca wigzania
chemicznego bezposrednio do matrycy polimeru lub poprzez ré6znego rodzaju taczniki.
Znanych jest kilka doniesien na temat DDS opartych na kopolimerach szczepionych
skoniugowanych np. z chlorambucyng (84), doksorubicyng (85,86), kwasem ferulowym
(87), lewofloksacyng (88), diklofenakiem (89), jak rowniez z biatkami, np. lipazg B
Candida antarctica (90).

Atutem nieliniowej budowy i tworzenia trwatych struktur micelarnych przez
polimery szczepione jest mozliwo$¢ dostarczania dwoch lekow w celu wzmacniania
efektu terapeutycznego. W literaturze opisane s3 na przyktad DDS, w ktorych
koenkapsulowano kurkumine 1 doksorubicyne (91,92). Dodatkowa efektywnosé
osiggni¢to réwniez poprzez zastosowanie dwoch réznych metod wigzania zwigzkow

aktywnych, tj. koniugacji 1 tadowania leku. To podejscie wykorzystano w DDS
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z enkapsulowang doksorubicyng i skoniugowang kamptotecyng (93), enkapsulowang
podofilotoksyng i skoniugowang kombretastatyng A4 (94), tadowang doksorubicyng
1 skoniugowanym kwasem foliowym (95), fadowanym wenetoklaksem i skoniugowang
doksorubicyng (96), a takze enkapsulowanym paklitakselem i skoniugowanym kwasem
hialuronowym (97). Natomiast, badania na temat ukladéw niosacych dwa leki
antybakteryjne do leczenia choréb phluc zostaly zapoczatkowane i przedstawione

w literaturze jako efekt niniejszej pracy.

2.2. ILiich polimery w biomedycznych zastosowaniach

2.2.1. Zastosowanie IL w biomedycynie

Zainteresowanie na temat cieczy jonowych (ang. ionic liquids, IL) jest
warunkowane wysokim potencjatem i uniwersalno$cig z uwagi na ich strukture jonowa
oraz unikalne wtasciwosci. IL wykazuja m. in. wysoka stabilno$¢ chemiczng, wysoka site
solwatacji, mata prezno$¢ par, duza rozpuszczalno$¢, tatwa przetwarzalno$¢ oraz
nierzadko biokompatybilnos$¢. Ze wzgledu na swoje cechy, IL stosuje sie jako ,,zielone
rozpuszczalniki”, ktore sg szczegolnie przydatne w syntezie lekow, jako rozpuszczalniki
reakcyjne oraz do solubilizacji stabo rozpuszczalnych lekéw (98).

Oczywistym jest fakt, ze skuteczno$¢ leku zalezy od jego rozpuszczalno$ci
w plynach ustrojowych, co ma bezposredni zwigzek z biodostgpnoscia zwigzkow
aktywnych. Fizjologicznie mata rozpuszczalnos¢ leku powoduje ograniczenie szybkosci
wchlaniania ograniczajac jego skutecznos¢. IL wykazujg zdolno$¢ do interakcji nawet ze
stabo rozpuszczalnymi lekami przez co moga by¢ stosowane w celu zwigkszania ich
rozpuszczalno$ci. Mozliwe jest rowniez polaczenie leku z IL tworzac tzw. prolek, co
pozwala na zwickszenie biodostepnosci leku 1 jego potencjatu aplikacyjnego.
W literaturze znanych jest wiele przykladow poprawy rozpuszczalnosci zwiazkow
aktywnych poprzez zastosowanie IL zaréwno jako rozpuszczalniki, jak 1 w formie
proleku, m.in.:

e IL na bazie choliny do poprawy rozpuszczalnosci: fenyloalaniny oraz
glutaminianu (99), acyklowiru (100,101,102), amfoterycyny B (103), paklitakselu
(104), kwasu ferulowego lub rutyny (105), kofeiny (106), kurkuminy (107);
e [L na bazie imidazolu do poprawy rozpuszczalnosci np. acyklowiru (108,109),

kofeiny (110), ryfampicyny (111), metotreksatu (112), ibuprofenu (113),
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lidokainy i prokainy (114), lamotryginy (115), nortriptyliny (116), paracetamolu

(117).

e IL na bazie fosfonianu do poprawy rozpuszczalnosci np. ibuprofenu

1 piroksykamu (118).

Zaleta IL jest rowniez mozliwo$¢ ich zastosowania do otrzymywania
nanomateriatlow lub ich potaczenia z réznymi nieorganicznymi nanomateriatami do
utworzenia DDS w celu zapobiegania degradacji oraz usprawnienia dystrybucji lekow,
atakze  zwigkszania  biokompatybilnoSci  nanomateriatéw. Dla  przykladu
z wykorzystaniem imidazoliowej IL z powodzeniem otrzymano porowatg krzemionke do
transportu ibuprofenu (119). Znane sg takze m.in. potaczenia IL z nanoczastkami tlenku
ceru (120), srebra i tlenku manganu (121), tlenku samaru (122). Dodatkowo, IL okazaty
si¢ by¢ dobrymi komponentami DDS ze wzgledu na zdolno$¢ skutecznego pokonywania
barier biologicznych (123,124) i ich aktywno$¢ biologiczng jak np. dziatanie przeciwko
mikroorganizmom poprzez ich interakcje z blong komorkowg bakterii (125). Tanner i in.
wykazali pozytywny wptyw cholinowej IL na transport insuliny (126). Cholinowe IL
wykorzystano roéwniez do przezskornego dostarczania dekstranu (127) oraz do
utworzenia nanokompleksow z hydrofobowym sorafenibem (128), ktére zapewnity
zwigkszenie biodostepnosci 1 poprawe biodystrybucji leku. Ponadto, tego typu IL
efektywnie transportujg RNA, co znajduje wykorzystanie w leczeniu tuszczycy (129).
W innych badaniach struktura jonowa cholinowej IL pozwolita na wymiang jonowa,
dzigki czemu otrzymano koniugaty na bazie choliny lub zainicjowanych przez nig
polimeréw do transportu jonow mefenamowych (130,131).

Znane sg takze IL, ktore posiadajg ugrupowania, np. akrylowe, metakrylowe,
umozliwiajgce polimeryzacje. Na tej podstawie dowiedziono, ze ich konwersja do
makroczasteczkowej formy 1 utworzenie polimerycznych IL (PIL) pozwolita na
zwigkszenie potencjatu IL w projektowaniu materialdéw biomedycznych, bazujac przede
wszystkim na biokompatybilnosci i braku toksyczno$ci wybranych IL (132). Poczatkowo
bylo to wzmacnianie funkcji IL w skali makroczasteczki (133), ale pdzniej rozszerzono
ich zastosowania jako antybakteryjne i biokompatybilne membrany, gtéwnie opierajace
si¢ na kationach imidazoliowym, pirolidyniowym (134, 135) lub trimetyloamoniowym
(136). Dla przyktadu z powodzeniem otrzymano kopolimery pullulanu szczepionego
poli(chlorkiem (3-akryloamidopropylo)trimetyloamoniowym) jako matryce

wielofunkcyjnych  materiatléw (137).  Chitozan  funkcjonalizowany  chlorkiem
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2,3-epoksypropylotrimetyloamoniowym wykorzystano jako antybakteryjne wtokna
opatrunkéw na rany (138). Natomiast stabilne nanoemulsje kopolimeréw opierajacych
si¢ na silikonowym szkielecie 1 glikolu polietylenowym jako tancuchy boczne
z ugrupowaniami trimetyloamoniowymi sprawdzily si¢ w znakowaniu komorek
w zastosowaniach oksymetrycznych (139). Z kolei, chitozan szczepiony poli(chlorkiem
trimetyloalliloamonu) wykorzystano jako powloki w hybrydowych nanoczastkach
magnetycznego Fe3Os do obrazowania za pomocg magnetycznego rezonansu (140).
Dzigki potaczeniu wilasciwosci IL z architekturag 1 charakterystyka polimerow,
zaobserwowano mozliwos¢ regulowania interakcji ze zwigzkami biologicznie
aktywnymi (w tym biatkami), jak réwniez ograniczenie ich polimorfizmu, poprawe
stabilno$ci mechanicznej (141), co generuje niepowtarzalne cechy (142-145), ktore
przektadaja si¢ na mozliwo$¢ wszechstronnego uzytku, w tym takze w opracowywaniu
innowacyjnych formut jako DDS. W literaturze otrzymano rézne no$niki na bazie
(ko)polimeréw zawierajacych PIL, w tym uklady reagujace na bodzce zewngtrzne
(146,147) nanoczastki (148), (termoczule) micele (149-151), a takze redox-aktywne
nanozele shuzace jako biosensory (152) oraz pH-czule hydrozele na bazie
karboksymetylochitozanu ze szczepieniami utworzonymi zkwasu akrylowego

i czwartorzedowej soli amoniowej (153).

2.2.2. Zastosowanie PIL w DDS

Parametry strukturalne PIL, takie jak topologia, dtugos¢ tancucha, sktad, w tym
zawarto§¢ ugrupowan kationowych lub anionowych, daje mozliwo$¢ sterowania
wlasciwo$ciami zwigzanymi z fadowaniem i uwalnianiem leku. Wysoce pozadane sg
matryce oparte na odpowiednich PIL, ktore wykazujga aktywnos$¢ biologiczng, np.
przeciwbakteryjng 1 przeciwdrobnoustrojowa, przeciwutleniajaca oraz
przeciwnowotworowa (101,154,155). Aktywno$¢ biologiczng udowodniono dla
polimerow  zawierajacych  kationy fosfoniowe, imidazoliowe, pirydyniowe,
piperydyniowe, pirolidyniowe lub czwartorzedowe kationy amoniowe, w tym pochodne
choliny (156,157). Badania no$nikow lekéw byly prowadzone zar6wno z udziatem
liniowych ~ PIL, tj. imidazoliowych  (158-160), pirydyniowych  (160),
fosforylocholinowych (161) oraz guanidyniowych (162,163), jak i szczepionych,
tj. imidazoliowych (164), fosforylocholinowych (165) i cholinowych (166,167). Inng
grup¢ stanowig nanozele na bazie cholinowej PIL uzyte do enkapsulacji 1 transportu
S-fluoroacylu (168).
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W przypadku PIL wykazujacych wtasciwosci amfifilowe, lek jest enkapsulowany

w samoorganizujacych si¢ strukturach miecelarnych, czego przyktadem sa:

kopolimery imidazoliowe lub fosfoniowe wykazujace wrazliwo$¢ na zmiany
temperatury i pH do celowego dostarczania doksorubicyny (169-171),

pochodne chitozanu z cholinowymi ugrupowaniami do transportu kurkuminy
(172),

chitozan z tancuchami bocznymi zawierajgcymi metakrylan metylu i chlorek
[2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowego (TMAMA) do transportu
insuliny (173).

