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Streszczenie

Woprowadzenie na rynek antybiotykéw zrewolucjonizowalo wspotczesng medycyne
ratujac zycie milionéw ludzi. Jednakze naduzywanie ich w leczeniu chorych oraz rolnictwie
doprowadzito do rozprzestrzenienia si¢ antybiotykooporno$ci wérdd bakterii. Zjawisko to moze
doprowadzi¢ do powaznego, globalnego kryzysu zdrowotnego. Obecnie na calym $wiecie
prowadzone sg badania nad nowymi zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi, do ktorych naleza
miedzy innymi czasteczki zaburzajace strukture blony komorkowej. Grupy ta obejmuje miedzy
innymi peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs) oraz ich syntetyczne analogi (SMAMPSs). W
swojej rozprawie skupitem si¢ na SMAMPs gltownie ze wzgledu na obiecujace wtasciwosci
biologiczne oraz tatwos$¢ ich syntezy. Zwiazki te sg amfifilowymi polikationami, ktére
oddzialuja z anionowa dwuwarstwg fosfolipidowa bakterii poprzez oddziatywania
elektrostatyczne oraz hydrofobowe. Prowadzi to do zwigkszenia przepuszczalno$ci blony
komorkowej i w konsekwencji do $mierci komodrki. Mechanizm ten, oparty na wielu
niespecyficznych oddziatywaniach, jest mniej podatny na wyksztalcenie przez bakterie
oporno$ci. Niestety, wigze si¢ on ze stosunkowo niska selektywnos$cig dziatania tych
zwigzkow, dlatego tez potrzebne sg dalsze badania w celu znalezienia SMAMPs mogacych
stanowi¢ alternatywe dla obecnie stosowanych antybiotykéw. Na podstawie przegladu
literatury zidentyfikowatem joneny, polikationy o tadunku dodatnim wbudowanym w tancuch
gléwny, bedace czwartorzgdowymi solami amoniowymi jako szczegOlnie interesujace ze
wzgledu na ich silng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz niskg hemolitycznosé. Aby
lepiej pozna¢ =zalezno$¢ struktura-aktywnos$¢ tych zwiazkow, zaprojektowalem oraz
zsyntetyzowalem biblioteke 27 réznych jonendw. Rdznice strukturalne w obrebie biblioteki
mialy pozwoli¢ mi na systematyczne zbadanie wplywu hydrofobowosci i dodatkowego silnie
hydrofilowego fragmentu PEG, a takze sztywnosci 1 izomerii fancucha gtéwnego (w znaczeniu
izomerii meta/para pierScienia benzenowego) na aktywno$¢. Otrzymane polikationy
scharakteryzowalem z uzyciem spektroskopii *H NMR, chromatografii wykluczenia (SEC),
analizy elementarnej, a takze poprzez wyznaczenie krytycznego stezenia agregacji (CAC) oraz

zeta-potencjatu agregatow.

Wyniki oznaczen minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost (MIC), oraz
bakteriobojczego (MBC) i grzybobdjczego (MFC) wobec modelowym organizmom wyraznie
wskazuja na spadek aktywno$ci wraz ze wzrostem hydrofobowosci i1 sztywno$ci jonenow.
Izomeria natomiast wywarta pomijalnie maty efekt. Badania nad kinetyka zabijania bakterii
wykazaty, ze otrzymane polimery zabijaja 99,9% bakterii w ciggu godzinnych juz w stezeniach
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rownych 1 x MIC lub 2 x MIC. Rozszerzenie badan o izolowane szczepy szpitalne, w tym
Mycobacterium, udowodnity wysoka aktywno$¢ wobec patogennych bakterii. Intrygujaca
obserwacja jest niska aktywno$¢ hemolityczna hydrofilowych jonenéw w potaczeniu z wysoka
aktywnos$cia wobec bakterii. Wigkszo$¢ z badanych zwigzkoéw okazata si¢ by¢ silnie
cytotoksyczna, jednakze wbudowanie do struktury fragmentu PEG wyraznie jg obniza i w
niewielkim stopniu wpltywa na aktywno$¢ wobec Staphylococcus aureus, w tym MRSA,
prowadzac do poprawy selektywnosci dziatania. Struktura niektérych z otrzymanych

polikationow jest dogodnym punktem wyjscia do dalszych badan.

Wyniki badan nad mechanizmem dziatania z wykorzystaniem catych komorek bakterii
wykazaty zdolno$¢ jonendéw do depolaryzacji blony komodrkowej, a takze zwickszenia
przepuszczalnosci dla dekstranu. Dzigki mikroskopii zauwazylem agregacje komorek
Escherichia coli pod wptywem hydrofilowych jonendéw, co nie nastgpitlo po inkubacji z
hydrofobowymi pochodnymi. Ponadto, hydrofilowe efektywniej neutralizujg zeta-potencjat
powierzchni bakterii. Obserwacje te moga shuzy¢ jako wyjasnienie silniejszej aktywnosé
hydrofilowych jonendéw. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem dwusktadnikowych
liposoméw, jako modelowej dwuwarstwy, doprowadzity do wniosku, ze kardiolipina (CL) oraz
fosfolipidy o ujemnej krzywiznie (np. PE) sg sktadnikami dwuwarstwy warunkujacymi jej
podatno$¢ na destruktywne dziatanie hydrofilowych jonendéw. Jako wytlumaczenie tego faktu
zaproponowatem formowanie si¢ kompleksu CL-jonen, ktéry charakteryzuje sie¢ silnie
negatywna krzywizng. Natomiast hydrofobowe joneny sa aktywne wobec wszystkich
testowanych liposomow, nawet tych ztozonych tylko ze zwitterjonowych lipidow. Jednakze sa
one w stanie uszczelni¢ dwuwarstwe zawierajaca lipidy o ujemnej krzywiznie (np. PE) w
warunkach wysokiego stosunku polimeru do lipidéw (P/L). Proponowanym przeze mnie
wyjasnieniem tego zjawiska jest kompensacja ujemnej krzywizny lipidow przez hydrofobowe
joneny o silnie dodatniej wewnetrznej krzywiznie. Moze ono ttumaczy¢ stabsza aktywnos¢

hydrofobowych jonenéw w poréwnaniu z hydrofilowymi.

Wyniki przedstawione w ramach niniejszej rozprawy pozwalaja na lepsze poznanie i
zrozumienie aktywnosci jonendw, w szczegolnosci pod katem zaleznoS$ci struktura-aktywnos¢
tych zwigzkéw oraz wpltywu sktadu lipidowego dwuwarstwy na jej podatno$¢ wobec
polikationowych czynnikow przeciwdrobnoustrojowych.

Stowa kluczowe: polikation, jonen, przeciwdrobnoustrojowe, btona komérkowa, dwuwarstwa
fosfolipidowa, liposomy, kardiolipina



Summary

Antibiotics have revolutionized modern medicine saving lives of millions worldwide.
However, an overuse of these compounds in health care and agriculture caused a spread of
antibiotic resistance, which may lead to serious global health crisis. Therefore, substantial
research efforts are devoted worldwide to search for new antimicrobial agents. Promising
molecules are membrane lytic compounds, e.g. antimicrobial peptides (AMPs) and synthetic
mimics of AMPs (SMAMPSs). In my thesis | focused on the SMAMPs due to their attractive
biological activity and easy synthetic access to variety of molecular structures. Those are
amphiphilic polycations which may interact with an anionic bacterial lipid bilayer by both
electrostatic and hydrophobic interactions. It leads to a bilayer permeabilization and, in
consequence, to a cell death. Such mechanism of action, based on many unspecific interactions,
is less susceptible to resistance development. Unfortunately, it has also a serious drawback -
most of studied membrane lytic compounds are highly hemolytic and cytotoxic. Therefore,
further studies are still needed to find a polycationic structure showing selective activity toward
microbes. lonenes based on quaternary ammonium salts, a class of polycations containing a
cationic moiety incorporated to a polymeric mainchain, are especially interesting due to their
high antimicrobial activity coupled with low hemolytic activity. To get better insight into a
structure-activity relationship of the ionenes | have designed and synthesized a library of 27
different structures. The library contains five series of ionenes which differ among each other
in term of mainchain flexibility and isomerism (as benzene isomerism meta and para), and a
presence of strongly hydrophilic short oligomer of poly(ethylene glycol) (PEG). lonenes within
each series differ in their hydrophobicity modulated by length of an alkyl side chain.
Synthesized compounds were characterized by means of NMR spectroscopy, size-exclusion
chromatography (SEC), elemental analysis, critical aggregation concentration and zeta-
potential.

Antibacterial activity of ionenes toward model microorganisms (E. coli, S. aureus and C.
albicans) were determined in terms of minimum inhibitory concentration (MIC), minimum
bactericidal/fungicidal concentration (MBC and MFC) and a kinetic of killing. The most
important conclusions are a drop of the activity along with a hydrophobicity increase, higher
activity of more flexible polycations and negligible impact of a main-chain isomerism. Most of
compounds kill more than 99.9% of bacteria at concentration of 1 x MIC or 2 x MIC within 1
hour. The studies were extended to clinically isolated strains, including Mycobacterium species,

which have revealed a high activity of investigated ionenes toward pathogenic bacteria.
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Interestingly, the most potent ionenes display low hemolytic activity accompanied with very
high cytotoxicity. Incorporation of short PEG moiety strongly reduces cytotoxicity and shows
low impact on activity toward gram-positive S. aureus, including MRSA, improving an overall
selectivity. Hence, structures of some presented herein polycations seem to be an excellent

starting molecules for further optimization toward new antibiotics.

To understand a mechanism of action of ionenes, especially an activity toward
phospholipid bilayer, I have performed mechanistic studies using both whole bacterial cells and
liposomes. Obtained data indicate that ionenes induce depolarization of a bacterial membrane
and allow dextran molecules to pass through it. A microscopic observation has revealed an
aggregation of E. coli cells after treatment with a relatively hydrophilic ionene, in contrast to
hydrophobic one. Moreover, the hydrophilic ionene neutralizes zeta-potential of bacterial cells
more efficiently. The aggregation ability may be used as an explanation of higher antibacterial
potency of hydrophilic ionenes in comparison with the hydrophobic molecules. Studies on
liposomes comprising well-defined binary phospholipid mixtures have revealed that cardiolipin
(CL) accompanied by other phospholipids with negative intrinsic curvature (e.g. PE) are
important components of a lipid bilayer for membrane lytic activity of strongly hydrophilic
ionenes. | explained it by formation of CL-ionenes complex characterized by a strong negative
intrinsic curvature. In turn, hydrophobic ionenes are active toward all studied lipid
compositions, including also zwitterionic bilayers. However, those can seal liposomes
containing lipids with negative curvature, like PE, at high polymer to lipid ratio (P/L). The
phenomena was explained by compensation of lipids negative curvature with hydrophobic
ionenes characterized by a strongly positive intrinsic curvature. The sealing at high P/L ratio
by hydrophobic ionenes, and lack of such effect in case of hydrophilic ones, may serve as a

next potential explanation of their higher activity.

Results presented in my thesis contribute to understanding of ionenes antimicrobial

activity, especially in terms of the structure-activity relationship and bilayer lipid composition.

Keywords: polycation, ionene, antimicrobial, cell membrane, phospholipid bilayer, liposome,
cardiolipin
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Wykaz uzytych skrétow i symboli

AMPs - peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides)
AROMP - naprzemienna metatyczna polimeryzacja cykloolefin
(ang. alternating ring opening methathesis polymerization)
ATCC - Amerykanska Kolekcja Linii Komérkowych
(ang. American Type Culture Collection)
B-PEI - rozgaleziona polietylenoimina (ang. branched polyethylenimine)
Bzl - grupa benzylowa
Co - spontaniczna wewngtrzna Krzywizna
CFU - liczba jednostek tworzacych koloni¢ (ang. colony-forming unit)
CL - kariolipina
Cn - CoHan+1
DABCO - 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan
DCM - dichlorometan
DiSCs(5) - jodek 3,3’-di-propylo-tiakarbocyjanianu
(ang. 3,3-dipropylthiadicarbocyanine iodide)
DLS - dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. dynamic light scattering)
Dwm - dyspersyjnos¢
DMEM - pozywka Eagle'a z modyfikacja Dulbecco
(ang. Dulbecco's modified Eagle's medium)
DMF - dimetyloformamid
DMSO - dimetylosulfotlenek
DP - stopien polimeryzacji (ang. degree of polymerization)
EcLE - ekstrakt lipidowy z E. coli (ang. E. coli total lipid extract)
EDso - dawka efektywna (ang. effective dose)
EWG - grupa odciagajaca elektrony (ang. electron withdrawning group)
FBS - ptodowa surowica bydlecia (ang. fetal bovine serum)

FITC-dekstran - dekstran znakowany izotiocyjanianem fluoresceiny

GuUv - olbrzymie jednowarstwowe liposomy (ang. giant unilamellar vesicles)
HCso - stezenie powodujgce lize 50% RBCs (ang. hemolytic concentration)
HDPs - peptydy ochronne gospodarza(ang. host-defense peptides)

Hu - odwrocona faza heksagonalna

H, - normalna faza heksagonalna

HLB - rownowaga hydrofilo-lipofilowa (ang. hydrophilic-lipophilic balance)
ICso - stezenie hamujace wzrost komorek o 50% (ang. inhibitory conentration)
IP - jodek propidyny

Js - krzywizna wewngtrzna
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L

LAH
LDso
LDH
L-PEI
LPS
LUVs
lysyl-PG
MBC
MBCwms
MBCorgs

Me,-L-PEI
MeZ'L'PEIru

MeCN

Me-L-PEI

MFC
MFCprgs
MFCsag
MHB
MIC

Mn, NMR

M, sec
MRSA

MTAC

ODegoo
OPEG
P/L
PA
PBS
PC

PE
PEG
PEI
PG
PGMB
PHMG

- faza lamelarna fosfolipidow (dwuwarstwa)

- glinowodorek litu

- dawka $miertelna (ang. lethal dose)

- dehydroganaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

- liniowa polietylenoimina

- lipopolisacharyd

- duze jednowarstwowe liposomy (ang. large unilamellar vesicles)

- PG modyfikowany reszta lizyny

- minimalne stgzenie bakteriobdjcze (ang. minimum bactericidal concnetration)
- MBC oznaczone w MHB

- MBC oznaczone w PBS

- wyczerpujaco metylowana L-PEI

- jednostka powtarzalna Me-L-PEI (ang. Me,-L-PEI repeating unit)

- acetonitrylu

- monometylowana L-PEI w postaci aminy trzeciorzgdowej

- minimalne st¢zenie grzybobojcze (ang. minimum fungicidal concnetration)
- MFC oznaczone w PBS

- MFC oznaczone w SAB

- podtoze ciekte Mueller-Hinton (ang. Mueller-Hinton Broth)

- minimalne st¢zenie hamujace wzrost (ang. minimum inhibitory concentration)
- Srednia liczbowo masa molekularna oznaczona poprzez *H NMR

- Srednia liczbowo masa molekularna oznaczona poprzez SEC

- oporny na metycyline S. aureus (ang. methicyllin-resistant S. aureus)

- zwiazki przeciwdrobnoustrojowe atakujace blone
(ang. membrane-targeting antimicrobial compounds)

- gesto$¢ optyczna/absorbancja dla 600 nm (ang. optical density)
- oligomer PEG'u w postaci eteru tréj(tlenku etylenu)

- stosunek polimeru lub peptydu do lipidow

- kwas fosfatydylowy

- bufor fosforanowy z dodatkiem 130 mM NacCl (ang. phosphate-buffered saline)
- fosfatydylocholiny

- fosfatydyloetanoloamina

- poli(tlenek etylenu) (ang. polyethylene glycol)

- polietylenoimina

- fosfatydyloglicerol

- poli(heksametyleno-bi-guanidyna); poliheksanid

- poli(heksametyleno-guanidyna)
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Pl - fosfatydyloinozytol

PMOX - polioksazolina metylowa (ang. poly(methyl oxazoline))
POPC - PC z reszta kwasu kwasu palmitynowego oraz oleinowego
(ang. 1-palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-phosphocholine)
POPE - PE z reszta kwasu kwasu palmitynowego oraz oleinowego
(ang. 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine)
POPG - PG z resztg kwasu kwasu palmitynowego oraz oleinowego
(ang. 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol))
PS - foafatydyloseryna
r.u. - jednostka powtarzalna polimeru (ang. repeating unit)
RBCs - czerwone krwinki, erytrocyty (ang. red blood cells)
ROMP - metatyczna polimeryzacja cykloolefin
(ang. ring opening methathesis polymerization)
SAB - podtoze ciekte Sabouraud (ang. Sabouraud broth)
SEC - chromatografia wykluczenia (ang. size-exclusion chromatorgaphy)
SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning electron microscopy)
SM - sfingomielina
SMAMPs - syntetyczne zwiazki imitujgce peptydy przeciwdrobnoustrojowe
(ang. synhtetic mimic of antimicrobial peptides)
SUV - mate jednowarstwowe liposomy (ang. small unilamellar vesicles)
TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy)
THF - tetrahydrofuran
TMA - trimetyloamina
TMEDA - N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
TOCL - CL z czterema resztami kwasu oleinowego

(ang. 1',3'-bis[1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho]-glycerol)
¢ - potencjat zeta (potencjat elektrokinetyczny)
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|. Wstep i cel pracy

Antybioza, antagonizm pomig¢dzy mikroorganizmami, jest zjawiskiem powszechnie
wystepujacym w przyrodzie. Istniejg doniesienia literaturowe, ze zjawisko to w sposéb
nieswiadomy bylo wykorzystywane juz w antycznych Chinach, Egipcie i Grecji do zwalczania
infekcji. Dopiero w XIX wieku stopniowo zaczeto uswiadamiaé sobie istnienie
mikroorganizmow jako czynnikéw odpowiedzialnych za wiele chordb, a naukowcem, ktory
ostatecznie udowodnit, ze choroby przenoszone sg przez bakterie byt Robert Koch. Odkrywajac
obecno$¢ bakterii zaczeto obserwowac réwniez, ze ich wzrost jest zatrzymywany w obecnos$ci
niektorych plesni. W 1877 roku Pasteur razem z Joubertem wykazali, ze bakterie Bacillus
anthracis nie przezywaja, gdy sag hodowane razem z ple$nig Penicillium glaucum. Mozliwo$¢
zastosowania tego zjawiska w zwalczaniu infekcji bateryjnych zostata opisana po raz pierwszy
w 1897 roku w rozprawie doktorskiej Ernsta Duchesne,! ktory wykazat, ze $winki morskie
zainfekowane Escherichia coli lub Salmonella typhi przezywaja po podaniu zawiesiny ple$ni
P. glaucum. Niestety praca ta bez odpowiedniego rozglosu zostata zapomnnana na wiele lat. W
1928 roku Aleksander Fleming, wedtug legendy w sposéb przypadkowy, zaobserwowat brak
wzrostu gronkowcow w obrebie kolonii plesni Penicillium rubens oraz wykazat, ze ekstrakt z
tych mikroorganizméw ma dziatania przeciwbakteryjne. Po 10 latach od tego wydarzenia
okreslono strukture czynnika przeciwbakteryjnego - penicyliny - oraz opracowano metode jego

produkcji na masowa skalg.?

Pierwszym komercyjnie dostepnym antybiotykiem byt Salvarsan opracowany w 1909
roku przez Ehrlich’a, ktory stosowano w leczeniu kity. Jego tworca wprowadzit koncepcje
,magicznego pocisku” (ang. magic bullet) ze wzgledu wysoka, jak na éwczesne standardy,
selektywnos¢ dziatania.?® Kolejnym syntetycznym antybiotykiem byta wprowadzona na rynek
w 1935 roku pochodna sulfamidu o handlowej nazwie Prontosil, ktory jest aktywny przeciwko
wielu bakteriom gram-dodatnim.? Jednakze najwickszym przelomem okazato sic
wprowadzenie do sprzedazy w 1940 roku odkrytej przez Fleminga penicyliny, pierwszego
niezwykle skutecznego antybiotyku o szerokim spektrum dziatania, ktory ratowat zycie
milionéw ludzi rocznie.*® Moment ten zrewolucjonizowal oOwczesng medycyne i
zapoczatkowat ,,zlotg er¢ antybiotykow”. W tym okresie prowadzono intensywne badania nad
poszukiwaniem nowych antybiotykéw, zardwno syntetycznych jak i tych produkowanych
przez plesnie, poznaniem mechanizmu ich dziatania, a takze chemicznymi modyfikacjami w

celu poprawy aktywnosci.
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Antybiotyki zawdzigczajag swoj spektakularny sukces bardzo wysokiej aktywnosci
przeciwbakteryjnej przy jednoczesnym bardzo rzadkim wystgpowaniu powaznych skutkéw
ubocznych. Cecha ta wigze si¢ ze specyficznym mechanizmem dziatania, tzn. zwigzki te
oddziatujg selektywnie z celem molekularnym w komorce bakteryjnej, ktory nie jest obecny w
komorkach eukariotycznych lub budowa tego celu znaczgco rdzni sie¢ pomi¢dzy organizmami.
Jednakze jest ona rowniez powodem latwosci nabycia opornosci populacji bakterii na dany
antybiotyk. Moze si¢ to odbywac poprzez niewielkie zmiany strukturalne w czasteczce enzymu,
bedacego celem ataku antybiotyku, uniemozliwiajgce ich wzajemne oddziatywanie lub obejscie
zablokowanego enzymu innym szlakiem metabolicznym. Pozostalymi mozliwymi
mechanizmami antybiotykoopornosci sa m. in. produkcja enzyméow rozktadajacych antybiotyk,
obecno$¢ pomp usuwajacych antybiotyk z wnetrza komorki oraz modyfikacje struktur, przez
ktore antybiotyk wnika do komorki. Stosowanie antybiotykow w sposob, ktory nie skutkuje
usmierceniem catej populacji bakterii prowadzi do selekcji osobnikéw posiadajacych ceche,
ktora obniza ich podatno$¢ na dany czynnik przeciwbakteryjny. Taka presja ewolucyjna istnieje
w przyrodzie od setek milionow lat, jednakze wprowadzenie antybiotykéw do masowego
uzytku znaczaco zwigkszylo intensywnos¢ i powszechnos¢ wystepowania tego zjawiska na
calym $wiecie. Biorgc pod uwagg niezwykle krotki czas generacji bakterii, w przyblizeniu 30
minut, w ciggu 5-dniowej infekcji w organizmie czlowieka powstanie 240 pokolen. Jezeli
antybiotykoterapia b¢dzie prowadzona w sposob niewlasciwy, kazde kolejne pokolenie bedzie

wykazywaé wyzsza oporno$¢ na dany antybiotyk.5’

Juz w 1945 roku sam A. Fleming ostrzegat, ze niekontrolowane i nieodpowiednie
uzywanie antybiotykéw Szybko doprowadzi do spadku ich skuteczno$ci. Jednakze bardzo
wysoka skuteczno$¢ oraz dostepnos$¢ antybiotykow spowodowata eksplozje ich zastosowan.
Zaczgto uzywac ich glownie w medycynie, gdzie byty przepisywane przez lekarzy nawet bez
upewniania si¢, ze pacjent przechodzi infekcj¢ bakteryjng. Bardzo szybko wprowadzono je
takze do przemystu w celu poprawy wzrostu zwierzat hodowlanych poprzez zapobieganie ich
chorobom, co wigze si¢ z niekontrolowanym przedostawaniem si¢ duzych ilosci antybiotykoéw
do $rodowiska naturalnego. W efekcie coraz czesciej spotykane sg infekcje wywotane przez

patogeny oporne na najczesciej stosowane antybiotyki.>

Szacuje sie¢, ze z powodu tych infekcji kazdego roku umiera na catym $wiecie ok. 700
tysiecy ludzi i liczba ta ros$nie z roku na rok. W raporcie opublikowanym przez J. O’Neill w
2016 roku stwierdzono, ze do 2050 roku moze osiggna¢ nawet 10 milionow, jezeli nie zostang

podjete stosowne dziatania.® Autorzy raportu podejrzewaja, ze liczba ta prawdopodobnie jest
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zanizona, poniewaz nie uwzglednia wtornych efektow utraty skutecznosci antybiotykow.
Naleza do nich m. in. zwigkszone ryzyko powiktan po rutynowych zabiegach chirurgicznych,
takich jak cesarskie cigcie, wstawianie implantow czy usuni¢cie wyrostka robaczkowego. W
momencie w ktorym pisze ten fragment mojej rozprawy, tj. pazdziernik 2021, liczba zgondéw
spowodowanych wirusem COVID-19 na $§wiecie osiggneta 4,8 min w ciggu okoto pottora roku
jego rozprzestrzeniania sie.® Uswiadamia nam to, jak duze zagrozenie niesie ze soba pojawienie
si¢ nowych, zjadliwych czynnikéw chorobotworczych, na ktéore nie mamy jeszcze
opracowanego skutecznego leku. Jednym z wielu mozliwych dzialan majacych na celu
zapobiegnigcie takiej sytuacji z antybiotykoodpornymi bakteriami jest poszukiwanie nowych
czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych, ze szczegélnym naciskiem na badania nad

substancjami, ktére wykazuja mechanizm dziatania odmienny od obecnie uzywanych.*1°

Niestety, po poczatkowych sukcesach w odkrywaniu nowych antybiotykow,
poszukiwanie kolejnych skutecznych klas czynnikéw przeciwbakteryjnych okazalo si¢ byc¢
znacznie trudniejsze, co podnosi koszty prowadzenia nad nimi badan. Ponadto krotki czas
trwania antybiotykoterapii, ponizej dwoch tygodni, sprawia, ze zysk z ich sprzedazy jest
stosunkowo niewielki. Jest to jedna z gtownych przyczyn dla ktorych firmy farmaceutyczne
zmniejszyly intensywnos$¢ prac w tym kierunku i skupiaja si¢ glownie na lekach zwigzanych z
chorobami  chronicznymi oraz nowotworowymi.”!2  Tendencja ta jest doskonale
odzwierciedlona w ilosci nowych antybiotykow zatwierdzonych do uzytku przez Amerykanska
Agencje do Spraw Ochrony Lekow i Zywnosci (FDA, ang. US Food and Drugs Administration)
w ciggu ostatnich 30 lat. W latach 1983-1987 byto to 16 zwigzkow, 1993-1997 byto 10
zwiazkow, natomiast w latach 2003-2007 juz tylko 6 zwiazkéw.” Wedhug raportu WHO z 2017
roku, w ciaggu kolejnych 5 lat FDA miato zaakceptowa¢ ok. 10 nowych czynnikow
przeciwbakteryjnych, jednakze ich uzyteczno$¢ w walce z lekoopornymi bakteriami zostata
oszacowana jako niewielka, gtéownie ze wzgledu na brak innowacyjnego mechanizmu

dziatania.*

Obecnie, gtowng sita napgdowa badan nad innowacyjnymi metodami walki z infekcjami
bakteryjnymi sa akademickie osrodki badawcze finansowane ze zrodet publicznych.®
Prowadzone badania dotyczg miedzy innymi terapii fagowych, wykorzystania przeciwciat,
nowych  probiotykéw,  przeszczepu  mikroflory  jelitowej,  przeciwbakteryjnych
oligonukleotydow oraz zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych atakujacych btone komorkowa
(MTAC, ang. membrane-targeting antimicrobial compounds).'® Kazde z tych podejsé jest juz

w pewnym stopniu testowane w leczeniu lekoopornych infekcji, jednakze opracowanie terapii
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o rownej tatwosci i bezpieczenstwie stosowania, a takze szerokim spektrum dziatania
poréwnywalnym do dotychczas uzywanych antybiotykoéw, wymaga jeszcze znacznego wysitku
badawczego. Ostatnia grupa, tj. MTAC, w mojej opinii wydaje si¢ mie¢ duzy potencjat, aby w

przysztosci spehni¢ te wymagania.

W ramach mojej rozprawy doktorskiej skupitem si¢ na polikationach jako
przeciwdrobnoustrojowych czynnikach zaburzajacych strukture blony komoérkowej. Celem
moich badan bylo lepsze poznanie tej grupy zwigzkoéw pod katem wptywu struktury na ich
aktywnos$¢ biologiczng oraz mechanizm dzialania. Realizacja tak postawionego celu wymagata
przeprowadzenia badan literaturowych, majacych na celu zidentyfikowanie luk w wiedzy
dotyczacej tej tematyki, a nastepnie syntez¢ nowych polikationéw i badania nad ich

aktywnoscig biologicznej oraz mechanizmem tej aktywnosci.

I1. Przeglad literatury

1. Blona komorkowa

Postulowanym podstawowym celem dla MTAC jest dwuwarstwa fosfolipidowa,
stanowigca najwazniejszy element blony komodrkowej odpowiedzialny za jej spojnos¢ i
integralno$¢.!* Zanim jednak czasteczka czynnika przeciwdrobnoustrojowego dotrze do niej
musi pokonaé przeszkody w postaci pozostatych struktur otaczajacych komorke, ktorych
budowa r6zni si¢ znaczaco pomig¢dzy réznymi organizmami. Struktury te moga oddziatywac z
MTAC wplywajac tym samym na selektywnos¢ i skutecznos$é¢ dziatania.® Dlatego prowadzenie
rozwazan na temat aktywnosci tych zwigzkéw wymaga znajomosci zaréwno sktadu lipidowego
dwuwarstwy jaki 1 najwazniejszych réznic w budowie otoczki komodrkowej rdznych

organizmow.

1.1. Budowa otoczki komorkowej
Najwazniejsza cechg odrozniajacg komorki ssakéw od bakteryjnych oraz grzybow (tutaj
gtownie drozdzakow) jest brak Sciany komorkowej (Rysunek 1). Najbardziej zewngtrznymi

strukturami sa reszty cukrowe bedace fragmentami glikolipidéw oraz glikoprotein.®

18



glikolipidy

%%%
;a

zwitterjonowe fosfolipidy
(np. PE i PC)

Z%n

anionowe fosfolipidy
(np. PG i PS)

:

A

A

A
m kardiolipina (CL)
|

H

zewngtrzna
blona
komoérkowa

b

[k

Sciana kationowe fosfolipidy
komarkowa (np. lysyl-PG)
g ;) blona ; ;,
komorkowa
kwasy
lipotejchojowe
Bakterie gram-ujemne Bakterie gram-dodatnie
(np. E. coli) (np. S. aureus) it
lipopolisacharyd
(LPS)
:H:peptydoglikan
ﬁ chityna
$ciana .
; aPaaPaSaBySe0,0,0, x mannoproteiny
komorkowa ,Hm” o
glukan
blona
komorkowa

f cholesterol

Komorki ssacze Grzyby €

(np. erytrocyty) (np. C. albicans) ergosterol

Rysunek 1. Schemat struktur otaczajacych komorki réznych organizméw sporzadzony na
podstawie literatury;'>"19 dla przejrzystoéci pominatem biatka blonowe.

Komoérki bakteryjne otoczone sg sztywng i porowatg $ciang komorkowa zbudowang z
usieciowanego peptydoglikanu, ktorej grubos¢ wynosi 40 - 80 nm dla bakterii gram-dodatnich
i 7 - 8 nm dla bakterii gram-ujemnych (Rysunek 1).1> Odpowiada ona za utrzymanie ksztaltu
bakterii i zapewnia odporno$é mechaniczna. Srednice porow w $cianie komorkowe;
pozbawionej naprgzenia oszacowano przy pomocy znakowanego fluorescencyjnie dekstranu,
otrzymujac odpowiednio 2,12 nm i 2,50 nm dla gram-ujemnej E. coli i gram-dodatniej B.
subtilis. Rozmiar ten zapewnia mozliwos¢ swobodnej migracji globularnych nienatadowanych
czasteczek o masie 22-24 kDa. Natomiast przez peptydoglikan poddany naprezeniu poprzez
szok osmotyczny E. coli migrowa¢ moga czasteczki o masach az do 100 kDa.?® W grubg $ciane
komorkowg bakterii gram-dodatnich wbudowane sg kwasy tejchojowe, przytwierdzone do

samego peptydoglikanu, oraz lipotejchojowe zakotwiczone w btonie komérkowe;j. Ze wzgledu
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na ich anionowy charakter nadaja one powierzchni komorki silnie anionowy charakter.*>?

Bakterie gram-ujemne charakteryzuja si¢ obecno$cig dodatkowej, zewnetrznej blony
komoérkowej o asymetrycznej budowie. Jej wewnetrzny listek stanowia fosfolipidy, natomiast
zewngetrzny sktada si¢ gtownie z lipopolisacharydu (LPS) posiadajacego, podobnie jak kwasy
tejchojowe, silnie anionowy charakter.’>!" Dodatkowa btona komérkowa stanowi trudng do
pokonania barier¢ dla hydrofilowych czynnikéw przeciwbakteryjnych, przez co bakterie gram-

ujemne s3 ogdlnie mniej podatne na substancje przeciwbakteryjne.®?:

Komorki grzybdéw chronione sg grubg, podwdjng Sciang komdrkowa, ktorej wewnetrzna
warstwa zbudowana jest z chityny oraz glukanu, a zewngtrzng stanowia glownie
mannoproteiny. Warstwa wewngtrzna pelni funkcje strukturalne, natomiast zewngtrzna
charakteryzuje si¢ niska porowato$cig i przepuszczalnoscia zabezpieczajac komorke przed
czynnikami chemicznymi (np. lekami).!® Obecnosé znacznych ilosci wigzan fosfodiestrowych,
odpowiedzialnych za usieciowanie $ciany, nadaje powierzchni komorek grzybow wypadkowy

tadunek ujemny.t’

1.2. Dwuwarstwy fosfolipidowa

Wszystkie zywe komorki otoczone sa btong komodrkowa, ktora jest podstawowa fizyczng
bariera oddzielajaca zycie od otaczajacego je S$wiata. Btona komorkowa sklada sie z
dwuwarstwy fosfolipidowej, bedacej swoistg potprzepuszczalng membrang zapewniajacg jej
integralnos$¢ 1 spdjnosé, oraz zanurzonych w niej biatkach petnigcych wiele funkcji niezbednych
dla zycia komorki (np. wymiana substancji ze srodowiskiem, wytwarzanie energii, reakcje na
bodzce). W zwigzku z tym szczelna struktura btony komorkowe;j jest niezbedna dla zachowania

homeostazy komorki i poprawnego przebiegu jej funkcji zyciowych.?

1.2.1. Struktura fosfolipidow

Dwuwarstwe tworzg fosfolipidy w ktérych budowie mozna wyrdzni¢ cze¢$¢ hydrofobowa,
nazywang ,,ogonem’ oraz cz¢s¢ hydrofilowa nazywang ,,glowa”. Ogon hydrofobowy stanowig
czasteczki kwasow tluszczowych polaczone wigzaniem estrowym z gliceryna, natomiast gtowe
hydrofilowa tworzy przylaczona wigzaniem fosfoestrowym do gliceryny reszta kwasu
ortofosforowego, do ktorej z kolei przytaczona jest czasteczka alkoholu (Rysunek 2a). Wyjatek
stanowi kardiolipina zawierajagca w swojej czasteczce cztery grupy kwasow thluszczowych i
dwie grupy fosforanowe, oraz sfingomielina zawierajaca Sfingozyn¢ zamiast glicerolu.
Obecnos¢ niewielkiej grupy hydrofilowej i rozbudowanej grupy hydrofobowej nadaje

fosfolipidom amfifilowy charakter oraz sprawia, ze sg nierozpuszczalne w wodzie. Zwigzki te

20



podczas uwadniania samoczynnie organizujg si¢ w dwuwarstwe, jako strukture pozwalajaca na
zminimalizowanie ilosci oddzialywan ogonow hydrofobowych z wodg, Oraz osiggnigcia
maksymalnej mozliwej powierzchni oddzialywania gtow hydrofilowych ze $rodowiskiem

wodnym. Struktura ta jest uktadem o najnizszej mozliwej energii.??
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Rysunek 2. (a) Fosfolipidy wystepujace najczesciej w btonie komorkowej; (b) fosfolipidy o
zerowej krzywiznie wewnetrznej tworzg stabilng faze lamelarng (dwuwarstwe) natomiast o (c¢)
ujemnej odwrocong faze heksagonalng.

