Streszczenie rozprawy doktorskiej mgr Zanety Polanskiej
pt: Uklady samoorganizujace na bazie surfaktantéw polimerycznych i formulacji
lipidowych, charakterystyka oraz zastosowanie do tworzenia stabilnych komplekséw z
kwasami nukleinowymi

Terapia genowa to szczeg6lna gataZ wspéiczesnej medycyny, pozwalajaca na leczenie
choréb na poziomie genéw, a kluczem do jej skutecznosci jest opracowanie wydajnych
i bezpiecznych no$nikow (tzw. wektoréw) materiatu genetycznego. W ostatnim czasie duzym
zainteresowaniem ciesza sie niewirusowe wektory w szczeg6lnosci otrzymywane na bazie
kationowych surfaktantéw, lipidéw czy polimeréw. Majg one istotng przewage nad stosowanymi
od lat wirusowymi wektorami (np. opartymi na retro- i adenowirusach), ktérym zarzuca sie, ze
moga wywotywaé efekty uboczne w postaci np.cytotoksycznosci, silnej odpowiedzi
immunologicznej czy onkogennosci. Niewirusowe wektory do transfekcji efektywnie wigza sie z
materiatem genetycznym, maja niemal nieograniczong pojemnos¢, sa tatwe i tanie w produkcji, a
przy tym sa bezpieczne dla organizmu (niska immunogenno$¢). Niewirusowym nos$nikom,
zarzuca sie natomiast niska wydajno$¢ transfekcji, jednak problem ten mozna fatwo rozwiazac
poprzez odpowiedniag modyfikacje no$nika.

Dobrym kandydatem na niewirusowy nosnik sg kationowe surfaktanty trimeryczne, ktére
ze wzgledu na zwielokrotniony tadunek elektryczny i liczbe tancuchéw alkilowych, wykazujg
zdecydowanie lepsze wlasciwos$ci od swoich monomerycznych odpowiednikéw np. kompleksuja
materiat genetyczny przy nizszym steZzeniu, tym samym mozna obnizy¢ potencjalne efekty
cytotoksyczne.

Innym sposobem redukcji potencjalnych efektéw cytotoksycznych no$nikéw na bazie
surfaktantow trimerycznych moze by¢ wprowadzenie do systemu lipidéw, ktére naturalnie
wystepuja w btonach biologicznych. Oprécz obnizenia efektow cytotoksycznych i zwiekszenia
biokompatybilnosci no$nika, dodatek lipidéw moze réwniez poprawi¢ wydajnos¢ transfekcji do
komérek zywych.

Gtownym celem niniejszej pracy byto otrzymanie i charakterystyka systeméw na bazie
kationowych surfaktantéow trimerycznych i formulacji lipidowych pod katem ich potencjalnego
zastosowania jako niewirusowych no$nikdw do terapii genowej. W pracy badano uktady na bazie
surfaktantéw trimerycznych (rézniacych sie czescig polarng), formulacji lipidowych (DMPC -
oznaczony jako L1, DMPC/DOPE - L2, DMPC/DPPC/DOPE - L3) i DNA o réznej dtugosci.

Ze wzgledu na innowacyjno$¢ badanych w pracy surfaktantéw trimerycznych,
w pierwszej kolejnosci zdecydowano sie przeprowadzenie badan pod katem ich zdolnosci do
agregacji i micelizacji. W tym celu zastosowano metody pomiarowe: konduktometrie,
spektroskopie UV-Vis, spektroskopie fluorescencji, dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS) oraz
matokgtowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS). Badane surfaktanty
trimeryczne réznily sie budowa czesci polarnej, w ktorej sktad wchodzita czwartorzedowa sol
amoniowa, ugrupowanie imidazoliowe lub benzimidazoliowe. Wyniki pomiaréw krytycznego
stezenia agregacji CAC oraz krytycznego stezenia micelizacji CMC, wykazaty, ze uzyskane wartosci
s3 znacznie nizsze niz dla monomerycznych analogéw surfaktantow, a istotny wplyw na wartos¢
CMC i CAC ma obecno$¢ struktur aromatycznych w budowie surfaktantu.