Z kolei zastosowanie PIL w postaci koniugatow, w przeciwienstwie do wielu

przyktadow opartych na IL wykorzystujacych wigzania kowalencyjne, jest stosunkowo

rzadkim podejs$ciem. Do tych nielicznych przyktadéw naleza:

hydrofilowe koniugaty imidazoliowej PIL z cysteing stosowane do wigzania
plazmidowego DNA, stosowane w obrazowaniu komorek raka szyjki macicy
HeLa (174).

kopolimery szczepione, ktérego tancuch gtéwny skladal si¢ z chitozanu,
a tancuchy boczne z TMAMA, stuzace do koniugacji antygenéw do immunizacji
donosowej (175).

Ze wzgledu na charakter jonowy PIL istnieje mozliwo$¢ wymiany jonowej, ktore

podobnie jak w przypadku IL (176-179), moga zwigksza¢ biodostepnos¢ i poprawiac

biokompatybilnos¢, jak roéwniez wzmacnia¢ aktywno$¢ biologiczng matrycy oraz

przytaczanych lekow (180). Jest to przydatne do dostrajania wtasciwosci biochemicznych

1 generowania badz wzmacniania aktywno$ci farmaceutycznej. Dzigki takiemu

rozwigzaniu do matrycy polimerowej mozna wprowadzi¢ lek w postaci jonowej, ktory

z przeciwjonem tworzy pare jonowa, co w efekcie daje koniugat jonowy typu no$nik-lek.

W ten sposdb otrzymano:

imidazoliowe 1 pirydyniowe PIL z anionami naproksenu (159),

imidazoliowe PIL z przeciwjonami proliny lub L-tryptofanu (181),
guanidyniowe PIL, z anionami kwasu benzoesowego, kwasu nikotynowego oraz
ampicyliny o dziatlaniu przeciwgrzybiczym, przeciwwirusowym oraz
cytostatycznym jako innowacyjne uktady skutecznie zwalczajace bakterie Gram-

dodatnie 1 Gram-ujemne (162),
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e PIL zawierajace kation trimetyloamoniowy z przeciwjonami diklofenaku

o dzialaniu przeciwzapalnym (182)

2.2.3. PIL w systemach wspoldostarczania

Jednym z gltéwnych celow DDS byto pokonanie lekoopornosci i udoskonalenie
terapii, co jest mozliwe dzigki taczeniu dwoch 1 wigeej zwigzkdéw biologicznie
aktywnych. W tradycyjnym leczeniu nadal powszechnym podejs$ciem jest stosowanie
kilku specyfikéw o synergistycznym dziataniu z uwagi na brak gotowych formut.
Alternatywnym rozwigzaniem zyskujacym coraz to wickszg uwagg sa systemy do terapii
skojarzonej zawierajace dwa leki o dzialaniu synergistycznym (183-185), znajdujacym
zastosowanie szczegdlnie w chemioterapii (186-190).

Literatura podaje niewiele przyktadow polimerow na bazie IL jako uktady
wspotdostarczania lekow, z czego przewazajaca cze$¢ ogranicza si¢ do enkapsulacji
dwoch lekow, jak ponizej wymienione kopolimery:

e chitozanu ze szczepieniami imidazoliowej PIL dostarczajace doksorubicyne
1 metotreksat o synergistycznym dziataniu przeciwnowotworowym (191),

e cholinowe o szczepionej topologii dostarczajace kloksacyling i fusydan
o synergistycznym dziataniu przeciwbakteryjnym (166).

Specyficzna struktura dobrze zdefiniowanej PIL o charakterze amfifilowym sprzyja
otrzymaniu uniwersalnych matryc do transportu réznych rodzajow lekow jako uktady
o podwdjnym dzialaniu farmakologicznym. Aktywno$¢ biologiczng koniugatu
z przeciwjonem farmaceutycznym, nadawang przez obecno$¢ bioaktywnych jednostek IL
1 leku w postaci jonowej mozna zwigkszy¢ poprzez enkapsulacje drugiego leku w rdzeniu
samoorganizujacych si¢ tancuchow polimerowych. Takim przyktadem sa uktady
cholinowej PIL, ktére wykazaty efektywnos$¢ we wspotdostarczaniu jonowego salicylanu
1 nigjonowej erytromycyny (192).

W niniejszej pracy uktady polimerowe ukierunkowano na transport antybakteryjnych
lekéw stosowanych w leczeniu choréb dolnych drég oddechowych, w tym gruZlicy.
W konwencjonalnej terapii pluc stosuje si¢ potaczenie dostepnych na rynku oddzielnych
preparatow handlowych na bazie izoniazydu (Nidrazid) i kwasu p-aminosalicylowego
(Granupas) oraz potaczenie preparatow zawierajacych ryfampicyne (Ryfampicyna TZF)
1 fusydan sodu (Fucidin®). Dostepne sg takze w sprzedazy preparaty dwulekowe na bazie
amoksycyliny i kwasu klawulanowego (Ramoclav) oraz piperacyliny i tazobaktamu

(Piperacillin/Tazobactam: Kabi, Sandoz, Noridem, Teva, Zosyn, Tazocin). Jednak dla
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obydwu tych rozwigzan nie istnieja alternatywne preparaty oparte na nosniku
polimerowym.

W zwigzku z tym biorgc pod uwage szeroka perspektywe zastosowania PIL do
(wspot)dostarczania lekow, szczegdlnie zasadna okazata si¢ potrzeba poszerzenia wiedzy
na temat uktadow dobrze zdefiniowanych kopolimerow zawierajacych jednostki IL
ilekéw antybakteryjnych stosowanych w leczeniu choréb ptluc. Zaproponowanie
innowacyjnych uktadéw w formie koniugatow jonowych polimer-lek, w tym struktur
micelarnych jako uniwersalnych matryc do wspotdostarczania lekow w formie jonowe;j
1 niejonowej nawigzuja do aktualnych trendéw badawczych, ktére ciesza si¢ duzym
zainteresowaniem, a jednocze$nie wymagajg efektywnego dzialania ze wzgledu na duza

konkurencyjno$¢ w §wiecie naukowym.
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3. OMOWIENIE WYNIKOW
W ramach niniejszej pracy doktorskiej zaprojektowano oraz przygotowano uklady

dostarczania lekow przeciwbakteryjnych, ktore zawieraty jednostki cholinowej IL do

zastosowan w leczeniu chorob pluc. Szlak badan przeprowadzonych w trakcie doktoratu

przedstawiono na rysunku 1.

e TMAMA

@ EBiB

Wymiana jonowa
na aniony
farmaceutyczne
Gdzie X" : PAS,,
CLV,, FUS, PIP”

N TEPEE
00000000
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00000080

000000
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Rysunek 1. Schematyczny szlak przeprowadzonych badan.
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3.1. Synteza kopolimerow metoda ATRP (P.1.; P.2.)

Systemy dostarczania lekow wymagaja uzycia no$nikow polimerowych, ktore
wykazuja wiasciwosci biokompatybilne oraz nietoksyczne. Z tego wzgledu
w omawianych badaniach matryce polimerowe zaprojektowano na bazie
biokompatybilnych monomerdéw, takich jak metakrylan metylu (MMA) i chlorek
[2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowy (TMAMA). Polimery MMA s3
powszechnie stosowane w medycynie z uwagi na nietoksycznos¢ (193-195),
a kopolimeryzacja MMA z innymi komonomerami moze poprawia¢ jego
biokompatybilnos¢ (196). Z kolei, TMAMA jest pochodna choliny, ktéra wchodzi
w sktad fosfolipidow, m.in. lecytyny i sfingolipidow. Ze wzgledu na swoja budowe
1 pochodzenie, wprowadzenie do lancucha polimerowego jednostek TMAMA, ktory
zawiera kation trimetyloamoniowy wykazujacy dziatanie przeciwzapalne (197,198),
generuje aktywnos$¢ biologiczng no$nika. Dodatkowo, jonowa struktura TMAMA
umozliwila przeprowadzenie wymiany jonowej anionu chlorkowego na aniony
farmaceutyczne zwigkszajac aktywno$¢ biologiczng systemow. Jednoczes$nie
zastosowanie komonomeru TMAMA o charakterze hydrofilowym w réznych
proporcjach wyjsciowych (TMAMA/MMA=25/75, 50/50, 75/25) pozwolito na
osiggniecie zroznicowanego balansu hydrofilowo-hydrofobowego w badanych uktadach
polimerowych.