W przyrodzie wystepuje wiele réznych fosfolipidow rdéznigcych sie miedzy sobg

alkoholem potaczonym z grupa fosforanowa oraz dlugoscia i1 stopniem nienasycenia kwasoéw
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tluszczowych. Najczesciej wystepuja kwasy thuszczowe o 14-18 atomach wegla nie zawierajace
lub zawierajace jedno wigzanie podwojne. Jednakze rodzaj glowy hydrofilowej jest
najwazniejszym czynnikiem odpowiedzialnym za wlasciwosci fosfolipidow. Dzielae
fosfolipidy na podstawie tej struktury mozna wyr6zni¢ fosfolipidy anionowe, ktérych
wypadkowy tadunek fragmentu hydrofilowego jest ujemny. Nalezg do nich migdzy innymi
fosfatydyloglicerol (PG), fosfatydyloseryna (PS) i kardiolipina (CL) (Rysunek 2a). Druga
grupa sa fosfolipidy zwitterionowe, ktérych wypadkowy tadunek wynosi zero. Nalezg do nich
np. fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloetanoloamine (PE) i sfingomielina (SM). Trzecig grupa
sg fosfolipidy kationowe, do ktorych nalezy migdzy innymi PG modyfikowane lizyng (lysyl-
PG).22

Innym waznym kryterium podziatu fosfolipidow jest ich geometria. Fosfolipidy ktorych
Srednica fragmentu hydrofilowego (razem z otoczka hydratacyjng) jest zblizona do $rednicy
fragmentu hydrofobowego maja ksztatt zblizony do cylindra (Rysunek 2b). Lipidy te
spontanicznie tworzg faz¢ lamelarng (L), ktorej granica migdzyfazowa z woda (ang. water-lipid
interface) tworzy ptaska powierzchni¢. O takiej powierzchni méwi sig, ze jej krzywizna jest
zerowa (Co = 0), w zwigzku z czym spontaniczna krzywizna fosfolipidow, ktore ja tworza, jest
rowniez bliska zeru (Co = 0). Natomiast ze wzgledu na fakt, ze wbudowanie takiego
cylindrycznego lipidu w ptaska dwuwarstwe nie generuje napie¢ prowadzacych do odgiecia
granicy migdzyfazowej, krzywizna wewngtrzna tych lipidéw rowniez jest bliska zeru (Js = 0).
Lipidy o znacznie mniejszej srednicy fragmentu hydrofilowego w pordéwnaniu od czesci
hydrofobowej maja w przyblizeniu ksztalt stozka, dzigki czemu w $rodowisku wodnym
organizuja si¢ spontanicznie w odwrocong faz¢ heksagonalng (Hiu), ktérej granica
miedzyfazowa odgieta jest w Kierunku fazy wodnej (Rysunek 2c). Tworzona powierzchnia
charakteryzuje si¢ ujemna krzywizna, w zwiazku z czym fosfolipidy te posiadaja ujemna
spontaniczng krzywiznge (Co < 0). Wbudowanie takiego lipidu do ptaskiej dwuwarstwy
wygeneruje wieksze cisnienie w czgsci hydrofobowej niz hydrofilowej, co prowadzi do
napigcia wewnatrz dwuwarstwy odginajacego powierzchni¢ granicy faz w kierunku fazy
wodnej. Dlatego krzywizna wewnetrzna takich lipidow jest ujemna (Js < 0). Analogiczna
sytuacja ma miejsce dla fosfolipidow o dodatniej krzywiznie (Co > 0, Js > 0), ktoére w wodzie
tworza micele i normalng faze heksagonalna (H).23%* Ze wzgledu na jakosciowy charakter
prowadzonych przeze mnie rozwazan nad strukturg systemow lipidowych, w dalszej czegsci

mojej rozprawy uzywam tylko koncepcji krzywizny spontanicznej (Co).
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Do fosfolipidéw o zerowej krzywiznie nalezg miedzy innymi PC, PG, PS, SM i1 CL, o
krzywiznie ujemnej PE oraz kwas fosfatydylowy (PA),%® a o krzywiznie dodatniej lysyl-PG.°
Zerowa krzywizna CL wydaje si¢ by¢ intrygujaca ze wzglgdu na sterycznie duzy fragment
hydrofobowy ztozony z czterech tancuchow kwaséw thuszczowych i1 stosunkowo niewielki
fragment hydrofilowy. Zaproponowanym w literaturze wyjasnieniem tej wiasciwosci CL jest
silnie anionowy charakter glowy hydrofilowej, ktory generuje odpychanie elektrostatyczne
zwiekszajac tym samym efektywna objeto$é gtowy, a takze jej silna hydratacja.?® Kolejna
interesujaca witasciwoscig CL jest zmiana krzywizny z zerowej na ujemng pod wptywem
oddziatywania z kationami dwuwarto$ciowych metali (M?"), jak na przyktad Mg?* i Ca?*
(Rysunek 3).26-% Ttumaczone jest to utworzeniem stabilnej pary jonowej M2 - CLZ w obrebie
ktérej anionowy charakter CL jest zneutralizowany, co prowadzi do zmniejszenia odpychania
elektrostatycznego z anionowymi lipidami i w efekcie zmniejszenia efektywnego rozmiaru

glowy hydrofilowe;.28

Rysunek 3. Oddziatywania CL z M?" prowadzace do zmiany krzywizny CL z zerowej na
ujemng. Schemat zaczerpniety z literatury.?

1.2.2. Sklad fosfolipidowy dwuwarstwy roznych mikroorganizméw

Bakterie gram-ujemne, na przyktadzie E. coli, posiadaja dwie btony komorkowe,
zewnetrzng i wewngtrzng, ktore roznig si¢ miedzy sobg sktadem lipidowym (Rysunek 1).
Wewnetrzna btona komorkowa jest symetryczna i sktada si¢ gtdwnie z zwitterionowego PE (75
- 90%), oraz mniejszych ilosci anionowych PG (6 - 25%) i CL (5 - 12%). Natomiast budowa
zewngetrznej btony jest asymetryczna, jej zewnetrzny listek stanowi glownie silnie anionowy

LPS, a wewnetrzny PE oraz PG.152%31

Blona komoérkowa bakterii gram-dodatnich, omowiona na przyktadzie S. aureus, jest
roOwniez symetryczna, charakteryzuje si¢ brakiem obecnosci PE i1 sktada si¢ glownie z

anionowych PG (58 - 90%) i CL (5 - 42%). Stosunek zawartosci PG i CL jest zalezny od fazy

23



wzrostu bakterii. W fazie wyktadniczej dominuje PG, natomiast w fazie stacjonarnej ulega
stopniowej akumulacji CL i zmniejsza sie zawarto$¢ PG.1%32 Pewna frakcja PG jest poddawana
enzymatycznemu przylaczeniu reszty lizyny poprzez wiazanie estrowe, €O Skutkuje
powstaniem lysyl-PG posiadajgcego wypadkowy tadunek dodatni. W przypadku S. aureus w
przyblizeniu 40 - 50% czasteczek PG jest zmodyfikowanych w ten sposob i odsetek ten moze
ulega¢ zmianie w odpowiedzi na czynniki §rodowiskowe, takie jak obecnos$¢ antybiotykow

wplywajacych na synteze $ciany komorkowej.19293

Blona komoérkowa C. albicans, bedgcym grzybem zaliczanym do rzedu drozdzakow,
zawiera w swoim sktadzie znaczng ilo$¢ zwitterionowych PE (ok. 29%) i PC (ok. 39%), a takze
frakcje anionowych fosfolipidow. Stanowi ja glownie fosfatydyloinozytol (PI; ok. 18%),
fosfolipid zawierajacy fragment inozytolu w swojej gtowie hydrofilowej oraz PS (0.k 7,7%) i
PA (ok. 3,4 %). Istnieja doniesienia sugerujace niesymetryczng budowe dwuwarstwy lipidowe;j
drozdzakow, wedle ktorych PI ulokowany jest gldwnie w jej zewnetrznym listku. W
przeciwienstwie do komorek bakteryjnych, C. albicans bedacy eukariontem zawiera w swojej

blonie sterole, gtéwnie ergosterol, ktore usztywniaja strukture dwuwarstwy fosfolipidowe;.?°

Sktad lipidowy i rozmieszczenie ich w btonie komorek ssakow znaczaco rézni si¢ od
mikroorganizméw. Blong komorkowa czerwonych krwinek (RBCs, ang. red blood cells)
stanowi w znacznej wigkszosci cholesterol (40 - 50 %) oraz zwitterionowe fosfolipidy PC (15
- 30%), SM (14 - 26%) i PE (10 - 15%). Do anionowych lipidow btony RBCs nalezy glownie
PS (5 - 15%). Ponadto wystepuje stosunkowo niewielka ilos¢ glikolipidow (ok 49%).2%3334
Lipidy rozmieszczone sg niesymetrycznie pomigdzy listkami dwuwarstwy. Zewngtrzny listek
stanowig gtownie zwitterionowe fosfolipidy o zerowej krzywiznie, tj. PC i SM, natomiast listek
wewngtrzny zawiera zwitterionowy PE, o ujemnej krzywiznie, oraz anionowy PS. Szacuje si¢
ze 50 - 77% PC, 82 - 100% SM i 100% glikolipidéw ulokowanych jest w zewnetrznym listku,
natomiast 94 - 100% PS i 87 - 100% PE w listku wewnetrznym.*

2. Wielkoczasteczkowe MTAC

Znaczna wigkszos$¢ zbadanych do tej pory MTAC charakteryzuje si¢ budowa amfifilowa,
tj. zawierajg w swojej strukturze fragment lipofilowy i hydrofilowy. Budowa taka sprawia, ze
w $§rodowisku wodnym tworza agregaty oraz preferencyjnie lokuja si¢ na granicy faz
woda/powietrze, dzigki czemu obnizaja napigcie powierzchniowe. Ze wzgledu na aktywno$¢
powierzchniowa, mozna zaklasyfikowac je do surfaktantow (ang. surfactant od surface-active

agent). Amfifilowa struktura umozliwia wbudowywanie si¢ tych molekul w dwuwarstwe
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fosfolipidowag zbudowang z lipidéow charakteryzujacych si¢ rowniez amfifilowg strukturg

(Rysunek 2a).

Mechanizm dziatania MTAC polega na zaburzeniu struktury blony komodrkowej
prowadzac do zwigkszenia jej przepuszczalnos$ci. Opiera si¢ on na wielu niespecyficznych
oddzialywaniach elektrostatycznych, wodorowych 1 hydrofobowych z dwuwarstwa
fosfolipidows, ktore w rezultacie prowadza do jej fizycznego zniszczenia. Tak zlozony
mechanizm utrudnia mikroorganizmom nabycie opornosci wobec MTAC,%3" co zostato
wykazane eksperymentalnie.®®4* Jednakze niespecyficzny mechanizm dziatania niesie ze soba
trudno$¢ w opracowaniu selektywnych czynnikéw biobdjczych, zabijajacych komorki
bakteryjne, nie uszkadzajac przy tym komorek eukariotycznych. Pomimo wielu lat badan
uzycie MTAC ogranicza si¢ gtdéwnie to zastosowan powierzchniowych na skore lub w kroplach
do oczu. Niektore z nich sg stosowane w leczeniu infekcji wewngtrznych jako leki ostatniej
szansy, jak na przyktad polimyksyna B i E, powodujace czeste i powazne skutki uboczne.”® W

zwigzku z tym dalsze badania nad tg grupa zwigzkow sa wazng i aktualng tematyka badawcza.

W przyrodzie wystepuja zaréwno niskoczasteczkowe MTAC, takie jak saponiny,*® oraz
wielkoczasteczkowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs, ang. antimicrobial peptides).?®
W niniejszej rozprawie rozwinalem szerzej temat AMPs, poniewaz byly one w przesztosci
inspiracja do podjgcia prac nad syntetycznymi polikationami (SMAMPS, ang. synthetic mimic
of antimicrobial peptides), majacymi nasladowa¢ je swoimi wlasciwosciami fizyko-

chemicznymi oraz aktywnoscig biologiczng.

2.1. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPS)

AMPs wystepuja powszechnie w przyrodzie i sg produkowane przez rozne organizmy,
przez co w literaturze mozna natrafi¢ na wiele sposobow ich klasyfikacji. Produkowane przez
bakterie rybosomowe AMPs, aktywne wobec innych bakterii, nazywane sg bakteriocynami.
Stwierdzono dla nich wiele r6znych mechanizméw dziatania, w tym rowniez tworzenie poréw
w blonie komérkowej.*’ Inng klasg bakteryjnych AMPs sg polimyksyny, nierybosomalne
peptydy produkowane przez syntetaze peptydéw nierybosomowych (ang. nonribosomal
peptide synthetase).*® AMPs wytwarzane sa takze przez organizmy wyzsze - rosliny, kregowce
i bezkregowce - gdzie stanowig wazny element nieswoistego uktadu odpornosciowego, bedac
pierwsza linig obrony przed infekcjami. Ze wzgledu na pelniong funkcje nazywane sg

peptydami obronnymi gospodarza (HDP, ang. host-defense peptides).364°
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Cecha wspdlng wigkszosci AMPs jest obecnos$¢ kationowych grup bocznych, w postaci
reszt lizyny oraz argininy, a takze hydrofobowych grup w postaci reszt miedzy innymi izo-
leucyny i fenyloalaniny. Srednia dlugo$é AMPs wynosi 10-50 aminokwaséw z czego ok. 50%
stanowig aminokwasy hydrofobowe, natomiast wypadkowy tadunek czasteczki miesci si¢ w
graniach +2 do +10 (Rysunek 4).}4°05! Dodatni tadunek odpowiada za elektrostatyczne
oddziatywanie peptydow z silnie anionowag otoczka komorkowa oraz dwuwarstwa lipidowa
bakterii (Rysunek 1), natomiast obecnosc¢ reszt hydrofobowych umozliwia wbudowanie si¢ do

wnetrze dwuwarstwy.>!
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Rysunek 4. Zaczerpnigte z literatury wykresy obrazujace zawarto$¢ hydrofobowych
aminokwasow, wypadkowy tadunek w pH 7,4 oraz catkowitg ilos¢ aminokwaséw w AMPs
sporzadzone przez C. Ergene i wsp.}* na podstawie bazy peptyddw przeciwbakteryjnych
(https://aps.unmc.edu/).

2.2. Syntetyczne polikationy nasladujace AMPs (SMAMPs)

Wysoka podatnos¢ AMPs na dziatanie enzymoéw proteolitycznych obecnych w osoczu
krwi oraz stosunkowo wysokie koszty ich syntezy w duzej skali staty si¢ sita napgdowa badan
nad ich analogami pozbawionymi tych wad. Poniewaz wiekszo$¢ naturalnie wystepujacych
AMPs charakteryzuje si¢ a-helikalng strukturg po adsorpcji na powierzchni dwuwarstwy,
poczatkowo popularny byt poglad, ze polikationowe SMAMPS powinny tworzy¢ amfifilowa
helis¢ juz W roztworze, aby symulowaé aktywnosci AMPs.>?%® Jednakze w tym czasie prace
wielu innych badaczy wykazaty, ze aby zasymulowa¢ dziatanie biologiczne AMPs, SMAMPs
muszg posiada¢ tylko ugrupowanie hydrofobowe oraz kationowe, natomiast struktura
drugorzedowa w roztworze nie musi by¢ zdeterminowana. Zaktada si¢, ze czasteczka SMAMPS

o umiarkowanej hydrofobowosci w roztworze wodnym przyjmuje struktur¢ lokalnie
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amfifilowego kiebka statystycznego (ang. random coil conformation), natomiast w momencie
oddziatywania z dwuwarstwa fosfolipidowa czasteczka polikationu przyjmuje uporzadkowana,

globalnie amfifilowa strukture (ang. globally amphiphilic structure) (Rysunek 5).1417:54

Globally amphiphilic conformation

Random coil structure
(in solution)

© Hydrophilic  )Hydrophobic

Microbial membrane

Rysunek 5. Zaczerpnigte z literatury schematyczne przedstawienie koncepcji zmiany
konformacji z klgbka statystycznego, charakteryzujacego si¢ lokalng amfifilowoscia, na
globalnie amfifilowa podczas oddziatywania z dwuwarstwg fosfolipidowa.!’

W przeciagu ostatnich dwoch dekad zsyntetyzowano i zbadano aktywnos¢ biologiczng
wielu roznych rodzajow polikationéw w celu poznania zaleznosci struktura-aktywnos¢. Posrod
wielu platform polimerowych najwigksza uwage poswiecono kationowym pochodnym
metakrylanu i akrylanu,>-"® poliwinylopirydyny,’”® N-alkilowanym kationowym pochodnym
poli(amidu bezwodnika bursztynowego),’®# pochodnym nylonu-3 (8-peptydy),>2°38+-91
produktom metatycznej polimeryzacji cykloolefin (ROMP, ang. Ring opening methathesis
polymerization)®*1% oraz poliweglanom (Rysunek 6).4210%-1%4 Wiekszo$¢ tych pochodnych
sktadala si¢ z ugrupowania kationowego ulokowanego w grupie bocznej polimeru, bedacego
jednoczesnie fragmentem hydrofilowym czasteczki oraz alkilowych grup stanowiacych
fragment hydrofobowy. Opisywane byly rowniez polikationy zawierajace grupe kationowa

umieszczong w tancuchu gtéwnym polimeru, nazywane jonenami (ang. ionenes),38-40.104-111
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Rysunek 6. Struktury tancuchow gtownych polimeréw (platform polimerowych), ktorych
pochodne sg najczesciej badane jako SMAMPs.

Pomimo, iz znaczna wigkszo$¢ z przytoczonych polikationow mocno odbiega
strukturalnie od AMPs, nadal nazywane sa one SMAMPs. W wyniku szerokich badan
zidentyfikowano wiele parametréw strukturalnych wptywajacych zaré6wno na aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa, jak i hemolityczng oraz cytotoksycznos¢ SMAMPS. Zagadnieniu

temu poswigcitem osobny podrozdziat mojej rozprawy (Podrozdziat 6).

2.3. Mechanizm dzialania AMPs i SMAMPs

Pierwszym etapem dziatania AMPs i SMAMPs jest adsorpcja na powierzchni
dwuwarstwy fosfolipidowej dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym, po czym nastepuje
wbudowanie si¢ czgsteczki do wnetrza dwuwarstwy poprzez oddzialywania hydrofobowe. W
zalezno$ci od geometrii rozwazanej czasteczki powstajace po jej wbudowaniu napre¢zenia
boczne moga odksztalci¢ zewngtrzny listek dwuwarstwy w dwoch kierunkach (Rysunek 7a).
Czasteczki o Js < 0 beda silniej napiera¢ na ogony hydrofobowe, niz glowy hydrofilowe, co
doprowadzi do wygiecia si¢ listka dwuwarstwy w kierunku fazy wodnej, natomiast w
przypadku Js > 0 sytuacja bedzie odwrotna. W skrajnym przypadku moze doj$¢ do lokalnego

uformowania sie fazy heksagonalnej (Hi) lub odwroconej fazy heksagonalnej (Hir).2230112
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Rysunek 7. (a) Cisnienie wywierane na listek dwuwarstwy w zaleznosci od geometrii
wbudowanego MTAC (na podst. lit.®) oraz nie-lamelarne fazy do ktorych moze prowadzié
(graf. zaczerp. z 1it.*); (b) dyskutowane w literaturze modele dziatania AMPs thumaczace
zwickszenie przepuszczalno$ci dwuwarstwy fosfolipidowej (graf. zaczerp. z lit.!*°).

Przyjmuje si¢, ze dla niskiego stosunku ilosci AMPs do lipidow (P/L, ang. peptide to lipid
ratio) czasteczki peptydoéw uktadajg si¢ rownolegle do dwuwarstwy, natomiast gdy stosunek
ten wzrasta AMPs zaczynaja przyjmowacé orientacje prostopadta. W efekcie dochodzi do
przerwania ciagltosci dwuwarstwy fosfolipidowej. Aby wyjasni¢ mechanizm przerwania
cigglosci zaproponowano trzy modele, ktore sg najczesciej dyskutowane w literaturze (Rysunek
7b). Pierwszy z nich to model ,,dywanowy” (ang. carpet model), ktory zaktada, ze peptydy po
osiggnieciu krytycznego stezenia na powierzchni dwuwarstwy wyrywaja jej fragmenty tworzac

agregaty ztozone z AMPs i fosfolipidow. Drugi model nazwany ,,modelem klepek beczki” (ang.
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barrel-stave model) zaktada formowanie si¢ poréow w poprzek membrany zbudowanych z
czasteczek peptyddéw utozonych w taki sposob, ze hydrofobowa czes$¢ czasteczki oddziatuje z
hydrofobowym wngtrzem dwuwarstwy, natomiast hydrofilowa tworzy §wiatlo poru. Trzeci
model nazwany toroidalnym (ang. toroidal-pore model) zaktada stopniowe odginanie si¢
plaszczyzny zewnetrznego listka dwuwarstwy do wngtrza komorki (Co > 0) prowadzace do
utworzenia poroéw, ktorych Swiatlo tworza zaréwno hydrofilowe fragmenty AMPS jak i
fosfolipidow. Czwarta mozliwos$cia, rzadziej przytaczang w literaturze, ktéra moze by¢ etapem
przejsciowym dla wymienionych modeli, jest indukowane peptydami formowanie si¢ nie
lamelarnych faz fosfolipidéw, ktore charakteryzujg si¢ przestrzeniami podobnymi do kanatow
jonowych (Rysunek 7a).%° Istnieja takze doniesienia literaturowe dowodzace udziatu innych,
wewnatrzkomorkowych ~— mechanizméw  przeciwdrobnoustrojowego  dzialania  tych

zwiazkow. 13118

3. Sklad lipidowy, a selektywnos$¢ dzialania AMPs i SMAMPs

Niektore SMAMPs, a takze syntetyczne oraz naturalne AMPs, a w szczego6lnos¢ HDPs
bedace elementem uktadu odpornosciowego ssakow, wykazuja znacznie wyzsza aktywnosé
biobojcza wobec mikroorganizmow, niz komorek ssakow. Ze wzgledu na mechanizm dziatania
polegajacy na destabilizacji dwuwarstwy, obserwowana selektywno$¢ wydaje si¢ mie¢ zwigzek
z réznicami w budowie struktur otaczajacych komorki mikroorganizméw i ssakow, a w
szczegolnosci ze sktadem lipidowym btony komérkowej.14172%% Ponizej przedstawitem cztery

glowne czynniki, ktore wydaja si¢ mie¢ najwigkszy wptyw na obserwowany efekt.

Powierzchnia komorek bakteryjnych, w przeciwienstwie do ssakow, charakteryzuje si¢
silnie ujemnym tadunkiem. Bakterie gram-ujemne posiadajg wyeksponowany na powierzchni
zewngetrznej blony komodrkowej LPS, o charakterze anionowym, a ich wewngtrzna btona
zawiera znaczng frakcje roztozonych symetrycznie anionowych fosfolipidow (Rysunek 1).
Komorki bakterii gram-dodatnich otoczone s3 silnie anionowymi kwasami tejchojowymi i
lipotejchojowymi, a ich blona komorkowa sktada si¢ gltdéwnie z anionowych fosfolipidow,
ktorych tadunek jest tylko czesciowo neutralizowany przez kationowy lysyl-PG. Budowa taka
sprawia, ze potencjat elektrokinetyczny powierzchni komorek E. coli i S. aureus, wyrazony
jako zeta-potencjat (§), wynosi odpowiednio ok. -50 mV i -40 mV.116-118 Natomiast komorki
ssakow zawieraja niewielka ilos¢ anionowych fosfolipidow, ktére znajduja si¢ glownie w
wewnetrznym listku dwuwarstwy lipidowej, co skutkuje zeta-potencjatem ok. -15 mV.1® W
zwigzku z tym, kationowe zwigzki przeciwbakteryjne znacznie silniej oddziatuja

elektrostatycznie z powierzchnig komoérek bakteryjnych, w porownaniu do komorek ssakow,
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cO uwazane jest za jedna z przyczyn ich selektywnego dziatania.'’ Wyzsza podatnosé
dwuwarstwy lipidowej zawierajacej wigksza ilos¢ anionowych lipidéw na dziatanie SMAMPs
zostata eksperymentalnie wykazana w badaniach z udzialem liposoméw przez A. Som i G.
Tew,?® natomiast D. Ciumac i wsp. wykazali mocniejsze zaburzenie monowarstwy Langmuira
zawierajacej wieksza frakcje anionowych fosfolipidow przez AMPs.*?° Efekt ten widoczny jest
réwniez w mechanizmie obronnym S. aureus przeciwko AMPs. Wykazano, ze szczepy ze
znokautowanym genem kodujacym enzym odpowiedzialny za przeksztatcanie anionowego PG
w kationowy lysyl-PG, procesu ktory cze¢sciowo neutralizuje anionowy tadunek powierzchni

komorki, charakteryzuja si¢ wyzsza podatno$é na AMPs. 2!

Wazng réznicg w sktadzie btony komérkowej pomiedzy E. coli, a ssakami, jest rodzaj
zwitterionowych fosfolipidow. Komorki E. coli zawierajg gtoéwnie PE, o ujemnej krzywiznie, i
nie posiadaja PC, o zerowej krzywiznie. Natomiast komorki ssakow zawieraja gldwnie PC,
eksponowany w zewnetrznym listku dwuwarstwy i1 niewielkg ilos¢ PE, ktéry ulokowany jest w
wewnetrznym listku.®® Wedtlug wielu badan dwuwarstwy lipidowe zawierajace znaczng ilo$é
PE sg bardziej podatne na dziatanie SMAMPs i AMPs, natomiast PC stabilizuje dwuwarstwe.
L. Yang i wsp. wykazali, ze szczep E. coli niezawierajacy w swojej btonie komorkowej PE jest
znacznie mniej podatny na otrzymane przez nich SMAMPS, niz szczep dziki, ktérego blona
zawierala ok 78% PE.}?? Eksperymenty na liposomach potwierdzily, ze dwuwarstwa o
wyzszym stosunku PE/PC jest bardziej podatna na destruktywne dziatanie SMAMPs i
AMPs 25122124 Efekt ten powigzano z ujemng krzywizng PE, ktora sprawia, ze fosfolipid ten
generuje naprezenia w dwuwarstwie odginajace jej powierzchni¢ w kierunku fazy wodnej
(Rysunek 2c).'? Przy pomocy techniki rozpraszania promieniowania rentgenowskiego pod
matym katem (SAXS, ang. small-angle X-ray scattering) udowodniono, ze oddziatywanie
SMAMPs i AMPs z dwuwarstwa zawierajaca PE prowadzi do negatywnej krzywizny
miedzyfazy woda-lipidy i powstania fazy Hi (Rysunek 2c) lub odwroconej fazy kubicznej (Qu),
oraz brak takiego efektu dla analogicznych uktadow zawierajacych PC.123125126 Gram-dodatnia
bakteria S. aureus nie zawiera natomiast PE, ale zawiera znaczng ilo§¢ CL o krzywiznie
zerowej, ktéra moze ulec zmianie na ujemng pod wptywem dwuwartosciowych jonow metali
(Rysunek 3). Y. Xie i L. Yang wykazali, ze CaCl, posiada wlasciwosci bakteriobodjcze
przeciwko S. aureus w fazie stacjonarnej, co przypisali negatywnej krzywiznie kompleksu CL-

Ca?* prowadzaca do destabilizacji fazy L i formowaniu sie fazy H;.2

Ponadto Kkardiolipina jest fosfolipidem specyficznym dla bakterii oraz mitochondrium,

ktory nie wystepuje w plazmatycznej blonie komorek ssakow. Lipid ten pelni istotne funkcje
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podczas procesow wymagajacych modulacji ksztattu dwuwarstwy fosfolipidowej, co jest
wymagane do prawidtowego funkcjonowania niektorych biatek oraz podczas podziatow
komoérkowych. W badaniach na liposomach wykazano, ze dwuwarstwa zawierajaca CL, jako
anionowy fosfolipid, jest bardziej podatna na dziatanie AMPs i SMAMPs od analogicznej
dwuwarstwy zawierajacej PG jako anionowy sktadnik.'? 12 W zwiazku z tym, hipotetyczne
specyficzne oddziatywanie z CL mogloby pozytywnie wptyna¢ na selektywnos¢ tej klasy
czynnikoéw bakteriobojczych. Jednakze dotyczy to tylko scenariusza, w ktorym zwiazki te nie
penetruja dwuwarstwy komorek ssakow dostajgc si¢ do ich wnetrza, w ktérym moglyby

oddziatywa¢ z blong mitochondrialng bogatag w CL.

Kolejng wazna roznicg w sktadzie blon komérkowych jest obecnos¢ steroli w komadrkach
eukariotycznych oraz ich brak w komorkach prokariotycznych. Najpowszechniej
wystepujacym sterolem u ssakoéw jest cholesterol stanowigcy do 50% wszystkich lipidow
obecnych w btonie komodrkowej. Cholesterol moduluje ptynnos¢ dwuwarstwy fosfolipidowej
poprzez formowanie uporzadkowanych domen lipidowych (uporzadkowana faza ciekta, ang.
ordered liquid phase), co prowadzi do jej usztywnienia.'**!3! Wraz ze wzrostem zawartosci
cholesterolu w dwuwarstwie spada jej podatno$¢ na AMPs, co wykazano w badaniach z
uzyciem liposoméw.*212° W podobny sposob dziata ergosterol obecny w btonie komérkowe;
C. albicans, co moze odpowiada¢ za jego nizsza podatno$¢ na dziatanie AMPs i SMAMPs w
poréwnaniu do bakterii.!3® Ochronny efekt steroli wigzany jest z usztywnieniem dwuwarstwy
fosfolipidowej co czyni ja mniej podatng na odksztatcenia spowodowane przez oddziatywanie
z AMPs lub SMAMPs 1%

Aktywno$¢ AMPs i SMAMPs wobec grzybow C. albicans jest zazwyczaj nizsza niz w
przypadku bakterii, co jest zwigzane z obecnoscia wspomnianego wyzej ergosterolu, a takze
sktadem fosfolipidowym zblizonym do komorek ssakoéw. Jednak w przeciwienstwie do
komorek ssakow, drozdzak ten posiada silnie anionowa $ciang komorkowa, ktora moze w

pewnym stopniu thumaczy¢ obserwowang przez niektorych badaczy selektywnos$¢.

4. Wielkosci charakteryzujace wlasciwosci biologiczne AMPs i
SMAMPs

W celu scharakteryzowania wiasciwosci biologicznych AMPs i SMAMPs prowadzone
sg zazwyczaj oznaczenia kilku najwazniejszych wielkosci. Podstawowym  testem
pozwalajacym okresli¢ aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa tych zwigzkow jest wyznaczenie

minimalnego ste¢zenia zatrzymujacego wzrost mikroorganizmow (MIC, ang. minimum

32



inhibitory concentration). Najcze$ciej uzywang metoda jest technika kolejnych rozcienczen w
pozywce wzrostowej na ptytce 96-dotkowej (ang. broth microdilution method/technique),
ktora, w skrocie, polega na inkubacji mikroorganizmow z badanym materiatem w serii jego 2-
krotnych rozcienczen. Jako warto§¢ MIC uznaje si¢ najnizsze zastosowane st¢zenie dla ktorego
nie zaobserwowano wzrostu mikroorganizméw. W literaturze naukowej mozna spotkac
wizualng ocen¢ wzrostu lub zastosowanie pomiaru absorbancji $wiatta 600 nm (ODeoo, ang.
optical density) przez zawiesing mikroorganizméw. W przypadku pomiaréw ODeoo
stosowanym progiem zatrzymania wzrostu jest 90% - 99% inhibicji wzgledem kontroli.
Uzyskana w ten sposdb warto§¢ MIC niesie ze sobg informacje, ze realne stezenie hamujace
wzrost znajduje si¢ w przedziale pomigdzy oznaczong wartoscig MIC, a polowa tej wartosci.
Kolejng wielkoscig charakteryzujacg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg jest minimalne
stezenie  bakteriobdjcze lub  grzybobdjcze (MBC lub MFC, ang. minimum
bactericidal/fungicidal concentration), niosgce informacje o st¢zeniu badanego zwigzku
niezbednym do zmniejszenia zywotno$ci poczatkowego inokulum mikroorganizméw 0 99,9%.
Okreslenie zywotnos$ci bakterii nastgpuje poprzez wysianie zawiesiny mikroorganizmow po
inkubacji z badanym czynnikiem na szalki z podtozem wzrostowym i zliczenie ilo$ci kolonii,

ktore wyrosty po dodatkowej inkubaciji.

Podstawowym parametrem uzywanym do wstepnego szacowania toksycznosci
wzgledem komorek ssakow jest pomiar stezenia badanego zwiazku potrzebnego do wywotania
lizy potowy RBCs (HCso, ang. hemolytic concentration 50%). W celu oceny stopnia hemolizy
RBCs po inkubacji z badanych czynnikiem sa wirowane, a nastgpnie okreslana jest ilo§¢
uwolnionej hemoglobiny w supernatancie poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 540
nm. Natomiast cytotoksycznos¢ badana jest najczesciej metodg z wykorzystaniem testow MTT
lub XTT, jako aktywno$¢ mitochondriéw po inkubacji z badanym czynnikiem. Obie metody
wykorzystujg barwniki, ktére pod wptywem utlenienia nastgpujacego w poblizu aktywnego
mitochondrium przeksztatcaja si¢ w barwne pochodne. Okreslenie poziomu zabarwienia
poprzez pomiar absorbancji §wiatta przy okreslonej dtugosci fali pozwala na oszacowanie
zywotnosci komorek. Raportowanym wynikiem badan cytotoksycznosci jest stezenie, W
ktorym aktywno$¢ mitochondrialna osigga potowe wartosci wzgledem kontroli (ICso, ang.
inhibitory concentration 50%). Warto$¢ t¢ mozna wyznaczy¢ jako wspotczynnik réwnania
Hill’a, opisujgcego sigmoidalng zalezno$¢ dawka-odpowiedz, po dopasowaniu numerycznym

danych eksperymentalnych.'®” Réwnanie to ma nastepujaca postaé:
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E
E — max (1)

(G

gdzie:

E - mierzony efekt, tutaj cytotoksyczno$¢ jako % obnizenia aktywnosci mitochondrialnej,
Emax - maksymalna mozliwa warto§¢ mierzonego efektu, tutaj 100%,

C - stezenie badanego zwiazku,

ICs0 - stezenie badanego zwigzku dajace potowe Emax,

n - wspotezynnik Hill’a okres$lajacy nachylenie krzywej sigmoidalnej.

