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Terapia genowa to szczego lna gałąz  wspo łczesnej medycyny, pozwalająca na leczenie 

choro b na poziomie geno w, a kluczem do jej skutecznos ci jest opracowanie wydajnych 

i bezpiecznych nos niko w (tzw. wektoro w) materiału genetycznego. W ostatnim czasie duz ym 

zainteresowaniem cieszą się niewirusowe wektory w szczego lnos ci otrzymywane na bazie 

kationowych surfaktanto w, lipido w czy polimero w. Mają one istotną przewagę nad stosowanymi 

od lat wirusowymi wektorami (np. opartymi na retro- i adenowirusach), kto rym zarzuca się, z e 

mogą wywoływac  efekty uboczne w postaci np. cytotoksycznos ci, silnej odpowiedzi 

immunologicznej czy onkogennos ci. Niewirusowe wektory do transfekcji efektywnie wiąz ą się z 

materiałem genetycznym, mają niemal nieograniczoną pojemnos c , są łatwe i tanie w produkcji, a 

przy tym są bezpieczne dla organizmu (niska immunogennos c ). Niewirusowym nos nikom, 

zarzuca się natomiast niską wydajnos c  transfekcji, jednak problem ten moz na łatwo rozwiązac  

poprzez odpowiednią modyfikację nos nika.  

Dobrym kandydatem na niewirusowy nos nik są kationowe surfaktanty trimeryczne, kto re 

ze względu na zwielokrotniony ładunek elektryczny i liczbę łan cucho w alkilowych, wykazują 

zdecydowanie lepsze włas ciwos ci od swoich monomerycznych odpowiedniko w np. kompleksują 

materiał genetyczny przy niz szym stęz eniu, tym samym moz na obniz yc  potencjalne efekty 

cytotoksyczne.  

Innym sposobem redukcji potencjalnych efekto w cytotoksycznych nos niko w na bazie 

surfaktanto w trimerycznych moz e byc  wprowadzenie do systemu lipido w, kto re naturalnie 

występują w błonach biologicznych. Opro cz obniz enia efekto w cytotoksycznych i zwiększenia 

biokompatybilnos ci nos nika, dodatek lipido w moz e ro wniez  poprawic  wydajnos c  transfekcji do 

komo rek z ywych.  

Gło wnym celem niniejszej pracy było otrzymanie i charakterystyka systemo w na bazie 

kationowych surfaktanto w trimerycznych i formulacji lipidowych pod kątem ich potencjalnego 

zastosowania jako niewirusowych nos niko w do terapii genowej. W pracy badano układy na bazie 

surfaktanto w trimerycznych (ro z niących się częs cią polarną), formulacji lipidowych (DMPC – 

oznaczony jako L1, DMPC/DOPE – L2, DMPC/DPPC/DOPE – L3) i DNA o ro z nej długos ci.  

Ze względu na innowacyjnos c  badanych w pracy surfaktanto w trimerycznych,  

w pierwszej kolejnos ci zdecydowano się przeprowadzenie badan  pod kątem ich zdolnos ci do 

agregacji i micelizacji. W tym celu zastosowano metody pomiarowe: konduktometrię, 

spektroskopię UV-Vis, spektroskopię fluorescencji, dynamiczne rozpraszanie s wiatła (DLS) oraz 

małokątowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS). Badane surfaktanty 

trimeryczne ro z niły się budową częs ci polarnej, w kto rej skład wchodziła czwartorzędowa so l 

amoniowa, ugrupowanie imidazoliowe lub benzimidazoliowe. Wyniki pomiaro w krytycznego 

stęz enia agregacji CAC oraz krytycznego stęz enia micelizacji CMC, wykazały, z e uzyskane wartos ci 

są znacznie niz sze niz  dla monomerycznych analogo w surfaktanto w, a istotny wpływ na wartos c  

CMC i CAC ma obecnos c  struktur aromatycznych w budowie surfaktantu.   