Badania no$nikow obejmowaty dobrze zdefiniowane kopolimery o zréznicowane;j
topologii, tj. szczepione G1-G8 vs. liniowe L1-L3, ktore zsyntezowano przy uzyciu
roznych uktadow inicjujacych (makroinicjator vs. inicjator). Kopolimery szczepione
G1-G8 zostaty otrzymane w wyniku dwuetapowej reakcji kontrolowanej polimeryzacji
rodnikowej z przeniesieniem atomu (ATRP). W  pierwszym etapie metakrylan
2-hydroksyetylu poddano kopolimeryzacji z MMA, po czym otrzymany kopolimer
modyfikowano poprzez estryfikacj¢ grup hydroksylowych wprowadzajac ugrupowania
bromoestrowe. Dzigki temu kopolimer zawierajacy jednostki metakrylanu 2-(2-
bromoizobutyryloksy)etylu (BIEM) w ilosci 26 lub 46 % mol. mogt by¢ dalej stosowany
jako makroinicjator wielofunkcyjny (MI) o wzorze ogdélnym P(MMA-co-BIEM)
(rys. 2a). Nastgpnie w wyniku reakcji ,,szczepienia z° MI uzyskano kopolimery
szczepione o wzorze ogolnym P(MMA-co-(BIEM-graft-P(TMAMA-co-MMA)))
(rys. 2b). Polimery roznily sie catkowitym stopniem polimeryzacji tancucha gtownego

(DPy) 1 tancuchéw bocznych (DPsc) regulowanych przez konwersjg monomerow, liczba
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tancuchéw bocznych (ns) 1 stopniem szczepienia (DG) regulowanych poprzez ilosé

jednostek inicjujacych w MI, co prowadzito do zr6znicowanej zawartosci frakcji jonowe;j

(Frmama) w fancuchach bocznych, oraz masy czasteczkowej (M) 1 jej dyspersyjnosci (D)

(tab. 1).
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Rysunek 2. Schematy reakcji otrzymywania a) P(MMA-co-BIEM) jako MI, oraz

b) kopolimeru szczepionego, gdzie EBiB jest inicjatorem, CuBr/dNbpy lub CuCl/bpy jest

uktadem katalitycznym.
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Tabela 1. Podstawowe parametry kopolimeréw szczepionych.

R

SN TMAMAY DG Mn x 103
WS mma PP e iop) DPsc Frimava (MoL.%9) (g/mol)
Gl 25/75 115 1,68
70 65 50 4243
G2 25/75 60 169 1,90
186 48 26 40
G3 50050 50 244 1,31
G4 50/50 40 o4 a3 0y 273 1,15
30
G5 25/75 20 16 20 13 554 1,24
G6  25/75 10 l I 10 I 1001 111
292 133 % 0
[CRONOVNUVNOUNONONO] [CEONONONONORONO]
G8 5050 1007 -

Natomiast kopolimery liniowe L1-L3 o wzorze ogélnym P(MMA-co-TMAMA)
otrzymano na drodze jednoetapowej reakcji ATRP z udzialem jednofunkcyjnego
inicjatora, tj. a-bromoizomaslan etylu (EBiB) (rys. 3). Zaréwno wyjsciowy sktad
mieszaniny monomerdow, jak 1 ich konwersja umozliwiaty kontrole dtugosci tancucha DP,

1 zawartosci jonowej Frmama, co tak jak w przypadku polimerdéw szczepionych wplywato

na M,iD (tab. 2).

o PMDETA, -

CuBr, - L
o EBiB, °
MeOH/THF o~ o
o / cl 40°C

/\/N+_ + Cl

0 \ ATRP o
L1-L3

Rysunek 3. Schemat reakcji otrzymywania kopolimeru liniowego.

Tabela 2. Podstawowe parametry kopolimeréw liniowych.

M, x
M TMAMA/MMA DP, Frvama (Mol.20) 1073 D
(g/mol)
75
L1 25/75 4o 477 526 80 47 1,74
370
400 60
40
L2 50/50 200 73 1,36
20
0 0
L3 75125 L1 L2 L3 L1 L2 L3 96 1,27
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Analiza zalezno$ci pomiedzy skladem kopolimeru a poczatkowym sktadem
mieszaniny komonomerow potwierdzita strukture statystyczng wigkszosci kopolimerow,
gdzie ilo$¢ frakcji jonowej w uzyskanym kopolimerze zblizona do poczatkowe;j
zawarto$ci monomeru jonowego w wyjsciowej mieszaninie reakcyjnej sugeruje podobng
reaktywnos¢ komonomeréw (rys. 4). Statystyczne rozmieszczenie jednostek
hydrofobowego MMA i hydrofilowego TMAMA w kopolimerach liniowych daje
mozliwos¢ powstawania nanoczastek w roztworach wodnych, co nastgpuje w wyniku
oddziatywan powodujacych kurczenie si¢ splagtanych tancuchéw polimerowych. Z kolei
kopolimery szczepione w takich warunkach zachowuja si¢ jak swoiste kopolimery
blokowe, gdzie lancuch gléwny (jako segment A) tworzy nierozpuszczalny rdzen,
natomiast fancuchy boczne (jako segmenty B) o strukturze statystycznej tworza warstwe
wokol rdzenia. W tym wypadku mozliwe jest utworzenie struktur micelarnych, dzigki
separacji fazowej ze wzgledu na zrdéznicowang rozpuszczalno$§¢ poszczegodlnych

segmentow.

1
@ mll =L2 ©L3
< 1 2
§0,75 Gl AG =
S ©G3 0G4 XG5
(@]
~ G6 AG7 OGS
z
= 05
: 8
2
$.0,25 ¥
L
= 7

0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Poczatkowa zawarto$¢ komonomeru jonowego
Rysunek 4. Zaleznos¢ skiadu kopolimeru od sktadu poczatkowego mieszaniny

komonomerdow.

Wiegkszo$¢ kopolimerow charakteryzowata sie waskim rozrzutem cigzaréw
czasteczkowych okre§lonych na drodze chromatografii zelowej GPC (dla kopolimeréw
szczepionych B = 1,03-1,90, dla kopolimeréow liniowych B = 1,27-1,74). Analiza ta
w wiekszosci przypadkow potwierdzita kontrolowany przebieg reakcji, a poczatkowe
stosunki komonomerow TMAMA/MMA (25/75, 50/50 dla kopolimeréw szczepionych
oraz 25/75, 50/50 lub 75/25 dla kopolimeréw liniowych) podczas reakcji ATRP
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umozliwilty doktadne dostosowywanie zawartosci frakcji jonowej w tancuchach
bocznych kopolimerow szczepionych oraz w lancuchu glownym kopolimerow
lintowych. W przypadku kopolimeréw szczepionych, wzrost liczby miejsc inicjujacych
w tancuchu gléwnym odpowiadajgca wyzszym wartosciom DG, a jednocze$nie wysokie

wartos$ci DPgc przyczynily si¢ do zmniejszenia si¢ frakcji jonowej w kopolimerze.

Warunki i procedury przeprowadzonych reakcji znajduja si¢ w publikacji P.1.
1 P.2. odpowiednio dla kopolimerow szczepionych i liniowych. Struktury otrzymanych
zwiagzkow potwierdzono za pomocg spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego
"H NMR (prekursor MI: P.1. Fig.S1a; MI: P.1. — Fig.2a, Fig. S1b; kopolimer szczepiony:
P.1. Fig. 2b; kopolimer liniowy: P.2. Fig.2). Na podstawie wykonanych analiz '"H NMR
obliczono parametry strukturalne, tj. nsc, DPsc, DPn, FrmMamMa, Mi przedstawione w tab.1
i tab.2. Dodatkowo do potwierdzenia struktury otrzymanych kopolimeréw zastosowano
spektroskopie w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR) (prekursor MI: P.1. S2a;
MI: P.1. S2b; kopolimer liniowy P.2. S1).

3.2. Wymiana anion6w chlorkowych w polimerze na aniony farmaceutyczne —
otrzymywanie koniugatéow jonowych (P.1.; P.2.; P.3.; P.5.)

Obecno$¢ grup jonowych w jednostkach TMAMA w otrzymanych polimerach
umozliwily przeprowadzenie wymiany anionow chlorkowych na aniony farmaceutyczne.
W wyniku tej reakcji otrzymano koniugaty jonowe PIL-lek. Do badan wybrano sole
sodowe lub potasowe zawierajace nastgpujace aniony: p-aminosalicylan (PAS"),
klawulanian (CLV"), fusydan (FUS") oraz piperacylina (PIP"), ktorych struktury
przedstawiono na rysunku 5.

PAS jest lekiem przeciwgruzliczym, ktorego aktywnos$¢ bakteriostatyczna jest
skierowana przeciwko pratkom gruzlicy Mycobacterium tuberculosis. Dziatanie
chemioterapeutyczne tego leku polega na synergistycznym oddzialywaniu z innymi
lekami, co pozwala na wydtuzenie okresu poéttrwania oraz zapobieganie wystgpienia
lekoopornosci. Ponadto, umozliwia zwigkszenie stezenia innych lekow w osoczu,
stosowanych przeciwko szczepom M. tuberculosis, takich jak izoniazyd (199). CLV jest
B-laktamowym lekiem przeciwdrobnoustrojowym, inhibitorem B-laktamaz, ktory jest
odpowiedzialny za odpornos¢ bakterii na antybiotyki [-laktamowe. Ten rodzaj
farmaceutyku zapobiega przed dezaktywacjg antybiotyku skojarzonego wykazujacego

dziatanie synergistyczne z CLV, takiego jak np. amoksycylina (200). PIP to B-laktamowy
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antybiotyk z grupy penicylin o szerokim spektrum dziatania bakteriobojczego, klinicznie
skuteczny podczas leczenia choréb wywolanych m.in. szczepami  Streptococcus
pneumoniae, powodujacych m.in. choroby pluc (201). Aktywnos$¢ PIP moze by¢
wspomagana poprzez interakcje z synergistycznie dzialajagcymi inhibitorami B-laktamaz,
np. tazobaktamem, co powoduje silniejsze dzialanie 1 zapobieganie lekoopornosci wobec
wielu rodzajow szczepdw bakterii, nawet tych niewrazliwych na dziatanie PIP (202).
Z kolei, FUS jest naturalnym antybiotykiem o budowie steroidowej, wykazujagcym
dziatanie bakteriostatyczne bez dziatania kortykosteroidow, skutecznym przeciwko
Bordetella pertussis 1 Staphylococcus aureus, ktore uszkadzaja uktad oddechowy. Jego
dzialanie moze by¢ wspomagane poprzez zastosowanie innego leku, takiego jak
ryfampicyna, poniewaz wykazano pozytywny wplyw potaczenia tych dwoéch lekéw na

skuteczno$¢ wobec szczepdw lekoopornych (203).
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Rysunek 5. Struktury anionéw farmaceutycznych: a) p-aminosalicylanu,

b) klawulanianu, c) piperacyliny oraz d) fusydanu.