5. Metodyka badan mechanizmu dzialania MTAC

Pomimo pojedynczych doniesien literaturowych dotyczacych wewnatrzkomoérkowego
dziatania AMPs i SMAMPs, postulowanym gtéwnym mechanizmem ich dziatania jest
zwigkszenie przepuszczalnosci btony komorkowej bakterii. Prowadzi to do wycieku
sktadnikow cytoplazmy zaburzajac homeostazg¢ komorki, co w konsekwencji powoduje jej
$mieré. Wnioski te uzyskano z badan nad zmiang przepuszczalnosci btony komorkowej
bakterii, natomiast badania na liposomach, jako modelowych btonach komorkowych,
pozwolity sprawdzi¢ oddziatywanie na sama dwuwarstwe fosfolipidowa. Aby poznad
doktadniej sposob oddziatywania AMPs i SMAMPs z dwuwarstwg fosfolipidowa, pod katem
lokowania si¢ ich wzgledem fosfolipidow, prowadzone sg badania z wykorzystaniem jeszcze
bardziej uproszczonych modeli, takich jak np. monowarstwa Langmuira i dwuwarstwa
osadzona na podtozu statym (ang. solid supported bilayer). W podrozdziale tym przedstawitem
najwazniejsze metody badawcze, ktore sa stosowne w celu potwierdzenia zdolno$ci nowych
polikationéw do zwigkszania przepuszczalnosci btony komorkowej bakterii. Poruszytem takze
temat badan z uzyciem liposoméw, gltownie pod katem wptywu skladu lipidowego

dwuwarstwy na podatnos¢ wobec AMPs i SMAMPs.

5.1. Wybrane metody z wykorzystaniem calych komérek

Bakterie charakteryzuja si¢ skomplikowana i wielowarstwowg strukturg otoczki
komorkowej (Rysunek 1), w zwiazku z czym wyniki badan na uproszczonych modelach btony
komorkowej nie dajg si¢ tatwo interpolowac¢ do catych komorek. Do tej pory opracowano wiele
metod badawczych pozwalajacych okresli¢ czy, oraz oszacowa¢ w jakim stopniu, blona
komorkowa bakterii zwigkszyla swoja przepuszczalnos¢ pod wptywem SMAMPS i AMPs.

Metody te opierajg si¢ gtdéwnie na zastosowaniu hydrofilowych barwnikéw, ktore nie migruja
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przez nieuszkodzong bton¢ komodrkows, oraz skaningowej lub emisyjnej mikroskopii
elektronowej (SEM lub TEM, ang. scanning lub transmission electron microscopy). Zar6wno
AMPs, jak i SMAMPs, moga indukowaé¢ wyplyw substancji o rdznej wielkosci z komorki
poprzez tworzenie poréw W dwuwarstwie lub jej niespecyficzne zniszczenie (Rysunek 7).

Zastosowanie roznych metod pozwala na ocen¢ wielkosci powstajacych otworow i zniszczen.

5.1.1. Depolaryzacja blony komorkowej.
Blona komorkowa bakterii jest spolaryzowana, tj. wystepuje roznica potencjalow

elektrycznych po jej wewngtrznej 1 zewnetrznej stronie, spowodowana glownie réznym
stezeniem K* i Na*. Potencjal blonowy jest niezbedny dla niektorych proceséw zyciowych
bakterii, szczegdlnie tych opartych o funkcjonowanie biatek transmembranowych,'®® i
zaburzenie go, poprzez wywotanie wycieku K* przez blone komorkowa, moze potencjalnie
doprowadzi¢ do $mierci komorki. Depolaryzacja zwigzana jest gldwnie z migracja kationow
potasowych i sodowych, o $rednicy hydrodynamicznej ok. 0,12 i 0,20 nm,3 przez dwuwarstwe
fosfolipidowa. Jedna z metod badania zmian potencjalu btonowego jest zastosowanie
barwnikéw fluorescencyjnych, ktérych agregacja na powierzchni lub we wnetrzu dwuwarstwy
fosfolipidowej zalezna jest od stopnia jej polaryzacji (ang. voltage sensitive dyes).*° Tego typu
barwnikiem uzywanym powszechnie w badaniach nad AMPs i SMAMPs jest jodek 3,3’-di-
propylo-tiakarbocyjanianu (DiSC3(5), ang. 3,3-dipropylthiadicarbocyanine iodide; Rysunek
8).41 768193141143 Cyasteczki DiSCs(5), bedace amfifilowymi kationami, akumuluja si¢ w
dwuwarstwie fosfolipidowej zawierajacej anionowe lipidy, co prowadzi do zwigkszenia ich
lokalnego stezenia i Samo-wygaszenia (ang. self-quenching). Podczas depolaryzacji natomiast
nastepuje uwolnienie barwnika do medium co skutkuje jego rozcienczeniem i znacznym

wzrostem emisji fluorescencji o dtugosci fali 670 nm przy wzbudzeniu §wiattem o dlugosci 622

nm, 140144
S\”/\/\/\rs
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Rysunek 8. Barwnik fluoroscencyjny DiSCs(5) wykorzystywany do badania depolaryzacji
dwuwarstwy fosfolipidowej przez AMPs i SMAMPs.

Interesujagcym przyktadem zastosowania DiSC3(5) jest praca A. Song i wsp., ktorzy

badali przeciwdrobnoustrojowe wtasciwosci polikationéw bedgcych produktem naprzemiennej
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metatycznej polimeryzacji cycloolefin (AROMP, ang. alternating ROMP).%® Badane przez nich
polimery powodowaty catkowitg depolaryzacje komorek S. aureus i E. coli po 10 minutach, co
doskonale korelowato z kinetyka zabijania E. coli, ale kinetyka zabijania S. aureus byta
znacznie wolniejsza. Autorzy artykutu wysnuli na tej podstawie wniosek, ze depolaryzacja
moze by¢ bezposrednig przyczyng $mierci E. coli. Natomiast w przypadku S. aureus sama
depolaryzacja jest niewystarczajagcym czynnikiem, aby usmiercic te bakterig¢ i inny mechanizm
o wolniejszej kinetyce, jak formowanie si¢ poréw lub dzialanie wewnatrzkomorkowe, jest

odpowiedzialny za aktywno$c.

5.1.2 lodek propidyny
Jodek propidyny (IP) jest hydrofilowym barwnikiem fluorescencyjnym (Rysunek 9),

ktoérego wydajnos¢ kwantowa po zwigzaniu z DNA lub RNA znaczaco wzrasta (od kilku do
kilkunastu razy).}*®'% Po interkalacji do materiatu genetycznego wykazuje maksimum
wzbudzenia przy dhugoéci fali 535 nm i maksimum emisji o dlugoéci 617 nm.*® Ze wzgledu
na hydrofilowy charakter barwnik ten nie jest w stanie przej$¢ przez nienaruszong blong
komorkowa. Dzigki tej wlasciwosci znalazl zastosowanie w testach do okre$lania zywotnoS$ci
bakterii (np. komercyjny test BackLight)!®'4" oraz okreslania sposobu $mierci komorek
eukariotycznych (apoptoza/nekroza).}*® Zywa komorka bakterii posiada spdjna blong
komorkowa uniemozliwiajacg wejscie IP do jej wnetrza, natomiast btona martwych komorek
ulega stopniowej degradacji dzigki czemu czasteczka IP moze dosta¢ si¢ do jej wnetrza i
zwigza¢ z DNA. Przyjmuje si¢, ze komorki wykazujace silng fluorescencje pochodzaca od IP

sg martwe.'*® Znane sg jednak przyktady zywych komérek, ktorych blona jest przepuszczalna

dla IP, jak np. w przypadku szybko dzielacych si¢ komorek w wyktadniczej fazie wzrostu,
9

dlatego tez metoda ta bywa obarczona btedem.*

Rysunek 9. Barwnik fluoroscencyjny IP wykorzystywany do badania przepuszczalnosci blony
komorkowe;.
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Barwnik IP znalazt rowniez zastosowanie w badaniach nad mechanizmem dziatania
MTAC. W kilku pracach komorki bakterii traktowane polikationem wybarwiono przy pomocy
IP i obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym?0:6472:94.150151 |y noddano analizie przy
pomocy cytometru.’®? Autorzy tych artykutéw zinterpretowali zaobserwowang fluorescencije
we wnetrzu komorek bakteryjnych jako dowdd na uszkodzenie btony komorkowej przez
polikationy. Nie skomentowali jednak mozliwos$ci, ze obserwowane naruszenie integralnosci
btony komoérkowej moze by¢ zwigzane ze $miercig komorki sama w sobie. Argumentem
przemawiajagcym za faktem, ze blona zostala wuszkodzona przez uzyty czynnik
przeciwbakteryjny jest zwigkszenie przepuszczalnosci dla IP juz po krétkim czasie inkubacji,
od 30 min do 2 h.#9152 Tak szybkie dziatanie wskazuje na brak koniecznosci dostania sig
badanych zwigzkow do wnetrza komorki i pasuje do modelu dziatania kontaktowego, poprzez
destabilizacje dwuwarstwy fosfolipidowej. Jodek propidyny cechuje si¢ $rednicg 1,5 nm, w
zwigzku z czym pory lub inne uszkodzenia blony wywotane przez badane czynniki musza mie¢

odpowiednio wigkszy rozmiar.

5.1.3. Znakowane fluoresceinga dekstrany o réznej masie molowej
W celu badania, czy AMPs i SMAMPs zwigkszaja przepuszczalnos¢ btony komorkowe;j

dla hydrofilowych czasteczek o wigkszej $rednicy hydrodynamicznej, stosuje si¢ znakowany
izotiocyjanianem fluoresceiny dekstran (FITC-dekstran) o roznej masie molowej. W znacznej
wigkszos¢ opublikowanych prac zostal zastosowany komercyjnie dostgpny FITC-dekstran o
masach od 4 kDa do 150 kDa cechujacy si¢ wedlug producenta (Merck) S$rednica
hydrodynamiczng od 2,8 nm do 17,0 nm. Eksperyment jest analogiczny do badan z
zastosowanie IP, tj. komorki po inkubacji z testowanym czynnikiem traktuje si¢ roztworem
FITC-dekstranu o odpowiedniej masie molowej, po czym nadmiarowy barwnik jest
odmywany, a komérki obserwowane s3 pod mikroskopem fluorescencyjnym?0:43:44.101.103.153 1y
mierzona jest ich catkowita fluorescencja.’® Fluorescencja skorelowana z umiejscowieniem
komorek swiadczy o przedostaniu si¢ barwnika do wnetrza komorki przez uszkodzong btong

103

komorkowsa. Przyktadowy wynik, zaczerpnigty z literatury,” przedstawitem na Rysunku 10.
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Rysunek 10. Zaczerpnigte z literatury przyktadowe zdjecie komorek E. coli inkubowanych z
kationowg pochodng poliweglanu i FITC-dekstranem 100 kDa pokazujace dobre skorelowanie
fluorescencji z umiejscowieniem komorek. 1%

Cztery grupy badawcze wykazaly, ze ich polikationy umozliwiaja migracje FITC-
dekstranu o masie molowej 100 kDa przez bton¢ komorkowa bakterii, ktorego $rednica
hydrodynamiczna jest szacowana na 13,8 nm.#%-10110344 Natomiast w trzech innych pracach, w
ktérych wykorzystano FITC-dekstran o réznych masach, autorzy wykazali, ze AMPs tworza

pory o $rednicy ok 23 nm,**® w przedziale 7-29 nm* oraz pomiedzy 5,6-9,4 nm.*>

5.1.4. Obecnos$é¢ makroczasteczek z cytoplazmy w supernatancie
Kolejng metoda pozwalajaca oceni¢ na ile powaznie uszkodzona jest btona komorkowa

bakterii jest szacowanie wzglednej ilosci materiatu cytoplazmatycznego, ktory wyptynat z
komorki. W tym celu bakterie po inkubacji z czynnikiem przeciwbakteryjnym oddziela si¢ od
medium poprzez wirowanie lub mikrofiltracje, a nastepnie badana jest absorbancja przy
dhugosci fali 260 nm, ktéra odpowiada maksimum dla wielu aromatycznych struktur obecnych
w biatkach oraz DNA i RNA.*®® Stosujac te metode wykazano, ze niektére polikationy indukuja

wyptyw makroczasteczek z wnetrza komorki zalezny od stezenia polimeru.#244156

5.1.5. Mikroskopia elektronowa
Przedstawione powyzej metody pozwalajg w sposdb posredni stwierdzi¢ czy AMPs 1

SMAMPs powoduja uszkodzenia w btonie komorkowej bakterii. Natomiast zastosowanie
mikroskopii elektronowej pozwala na bezposrednig obserwacj¢ zmiany ksztattu bakterii i
zaburzen w strukturze ich otoczki. Najszerzej wykorzystywana do tego celu jest skaningowa
mikroskopia elektronowa (SEM, ang. scanning electron microscopy)3®:42:43:64,72,73,82,152,157,158
oraz w mniejszym stopniu transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM, ang. transmission

electron microscopy).#24493152 Metodyka ta pozwolita zaobserwowaé silng deformacie
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komorek pod wptywem SMAMPS, co przedstawitem na przyktadowych obrazach SEM i TEM
zaczerpnigtych z literatury (Rysunek 11).

Rysunek 11. Zaczerpniete z literatury przyktadowe obrazy TEM (A1-A3)* i SEM (B1-B3)*
komorek bakteryjnych przed (Al 1B1)1po (Al, A2, Bl i B2) traktowaniu ich SMAMPs.

5.1.6. Zeta-potencjal komorek bakteryjnych
Komorki bakterii cechujg si¢ silnie ujemnym potencjatem elektrokinetycznym

powierzchni.1*6-118 Mechanizm dziatania AMPs i SMAMPs oparty o dezintegracje blony
komorkowej zaktada, ze ich czasteczki poczatkowo adsorbujg na powierzchni komorki, dzigki
oddzialywaniom elektrostatycznym, co powinno prowadzi¢ do neutralizacji potencjatu
elektrokinetycznego. Znalazto to potwierdzenie w badaniach zeta-potencjalu powierzchni
komorek bakteryjnych traktowanych roznymi AMPs. 15215415 Aytorzy przytoczonych prac
wykazali, Ze wraz ze wzrostem stezenia badanych peptydow zeta-potencjat bakterii wzrasta
osiagajac w pewnym momencie nawet warto$¢ dodatnia.®>>® Wyniki te przemawiaja za

kontaktowym mechanizmem dziatania AMPs i SMAMPs.

5.2. Wybrane metody z wykorzystaniem liposomow

Otoczka komoérkowa bakterii jest ztozong strukturg skladajaca sie z wielu elementow,
posrdad ktorych dwuwarstwa fosfolipidowa, bedaca gldownym postulowanym celem dzialania
AMPs i SMAMPs, odpowiada za zachowanie jej spojnosci. W zwigzku z tym zastosowanie
modelowej dwuwarstwy, w postaci liposoméw, pozwala na bezposrednig obserwacje zaburzen
W jej integralnosci wykluczajac wptyw pozostatych struktur otaczajacych komorke. Liposomy

sa modelem blony komorkowej odbiegajacym od ,,prawdziwych komorek bakterii”, jednakze
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pozwalajacym na doktadniejsze poznanie miedzy innymi wplywu skladu lipidowego
dwuwarstwy na oddziatywanie z AMPs i SMAMPs oraz testowanie czy zwiazki te sa w stanie
zwigkszy¢ przepuszczalno$¢ dwuwarstwy odpowiadajacej sktadem blonie komoérkowe;j
bakterii. W badaniach tych wykorzystuje si¢ mate jednowarstwowe liposomy (SUVs, <100 nm
srednicy; ang. small unilamellar vesicles), duze jednowarstwowe liposomy (LUVs, < 1 um
srednicy; ang. large unilamellar vesicles) oraz olbrzymie jednowarstwowe liposomy (GUVs, 1
- 10 pm s$rednicy; ang. giant unilamellar vesicles). Aby symulowa¢ sktad lipidowy bakterii
stosuje si¢ zazwyczaj mieszaniny PE z CL i PG w r6znych proporcjach lub bakteryjne ekstrakty

lipidowe, natomiast btony komorkowe eukariontow symulowane przez liposomy zbudowane z
Y Y p p y
PC 142930160

5.2.1. Liposomy wypelnione barwnikiem fluorescencyjnym
Popularng technikg badania zdolnosci AMPs i SMAMPs do zwickszenia

przepuszczalnosci dwuwarstwy fosfolipidowe;j jest zastosowanie SUVS i LUVS wypetnionych
roztworem barwnika fluorescencyjnego w stezeniu powyzej ktoérego barwnik ten ulega
samo-wygaszeniu. W momencie wytworzenie porow lub catkowitego zniszczenia liposomow
nastepuje uwolnienia barwnika prowadzace do jego rozcienczenia w otaczajacym liposomy
buforze. Obserwowanym efektem jest wzrost fluorescencji (Rysunek 12).}* Istnieje réwniez
znacznie mniej popularna wersja tego testu wykorzystujaca liposomy wypetnione roztworem
chlorku sodu, ktéry po uwolnieniu podnosi przewodnictwo elektryczne roztworu mierzone przy

pomocy kondkuktometru.*6!

N fluoresencja
N

(> o .‘

3 ... 9]
3 e g8, ‘!} P

!‘:‘g'ﬁﬂrg-.
@ - wygaszony barwnik fluorescencyjny

- aktywny barwnik fluorescencyjny

Rysunek 12. Schematyczne przedstawienie metodyki badania dziatania AMPs i SMAMPs na
dwuwarstwe z wykorzystaniem liposomow wypetionych barwnikiem fluorescencyjnym.
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Najczesciej uzywanymi do tego celu barwnikami sg kalceina w postaci poczwornej soli
sodowej?>63.90,9395.97.98,127.133.162  gra7 rodamina B.>"74™ Znacznie rzadziej stosowana jest
fluoresceina.'** Badania te prowadzone s zazwyczaj w buforach o pH zblizonym do 7,0-7,4
zawierajacych chlorek sodu w st¢zeniu zblizonym do fizjologicznego (ok. 130 mM).
Fluorescencja kalceiny badana jest najczesciej po wzbudzeniu §wiattem w zakresie 450-490
nm dla emisji w zakresie 510-515 nm, natomiast w przypadku rodaminy po wzbudzeniu

$wiattem o dlugosci 566 nm dla emisji 586 nm.

Stosujac t¢ metodyke, w Kilku pracach naukowych pokazano dobra korelacje pomiedzy
uwalnianiem kalceiny przez polikationy z liposomdéw majacych symulowa¢ btong komérkowa
bakterii, a ich wlasciwosciami przeciwbakteryjnymi.?>>"9% Taki efekt autorzy uznali za
dowod na mechanizm dzialania oparty o zaburzenie struktury dwuwarstwy lipidowe;j. Jednakze
przypadki braku takowej korelacji byly rowniez raportowane dla niektorych polikationéw, co
moze wynika¢ z nieadekwatnego modelu, oddziatywan z innymi strukturami otaczajacymi
komorki, lub innym mechanizmem dziatania polegajacym na oddziatywaniu ze strukturami

wewnatrzkomorkowymi, %%

5.2.2. Badania technika DLS
Wyzej opisana technika pozwala na wglad w zdolno§¢ AMPs i SMAMPs do zaburzania

integralnosci dwuwarstwy lipidowej, nie daje jednak informacji na temat adsorpcji tych
zwigzkow na powierzchni dwuwarstwy w warunkach, w ktorych ilo$¢ polimeru lub peptydu
jest zbyt mata, aby wplyna¢ na jej przepuszczalnos¢. Adsorpcja ta moze prowadzi¢ do fuzji
badZz agregacji liposoméw, co mozna obserwowaé przy pomocy techniki dynamicznego
rozpraszania $wiatla (DLS, ang. dynamic light scattering).!®® Metoda DLS pozwala okresli¢
dystrybucje wielkosci czastek znajdujgcych si¢ w roztworze i oszacowaé ich $redni promien
hydrodynamiczny (Rn). Ponadto wiele aparatow DLS (np. apart Malvern Zetasizer Nano ZS)
posiada wbudowang funkcj¢ pomiaru ( wykorzystujac do tego celu pomiar mobilnosci
elektroforetycznej, ktora jest nastepnie podstawa do obliczenia { z réwnania Henry’ego.l®
Wykorzystujac t¢ technike kilka grup badawczych zbadato zalezno$¢ Rn oraz { zawiesiny
liposomow od stosunku molowego AMPs lub SMAMPs do lipidow (L/P, ang. lipid to

polimer/peptide ratio)_90,96,161,162,16#169
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Rysunek 13. Schematyczne przedstawienie metody badania oddziatywania AMPs i SMAMPs
z liposomami z wykorzystaniem techniki DLS.

Wykazano miedzy innymi, ze pochodne poli(4-winylopirydyny),161166:167 hitozant®® i

polilizyna®®®

podnoszg zeta-potencjat powierzchni liposoméw neutralizujgc go przy pewnej
wartosci P/L, co powoduje agregacj¢ liposomow objawiajaca si¢ jako wzrost Ry (Rysunek 13).
Natomiast dalsze zwigkszania P/L prowadzi do wysycenia powierzchni liposomow
polikationem zwigkszajgc zeta potencjal, co ostatecznie jest przyczyng stabilizacji liposomow
oplaszczonych polikationem 161165167169 A Syhachin i wsp. wykazali, na przykladzie
oddziatywania poli(4-winylopirydyny) z liposomami o ré6znym stosunku PC/CL, Ze potrzeba
wigce] polikationu do neutralizacji tadunku liposomoéw o wyzszej zawartosci anionowych
fosfolipidow.1®* Wyniki otrzymane przez S. Shi i wsp. oraz S. Hedegaard i wsp. $wiadcza o
wyzszej skuteczno$ci (przy nizszych wartosciach P/L) do agregowania liposomoéw przez
hydrofilowe pochodne poli-g-laktamow i peptydy penetrujacych blone (CPPs, ang. cel-
penetrating peptides) w poréwnaniu do ich bardziej hydrofobowych analogow.%%16? Natomiast
G. Gabriel i wsp., badajac kationowe pochodne polinorbornenu, zaobserwowali odwrotna
tendencj¢. Ponadto potwierdzili oni wyniki otrzymane w badaniach DLS obserwujac agregacje
znakowanych fluorescencyjnie LUVs pod mikroskopem, oraz pokazali, ze ich polikationy
agreguja rowniez komorki bakteryjne.%
5.2.3. Mikroskopia elektronowa

Technika DLS pozwala w sposdb posredni, poprzez analiz¢ fluktuacji rozproszonego
$wiatla w czasie, bada¢ agregacj¢ liposomow pod wplywem polikationéw. Ponadto metoda ta
jest bardzo czuta na wszelkie stale zanieczyszczenia. Oba te czynniki moga prowadzi¢ do

pewnych btedow interpretacyjnych. Metoda komplementarng, pozwalajacg zweryfikowaé
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wyniki DLS, jest np. TEM. Technika ta zostata wykorzystana do obserwacji liposoméw po
inkubacji z polikationami potwierdzajac ich agregacje.’®®1%1"! Na Rysunku 14 przedstawilem
przyktadowe obrazy TEM, zapozyczone z literatury,’® przedstawiajagce LUVs traktowane

rozng iloscig hitozanu.

(A) C~-35 mV.

(C) £~ +30 mb

Rysunek 14. Przyktadowe obrazy, zaczerpnigte z literatury, TEM LUVs inkubowanych (A)
bez dodatku oraz z dodatkiem (B) 0,18 ekwiwalentu lub (C) 5 ekwiwalentéw hitozanu.1®®

6. Struktura polikationow, a ich aktywnos¢ biologiczna.

Poza aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa polikationy testowane sa takze jako czynniki
transfekcyjne utatwiajagce wprowadzenie obcego DNA do komorek oraz w systemach
dostarczania lekow jako stabilizatory no$nikow, np. liposoméw, lub no$niki same w sobie w
postaci miceli/agregatow.}’>1”® W przypadku zastosowan przeciwdrobnoustrojowych
polikationy sg badane jako pokrycia powierzchni (od $cian szpitalnych po implanty), hydrozele
oraz substancje czynne w roztworach wodnych.!”® Niniejsza rozprawa skupia si¢ na
zastosowaniu przeciwbakteryjnych polikationéw jako potencjalnej alternatywy dla obecnie
stosowanych antybiotykow, dlatego tez w przegladzie literatury poruszylem tylko temat
zwigzkow rozpuszczalnych w wodzie, tj. SMAMPs. Opisane w literaturze SMAMPs
charakteryzuja si¢ r6zng geometrig i ksztaltem. Mozna znalez¢ doniesienia na temat SMAMPs

liniowych,  rozgatezionych,!™  dendrymerycznych,}’®17  dendronow,'*

polimeréw
gwiezdzistych!*1"17® j innych.1%18 W ramach swojej rozprawy skupitem sie gldwnie na
polikationach liniowych i w zwigzku z tym zdecydowalem si¢ na zawezenie przegladu

literatury do liniowych SMAMPs.

Aby racjonalnie planowa¢ strukture SMAMPs niezbedne jest doktadne zrozumienie
wpltywu ich poszczegdlnych parametréow 1 elementéw strukturalnych na aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa oraz biozgodno$¢. W celu poznania zaleznoS$ci struktura-aktywnos¢
(SAR, ang. structure-activity relationship) polikationéw wiele grup badawczych syntetyzowato

cale serie pochodnych, réznigce si¢ wybranym parametrem strukturalnym, i przeprowadzito
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oznaczenia ich aktywnoS$ci. Ponizej przedstawitem wybrane doniesienia na temat badan

najwazniejszych parametréw strukturalnych SMAMPs.

6.1. Architektura (polozenie grupy hydrofobowej wzgledem kationowej)
Wedlug obecnego stanu wiedzy AMPs i SMAMPs adsorbujac na powierzchni

dwuwarstwy fosfolipidowej przyjmujg stopniowo w peilni amfifilowa konformacje, ktora
pozwala na skuteczne oddziatywanie fragmentow hydrofobowych makroczasteczki z wnetrzem
dwuwarstwy. Glgbokos$¢ na jaka fragmenty te moga zanurzy¢ si¢ w dwuwarstwie, poziom
zaburzenia jej struktury, a takze r6znica w ci$nieniu bocznym jakie wywiera cz¢$¢ hydrofilowa
oraz hydrofobowa na dwuwarstwe, wydajg si¢ silnie zaleze¢ od struktury czasteczki
polikationu. W literaturze szeroko dyskutowanych jest kilka mozliwych struktur polikationow,
W rozumieniu réznego polozenia wzglgdem siebie grup hydrofobowych, kationowych i

tancucha gldéwnego polimeru, nazywanych takze r6zng architekturg (Rysunek 15).1417

(a)
PR ERCICPRCS) RGO
"YYXELLX:

Naprzeciwlegle amfifilowe
(ang. Facially amphiphilic)

00990
()
®) e e PRIPNSY Rt 3332 ®

Joneny bez grup bocznych Oddzielna grupa hydrofil. i lipofil.
(ang. Different center) Polimery telecheliczne

Wspolna grupa hydrofil. i lipofil.
(ang. Telechelic)

(ang. Same center)

(<)

Kopolimery blokowe

Rysunek 15. Schematyczna prezentacja najczestszych potaczen grupy hydrofobowej z
kationowa wzgledem tancucha gtownego polimeru dla SMAMPs (a) zawierajacych grupe
kationowa w tancuchu bocznym oraz (b) jonendéw; (c) kopolimery blokowe.

Jednym z kryterium podziatu architektury liniowych polikationow jest potozenie grupy
kationowe] wzgledem tancucha gtownego polimeru, coO pozwala na wyroznienie polimerow z
grupa kationowa ulokowang w tancuchu bocznym oraz jonenéw (Rysunek 15a i b). Natomiast
podzial ze wzgledu na wzajemne polozenie grup kationowych i hydrofobowych pozwala

wyrozni¢ polikationy zawierajace obie grupy w obrebie jednostki powtarzalnej ulokowane po
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przeciwnych stronach tancucha glownego (naprzeciwlegle amfifilowe, ang. facially
amphiphilic), oraz po tej samej stronie gdzie obie grupy sa potaczone bezposrednio ze sobg
(ang. same center). Ponadto mozna wyr6zni¢ polikationy o oddzielnych grupach
hydrofobowych i kationowych (ang. different center), polimery telecheliczne posiadajgce grupe
hydrofobowa w postaci alkilowej grupy koncowej (ang. telechelic) oraz kopolimery blokowe

(Rysunek 15c) o dobrze rozdzielonych jednostkach kationowych i hydrofobowych, 417181

V. Sambhy i wsp. jako jedni z pierwszych zaprezentowali badania nad rdznica w
aktywnos$ci SMAMPs typu same center oraz different center stosujac biblioteke kopolimerow
poliwinylopirydyny oraz polimetakrylanu (Rysunek 16a). Wyniki ich badan jednoznacznie
wskazaty na troche silniejsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng oraz znacznie silniejszg aktywno$¢
hemolityczng polikationéw typu different center, co $wiadczy o lepszej selektywnoS$ci
polimeréw same center.”® Grupa badawcza G. N. Tew’a na przykladzie polinorbornenéw
(Rysunek 16c) wykazata mocniejszag aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz wyzsza
selektywno$¢ polinorbornendéw typu facially amphiphilic w poréwnaniu do different center.%*
Poréwnujac  aktywno$¢  kationowych  kopolimerow blokowych i  statystycznych
poli(winyloeteru) (Rysunek 16d) grupa K. Kurody stwierdzita porownywalng aktywnos¢
przeciwbakteryjng obu typoéw polimeréw, znacznie wyzszg aktywnos$¢ hemolityczng

kopolimerow statystycznych oraz zdolno$¢ do agregacji RBCs przez kopolimery blokowe.™

J. Gua i wsp. dokonali pierwszej proby bezposredniego pordéwnania aktywnosci
polikationow same center (Rysunek 15a) z jonenami bez grupy bocznej (Rysunek 15b). W tym
celu zsyntetyzowali trzy kationowe pochodne polistyrenu oraz ich analogi w postaci jonenow
o zblizonej strukturze i $redniej masie molekularnej (Rysunek 16e). Badania nad aktywnoscia
biologiczng wykazaty jednoznacznie duzo wyzsza aktywnos¢ przeciwbakteryjng oraz znacznie
nizsza hemolityczng jonendw, co przektada sie na ich wyzsza selektywno$é.® C. Mattheis i
wsp. sprawdzili aktywnos$¢ serii jonenow réznigcych si¢ hydrofobowoscig grupy bocznej oraz
tancucha glownego (Rysunek 16b), badajagc w ten sposob rdznice migdzy aktywnoS$cig
przeciwbakteryjng jonendow bez grupy bocznej (dla R = CHz) oraz jonenéw same center (dla
R’ = C4 oraz R > CHs). Wyniki ich badan pokazuja niemal catkowity brak wptywu dtugosci
grupy R’ na MIC oraz znaczny spadek aktywnosci dla podstawnikéw R dtuzszych od grupy
metylowej, co $wiadczy o stabszym dzialaniu jonenow same center w poréwnaniu z tymi bez

grupy bocznej (Rysunek 15b).*82
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Rysunek 16. Przyktadowe struktury polikationéw, ktore postuzyty do badan nad wplywem
architektury na aktywnos¢.

6.2. Réwnowaga lipofilo-hydrofilowa

Jednym z najszerzej zbadanych parametréw jest rownowaga lipofilo-hydrofilowa (HLB,
ang. hydrophilic-lipophilic balance lub amphiphilic balance). Réwnowaga ta modulowana jest
najczesciej poprzez kopolimeryzacje monomeréw hydrofobowych i hydrofilowych w réznych
proporcjach (Rysunek 170)°0% lub zastosowanie podstawnikow alkilowych o réznej dtugosci
pozwalajacych modulowaé hydrofobowo$¢ na poziomie monomeru (Rysunek 17a).0183
Poczatkowo hydrofilowe fragmenty SMAMPs byly tozsame z fragmentem kationowym. W
zwigzku z tym pierwsze podejscia do modulacji HLB wigzaty si¢ najczgéciej ze zmiang gestosci

dodatniego tadunku wzdtuz tancucha polimerowego, bedacej rowniez istotnym parametrem

46



wplywajacym na oddziatywanie z dwuwarstwg fosfolipidowa. Rozwazane jest nawet pojecie
roéwnowagi kationowo-hydrofobowej (ang. cationic-hydrophobic balance) w kontekscie
SMAMPs >

(a) (b)
PP RDRDDe e e ke s P L G2 Silnie hydrofoliowe:
MIC - wysokie

E HC50 - bardzo wysokie
=
PP e Re P DB g 2P P 2P S, Odpowiednie HLB:
g_ MIC - niskie
2 HC50 - wysokie
(=]
PPPPPD .
2 S 4 ® %~ Silnie hydrofoliowe:
MIC - umiarkowane
_\ /_ HC50 - bardzo niskie

(C) Silnie hydrofoliowe joneny:

BB @ @@ @Y MIC - niskic

HC50 - bardzo wysokie

Rysunek 17. Zobrazowanie strategii modulowania HLB polikationow na poziomie (a)
monomeru oraz (b) poprzez kopolimeryzacje monomeréw hydrofobowych i hydrofilowych; (¢)
schematyczna zobrazowanie jonenow.

Ogo6lnym wnioskiem, jaki mozna wyciggna¢ z wielu opublikowanych prac dotyczacych
polikationéw z grupa kationowa w tancuchu bocznym, jest niska aktywno$¢ najbardziej
hydrofilowych polikationéw, oraz wzrost aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wraz ze
wzrostem hydrofobowosci czasteczki (Rysunek 17a i b).56-58:60.65.78,94,97,98,102,103,150,183
Natomiast nadmierny wzrost hydrofobowosci prowadzi do obnizenia aktywno$ci
przeciwdrobnoustrojowej SMAMPS, co moze by¢ zwigzane z formowaniem si¢ nieaktywnych
agregatow polimerowych lub obnizeniem rozpuszczalnoéci w wodzie.>""891%2 Wymagana
obecno$¢ odpowiednio hydrofobowych fragmentéw w czasteczce polikationu thumaczona jest
skuteczniejszg penetracja hydrofobowego wnetrza dwuwarstwy fosfolipidowej prowadzaca do
jej destabilizacji.}*8* Rosnaca hydrofobowo$¢ polikationéw prowadzi do monotonicznego
wzrostu aktywnosci hemolitycznej w przypadku znacznej wigkszosci zbadanych platform
polimerowych. Interesujace jest, ze ma to miejsca nawet w przypadkach, gdy obserwowano
spadek  aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej  przez  nadmiernie  hydrofobowe
podstawniki.>""894192\\/ pracach tych zasugerowano, ze nalezy poszukiwaé optymalnego HLB,

aby utrzymac jak najwyzszg aktywno$¢ polikationéw przy jak najnizszej hemolitycznosci.
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Wyniki w pewnym stopniu niezgodne z powyzszg regutg opublikowano dla jonenow.
Znane s3 wzglednie hydrofilowe joneny, niezawierajace znacznej ilosci hydrofobowych
fragmentow w stosunku do hydrofilowych, ktore wykazuja bardzo silne wlasciwosci
przeciwbakteryjne i pomijalnie niska hemolityczosé (Rysunek 17c).3%:40.105.108.109,111,182
Jednakze autorzy tych prac nie zbadali dokladniej tego zagadnienia. Intrygujace wyniki
otrzymali C. Mattheis i wsp. ktorzy wykazali, ze jonen z N,N-metylowymi grupami bocznymi
charakteryzuje si¢ silng aktywnos$cia wobec E. coli, ktora znaczaco maleje po zamienia grup
N,N-metylowych na Ca, i dopiero wbudowanie silnie hydrofobowej grupy Cs przywraca w

pewnym stopniu te aktywnosé (Rysunek 16b).*82

6.3. Grupa koncowa, polikationy telecheliczne

Grupy koncowe nie wywieraja znaczacego wplywu na wiasciwosci polimeréw o
wysokiej masie molekularnej, jednakze znaczna wigkszo$¢ polikationdw badanych pod katem
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych znajduje si¢ ha pograniczu pomig¢dzy oligomerami i
polimerami, posiadajac od 5 do 60 jednostek powtarzalnych. Charakter grupy koncowej tak
kroétkich oligomerow moze w znacznym stopniu modulowac ich wlasciwosci, jak na przyktad

HLB (Rysunek 15, polimery telecheliczne).

