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CEL I ZAKRES BADAN

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej byto opracowanie nowych
uktadow polimerowych jako nanono$nikow lekéw bazujacych na polimerach szczepionych,
ktére zawieraly jednostki cholinowej cieczy jonowej (IL), tj. chlortku [2-
(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowego (TMAMA). W zwigzku z tym za pomoca
kontrolowanej polimeryzacji z przeniesieniem atomu (ATRP) otrzymano dobrze zdefiniowane
kopolimery, ktore réznity si¢ liczbg tancuchow bocznych, czyli stopniem szczepienia, ich
dhlugoscia, czyli stopniem polimeryzacji oraz zawartoscia TMAMA. Dla pordwnania
zsyntezowano roéwniez analogiczne kopolimery liniowe. Obecno$¢ anionéw chlorkowych,
zarowno w kopolimerach szczepionych, jak i liniowych, wykorzystano w reakcji wymiany
jonowej, aby wprowadzi¢ leki w formie jonowej (aniony farmaceutyczne). Wedtug tej strategii
polimery chlorkowe mogty shluzy¢ jako uniwersalne matryce do uzyskania koniugatow
jonowych polimer-lek.

Drugim istotnym watkiem badawczym bylo wykorzystanie amfifilowego charakteru
otrzymanych kopolimeréw jako no$niki micelarne w enkapsulacji lekéw w formie niejonowe;.
W wyniku potaczenia obydwu tych strategii, tj. wymiany anionowej i enkapsulacji, z udzialem
polimeréow szczepionych zostaty otrzymane micelarne uktady koniugatéw jonowych jako
uktady podwdjne do terapii skojarzonej transportujace dwa leki o dziataniu synergistycznym,
ktore w rézny sposob s3 zwigzane z matrycg polimerowa (jonowe wigzanie vs. fizyczne
oddziatywanie). Badane uktady ukierunkowano na transport lekow stosowanych w leczeniu
chorob dolnych drog oddechowych, w tym gruzlicy. Obok podstawowej charakterystyki
fizykochemicznej polimerow, zbadano wptyw parametréw strukturalnych no$nika na szybkos¢
uwalniania leku, jak rdGwniez oceniono cytotoksyczno$¢ uktadow.

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

. Koniugaty polimeréw z anionami farmaceutycznymi: p aminosalicylanu (PAS"),
klawulanianu (CLV"), piperacyliny (PIP7), fusydanu (FUS"),

. Micele polimeréw chlorkowych z enkapsulowanym lekiem w formie niejonowej:
izoniazyd (ISO), tazobaktam (TAZ), ryfampicyna (RIF),

. Micelarne uklady koniugatéw polimerowych do transportu pary lekow
(jonowy/niejonowy): PAST/ISO, PIP7/TAZ, FUS/RIF.
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PODSUMOWANIE WKEADU WELASNEGO DOKTORANTKI

Udziatl w opracowaniu koncepcji i planu badawczego; przeprowadzenie syntezy prekursorow
makroinicjatora, makroinicjatorow oraz polimerow liniowych i szczepionych; otrzymanie
koniugatéw, miceli oraz konigatow micelarnych jako nos$nikow lekow zawierajacych jeden
badz dwa rodzaje lekdéw; przeprowadzenie charakterystyki fizykochemicznej otrzymanych
polimeréw oraz nosnikéw; przeprowadzenie badan uwalniania lekow; przeprowadzenie badan
biologicznych; opracowanie, analiza i interpretacja wynikow; przygotowanie oryginalnych
projektow manuskryptéw publikacji; Stypendystka - wykonawca badan w ramach programu
OPUS (grant nr 2017/27/B/ST5/00960; 2019-2022).

Oswiadczenia wspoétautoréw publikacji szczegotowo okreslajace ich indywidualny wktad
autorski znajdujg si¢ w zatgcznikach do niniejszej rozprawy.



OPIS PRZEDMIOTU BADAN, WYNIKI I WNIOSKI

Synteza kopolimerow metodg ATRP (P.1.; P.2.)

W ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowano innowacyjne systemy polimerowe
jako nonosniki lekow do zastosowania w terapii przeciwbakteryjnej choréb dolnych drog
oddechowych, wykorzystujace kopolimery szczepione zawierajace jednostki cholinowej cieczy
jonowej, tj. chlorku [2-(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowego (TMAMA), ktory jest
znany ze swojej aktywnosci biologicznej. Do otrzymania dobrze zdefiniowanych kopolimerow
szczepionych wykorzystano kontrolowang polimeryzacje z przeniesieniem atomu (ATRP).
Jonowa struktura TMAMA umozliwita przeprowadzenie wymiany jonowej anionu
chlorkowego na aniony farmaceutyczne zwigkszajac aktywnos$¢ biologiczng systemow.
Jednoczes$nie zastosowanie komonomeru TMAMA o charakterze hydrofilowym w réznych
proporcjach wyjsciowych (TMAMA/MMA=25/75, 50/50, 75/25) pozwolito na osiaggnigcie
zroznicowanego balansu hydrofilowo-hydrofobowego w badanych uktadach polimerowych.
Poréwnawczo przeprowadzono seri¢ badan z udziatem analogowych polimeréw liniowych.
Badania no$nikow obejmowaty dobrze zdefiniowane kopolimery o zr6znicowanej topologii,
tj. szczepione G1-G8 vs. liniowe L1-L3, ktére zsyntezowano przy uzyciu réznych uktadéw
inicjujacych (inicjator vs. makroinicjator). Kopolimery szczepione G1-G8 zostaly otrzymane
w wyniku dwuetapowej reakcji kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem
atomu (ATRP) (rys.1, tab.l1). Natomiast kopolimery liniowe L1-L3 o wzorze ogdélnym
P(MMA-co-TMAMA) otrzymano na drodze jednoetapowej reakcji ATRP (rys.2, tab.2).
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Rysunek 1. Schematy reakcji otrzymywania a) P(MMA-co-BIEM) jako MI, oraz
b) kopolimeru szczepionego, gdzie EBiB jest inicjatorem.



Tabela 1. Podstawowe parametry kopolimeréw szczepionych.

“i%\ TMAMA/ DG » Mn x 103
A\ MMA DP n e (mol.%) DPSC F‘l‘MAMA (mOL A’) (g/mol)
Gl 25/75 115 1,68
70 65 50 3
G2 25/75 42 169 1,90
186 48 26 60 48 40
G3 50/50 50 244 131
G4 50/50 40 30 273 115
30 24
G5 25/75 20 16 1* 554 124
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Rysunek 2. Schemat reakcji otrzymywania kopolimeru liniowego.
Tabela 2. Podstawowe parametry kopolimeréw liniowych.
Mn X
M TMAMA/MMA DP, Fraans (mol.%) 1073 P
(g/mol)
L1 25/75 526 L 47 1,74
600 477 80 ,
370 49
400 60
12 50/50 uaPr- 73 1,36
200 ,
20
0 0
L3 75/25 ¥ i3 L3 L1 L2 L3 96 1,27
Wigkszo$¢ kopolimerow charakteryzowata si¢ waskim rozrzutem cigzarow

czasteczkowych okre§lonych na drodze chromatografii zelowej GPC (dla kopolimerow
szczepionych B = 1,03-1,90, dla kopolimerow 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).



Wymiana anionow chlorkowych w polimerze na aniony farmaceutyczne — otrzymywanie
koniugatow jonowych (P.1.; P2.; P3.; P.5.)