Reakcje wymiany oraz ilo§¢ wprowadzonego leku do matrycy polimerowe;j
posrednio analizowano w oparciu o zawarto$¢ leku (ang. Drug content, DC), ktoéra
okreslono na podstawie widm UV-Vis dla poszczegolnych uktadow. Poczatkowo,

wymiang anionéw chlorkowych na PAS™ 1 CLV™ przeprowadzono dla wszystkich
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zsyntezowanych kopolimerdow. Nastepnie, do reakcji z solami PIP™ i FUS™ dokonano

selekcji 1 wybrano uktady potencjalnie najbardziej korzystne, tj. G4, G6 1 G7, ktore

ro6znity sie parametrami strukturalnymi, aby okresli¢ ich wplyw na wlasciwos$ci nosnikow

polimerowych, w tym na DC 1 proces uwalniania lekow. Zestawienie wynikow dla

wszystkich

uktadow kopolimeréw szczepionych jako priorytetowych uktadéw

przedstawiono na rys. 6a. Dodatkowo dla wyselekcjonowanych polimerow szczepionych

(rys. 6b,d) 1 w celach poréwnawczych dla analogicznych polimerow liniowych (rys. 6¢,e)

wskazano zaleznosci wzgledem zawartosci frakcji jonowej TMAMA oraz dlugosci

fancucha zjednostkami TMAMA, tj. DPsc w kopolimerach szczepionych i DP,

w kopolimerach liniowych.
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Rysunek 6. Zestawienie zawartosci leku (DC) a) dla wszystkich badanych koniugatow

kopolimeréw szczepionych, b-c) DC w korelacji z zawartoscig frakcji jonowej Frmama

1 d-e) dlugoscia tancucha zawierajacego jednostki TMAMA.
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Zarowno topologia i struktura kopolimeru, jak rowniez struktura leku znaczaco
wptywaly na warto$ci DC, o czym $wiadczg roznice dla uktadow o podobnej zawartosci
frakcji jonowej (rys. 6) (P.1. — Tab. 3). Bioragc pod uwagg struktur¢ kopolimeru -
zawarto$¢ frakcji hydrofilowej oraz stopien szczepienia odgrywaty kluczowa rolg
w efektywnosci reakcji wymiany na lek. Zauwazono, ze im wigkszy udzial frakcji
jonowej, przy jednoczesnym luzniejszym rozktadzie tancuchéw bocznych w polimerze,
tym osiagnigto lepsze rezultaty DC dla CLV~, PAS™ 1 FUS™, co w szczegdlnosci
zaobserwowano dla kopolimeru G4 (Frmama= 43 % mol. 1 DG = 26 % mol.). Ogdlnie,
najbardziej korzystnym pod katem zawartosci leku w matrycy polimerowej byt CLV™,
ktérego DC miescito si¢ w zakresie 66-100%. Zupelie odwrotng zalezno$¢ odnotowano
dla uktadow z PIP™, w ktérych wigksze zageszczenie tancuchow bocznych oraz nizsze
Frmama prowadzito do wyzszych wartosci DC, jak w przypadku kopolimeru G6, za$ dla
pozostatlych kopolimeréow G4 i G7 wartosci DC byty dwukrotnie mniejsze niz dla CLV.

W przypadku liniowych kopolimerow (rys. 6¢,e) (P.2. — Tab. 2.; Fig. 4) DC CLV~
1 PAS™ byly najwyzsze dla uktadu o $redniej warto$ci Frmama oraz dtugosci tancucha
(L2). Wyzsza zawarto$¢ hydrofobowych jednostek ograniczata wprowadzanie leku do
matrycy, co skutkowalo nizszymi wartosciami DC. Podobnie do uktadéw szczepionych,
zawartos$ci leku byly rowniez najwyzsze dla uktadow z CLV™. Nieco lepsza efektywnos¢
wymiany uzyskano dla PAS™ (DC = 59-82%), podczas gdy wymiana FUS™ nie przebiegta
na zadowalajacym poziomie (DC = 8-11%), co moze wynika¢ z mniejszego
powinowactwa leku do kopolimerow o topologii liniowej. Brak hydrofobowego tancucha
gltownego, jaki jest obecny w kopolimerach szczepionych, prawdopodobnie zmniejsza
oddziatywania tego leku z frakcja hydrofobowa. Ponadto, ze wzgledu na rozbudowang
strukturg FUS™, ktora zawiera cztery skoniugowane pierscienie, jego dostgp do kationow
trimetyloamoniowych w jednostkach cholinowych mogt by¢ ograniczony. Zauwazono,
ze im wigksza byla zawarto$¢ jednostek hydrofobowych w kopolimerach liniowych,
a tym samym ich luzniejsze rozmieszczenie w lancuchu, tym wyzsze DC osiggnigto
sugerujac lepsza dostepnos¢ do jonowych ugrupowan. Analogicznie do uktadéw
szczepionych, DC PIP™ bylo wyzsze dla mniej hydrofilowych uktadéw o wigkszych
dtugosciach tancuchow.

Reakcje wymiany dodatkowo analizowano za pomoca metody 'H NMR, gdzie
porownywano widma polimeru szczepionego badZz liniowego z przeciwjonem

chlorkowym do widma koniugatu jonowego po reakcji wymiany. W przypadku wymiany
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na PAS™ zaobserwowano powstanie nowych charakterystycznych sygnatow,
m.in. sygnatu pochodzacego z grupy hydroksylowe;j 1 pier§cienia aromatycznego (P.1. -
Fig. S4; P.2. - Fig. S2b). Wymiana anionow chlorkowych na CLV™ byla réwniez
potwierdzona poprzez sygnaly charakterystyczne dla pierscienia [-laktamowego.
Podobna sytuacja miala miejsce w przypadku PIP, gdzie po reakcji wymiany
zarejestrowano sygnaty pochodzace z pierscienia benzenowego i grup -NH-. Z kolei
FUS™ potwierdzono obecnoscig sygnatow pochodzacych z pierscieni sprzgzonych (P.2. -
Fig. S2e). Dla liniowych koniugatéw z lekami dodatkowo przeprowadzono analiz¢ FT-

IR (P.2. - Fig. S1). Szczegbdtowe opisy i komentarze znajduja si¢ w publikacji P.1. i P.2.

3.3. Zachowanie polimerow i ich koniugatéw w srodowisku wodnym (P.1.; P.2.; P.3.;
P5.)

Powstate koniugaty na bazie kopolimeréw liniowych w roztworze wodnym
formowaty nanoczastki o wielkosciach 9-306 nm (P.2. — Tab. 3; Fig. 6). Z kolei
kopolimery szczepione z przeciwjonem chlorkowym tworzyty struktury osiagajace
srednice hydrodynamiczne (Dn) o rozmiarach 18-368 nm. Ich koniugaty z PAS™ 1 CLV™
posiadaty podobne rozmiary, odpowiednio 23-354 nm, 18-357 nm (P.1. — Fig. 5; Tab. S2).
Koniugaty FUS™ tworzyty nieco mniejsze czastki w zakresie 26-208 nm (P.3. — Fig. 4,
Tab. S1), a wymiana z PIP™ spowodowatla wzrost warto$ci Dy, 0siggajac rozmiary miedzy
20-451 nm (P.5. — Tab. 3).

Zdolnos$¢ otrzymanych kopolimeréw szczepionych i liniowych do formowania
nanoczastek potwierdzono poprzez krytyczne stgzenie micelizacji (CMC), ktore
okreslono zarowno dla kopolimeréw z przeciwjonem chlorkowym, jak rowniez
wybranych koniugatow z lekami (rys. 7) (P.1. — Tab.4.; P.2. — Fig. 3; P.3. — Tab.2; P.4. —
Fig.2; P.5. — Tab.2). Wartosci CMC wyznaczano na podstawie zmierzonego napigcia
migdzyfazowego (IFT). Do pomiaru IFT roztworéw wodnych o ré6znym stezeniu
kopolimeru wykorzystano metod¢ wiszacej kropli przy uzyciu goniometru. Najwyzsze
wartosci CMC odnotowano dla kopolimerow G7 1 G8 charakteryzujacych sig
gesciejszym rozmieszczeniem lancuchow bocznych i1 wysoka zawartoscig frakeji
TMAMA w fancuchach bocznych (DG=46 % mol.; Frmama=39 146 % mol. odpowiednio
dla G7 1 G8) oraz kopolimeru L3 o najdtuzszym tancuchu i najwigkszej zawartosci frake;ji
jonowej (DPn = 396; Frmama=75 % mol.). Po wymianie na PAS™, CLV™ iPIP”

w polimerach szczepionych odnotowano wzrost CMC wskazujac na przesunigcie
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rownowagi hydrofilowo-hydrofobowej uktadu ze wzgledu na charakter hydrofilowy
lekow. W przypadku FUS™, dla kopolimeru o nizszym DG wymiana leku spowodowata
wzrost warto§ci CMC (0,013 vs. 0,025 mg/mL przy DG = 26 % mol.), podczas gdy
wartosci CMC nie zmienity si¢ dla kopolimeréw o wyzszym stopniu szczepienia (DG =
46 % mol.), co spowodowane bylo bardziej hydrofobowym charakterem leku, jak
rowniez warto$cig DC w koniugacie FUS, ktora byla prawie dwukrotnie wyzsza dla G4

w porownaniu z G6 1 G7.
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Rysunek 7. Warto$ci krytycznego stezenia micelizacji (CMC) a) kopolimerow
szczepionych G1-G4 oraz ich koniugatow z lekami, b) kopolimerow liniowych L1-L3

oraz c¢) kopolimerdow szczepionych G5-G8 oraz ich koniugatow z lekami.