B. Mowery i wsp. zbadali wptyw dhugosci alkilowej grupy koncowej pochodnych
nylonu-3 o stopniu polimeryzacji (DP, ang. degree of polymerization; liczba jednostek
powtarzalnych) w granicach 27-35 merow (Rysunek 18a). Wzrost dtugosci grupy bocznej od
C2 do Ci2 spowodowat obnizenie MIC dla wszystkich badanych bakterii, natomiast dalsze
wydhluzanie tej grupy spowodowato spadek aktywnosci. Polimery od C> do Cg wykazaty niska
aktywno$¢ hemolityczng, natomiast pomigdzy Cg a C1g obserwowany byt monotoniczny wzrost
tej aktywnosci Wraz ze wzrostem hydrofobowosci grupy koncowej.®* Analogiczne wyniki
otrzymali S. Strassburg i wsp.!*® oraz S. Riduan i wsp.1*® badajacy aktywno$é krétkich jonenow
o dhugosci ok. 6 merow z réznymi alkilowymi grupami koncowymi (Rysunek 18c i e).
Zaobserwowali najsilniejszg aktywno$¢ dla polikationow z grupami koncowych od Ce do Ci,
w zaleznos$ci od mikroorganizmu i polimeru, oraz gwattowny wzrost aktywnosci hemolitycznej
dla polimeréw z grupa powyzej Ce!® lub Cg.'® J. Grace i wsp. sprawdzili aktywnos¢
homopolimeru metakrylanu, o dlugosci od 7 do 27 merow, zawierajacego grupe guanidynowa
w tancuchu bocznym, oraz grupe C2 lub C12jako grupe koncowsa (Rysunek 18b). Polikationy z
grupg Cz nie wykazaty aktywnosci zaréwno przeciwbakteryjnej jak 1 hemolitycznej, natomiast
wszystkie polimery z grupa Ci2 byly aktywne. Zaréwno aktywno$¢ hemolityczna jak i

przeciwbakteryjna wykazata tendencje wzrostowe wraz ze zmniejszaniem DP, co moze by¢
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zwiazane ze wzrostem wplywu hydrofobowej grupy koncowej.’® Podobne wyniki otrzymali S.
Strassburg i wsp. dla serii jonenéw o dlugosci od 1 do 5.5 jednostek powtarzalnych
zakonczonych grupa Ci2 (Rysunek 18d), jednakze w przypadku tego polimeru spadek
aktywno$ci hemolitycznej byl znacznie mocniejszy (15-krotny wzrost HCso) od spadku

aktywnosci przeciwbakteryjnej (5-krotny wzrost MIC).1%0
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Rysunek 18. Przyktadowe struktury polikationdw, ktore postuzyty do badan nad wpltywem
grupy koncowej na aktywnos¢.

Interesujace badania przeprowadzono w grupie badawczej J. C. Tiller’a na metylowe;j
polioksazolinie (PMOX, ang. poly(methyl oxazoline)), nietoksycznym i nie aktywnym
przeciwko mikroorganizmom polimerze, ktory nie posiada formalnego tadunku. Wykazali oni
mozliwo§¢ aktywacji PMOX poprzez przylaczenie kationowych, amfifilowych grup
koncowych, co podkresla jak wazne jest uwzglednienie wplywu grupy koncowe;j
polikationow.17%185187 Na przyklad przytaczenie tancucha Cis oraz ancucha Ciz wraz z
czwartorzedows solg amoniowa zwigkszyto MIC wobec S. aureus i E. coli z wige niz 8900 uM
do odpowiednio 6 i 56 uM (Rysunek 19).1"° Badania nad wptywem hydrofobowosci grup
alkilowych wykazatly charakterystyczny przebieg zaleznosci MIC od dtugosci grup alkilowych
z minimum w okolicy tancucha C10,*®” natomiast badania nad zalezno$ciag DP od aktywnosci
PMOX z grupami Ci2 i C2 wykazaly spadek zaréwno aktywnosci przeciwbakteryjnej jak i

hemolitycznej wraz ze wzrostem DP.18
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Rysunek 19. Przyktadowe struktury PMOX, ktore postuzyly do zbadania aktywacji
nieaktywnego i neutralnego polimeru poprzez amfifilowa kationowa grup¢ koncowa.

6.4. Dodatek nienaladowanej hydrofilowej grupy bocznej

AMPs, a w szczegolnosci HDPs stanowiace element uktadu odpornosciowego ssakow,
zwierajg poza ugrupowaniami hydrofobowymi i1 kationowymi takze nienatadowane, silnie
hydrofilowe struktury w postaci poliamidowego tancucha gléwnego oraz niektérych grup
bocznych.** Aby upodobnia¢ SMAMPs do HDPs, w celu poprawy ich biokompatybilnosci, w
okolicy 2009 roku zaczely pojawiaé si¢ prace dotyczace trojsktadnikowych kopolimerow
uwzgledniajace nie-kationowy hydrofilowy sktadnik, a takze homopolimery wzbogacone o

takowa grupe.

Do tej pory przeprowadzono badania nad wplywem oligomerycznych fragmentow
poli(tlenku etylenu) (PEG, ang. polyethylene glycol),:*77100.188 gryn cukrowych, 100:178.189.190
hydroksylowych®*8” oraz amidowych’®81% na aktywnos¢ SMAMPs. Opublikowane s
réwniez badania nad poprawa biokompatybilnosci AMPs, w tym HDPs, poprzez przylaczenie
fragmentow PEG.92-1% Ogélnym wnioskiem z tych badan jest obnizenie lub nawet wylaczenie
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej SMAMPS zawierajacych nienaladowang hydrofilowa
grupa, co powigzano z utrudnionym oddzialywaniem z anionowg btong komorkowa oraz
zwigkszong Srednicg hydrodynamiczng. W wigkszosci z przytoczonych badan zaobserwowano
takze znaczne obnizenie aktywnosci hemolitycznej, co zazwyczaj prowadzi do poprawy
selektywnosci zdefiniowanej jako HCso/MIC. Ponadto wykazano spadek cytotoksycznosci
polikationéw po wbudowaniu do ich struktury fragmentow cukrowych,/8189190 4 tak7e po

zwickszeniu zawarto$¢ merow PMOX w amfifilowym kopolimerze PMOX-PEL. %

6.5. Srednia masa molowa

Stabilnos¢ kompleksoOw rosnie wraz z liczbg wigzan, ktore tacza dwie struktury
stanowigce go. Dlatego tez catkowita liczba grup kationowych oraz hydrofobowych, ktore
moga oddziatywaé z dwuwarstwa lipidowa, przypadajacych na jedng czasteczke polikationu
moze wptyna¢ na ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Zwigkszajac srednig liczbe merow
przypadajacych na jeden tancuch polimerowy mozna hipotetycznie zwigkszy¢ site
oddziatywania z dwuwarstwa. Srednia dlugo$¢ polimeru przektada si¢ natomiast na jego

srednig mase molekularng.
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Grupa badawcza K. Kuroda zbadata, jako jedna z pierwszych, wptyw dtugosci SMAMPs,
na przyktadzie polimetakrylanu (Rysunek 20a), na ich aktywnos$¢ przeciwbakteryjng oraz
hemolityczng. Wykazali oni delikatny spadek aktywnosci wobec E. coli wraz ze wzrostem DP
od ok. 7 do ok. 39 przy jednoczesnym wzroscie HCso, co przektada sie¢ na wzrost selektywnosci
wraz ze spadkiem DP.>® Natomiast w innej swojej pracy zaprezentowali dane przedstawiajace
wyrazny spadek MIC wobec E. coli homopolimeru z tancuchem amino-etylowym wraz ze
wzrostem DP od ok. 9 do ok. 30, oraz niewielki wplyw dtugosci tancucha kopolipolimerow
zawierajacych powyzej 40% meréw hydrofobowych (zawierajacych grupe butylowa) (Rysunek
20a).% X. Yang i wsp. powtdrzyli badania nad wplywem masy polimetakrylanu
przedstawionego na Rysunku 20a na wigkszej liczbie roznych bakterii, na przyktadzie bardziej
hydrofilowego analogu z Rysunku 20b. Otrzymane przez nich wyniki wskazuja na mocniejszy
wptyw DP na aktywno$¢ bardziej hydrofilowych kationowych polimetakrylanow.®* Natomiast
K. Locock i wsp., badajacy polimetakrylany zawierajace grupe guanidynowsa (Rysunek 20c),
stwierdzili spadek aktywnosci przeciwko S. aureus wraz ze wzrostem DP.%2 Podobna zalezno$é
dla S. aureus zaobserwowali K. Lienkamp i wsp. dla polinorbornenéw (Rysunek 20d), co
wytlumaczyli ,.efektem sita” grubej $ciany peptydoglikanowej otaczajacej komorki bakterii
gram-dodatnich (Rysunek 1), ktéra zatrzymuje polikationy o wigkszej masie. Autorzy tej pracy
wykazali ponadto monotoniczny spadek HCso i MIC wobec E. coli wraz ze wzrostem DP.183
Badania nad wplywem DP na aktywno$¢ pochodnych nylonu-3 przeprowadzone w grupie S.
H. Gellman’a rowniez wykazaly delikatny spadek aktywnosci wobec S. aureus wraz ze
wzrostem DP oraz wzrost wobec E. coli, a takze znaczny wzrost aktywnos$ci hemolitycznej
(Rysunek 20e).%
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Rysunek 20. Przyktadowe struktury polikationow, ktore postuzyty do badan nad wptywem
sredniej masy molowej na aktywnos¢.
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Badania nad wplywem dlugo$ci jonendéw na ich aktywno$¢ zbadali juz w 1990 roku T.
Ikeda i wsp. stwierdzajac silny wzrost aktywnoséci wraz z DP (Rysunek 20f).1981%° Do
zbieznych wnioskéw doszli A. Strassburg i wsp. rowniez badajacy wplyw DP jonendéw
(Rysunek 20g).1*° Obie grupy badawcze przeprowadzity badania nad jonenami otrzymanymi
na drodze sekwencyjnego dotgczania kolejnych merow oraz ich wielkoczgsteczkowymi

odpowiednikami otrzymanymi na drodze polimeryzacji stopnioweyj.

6.6. Rodzaj i gestosé grup kationowych

Pierwszy etap mechanizmu dzialtania SMAMPs zaklada ich oddziatywanie
elektrostatyczne z anionowg powierzchnig komorki, co w konsekwencji prowadzi do adsorpcji
na powierzchni dwuwarstwy fosfolipidowej. Dlatego tez rodzaj grup kationowych, od ktorych
zalezy powinowactwo czasteczki polikationu do anionowych struktur otoczki komorkowe;,
oraz gesto$¢ rozmieszczenia tych grup wzdhluz tancucha polimerowego, jest kolejnym

parametrem wptywajacych na aktywnos¢.

E. Palermo i wsp. zbadali aktywnos$¢ serii polimetakrylanow roznigcych si¢ migdzy sobg
hydrofobowoséciag oraz rodzajem grupy aminowej (Rysunek 21).°° W przypadku serii
zawierajacej grupe metylowg w tancuchu bocznym (R = C1) najwyzszg aktywnos$¢ wobec E.
coli wykazaty polimery z pierwszorzgdows grupg aminows, nast¢pnie z trzeciorzedowa, a z
czwartorzgdowa grupg amoniowa okazaly si¢ by¢ nieaktywne. Natomiast w bardziej
hydrofobowej serii polikationow z grupg butylowg (R = Cs) wszystkie pochodne wykazaty
znaczng aktywnos¢, ktora byla najwyzsza dla aminy pierwszorzedowej 1 najnizsza dla
czwartorzgdowej soli amoniowej. W innej pracy ta sama grupa badawcza wykazala, ze
polimetakrylan z pierwszorzgdowa grupa amoniowa silniej oddzialuje z grupa fosforanowsa
obecng w fosfolipidach, co postuzyto autorom jako wyjasnienie réznic w aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Mocniejsze oddziatywanie grupy -NHs" wytlumaczono mozliwoscig
tworzenia wigzan wodorowych z grupa ortofosforanowa, oraz brak takiej mozliwosci dla grupy

-NMes*.™
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Rysunek 21. Struktura polimetakrylanéw otrzymanych w grupie K. Kuroda, ktore postuzyty

do oceny wptywu rodzaju grupy kationowej na aktywno$¢. Grafika zaczerpnieta z lit.®

9 62,76,195

Na przyktadzie polinorbornenéw®® oraz polimetakrylanow zbadano roznice w
aktywno$ci pomigdzy SMAMPs zawierajacymi pierwszorzedowa grup¢ aminowa oraz
guanidynowg (Rysunek 22). Wyniki otrzymane dla obu grup polimerow $§wiadcza 0 znacznie
wyzszej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz nizszej hemolityczno$ci polimerdéw z grupa
guanidynowa. Szersze badania nad mechanizmem przedstawionych polinorbornenow
wykazaly, Ze polimery guanidynowe pomimo silnego dziatania bakteriobdjczego nie zaburzaja
struktury btony komoérkowej, co wskazuje na ich wewnatrzkomoérkowy mechanizm dziatania.%
Wynik ten jest zgodny z faktem, ze peptydy penetrujace komorki (CPPs, ang. cell-penetrating
peptides), zdolne do swobodnej migracji przez bton¢ komoérkowa, zawierajg znaczne ilosci

19 Wewnatrzkomérkowy mechanizm dzialania

argininy posiadajacej grupe guanidynows.
moze thumaczy¢ niska hemolityczno$é tych polikationéw, ale moze by¢ rowniez powodem ich
wysokiej cytotoksycznosci. J. L. Grace i wsp. wykazali wyzsza cytotoksyczno$é
polimetakrylanowej pochodnej zawierajacej grupg guanidynowg w porownaniu od jej analogu

z grupa aminowa.®
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Rysunek 22. Struktura polikationéw ktore postuzyly do zbadania rdznicy pomigdzy
pierwszorzgdowa grupg aminowa, a guanidynowa.
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Grupa badawcza N. Tew’a zbadata pochodne polinorbornenu zawierajgce roézng ilo$¢
grup kationowych przypadajacych na jedna jednostk¢ powtarzalng polimeru (Rysunek 23a).
Zwickszenie liczby grup kationowych obnizyto aktywnos¢ hemolityczng bardziej
hydrofobowej pochodnej (bardziej hydrofilowa eterowa pochodna byta niehemolityczny) oraz
wywarto dodani wptyw na wlasciwosci przeciwbakteryjne.®® H. Wang i wsp. badajac
geminalne kationowe pochodne akrylanu roéwniez zaobserwowali wyzsza aktywnos$¢

pochodnych o wickszej liczbie grup kationowych w jednostce powtarzalnej (Rysunek 23b).%3

_ NH;* NH;* NH3" R R R
R=" (0 e

Nk R = Cg, Bzl

Rysunek 23. Struktury polikationéw, ktére poshuzyly do badan nad wpltywem gestosci
rozmieszczenia grup kationowych.

6.7. Struktura lancucha gléwnego SMAMPs

Amfifilowe polikationy o umiarkowanej hydrofobowosci w roztworze wodnym moga
przyjmowac roézne konformacje, ktore charakteryzuja si¢ roznym powinowactwen do struktur
otoczki komoérkowej mikroorganizméw. Przyjmuje si¢, ze w postaci wolnej posiadajg
konformacje kigbka statystycznego, charakteryzujgcego si¢ lokalng amfifilowoscig, ktora ulega
uporzadkowaniu do globalnie amfifilowej konformacji podczas oddzialywania z dwuwarstwa
fosfolipidowa (Rysunek 5).24175% Poniewaz mozliwe zmiany konformacyjne oraz stabilno$¢
poszczegolnych konformeréw wydajg sie zaleze¢ od wiasciwosci tancucha glownego
polikationu, jego struktura moze mie¢ znaczacy wptyw na aktywnos$¢ biologiczng SMAMPs.
W literaturze istnieja doniesienia na temat SMAMPs o r6znej budowie tancucha gtéwnego
(Rysunek 6), jednakze niewiele jest badan nad bezposrednim wptywem poszczegdlnych
aspektow budowy tego tancucha, jak na przyktad elastycznosci (swobody rotacji) oraz izomerii

podstawienia, bez wplywania na catkowite HLB.1*

6.7.1. Sztywnosé
Zagadnienie wplywu elastyczno$ci kationowych makroczastek na ich aktywnosc

przeciwdrobnoustrojowa zostalo stosunkowo szeroko zbadane dla AMPs.1%7-20! Badania te

54



obejmowaty modulacj¢ sztywnosci poprzez wbudowanie glicyny lub proliny do czasteczki

peptydu
metylenowych,?! co pocigga za sobg takze zmiany w rownowadze hydrofilo-lipofilowe;.

1977200 graz zwiekszenie makrocyklicznego pierscienia poprzez dodanie kolejnych grup

Grupa badawcza S. H. Gellman’a przeprowadzila badania nad wpltywem sztywnos$ci
tancucha gldownego SMAMPs stosujac pochodne nylonu-3 zawierajace takg samag ilos¢ atomow
wegla. W jednej ze swoich prac wykazali wyzszg aktywno$¢ przwciwdrobnoustrojowsg i nizszg
hemolityczna usztywnionej pochodnej zawierajacej cykliczna grupe boczna (Rysunek 24a).5°
Natomiast w drugiej poréwnywalng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa gietkiej i
usztywnionej wersji nylonu-3 oraz wyzsza aktywnos$¢ hemolityczng usztywnionej
(Rysunek 24b).% Badania przeprowadzone przez Y. Yuan i wsp. na serii jonenow
zawierajacych taczniki w postaci orto podstawionego pierscienia beznenu oraz butylenu
(Rysunek 24c) wykazaly wyzsza aktywno$¢ tych drugich, co autorzy przypisali wickszej
elastycznosci grupy butylenowej. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w tym przypadku jonen sztywny

charakteryzowat sie rowniez wyzsza hydrofobowoscig.®
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Rysunek 24. Przyktadowe struktury polikationéw, ktore postuzyly do badan nad wptywem
elastycznosci tancucha gtdéwnego SMAMPs.

6.7.2. Izomeria polozenia
Izomeria potozenia zostata zbadana dla jonenow jako izomeria konstytucyjna pierscienia

benzenowego.3%2%2 Wyniki otrzymane przez J. Mayr i wsp. dla serii jonenéw o izomerii orto,
meta i para (Rysunek 25) $wiadcza o najnizszej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej serii
orto, co autorzy ttumacza latwiejszym formowaniem si¢ agregatow o nzszej aktywnosci, oraz
braku znaczacych réznic miedzy meta i para. Najstabsza aktywno$¢ hemolityczng wykazaty
joneny meta.?®? Y. Yuan i wsp. zaobserwowali natomiast w serii swoich jonendéw wyzsza

aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa izomerdw 0rto w poréwnaniu do para.®
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Rysunek 25. Przyktadowe struktury polikationdw, ktore postuzyty do badan nad wptywem
izomerii tancucha gtéwnego SMAMPs. Schemat zaczerpniety z lit.2%2

/. Aktywnos$¢ biobdjcza jonenow

Do najbardziej znanych i najszerzej zbadanych liniowych jonenéw nalezg liniowa
polietylenoimina (L-PEI) oraz poli(heksametyleno-guanidyna) (PHMG) i poli(heksametyleno-
bi-guanidyna) (PHMB), nazywana takze poliheksanidem (Rysunek 26). Ladunek dodatni tych
zwigzkéw pochodzi od ulegajacych protonowaniu grup aminowej, guanidynowej i bi-
guanidynowej. Zarowno L-PEI, jak i jej rozgat¢ziona forma (B-PEI, ang. branched PEI), znane
sg ze zdolnosci do poprawy transfekcji genéw. B-PEI uwazana jest nawet za zloty standard jako
nie-wirusowy wektor transfekcyjny i dostepna handlowo pod nazwa jetPEI®.2%32% Ponadto
L-PEI wykazuje stosunkowo silne wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz zdolno$¢ do
uszkadzania blony komorkowej bakterii.t’®?% Jednakze ze wzgledu na wysoka
cytotoksyczno$¢ oraz hemolityczno$é jej zastosowanie w medycynie jest obecnie mocno
ograniczone,?%2%7 ¢co jest motywacja do podejmowania badan nad nowymi modyfikacjami L-
PEI.203298 PHMG i PHMB rowniez wykazuja silng aktywnosé¢ przeciwdrobnoustrojowg?®-21
poprzez mechanizm dziatania oparty o zaburzanie struktury blony komérkowej.?122!3 Jednakze
doniesienia sugerujace wewnatrzkomorkowy mechanizm, np. poprzez interakcje z DNA,
rowniez istnieja.?* Powszechnie uzywany jako antyseptyk PHMB do niedawna uwazany byt
za nietoksyczny, jednakze ostatnie doniesienia literaturowe dowodza aktywnosci

cytotoksycznej wzgledem komérek watroby i ptuc.?1>21

j\ﬂﬂ NH NH
*M”%* *‘éN NW* *\GNJI\N)I\N/\/\/\%,*
H H H H H
L-PEI PHMG PHMB
(poliheksanid)

Rysunek 26. Struktury najszerzej zbadanych liniowych jonenow.

Wedhug mojej oceny najbardziej intrygujace i najciekawsze wtasciwosci, pod katem
zastosowania jako nowe antybiotyki, wykazuja joneny bedace czwartorzgdowymi solami

56



amoniowymi. Tak jak zaznaczytem w Podrozdziale 6.2., znaczna wigkszo$¢ polikationdw o
grupie kationowej ulokowanej w tancuchu bocznym wymaga obecnosci odpowiednio
hydrofobowych grup funkcyjnych, aby zoptymalizowa¢ aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
wzgledem hemolitycznej (Rysunek 17a i b).>865788.95 Natomiast badania nad hydrofobowoscia
grupy bocznej jonenéw same center (Rysunek 27a) wykazaly najwyzsza aktywnos¢ najbardziej
hydrofilowych struktur (R=C1). Zamiana grupy grupy R z C1 na C4 spowodowata 160-krotny
wzrost MIC wobec E. coli. Dalsze wydtuzanie grupy alkilowej poprzez Ce do Cg skutkowato
obnizaniem MIC wzgledem Ca, jednakze aktywnos$¢ doréwnujaca najbardziej hydrofilowej
pochodnej nie zostala osiggni¢ta. Ponadto zmiana hydrofobowosci tancucha gléwnego nie
wptyneta na badang aktywno$¢ (Rysunek 16b).182 Autorzy tej pracy nie przeprowadzili niestety
badan nad wlasciwosciami hemolitycznymi i mechanizmem dziatania tych zwiazkow. W mojej
opinii, przytoczony powyzej wptyw hydrofobowosci grupy R na MIC (Rysunek 27a) moze
$wiadczy¢ o odmiennym mechanizmie oddziatywania z dwuwarstwag fosfolipidowa silnie
hydrofilowych oraz hydrofobowych jonenow. Jonen Ci moze hipotetycznie dziata¢ wedtug
mechanizmu niewymagajacego wbudowania hydrofobowych grup do wnetrza dwuwarstwy,
zeby zaburzy¢ jej strukture, np. poprzez silne oddziatywanie z glowami anionowych lipidow.
Natomiast mechanizm jonenow Ca, Cs i Cs, ktorych grupa kationowa jest trudniej dostepna z
przyczyn sterycznych, opiera si¢ w duzej mierze na zaburzeniu struktury dwuwarstwy poprzez
oddzialywania hydrofobowe, co ttumaczytoby wzrost aktywnos$ci wraz z hydrofobowoscia. Juz
w 1990 roku wykazano, ze hydrofilowy jonen przedstawiony na Rysunku 20f, oraz jego
pochodne, indukujg separacj¢ lipidow anionowych w obrebie dwuwarstwy fosfolipidowej
tworzac swoiste tratwy lipidowe.!% Autorzy tej pracy postawili hipoteze, ze tratwy te
destabilizujg struktur¢ dwuwarstwy zwiekszajac jej przepuszczalno$é, co skorelowali z
obserwowang aktywnoscig przeciwbakteryjna. Hipoteza ta nie zyskata jednak popularnos$ci 1

stosunkowo rzadko dyskutowana jest w pracach eksperymentalnych.
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Rysunek 27. Struktury wzglednie hydrofilowych jonenow bedacych czwartorzgdowymi solami
amoniowymi o silnej aktywno$ci przeciwbakteryjnej i niskiej hemolityczno$ci.

Do innych opisanych przyktadow wzglgdnie hydrofilowych jonendéw, o doskonalej
selektywnosci zdefiniowanej jako HCso/MIC, nalezy migdzy innymi jonen przedstawiony na
Rysunku 27b otrzymany przez A. Strassburg i wsp., ktorego MIC wobec S. aureus i E. coli
wynosi odpowiednio 35 pg/mL i 45 pg/mL przy pomijalnie niskiej hemolitycznosci nawet w
stezeniu 40 mg/mL.!° Joneny zawierajace grupe aromatyczna w tancuchu gléwnym otrzymane
przez S. Liu i wsp. (Rysunek 27¢) wykazaty jeszcze nizszy MIC, na poziomie 3,9 - 7,8 ug/mL,
oraz HCso wyzsze niz 5 mg/mL.*° Joneny otrzymane przez Y. Yuan i wsp., zwierajace
podjednostke DABCO oraz imidazol w tancuchu gtéwnym (Rysunek 27d), a takze jonen
zawierajacy grupe amidowg w lancuchu glownym (Rysunek 27e) otrzymany w grupie
badawczej Y. Y. Yang’a wykazaty MIC 8 pg/mL i HCyo (stezenie powodujace lize 10% RBCs)
wicksze niz 1 mg/mL.>*%1% Na przyktadzie polikationéw z Rysunku 27c i e wykazano
zdolno$¢ hydrofilowych jonenéw do zwigkszania przepuszczalno$ci btony komodrkowej
bakterii.*>4* W mojej opinii, silna aktywno$¢ przeciwbakteryjna (dwuwarstwa lipidowa bakterii
jest silnie anionowa) oraz niezwykle niska hemolityczno$¢ (niemal neutralny zewnetrzny listek
dwuwarstwy RBCs) jonendéw wspierajg hipoteze dotyczgca mechanizmu niszczenia blony
komorkowej opartego gtownie o oddziatywania elektrostatyczne z powierzchnig dwuwarstwy.
Zidentyfikowatem brak szczegdétowych badan nad mechanizmem dziatania jonenoéw z
czwartorzgdowymi grupami amoniowymi z wykorzystaniem modelowych dwuwarstw

fosfolipidowych.

Joneny z czwartorzgdowymi grupami amoniowymi charakteryzuja si¢ szybka kinetyka

dziatania bakteriobdjczego w stezeniach bliskich MIC,*044105111 nodobnie do innych typow
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polikationow.#2:101:102.10418% Wwykazano réwniez brak nabywania opornosci na joneny przez
bakterie poddawane dziataniu tych zwigzkéw w stezeniach ponizej MIC, podczas gdy w
przypadku tradycyjnych antybiotykow MIC wzrastat od 5- do nawet 270-krotnie dla takich
samych warunkow eksperymentalnych.3>4%# Niektore z opisanych jonenow zostaty zbadane
pod katem aktywnosci wobec izolowanych antybiotykoopornych szczepow klinicznych
wykazujac zadowalajace MIC, w szczegdlnosci przeciwko opornym na metycyling szczepom
S. sureus (MRSA, ang. methicyllin-resistant S. aureus) (MIC 4 - 8 ug/mL).%044111 polikationy

tego typu wykazuja rowniez aktywno$¢ wobec biofilmow.3%%

Wyniki badan cytotoksycznosci jonendw przedstawionych na Rysunku 27a metodg MTT
wykazaly, ze stezenie powodujgce $mieré¢ potowy (ICso, ang. inhibitory conentration 50%)
mysich fibroblastow linii L929 przez pochodne o grupie R=C jest nizsze niz 25 pg/mL. Wynik
ten §wiadczy o bardzo wysokiej cytotoksycznos$ci tych zwigzkéw, w porownaniu do MIC w

zakresie 6,25 - 1000 pg/mL .82

Badania nad toksycznoS$cig jonenow przeprowadzone przez S. Liu i wsp. (Rysunek 27c),
z wykorzystaniem MTT, wykazaly cytotoksyczno$¢ na poziomie 20% wobec ludzkich
fibroblastow w st¢zeniu 500 ug/mL. Nalezy tutaj jednak zauwazy¢, ze czas inkubacji wynosit
tylko 2 min, zamiast standardowych 24 h. Natomiast badania cytotoksycznosci tych samych
jonendow w stezeniu 500 ug/mL na tych samych komodrkach przeprowadzone poprzez pomiar
stopnia uwolnienia dehydroganazy mleczanowej (LDH, ang. lactate dehydrogenase) wykazaty
cytotoksycznos¢ na poziomie kilku procent po 2 min inkubacji i 15% po 1 h inkubacji.*’ Dalsze
badania na myszach wykazaly skuteczno$¢ jonenu z Rysunku 27¢c w zwalczaniu skérnych
infekcji wywotanych przez P. aeruginosa, natomiast dawka tego zwigzku podanego doustnie
powodujgca $mier¢ potowy badanych myszy (LDso, ang. lethal dose) wyniosta az 1871
mg/kg.*

Y. Yuan i wsp. przeprowadzili badania na myszach pochodnej jonenu z Rysunku 27d w
celu okreslenia skutecznosci zwalczania skornych infekcji wywotanych przez lekooporny
szczep S. epidermidis. Wyniki badan wykazaty skuteczno$¢ na poziomie dziatania ampicyliny,
oraz stabszy efekt niz wankomycyna. Autorzy tej pracy nie sprawdzili LDso badanego

zwigzku.>®

Wyniki badan przeprowadzonych na myszach z wykorzystaniem jonenu
przedstawionego na Rysunku 27e przez W. Lou i wsp. wykazaly wysoka skutecznos¢ tego

zwigzku w zwalczaniu zapalenia pluc wywotanego wielolekooporng (MDR, ang. multidrug
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resistant) bakterig K. pneumoniae. Polimer ten zadziatat skuteczniej od uzywanego antybiotyku
imipenemu. Badany jonen wykazat LDsg rowne 67,5 mg/kg po podaniu dootrzewnowym,
natomiast dawka efektywna (EDso, ang. effective dose) wyniosta tylko 0,62 mg/kg.**

Stosujac mysi model infekcji S. aureus L. Liu i wsp. zbadali skutecznos$¢ in vivo
pochodnej jonenu przedstawionego na Rysunku 27d sktadajacego si¢ z naprzemiennym
fragmentow benzylowych i imidazolowych. Oznaczone LDsg wyniosto 1,72 mg/mL, natomiast
EDs 0,046 mg/mL. 1t

I11. Wnioski z badan literatury i zalozenia pracy

Z przedstawionego w poprzednim rozdziale przegladu literatury wylania si¢ obraz
wzglednie hydrofilowych jonendow, bedacych czwartorzedowymi solami amoniowymi, jako
zwigzkow silnie przeciwbakteryjnych o niskiej aktywnosci hemolitycznej. Cytotoksycznos¢ ich
wacha si¢ natomiast od umiarkowanej do wysokiej. Cechy te sprawiaja, ze zwiazki nalezace do
tej klasy wydaja si¢ mie¢ potencjat do zastosowania jako nowe antybiotyki pomocne w walce

z antybiotykoopornoscig.

Wedhug T. Ikeda hydrofilowe joneny o duzej gestosci tadunku dodatniego moga
destabilizowa¢ dwuwarstwe fosfolipidowa poprzez tworzenie tzw. tratw zlozonych z
anionowych fosfolipidow.'® Natomiast bardziej hydrofobowe joneny same center, dzialajace
stabiej od hydrofilowych,®? moga takich tratw nie tworzy¢ przez zattoczenie steryczne grupy
kationowej oddzialujac z dwuwarstwg glownie poprzez oddzialywania hydrofobowe. W
zwigzku z tym postanowilem skupi¢ si¢ w swoich badaniach na jonenach different center o
duzej gestosci tadunku dodatniego, ktére mogly by oddziatywaé zaréwno z hydrofobowym
wnetrzem dwuwarstwy jak i tworzy¢ tratwy lipidowe. Spodziewanym potaczenie tych dwoch
efektow bylby znaczny wzrost aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz niewielki

hemolitycznej.

Poniewaz kazda platforma polimerowa wymaga osobnej optymalizacji HLB, w celu
otrzymania jak najbardziej selektywnego SMAMPS, badania nad wptywem hydrofobowosci
grupy bocznej jonenow different center sa jednym z przedmiotéw mojej rozprawy. Pomimo
duzej ilosci publikacji na temat wptywu hydrofobowos$ci na aktywno$¢ polikationdw, nie
opiasano jeszcze systematycznych badan nad wpltywem hydrofobowosci tej grupy jonenéw na

ich aktywnos¢ biologiczng i mechanizm dziatania.
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Aby racjonalnie projektowa¢ nowe SMAMPS nalezy doktadnie zna¢ wplyw
poszczegolnych modyfikacji ich struktury na aktywnos$¢. Pomimo duzej liczby artykutow
naukowych opisujacych wyniki badan nad wptywem réznych parametréw strukturalnych
polikationow na ich wtasciwosci biologiczne, nadal cze$¢ z tych parametréw nie jest doktadnie
zrozumiana i poznana. Nalezg do nich miedzy innymi sztywno$¢ oraz izomeria konstytucyjna
tancucha glownego, ktore wydaja si¢ mie¢ znaczacy wplyw na mozliwe zmiany
konformacyjne, a tym samym na oddziatywanie z dwuwarstwa fosfolipidowa i aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojows. Kolejnym przedmiotem mojej rozprawy byto wzbogacenie wiedzy

dotyczacej wptywu tych dwdch parametrow na aktywno$¢ jonendw.

Istniejg doniesienia o obnizeniu aktywnosci hemolitycznej oraz cytotoksycznosci
niektorych polikationow po wbudowaniu w ich struktury nienatadowanej grupy hydrofilowe;,
lecz nie opisano takich modyfikacji w przypadku jonenow. Stato si¢ to motywacja do podjecia

badan w tym wtasnie kierunku, co jest kolejnym przedmiotem mojej rozprawy.

Selektywno$¢ niektorych AMPs oraz SMAMPs wynika w duzej mierze z réznic w
sktadzie fosfolipidowym btony komorkowej bakterii oraz ssakow. Najszerzej dyskutowang
roéznicg jest zawarto$¢ anionowych fosfolipidow w dwuwarstwie fosfolipidowej - komorki
bakteryjne zawierajg ich znacznie wiecej, co nadaje powierzchni bakterii bardziej ujemny
potencjat elektrokinetyczny w porownaniu z komorkami ssakow. Ponadto otoczka komoérkowa
bakterii zawiera inne struktury o charakterze anionowym, gtdwnie LPS oraz kwasy tejchojowe
i lipotejchojowe, ktore rowniez wptywaja na jej ujemny zeta-potencjat. Dzigki temu kationowe
amfifilowe czasteczki silniej oddziatujg z mocno anionowg powierzchnig bakterii, niz z niemal
neutralng powierzchnig komorek ssakoéw. Druga wazng rdznicg w skladzie dwuwarstwy, 0
udokumentowanym wplywie na aktywno$s¢ AMPs i SMAMPs, jest zawarto$¢ fosfolipidow o
ujemnej krzywiznie. Btona komorkowa bakterii zawiera znaczne ilosci takich fosfolipidow (np.
PE), natomiast btona komoérkowa ssakow tylko nieznaczng ilo$¢ ulokowang gléwnie w
wewngtrznym listku dwuwarstwy fosfolipidowej. Dwuwarstwa zbudowana z tych lipidow jest
bardziej podatna na destruktywne dziatanie AMPs i SMAMPs w poréwnaniu z analogiczna
dwuwarstwa ztozonej z PC, o zerowej krzywiznie. Wplyw tych roznic w sktadzie dwuwarstwy
na jej oddziatywanie z AMPS i SMAMPs zostat juz stosunkowo szeroko zbadany, lecz, wedtug
mej najlepszej wiedzy, nie w kontekS$cie mechanizmu dziatania jonenéw o duzej gestosci

tadunku dodatniego.