W wyniku reakcji wymiany jonowej otrzymano koniugaty jonowe PIL-lek. Do badan
wybrano sole sodowe lub potasowe zawierajace nastepujace aniony: p-aminosalicylan (PAS™),
klawulanian (CLV"), fusydan (FUS") oraz piperacylina (PIP7). Reakcj¢ wymiany oraz ilo$¢
wprowadzonego leku do matrycy polimerowej posrednio analizowano w oparciu o zawarto$¢
leku (ang. Drug content, DC), ktérag okreslono na podstawie widm UV-Vis. Zarowno topologia
1 struktura kopolimeru, jak rowniez struktura leku znaczaco wptywaly na wartosci DC, o czym
$wiadcza roznice dla uktadow o podobnej zawartosci frakeji jonowej (rys. 3). Biorac pod uwage
strukture kopolimeru - zawarto$¢ frakcji hydrofilowej oraz stopien szczepienia odgrywaty
kluczowa role w efektywnos$ci reakcji wymiany na lek. Zauwazono, ze im wigkszy udziat
frakcji jonowej, przy jednoczesnym luzniejszym rozktadzie tancuchéw bocznych w polimerze,
tym osiagnigto lepsze rezultaty DC dla CLV™, PAS™1 FUS™, co w szczegdlnosci zaobserwowano
dla kopolimeru G4. Odwrotng zalezno$¢ odnotowano dla uktadoéw z PIP™, w ktorych wigksze
zageszezenie tancuchow bocznych oraz nizsze Frmama prowadzito do wyzszych wartosci DC,
jak w przypadku kopolimeru G6, za$ dla pozostatych kopolimeréw G4 i G7 wartosci DC byly
dwukrotnie mniejsze niz dla CLV.
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Rysunek 3. Zestawienie zawarto$ci leku (DC) a) dla wszystkich badanych koniugatow
kopolimeréw szczepionych, b-c) DC w korelacji z zawartoscig frakeji jonowej Frmama 1 d-€)
dlugos$ciag tancucha zawierajacego jednostki TMAMA.

W przypadku liniowych kopolimerow (rys. 3¢, €) (P.2.—Tab. 2.; Fig. 4) DC CLV™1 PAS™
byty najwyzsze dla uktadu o $redniej wartosci Frmama oraz dtugosci tancucha (L2). Wyzsza
zawarto$¢ hydrofobowych jednostek ograniczalta wprowadzanie leku do matrycy,
co skutkowato nizszymi warto$ciami DC. Zauwazono, ze im wigksza byta zawartos$¢ jednostek
hydrofobowych w kopolimerach liniowych, a tym samym ich luzniejsze rozmieszczenie
w tancuchu, tym wyzsze DC osiaggni¢to sugerujac lepsza dostepnos¢ do jonowych ugrupowan.



Analogicznie do ukltadoéw szczepionych, DC PIP™ bylo wyzsze dla mniej hydrofilowych
uktadow o wiekszych dtugosciach tancuchow.

Zachowanie polimerow i ich koniugatow w srodowisku wodnym (P.1.; P.2.; P3.; P.5.)

Powstate koniugaty na bazie kopolimeréw liniowych w roztworze wodnym formowaty
nanoczastki o wielkosciach 9-306 nm. Z kolei kopolimery szczepione z przeciwjonem
chlorkowym tworzyty struktury osiggajace $rednice hydrodynamiczne (Dn) o rozmiarach 18-
368 nm. Ich koniugaty z PAS™ 1 CLV™ posiadaty podobne rozmiary, odpowiednio 23-354 nm,
18-357 nm. Koniugaty FUS™ tworzyly nieco mniejsze czastki w zakresie 26-208 nm, a wymiana
z PIP™ spowodowata wzrost wartosci Dy, 0siggajac rozmiary miedzy 20-451 nm.

Zdolno$¢ otrzymanych kopolimeréw szczepionych i liniowych do formowania
nanoczastek potwierdzono poprzez krytyczne stezenie micelizacji (CMC), ktore okreslono
zarowno dla kopolimeréw z przeciwjonem chlorkowym, jak rowniez wybranych koniugatow
z lekami (rys. 4). Wartosci CMC wyznaczano na podstawie zmierzonego napigcia
mi¢dzyfazowego (IFT). Najwyzsze wartosci CMC odnotowano dla kopolimerow G7 i G8
charakteryzujacych si¢ gesciejszym rozmieszczeniem lancuchéw bocznych 1 wysoka
zawartoscig frakcji TMAMA w tancuchach bocznych (DG=46 % mol.; Frmama=39 146 % mol.
odpowiednio dla G7 1 G8) oraz kopolimeru L3 o najdtuzszym tancuchu i najwigkszej
zawartosci frakcji jonowej (DPh=396; Frmama=75 % mol.). Po wymianie na PAS™, CLV™1 PIP~
w polimerach szczepionych odnotowano wzrost CMC. W przypadku FUS™, dla kopolimeru
o nizszym DG wymiana leku spowodowata wzrost wartosci CMC (0,013 vs. 0,025 mg/mL przy
DG = 26 % mol.), podczas gdy wartosci CMC nie zmienity si¢ dla kopolimeréw o wyzszym
stopniu szczepienia (DG = 46 % mol.), co spowodowane bylo bardziej hydrofobowym
charakterem leku, jak rowniez warto$cig DC w koniugacie FUS, ktora byta prawie dwukrotnie
wyzsza dla G4 w poroéwnaniu z G6 1 G7.