Za pomoca goniometru zostal takze wyznaczony kat zwilzania (WCA)
powierzchni warstwy polimerowej technika ,,posadzenia kropli” wody w celu okreslenia
stopnia hydrofilowosci/hydrofobowosci, ktéry moze zmieniac si¢ ze wzgledu na strukture
matrycy polimerowej, jak i charakter wprowadzonego leku (rys. 8) (P.1. — Tab. 4; Fig.3;
P.2. - Fig. 5; P.3.—Tab.2, Fig. 3; P.4. — Fig.2; P.5. — Tab.2; Fig.2.). Por6wnujac dwie serie
kopolimeréw szczepionych roéznigcych sie gestoscig szczepienia (G1-G4: DG = 26 %
mol. wzgledem G5-G8: DG =46 % mol.), zauwazono, ze wraz ze zwigkszeniem si¢

stopnia szczepienia i jednoczesnie Frmama, wartosci WCA zmniejszaly sig¢, wskazujac na
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wzrastajaca hydrofilowos¢ uktadoéw. Podobnie w przypadku kopolimerow liniowych,
zwilzalno$¢ wzrastala wraz z zawarto$cig frakcji TMAMA. Ponadto, warstwy
kopolimeréw liniowych w poroOwnaniu ze szczepionymi wykazywaly wigkszg
hydrofilowos$¢, co moze by¢ spowodowane przewaga jednostek o charakterze
hydrofobowym, a jednoczesnie duzo dtuzszymi tancuchami bocznymi w kopolimerach
szczepionych. Dodatkowo, zaobserwowano zblizone wartosci WCA dla L1 o najnizszej
wartosci Frmama 1 najkrotszym tancuchu, do wartosci WCA kopolimerow szczepionych
o wyzszym DG 1 Frmama, co podkresla wplyw topologii i parametrow strukturalnych na
zwilzalno$¢ powierzchni polimerowych.
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Rysunek 8. Katy zwilzania (WCA) dla kopolimeréw a) G1-G4 o mniejszym stopniu
szczepienia i ich koniugatéw b) L1-L3 i ich koniugatéw oraz c) G5-G8 o wigkszym

stopniu szczepienia i ich koniugatdow wyznaczone metoda goniometryczng.

Wymiana jonowa na aniony farmaceutyczne w kopolimerach szczepionych
spowodowata zmniejszenie si¢ wartosci WCA, co oznacza, ze w tym przypadku
koniugowane leki zwickszaly solubilizacje uktadéw. Odwrotna zalezno$c
po wprowadzeniu lekéw w postaci jonowej do matryc opartych na kopolimerach

liniowych, wynika z braku wystepowania efektu separacji fazowej, ktora nastepuje
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w kopolimerach szczepionych ze wzgledu na hydrofobowy tancuch gléwny. Ponadto,
w systemach polimerow szczepionych czasteczki leku znajduja si¢ glownie
w zewnetrzne] warstwie struktury micelarnej, natomiast w przypadku liniowych
odpowiednikow aniony farmaceutyczne moga by¢ umieszczone glebiej w strukturze
splatanych fancuchow kopolimeru. Obserwacje te potwierdzaja, ze topologia, parametry
strukturalne, dlugo$¢ tancuchéw a rownoczesnie charakter chemiczny leku mialy
znaczacy wpltyw na zwilzalno$¢ warstw kopolimerow.

Podsumowujac te cze$¢ pracy, otrzymano szereg koniugatow jonowych
z anionami farmaceutycznymi o dziataniu przeciwbakteryjnym, ro6znigcych si¢ naturg
chemiczna, tj. PAS™, CLV", FUS™ i PIP". Systemy te otrzymano na bazie kopolimerow
szczepionych i liniowych, zr6znicowanych pod katem parametréow strukturalnych, ktore
miaty wplyw na zawarto§¢ wprowadzonego leku do matrycy kopolimeru, balans

hydrofobowo/hydrofilowy oraz zdolno$¢ do tworzenia nanoczastek.

3.4. Uwalnianie koniugowanego leku w postaci anionu farmaceutycznego (P.1.; P.2.;
P.3.; P.5.)

Proces uwalniania in vitro skoniugowanych jonowo lekow przeprowadzono
w buforze fosforanowym (PBS, pH= 7,4, 37°C). Leki byly uwalniane na drodze wymiany
jonowej, ktora byla mozliwa ze wzgledu na zawarte jony fosforanowe w PBS,
umozliwiajace wymiang anionow farmaceutycznych w matrycy polimerowej. W dalszym
etapie, aby lek mogt wydosta¢ si¢ na zewnatrz nanoczastki uformowanej przez splatane
fancuchy, jego transport nastgpowal na zasadzie procesu dyfuzji. Uwalnianie prowadzono
przez 72 h, jednakze efektywny proces mozna bylo odnotowa¢ do 4 godzin (rys. 9),
w trakcie ktorych miat miejsce gwattowny ,,wyrzut” leku (0,5-1h), po czym nastgpowato
wolniejsze uwalnianie i po 24-48 godzinach wigkszo$¢ uktadéw osiggneta stan plateau.
Prawdopodobnie w pierwszym etapie najszybciej uwalniane byly aniony farmaceutyczne
zlokalizowane na powierzchni nanoczgstek. Uwalnianie leku, podobnie jak jego
wczesniejsze wprowadzenie, silnie zalezalo od struktury polimeru, w tym topologii
1ilosci grup jonowych, a w przypadku kopolimeréw szczepionych takze od stopnia
szczepienia. Ponadto, zauwazono zwigzek pomiedzy rodzajem skoniugowanego anionu

farmaceutycznego a szybkos$cig uwalniania leku.
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Rysunek 9. Przyktadowe profile uwalniania dla poréwnania uklady w oparciu

o0 a) kopolimery szczepione oraz b) liniowe.

W przypadku kopolimerow szczepionych, bedacych gtownym celem niniejszej
pracy, wymian¢ 1 uwalnianie lekow PAS™ i CLV™ przeprowadzono dla calej serii
otrzymanych kopolimeréow (P.1.). Do badan z FUS™ (P.3.) i PIP™ (P.5.), jak objasniono
w rozdziale 3.2., wybrano najbardziej reprezentatywne kopolimery, tj. G4 o mniejszym
stopniu szczepienia 1 najwigkszej ilosci frakceji jonowej (DG= 26 1 Frmama= 39%) oraz
G6 1 G7 o wigkszym stopniu szczepienia, ale rdznigce si¢ zawartoscia frakcji jonowej
(DG= 46 1 odpowiednio Frmama = 18%, 36%). Z uwagi na wigksza zawade steryczng
anionow FUS™ 1 PIP™ rozmieszczonych w tancuchach bocznych, uwalnianie tych lekow
zachodzilo z wyraznie mniejsza szybkoscia (rys. 10) (P.3. — Fig 5c; P.5. — Fig 3c). Sposrod
badanych uktadéw niniejsze leki uwalnialy si¢ w najwiekszej ilosci dla probki G6, ktora
posiadala gesto rozmieszczone taficuchy boczne, jednocze$nie przy najmniejszej
zawartoSci frakcji hydrofilowej. Wymienione czynniki prawdopodobnie sprzyjaty
efektowi rozdzielania pary jonowej, co warunkowato wysoki procent ilosci uwalnianego
leku po 48 h (dla FUS™ i PIP™ ~81%). Z kolei, mniejszy stopien szczepienia byt bardziej
korzystny dla uwalniania lekow tworzacych mniejsza zawade steryczna, tj. PAS™ 1 CLV™,
co warunkowalo szybsza dyfuzje leku, gdzie juz po 4 godzinach wiekszo$¢ substancji
aktywnej zostata uwolniona (P.1. — Fig. 6).

Proces uwalniania z kopolimeréw liniowych jako uktadow do pordwnania
efektywnosci dostarczania lekow jonowych, byl najkorzystniejszy dla PAS™ pod
wzgledem procentowej ilosci uwolnionego leku (P.2. — Fig. 7) jak réwniez wyjsciowej
zawarto$ci leku. Podobnie, FUS™ okazat si¢ dogodnym lekiem do uwalniania

z polimerdw liniowych, jednakze mata warto§¢ DC generowata male stezenie
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uwolnionego leku. Z kolei, uwalnianie CLV™ 1 PIP~ z tych kopolimeréw przebieglo ze
znacznie mniejszg wydajnoscia (rys. 10), sugerujac silniejsze oddziatywania tych
anionéw farmaceutycznych z matrycg polimeru tworzace stosunkowo stabilne pary
jonowe. Wyrzut leku z matrycy polimeru liniowego nastgpowal w pierwszej godzinie
procesu, a nastepnie uwalnianie przebiegato ze znacznie mniejsza szybkos$cia i trwalto ok.
3-4 godzin, po czym w wigkszos$ci przypadkdéw obserwowano stan plateau.
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Rysunek 10. Ilosci uwolnionych lekéw jonowych dla ukladéw a) szczepionych
b) liniowych.

Podsumowujac, zastosowanie ukladow kopolimeréw szczepionych pozwolito
na wolniejszy i bardziej kontrolowany przebieg uwalniania, z uwagi wigkszej trwatosci
struktury micelarnej, w pordwnaniu z ukladami opartymi na splatanych lancuchach
kopolimeréw liniowych. Natomiast, odpowiednio duza ilo$¢ wprowadzonego leku do

fancuchow 1 jego uwolnienie w zadowalajacej ilosci procentowej ostatecznie zapewniato
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wzglednie wysokie st¢zenie leku uwolnionego z kopolimeréw szczepionych, co moze

gwarantowac skuteczno$¢ terapii.

3.5.Enkapsulacja lekéw — uklady oparte na kopolimerach szczepionych iich
koniugatach (P.3.; P.4.; P.5.)