Podsumowujac, glownymi zatozeniami mojej pracy doktorska sg: (i) synteza biblioteki
nowych jonenow pozwalajaca na zbadanie wptywu hydrofobowosci, sztywnosci 1 izomerii
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tancucha gtownego oraz dodatkowej hydrofilowej grupy bocznej na wiasciwosci tych
zwigzkow; (ii) badania biologiczne otrzymanych jonenow a takze (iii) zrozumienie
mechanizmu dziatania jonendw, szczeg6lnie w kontekscie skiadu lipidowego dwuwarstwy

fosfolipidowej.

V. Badania wlasne i analiza wynikow

8. Struktura, synteza oraz charakterystyka polikationow

8.1. Plan biblioteki polikationow opartej na strukturze L-PEI (badania nad
stabilnoscig jonenow o duzej gestosci ladunku dodatniego)

8.1.1. Koncepcja biblioteki jonenéw, bedacych pochodnymi L-PEI

Postawione cele badawcze postanowitem zrealizowaé badajac wiasciwosci jonenow,
bedacych pochodnymi L-PElI (Rysunek 26) o dobrze zdefiniowanej strukturze
pierwszorzedowej, zaprezentowanych na Rysunku 28. Poroéwnanie jonendw o roznej
zawartosci podjednostki bedacej pochodng 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu (DABCO) w
tancuchu gtownym miato pozwoli¢ na zbadanie wptywu elastycznos$ci tancucha gléwnego tych
zwigzkOw na aktywno$¢ biologiczng. Poréwnanie dwoch serii jonendw, sztywnych i
elastycznych, w obrgbie ktérych joneny roéznityby si¢ dodatkowo podstawnikiem alkilowym,
pozwolitoby mi zbada¢ wptyw samej hydrofobowosci oraz wzajemne interakcje wpltywow

hydrofobowosci 1 sztywnosci.

Wplyw sztywnosci tancucha gtéwnego

\ / N+ N+
/_\\ N—
*'\/\N+\/N\/\N+\> I\/N\/\[ +\,N AN \>‘
n

elastyczny umiarkowanie sztywny sztywny

Wplyw sztywnosci tancucha gtéwnego i hydrofobowosci

\ / fi
N\/\N+/\/N
n

sztywny elastyczny

R = Me, Et, n-Bu, n-Oc, PEG

Rysunek 28. Koncepcja struktur polikationow, opartych o strukture L-PEI, pozwalajacych na
zbadanie wplywu wybranych parametrow na wilasciwosci biologiczne, ktora nie zostata
zrealizowana.
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Pierwszg z zaprezentowanych na Rysunku 28 pochodnych L-PEI, w formie wyczerpujaco
metylowanej (Me,-L-PEI), mozna otrzymac poprzez prosta reakcj¢ pomigdzy L-PEI, a jodkiem
metylu. Pozostale struktury wymagaly natomiast syntezy poprzez reakcj¢ poliaddycji pomigdzy
odpowiednimi podwdjnymi aminami trzeciorzgdowymi oraz podwoOjnymi bromkami
alkilowymi (reakcja Menshutkin’a). Niestety, wiele przeprowadzonych przeze mnie reakcji
syntezy monomerdéw, badz gotowych polimerow, nie przebiegata zgodnie z oczekiwaniami.
Reakcje pomigdzy aminami, a czwartorzgdowymi solami 2-bromoetano-1-amoniowymi, jak na
przyktad zwigzek 1 na Schemacie 1, prowadzity w wiekszo$ci przypadkow do pochodnych soli
winylo-amoniowych, jako jedynych produktow (analogéw pochodnej 2). Przyktadowg reakcje
pomiedzy 1 i N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiaming (TMEDA) prowadzilem w rdéznych
rozpuszczalnikach oraz w roznej temperaturze, otrzymujac kazdorazowo produkt 2 jako
dominujacy. Zastosowanie chlorku i tosylanu zamiast bromku, jako grup odchodzacych,
rowniez nie przyniosto pozadanych efektow. Najdluzszym otrzymanym sztywnym
polikationem byta pochodna 4, zawierajaca dwie podjednostki DABCO, ktora otrzymatem w
dwuetapowej syntezie przedstawionej na Schemacie 1. Ostatni etap alkilowania 3 przy pomocy
1,2-dibromoetanu wymagat wydtuzonego czasu reakcji, wynikajacego ze znacznie obnizonej
reaktywnoéci monokationu DABCO w poréwnaniu z samym DABCO.?” Wazng obserwacja
byta obecnos¢ 2 wsrdd produktow rozpadu zwigzku 4 pod wptywem réznych amin. Wynik ten
sugerowat, ze obecny w zwigzku 4 uktad dwoch podwdjnych soli amoniowych DABCO
polaczonych grupg etylenowag jest silnie podatny na reakcj¢ eliminacji Hofmanna. Byt rowniez
mocng przestankg ku temu, iz zwigzki zaprezentowane na Rysunku 28 sg niemozliwe do

otrzymania na drodze poliaddycji.
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Schemat 1. Wybrane przyklady reakcji przeprowadzonych w celu realizacji koncepcji
przedstawionej na Rysunku 28.

8.1.2. Badania nad stabilnoscia Me2-L-PEI i jej niskoczasteczkowych analogow

W przypadku prostych, alkilowych, czwartorzedowych soli amoniowych eliminacja
Hofmanna wymaga zazwyczaj silnie zasadowego s$rodowiska oraz podwyzszonej
temperatury.?'®-220 Natomiast sole amoniowe posiadajace atomy wodoru w pozycji f8, ktore sa
silnie aktywowane grupa wyciagajaca elektrony (EWG, ang. electron withdrawing group)
wykazuja znacznie wyzsza podatno$é na eliminacje nawet w tagodnych warunkach.??22 W
literaturze istnieja doniesienia o mniejszej stabilnosci polikationow zawierajacych w swojej
strukturze s6l amoniowa bedaca pochodna TMEDA, w poréwnaniu z tymi zawierajagcymi
analogiczna pochodna N,N,N’,N’-tetrametylo-1,3-diaminopropanu.?'®2?* Grupa tetra-alkilo-
amoniowa jest grupa EWG, ktéra w pewnym stopniu moze aktywowac¢ wodoér w pozycji f
zwigkszajac podatno$¢ czasteczki na eliminacj¢ Hofmanna. Jednakze w przytoczonych
artykutach naukowych rozpad pochodnych TMEDA zaobserwowano dopiero po 96 godzinach
inkubacji w 1 M NaOH w temperaturze 60 °C. W $wietle danych literaturowych rozpad
pochodnej 4 w tagodnych warunkach jest nieoczywistym i nieopisanym do tej pory
fenomenem. Aby lepiej zrozumie¢ te¢ obserwacj¢ oraz racjonalnie zaplanowac nowg biblioteke
jonendéw, postanowitem przeprowadzi¢ systematyczne badania nad stabilnoscig

czwartorzedowych soli amoniowych, bedacych niskoczasteczkowymi pochodnymi Me,-L-PEL.

Wptyw liczby jednostek powtarzalnych Meo-L-PElI (Mez-L-PElw, ang. Meo-L-PEI
repeating unit), tj. czwartorzedowych grup N,N-dimetylo-amoniowych potaczonych ze soba

mostkami etylenowymi, a takze sztywnos$ci czgsteczki na stabilno$¢ czwartorzedowych soli
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amoniowych zbadatem wykorzystujagc modelowe zwigzki 5 - 9 oraz samg Me,-L-PEI (Schemat
2). Podwojna s6l amoniowa 5 otrzymatem metylujac TMEDA jodkiem metylu w temperaturze
pokojowej. Synteza pochodnych 6 i 7 wymagala natomiast zastosowania podwyzszonej
temperatury (110 °C) oraz reaktora mikrofalowego. Sztywne czwartorzedowe sole amoniowe
8 1 9 otrzymalem z pochodnej 3, powstatej w reakcji DABCO z tosylowanym glikolem
etylenowym (Schemat 1). Mez-L-PEI otrzymalem w sekwencji nastgpujacych reakcji:
polimeryzacji z otwarciem pierscienia oksazoliny metylowej inicjowanej bromkiem benzylu,
hydrolizy otrzymanej poli(metylo-oksazoliny) do L-PEI, reakcji Eschwailera-Clarka
pozwalajgcej otrzymaé L-PEI w postaci aminy trzeciorzedowej (Me-L-PEI) oraz alkilowania
jodkiem metylu. Analiza *H NMR otrzymanej Me,-L-PEI pozwolita okre$li¢ stopien konwersji
monomeréw do czwartorzgdowej soli amoniowe] na poziomie 95%. Zwigzek ten jest
nierozpuszczalny w wodzie demineralizowanej i dopiero w roztworze NaCl o stezeniu 0,4 M
rozpuscit sie w wystarczajacym stopniu, aby mozliwe bylo zarejestrowanie widma *H NMR.
Czysto$¢ wszystkich otrzymanych produktow koncowych wykazatem poprzez analize

elementarna, ktora potwierdzita sktad pierwiastkowy.

21
| ~)
/N\/\N/ Mel /N\/\N+/
| MeCN, Tpox, 24 h | ~
TMEDA 5,82%
3lub4l
~ f\/lll;\/\ - Mel ~ (\/\N{” P
'T‘ A ’T‘ MeOH, 110°C, 2h, A /IIF gn/\rlxl"\
PMDTA, n=1 6, n=1,57%
HMTETA, n=2 7, =2, 50%
2CI° — 2TosO. /~\ 4CI”
v, N TN
N~ N+ J— Zywica N~ N* /—\ )Ml MeOH, T,rp, 240 _ —N* N*
—/ _\—N+_\N jonowymienna  \_/ \—N+_\N 2) Zywica jonowymienna 7 N* N*-
\__/ _/ —/
8, 85% 3 9, 80%
A 7 ’
o N BzBr, MeCN, ,&\/N HCl(aq) H 1) HCOOH, HCOH, H,0, 90°C, 48h \N{'
—.>* * E—— * * * *
\__/ 100°C, 70 min, pA \)\n Tur: 24h '6\/ “}n 2) Mel,MeOH, Tyyry, 12 h %\/ \)n
MPOX, 80% L-PEI, 92% Me,-L-PEI, 85%

Schemat 2. Synteza pochodnych 5 - 9 i Me>-L-PEI wykorzystanych w badaniach nad
stabilnos$cia czwartorzedowych soli amoniowych.

Stabilnosci otrzymanych zwigzkow w srodowisku zasadowym zbadalem poprzez reakcje

z wodorotlenkiem litu w 25 °C. Aby zidentyfikowa¢ produkty rozpadu przeprowadzitem
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reakcje z duzym nadmiarem LiOH, az do pelnej konwersji soli amoniowych. Na podstawie
analizy widm *H NMR surowych mieszanin poreakcyjnych (zamieszczonych w Zataczniku 1
jako Rysunki Z1.1-Z1.5) wywnioskowatem, ze badane sole amoniowe ulegaja rozpadowi
zgodnie z Rysunkiem 29 bez reakcji ubocznych (z doktadnoscia detekcji spektroskopii *H
NMR). Aby potwierdzi¢ proponowane przeze mnie $ciezki rozpadu z mieszaniny poreakcyjne;j
soli 5 wyizolowatem produkt 10, z rozpadu soli 7 produkt 12, a z rozpadu soli 9 udato mi si¢
wyizolowa¢ oba produkty 13 i 14. Poréwnanie widm H NMR mieszanin reakcyjnych z
otrzymanymi wzorcami jednoznacznie potwierdzito, ze badane sole amoniowe w testowanych

warunkach ulegaja tylko reakcji eliminacji Hofmanna.

Przed przystapieniem do doktadnych badan kinetycznych sprawdzitem czy aminy
trzeciorzedowe 12 i 14 reaguja z odpowiednio 7 i 9 prowadzac do ich rozpadu (Rysunek 29).
W tym celu sole 7 i 9 potraktowatem wodorotlenku litu w niedomiarze (0,12 ekwiwalentu).
Stopien konwersji tych reakcji utrzymywat si¢ na poziomie ok. 12% nawet po 5 dniach
inkubacji w 25 °C, co $wiadczy o zbyt niskiej zasadowosci amin 12 i 14, aby mogly reagowaé

z badanymi zwigzkami.

Aby zbada¢ kinetyke rozpadu soli 5, 6, i 8 przeprowadzitem reakcje z zastosowaniem
deuterowanego wodorotlenku litu w D20, co umozliwito mi bezposrednie $ledzenie przebiegu
tych procesdéw przy pomocy spektroskopii 'H NMR. Ze wzgledu na duza szybko$¢ rozpadu 7 i
9 konieczne bylo zatrzymanie reakcji poprzez dodatek nadmiaru kwasu solnego przed
rejestracja widma 'H NMR. Badania nad rozpadem 6, 7 i 9 przeprowadzitem stosujac 1,2
ekwiwalentu wodorotlenku litu, natomiast w przypadku 5 i 8 zastosowatem 12 ekwiwalentow
ze wzgledu na bardzo niskg szybkos$¢ ich rozpadu. Znajac przebieg badanych reakcji, a takze
przesunigcia chemiczne substratoéw oraz produktow, wyznaczylem zaleznos¢ stopnia konwersji
badanych soli w czasie (Rysunek 29). Obserwowane zmiany na widmach *H NMR w trakcie

przebiegu reakcji zobrazowatem w Zataczniku 1 jako Rysunek Z21.6-Z1.11.
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Rysunek 29. Gora: zidentyfikowane produkty rozpadu badanych soli amoniowych w
srodowisku zasadowym w temperaturze 25 °C. Na czerwono zaznaczono atomy wodoru na
ktore nastepuje atak anionu hydroksylowego w mys$l reakcji eliminacji Hofmanna; dot:
konwersja soli amoniowych (50 mM) do produktow reakcji eliminacji pod wpltywem
wodorotlenku litu (60 mM dla reakcji z 6, 7 i 9; 600 mM dla reakcji z 5 i 8) w wodzie w
temperaturze 25 °C obliczona na podstawie spektroskopii *H NMR.
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Nastepnie, sprawdzilem czy otrzymane dane pasujag do modelu reakcji kinetyki drugiego

rzedu:

[SA] _ _ [SAo]
= ([SAo] — [OHg Dkst + In [Of: ]

(2)

gdzie:

[SA] - stezenie soli amoniowej obliczone na podstawie stopnia konwersji,

[OH] - stezenie jonéw hydroksylowych obliczone na podstawie stopnia konwersji SA,
[SA0] - stezenie poczatkowe soli amoniowe;j,

[OHo] - poczatkowe stezenie wodorotlenku litu,

ks - stala szybkosci reakcji drugiego rzegdu,

otrzymujac bardzo dobre dopasowanie, co zaprezentowatem na przyktadzie pochodnej 7 na
Rysunku 30a (dopasowanie danych dla pozostatych pochodnych przedstawitem w Zataczniku
1 jako Rysunek Z1.12-Z1.16). Zestawienie oszacowanych w ten sposob statych szybkosci
reakcji drugiego rzedu (ks) z przesunigciami chemicznymi atoméw wodoru ulegajacych
eliminacji przedstawitem na Rysunku 30b i c. Eliminacja potrojnej soli 6 przebiegata dwoma
odrebnymi $ciezkami - poprzez eliminacje atomu wodoru H-6a, prowadzaca do produktow 10
i 12, oraz eliminacj¢ H-6b, prowadzaca do trimetyloaminy (TMA) i 11. Stosunek zawarto$ci
produktow reakcji eliminacji H-6a do H-6b w czasie trwania catej reakcji wynosit 2,10 + 0,18,
z czego wynika, ze stosunek statych szybkosci tych dwoch reakeji wynosi ok 2,10 (liczby
atomoéw H-6a i H-6b sg jednakowe). Pozwolito mi to na obliczenie poszczegodlnych statych

szybkosci na podstawie sumarycznej stalej szybkosci eliminacji soli 6.
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Rysunek 30. (a) Dopasowanie danych zaprezentowanych na Rysunku 29 do réwnania kinetyki
drugiego rzedu (2) na przyktadzie reakcji soli amoniowe;j 7; (b) tabela zestawiajaca oszacowane
ks z przesunigciami chemicznymi (6) atomow wodoru ulegajacymi eliminacji (H); (¢) zaleznos¢
logarytmu naturalnego ks od o, ksztalty reprezentujg rozne grupy odchodzace: O - 12,0 - TMA,
¢-14, A— DABCO.

Szybkos¢ reakcji eliminacji E2 zalezy od rodzaju nukleofila, rozpuszczalnika, grupy
odchodzacej, a takze aktywacji oraz zawady sterycznej atomu wodoru ulegajacego
eliminacji.??5%2" W dalszej czesci mojej rozprawy przedyskutowatem w jaki sposob zmiany w
grupie odchodzacej oraz poziomie aktywacji atoméw wodoru wraz z dodawaniem kolejnych
Me,-L-PElyw (5, 6, 7), a takze usztywnieniem tych struktur (8, 9), wptywajg na szybko$¢

eliminacji Hofmanna.

Przesunigcia chemiczne atomow wodordéw ulegajacych eliminacji dobrze koreluja ze
stalymi szybkos$ci odpowiednich reakcji eliminacji (Rysunek 30C) — im wyzsze przesunigcie
chemiczne tym wyzsza stata szybkosci. Laczac ten wynik z faktem, ze atom wodoru 0 wyzszym
przesunieciu chemicznym ¢Jjest stabiej ekranowany, a co za tym idzie wigzanie C-H jest silniej

228

spolaryzowane,*® postanowitem wykorzysta¢ przesunigcie chemiczne do jakosciowego

okreslenia aktywacji atomow wodoru w tym ukladzie. Nalezy zauwazy¢, ze otoczenie
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chemiczne wszystkich rozwazanych atoméw wodoru jest bardzo podobne (grupy etylenowe
pomigdzy czwartorzedowymi solami amoniowymi), co minimalizuje wplyw innych efektéw na

przesunigcie chemiczne.

Najwolniej przebiegata eliminacja podwojnych soli amoniowych 5 i 8 (Rysunek 30b).
Okoto pigciokrotnie wyzsza Kss w poréwnaniu z Kss $wiadczy o lepszych wilasciwosciach
DABCO, jako grupy odchodzacej, niz TMA. Natomiast sumaryczna stala szybkosci eliminacji
soli 6, uwzgledniajgca dwukrotnie wigkszg liczbe aktywnych atoméw wodoru przypadajacych
na jedng czgsteczke, jest ok. 160-krotnie wigksza od statej szybkosci eliminacji 5. Dodatkowa
grupa Mez-L-PEly znaczaco zwigkszyla podatnos¢ soli amoniowej wobec reakcji eliminacji (5
vs 6). Pomimo tego, iz TMA jest grupa opuszczajgca zarobwno w reakcji rozpadu 5 jak i 6,
przebiegajacej poprzez eliminacj¢ H-6b (Rysunek 29), stata szybkosci kseb jest ok. 100-krotnie
wyzsza od Kss. Obserwacje t¢ mozna wyjasni¢ poprzez silniejsza aktywacje H-6b w
porownaniu z H-5a, co odpowiada wyzszemu przesuni¢ciu chemicznemu pierwszego atomu
wodoru (dn-6b = 4,17 ppm) wzgledem drugiego (dH-sa = 4.02 ppm). Druga $ciezka rozpadu 6,
poprzez eliminacj¢ H-6a, jest dwukrotnie szybsza od $ciezki dyskutowanej powyzej, pomimo
nizszego oH-6a 0d JH-eb. Przyczynag tego zjawiska moze by¢ lepsza wlasciwos¢ 12, jako grupy
odchodzacej, niz TMA. Monokation TMEDA 12 charakteryzuje si¢ pKa réwnym 5,7, podczas
gdy TMA 9,8,27 co przektada sie na jego nizsza nukleofilowosci.

Idac dalej, poczworna czwartorzgdowa s6l amoniowa 7, posiadajaca dodatkowa grupe
Me>-L-PEl, w poréwnaniu z 6, wykazata jeszcze nizszg stabilno§¢ w §rodowisku zasadowym
- stata ks7 jest ok. 20-krotnie wyzsza od ksea. Ze wzgledu na takie same grupy odchodzace 12
obserwowana roznica w szybko$ciach wynika z jeszcze silniejszej aktywacji H-7¢ (0n-7¢ = 4,32
ppm) w poréwnaniu do H-6a (dn-6a = 4,12 ppm). W przypadku soli 9 o usztywnionej strukturze
stata szybkosci ks jest ok. 50-krotnie wyzszy od statej ks 7 dla jej elastycznego odpowiednika
7. Mozna to wytlumaczy¢ poprzez zaréwno lepsza grupe odchodzaca 14 w poréwnaniu do 12,
a takze mocniejsza aktywacje H-9¢ (dn-oc = 4,40 ppm) w poréwnaniu do H-7C (OH-7c = 4,32
ppm). Oba te efekty zwigzane sa z usztywniong strukturg DABCO w takiej konformacji, w
ktorej oba atomy azotu utozone sg wzgledem siebie blisko w przestrzeni. UlozZenie to sprawia,
ze czwartorzedowa grupa amoniowa monokationu DABCO 14 mocniej obniza dostepnos¢
wolnej pary elektronowej na wolnej grupie aminowej, niz ma to miejsce w monokationie
TMEDA 12, obnizajac tym samym jej zasadowo$¢ i nukleofilowosé¢.?” Z drugiej strony
widoczny jest addytywny efekt dwoch czwartorzedowych grup amoniowych - jedna z grup soli

9 silnie oddziatuje na drugg w obrebie jednej jednostki DABCO prowadzac do mocniejszej
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polaryzacji wigzania C-H w lancuchu etylenowym. Objawia si¢ to wyzszym przesunigciem
chemicznym H-9¢ (4,40 ppm) od H-7c (4,32 ppm). S61 9 wykazuje 10* razy wyzsza stala
szybkosci reakcji od jej nie-metylowanego analogu 8, co rowniez zwigzane jest z opisanymi

powyzej efektami.

Przedstawione powyzej wyniki wskazuja na addytywny efekt kolejnych grup Me»-L-
PElw na polaryzacje wigzania C-H w obrebie grupy etylenowej, a takze w pewnym stopniu na
nukleofiliwos¢ grupy odchodzacej, co powigzatem ze zwigkszong podatnosé
czwartorzedowych soli amoniowych na eliminacj¢ Hofmana. Poréwnanie szybkosci rozpadu
Me>-L-PEI z poczwoérng solg 7 pozwolity mi okresli¢, czy efekty te wzrastajg dalej powyzej
czterech Me,-L-PEl,.. Badania porownawcze Me-L-PEI z 7 1 9 przeprowadzitem w roztworze
Na;COs w D.O z dodatkiem 0,4 M NaCl. Lagodniejsze $rodowisko umozliwito mi
monitorowanie przebiegu reakcji bezposrednio przy pomocy spektroskopii *H NMR, natomiast
dodatek NaCl miat na celu zwigkszenie rozpuszczalno$ci Mez-L-PEI w wodzie. Na widmach
'H NMR degradujacej Me,-L-PEI obecne byly sygnaly przy przesunieciach
charakterystycznych dla wigzania podwojnego (5,8, 5,9 i 6,5 ppm) oraz dla grup metylowych
przy trzeciorzedowej grupie aminowej (2,3 ppm). Wynik ten potwierdza, ze polimer rOwniez
rozpada si¢ poprzez reakcje eliminacji (Rysunek 31a). Szybkos¢ degradacji sztywnej soli 9 byta
znacznie wigksza od rozpadu 7 oraz Mez-L-PEI - po 72 godzinach konwersja 9 przekroczyta
90%, podczas gdy dla pozostatych dwoch pochodnych byta na poziomie ok. 20% (Rysunek
31b). W przypadku Me-L-PEI konwersja odnosi si¢ do jednostek powtarzalnych polimeru.
Poczatkowe przebiegi konwersji 7 i Mex-L-PEI w czasie sa do siebie zblizone, az do 72
godziny, po czym rozpad soli 7 delikatnie zwalnia. Przyczyny tego zjawiska mozna doszukiwaé
si¢. w spadku stezenia aniondéw hydroksylowych wyniklego z tworzenia si¢ buforu
weglanowego. Roztwor 0,1 M Na,COs wykazuje pH ok. 11, lecz gdy konwersja soli
amoniowych osigga warto$¢ 20% stezenie NaoCO3z spada do 0,09 M, a stezenie NaHCOs3
wzrasta do 0,01M, skutkujac obnizeniem pH do ok. 9. Ten ok. 100-krotny spadek stezenie OH"
znaczaco spowalnia dalsza degradacj¢ 7, ale nie wptywa na Mez-L-PEI. Na podstawie tego
wyniku mozna wyciggna¢ wniosek, ze Mez-L-PEI jest jeszcze mniej stabilne od jego

niskoczgsteczkowego analogu 7.
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Rysunek 31. (a) Glowna $ciezka rozpadu Mez-L-PEI w §rodowisku zasadowym; (b) konwersja
soli 7 1 9 oraz jednostek powtarzalnych Me,-L-PEI (50 mM) w wodnym roztworze Na>COs
(100 mM) z dodatkiem NaCl (400 mM) w temperaturze 25 °C na podstawie analiz widm 'H
NMR.

8.1.3. Podsumowanie podrozdziatu 8.1.

Podsumowujac fragment mojej rozprawy doktorskiej zawarty w punkcie 8.1,
niepowodzenia w syntezie zaplanowanej biblioteki jonendéw, bedacych pochodnymi Me,-L-PElI
(Rysunek 28), staly si¢ motywacja do przeprowadzenia badan nad stabilnoScig
czwartorzedowych soli amoniowych bedacych niskoczasteczkowymi analogami Me,-L-PELI.
Przedstawione przeze mnie wyniki pokazuja, ze zwigkszenie liczby Me2-L-PElw w czasteczce,
z jednej do trzech (5, 6, 7), znaczaco zwigksza szybkos$¢ jej eliminacji Hofmanna (stata
szybkosci reakcji zmienia sie z 2,55 x 107 do 1,80 x 10 Ms™). Usztywnienie analogu 7
zawierajacego trzy Mex-L-PElw, poprzez wprowadzenie grupy DABCO (9), jeszcze bardziej
przyspieszyto te reakcje (z 1,80 x 102 do 9,7 x 102 M1s™). Dobra korelacja pomiedzy statymi
szybko$ci, a przesunigciami chemicznymi atoméw wodoru bedacych celem ataku OH”
(Rysunek 30b i c), doprowadzita mnie do wniosku, Zze obserwowany wzrost reaktywnosci
spowodowany jest gtbwnie przez zwickszong polaryzacj¢ wigzania C-H w tancuchu gtéwnym.
Drugim waznym czynnikiem wptywajacym na szybkos¢ rozpadu jest zmiana nukleofiliwos$ci
grup odchodzacych. Wazng konsekwencja dyskutowanych zaleznosci jest réwniez
niestabilno$¢ wyczerpujaco alkilowanej L-PEI juz w delikatnie zasadowym $rodowisku, co
wykazalem na przyktadzie Me>-L-PEl. Udokumentowany przeze mnie addytywny wpltyw

kolejnych grup Mez-L-PElwy oraz usztywnienia czasteczki na polaryzacje jej wigzan C-H w
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tancuchu etylenowym i szybko$¢ eliminacji Hofmanna, a takze rozpad alkilowanej L-PEI w
tagodnych warunkach zasadowych, sa elementami nowos$ci naukowej 1 nie byly wczesniej
opisane. Zaprezentowane wyniki, poza poszerzeniem ogdlnej wiedzy na temat reaktywnosci
czwartorzedowych soli amoniowych, majg takze praktyczne znaczenie. Zaréwno sama L-PEl,
jak 1 jej pochodne, sg szeroko badane pod katem zastosowania jako wektory do transfekcji

229231 |ub czynniki przeciwdrobnoustrojowe,91:205208232233 5 piektore z tych

genow
pochodnych sa wyczerpujaco alkilowana PEI1.2?-27 W §wietle moich wynikow, pochodne takie

ulegaja stopniowej degradacji w delikatnie zasadowym $rodowisku wodnym.

8.2. Plan biblioteki polikationéw zawierajacej pierscien aromatyczny oraz
koncepcja syntezy

Majac na uwadze wnioski ptyngce z badan omowionych w poprzednim podrozdziale,
zaprojektowatem nowg biblioteke jonendw o mniejszej gestosci tadunku dodatniego wzdhuz
tancucha gtownego (Schemat 3). Planowane struktury sktadaty si¢ z rozdzielonych grupami
arylowymi pochodnych TMEDA lub DABCO, co pozwolito na zbadanie wptywu sztywnosci
tancucha gléwnego. Obecno$¢ grup arylowych pozwolita rozszerzy¢ plany badawcze o
sprawdzenie wptywu izomerii tancucha glownego, w znaczeniu izomerii strukturalnej
pierscienia benzenowego. Usytuowanie podstawnikow benzylo-amoniowych wzglgdem siebie
w pozycjach para lub meta wydato si¢ mie¢, zaraz obok sztywnosci tancucha glownego,
potencjalnie znaczacy wptyw na mozliwe konformacje jonendow oraz wynikajacg z tego
skutecznos¢ oddziatywania z dwuwarstwa fosfolipidowg. Planowana biblioteka obejmowata
szereg struktur zawierajacych tylko izomery meta oraz naprzemiennie izomery meta i para, a
takze dwie struktury zawierajace tylko izomery para. Hydrofobowo$¢ miata by¢ modulowana
poprzez dlugoséci tancucha alkoksylowego potaczonego z grupg arylowa - najbardziej
hydrofilowe polikationy nie zawieraly tego ugrupowania, podczas gdy najbardziej
hydrofobowe zawieraly grupe dodecyloksylowa. Dodatek nienadtadownej grupy hydrofilowe;j
zbadalem przy pomocy serii polikationow posiadajacej metylowy eter troj(tlenku etylenu)
(OPEG, oligomer PEG’u), bedacy krotkim fragmentem PEG oraz tacznik kationowy w postaci
DABCO.
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Schemat 3. Prezentacja koncepcji struktur polikationéw wykorzystanych do zbadania wptywu
wybranych parametréw strukturalnych na wiasciwosci biologiczne.

Powyzsza koncepcja prowadzi do biblioteki polikationow sktadajacej sie z pigciu serii
zwigzkow (Schemat 4). W obrgbie kazdej serii roznig si¢ one miedzy sobag tylko
hydrofobowoscig, natomiast poszczegdlne serie rdznig si¢ migdzy sobg sztywnoscia, izomerig
oraz obecnos$cig dodatkowej grupy hydrofilowej. Biblioteka ta jest wzbogacona o dwa polimery
bez hydrofobowych grup bocznych zawierajace tylko izomery para. W celu utatwienia dalszej
dyskusji przypisalem jonenom skrocone nazwy pochodzace od ich najwazniejszych
parametrow strukturalnych, ktoére to nazwy odpowiadajg jednostce powtarzalnej. Czton ,,Cn”
informuje o dtugosci fancucha alkilowego, ,,T” oraz ,,D” odpowiadaja tagcznikom kationowym
1 pochodza odpowiednio od TMEDA i DABCO, natomiast ,,p” oraz ,m” odpowiadaja
podstawnikowi arylowemu o izomerii odpowiednio para oraz meta. Skrot ,,PEG” w nazwach
jonendéw odpowiada grupie arylowej o izomerii meta zawierajacej metylowy eter troj(tlenku
etylenu) (OPEG). Nalezy zauwazy¢, ze ,,C0” w nazwach polimerow mogloby zostac zastgpione
przez ,,m”, jednakze dla utatwienia dalszej dyskusji nad wptywem hydrofobowos$¢ na wybrane

wlasciwos$ci jonenow nie zostato to uczynione.
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15-Cn
dlan=0, R=-H
dlan=2, R=-OCH,CH3
dlan=4, R=-O(CH,);CH3
dlan=8, R=-O(CH,);CH3
dla n=12, R=-O(CH,){1CH3

Br
Br

Schemat 4. Plan syntezy biblioteki jonenow. Aniony bromkowe pomigto dla poprawienia

czytelnosci schematu.

Przedstawiong bibliotek¢ jonendéw
bis(bromometylo)benzenu (15-CO0) i réznych 1,3-bis(bromometylo)-5-alkoksybenzenow (15-
Cn,n=2,4,8, 12) z trzeciorzgdowymi di-aminami 16, 17, 18, 19 i 20, bedacymi pochodnymi

19
Ot"o7,
20

*.

otrzymatem w

p-D-p-D

reakcji

poliaddycji

1,4- oraz 1,3- bis(bromometylo)benzenu (Schemat 4). Srednia liczbe meréw przypadajaca na
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czasteczke polimeru, wyrazong jako DP, oraz rodzaj grup koncowych planowatem kontrolowac
poprzez zastosowanie monomeréw aminowych w niewielkim nadmiarze. Zalezno$¢ DP
polimeréw otrzymanych w procesie polimeryzacji stopniowej, do ktorej zalicza si¢ rowniez
przedstawiona na Schemacie 4 poliaddycja, od stosunku molowego monomeréw oraz stopnia

ich konwersji opisuje rownanie Carother’a (3):2%®

1+r
DP = 1+r—2rp )
dlap—1, DP = E 4)

gdzie:
r - stosunek molowy monomeru w niedomiarze do monomeru w nadmiarze,

p - konwersja monomerow.

W przypadku catkowitej konwersji monomerow (p = 1), réwnanie uprasza si¢ do postaci
(4), z ktorej wynika, ze w celu otrzymania polimeru o DP = 10 nalezy zastosowac¢ stosunek

molowy monomeréw wynoszacy 1,20:1.00.

Realizacja postawionego celu syntetycznego wymagata otrzymania serii di-bromkow
15-Cn oraz serii di-amin 16, 17, 18, 19 i 20, a takze wykonania badan nad samg reakcja

poliaddycji.

8.3. Synteza monomerow

8.3.1. Bromki 15-Cn

Di-bromek 15-CO (1,3-bis(bromometylo)benzen) jest komercyjnie dostepnym
zwigzkiem i nie wymagat syntezy. Natomiast pozostate di-bromkowe monomery 15-Cn (n=2,
4, 8, 12) otrzymatem wedtug $ciezki syntezy przedstawionej na Schemacie 5. Pierwszym
etapem byla reakcja syntezy eterow Williamsona pomiedzy n-bromoalkanami i 5-hydroksy-
izoftalanem dimetylu w MeCN z zastosowaniem weglanu potasu jako zasady. Otrzymane w
ten sposob diestry 15a-Cn poddatem bezposrednio redukcji przy pomocy glinowodorku litu
(LAH) w tetrahydrofuranie (THF). Bromowanie przeprowadzitem z uzyciem bromku fosforu

(PBr3) w chlorku metylenu (DCM), a ostateczne produkty oczyscitem poprzez krystalizacje.