Na podstawie wynikow badan przy uzyciu spektroskopii w podczerwieni
z transformatg Fouriera (FTIR) oraz réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC), wyznaczono
parametry termodynamiczne przemian fazowych badanych fosfolipidéw, takie jak: temperatura
przejscia fazowego, zakres przemiany fazowej, entalpia przemiany. Badania DSC oraz FTIR



wykazaty, ze w wielosktadnikowych uktadach lipidowych wzrasta ptynnosé btony lipidowej, co
moze poprawiac wtasciwosci fuzyjne no$nika z zywa komorka.

W uktadach typu lipid/surfaktant trudno wskazaé jednoznaczng tendencje, jednak dla
wiekszos$ci uktadéw na termogramach DSC obserwowano separacje fazowa na regiony btony
lipidowej ubogie i bogate w surfaktanty. Na podstawie wynikow FTIR stwierdzono, ze wraz ze
wzrostem stezenia surfaktantéw w uktadzie wzrasta ptynnos¢ btony lipidowe;.

Krzywe SAXS dla badanych mieszanin lipidowych wskazuja na obecnos$¢ kanatéw
wodnych, ktore sa szczegdlnie cenione w projektowaniu nosnikéw lekéw. W uktadach typu
lipid/surfaktant - surfaktant zaburza lamelarng strukture DMPC, indukujgc powstawanie i/lub
wspolistnienie struktur unilamelarnych np. biceli. Wbudowywanie sie czasteczek DNA zaburza
dodatkowo strukture fosfolipidow w uktadach tréjsktadnikowych. Dochodzi do zwiekszenia
grubosci dwuwarstwy lipidowej i przejscia tancuchéw alkilowych w konformacje gauche.

Na podstawie testow elektroforetycznych w zelu agarozowym oraz elektroforetycznego
rozpraszania Swiatta (ELS), dla uktad6éw typu lipid/surfaktant/DNA okreslono warunki tworzenia
stabilnych komplekséw z DNA o réznej dtugosci. Dowiedziono, ze wielko$¢ czeSci polarnej
surfaktantu ma wptyw na zdolnosci do kompleksowania DNA. Co wiecej dodatek fosfolipidéw w
uktadach znaczaco obniza p/n wymagane do utworzenia kompleksu z DNA. Otrzymane wyniki
wykazaty, ze sztywnos$¢ czasteczki DNA wptywa na proces kompleksowania - dtugie fragmenty
kompleksujg przy nizszych wartosciach stosunku p/n. Dowiedziono, Ze sita wigzania materiatu
genetycznego wzrasta wraz ze stezeniem surfaktantu w uktadzie, a dodatek lipidow w uktadzie
dodatkowo go stabilizuje.

Konformacje kwasu nukleinowego w utworzonych kompleksach zbadano przy uzyciu
spektroskopii dichroizmu kotowego (CD). W uktadach surfaktant/DNA, obserwowano
kondensowanie sie struktury DNA, ale pozostawata ona w formie B-DNA, a jedynie dla jednego
uktadu obserwowano silng kondensacje - faze psi. Natomiast w uktadach lipid/surfaktant/DNA -
DNA nie zmienia swojej formy, pozostaje prawoskretng helisa.

Do badan cytotoksycznosci proponowanych uktadéw zastosowano testy cytotoksycznos$ci
MTT i analizy zZywotnos$ci komoérek przy uzyciu biekitu trypanu. Surfaktanty trimeryczne
wykazuja wysoka cytotoksycznos$¢, ale efekty te zostajg silnie zredukowane po dodaniu
fosfolipidéw do uktadu. Najwieksza redukcje cytotoksycznos$ci obserwowano dla uktadéw na
bazie formulacji L2. Cho¢ uktady na bazie L3 nie wykazywaty takiego spadku cytotoksycznosci, to
ze wzgledu na zré6znicowanie dtugosci tancuchéw alkilowych w tym uktadzie mogg uzyskac
wysokg wydajnos¢ transfekcji.

Wykorzystano tez mikroskopie sit atomowych (AFM) do oceny topografii kompleksow
DNA, a uzyskane wyniki korespondowaty z wynikami badan spektroskopowych.

Reasumujac, otrzymane wyniki potwierdzity potencjat aplikacyjny proponowanych
systeméw na bazie surfaktantéw trimerycznych i formulacji lipidowych jako niewirusowych
nos$nikow, takze pozwolity wytypowac najbardziej obiecujgce uktady do dalszych badan pod
katem ich zastosowania.