Z uwagi na wykazane zdolnosci do samoorganizacji w roztworach wodnych
kopolimerow szczepionych, ktore tworza stabilniejsze nanoczastki niz kopolimery
liniowe, wykorzystano je do enkapsulacji leku fizycznie oddzialujacego z matryca
polimerowa. W przypadku kopolimeréw z przeciwjonem chlorkowym zatadowanie leku
prowadzilo do uzyskania uktadow pojedynczych transportujacych jeden rodzaj leku.
Szczegblnym podejsciem byla enkapsulacja lekéw w samoorganizujacych si¢
koniugatach z przeciwjonem farmaceutycznym, w wyniku czego uzyskano uktady
podwojnie aktywne z parg wspoldziatajacych lekow, tj. jonowego polaczonego za
pomoca wigzania chemicznego oraz niejonowego oddzialujacego w sposob fizyczny
z matrycg polimeru.

W tym celu wybrano trzy modelowe leki (rys. 11), tj. izoniazyd (ISO),
ryfampicyna (RIF) oraz tazobaktam (TAZ), ktére w rozdziale 3.2. zostaty wyrdznione
jako substancje o synergistycznym dziataniu z wyselekcjonowanymi lekami uzytymi
w formie anionow farmaceutycznych (odpowiednio PAS~, FUS™, PIP7). ISO jest
prolekiem, ktoéry musi ulec aktywacji przez kodowang katalaze-peroksydazg, w wyniku
czego wiaze reduktaze biatka no$nikowego w trakcie syntezy kwasow tluszczowych,
zaburzajac synteze Sciany komorkowej bakterii. Dzigki silnej aktywnosci bakteriobojczej
wobec pratkow replikujacych oraz bakteriostatycznej wobec szczepoéw niereplikujacych
M. tuberculosis  jest rozpoznany jako lek przeciwgruzliczy. Z uwagi na przypadki
wystgpowania lekoopornosci ISO jest najczesciej stosowany w skojarzeniu z innymi
substancjami wykazujagcymi dziatanie przeciwgruzlicze (np. PAS) (204). RIF to
potsyntetyczny  antybiotyk, ktory wykazuje szerokie spektrum  dzialania
przeciwbakteryjnego. Wykazuje silng aktywno$¢ przeciwko dziataniu pratkow
M. tuberculosis oraz bakteriom Gram-dodatnim. Mechanizm jej dziatania polega na
tworzeniu kompleksow z polimeraza RNA, co wplywa na zahamowanie inicjacji
tworzenia tancucha RNA bakterii. Z uwagi na duze prawdopodobiefnstwo rozwijania si¢
opornosci pratkow na dziatanie RIF, lek ten stosuje si¢ w skojarzeniu z innymi lekami

przeciwgruzliczymi (tj. izoniazydem, streptomycyng, etambutolem) (205,206). Z kolei
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TAZ jest to zwigzek posiadajacy strukture antybiotyku P-laktamowego, nalezacy do
nieodwracalnych inhibitorow B-laktamaz, stosowany razem zinnymi antybiotykami
B-laktamowymi (gldwnie piperacyling) w celu ich ochrony przed bakteryjnymi
B-laktamazami. TAZ wigze si¢ nieodwracalnie w poblizu miejsca aktywnego B-laktamaz,
przez co uniemozliwia ich interakcje ze skojarzonym antybiotykiem (202,207). TAZ
w uktadach skojarzonych wykazuje szerokie spektrum dziatania, jednak gtownie jest

stosowany w leczeniu ci¢zkiego zapalenia phuc.

a)
0) WA _—
SN fN\N”N
< OH
ISO RIF TAZ

Rysunek 11. Struktury lekow niejonowych a) izoniazydu, b) ryfampicyny,

¢) tazobaktamu.

Efektywnos$¢ procesu enkapsulacji podczas samoorganizacji wybranych
kopolimeréw szczepionych i ich koniugatdéw oceniono na podstawie zawarto$ci
zatadowanego leku (ang. Drug-Loading Content, DLC) (rys. 12), ktérag wyznaczono za
pomoca metody UV-Vis (P.3. — Fig. 2; P.4. — Fig. 4b; P.5. — Fig. 1). Zanotowano
pozytywny wptyw obecno$ci anionu farmaceutycznego na efektywno$¢ enkapsulacji,
gdzie w wigkszos$ci przypadkéw DLC byto wyzsze dla uktadow podwdjnych wzgledem
pojedynczych. Ponadto zauwazono $cistg zalezno$¢ stopnia szczepienia oraz charakteru
leku na efektywnos¢ enkapsulacji. Hydrofilowy lek ISO byl znacznie lepiej
enkapsulowany przez uktady o wigkszym stopniu szczepienia, tj. G6 1 G7, w pordwnaniu
z G4 (rys. 12). Za$ biorac pod uwage ilos¢ zatadowanego leku, dla enkapsulacji ISO
najbardziej korzystne byly uktady G7 niosace 79% ISO oraz 85% ISO obok 37% PAS™
(rys. 12c¢) (P.4. — Fig. 4b). Zkolei, enkapsulacja lekéw trudno rozpuszczalnych
w wodzie, tj. RIF 1 TAZ okazala si¢ bardziej efektywna w uktadach G4 o mniejszym
stopniu szczepienia niosagc odpowiednio w uktadzie pojedynczym oraz podwdjnym, 67%
RIF oraz 66% RIF 152 % FUS™ (P.3. — Fig. 2), lub 70% TAZ oraz 80% TAZ obok 53%
PIP™ (rys. 12a) (P.5. —Fig. 1). Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze rodzaj leku niejonowego
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w korelacji z parametrami strukturalnymi matrycy polimerowej wplywa na

DLC.
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Rysunek 12. Zawarto$ci lekéw niejonowych w uktadach pojedynczych oraz zawartos¢

lekéw niejonowych w uktadach podwdjnych vs. zawarto$ci anionow.
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Badania wielko$ci nanoczastek uktadow podwojnych utworzonych w roztworze
wodnym wykazaty, ze w poréwnaniu z uktadami pojedynczymi (rozdz. 3.3) tworzyly
mniejsze struktury (rys. 13), tj. 30-175 nm dla uktadéw PAS/ISO (P.4. — Fig. 5, Fig. S3)
131-184 nm dla uktadow FUS7/RIF (P.3. — Fig. 4, Tab. S1). Podobny efekt uzyskano dla
uktadow PIP7/TAZ, ktorych rozmiary czastek osiagaly 24-192 nm, aczkolwiek
wykazywaty one wigkszg tendencje do agregacji, na co wskazywata obecnos$¢ znaczacej
frakcji >500 nm (46%) (P.5. — Fig. S1, Tab. S1), podczas gdy w przypadku pozostatych
ukladow agregaty wystepowaty wytacznie w matych ilosciach (<10%). Przedstawiony
komentarz dotyczy przewazajacych frakcji.
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Rysunek 13. Srednice hydrodynamiczne (Dh) nanoczastek polimerowych wyznaczone

metoda DLS dla uktadow podwdjnych.
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3.6. Uwalnianie lekow niejonowych oraz wspoluwalnianie pary lekow
o synergistycznym dzialaniu (P.3.; P.4.; P.5.)

Proces uwalniania in vitro, podobnie jak w przypadku koniugatow z anionem
farmaceutycznym, przeprowadzono w warunkach imitujacych $rodowisko ptynow
ustrojowych, czyli w roztworze PBS (pH=7.4, 37°C). Otrzymane wyniki wykazaty, ze
obecno$¢ enkapsulowanego leku wplynela na ograniczenie ilosci uwolnionego leku
jonowego, w poréwnaniu z uktadami pojedynczymi niosgcymi aniony farmaceutyczne
opisane w rozdziale 3.3 (rys. 14a) (dla PAS™: P.4. - Fig.7. vs. P.1. - Tab.3.; dla FUS™: P.3.
- Fig. 5; Tab. 3.). Najwicksze réznice byly odnotowane w przypadku uwalniania PIP~,
gdzie po enkapsulacji leku w trakcie wspdtuwalniania anion farmaceutyczny zostat
uwolniony w znacznie mniejszej ilosci (P. 5 — Fig. 3).

Podobnie jak w przypadku lekow jonowych uwalnianie leku niejonowego
zalezato silnie od matrycy jak rowniez od charakteru leku (rys. 14b). Najkorzystniejsza
matryca pod wzgledem ilosci uwolnionego ISO byt kopolimer G4 o najkrotszych
fancuchach bocznych, mniejszym stopniu szczepienia (DG =26 % mol.) oraz najwigkszej
zawartosci frakcji jonowej sposrod badanych uktadéow (Frmama = 43 % mol.). Z kolei,
leki trudno rozpuszczalne w wodzie, tj. RIF i TAZ, byly najlepiej uwalniane z uktadu
kopolimeru G6 o najdhuzszych tancuchach bocznych, wigkszym stopniu szczepienia
(DG = 46 % mol.), a przede wszystkim najmniejszej frakcji TMAMA (Frmama = 18 %
mol.). Kopolimer ten wykazywat tendencje do wyrzutu i efektywnego uwalniania lekow
zaré6wno na drodze dyfuzji jak 1 wymiany jonowej (P.3. - Tab.1.; P.5. - Tab. 1). Natomiast
dla wigkszosci uktadow nie stwierdzono tendencji wptywu obecnosci skoniugowanego
leku na ilo$¢ uwalnianego leku enkapsulowanego.

Podsumowujac, zaobserwowane tendencje potwierdzaja, ze podobnie jak
efektywno$¢ koniugacji 1 enkapsulacji leku, takze szybko$¢ uwalniania leku mozna
regulowaé poprzez strukture nosnika polimerowego, gdzie szczegdlng role odgrywa
gestos¢ rozmieszezenia tancuchdow bocznych w polimerze, ale rownoczesnie istotna jest

struktura i1 charakter zastosowanych lekéw oraz ich wspotoddzialywanie w matrycy.
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Rysunek 14. Procentowe ilo$ci uwolnionych lekow w uktadach pojedynczych vs.

skojarzonych dla lekéw a) jonowych b) niejonowych po 4 i 48 h.