Synteza 15-Cn (dla n=2, 4, 8, 12) nie wymagata zastosowania kolumny
chromatograficznej na zadnym z etapoéw, a jej catkowita wydajno$¢, w przeliczeniu na

wyjsciowy 5-hydroksy-izoftalan dimetylu, wynosita od 46% do 70%. Strukture oraz czysto$¢
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wszystkich potproduktow i produktéw potwierdzitem przy pomocy spektroskopii *H i *C
NMR.

o o O O

~ - HO OH Br Br

N O/+ 5 . o o X . /\©/\

o, T g g
o) o (0]

OH ™, M s
n=2 -15a-C2, 78% n=2 -15b-C2, 97% n=2 -15-C2, 61%
n=4 -15a-C4, 99% n=4 -15b-C4, 84% n=4 -15-C4, 65%
n=8 -15a-C8, 98% n=8 -15b-C8, 94% n=8 -15-C8, 76%

n=12 - 15a-C12, 91% n=12 - 15b-C12, 87% n=12 - 15-C12, 61%

Schemat 5. Sciezka syntezy monomerow 15-Cn; (a) K2COs, MeCN, Twrz, 24h; (b) LAH, THF,
Took, 24h; (C) PBr3, DCM, Tpok, 24h.

8.3.2. Aminy 16 - 19

Di-aminowe monomery 16, 17, 18 i 19 otrzymalem w reakcjach
1,3-bis(bromometylo)benzenu i 1,4-bis(bromometylo)benzenu z DABCO oraz TMEDA
(Schemat 6). W celu uniknigcia formowania si¢ produktow ubocznych, w postaci oligomerow,
zastosowatem jako rozpuszczalnik MeCN, bedacy slabym rozpuszczalnikiem dla wielu
podwojnych czwartorzedowych soli amoniowych, oraz 6-krotny nadmiar molowy di-amin w
stosunku do di-bromkow. Pochodne 16, 18 oraz 19 zgodnie z oczekiwaniami byty bardzo stabo
rozpuszczalne w MeCN, co umozliwito ich tatwg izolacj¢ poprzez proste odfiltrowania oraz
odmycie nadmiarowych amin. Di-amina 17 okazata si¢ by¢ natomiast dobrze rozpuszczalna w
uktadzie reakcyjnym. W zwigzku z czym mieszaning poreakcyjng zatezytem do postaci
lepkiego ciala stalego usuwajac pewna czg¢$¢ nieprzereagowanej TMEDA. Brazowawa
pozostato$¢ po dodaniu niewielkiej ilosci MeCN przeksztalcila si¢ w biale, krystaliczne ciato
stato, ktore po odfiltrowaniu i kilkukrotnym przemyciu eterem dietylowym (Et20) okazato si¢

by¢ czystym produktem 17.

Analiza widm 'H oraz ¥C NMR potwierdzila strukture oraz wysoka czystosé
otrzymanych di-amin 16, 17, 18 i 19, a wyniki analizy elementarnej potwierdzily ich sktad
pierwiastkowy.
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Schemat 6. Sciezka syntezy di-aminowych monomeréw 16, 17, 18 i 19.

8.2.3. Amina 20 z grupa PEG

W celu zsyntetyzowania di-aminowego monomeru 20 zawierajacego krotki fragment
PEG’u otrzymatem tosylan metylowego eteru troj(tlenku etylenu) 21 (Schemat 7), ktory
wykorzystalem nastepnie w reakcji Williamsona z 5-hydroksy-izoftalanem dimetylu
otrzymujgc pochodng 20a. Ze wzgledu na ciekla postaé surowego produktu reakcji
otrzymanego po odparowaniu MeCN, niemozliwe byto wyizolowanie czystego 20a w sposob
analogiczny do zastosowanego w reakcji syntezy 15a-Cn (Schemat 5). Aby uniknaé
czasochtonnego oczyszczania z wykorzystaniem kolumny chromatograficznej reakcje te
przeprowadzilem uzywajagc nadmiaru 5-hydroksy-izoftalanu dimetylu wzgledem 21.
Umozliwilo mi to usunigcie nieprzereagowanego fenolowego substratu poprzez proste
przemywanie surowego produktu rozpuszczonego w octanie etylu przy pomocy wodnego
roztworu wodorotlenku sodu. Nastepczg reakcje redukcji 20a do diolu 20b przeprowadzitem
przy pomocy LAHu. Produkt 20b, ze wzgledu na bardzo dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie
uniemozliwiajacg ekstrakcje w ukladzie woda-octan etylu, wyizolowatem poprzez maceracje
zatezonej do sucha mieszaniny poreakcyjnej octanem etylu. Bromowanie diolu 20b
przeprowadzitem uzywajac PBrs, a czysty produkt reakcji 20c wydzielitem przy pomocy
chromatografii kolumnowej. Koncowy produkt 20 otrzymalem w reakcji 20c z 6-krotnym
nadmiarem DABCO, a procedura jego oczyszczania opierata si¢ na kilkukrotnym
rozpuszczaniu w MeCN 1 wytraceniu w Et20. Catkowita wydajno$¢ syntezy pochodnej 20
wynosita 33%, a jej strukture oraz sktad pierwiastkowy potwierdzilem przy pomocy

spektroskopii *H i *C NMR oraz analizy elementarnej.
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Schemat 7. Sciezka syntezy di-aminowego monomeru 6 zawierajacego fragment OPEG u.

8.4. Synteza i charakterystyka polimerow

8.4.1. Badania nad reakcja poliaddycji - synteza glownej biblioteki jonenéw
W celu dobrania odpowiednich warunkow reakcji poliaddycji pomiedzy di-bromkami
15-Cn i di-aminiami 16 - 20, ktore pozwolityby na jej kontrole, przeprowadzitlem badania nad

modelowg reakcja pomigdzy 15-C0 i 19 (Schemat 8).

15-C0O 19
(stosunek molowy 15-C0 do 19 - 1,00 : 1,20)

DMSO/H,0
24 h, 25°C

.
$

N+

Spe
C0-D-m-D ‘ 21

Schemat 8. Modelowa reakcja, ktora postuzyta do wstepnych badan nad poliaddycja.
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Z rownania (4) wynika, ze w celu otrzymania polimeru o 10 jednostkach powtarzalnych
(z = 10, Schemat 8) nalezy zastosowa¢ 20% nadmiar molowy di-aminy 15-CO oraz
doprowadzi¢ do catkowitej konwersji grup reaktywnych bedacych w niedomiarze. Ze wzgledu
na ograniczong rozpuszczalnos¢ substratow 15-CO i 19 oraz polimeru CO-D-m-D w wielu
rozpuszczalnikach zastosowatlem DMSO z niewielkim dodatkiem wody (3 - 6% Vv/v). Produkty
izolowatlem poprzez wytracenie w nadmiarze acetonu. Reakcje poliaddycji arbitralnie
prowadzilem w temperaturze 25 °C przez 24 h. Aby zweryfikowaé czy jest to czas
wystarczajacy do osiggni¢cia petnej konwersji monomerow, przeprowadzitem dwie rownolegte
reakcje pomigdzy 15-CO0 i 19 stosujac w jednej 20% nadmiar molowy di-aminy 19, natomiast
w drugiej analogiczny nadmiar di-bromku 19-CO. Zestawienie widm H NMR surowych
produktow tych reakceji wraz w widmem monomeru 19 przestawilem na Rysunku 32.

HDO
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N N N N
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Rysunek 32. Zestawienie widm H NMR (400 MHz, D;0) (a) di-aminy 19 oraz surowego
produktu modelowej poliaddycji prowadzonej z nadmiarem (b) di-aminy 19 lub (c) di-bromku
15-CO0.

Pojawienie si¢ sygnatlu przy 4,05 ppm $wiadczy o obecnosci podwojnie alkilowanej
podjednostki DABCO (H-6), potwierdzajac powstanie docelowego produktu CO0-D-m-D
(Rysunek 32b i c). Pik przy 4,80 ppm zostat przypisany grupie benzylowej (H-5) potaczonej z
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podwéjnie alkilowanym DABCO. Widmo *H NMR produktu reakcji prowadzonej w nadmiarze
19 (Rysunek 32b) zawiera sygnaty o przesunigciach 3,40 i 3,12 ppm, odpowiadajace H-1 i H-2
z monokationu DABCO, obecne réwniez w monomerze 19 (Rysunek 32a). Widmo tego
produktu (Rysunku 32b) nie zawiera natomiast sygnatow pomig¢dzy 7,6 - 7,4 ppm, ktére sa
charakterystyczne dla polimeru otrzymanego w reakcji prowadzonej z nadmiarem di-bromku
15-CO0 (Rysunek 32c). Piki te odpowiadajg H-8 z arylowych grup koncowych. Ponadto, widmo
polimeru zakonczonego grupami arylowymi nie zawiera sygnatow przy 3,40 1 3,12 ppm (H-2 i
H-1). Obserwacje te sa dowodem, iz zastosowanie nadmiaru jednego z monomeréw w
modelowej reakcji prowadzi do otrzymania polikationu zawierajacego grupy koncowe tylko

jednego typu.

Analiza dystrybucji masy molekularnej otrzymanych polikationéw zostata wykonana
przy pomocy chromatografii wykluczenia (SEC, ang. size-exclusion chromatorgaphy). Do
analizy zastosowano uktad rozpuszczalnikéw H,O/MeOH/AcOH w stosunku obj¢tosciowym
54/23/23 z dodatkiem 0.5 M AcONa, poniewaz grupa badawcza T. E. Long’a wykazata, przy
uzyciu techniki DLS, Ze amfifilowe joneny nie tworzga agregatow w tych warunkach.?®® Eluent
ten byl wykorzystany takze w pracach innych badaczy do analizy amfifilowych

polikationdw, 40.240-243

Surowy produkt modelowej reakcji przeprowadzonej z zastosowaniem monomeru 19 w
stezeniu 40 mM zawierat frakcje o stosunkowo niskiej liczbowo $redniej masie molekularne;
(Mn) wynoszacej ok. 700 Da, mniejsza frakcje o Mn ok. 1300 Da oraz niewielka frakcj¢ o masie
kilku tysigcy Da (Rysunek 33a). Mozliwym produktem ubocznym badanej reakcji jest
makrocykliczny zwigzek 21 (Schemat 8). Jego masa molowa z uwzglgdnieniem przeciw jonéw
bromkowych wynosi 752 g/mol, natomiast bez przeciw jonéw 432 g/mol. Majac na uwadze
fakt, ze eluent zawiera anion octanowy w stezeniu 0,5 M, ktory prawdopodobnie wypiera Br z
badanych struktur podczas migracji przez ztoze, oraz odniesienie si¢ do wzorca w postaci
zasadowej (bez przeciw jondéw), masa produktu 21 zadowalajaco koreluje z sygnatem

odpowiadajacym 700 Da.
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Rysunek 33. (a) dystrybucja masy molekularnej surowych produktéw modelowej poliaddycji
(Schemat 8) oraz (b) pordéwnanie dystrybucji mas molekularnych surowego produktu
otrzymanego dla st¢zenia monomeru 19 réwnego 380 mM przed i po dializie.

Niskie stezenie monomeréw sprzyja reakcji cyklizacji kosztem poliaddycji, dlatego
przeprowadzilem t¢ reakcj¢ stosujac wyzsze stezenie. Wyniki SEC przedstawione na Rysunku
33a wskazuja na spadek zawartosci frakcji o niskiej masie molekularnej wraz ze wzrostem
stezenia monomeréw oraz wzrost zawartosci produktu o masie kilku tysigcy Da. Ponadto
polozenie maksimum piku odpowiadajacego polimerowi przesuwa si¢ w kierunku wigkszych
mas, co rowniez jest konsekwencja zmniejszajacego si¢ udziatu reakcji cyklizacji na rzecz
polimeryzacji. Stezenie reagentéw rowne 380 mM byto najwyzszym przetestowanym przeze
mnie ze wzgledu na prog rozpuszczalnos¢ substratow w 25 °C. Prowadzac reakcje modelowa
w wyzsze] temperaturze, umozliwiajacej zwigkszenie stezenia substratow, otrzymatem
polimeryczny produkt zawierajacy dodatkowe aldehydowe grupy koncowe. Powstaty one
najprawdopodobniej w reakcji utleniania Kornblum’a, biegnacej poprzez addycje nukleofilowa

czasteczki DMSO do bromku benzylowego i nastepcza eliminacje w obecnosci zasady.?*

Polimer CO-D-m-D oczyscitem z niskoczasteczkowych produktow ubocznych poprzez
dialize wobec wody stosujac membrang dializacyjng o punkcie odcigcia (MWCO, ang.
molecular weight cut-off) rownym 1 kDa (Rysunek 33b). Tak otrzymany produkt
charakteryzowat si¢ DP, obliczonym na podstawie widma H NMR, réwnym 10,6 oraz
dyspersyjnoscia (Pwm), oznaczong przy pomocy SEC, wynoszaca 1,73. Srednia liczbowo masa
molekularna oznaczona poprzez SEC (M, sec) wynosita 4,8 kDa, podczas gdy analogiczna
wielko$é obliczona z widma H NMR (Mn, nvr), bazujac na DP, wynosita 4,6 kDa (bez

uwzglednienia masy przeciw jonow).
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Znajac warunki w ktorych modelowa reakcja (Schemat 8) daje pozadany produkt
sprawdzitem, czy reakcje innych uktadoéw di-amina - di-bromek w tych samych warunkach
pozwolg otrzyma¢ joneny zawierajace ok. 10 jednostek powtarzalnych. Poliaddycja aminy 19
i bromku 15-C4 w stosunku molowym 1,20 : 1,00 prowadzita do produktu reakcji o DP rownym
5,3, natomiast w stosunku molowego 1,10 : 1,00 produkt o DP rownym 10,2 (Tabela 1, nr 1 i
2). Roéznica w wymaganym stosunku molowym pomigdzy reakcjami aminy 19 z bromkami 15-
CO oraz 15-C4 moze wynika¢ z rdznych szybkos$ci formowania si¢ cyklicznych produktow
ubocznych wzgledem reakcji prowadzacej do polimerow. W zwigzku z tym reakcj¢ poliaddycji
z bromkiem 15-C4 przetestowatem dla kazdej diaminy w celu dobrania wlasciwego stosunku
molowego monomerow. Reakcje testowe pomigdzy bromkiem 15-C4, a aminami 19, 18, 17 i
16 wskazaty na stosunek molowy 1,10 jako optymalny (Tabela 1, nr 3 - 7), natomiast w
przypadku diaminy 20 byto to 1,15 : 1,00 (Tabela 1, nr 8 - 10). Ze wzgledu na znacznie nizsza
rozpuszczalno$¢ aminy 18 w uktadzie DMSO/H:0 reakcje z jej wykorzystaniem prowadzitem
w stezeniu 110 mM, natomiast lepsza rozpuszczalno$¢ 20 pozwolita na prowadzenie
poliaddycji w stezeniu 530 mM.

Tabela 1. Charakterystyka produktéw reakcji testowych pomiedzy 15-C4, a réznymi di-
aminami. Struktury di-amin znajduja si¢ na Schemacie 4.

Br/\©/\ Br
\ / DMSO/H,0
+ _— = 27
/vav'\.nN\ 24 h. 25°C

Cn
15-Cn di-amina
Mhn, NMR® Mn, secd . .
a b ) ) _

Nr r DP (kDa) (kDa) di-amina Produkt
1 1,20 5,3 2,7 2.8

! ’ ! ! 1 4-D-m-D
2 1,10 10,2 5,2 5.3 o C4-D-m
3 1,20 59 3,0 2.8

' ' ’ ' 18 C4-D-p-D
4 1,10 9,1 4,6 4,0 P
5 1,20 7,4 3,8 4.8

! ’ ! ! 17 4-T-m-T
6 1,10 13,0 6.7 6.6 C4-T-m
7 1110 915 419 518 16 C4'T'p'T
8 1,20 53 3,5 2,6
9 1,15 10,8 7,2 7,6 20 C4-D-PEG-D
10 1,10 18,5 12,4 12,3

a stosunek molowy di-aminy do di-bromku; ® stopien polimeryzacji obliczony z widma *H NMR; ¢ masa
molekularna policzona z DP oraz masy r.u. bez przeciw jonow; ¢ masa molekularna oznaczona przy pomocy
SEC
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8.4.2. Badania nad reakcjg poliaddycji - synteza jonenow p-T-p-T i p-D-p-D

Polikation p-D-p-D o DP rownym 11 otrzymalem w sposob analogiczny do jonenow
glownej biblioteki poprzez reakcje poliaddycji 1,4-bis(bromometylo)benzenu i 1,10
ekwiwalentu di-aminy 19 w DMSO. W reakcji tej nie zaobserwowatem produktéw cyklicznych
o niskiej masie molekularnej, co wigze si¢ prawdopodobnie z trudniejszg cyklizacjg sztywnego
uktadu zawierajacego dwie grupy DABCO oraz dwie grupy para-ksylenu. Z tego wzgledu

polimer ten nie wymagat oczyszczenia poprzez dializg.

Reakcja pomiedzy 1,4-bis(bromometylo)benzenem, a di-aming 17, prowadzaca do p-T-
p-T, okazata si¢ natomiast bardziej problematyczna ze wzgledu na powstajaca znaczng ilo§¢
aldehydowych grup koncowych nawet w temperaturze 25 °C. Grupy te s3a produktami
wspomnianej w poprzednim podrozdziale reakcji utleniania Kornblum’a.?** Intrygujace jest, ze
tylko w jednym uktadzie reakcyjnym zaobserwowatem taki produkt uboczny, co moze by¢
zwigzane z dwoma nakladajacymi si¢ efektami - wigksza podatnosciag 1,4-
bis(bromometylo)benzenu na reakcj¢ utleniania niz 1,3-bis(bromometylo)benzenu, jak i
wyzsza zasadowoscig monokiationu TMEDA w poréwnaniu z monokationem DABCO.2" W
celu unikniecia potencjalnego wptywu grupy aldehydowej na wyniki badan biologicznych,
reakcje t¢ przeprowadzitem w uktadzie rozpuszczalnikow MeOH/DMF 1/1, stosowanym w
reakcjach Menshutkin’a.?** Jednakze di-amina 17 okazala si¢ by¢ nierozpuszczalna zaréwno w
MeOH, jak i w DMF, a odpowiednio duzy dodatek wody umozliwiajacy rozpuszczenie aminy
17 uniemozliwial rozpuszczenie odpowiedniej ilosci 1,4-bis(boromometylo)benzenu. W
zwigzku z tym polikation p-T-p-T otrzymalem w reakcji TMEDA 2z 14-
bis(bromometylo)benzenem (Schemat 9) w MeOH/DMF 1/1 prowadzonej przez 96 godzin w
25 °C. W celu utrzymania homogeniczno$ci mieszaniny reakcyjnej po 8 i 24 godzinach

dodalem wodg, ktorej koncowa zawarto$¢ wyniosta 65% v/v.

,L Br/\©\/ MeOH/DMF/H,0 \N/+\/\ * N
NSNS MenVY,. N /\Q\/N+ +
'Il + Br 96 h, 25°C /N \/\/N\

TMEDA p-T-p-T z

Schemat 9. Synteza jonenu o podstawnikach arylowych w izomerii para.
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8.4.3. Synteza i charakterystyka jonenéw wykorzystanych w dalszych badaniach

Znajac warunki pozwalajace otrzymac docelowe joneny zrealizowatem caty plan syntezy
przedstawiony na Schemacie 4. Otrzymane finalne zwiazki charakteryzowaty si¢ DP w zakresie
7,3-13,0 oraz dyspersyjnoscig w granicach 1,40 - 1,99 (Tabela 2). W przypadku jonenéw o
tancuchach bocznych C0, C2, C4 oraz C8 wartosci Mp, sec byty bardzo zblizone do Mn, nwvRr.
Natomiast w przypadku jonenow z fancuchem bocznym w postaci grupy dodecylowej (C12;
Tabela 2, nr 5, 10, 20 1 25) warto$¢ Mn, sec byta okoto dwukrotnie mniejsza od Mn, nvr. ROZnica
ta moze wynika¢ z oddzialywania bardziej hydrofobowych jonenenéw z faza stacjonarng
zastosowane] kolumny, ktora byla dedykowana dla czasteczek hydrofilowych. Adsorpcja
jonenendéw C12 mogta spowolni¢ ich migracje przez ztoze zwigkszajac tym samym czas
retencji interpretowany jako pozornie nizsza masa molekularna. Wydajno$¢ przeprowadzonych
poliaddycji byta stosunkowo niska (20 - 68%), co wynika gldwnie ze znacznych strat podczas

procesu oczyszczania z wykorzystaniem dializy.
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Tabela 2. Charakterystyka biblioteki polimerow uzytych do dalszych badan. Struktury
polimerow przedstawiono na Schemacie 4 na stronie.

. Mn, NMRP M, sec® Mw Wyd.t
Nr  Polimer DP2 (kDa) (kDa)  (kDa) b (éo)
1 CO0-D-m-D 10,6 4,6 4,8 8,3 1,73 46
2 C2-D-m-D 11,8 5,6 4,6 8,1 1,77 47
3 C4-D-m-D 10,4 5,2 53 8,6 1,63 48
4 C8-D-m-D 9,0 50 4,5 7,8 1,73 66
5 C12-D-m-D 11,9 7,3 2,3 3,3 1,43 57
6 CO0-D-p-D 10,1 4,4 4,4 8,1 1,85 53
7 C2-D-p-D 11,6 55 5,2 9,3 1,79 49
8 C4-D-p-D 9,1 4,6 4,0 6,7 1,67 20
9 C8-D-p-D 11,0 6,2 4,1 7,4 1,80 60
10 C12-D-p-D 9,2 5,7 2,3 3,2 1,38 53
11 CO-T-m-T 7,3 3,2 4,0 59 1,48 14
12 C2-T-m-T 12,8 6,2 6,9 12,4 1,80 28
13 C4-T-m-T 13,0 6,7 6,7 12,2 1,82 29
14 C8-T-m-T 12,4 7,1 55 10,0 1,82 28
15 C12-T-m-T 12,7 7,9 49 6,6 1,34 30
16 CO-T-p-T 12,2 54 7,3 13,0 1,78 20
17 C2-T-p-T 12,4 6,0 7,5 13,4 1,79 33
18 C4-T-p-T 10,9 5,6 6,7 12,3 1,84 34
19 C8-T-p-T 13,8 7,9 6,5 11,8 1,82 50
20 C12-T-p-T 10,6 6,6 3,3 48 1,46 68
21 CO0-D-PEG-D 8,6 51 4,8 8,4 1,76 40
22 C2-D-PEG-D 8,4 54 5,2 8,7 1,68 56
23  C4-D-PEG-D 9,8 6,5 6,9 13,7 1,99 42
24 C8-D-PEG-D 9,8 7,1 6,2 10,7 1,72 28
25 C12-D-PEG-D 7,3 5,7 2,5 3,5 1,40 30
26 p-D-p-D 13,2 5,7 49 10,3 2,11 53
27° p-T-p-T 10,8 4,8 8,2 30,3 3,70 20

a stopien polimeryzacji obliczony z widma *H NMR; ® §rednia liczbowo masa molekularna policzona z DP oraz
masy r.u. bez przeciw jonéw; © érednia liczbowo masa molekularna wyznaczona przy pomocy SEC; ¢
dyspersyjnos$¢ oznaczona przy pomocy SEC; ¢ wydajnos¢ reakeji po izolacji produktéw; * produkt oczyszczono
bez zastosowania dializy; 9 synteza w uktadzie MeOH/DMF/H,O z wykorzystaniem TMEDA i 1,4-
bis(bromometylo)benzenu.

Strukture otrzymanych polimeréw potwierdzitem przy pomocy spektroskopii *H NMR.
Na Rysunku 34 przedstawilem widma *H NMR wszystkich polikationéw zawierajacych grupe
boczng C2. Widma te w pelnym rozmiarze wraz z zaznaczonymi przesuni¢ciami chemicznymi
oraz catkami, jako reprezentatywne przyktady widm H NMR otrzymanych jonenow,
zamie$citem w Zataczniku 2. Widma polikationow zawierajagcych DABCO charakteryzuja si¢

sygnatami przy ok 3,14 i 3,45 ppm, pochodzacymi od H-1 i H-2 w podjednostce DABCO grupy
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koncowej, a takze charakterystyczny sygnat przy ok. 4,05 ppm pochodzacy od grupy DABCO
wewnatrz tancucha polimeru (H-6). Natomiast widma polikationow zawierajacych pochodna
TMEDA posiadaja sygnaty przy ok. 2,24 i 3,05 ppm, pochodzace od grup metylowych z grup
koncowych (H-10 i H-13), oraz sygnaly przy ok. 2.91 i 3,48 ppm pochodzace od grupy
etylenowej w grupie koncowej (H-11 i H-12). Podjednostka TMEDA w tancuchu glownym
charakteryzuje si¢ sygnatem przy 4,22 ppm, pochodzacym od grupy etylenowej pomiedzy
dwiema czwartorzedowymi grupami amoniowymi (H-15) oraz sygnalem przy 3,21 ppm
pochodzacym od grup metylowych (H-14). Atomy wodoru H-4 przy pier$cieniu benzenowym
podstawionym dwoma czwartorzgdowymi grupami amoniowymi dajg sygnal w okolicy 7,92 -
7,67 ppm. Podstawienie dodatkowa grupa alkoksylowa, bedaca grupa elektronodonorowa,
przesuwa sygnat H-7 w pier$cieniu aromatycznym do ok. 7,48-7,28 ppm. Benzylowe H-3 w
grupach koncowych pojawity si¢ w okolicy 4,60 - 4,53 ppm, a H-5 w tancuchu gtéwnym przy
ok. 4,84 ppm w przypadku polimerow z DABCO oraz ok 4,74 ppm w polimerach z TMEDA.

9
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Rysunek 34. Zestawienie widm *H NMR (400 MHz, D20) wszystkich otrzymanych polimerow
z etoksylowa grupa boczng (widma w pelnym rozmiarze stanowig Zatacznik 2).
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W celu potwierdzenia sktadu pierwiastkowego otrzymanych jonendow zostata wykonana
analiza elementarna. Wyniki analizy wykazaly w kazdym z przypadkow zgodny z
teoretycznym stosunek zawarto$ci wegla do azotu, a takze zawyzong catkowitg zawartos¢
wodoru 1 zanizong zawarto$¢ wegla 1 azotu. Dobrg zbiezno$¢ teoretycznego i
eksperymentalnego sktadu pierwiastkowego otrzymalem zaktadajac, ze joneneny, tak jak
niektore czwartorzedowe sole amoniowe, tworzg hydraty. Dodajac kolejne czasteczki wody do
struktury monomeru otrzymatem dobrg korelacje z wynikami eksperymentalnymi, co
potwierdzito wysokg czystos¢ otrzymanych zwigzkow. Wyniki analizy elementarnej wraz z
informacjag o stopniu uwodnienia poszczegdlnych jonendw znajdujg si¢ w czesci

eksperymentalnej niniejszej pracy w sekcji poswigconej syntezie polimerow.

8.4.4. Krytyczne stezenie agregacji oraz zeta potencjal otrzymanych jonenow

W celu lepszego poznania zachowania si¢ otrzymanych przeze mnie jonenéw w wodzie,
a takze zbadania czy mozna zaliczy¢ je do surfaktantow, wyznaczytem CAC stosujac metode
pirenowa. Polega ona na zastosowaniu pirenu, jako hydrofobowego barwnika
fluorescencyjnego charakteryzujacego si¢ roznym widmem emisyjnym w $rodowisku
hydrofobowym i hydrofilowym. W wodzie, pod wptywem wzbudzenia $wiattem o dtugosci
337 nm stosunek intensywnosci pierwszego (I1 dla 373 nm) do drugiego (I3 dla 384 nm) pasma
emisji wynosi ok. 2. Natomiast gdy piren znajdzie si¢ w srodowisku hydrofobowym wartos¢ ta
spada do ok. 1. Zestawiajac l1/l3 w funkcji stezenia surfaktantu mozna zaobserwowac 0stry
spadek z 2 do 1 dla pewnej wartoSci stezenia, $wiadczacy o ulokowaniu si¢ pirenu w
hydrofobowym wnetrzu formujacych si¢ miceli lub innych agregatow. Wartos¢ ta uznawana
jest za CAC.%6247 Oznaczenia tej wielkosci przeprowadzilem zaréwno w czystej wodzie o

opornosci > 18,2 MQ, jak i PBS o pH 7,4.

Z analizy otrzymanych danych wynika, ze wszystkie joneny CO0, C2 1 C4 nie tworza
agregatOw w stezeniu ponizej 2 mg/mL. Polikationy C8 i C12 charakteryzujg si¢ CAC w
zakresie 4 - 1600 pg/mL (Tabela 3). Z poréwnania par analogicznych jonenow z tancuchami
C8 1 C12 wylania si¢ stosunkowo oczywista zalezno$¢, ze bardziej hydrofobowe joneny C12
charakteryzuja si¢ nizszym CAC od C8. Drugim wnioskiem, dotyczacym struktury tancucha
gléwnego jonenow, jest wplyw jego elastycznosci 1 izomerii. Porownujac CAC jonenow
zawierajacych DABCO z ich analogami zawierajacymi TMEDA (Tabela 3, nr1vs 5, 2 vs 6, 3
vs 7 oraz 4 vs 8) dostrzegalna jest wyraznie lepsza zdolno$¢ do agregacji w przypadku
sztywniejszych pochodnych DABCO. Poréwnanie CAC pod katem wptywu izomerii (nr 1 vs

3,2Vvs4,5vs 7 oraz 6 vs 8) prowadzi natomiast do wniosku, Ze joneny zawierajace podstawnik
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meta chetniej agreguja w badanych warunkach. Trzecim wnioskiem, jaki mozna wyciggnac z
wynikow zestawionych w Tabeli 3, jest znaczne podniesienie CAC poprzez wprowadzenie do
struktury jonenow silnie hydrofilowej grupy oPEG (nr 1 vs 9 oraz 2 vs 10). Warto zauwazyc¢,
ze zwigzek C8-T-p-T, laczacy dwie cechy obnizajace zdolnos$¢ do agregacii (elastyczny tancuch
oraz izomeria para) nie wykazal CAC w wodzie w badanym zakresie st¢zen nawet pomimo
obecnosci silnie hydrofobowej grupy oktyloksylowej (nr 7). Poniewaz cechg charakterystyczna
surfaktantow jest zdolno$¢ do tworzenia agregatow (miceli w przypadku niskoczasteczkowych
surfaktantow), otrzymane wyniki pozwalaja zaklasyfikowa¢ joneny C8 i C12 do tej grupy
substancji. Niezaleznie od struktury badanego polimerycznego surfaktantu, zwigzki te
wykazaty znacznie nizsze CAC w $rodowisku o wysokim st¢zeniu soli (PBS) w poréwnaniu
do samej wody.

Tabela 3. Krytyczne stezenie agregacji badanych joneneow oraz zeta-potencjal
powstajacych agregatow.

CAC? [pg/mL] Zeta-potencjal® [mV]

Nr Polimer
H20 PBS H20 PBS

1 C8-D-m-D 360 38 65,0+1,4 14,1 £1,6
2 C12-D-m-D 20 <4 67,027 195+£2,1
3 C8-D-p-D 1100 49 46,6 +1,3 17,3+0,2
4 C12-D-p-D 53 15 60,4+ 1,0 17,3+ 1,1
5 C8-T-m-T 1600 600 82,1 +£3,1 23,6 1,6
6 C12-T-m-T 56 10 972+1,7 31,3+£2,0
7 C8-T-p-T > 2000 920 - 18,2+0,9
8 C12-T-p-T 80 16 64,1 £0,6 169+1,5
9 C8-D-PEG-D 590 65 123+£2,2 9,55+0,3
10 C12-D-PEG-D 110 <4 13,3+0,6 7,84 +1,19

azbadane przy pomocy metody pirenowej?*® w 25 °C,  zbadane przy pomocy DLS w 25 °C

W celu scharakteryzowania powstajacych agregatéw wykonalem pomiary S$rednicy
hydrodynamicznej oraz zeta-potencjatu stosujagc metod¢ DLS. W badaniach tych zastosowatem
stezenie polimerdw roéwne 2 mg/mL, przekraczajace wartosci CAC. Znaczna wigkszo$é
agregatow charakteryzowata si¢ multimodalnym rozkladem $rednicy hydrodynamicznej
obliczonej z wykorzystaniem intensywnos$ci rozpraszania §wiatta. W zwiagzku czym dane te nie

sg dalej dyskutowane. Na podstawie zmierzonego zeta-potencjatu (Tabela 3) jonenow mozna
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wysnu¢ dwa wnioski dotyczace wplywu struktury, mianowicie elastyczne joneny (z TMEDA)
0 izomerii meta wykazaly znacznie wyzszy potencjat elektrokinetyczny od ich Sztywnych
analogéw (zawierajacych DABCO), podczas gdy w przypadku izomerow para roznica taka jest
mniej znaczaca. Ponadto wigkszos¢ jonenow meta wykazata wyzszy potencjat od ich analogow
para zarowno w wodzie jak i PBS. Najwickszy wplyw na potencjat elektrokinetyczny
agregatow ma dodatkowa grupa OPEG, ktorej obecno$¢ kilkukrotnie obniza warto$¢ zeta-
potencjatu (nr 1 vs 9 oraz 2 vs 10). Wplyw ten najprawdopodobniej wynika z dwoch
naktadajacych si¢ efektow: (i) powinowactwa aniondw hydroksylowych do czasteczki PEG

Y248 oraz (ii) zwickszenia odleglosci pomiedzy naladowang

(asymetryczna adsorpcja jonow
powierzchnig agregatéw, a pltaszczyzng poslizgu (grubsza warstwa dyfuzyjna) wynikajaca z
ograniczonej mobilnosci czasteczek wody.?*® Podobnie jak w przypadku CAC, stezenie soli
wplywa réwniez na zeta-potencjat, w PBS potencjal jest znaczaco nizszy niz w czystej wodzie,

co zwigzane jest z mniejszym promieniem Debye’a.2492%0
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9. Badania biologiczne otrzymanych jonenow

Przeprowadzilem szereg testow biologicznych, aby zrozumie¢ zalezno$ci pomigdzy
strukturg 1 aktywnos$cig otrzymanych jonenéw (Tabela 2). Badania wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych obejmowaly oznaczenia MIC, MBC, MFC, a takze kinetyke
zabijania mikroorganizméw. Zastosowalem do tego celu modelowe szczepy z Amerykanskiej
Kolekcji Linii Komoérkowych (ATCC, ang. American Type Culture Collection). Ponadto
warto$ci MIC zostaty réwniez oznaczone dla izolowanych szczepow klinicznych oraz pratkow

(Mycobacterium) we wspotpracy z Instytutem Gruzlicy i Chorob Ptuc w Warszawie.

Wstepne badania nad biokompatybilno$cig otrzymanych zwigzkéw obejmowaly
oznaczenia wiasciwosci hemolitycznych na ludzkich czerwonych krwinkach oraz
cytotoksycznosci wobec mysich fibroblastow z ATCC. Oba te testy zostaly wykonane we
wspOtpracy z Zaktadem Biotechnologii i Inzynierii Bioprocesowej, Wydziatu Inzynierii

Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej.

9.1. Oznaczenia mikrobiologiczne

9.1.1. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec mikroorganizméw z ATCC

Podstawowa wielkoscig charakteryzujaca aktywno$¢ czynnikow
przeciwdrobnoustrojowych jest MIC. Warto$¢ t¢ oznaczytem dla kazdego z otrzymanych
jonenow (Tabela 2) wykorzystujac modelowe mikroorganizmy o znaczeniu klinicznym.
Nalezaty do nich oportunistyczna gram-ujemna bakteria Escherichia coli, gram-dodatnia
bakteria Staphylococcus aureus odpowiedzialna za wiele zakazen szpitalnych oraz grzyb
Candida albicans zaliczany do rzedu drozdzakéw, odpowiedzialny za zakazenia
oportunistyczne (tzw. kandydozy). W badaniach na bakteriach zastosowatem podtoze ptynne
Mueller-Hinton (MHB, ang. Mueller-Hinton Broth), natomiast w przypadku drozdzakow
podtoze ptynne Sabouraud (SAB, ang. Sabouraud Broth). Otrzymane wyniki zaprezentowatem
na Rysunku 35.
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Rysunek 35. Wyniki oznaczen MIC wobec modelowym mikroorganizmom z ATCC.