Za pomocg goniometru zostat takze wyznaczony kat zwilzania (WCA) powierzchni
warstwy polimerowej, ktory moze zmieniac si¢ ze wzgledu na strukture matrycy polimerowej,
jak 1 charakter wprowadzonego leku (rys. 5). Zauwazono, ze wraz ze zwigkszeniem si¢ stopnia
szczepienia 1 jednoczesnie Frmama, wartosci WCA zmniejszaty si¢, wskazujac na wzrastajaca
hydrofilowos$¢ uktadow. Podobnie w przypadku kopolimeréow liniowych, zwilzalno$¢ wzrastata
wraz z zawarto$cig frakcji TMAMA. Ponadto, warstwy kopolimerow liniowych w poréwnaniu
ze szczepionymi wykazywaty wieksza hydrofilowos¢, co moze by¢ spowodowane przewaga
jednostek o charakterze hydrofobowym, a jednoczesnie duzo dtuzszymi tancuchami bocznymi
w kopolimerach szczepionych. Wymiana jonowa na aniony farmaceutyczne w kopolimerach
szczepionych spowodowata zmniejszenie si¢ wartosci WCA, co oznacza, ze w tym przypadku
koniugowane leki zwigkszaty solubilizacj¢ ukladéw. Odwrotna zalezno$¢ po wprowadzeniu
lekéw w postaci jonowej do matryc opartych na kopolimerach liniowych, wynika z braku
wystepowania efektu separacji fazowej, ktora nastgpuje w kopolimerach szczepionych ze
wzgledu na hydrofobowy tancuch gtowny. Obserwacje te potwierdzaja, ze topologia, parametry
strukturalne, dtugos¢ tancuchéw a rownoczesnie charakter chemiczny leku miaty znaczacy
wplyw na zwilzalno$¢ warstw kopolimeréw.
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Rysunek 4. Warto$ci krytycznego stezenia micelizacji (CMC) a) kopolimeréow szczepionych
G1-G4 oraz ich koniugatéow z lekami, b) kopolimerow liniowych L1-L3 oraz c) kopolimerow
szczepionych G5-G8 oraz ich koniugatow z lekami.
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Rysunek 5. Katy zwilzania (WCA) dla kopolimerow a) G1-G4 o mniejszym stopniu
szczepienia 1 ich koniugatow b) L1-L3 i ich koniugatow oraz ¢) G5-G8 o wigkszym stopniu
szczepienia 1 ich koniugatow wyznaczone metodg goniometryczng.



Uwalnianie koniugowanego leku w postaci anionu farmaceutycznego (P1.; P2.; P3.; P.5.)

Proces uwalniania in vitro skoniugowanych jonowo lekow przeprowadzono w buforze
fosforanowym (PBS, pH= 7,4, 37°C). Uwalnianie prowadzono przez 72 h, jednakze efektywny
proces mozna bylo odnotowa¢ do 4 godzin, po czym nastgpowalo wolniejsze uwalnianie
trwajace do 24-48 godzin. Uwalnianie leku, podobnie jak jego wcze$niejsze wprowadzenie,
silnie zalezato od struktury polimeru, w tym topologii i ilo$ci grup jonowych, a w przypadku
kopolimeréw szczepionych takze od stopnia szczepienia. Ponadto, zauwazono zwigzek
pomiedzy rodzajem skoniugowanego anionu farmaceutycznego a szybkoscig uwalniania leku.