3.7. Biologiczna ocena ukladow dostarczania lekow — badania cytotoksycznos$ci
P.6.; P.7.)

Zadowalajace wlasciwosci fizykochemiczne no$nikéw oraz zdolno$¢ uwalniania
transportowanych lekéw wymagaly dodatkowych badan zwigzanych z oceng
biologiczng. W zwigzku z tym przeprowadzono ewaluacje cytotoksycznosci uktadow
dostarczajacych leki, oparta na badaniach kolorymetrycznych z uzyciem bromku 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego (MTT) oraz analizie metodg cytometrii
przeplywowej obejmujace test apoptozy i analizy cyklu komérkowego. Z jednej strony,

stosowane nosniki polimerowe powinny spetnia¢ kryterium nietoksycznosci wobec
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traktowanych komorek/tkanek. Z drugiej strony, ze wzgledu na ostabienie uktadu
odporno$ciowego organizmu i towarzyszacy stan zapalny w wyniku przewlektej choroby
wywotanej réznymi patogenami, ostabione pluca moga by¢ podatne na rozwoj
nowotworow. W zwigzku z tym uktady lekow, ktore nie promujg wzrostu komorek
nowotworowych, przy jednoczesnej nietoksycznos$ci wobec komorek normalnych sg
szczegoOlnie pozadane. Z uwagi, ze otrzymane nosniki byly testowane pod katem
transportu lekow stosowanych w leczeniu dolnych dréog oddechowych, w tym gruzlicy,
do badania cytotoksycznosci uzyto model ludzkich komorek nabtonka oskrzeli
(BEAS-2B) oraz linii nowotworowych, tj. gruczolaka Iudzkiej linii komorek
podstawnych nabtonka pecherzykow ptucnych (A549) oraz niedrobnokomoérkowego raka
ptuc (H1299). Dodatkowo dla ukladéw kopolimeréw liniowych przeprowadzono
pomiary ekspresji genow dla interleukin IL6 1 ILS.

Badania przezywalnosci komorek wykazaty, ze zar6wno kopolimery szczepione
oraz liniowe wykazaly brak badz niska cytotoksyczno$¢ wobec linii BEAS-2B,
szczegolnie w zakresie wysokich stezen (P.6. - Fig. 2a; P.7. — Fig. 3a). Nizsze stezenia
badanych uktadéw nie wywotywaty cytotoksycznosci wobec tych komorek (rys. 15).
Podobng tendencje zauwazono dla koniugatow z lekami jonowymi. Dla przykladu
najwyzsze stezenia koniugatow PAS™ i PIP™ na bazie kopolimerdéw szczepionych
powodowaty spadek przezywalnos$ci o ok. 50%, jednak w przypadku nizszych stezen nie
obserwowano wigkszych zmian (rys. 15c,d) (P.6. — Fig. 2e; P.5. — Fig. 4). Koniugaty G2,
G4, G6, G7 z CLV™ promowaly wzrost komorek BEAS-2B, zwtaszcza w wysokich
stezeniach (rys. 15b) (P.6. — Fig. 2f). Ogodlna zalezno$¢ pomiedzy obecnosciag
enkapsulowanego 1 skoniugowanego leku w matrycy wskazywala na spadek
cytotoksycznosci w uktadach skojarzonych w poréwnaniu z uktadami pojedynczymi (dla
uktadu PAS7/ISO: P4. — Fig. 8; dla uktadu PIP7/TAZ: P.5. — Fig. 4). Zmierzono rowniez
procent powierzchni hodowli pokrytej komoérkami, zwany konfluencja, ktora jest
regulowana poprzez programowang S$mier¢ komorki. Badania te potwierdzity testy
przezywalnosci komorek, obrazujac w wigkszosci wzrost konfluencji w poréwnaniu
z komodrkami kontrolnymi (rys. 16) (P.4. - Fig. 9a,b; P.5. - Fig. 5,6; P.6. - Fig. 3a, 4b;
P.7. - Fig. 1, 2a).
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Rysunek 16. Konfluencja komérek BEAS-2B traktowanych kopolimerami szczepionymi

1 ich koniugatami oraz uktadami podwojnymi o stezeniu 100 pg/ml przez 72 godziny.

W badaniu cytotoksycznosci wobec linii nowotworowych, uklady oparte
na kopolimerach szczepionych wykazaty silng cytotoksyczno$¢ wobec komorek A549
przy najwyzszym badanych stezeniu (rys. 17) (P.6. — Fig. 2a). W odr6znieniu do
powyzszych no$nikow, kopolimery liniowe nie wykazaly cytotoksycznos$ci wzglgdem
komorek A549 1 H1299 (P.7. — Fig. 3a). Natomiast obecno$¢ PAS™, CLV™ lub PIP~
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w koniugatach  kopolimeréw  liniowych 1iszczepionych indukowal dzialanie
cytotoksyczne (P.6. — Fig. 2b,c; P.7. — Fig. 3b,c). Ponadto, analizy cytometryczne
wykazaty specyficzny sposob dziatania, podczas ktorych stwierdzono, ze w pordwnaniu
z komorkami kontrolnymi, wigksza liczba komorek A549 obumierata, gtownie w wyniku
martwicy (P.6. — Fig. 5, 6, S2; P.7. — Fig. 4, 5). Wyniki testu kolorymetrycznego zostaly
dodatkowo potwierdzone poprzez analiz¢ cyklu komorkowego (P.6. — Fig. 7; P.7. —
Fig. 6). W przypadku no$nikow bazujacych na polimerach liniowych pomiary ekspresji
genow dla interleukin IL6 1 IL8 potwierdzity selektywne dziatanie, przy czym uktady
koniugatow L1 z PAS™ i PIP™ nie uszkadzaly linii prawidlowej, a jednocze$nie

indukowaty proliferacje komorek nowotworowych (P.7. — Fig. 7, 8).
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Rysunek 17. Zywotno$¢ komorek A549 dla kopolimerow szczepionych i ich koniugatow
oraz uktadow podwojnych dla najwyzszego (100 pg/ml) i najnizszego badanego stezenia

(3,125 pg/ml) w poroéwnaniu z kontrolg (100%) po 72 godzinach inkubacji.

Podsumowujac, brak cytotoksycznosci badanych uktadéow polimerowych wobec
komorek normalnych 1 ich selektywne dziatanie poprzez negatywny wplyw na komorki
nowotworowe $wiadczg o duzym potencjale aplikacyjnym jako nowych alternatywnych
uktadow w leczeniu choréb ukladu oddechowego ze wzgledu na mozliwo$¢ ich

szerokiego zastosowania przeciwko patogenom lub komoérkom nowotworowym.
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4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W ramach przeprowadzonych badan zsyntezowano dobrze zdefiniowane
amfifilowe kopolimery szczepione i liniowe (dla poréwnania) na drodze kontrolowane;j
metody polimeryzacji rodnikowej. Kopolimery zawieraty jednostki estrowej pochodne;j
biokompatybilnej choliny wykazujacej aktywno$¢ biologiczng. Obecno$¢ grup
trimetyloamoniowych z przeciwjonami chlorkowymi w fancuchach bocznych
kopolimeréw szczepionych 1 tancuchu giéwnym liniowych analogdéw byta dogodna do
wprowadzenia anionéw farmaceutycznych o wlasciwosciach antybakteryjnych na drodze
reakcji wymiany jonowej. W tym celu do modyfikacji jednostek choliny w polimerach
wybrano sole sodowe lub potasowe zawierajace aniony farmaceutyczne, takie jak PAS™,
CLV~, FUS™ 1 PIP” otrzymujac szereg koniugatéw jonowych. Nosniki te przebadano pod
katem wlasciwosci fizykochemicznych jak réwniez mozliwosci efektywnego
transportowania lekéw. Zbadano wptyw struktury kopolimerow tj. stopnia szczepienia,
dlugosci tancuchow bocznych iilosci zawartych w nich jednostek jonowych
(w przypadku kopolimeréw szczepionych) badz dlugos$ci tancucha gléwnego i1 udziatu
jednostek jonowych (w kopolimerach liniowych), jak rowniez wptyw topologii polimeru
na zdolno$¢ do wymiany anionéw farmaceutycznych, enkapsulacji lekéw oraz ich
uwalniania.

Dowiedziono, ze réwnowage hydrofobowo-hydrofilowa, ilo$¢ leku zawartego
w matrycy oraz zdolno$¢ do tworzenia nanoczastek mozna regulowac poprzez strukturg
kopolimeru, jak roéwniez poprzez strukture 1 charakter leku. W przypadku kopolimerow
zawierajacych aniony chlorkowe CMC wzrastato wraz ze zwigkszeniem si¢ frakcji
jonowej w zakresie 0,055-0,079 mg/mL i 0,005-0,026 mg/mL odpowiednio dla
kopolimerow liniowych 1 szczepionych, przy czym mniejsze wartosci dla tych ostatnich
wskazuja na wigksza zdolno§¢ do samoorganizacji w roztworze wodnym. Wymiana na
aniony farmaceutyczne spowodowala zwigkszenie hydrofilowosci kopolimerow,
osiggajac wartosci 0,010-0,051 mg/ml dla uktadow z PAS~, 0,012-0,040 mg/ml po
wymianie na aniony CLV~, 0,012-0,025 mg/mL dla uktadéw z FUS™ oraz 0,041-0,073
mg/ml dla struktur z przeciwjonami PIP~. Wlasciwosci te zostaly dodatkowo
potwierdzone poprzez okreslenie katow zwilzania, ktére pozwolity zdefiniowac stopien
hydrofilowos$ci powierzchni badanych uktadow.