Wsrod otrzymanych polikationdw znajdujg si¢ zaréwno bardzo silne (MIC 2 - 8 pg/mL),
jak i wzglednie stabe (MIC 128 - 256 ug/mL) zwiazki przeciwdrobnoustrojowe. Gram-dodatnie
bakterie S. aureus wykazuja najwigksza podatno$¢ na dziatanie jonendéw, podczas gdy
drozdzaki C. albicans sa najmniej wrazliwe. Trend ten jest powszechnie obserwowany zar6wno

39,40,105,110,157.251,252 jak i innych grup polikationow.528810418% Wyzs7a podatnosé

dla jonenow,
bakterii gram-dodatnich w stosunku do gram-ujemnych ttumaczona jest w literaturze r6znica
w budowie ich otoczki komorkowej. Btona komorkowa bakterii gram-dodatnich otoczona jest
grubg $ciang z peptydoglikanu, podczas gdy btona bakterii gram-ujemnych chroniona jest
cienka $ciang komorkowa oraz dodatkowa, zewnetrzng btong komoérkowa. Dodatkowa blona
komoérkowa stanowi trudniejsza barier¢ do pokonania dla polikationéw, niz gruba $ciana
komérkowa.l” Natomiast blona komérkowa drozdzakéw, w porownaniu do bakterii, zawiera
zar6wno mniejszg ilo§¢ anionowych fosfolipidow, jak i chroniona jest podwojng $ciang ztozona

z weglowodanéw oraz biatek (Rysunek 1).1718

Dalsza dyskusje nad wptywem poszczegdlnych parametréw strukturalnych jonenow na
MIC podzielitem na odpowiednie podpunkty dotyczace hydrofobowosci, sztywnosci i izomerii

tancucha gtéwnego oraz wplywu hydrofilowej grupy boczne;.
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0.1.1.1. Wplyw hydrofobowosci na aktywnosé przeciwdrobnoustrojowq

Najsilniejsza aktywno$¢ hamujaca wzrost, w obrgbie znaczacej wigkszosci sposrod
badanych serii jonendéw, wykazuja zwigzki nieposiadajace alkoksylowych grup bocznych, t;.
C0-D-m-D, CO-D-p-D, CO-T-m-T i CO-T-p-T i CO-D-PEG-D (Rysunek 35). Wydtuzenie
bocznej grupy alkilowej w wigkszosci zbadanych przeze mnie przypadkéw nie wptywa, badz
prowadzi do zwigkszenia MIC. Najbardziej hydrofobowe polikationy z grupa dodecyloksylowa
(C12) charakteryzuja si¢ najstabszg aktywnosciag w obrebie wigkszo$ci serii jonendw. Z
zaprezentowanych wynikow mozna wyciggna¢ wniosek, ze zwigkszenie hydrofobowosci
czasteczki jonenu different center wywiera raczej negatywny wplyw na ich aktywno$¢

przeciwdrobnoustrojowa.

Zaobserwowana tendencja wydaje si¢ nieoczywista na tle wynikow opublikowanych
dotychczas w literaturze naukowej. Wigkszo$¢ opisanych platform polikationowych
(poliwgglany, polimetakrylany, polinorborneny, etc.) wymaga obecnosci silnie hydrofobowych
komponentow w swojej strukturze, ktore sa odpowiedzialne za penetracj¢ hydrofobowego
wnetrza dwuwarstwy fosfolipidowej.!*1®*  Przektada sic to na wzrost aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej wraz ze wzrostem hydrofobowosci czasteczki, %6-586065.78.94,102,150

Jednakze nadmierna hydrofobowo$¢é moze zmniejszy¢ aktywnos$¢ polikationow.>” 7894102
Innym mozliwym powodem nizszej aktywnos$ci nadmiernie hydrofobowych jonenow jest silne
oddzialywanie z biatkami obecnymi w pozywce wzrostowe] mikroorganizmow, w ktorej
prowadzone s3 badania majace na celu oznaczenie MIC.%48253 W ramach moich prac
zaobserwowatem silne zme¢tnienie pozywek po dodaniu do nich wodnych roztworow jonenow
z grupa boczng C8 1 C12, czemu towarzyszyto wypadanie ciala stalego. Natomiast w przypadku
bardziej hydrofilowych zwiazkoéw zmetnienie nie pojawiato si¢. Obserwacje te §wiadcza o

silniejszych oddziatywaniach jonenow C8 i C12 z biatkami pozywki w poréwnaniu do jonenéw

CO0, C2 1 C4, co moze by¢ jedng z przyczyn nizszej aktywnosci hydrofobowych jonenow.

Aby sprawdzi¢ czy oddzialywania jonenow z biatkami pozywki sa gtowna przyczyna
obserwowanego spadku aktywno$ci hamujacej wzrost mikroorganizmow, przeprowadzitem
dodatkowe oznaczenia MBC i MFC dla serii Cn-T-p-T. Badania te przeprowadzitem zar6wno
w pozywkach wzrostowych (MBCwmus | MFCsag), jak i w buforze fosforanowym o pH 7,4 z
dodatkiem chlorku sodu w stezeniu fizjologicznym (PBS, ang. phosphate-buffered saline)
(MBCpss I MFCpgs). MBC oraz MFC zdefiniowane sg jako najnizsze zbadane stgzenia

potrzebne do zabicia 99.9% mikroorganizmdw obecnych w probce.
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Porownujac otrzymane wyniki MBCmne Z MIC (Tabela 4) mozna wyciggnaé wniosek, ze
wzglednie hydrofilowe joneny CO, C2 i C4-T-p-T wykazuja aktywnos$¢ bakteriobojcza,
podczas gdy hydrofobowe C8 i C12-T-p-T sa raczej bakteriostatykami. MBCwmns wigkszoS$ci
hydrofilowych jonenow jest rowne MIC, natomiast w przypadku bardziej hydrofobowych
wiekszos¢ tych wartosci jest kilkukrotnie wyzsza od MIC. W przypadku aktywnosci przeciwko
C. albicans wszystkie zbadane zwigzki wykazuja co najmniej 4-krotnie wyzsze MFCsag 0d
MIC, co swiadczy o ich fungistatycznym dziataniu.

Tabela 4. Poréwnanie aktywnos$ci hamujacej wzrost oraz bakterio- i grzybobojczej
jonenow z serii Cn-T-p-T.

|\/|BC|\/|H|3a (pg/m L) MBCPBSC (ug/m L)
MIC?P (ug/mL) lub lub
Polimer MFCsag® (ng/mL) MFCopgs® (ng/mL)
E. S. C. E. S. C. E. S. C.
coli aureus albicans coli aureus albicans coli aureus albicans
CO-T-p-T 4 2 16 4 4 64 1 0.5 4
C2-T-p-T 8 4 8 8 4 32 1 1 4
C4-T-p-T 8 4 16 8 4 32 2 1 8
C8-T-p-T 8 4 64 16 8 > 256 2 1 > 16
C12-T-p-T 32 32 64 128 32 > 256 4 2 > 16

3 wielko$ci oznaczone w pozywkach wzrostowych; ® wartosci z Rysunku 35; ¢ wielkoéci oznaczone w PBS

Po zestawieniu stezen bakteriobodjczych 1 grzybobdjczych oznaczonych w pozywkach
(MBCwmhg i MFCsag) z odpowiadajagcymi im wielko$ciami oznaczonymi w PBS (MBCpgs i
MFCpgs) widoczna jest wyraznie silniejsza aktywno$¢ badanych zwiazkow w PBS. Wartosci
MBCwmHg i MFCsag jonenow CO, C2, C4-T-p-T sa 4-8-krotnie wyzsze od odpowiadajacych im
MBCpgs i MFCpgs, natomiast dla C8 i C12-T-p-T réznica ta jest 8-32-krotna. Z. Geng i M. G.
Finn zaobserwowali ok. 100-krotnie wyzszg warto$¢ MIC od MBCpgs dla jonenéow bedacych
sulfidowymi pochodnymi bicyklo[3.3.1]Jnonanu,??® ktérych hydrofobowo$¢ jest znacznie
wyzsza od jonenow przedstawionych w mojej rozprawie. Wynik ten $wiadczy o jeszcze nizszej
aktywnos$ci przytoczonych polimerdow w pozywce niz w PBS, co jest zgodne z moja
obserwacja, ze bardziej hydrofobowe polikationy silniej oddziatujg ze sktadnikami pozywki.
Whioski te prowadza do konkluzji, ze badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej W PBS
pozwala na odseparowanie wplywu oddziatywania polikationéow z biatkami obecnymi w
pozywce od wilasciwej aktywnosci wobec bakterii. Tym samym daje to bardziej miarodajne
wyniki bedace lepszym odniesieniem dla wynikow badan hemolitycznych oraz badan na

modelowych dwuwarstwach lipidowych, ktore prowadzone sa w buforach. Z drugiej strony
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prezentowane polikationy sg rozwazane pod katem zastosowania jako nowe antybiotyki, ktore
dziatalyby w osoczu krwi zawierajagcym wiele réznych biatek z ktérymi mogtyby oddziatywac.
Wyniki uzyskane w pozywkach wzrostowych sg zatem bardziej adekwatne z praktycznego

punktu widzenia.

Wszystkie stgzenia odnoszace si¢ do aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (MIC, MBC
i MFC), przedstawione w Tabeli 4, rosng lub pozostajg na statym poziomie wraz z wydtuzaniem
grupy alkoksylowej. Ponadto zalezno$ci zywotnosci bakterii od stezenia polimeréw (Rysunek
36), ktore postuzyly do wyznaczenia MBCpgs i MFCpps, wskazuja réwniez na spadek
aktywnosci. Im dhluzsza grupa boczna, tym wyzsza zywotno$¢ bakterii w danym stgzeniu
polimeréw. Wyniki te jednoznacznie potwierdzaja zmniejszenie aktywno$ci badanych
zwigzkow wraz z wydtuzaniem alkilowej grupy bocznej. Podobne trendy byty opisane w dwoch
pracach innych badaczy®*>?* dla jonenéw different center o mniejszej gestosci tadunku
dodatniego i znacznie wigkszej hydrofobowosci tancucha gtéwnego. Wyniki przedstawione w

mojej rozprawie dowodza, ze zalezno$¢ ta jest widoczna rowniez dla silnie hydrofilowych

uktadow.
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Rysunek 36. Zywotno$¢ mikroorganizméw po inkubacji z jonenami w PBS w 37 °C przez 2
godziny.
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Jednym z mozliwych wytlumaczen nizszej aktywnosci bakteriobdjczej jonendow C8 i
C12-T-p-T jest formowanie si¢ agregatow polimerowych, ktore stabiej oddziatuja z btong
komorkows. Jednakze CAC oznaczone w PBS wynosi odpowiednio 920 i 16 ug/mL (Tabela
3) i jest znacznie wyzsze od MBCpgs ktore wynosi 4 i 2 ug/mL dla odpowiednio E. coli i S.
aureus. Mozna przyjac, ze w stezeniu w ktorym obserwowana jest aktywno$¢ bakteriobdjcza

ilos¢ agregatow jest pomijalnie niska.

Innym prawdopodobnym wyjasnieniem zaobserwowanego wptywu hydrofobowosci na
aktywnos$¢ jonendéw jest rozny mechanizm destabilizacji btony komodrkowej przez joneny
hydrofilowe i hydrofobowe, dyskutowany w Podrozdziale 7. W literaturze opisano kilka
przyktadow wzglednie hydrofilowych jonendéw o duzej gestosci tadunku dodatniego wzdtuz
tancucha gléwnego, ktore wykazuja bardzo silne wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe. 340110182 jednakze w Zadnej z tych prac nie zglebiano dokladniej
mechanizmu ich dziatania. T. Ikeda i wsp. wykazali zdolno$¢ hydrofilowych jonenéw do
separacji anionowych fosfolipidow w obrebie dwuwarstwy fosfolipidowej i skorelowali t¢
zdolno$¢ z wihasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi.’®® Analogiczne badania zostaty
przeprowadzone przez grupe badawcza A. Yaroslavov’a na pochodnych poli(winylo
pirydyny).161:167.255 W myg] tej teorii, hydrofilowy polikation adsorbujac na powierzchni
dwuwarstwy ztozonej z roznych fosfolipidow najsilniej oddziatuje z anionowymi lipidami, co
prowadzi do segregacji sktadnikow w obregbie warstwy. Taki rozdziat fosfolipidow zmienia
wlasciwosci dwuwarstwy prowadzac do zwigkszenia jej przepuszczalno$¢. Planujac
zaprezentowang biblioteke jonenow zaktadalem, ze obecno$¢ hydrofobowych grup bocznych
umozliwi dziatanie poprzez dwa mechanizmy - tworzenie fazy anionowych lipidow oraz
wbudowanie hydrofobowych fragmentéw do wnetrza dwuwarstwy. Spodziewanym efektem
wzrostu hydrofobowos$ci bylo zwigkszenie aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowej, jednakze
wyniki eksperymentalne wykazaty odwrotny trend. Szersza dyskusja roznic w oddzialywaniu
badanych przeze mnie wzglednie hydrofilowych i hydrofobowych jonendéw z dwuwarstwa
fosfolipidowa zostala przedstawiona w Podrozdziale 10 poswigconym badaniom nad

mechanizmem ich dzialania.

0.1.1.2 Wplyw sztywnosci jonenow na aktywnoscé przeciwdrobnoustrojowgq

Wplyw sztywnosci glownego tancucha jonenow, zbadany poprzez pordwnanie
aktywnosci polimerow zawierajacych fragment DABCO i TMEDA (Schemat 3), jest w
pewnym stopniu zalezny od rozwazanego mikroorganizmu. Znaczna wiekszo$¢ elastycznych
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jonenow zawierajacych TMEDA wykazuje 2- do 8-krotnie nizszy MIC wobec E. coli i C.
albicans w poréwnaniu z ich sztywnymi analogami zawierajacymi DABCO (Rysunek 35).
Wyjatek stanowi para jonenow C8-D-p-D i C8-T-p-T, ktorych MIC wobec C. albicans sa sobie
rowne. Natomiast aktywnos$¢ wobec S. aureus wigkszosci wzglednie hydrofilowych jonenéw z
grupami bocznymi C0, C2 i C4 okazata si¢ by¢ na tym samym poziomie. Dopiero bardziej
hydrofobowe zwigzki (C8 i C12) zawierajace tacznik w postaci TMEDA wykazuja 2-krotnie
nizszy MIC wobec S. aureus od ich analogdéw z tacznikiem DABCO.

Na podstawie przedstawionych wynikow postawitem hipoteze, ze zwickszona
elastyczno$¢ tancucha gléwnego jonendw wywiera pozytywny wpltyw na ich aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa. Efekt ten przypisuje wiekszej swobodzie rotacji elastycznych
jonenoéw przektadajacy si¢ na wigksza liczb¢ mozliwych konformacji, jakie czasteczka moze
przyja¢. Dzigki temu, gdy czasteczka polimeru adsorbuje na powierzchni dwuwarstwy
fosfolipidowej, oraz na innych strukturach blony komoérkowej, moze tatwiej przyjac
konformacj¢ umozliwiajaca silne oddziatywanie. Moze to by¢ zwigzane z szeroko dyskutowang
w literaturze zmiang lokalnie amfifilowej konformacji polikationu, jakg wykazuje w roztworze,
w uporzadkowana, globalnie amfifilowg podczas oddziatywania z dwuwarstwa (Rysunek
5).141731.17425 ponadto, wyzsza elastyczno$é czasteczki wydaje sie utatwia¢ migracje poprzez

usieciowang $ciang komorkowa.

Grupa badawcza Gellman’a wykazata silniejsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
sztywnych pochodnych nylonu-3% oraz pomijalnie maty wpltyw sztywnosci na aktywnos¢
innych pochodnych (Rysunek 24).88 Odmienne obserwacje w poréwnaniu do przedstawionych
w ramach mojej rozprawy moga wynika¢ z usztywnienia struktury przytoczonych molekut w
ich aktywnej konformacji. Natomiast w badaniach nad peptydami przeciwbakteryjnymi,
ktorych postulowany mechanizm dziatania jest zblizony do mechanizmu polikationow,
wykazano, ze  wzrost elastyczno$ci  czasteczki  wzmacnia  ich  aktywnos¢

przeciwdrobnoustrojowg. 197199201

Poprawa aktywnos$ci zwigzkow biologicznie czynnych poprzez usztywnienie czasteczki
w konformacji optymalnej dla oddzialywania z celem molekularnym jest strategia
wykorzystywana podczas opracowywania nowych lekow.?" Jednakze, ze wzgledu na zbyt
niski stan obecnej wiedzy dotyczacej polikationéw i1 peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych,
zastosowanie analogicznej strategii jest niemozliwe. W zwigzku z tym wydaje si¢, Ze na razie
optymalnym podej$ciem jest pozwolenie, aby czgsteczka mogta sama dopasowac si¢ do tak
ztozonego celu, jakim jest btona komorkowa.
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0.1.1.3 Wplyw izomerii jonenow na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg

Na podstawie otrzymanych przeze mnie wynikow MIC mozna stwierdzi¢, ze izomeria
fragmentu arylowego w fancuchu gldéwnym ma niewielki wplyw na wlasciwosci
przeciwbakteryjne badanych amfifilowych jonenow. Znaczng wickszo$¢ par jonendw
meta/para w obrebie gtownej biblioteki jonendéw charakteryzuje MIC o takiej samej wartos$ci
(Rysunek 35, porownanie stupkow zielonych pelnych z niebieskich pelnymi oraz zielonych w
paski z niebieskimi w paski). Natomiast w przypadku par wykazujacych 2-krotne réznice w
MIC mozna zauwazy¢, ze zmiana izomerii z meta na para nie pogarsza aktywnosci wobec S.
aureus, aw przypadku C. albicans izomery meta jonenéw CO sg aktywniejsze od ich analogow

para.

W celu nieco szerszego zbadania wptywu izomerii oznaczytem MIC jonenow p-T-p-T i
p-D-p-D (Schemat 4), a otrzymane wyniki zestawitem, dla utatwienia dyskusji, z wynikami dla
pozostatych polimeréw nieposiadajacych grup bocznych (Rysunek 37). Najlepiej widoczny
trend wystepuje w przypadku aktywnosci wobec C. albicans - joneny zawierajace grupy
arylowe tylko o izomerii meta wykazaty najnizszy MIC, podczas gdy joneny o izomerii para
najwyzszy. Na S. aureus réwniez najstabiej dziataja joneny zawierajace tylko izomer para.

Natomiast wptyw izomerii na aktywnos$¢ wobec E. coli nie tworzy zadnej widocznej zaleznosci.

64 Legenda:
~ 32 m m-T-m-T (CO-T-m-T)
£ 161 [§ m-T-p-T (CO-T-p-T)
= gl @ p-T-p-T
% .l @ m-D-m-D (CO-D-m-D)
§ m-D-p-D (CO-D-p-D)
21 : @ p-D-p-D
. N NN
E. coli S. aureus C. albicans

Rysunek 37. Wyniki oznaczen MIC jonendéw bez alkilowych grup bocznych wobec
modelowym mikroorganizmom. Czeg$¢ wynikow zostata zaczerpnigta z Rysunku 35.

Dyskutowane joneny bez grup alkoksylowych (Rysunek 37) charakteryzujg si¢
wzglednie niskg hydrofobowos$cig. Jedynym ich fragmentem hydrofobowym jest grupa
arylowa w lancuchu gléwnym otoczona hydrofilowymi czwartorzedowymi solami
amoniowymi. Aby grupa ta mogta skutecznie oddzialywa¢ z hydrofobowym wnetrzem

dwuwarstwy fosfolipidowej, joneny muszg przybra¢ konformacj¢ pozwalajaca na
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odseparowanie domen hydrofobowych i hydrofilowych (globalnie amfifilowa konformacja).
Wydaje si¢ to by¢ mato prawdopodobne w przypadku jonenéw o grupach arylowych tylko w

izomerii para i mozliwe dla jonenow o izomerii meta (Rysunek 38).
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Rysunek 38. Schematyczne przedstawienie potencjalnie najbardziej amfifilowych konformacji
jonendw bez bocznych grup alkilowych. Na przyktadzie jonenow z DABCO. Fragmenty
hydrofilowe zaznaczono na czerwono, hydrofobowe na niebiesko.

Konformacje przedstawione na Rysunku 38 sa uproszczeniem prezentujacym mozliwe
ustawienie podstawnikoéw, ktore nadaje czasteczce globalnie amfifilowy charakter. W
roztworze wodnym czasteczka m-D-m-D, ze wzgledu na oddziatywania elektrostatyczne
pomiedzy gesto rozmieszczonymi grupami kationowymi, prawdopodobnie wystepuje gtdéwnie
w konformacji liniowej. Jednakze podczas kontaktu z dwuwarstwa fosfolipidowa moze
eksponowa¢ hydrofobowe grupy arylowe do wnetrza dwuwarstwy. Obserwowana wyzsza
aktywno$¢ jonenow meta wobec S. aureus i C. albicans, w poréwnaniu z ich analogami para,
moze wynika¢ zard6wno z omoéwionej amfifilowosci, jak 1 z mozliwosci przyjecia bardziej

zwartej konformacji ulatwiajacej migracje przez $ciang komorkowa.

0.1.1.4 Wplyw grupy OPEG na aktywnosé przeciwdrobnoustrojowq

W celu okreslenia wptywu grupy oPEG na aktywnos$¢ badanych jonendéw nalezy
porownaé ze sobg wyniki otrzymane dla serii Cn-D-PEG-D oraz Cn-D-m-D (Rysunek 35,
brazowe oraz petne zielone stupki). Obecno$¢ tej grupy prowadzi do wzrostu MIC jonenéw CO,
C2, C4 i C8 wobec E. coli z zakresu 16-32 pg/mL do 64-128 pg/mL, oraz nie wptywa na
aktywno$¢ jonenéw C12. Podobna zalezno$¢ wystepuje dla aktywnosci wobec C. albicans,
jednakze obserwowane réznice w warto$ciach MIC sg tutaj mniejsze. MIC wobec S. aureus
charakteryzuje si¢ odmienng zaleznoscia, joneny CO obu serii wykazuja taka samg aktywnosc,
joneny C2 i C4-D-m-D sg aktywniejsze od ich analogow z grupa PEG, podczas gdy C8 i C12-
D-m-D sg mniej aktywne od PEGylowanych odpowiednikow.
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Z otrzymanych przeze mnie danych wynika, ze dodatkowa silnie hydrofilowa grupa
boczna w postaci fragmentu oPEG obniza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa jonenow.
Whiosek ten jest zbiezny z wynikami literaturowymi otrzymanymi dla innych polikationéw do
ktorych wbudowano silnie hydrofilowe fragmenty w postaci oligomerycznych tancuchow
PEG’y,’t377110  olikozydow,00178189.190  gryn  hydroksylowych®®”  oraz  grup
amidowych.”®811%! Obnizona aktywnoé¢é jonenéw zawierajacych grupe PEG moze byé efektem
trzech naktadajacych si¢ czynnikow: (i) nizszego zeta-potencjatu (Tabela 3, nr 112 vs 91 10)
ostabiajgcego oddziatywania elektrostatyczne z dwuwarstwa fosfolipidows, (ii) wigkszej
srednicy hydrodynamicznej wptywajacej na dyfuzje polimeru poprzez Sciang komorkowsa oraz
(ii1) zwiekszonej hydrofilowosci utrudniajacej oddziatywania z hydrofobowym wnetrzem

dwuwarstwy fosfolipidowe;j.

Obserwowane roznice we wplywie grupy OPEG na aktywno$¢ wobec réznych
mikroorganizméw moga by¢ efektem roznic w budowie struktur otaczajacych komorki.
Bakterie gram-ujemne (E. coli) sa chronione dodatkowa zewngtrzng btona komorkowa
(Rysunek 1), przez ktora czasteczka polikationu musi przejs¢, aby zadziataé na wewnetrzng
btong komodrkowa. Btona fosfolipidowa stanowi powazng przeszkode dla duzych,
hydrofilowych czasteczek,?* co moze by¢ powodem znacznie nizszej aktywnosci jonendw z

silnie hydrofilowa grupa oPEG.

Gruba $ciana komorkowa bakterii gram-dodatnich (S. aureus) moze dziata¢ jak sito
molekularne utrudniajac dotarcie wiekszych czasteczek do btony komorkowej.’8® Moze to
thumaczy¢ brak wplywu grupy oPEG na aktywno$¢ jonenu CO oraz nizszg aktywnos¢ C2 1 C4.
Zwiazek CO0-D-PEG-D, zawierajacy tylko krotki fragment oPEG jako grupe boczng, moze
swobodnie dyfundowa¢ przez $ciang komorkowa. Natomiast dyfuzja jonendw zawierajacych
zarowno grupg OPEG jak 1 grupe etoksylowa lub butoksylowg (C2 lub C4) jest utrudniona.
Wytlumaczenie to jednakze nie obejmuje eksperymentalnego faktu jakim jest silniejsza
aktywnosci polimeréw C8 i C12-D-PEG-D w poréwnaniu do ich odpowiednikéw bez grupy
OPEG. Efekt ten moze mie¢ podtoze w optymalizacji réwnowagi hydrofilo-lipofilowej:
polikationy C8-D-m-D oraz C12-D-m-D sa nadmiernie hydrofobowe, aby oddziatywac z btong
komorkowa S. aureus, natomiast dodatkowa grupa oPEG przesuwa te rownowage w kierunku

hydrofilowosci aktywujac czasteczke polimeru.

Spadek aktywnosci wobec C. albicans moze by¢ roéwniez przypisany ostabieniu
oddziatywan z dwuwarstwg fosfolipidowa oraz trudnoscia w migracji przez gruba,
dwuwarstwowa $ciang komorkowa. '8
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9.1.2. Aktywnos$¢ przeciwko szczepom Klinicznym bekterii, w tym Mycobacterium

Do badan nad aktywnoS$cig otrzymanych jonenow wobec lekoopornych szczepow
klinicznych oraz pratkow (Mycobacterium), w tym pratkow gruzlicy (Mycobacterium
tuberculosis), wytypowalem cztery zwigzki: CO-D-p-D, CO-T-p-T, C8-D-p-D oraz C8-T-p-T.
Taki dobor jonendéw pozwolil mi na szersze badania nad wplywem elastyczno$¢ oraz
hydrofobowosci na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Ponadto badaniom aktywno$ci wobec
szczepow klinicznych zostaly poddane takze joneny CO-D-PEG-D oraz C2-D-PEG-D ze

wzgledu na ich obnizong cytotoksycznos$¢, dyskutowang szerzej w Podrozdziale 9.2.

0.1.2.1 Szczepy kliniczne nie bedgce Mycobacterium

Wartosci MIC wybranych zwigzkow zostaty oznaczone dla kilku lekoopornych szczepow
bakterii. Nalezaly do nich dwa szczepy Klebsiella pneumoniae produkujace metallo-5-
lactamaz¢ New Delhi (NDM, ang. New Delhi metallo-S-lactamase) oraz p-laktamazy o
rozszerzonym spektrum dziatania (ESBL, ang. extended-spectrum p-lactamases), nadajace
bakteriom oporno$¢ na wiele antybiotykow f-laktamowych. Oporny na wankomycyne szczep
Enterococcus faecium (VRE, ang. vancomycin-resistant E. faecium), oporny na metycyling
szczep Staphylococcus aureus (MRSA, ang. methicillin-resistant S. aureus), a takze szczepy
Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter baumannii. Wyniki tych oznaczen (Tabela 5)
Swiadcza o braku aktywno$ci jonenéw zawierajacych grupe C8 wobec izolowanych szczepdéw
klinicznych (MIC > 512 pg/mL), w przeciwienstwie do bardziej hydrofilowych jonenéw CO
(MIC 16 — 256 pg/mL). Zwigzek CO-T-p-T wykazat najnizsze wartosci MIC wobec VRE oraz
MRSA, wynoszace odpowiednio 16 i 32 ug/mL, 64 ug/mL wobec K. pneumoniae (NDM), P.
aeruginosa i A. baumanii, oraz 128 pg/mL wobec K. pneumoniae (ESBL). Natomiast
usztywniony jonen CO-D-p-D wykazal bardzo stabg aktywnos$¢ przeciwko bakteriom K.

pneumoniae oraz brak aktywnosci wobec pozostatych bakterii.
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Tabela 5. Aktywno$¢ wybranych jonenow przeciwko szczepom klinicznym

MIC (ng/mL)
. K. K.
Polimer pneumoniae®  pneumoniae® VREP‘ aerug;.nosaa MRSA®P baumA;nniia
(NDM) (ESBL)

C0-D-p-D 512 256 >512 >512 >512 >512
CO-T-p-T 64 128 16 64 32 64
C8-D-p-D >512 >512 >512 >512 32 >512
C8-T-p-T >512 >512 >512 >512 >512 >512
CIp¢ >64 64 >64 >64 >64 >64

a bakteria gram-ujemna; ° bakteria gram-dodatnia; ¢ oporny na wankomycyne szczep E. faecium; ¢ oporny na
metycyling szczep S. aureus; © ciprofloksacyna (CIP)

Warto podkresli¢, ze aktywno$¢ zbadanych jonenow przeciwko MRSA (Tabela 5) jest
nizsza niz przeciwko S. aureus z ATCC (Rysunek 35). Biorgc pod uwage odmienne
mechanizmy dziatania antybiotykow p-laktamowych 1 jonendéw, przypuszczam, ze
obserwowany spadek aktywno$ci jonendéw ma inne podtoze, niz mechanizm opornosci na
metycyline. Moze by¢ to wynikiem odmiennej budowy $ciany oraz sktadu btony komoérkowej

réznych szczepow bakterii tego samego gatunku.

Przedstawione wyniki potwierdzajg, ze zaobserwowana na bakteriach z ATCC (Rysunek
35) wyzsza aktywnosci bardziej hydrofilowych jonenéw (CO vs C8) z bardziej elastycznym
taficuchem gtéwny (TMEDA vs DABCO) ma odzwierciedlenie réwniez w przypadku innych
gatunkéw 1 szczepoéw bakterii. Podkresla to istotno$¢ wnioskdéw z poprzednich podrozdziatow
mojej pracy - obok hydrofobowosci grup bocznych nalezy uwzglednia¢ takze sztywnosc

taficucha gtéwnego jonendw podczas planowania struktur nowych, aktywnych zwiazkow.

Badania przeprowadzone na najstabiej cytotoksycznych PEGylowanych jonenach C0-D-
PEG-D i C2-D-PEG-D wykazaty ich aktywnos¢ przeciwko siedmiu izolowanych klinicznie
MRSA i jednym VRE (MIC 32 ug/mL), oraz brak aktywnosci wobec bakterii gram-ujemnym.

9.1.2.2 Mycobacterium

Wyniki badan nad aktywnoscig wybranych jonendéw przeciwko Mycobacterium
przedstawilem w Tabeli 6. Oba joneny CS8, a takze CO-T-p-T wykazuja porownywalng
aktywnos¢ wobec pratkow gruzlicy (M. tuberculosis), natomiast CO-D-p-D dziata stabiej na te
mikroorganizmy. W przypadku aktywnosci wobec M. terrae oba polimery zawierajace
TMEDA w tancuchu gtéwnym (CO-T-p-T i C8-T-p-T) wykazujg MIC na poziomie 8 pg/mL,
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podczas gdy polikationy zawierajagc DABCO sg stabiej aktywne. Natomiast wobec M. avium

wszystkie zbadane zwigzki wykazuja brak lub bardzo stabg aktywnos$¢.

Tabela 6. Aktywnos$¢ wybranych jonenéw przeciwko pratkom.

MIC (ng/mL)
Polimer M. tuberculosis M. tuberculosis 210 M. tuberculosis 192 M. terrae M. avium
H37RV (INH resistant) (INH susceptible) ' '
C0-D-p-D 32 64 64 16 512
CO-T-p-T 16 16 32 8 256
C8-D-p-D 16 16 32 32 >512
C8-T-p-T 16 16 32 8 >512
INH? <0.0625 2 <0.0625 64 64
RMP® 05 16 0.5 4 32

2jzoniazyd; " ryfampicyna

Pierwszym wnioskiem plyngcym z powyzszych wynikow jest fakt, ze oktylowa grupa
boczna (C8) nie pogarsza aktywnosci jonenow przeciwko M. tuberculosis, co jest zaskakujace
w kontekscie aktywnosci przeciwko innym badanym mikroorganizmom. Grupa C8 nie obniza
rowniez aktywnosci elastycznego polikationu zawierajacego TMEDA (CO-T-p-T vs C8-T-p-T)
wobec M. terrae, lecz dziata negatywnie na aktywno$¢ usztywnionego polikationu z DABCO
(CO-D-p-D vs C8-D-p-D). Negatywny wptyw usztywnienia czasteczki widoczny jest rowniez
porownujac aktywnosci jonenow CO-D-p-D z CO-T-p-T.

Mozliwym poditozem odmiennego wptywu hydrofobowosci jonendéw na aktywno$¢
wobec pratkbw, w porownaniu do innych bakterii, jest réznica w strukturze S$ciany
komorkowej. W przeciwienstwie do innych mikroorganizméw, ktore wykorzystatem podczas
moich badan, zewnetrzna czes¢ $ciany Mycobacterium sktada si¢ z kwaséw mikolowych i
zaadsorbowanych na nich lipidow nadajacych jej silnie hydrofobowy charakter.?>8? Cecha ta
moze utatwia¢ migracje czasteczek C8-T-p-T i C8-D-p-D do wewngetrznej blony komorkowe;,
lecz w zaden sposob nie daje si¢ odnies¢ do wysokiej aktywnosci CO-T-p-T. W ramach mojej
pracy nie sprawdzitem, czy badane joneny wplywaja na integralno$¢ btony komorkowe;j
Mycobacterium. W literaturze rowniez nie odnalaztem dowodow na ten typ mechanizmu w
odniesieniu do innych polikationow oraz AMPs dla tej grupy mikroorganizméow. Giebsze
badania nad mechanizmem dziatania SMAMPs wobec Mycobacterium dalece wykraczaja poza
zakres mojej rozprawy doktorskiej. Jednakze otrzymane dane eksperymentalne prowadza do

interesujacej konkluzji, iz podczas planowania struktur jonenéw aktywnych wobec pratkom
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nalezy rozwaza¢ struktury o innej rownowadze hydrofili-lipofilowej, niz prowadzac badania w

kierunku aktywno$ci na pozostale mikroorganizmy.

9.1.3. Kinetyka zabijania bakterii S. aureus i E. coli z ATCC

W ramach moje pracy zbadatem kinetyke zabijania S. aureus ATCC 6538 1 E. coli ATCC
8739 przez wybrane joneny. Do badan tych wytypowatem CO-T-p-T, CO-D-p-D, C8-T-p-T,
C8-D-p-D, C2-D-m-D i C2-D-PEG-D, co umozliwito mi zbadanie wptywu hydrofobowosci,
sztywnosci oraz grupy PEG na szybko$¢ dziatania tych zwigzkow. Do sprawdzenia wptywu
grupy PEG wybratem joneny z grupg etoksylowa ze wzgledu na najnizsza cytotoksycznos¢ tego
zwigzku, omowiong w podrozdziale poswigconym biokompatybilnoéci (Podrozdziat 9.2.).
Zwigzek C2-D-PEG-D wykazal bardzo stabg aktywno$¢ wobec E. coli (Rysunek 35), w
zwigzku z czym badania kinetyczne nad wplywem OPEG’u przeprowadzitem tylko na bakterii
S. aureus. Kinetyke zabijania bakterii oznaczylem stosujac polimery w stezeniach bedacych
wielokrotnosciag MIC (1, 2, 4 x MIC). Wyniki badan nad wptywem hydrofobowosci oraz
sztywno$ci przedstawilem na Rysunku 39, natomiast wyniki dla wptywu grupy PEG
przedstawitlem na Rysunku 40. Interpretujac wyniki tych badan nalezy pamigtac, ze warto$ci

MIC sg rozne dla roznych polimerow wobec roznych mikroorganizméw (Rysunek 35).