Z uwagi nawigkszag zawade steryczng aniondw FUS™ 1 PIP™ rozmieszczonych
w tancuchach bocznych, uwalnianie tych lekéw zachodzilo z wyraznie mniejsza szybkoscia
(rys. 6). Sposrod badanych uktadéw niniejsze leki uwalniaty si¢ w najwiekszej ilosci dla probki
G6, ktora posiadata gesto rozmieszczone tancuchy boczne, jednoczesnie przy najmniejszej
zawartosci frakcji hydrofilowej. Z kolei, mniejszy stopien szczepienia byt bardziej korzystny
dla uwalniania lekow tworzacych mniejsza zawadg steryczna, tj. PAS™ 1 CLV™, co warunkowato
szybsza dyfuzje leku, gdzie juz po 4 godzinach wigkszo$¢ substancji aktywnej zostata
uwolniona.

Proces uwalniania z kopolimerow liniowych jako uktadow do poréwnania efektywnosci
dostarczania lekow jonowych, byt najkorzystniejszy dla PAS™ pod wzglgdem procentowe;j
ilosci uwolnionego leku jak rowniez wyjsciowej zawartosci leku. Podobnie, FUS™ okazat si¢
dogodnym lekiem do uwalniania z polimeroéw liniowych, jednakze mata wartos¢ DC
generowata male stg¢zenie uwolnionego leku. Z kolei, uwalnianie CLV™ i1 PIP™ ztych
kopolimerow przebiegto ze znacznie mniejsza wydajnoscia, sugerujac silniejsze oddziatywania
tych anionow farmaceutycznych z matrycg polimeru tworzace stosunkowo stabilne pary
jonowe.
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Rysunek 6. [losci uwolnionych lekéw jonowych dla uktadéw szczepionych.



Enkapsulacja lekow — uktady oparte na kopolimerach szczepionych i ich koniugatach
(P3.; P4.; P5.)

Z uwagi na wykazane zdolno$ci do samoorganizacji w roztworach wodnych
kopolimeréw szczepionych wykorzystano je do enkapsulacji leku fizycznie oddzialujacego
z matrycg polimerowa. W przypadku kopolimerdéw z przeciwjonem chlorkowym zaladowanie
leku prowadzito do uzyskania uktadéw pojedynczych transportujacych jeden rodzaj leku.
Szczegdlnym podejéciem byla enkapsulacja lekéw w samoorganizujacych si¢ koniugatach
z przeciwjonem farmaceutycznym, w wyniku czego uzyskano uklady podwdjnie aktywne
z parg wspotdziatajacych lekéw, tj. jonowego potaczonego za pomoca wigzania chemicznego
oraz niejonowego oddziatujagcego w sposob fizyczny z matrycg polimeru.

W tym celu wybrano trzy modelowe leki, tj. izoniazyd (ISO), ryfampicyna (RIF) oraz
tazobaktam (TAZ). Efektywno$¢ procesu enkapsulacji podczas samoorganizacji wybranych
kopolimeréw szczepionych i ich koniugatow oceniono na podstawie zawartosci zatadowanego
leku (ang. Drug-Loading Content, DLC) (rys. 7). Zanotowano pozytywny wptyw obecnosci
anionu farmaceutycznego na efektywno$¢ enkapsulacji. Ponadto zauwazono $cistg zalezno$¢
stopnia szczepienia oraz charakteru leku na efektywno$¢ enkapsulacji. Hydrofilowy lek ISO
byt znacznie lepiej enkapsulowany przez uklady o wigkszym stopniu szczepienia, tj. G6 1 G7,
w porownaniu z G4. Z kolei, enkapsulacja lekéw trudno rozpuszczalnych w wodzie, tj. RIF
1 TAZ okazata si¢ bardziej efektywna w uktadach G4 o mniejszym stopniu szczepienia.
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze rodzaj leku niejonowego w korelacji z parametrami
strukturalnymi matrycy polimerowej wplywa na wartosci DLC.