Koniugaty jonowe utworzone w wyniku efektywnej reakcji wymiany jonowej

zawieraly aniony farmaceutyczne w zadowalajacej ilosci terapeutycznej zarowno
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w polimerach szczepionych (DCcryv- = 66—100%; DCpas- = 31-64%; DCrus- = 32-52%;
DCprp- = 46-73%), jak tez ich analogach liniowych z wyjatkiem FUS™ (DCcrLyv- = 66—
95%; DCpas- = 59—82%; DCprp- = 43—48%; DCrus- < 11%).

Wiasciwosci amfifilowe kopolimerow szczepionych 1 ich koniugatow,
potwierdzone poprzez CMC, byty dogodne dla przeprowadzenia enkapsulacji wybranych
lekow przeciwbakteryjnych, tj. ISO, RIF i TAZ. W ten sposob na bazie kopolimerow
z przeciwjonem chlorkowym otrzymano uktady pojedyncze zawierajgce enkapsulowany
lek (DLCiso = 15-79%; DLCrir = 41-67%; DLCraz = 37-70%). Za$§ zastosowanie
koniugatow jonowych pozwolilo na otrzymanie uktadéw podwdjnych niosacych dwa
leki, tj. lek zwigzany jonowo ilek fizycznie oddziatujacy z matryca (PAST/ISO,
FUS7/RIF, PIP/TAZ). Zauwazono, ze obecno$¢ anionu farmaceutycznego miala
pozytywny wpltyw na efektywnos$¢ enkapsulacji drugiego leku (DLCiso = 55-85%;
DLCrir=50-80%; DLCrtaz=49-66%), gdyz w wickszosci przypadkéw DLC bylo wyzsze
dla uktadow podwojnych wzgledem pojedynczych.

Na podstawie eksperymentdw uwalniania in vitro w srodowisku PBS wykazano
zdolno$¢ badanych ukladow pojedynczych 1 podwdjnych do efektywnego
(wspotuwalniania transportowanych lekow. W przypadku nos$nikdéw bazujacych na
kopolimerach liniowych, proces uwalniania byt najbardziej efektywny dla koniugatow
z PAS™ (33-46%) 1 FUS™ (21-66%) niz z CLV™ i PIP™ (~10%), co byto spowodowane
specyfika roznorodnej sity przyciggania anionow do matrycy polimerowej. Wyrzut leku
z matrycy polimeru liniowego nastgpowal w pierwszej godzinie procesu, a nastepnie
uwalnianie przebiegalo ze znacznie mniejsza szybkoscig 1 trwato ok. 3-4 godzin, po czym
w wigkszo$ci obserwowano stan plateau.

W poréwnaniu do liniowych no$nikéw polimerowych przebieg uwalniania
z uktadéw kopolimerdw szczepionych byt wolniejszy 1 bardziej kontrolowany z uwagi na
wiekszg stabilno$¢ nanostruktur nieliniowych. Ponadto, wigksze ilosci leku anionowego
PAS™, FUS™ 1 PIP™ zostaty uwolnione z koniugatow stanowigcych uktady pojedyncze niz
z uktadéw podwojnych. Oznacza to, ze obecnos$¢ leku enkapsulowanego w rdzeniu
micelarnych nanoczastek spowodowala obnizenie ilosci uwolnionego leku anionowego
porownujac odpowiednio uktady pojedyncze vs. podwojne: PAS™ 36-37% vs. 20-30%;
FUS™ 45-81% vs. 31-55%; PIP™: 66-81% vs. 21-25%. Szybkos$¢ uwalniania leku
enkapsulowanego, podobnie jak w przypadku jonowego, silnie zalezata od struktury

kopolimeru, w szczegdlnosci od stopnia szczepienia tancuchdow bocznych, ale takze od
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charakteru leku i1 jego wspotoddziatywania w matrycy. Rozpuszczalny w wodzie ISO byt
uwalniany w najwigkszym stopniu z systemu o najwigkszej frakcji hydrofilowej
(Frmama 64 = 43 % mol.), z kolei leki trudnorozpuszczalne w wodzie (RIF 1 TAZ)
z uktadu o najmniejszej frakcji hydrofilowej (Frmama e = 18 % mol.). Obecnos¢ leku
jonowego w matrycy nie miata w wigkszo$ci przypadkdéw znaczacego wpltywu na
uwalnianie leku enkapsulowanego, porownujac odpowiednio uklady pojedyncze
vs. podwojne: ISO 16-61% vs. 17-29%; RIF 20-37% vs. 19-31%; TAZ 47-98 vs. 47-64%.
Badania cytotoksycznosci in vitro przeprowadzone z udzialem otrzymanych
no$nikow  polimerowych potwierdzity brak efektu cytotoksycznego na linig¢
prawidlowych komoérek BEAS-2B, przy czym koniugaty z PAS™, CLV", FUS™ i PIP~
wykazaty znikomy wplyw na zywotnos¢ komorek. Z kolei, badane uktady powodowaty
proliferacje komodrek nowotworowych A549. Wykazana selektywno$¢ dziatania
wigkszos$ci badanych uktadéw warunkowata brak znaczacych zmian dla linii komorek
prawidtowych oraz negatywny wptyw wobec komoérek nowotworowych.
Podsumowujac, w ramach niniejszych badan zostaty zaprojektowane kopolimery
szczepione z przeciwjonami farmaceutycznymi, ktore wydaja si¢ by¢ obiecujacymi
no$nikami z punktu widzenia fizykochemicznego i pod katem cytotoksycznosci. Obecne
jednostki choliny w matrycy polimeru i wprowadzone leki przeciwbakteryjne, sprawiaja,
ze uklady te moga znalezé potencjalne zastosowanie w leczeniu choréb drog
oddechowych, w tym gruzlicy, z uwzglednieniem terapii skojarzonej dostarczajac parg
synergistycznie dzialajacych lekow, przy jednoczesnym zapobieganiu rozwijania si¢
nowotworow. W przypadku zastosowania w terapii przeciwgruzliczej ich szybkie
dziatanie w efektywnym czterogodzinnym cyklu powinno zapewni¢ efektywny przebieg
leczenia. Jednak ich wykorzystanie wymaga dalszych testow obejmujacych szczegdtowe
badania biologiczne in vivo, ktore w pelni potwierdza mozliwo$¢ zastosowania

otrzymanych polimerowych uktadow dostarczania lekoéw w ludzkim organizmie.
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WYKAZ RYSUNKOW I TABEL:

Rysunek 1. Schematyczny szlak przeprowadzonych badan.

Rysunek 2. Schematy reakcji otrzymywania a) P(MMA-co-BIEM) jako MI, oraz
b) kopolimeru szczepionego, gdzie EBiB jest inicjatorem, CuBr/dNbpy lub CuCl/bpy jest
uktadem katalitycznym.

Tabela 1. Podstawowe parametry kopolimeréw szczepionych.

Rysunek 3. Schemat reakcji otrzymywania kopolimeru liniowego.

Tabela 2. Podstawowe parametry kopolimeréw liniowych.

Rysunek 4. Zaleznos$¢ sktadu kopolimeru od skladu poczatkowego mieszaniny
komonomerow.

Rysunek 5. Struktury anionéw farmaceutycznych: a) p-aminosalicylanu,
b) klawulanianu, c) piperacyliny oraz d) fusydanu.

Rysunek 6. Zestawienie zawartosci leku (DC) a) dla wszystkich badanych koniugatow
kopolimeréw szczepionych, b-¢c) DC w korelacji z zawartoscia frakcji jonowej Frmama
i d-e) dlugoscia tancucha zawierajacego jednostki TMAMA.

Rysunek 7. Wartosci krytycznego stezenia micelizacji (CMC) a) kopolimerow
szczepionych G1-G4 oraz ich koniugatow z lekami, b) kopolimeréw liniowych L1-L3
oraz ¢) kopolimerdow szczepionych G5-G8 oraz ich koniugatow z lekami.

Rysunek 8. Katy zwilzania (WCA) dla kopolimerow a) G1-G4 o mniejszym stopniu
szczepienia i ich koniugatéw b) L1-L3 i ich koniugatéw oraz c) G5-G8 o wigkszym
stopniu szczepienia i ich koniugatdow wyznaczone metoda goniometryczna.

Rysunek 9. Przykladowe profile uwalniania dla poréwnania uklady w oparciu
0 a) kopolimery szczepione oraz b) liniowe.

Rysunek 10. Ilosci uwolnionych lekoéw jonowych dla uktadéw a) szczepionych
b) liniowych.

Rysunek 11. Struktury lekéw niejonowych a) izoniazydu, b) ryfampicyny,
¢) tazobaktamu.

Rysunek 12. Zawartosci lekéw niejonowych w uktadach pojedynczych oraz zawarto§¢
lekéw niejonowych w uktadach podwdjnych vs. zawarto$ci anionow.

Rysunek 13. Srednice hydrodynamiczne (Dh) nanoczastek polimerowych wyznaczone
metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) dla uktadéw podwojnych.

Rysunek 14. Procentowe ilosci uwolnionych lekéw w ukltadach pojedynczych vs.

skojarzonych dla lekow a) jonowych b) niejonowych po 4 1 48 h.
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Rysunek 15. Zywotnos¢ komoérek BEAS-2B dla kopolimeréw szczepionych i ich
koniugatow oraz ukladéow podwojnych dla najwyzszego (100 pg/ml) 1 najnizszego
badanego stezenia (3,125 pg/ml) w poréwnaniu z kontrola (100%) po 72 godzinach
inkubacji.

Rysunek 16. Konfluencja komérek BEAS-2B traktowanych kopolimerami szczepionymi
1 ich koniugatami oraz uktadami podwojnymi o stezeniu 100 pg/ml przez 72 godziny.
Rysunek 17. Zywotno$é komorek A549 dla kopolimeréw szczepionych i ich koniugatow
oraz uktadow podwojnych dla najwyzszego (100 pg/ml) i najnizszego badanego stezenia

(3,125 pg/ml) w poroéwnaniu z kontrolg (100%) po 72 godzinach inkubacji.

68