Na podstawie wyniko w badan  przy uz yciu spektroskopii w podczerwieni  

z transformatą Fouriera (FTIR) oraz ro z nicowej kalorymetrii skaningowej (DSC), wyznaczono 

parametry termodynamiczne przemian fazowych badanych fosfolipido w, takie jak: temperatura 

przejs cia fazowego, zakres przemiany fazowej, entalpia przemiany. Badania DSC oraz FTIR 



wykazały, z e w wieloskładnikowych układach lipidowych wzrasta płynnos c  błony lipidowej, co 

moz e poprawiac  włas ciwos ci fuzyjne nos nika z z ywą komo rką.  

W układach typu lipid/surfaktant trudno wskazac  jednoznaczną tendencję, jednak dla 

większos ci układo w na termogramach DSC obserwowano separację fazową na regiony błony 

lipidowej ubogie i bogate w surfaktanty. Na podstawie wyniko w FTIR stwierdzono, z e wraz ze 

wzrostem stęz enia surfaktanto w w układzie wzrasta płynnos c  błony lipidowej. 

Krzywe SAXS dla badanych mieszanin lipidowych wskazują na obecnos c  kanało w 

wodnych, kto re są szczego lnie cenione w projektowaniu nos niko w leko w. W układach typu 

lipid/surfaktant – surfaktant zaburza lamelarną strukturę DMPC, indukując powstawanie i/lub 

wspo łistnienie struktur unilamelarnych np. biceli. Wbudowywanie się cząsteczek DNA zaburza 

dodatkowo strukturę fosfolipido w w układach tro jskładnikowych. Dochodzi do zwiększenia 

grubos ci dwuwarstwy lipidowej i przejs cia łan cucho w alkilowych w konformację gauche. 

Na podstawie testo w elektroforetycznych w z elu agarozowym oraz elektroforetycznego 

rozpraszania s wiatła (ELS), dla układo w typu lipid/surfaktant/DNA okres lono warunki tworzenia 

stabilnych komplekso w z DNA o ro z nej długos ci. Dowiedziono, z e wielkos c  częs ci polarnej 

surfaktantu ma wpływ na zdolnos ci do kompleksowania DNA. Co więcej dodatek fosfolipido w w 

układach znacząco obniz a p/n wymagane do utworzenia kompleksu z DNA. Otrzymane wyniki 

wykazały, z e sztywnos c  cząsteczki DNA wpływa na proces kompleksowania – długie fragmenty 

kompleksują przy niz szych wartos ciach stosunku p/n. Dowiedziono, z e siła wiązania materiału 

genetycznego wzrasta wraz ze stęz eniem surfaktantu w układzie, a dodatek lipido w w układzie 

dodatkowo go stabilizuje.  

Konformację kwasu nukleinowego w utworzonych kompleksach zbadano przy uz yciu 

spektroskopii dichroizmu kołowego (CD). W układach surfaktant/DNA, obserwowano 

kondensowanie się struktury DNA, ale pozostawała ona w formie B-DNA, a jedynie dla jednego 

układu obserwowano silną kondensacje - fazę psi. Natomiast w układach lipid/surfaktant/DNA – 

DNA nie zmienia swojej formy, pozostaje prawoskrętną helisą. 

Do badan  cytotoksycznos ci proponowanych układo w zastosowano testy cytotoksycznos ci 

MTT i analizy z ywotnos ci komo rek przy uz yciu błękitu trypanu. Surfaktanty trimeryczne 

wykazują wysoką cytotoksycznos c , ale efekty te zostają silnie zredukowane po dodaniu 

fosfolipido w do układu. Największą redukcję cytotoksycznos ci obserwowano dla układo w na 

bazie formulacji L2. Choc  układy na bazie L3 nie wykazywały takiego spadku cytotoksycznos ci, to 

ze względu na zro z nicowanie długos ci łan cucho w alkilowych w tym układzie mogą uzyskac  

wysoką wydajnos c  transfekcji. 

Wykorzystano tez  mikroskopię sił atomowych (AFM) do oceny topografii komplekso w 

DNA, a uzyskane wyniki korespondowały z wynikami badan  spektroskopowych. 

Reasumując, otrzymane wyniki potwierdziły potencjał aplikacyjny proponowanych 

systemo w na bazie surfaktanto w trimerycznych i formulacji lipidowych jako niewirusowych 

nos niko w, takz e pozwoliły wytypowac  najbardziej obiecujące układy do dalszych badan  pod 

kątem ich zastosowania.  

 