a) WISO OPAS WRIF WFUS 4TAZ wp-  0) @ISO HPAS- WRIF UFUS- WTAZ  LIPIP-
90 © 90
80 » 80 73
70 67 66 70 66
60
5 60 5 53 o &0 55 53 A
é 52 B é ) J 50
8 50 g 50 0
G 40 36 S 40 37 87 38
—
|30 Z |30
20 15 g 20
10 I ? 10
0 Z 0
G4 G4_PAS™ G4_FUS™ G4 _PIP™ G6 G6_PAS™ G6_FUS™ G6_PIP™
) @ISO @PAS- WRIF  WMFUS- WTAZ  LPIP-
90 ;
g0 7 :
70
60
~ 60
S 49
(&) 50 44 6
8 41 - |
Q40 32 |
|30 |
20 |
10
0
G7 G7_PAS G7_FUS™ G7_PIP~

Rysunek 7. Zawartosci lekow niejonowych w uktadach pojedynczych oraz zawartos$¢ lekow
niejonowych w uktadach podwdjnych vs. zawarto$ci anionow.

Badania wielkos$ci nanoczgstek uktadow podwojnych utworzonych w roztworze
wodnym wykazaty, ze w porownaniu z uktadami pojedynczymi (rozdz. 3.3) tworzyly mniejsze
struktury (rys. 8), tj. 30-175 nm dla uktadéw PAS7/ISO i1 31-184 nm dla uktadow FUS/RIF.
Podobny efekt uzyskano dla uktadow PIP7/TAZ, ktérych rozmiary czastek osiggaty 24-192 nm,



aczkolwiek wykazywaly one wigksza tendencje do agregacji, na co wskazywata obecno$¢
znaczacej frakcji >500 nm (46%), podczas gdy w przypadku pozostalych uktadow agregaty
wystepowaty wylacznie w matych ilosciach (<10%). Przedstawiony komentarz dotyczy
przewazajacych frakcji.
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Rysunek 8. Srednice hydrodynamiczne (Dh) nanoczastek polimerowych wyznaczone metoda
DLS dla uktadow podwojnych.

Uwalnianie lekow niejonowych oraz wspotuwalnianie pary lekow
o synergistycznym dziataniu (P.3.; P4.; P5.)

Proces uwalniania in vitro, podobnie jak w przypadku koniugatow z anionem
farmaceutycznym, przeprowadzono w warunkach imitujacych $rodowisko  pltynow
ustrojowych, czyli w roztworze PBS (pH=7.4, 37°C). Otrzymane wyniki wykazaty, ze obecnos¢
enkapsulowanego leku wplyneta na ograniczenie ilosci uwolnionego leku jonowego,
w porownaniu z uktadami pojedynczymi niosgcymi aniony farmaceutyczne (rys. 9a).



Najwigksze roznice byty odnotowane w przypadku uwalniania PIP~, gdzie po enkapsulacji leku
w trakcie wspoluwalniania anion farmaceutyczny zostal uwolniony w znacznie mniejszej
ilosci.

Podobnie jak w przypadku lekéw jonowych uwalnianie leku niejonowego zalezato
silnie od matrycy jak rowniez od charakteru leku (rys. 9b). Najkorzystniejsza matryca pod
wzgledem ilosci uwolnionego ISO byt kopolimer G4 o najkrétszych tancuchach bocznych,
mniejszym stopniu szczepienia oraz najwiekszej zawartosci frakeji jonowej sposréd badanych
uktadow. Z kolei, leki trudno rozpuszczalne w wodzie, tj. RIF i TAZ, byly najlepiej uwalniane
z uktadu kopolimeru G6 o najdluzszych tancuchach bocznych, wiekszym stopniu szczepienia,

a przede wszystkim najmniejszej frakcji TMAMA.
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Rysunek 9. Procentowe ilo$ci uwolnionych lekéw w uktadach pojedynczych vs. skojarzonych
dla lekéw a) jonowych b) niejonowych po 4 1 48 h.

Biologiczna ocena ukladow dostarczania lekéow — badania cytotoksycznosci (P.6.; P.7.)

Przeprowadzono ewaluacje cytotoksycznosci uktadéw dostarczajacych leki, oparta na
badaniach  kolorymetrycznych z uzyciem bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazoliowego (MTT) oraz analizie metodg cytometrii przeptywowej obejmujace test
apoptozy i analizy cyklu komorkowego. Z uwagi, ze otrzymane nosniki byly testowane pod
katem transportu lekéw stosowanych w leczeniu dolnych dréog oddechowych, w tym gruzlicy,
do badania cytotoksycznosci uzyto model ludzkich komoérek nabtonka oskrzeli (BEAS-2B)
oraz linii nowotworowych, tj. gruczolaka ludzkiej linii komorek podstawnych nablonka
pecherzykéw plucnych (A549) oraz niedrobnokomoérkowego raka ptuc (H1299). Dodatkowo
dla uktadéw kopolimeréow liniowych przeprowadzono pomiary ekspresji genow dla interleukin



IL6 1 IL8. Badania cytotoksycznos$ci in vitro przeprowadzone z udzialem otrzymanych
nos$nikow polimerowych potwierdzity brak efektu cytotoksycznego na lini¢ prawidlowych
komorek BEAS-2B, przy czym koniugaty z PAS™, CLV~, FUS™ i PIP” wykazaty znikomy wplyw
na zywotno$¢ komorek. Z kolei, badane uktady powodowaly proliferacje komorek
nowotworowych A549 1 H1299. Wykazana selektywnos$¢ dziatania wiekszosci badanych
uktadow warunkowata brak znaczacych zmian dla linii komorek prawidlowych oraz negatywny
wplyw wobec komorek nowotworowych.

Podsumowanie i wnioski

Zastosowanie uktadow kopolimerow szczepionych pozwolito na wolniejszy i1 bardziej
kontrolowany przebieg uwalniania, z uwagi wigkszej trwatosci struktury micelarne;j,
w porownaniu z uktadami opartymi na splatanych tancuchach kopolimeréow liniowych.

Odpowiednio duza ilos¢ wprowadzonego leku do tancuchéw i1 jego uwolnienie
w zadowalajacej ilosci procentowej ostatecznie zapewniato wzglednie wysokie stezenie leku
uwolnionego z kopolimerdéw szczepionych, co moze gwarantowac skutecznos$¢ terapii.

Efektywno$¢ koniugacji i enkapsulacji leku, a takze szybko$¢ uwalniania leku
(Jjonowego oraz niejonowego) mozna regulowac poprzez struktur¢ nosnika polimerowego,
gdzie szczegdlng role odgrywa gestos$¢ rozmieszezenia tancuchow bocznych w polimerze, ale
rownoczesnie istotna jest struktura 1 charakter zastosowanych lekow oraz ich
wspotoddziatywanie w matrycy.

Badania cytotoksycznosci in vitro przeprowadzone z udziatem otrzymanych nos$nikéw
polimerowych wykazaly znikomy wplyw na normalne linie komodrkowe BEAS-2B
i proliferacje¢ komoérek nowotworowych A549. Bioragc pod uwage, ze ostabiony
immunologicznie organizm jest podatny na rozwdj nowotworow, efekt selektywnego dziatania
systemOw dostarczania lekow jest niezwykle pozadany. To $§wiadczy o duzym potencjale
aplikacyjnym jako nowych alternatywnych uktadow w leczeniu choréb uktadu oddechowego
ze wzgledu na mozliwo$¢ ich szerokiego zastosowania przeciwko patogenom lub komoérkom
nowotworowym.

Obecne jednostki choliny w matrycy polimeru 1 wprowadzone leki przeciwbakteryjne,
sprawiaja, ze uklady te moga znalez¢ potencjalne zastosowanie w leczeniu choréb drog
oddechowych, w tym gruzlicy, z uwzglednieniem terapii skojarzonej dostarczajac pare
synergistycznie dziatajacych lekow, przy jednoczesnym zapobieganiu rozwijania si¢
Nnowotworow.

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 szczegdélowe badania
biologiczne in vivo, ktore w petni potwierdza mozliwo$¢ zastosowania otrzymanych
polimerowych uktadow dostarczania lekéw w ludzkim organizmie.

Podsumowujgc, w ramach niniejszych badan zostaly zaprojektowane kopolimery
szczepione z przeciwjonami farmaceutycznymi, ktére wydaja si¢ by¢ obiecujacymi nosnikami
z punktu widzenia fizykochemicznego i pod katem cytotoksycznosci.