W przypadku aktywnosci wobec S. aureus polimery CO-T-p-T, C8-T-p-T i C8-D-p-D w
stezeniu 1 x MIC nie zmniejszaja znaczaco liczby jednostek tworzacych koloni¢ (CFU, ang.
colony forming unit) wzgledem kontroli (Rysunek 39a, c i d), natomiast CO-D-p-D (Rysunek
39b) po 60 minutach redukuje CFU o0 95%. W st¢zeniu 2 x MIC joneny CO-T-p-T i CO-D-p-D
juz po 5 minutach inkubacji redukujg CFU do ponizej 0,1% warto$ci poczatkowej (Rysunek
39a i b). Dziatanie jonenéw C8 w tym stezeniu jest znaczgco wolniejsze (Rysunek 39c - d),
gdyz zywotno$¢ S. aureus spada do poziomu bliskiego 0,1% dopiero po uptywie 60 minut. W
stezeniu 4 x MIC wszystkie cztery polimery redukuja zywotnos$¢ S. aureus 0 99,9% juz po 5

minutach inkubacji.
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Rysunek 39. Kinetyka zabijania S. aureus (a-d) oraz E. coli (e-h) przez CO-T-p-T (a, €), CO-D-
p-D (b, f), C8-T-p-T (c, g) i C8-D-p-D (d, h). Porownanie wptywu sztywnosci i hydrofobowosci
jonendw. Badania wykonano w pozywce wzrostowej MHB.

W przypadku aktywnos$ci wobec E. coli (Rysunek 39e-f) mozna zaobserwowac, ze jonen
CO-T-p-T wykazuje bardzo silne i szybkie dziatanie bakteriobojcze. Juz po 5 minutach
inkubacji w stezeniu rownym 1 x MIC wyeliminowal wszystkie bakterie obecne w probee
(Rysunek 39¢). Natomiast zwigzek C0-D-p-D po 60 minutach inkubacji w stezeniu 1 x MIC
zmniejsza CFU o ok 97%, a w stezeniach 2 1 4 x MIC po 5 minutach o ponad 99,9% (Rysunek
39f). W przeciwienstwie do jonendéw CO0, joneny C8 wykazaty tylko bakteriostatyczne dziatanie

w stezeniu rownym 1 x MIC (Rysunek 39¢g i h). W stezeniu 2 x MIC polimer C8-T-p-T po 5
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minutach zabit ok. 99,9% bakterii, podczas gdy C8-D-p-D w tym samym stezeniu nawet po 60

minutach nie doprowadzit do takiego efektu.

Mozna zauwazy¢, ze joneny bez hydrofobowej grupy bocznej (C0) wykazuja szybsze
dzialanie bakteriobdjcze w stezeniu rownym 2 x MIC w poréwnaniu z jonenami z grupa
oktoksylowa (C8) (Rysunek 39). Jest to zgodne z wynikami przedstawionymi w Tabeli 4 z
ktorych wynika, ze hydrofobowe joneny (C8 1 C12) wykazuja dziatanie bakteriostatyczne,
natomiast bardziej hydrofilowe (CO, C2 1 C4) dzialanie bakteriobojcze. Analizujac wyniki
kinetyki zabijania pod katem wptywu sztywnosci tancucha gtownego doszedtem do wniosku,
ze parametr ten wydaje si¢ nie mie¢ znaczacego wplywu na aktywno$¢ wobec S. aureus
(Rysunek 39a vs. b i ¢ vs. d). Natomiast w przypadku aktywnosci wobec E. coli joneny
zawierajace bardziej elastyczny linker TMEDA wykazaly szybsze bakteriobodjcze dziatanie w

stezeniach blizszych wartosci MIC niz polimery z DABCO (Rysunek 39e vs. fi g vs. h).

Wyniki Kinetyki zabijania S. aureus przez C2-D-PEG-D i C2-D-m-D (Rysunek 40)
wskazuja, ze dodatkowa grupa OPEG nie obniza znaczaco szybko$ci bakteriobdjczego
dziatania. Oba polimery w stezeniu rownym 1 x MIC po 120 minutach inkubacji obnizajg CFU
ponizej 0,1% wartosci poczatkowej, a w stezeniu 2 x MIC efekt ten zostal osiagniety po
odpowiednio 60 i 40 minutach dla C2-D-PEG-D i C2-D-m-D. Wyniki te $wiadczg o fakcie, ze

MBCwmHs tych jonendw jest rowne ich wartosci MIC.

108 4 (a) C2-D-PEG-D o 108 | (b) C2-D-m-D
_ g ————————— @ ———————————— -
107[-- - 107 ¢ gJ———f" *
6'F GE%
10 }gg & A o, 105 3 Al "
E 105¢ £ 10 1m
S 2 .| O A
10ty Q. otkpocsaouegocrum | 5 10° 1 B B 01% poczakowego CrUmL
3
10° 1 —@— kontrola . 107 + ?
102+ A~ 1xMIC ? 102 1
¢- 2xMIC 1
10T —@- 4xmMiC 1071
0 e e o O by e
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
czas (min) czas (min)

Rysunek 40. Kinetyka zabijania S. aureus w pozywce wzrostowej MHB. Porownanie wptywu
dodatku grupy oPEG.
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9.2. Badania biokompatybilnoS$ci

9.2.1. Whasciwosci hemolityczne

Podstawowym testem stuzacym do wstepnej oceny biokompatybilnoSci zwigzkow
bakteriobdjczych o blonowym mechanizmie dzialania jest oznaczenie wlasciwosci
hemolitycznych. Najpopularniejszym parametrem uzywanym do ilosciowego poréwnania tych
wiasciwosci pomiedzy réznymi zwigzkami jest HCso.'* Jednakze ze wzgledu na bardzo stabe

wlasciwosci hemolityczne wzglednie hydrofilowych jonenow,3940110

a takze wyniki wlasnych
wstepnych badan w tym kierunku, aktywno$¢ hemolityczna wszystkich z otrzymanych
zwigzkoOw zostala zbadana tylko dla wzglednie wysokiego st¢zenia wynoszacego 5 mg/mL.
Stezenie to jest kilkuset-krotnoscig sredniej wartosci MIC tych polimeréw. Wyjatek stanowig
joneny C12, ktore zostaly zbadane w stezeniu 2,5 mg/mL ze wzgledu na ich stabsza

rozpuszczalno$¢ w PBS pH 7,4, w ktorym przeprowadzone zostaly oznaczenia.

Otrzymane wyniki (Rysunek 41a) wskazuja, ze tylko hydrofobowos¢ jonenow wywiera
zauwazalny i systematyczny wptyw na ich wtasciwosci hemolityczne. Najbardziej hydrofilowe
zwigzki nieposiadajace alkoksylowego tancucha bocznego (C0) powoduja hemolize na
poziomie 1-2%, joneny z grupa C2 na poziomie 3-10%, a z grupa C4 w zakresie 11-21%. Dalsze
wydluzenie tancucha alkilowego powoduje skokowy wzrost stopnia hemolizy - joneny C8
powoduja rozpad ok. 80% erytrocytow, a joneny C12 niemal 100%. Pozostale badane
parametry strukturalne, tj. elastycznos$¢ i izomeria tancucha gtéwnego polimeréw oraz dodatek
hydrofilowej grupy oPEG, wydaja si¢ nie mie¢ wptywu na wiasciwosci hemolityczne w

stezeniu polimeréw 5 mg/mL.
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Rysunek 41. (a) Wyniki badan wtasciwosci hemolitycznych otrzymanych jonenéw w stezeniu
5 mg/mL (dlan =0, 2, 4, 8) lub 2,5 mg/mL (dla n = 12); (b) zaleznos¢ stopnia hemolizy od
stezenia wybranych jonenow.
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Silny wzrost wtasciwosci hemolitycznych amfifilowych jonendéw wraz ze wzrostem
hydrofobowosci czasteczki jest spodziewanym efektem, ktory byt juz opisywany dla wielu

56,58,60,65,78,94,95,102,150.260 B}ona komorkowa erytrocytow sktada sie

innych typow polikationow.
gltéwnie z PC, bedacych zwitterjonowymi lipidami, oraz niewielkiej ilo$ci anionowych
fosfolipidow (Rysunek 1). Z tego powodu czasteczka polikationu bardzo stabo oddziatuje
elektrostatycznie z powierzchnig erytrocytu i tylko zwiagzki o silnie hydrofobowych

ugrupowaniach sa w stanie zaburzy¢ strukture dwuwarstwy lipidowej zbudowanej z PC.2417

W celu doktadniejszego poznania wptywu ugrupowania OPEG na wiasciwosci
hemolityczne jonendw zbadano takze zalezno$¢ stezeniowg stopnia hemolizy polimerow
C8-D-m-D, C12-D-m-D, C8-D-PEG-D oraz C12-D-PEG-D (Rysunek 41b). Otrzymane wyniki
wskazuja na obnizenie wiasciwosci hemolitycznych jonenéw z OPEG w porownaniu do
analogow bez tej grupy. Stopien hemolizy indukowany przez C12-D-m-D utrzymuje si¢ na
statym poziomie bliskim 100% wraz ze spadkiem st¢zenia polimeru do 160 pg/mL, podczas
gdy jonen C12-D-PEG-D w tym samym stezeniu powoduje lize ok. 50 % erytrocytow. W
przypadku jonendw z grupa C8 rdznice te s3 mniejsze, ale rowniez widoczne w caty zakresie
zbadanych st¢zen. Zaobserwowany w ramach mojej pracy pozytywny wplyw na
biokompatybilno$¢, w kontekscie hemolitycznosci, dodatkowej nienatadowanej hydrofilowe;j

grupy, byl réwniez opisywany przez innych badaczy dla innych typéw polikationow.’%731%0

Intrygujaca obserwacja jest odwrotno$¢ wpltywu wydtuzania alkilowego tancucha
bocznego jonenow na ich wlasciwosci hemolityczne (Rysunek 41a) w poréwnaniu do wplywu
na wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe (Rysunki 35 i 36 oraz Tabela 4). Najaktywniejsze
mikrobiologicznie joneny CO powoduja najnizszg hemolize, natomiast joneny C12 wykazujace
najstabsze dziatania przeciwdrobnoustrojowe sa jednocze$nie najsilniej hemolityczne. W
literaturze zostaly opisane polikationy, ktérych aktywno$¢ przeciwbakteryjna wykazuje
paraboliczny przebieg wraz ze wzrostem hydrofobowosci, podczas gdy wlasciwosci
hemolityczne rosng monotonicznie wraz z tym parametrem (Rysunek 17).57:7894102.260 Aytorzy
tych prac wyznaczali w ten sposdb optymalne HLB swoich polikationdow pod katem
selektywnosci dziatania. Wyniki otrzymane w ramach mojej rozprawy prowadza do wniosku,
ze optymalne pod katem selektywnosci HLB jonenow jest osiggni¢ta juz dla najbardziej

hydrofilowych sposrdd zbadanych przeze mnie struktur.
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9.2.2. Cytotoksycznos$¢

9.2.2.1. Wplyw hydrofobowosci serii Cn-T-p-T

Badania na linii komoérkowej mysich fibroblastoéw L929 przy pomocy testu XTT calej
serii Cn-T-p-T miaty na celu zbadanie wptywu hydrofobowosci na cytotoksycznos$¢ jonenow.
W testach XTT uzywa si¢ pozywki Eagle’a z modyfikacja Dulbecco (DMEM; ang. Dulbecco's
modified Eagle's medium) wzbogaconej o ptodowg surowice bydleca (FBS; ang. fetal bovine
serum) 10% v/v w celu symulowania warunkéw in vivo. Ze wzgledu na zaobserwowany przeze
mnie oraz innych badaczy spadek aktywnosci przeciwbakteryjnej amfifilowych polikationow
w obecno$ci pozywek wzrostowych MHB i1 SAB zawierajagcych biatka, postanowitem
przeprowadzi¢ dodatkowe, poroOwnawcze oznaczenia cytotoksycznosci w Srodowisku bez
dodatku FBS zawierajacego znaczng ilo$¢ biatek. Przedstawione wartosci 1Cso uzyskatem
poprzez dopasowanie danych eksperymentalnych do rownania Hill’a opisujacego zalezno$¢
dawka-odpowiedz (Podrozdziat 4, rownanie (1)). Dopasowanie przyktadowych wynikow do

réwnania przedstawitem w Punkcie 17.2.

Wartosci 1Cso otrzymane w oznaczeniach prowadzonych wedlug standardowego
protokotu z dodatkiem FBS mieszcza si¢ w granicach 15,4 - 31,6 ug/mL (Tabela 7). Najnizsza
cytotoksycznos¢ wykazat jonen z grupa boczng C8, jednakze wynik ten jest trudny do
interpretacji ze wzgledu na znaczng ilo$¢ ktaczkowatego osadu powstatego po dodaniu FBS do
roztwordéw jonendw C8 i C12-T-p-T. Wyniki oznaczen bez dodatku FBS daty ICso 0 nizszej
warto$ci mieszczacej si¢ w przedziale od 9,6 do 16,1 pg/mL. Obserwowane réznice moga by¢
zwigzane z silnym oddziatywaniem badanych jonendéw z biatkami znajdujacymi si¢ w FBS.
Najwyzszy wskaznik selektywnosci, zdefiniowany jako stosunek 1Cso do MIC, wykazat CO-T-
p-T, ktorego warto$¢ wynosi 5,1 w przypadku E. coli i 10,3 dla S. aureus. Wartosci te sa niestety
zbyt niskie, aby polimer ten mogt by¢ rozwazany jako potencjalny nowy antybiotyk.

Tabela 7. Cytotoksycznos$¢ jonenow serii Cn-T-p-T wobec komorek linii L929 oznaczona

metoda XTT w obecnosci FBS 10% v/v oraz bez FBS. Czas inkubacji 24 h.
Selektywnos$¢

a
. MIC? (ng/mL) 1Cs0 (ug/mL) |Cso s/ MIC
Polimer
E.coli S.aureus (+) FBS (-) FBS E. coli S. aureus

CO-T-p-T 4 2 20,5 9,6 51 10,3
C2-T-p-T 8 4 22,4 11,4 2,8 5,6
C4-T-p-T 8 4 22,7 16,1 2,8 5,7
C8-T-p-T 8 4 31,6 16,0 4,0 7,9
C12-T-p-T 32 32 15,4 13,9 0,5 0,5

@ warto$ci z Rysunku 35
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Wyniki te potwierdzaja, ze nawet wzglednie hydrofilowe joneny, ktore nie wykazuja
wiasciwosci hemolitycznych, charakteryzuja si¢ bardzo silng cytotoksycznos$cig. Brak korelacji
pomig¢dzy wynikami oznaczen hemolitycznych i XTT wynika z réznego charakteru testow. Test
XTT dostarcza informacji 0 aktywnosci mitochondrialnej, podczas gdy aktywnosé
hemolityczna o iloéci hemoglobiny uwolnionej z erytrocytow. Badane joneny hipotetycznie
moga wplywaé na zywotno$¢ komorek poprzez uszkodzenie mitochondrium, co sugerowatoby
wewnatrzkomoérkowy mechanizm cytotoksycznosci. Istotnym wnioskiem ptynacym z tych
wynikow jest fakt, ze rutynowe badania nad nowymi polikationowymi antybiotykami powinny

by¢ rozszerzane o badania cytotoksycznosci, poza samymi testami hemolitycznosci.

9.2.2.2. Wplyw grupy oPEG

W celu sprawdzenia wptywu grupy OPEG na cytotoksyczno$¢ badanych jonenow
przeprowadzitem odpowiednie oznaczenia dla serii Cn-D-m-D oraz Cn-D-PEG-D.
Wytypowatem do nich tylko polimery o grupach bocznych CO, C2 i C4 ze wzgledu na niska
aktywno$¢ hemolityczng (Rysunek 41a). Badania te wykonano wedlug standardowego
protokotu w pozywce DMEM z dodatkiem FBS 10% v/v.

Zbadane joneny z serii Cn-D-m-D charakteryzuja si¢ 1Cso W granicach 13 - 25 pg/mL
(Tabela 8), co jest wartoscia bliskg ICso serii Cn-T-p-T (Tabela 7). Natomiast PEGylowane
pochodne okazaty si¢ by¢ mniej cytotoksyczne. Joneny CO- i C2-D-PEG-D wykazaty ponad 6-
krotnie wyzsze ICso 0d swoich nie-PEGylowanego odpowiednikow. Dla jonenu C4 poprawa
byta tylko 2-krotna. W rozwazaniu zastosowania polikationow, jako nowe antybiotyki,
najwazniejszym parametrem jest selektywno$¢ ich dziatania, ktorej wzrost mozna
zaobserwowaé dla gram-dodatniej bakterii S. aureus. Po wbudowaniu grupy oPEG
selektywno$¢ jonenu CO zwigkszylta si¢ 7,6-krotnie osiggajac wartos¢ 25,0, natomiast w
przypadku C2 3-krotnie osiggajac 18,8. Warto§¢ MIC CO- i C2-D-PEG-D wobec MRSA
wyniosta 32 pg/mL (Punkt 9.1.2.1), co daje selektywnos¢ wobec tych bakterii odpowiednio 3,1
i 4,7. Selektywno$¢ wobec E. coli oraz C. albicans nie ulegta poprawie po wbudowaniu oPEG,

a jej warto$¢ miescita si¢ w granicach odpowiednio 0,7-1,2 i 0,4-1,6.
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Tabela 8. Wplyw grupy oPEG na cytotoksyczno$¢ jonenéw wobec komoérek linii 1.929
oznaczona metoda XTT z dodatkiem 10% v/v FBS. Czas inkubacji 24 h.

| MIC* Grgint) *ieathic
Polimer 3 3 c I1Cso (ng/mL) 3 3 c
coli  aureus albicans coli  aureus albicans
C0-D-m-D 16 4 32 13 0,8 3,3 0,4
C2-D-m-D 32 4 64 25 0,8 6,3 0,4
C4-D-m-D 32 4 64 23 0,7 5,8 0,4
C0-D-PEG-D 128 4 64 100 0,8 25,0 1,6
C2-D-PEG-D 128 8 128 150 1,2 18,8 1,2
C4-D-PEG-D 64 8 128 50 0,8 6,3 0,4

2 wartos$ci z Rysunku 35

Wyniki te potwierdzaja, ze cytotoksyczno$¢ jonendéw moze zostaé znaczaco obnizona
poprzez wbudowanie do ich struktury oligomerycznego fragmentu PEG oraz odpowiednig
hydrofobowos$¢ grupy bocznej - najlepsza biokompatybilnoscia sposrod zbadanych zwigzkow
wykazat C2-D-PEG-D. Najwyzsza selektywnoscia wobec S. aureus ATCC 6538
charakteryzowat si¢ C0-D-PEG-D, natomiast wobec MRSA wykazat C2-D-PEG-D. Na
podstawie oznaczonych wiasciwosci biologicznych mozna wyciagna¢ wniosek, ze struktury
jonenow CO0-D-PEG-D oraz C2-D-PEG-D stanowig dobry punkt wyjscia do dalszej
optymalizacji aktywnosci jonenéw jako SMAMPs.

W pordéwnaniu z opublikowanymi do tej pory polikationami, CO-D-PEG-D i C2-D-PEG-
D wykazuja porownywalne lub lepsze potaczenie wysokiej aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz
umiarkowanej cytotoksycznosci. Y. Xu i in. otrzymali polikationowe pochodne
polikaprolaktonu modyfikowanego mannoza, ktory wykazywat bardzo niska cytotoksycznos¢
1 hemolityczno$¢ (zywotnos¢ komorek 88% po inkubacji z polimerem o stezeniu 200 pg/mL;
HCs0> 12.5 mg/mL), ale rownoczes$nie stosunkowo niskg aktywnos¢ wobec bakterii (np. MIC
wobec S. aureus ATCC 29213 réwny 64 pg/mL).*®° Innym przyktadem s3 otrzymane przez E.
H. H. Wong 1 in. gwiezdziste polikationy zawierajace jednostki lizyny oraz glukozaminy, ktore
réwniez wykazaly dobra biokompatybilno$¢ (zywotno$¢ komorek 80% po inkubacji z
polimerem o st¢zeniu 100 pg/mL; HCso > 10 mg/mL) przy umiarkowanej aktywno$ci wobec
bakterii gram-dodatnich (np. MIC réwne 32 pg/mL, 32 pg/mL i 16 pg/mL przeciwko
odpowiednio MRSA, S. aureus ATCC 29213 i E. faecalis OGI1RF).1”® Natomiast
poliweglanowe joneny otrzymane przez J. P. K. Tan i in. nie wykazaly toksyczno$ci wobec
ludzkich fibroblastow w stezeniach do 1000 pg/mL przy jednoczesnym MIC wobec S. aureus
ATCC 29737 réwnym 31 pg/mL.20%4
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10. Badania nad mechanizmem dzialania

Wedlug obecnego stanu wiedzy mechanizm bakteriobdjczego dziatania polikationdw, w
tym jonendw, opiera si¢ gldownie na zaburzeniu integralno$ci blony komoérkowej prowadzacym
do zwigkszenia jej przepuszczalnosci. W celu doktadniejszego zrozumienia opisanych w
poprzednim rozdziale zaleznosci struktura-aktywnos¢ przeprowadzitem badania majace na celu
ocen¢ zdolnosci jonendw do interakcji z btong komorkowa, a w szczegolnosci z dwuwarstwa
fosfolipidowa. W badaniach tych zastosowatem zarowno cate komorki bakterii S. aureus
ATCC 6538 i E. coli ATCC 8739, jak i LUVs o sktadzie lipidowym odpowiadajacym
komorkom bakteryjnym oraz erytrocytom. Zastosowatem pochodne PC, PE i PG (Rysunek 2a)
posiadajgce po jednej reszcie kwasu palmitynowego oraz oleinowego, oznaczone dalej jako
odpowiednio POPC, POPE i POPG. Uzyta przeze mnie CL, zawierajaca cztery reszty kwasu

oleinowego, oznaczona jest w dalszej czgsci tekstu jako TOCL.

10.1. Badania na komorkach bakterii

10.1.1. Depolaryzacja blony komérkowej S. aureus

Badania nad wplywem jonenéw na polaryzacje blony komodrkowej S. aureus
przeprowadzitlem z wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego DiSC3(5). Depolaryzacja jest
zwigzana z migracja jondéw, gltownie kationdw sodowych i1 potasowych, przez btong
komoérkowa. Zwigkszenie przepuszczalnosci blony komérkowej pocigga za sobg jej stopniowa
depolaryzacje, co przejawia si¢ wzrostem fluorescencji uzytego barwnika. Metode te szerzej
opisalem w Punkcie 5.1.1. Z pewnym przyblizeniem mozna przyjaé, ze wzrost obserwowane;j

fluorescencji jest proporcjonalny do poziomu depolaryzacji btony komérkowe;j. 2140

Do oznaczen tych wytypowatem dwie serie jonenow - Cn-T-p-T i Cn-D-p-D - w celu
sprawdzenia, czy wzgledny poziom depolaryzacji indukowanej przez te zwigzki koreluje z ich
wlasciwo$ciami przeciwbakteryjnymi wobec S. aureus. Zastosowatem stg¢zenie polimerow
wynoszace 1 pg/mL, ktére odpowiada MBCpss wigkszo$ci z polimeréw z serii Cn-T-p-T
(Tabela 4).

Zestawienie wynikow, pozwalajace poréwna¢ wpltyw hydrofobowosci na zdolnosé
jonenow do depolaryzacji blony komorkowej przedstawitem na Rysunek 42. W przypadku serii
Cn-T-p-T najwyzszy poziom depolaryzacji zostal osiagnigty dla C12-T-p-T, a najnizszy dla
C2-T-p-T. Natomiast MIC jonenu CO-T-p-T jest najnizszy dla catej serii, dla jonenéw C2, C4
I C8-T-p-T utrzymuje si¢ na stalym poziomie, a dla C12-T-p-T jest znacznie wyzszy (Rysunek
35). Wyniki te wskazuja na brak korelacji pomigdzy MIC jonendéw, a ich zdolno$cig do
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depolaryzacji btony komoérkowej. Dla serii Cn-D-p-D takze mozna zaobserwowaé brak

korelacji pomiedzy MIC, a depolaryzacja.
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Rysunek 42. Badania depolaryzacji blony komdrkowej S. aureus ATCC 6538 inkubowanego
z jonenami (a) gietkimi lub (b) sztywnymi o stezeniu 1 pg/mL w PBS w 37 °C przy pomocy
barwnika DiSC3(5). Strzalka zaznaczono moment dodania jonenow.

W celu poroéwnania wplywu elastycznosci tancucha gldownego wyniki przedstawione na
Rysunek 42 zaprezentowalem w postaci Rysunek 43. Pary jonenow C2-T-p-T i C2-D-p-D oraz
C4-T-p-T i C4-D-p-D wykazuja bardzo zblizong kinetyke depolaryzacji btony komoérkowe;j
oraz takie same MIC wobec S. aureus. Natomiast wyniki dla pozostatych par polimerow
wskazuja na silniejsza i szybsza depolaryzacj¢ indukowang przez polimery zawierajace tacznik
TMEDA (Cn-T-p-T), niz ich analogi z linkerem DABCO (Cn-D-p-D). Obserwacja ta jest
zgodna z wyzszg aktywnoscig przeciwko S. aureus jonenow C0, C8 i C12-T-p-T w poréwnaniu
z odpowiednio CO, C8 i C12-D-p-D.
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Rysunek 43. Badania depolaryzacji blony komorkowej S. aureus ATCC 6538. Powtorzenie
wynikow z Rysunek 42 w celu porownania wptywu elastycznosci tancucha gltéwnego na
depolaryzacje.

Otrzymane przeze mnie wyniki wskazuja na brak wyraznej globalnej korelacji pomig¢dzy
wlasciwosciami przeciwbakteryjnymi jonenow, a ich zdolnoscig do indukowania depolaryzacji
btony komorkowej. Pewnych logicznych korelacji mozna doszukaé si¢ poréwnujac joneny
elastyczne (Cn-T-p-T) i usztywnione (Cn-D-p-D), jednakze rd6znica pozioméw depolaryzacji
dla polimerow CO i C8 (Rysunek 43) wydaje si¢ zbyt mata, zeby thumaczy¢ réznice w
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej. Wyniki te mogg swiadczy¢ o fakcie, ze sama depolaryzacja
blony komorkowej, bedaca skutkiem uwolnienia kationow K* i Na* o niewielkiej $rednicy
hydrodynamicznej (0.12 - 0.20 nm),** nie jest procesem warunkujacym aktywno$¢ przeciwko

gram-dodatniej bakterii S. aureus.

10.1.2. Badania z wykorzystaniem FITC-dekstranu oraz fluorescencyjnego mikroskopu
skaningowego

Aby zaobserwowac zmiany przepuszczalno$ci btony komorkowej E. coli ATCC 8739
indukowane przez hydrofilowy i hydrofobowy jonen, przeprowadzitem eksperymenty z FITC-
dekstran o masie czasteczkowej 40 1 150 kDa (Podpunkt 5.1.3.). Jako reprezentatywny przyktad
hydrofilowego oraz hydrofobowego jonenu uzylem odpowiednio CO-T-p-T i C8-T-p-T w
stezeniu 16 pg/mL. Badania te polegaty na inkubacji komorek bakterii z odpowiednim FITC-
dekstranem 1 jonenem przez dwie godziny w PBS. Po tym czasie bakterie byly przemywane

kilkukrotnie §wiezym PBS 1 ogladane pod mikroskopem fluorescencyjnym. Zastosowaltem
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stezenie bakterii 10*-razy wicksze od stezenia uzytego w badaniach mikrobiologicznych, co

umozliwito mi wykonanie zdj¢¢ mikroskopowych.

Po inkubacji bakterii z FITC-dekstranem bez dodatku jonenow (kontrola negatywna) nie
zaobserwowalem fluorescencji w badanej prébce, co $wiadczy o catkowitym odmyciu
barwnika. Natomiast po inkubacji bakterii z FITC-dekstranem i badanymi zwigzkami, w probce
mozna byto zaobserwowa¢ wyrazng fluorescencje doskonale ko-lokalizowang z komorkami
bakterii widzianymi w jasnym polu (Rysunek 44). Obserwacje te sg zwigzane z akumulacja
FITC-dekstranu wewnatrz komorek bakterii, co §wiadczy o zwiekszonej przepuszczalnosci
btony komorkowej E. coli dla duzych, hydrofilowych molekut pod wptywem testowanych

jonenow.

CO-T-p-T CO-T-p-T C8-T-p-T C8-T-p-T
40 kDa FITC-dekstran 150 kDa FITC-dekstran 40 kDa FITC-dekstran 150 kDa FITC-dekstran
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Rysunek 44. Zdjecia mikroskopowe E. coli ATCC 8739 inkubowanej z FITC-dekstran o masie
czasteczkowej 40 kDa i 150 kDa (150 pg/mL) w obecnosci CO-T-p-T i C8-T-p-T (16 pug/mL)
w PBS pH 7,4 w 37 °C przez 2 h. Pasek skali odpowiada 10 pm.
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W przypadku inkubacji bakterii z jonenem CO-T-p-T silna fluorescencja obserwowana
byta tylko dla FITC-dekstranu o masie 40 kDa, podczas gdy dla masy 150 kDa $wiecily tylko
pojedyncze komorki. Natomiast po inkubacji z C8-T-p-T fluorescencja byta widoczna zaréwno
dla FITC-dekstranu 40 kDa jak i 150 kDa. Wyniki te prowadzg do wniosku, ze promien poréw
wytworzonych przez CO-T-p-T miesci si¢ w zakresie 9 - 17 nm, co odpowiada
FITC-dekstranowi o masach odpowiednio 40 kDa i 150 kDa, natomiast pory powstate na skutek
C8-T-p-T maja promien wigkszy niz 17 nm. Ponadto, z przedstawionych zdj¢¢
mikroskopowych z jasnego pola wynika, iz CO-T-p-T, w przeciwienstwie do C8-T-p-T,
powoduje silng agregacje komorek bakteryjnych.

10.1.3. Zmiana zeta-potencjalu bakterii pod wplywem jonenow

Zaobserwowana agregacja E. coli (Rysunek 44) zainspirowata mnie do zbadania wptywu
CO-T-p-T i C8-T-p-T na zeta-potencjat tych bakterii. Otrzymane wyniki, zaprezentowana na
Rysunek 45, wskazujg na skuteczniejszg neutralizacj¢ ujemnego potencjalu powierzchni

komorek przez CO-T-p-T niz C8-T-p-T.

Zalezno$¢ ta moze by¢ wytlumaczeniem dla r6znicy w zdolnos$ci do agregacji komorek
bakteryjnych przez te dwa joneny - neutralizujac zeta-potencjat czgstek tworzacych koloid
prowadzi si¢ do ich agregacji. Nalezy tutaj podkresli¢, ze nie jest mozliwe bezpos$rednie
porownanie wynikow mikroskopowych z zeta-potencjalem pod katem stezen polimerow.
Badania przy pomocy DLS wymagaly znacznie mniejszej gestosci zawiesiny bakterii niz

badania mikroskopowe.
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Rysunek 45. Zeta-potencjat komorek E. coli inkubowanych przez 1 h w PBS w 25 °C z
wybranymi polimerami.
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10.2. Badania na liposomach

Znaczgca wigkszo$¢ z proponowanych w literaturze mechanizméw dziatania biobojczego
polikationow oraz AMPs dotyczy ich interakcji z fosfolipidowym fragmentem btony
komorkowej — dwuwarstwg fosfolipidowa. W ramach mojej rozprawy doktorskiej roéwniez
zbadatem wptyw wybranych parametrow strukturalnych jonenéw na ich oddziatywanie z sama
dwuwarstwa, w nadziei na glgbsze zrozumienie otrzymanych wynikéw biologicznych. Jako
modelowe dwuwarstwy lipidowe mikroorganizméw 1 erytrocytéw zastosowatem LUVS, ktore
imitowaty swoim sktadem lipidowym btony komoérkowe bakterii oraz RBCs. Odpowiednikiem
dwuwarstwy fosfolipidowej RBCs byly liposomy zlozone z POPC, a dwuwarstwy bakterii
komercyjny ekstrakt lipidowy z E. coli (ECLE, ang. E. coli Total Lipid Extract). Ekstrakt ten,
wedlug informacji producenta, zawiera 57,5% PE, 151% PG, 9,8% CL oraz 17,6%
niezidentyfikowanych substancji. Aby lepiej poznaé i zrozumie¢ wpltyw poszczegdlnych
sktadnikéw ekstraktu na podatno$¢ dwuwarstwy na dziatanie jonendw przeprowadzitem
dodatkowe badania na liposomach o dobrze zdefiniowanym skladzie lipidowym, mianowicie
POPC/POPG 4/1, POPC/TOCL 4/1, POPE/POPG 4/1 i POPE/TOCL 4/1. Skiady te byly
wykorzystywane juz przez innych badaczy do symulowania sktadu dwuwarstwy fosfolipidowej

komorek bekteryjnych,90:127.129.152,.197

10.2.1. Metodyka badan na liposomach.

Badania nad wptywem jonendéw na przepuszczalnos¢ dwuwarstwy fosfolipidowej dla
niskoczasteczkowych 1 hydrofilowych zwigzkéw przeprowadzitem przy pomocy LUVs
wypehionych roztworem barwnika fluorescencyjnego — kalceiny (Rysunek 12). Stezenie
zamknigtego w liposomach roztworu kalceiny wynosito 40 mM. Jest to stezenie, przy ktorym
barwnik wykazuje samo-wygaszenie fluorescencji (ang. self-quenching). Uszkodzenie
dwuwarstwy stanowigcej LUVs powoduje wyciek kalceiny z ich wnetrza, rozcienczenie
barwnika 1 w konsekwencji wzrost fluorescencji. Aby poznac¢ intensywnos¢ fluorescencji
odpowiadajacej calkowitemu uwolnieniu barwnika (kontrola pozytywna, 100% wyplyw
kalceiny) potraktowatem LUVs roztworem Tritonu-X100, natomiast spontaniczng ucieczke
barwnika (kontrola negatywna, 0% wyptywu kalceiny) zmierzytem poprzez inkubacje LUVs
w samym PBS pH 7,4. W Podpunkcie 16.2. niniejszej rozprawy przedstawitem zalezno$¢
wykorzystang do obliczenia wzglednego wyptywu kalceiny w czasie, a takze przyktadowe

wykresy ilustrujace zastosowang transformacj¢ wynikow.

Adsorpcje jonendw na powierzchni dwuwarstwy fosfolipidowej zbadalem poprzez

pomiar zeta-potencjalu LUVs inkubowanych z polimerami przy pomocy DLS (Rysunek 13).
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Pomiary te pozwolily mi rowniez na sprawdzenie w jakim stopniu joneny wplywaja na

agregacje liposomow.

10.2.1.1. Przygotowanie i charakterystyka LUVs

Liposomy o $rednicy ok. 100 nm przygotowatem poprzez ekstruzje wodnej zawiesiny
wielowarstwowych liposomow (MUV, ang. multi-lamellar vasicles) przez filtr membranowy o
srednicy porow 100 nm. Do badan za pomocg DLS zawiesina ta zostata otrzymana poprzez
uwodnienie filmu lipidowego w roztworze PBS pH 7,4, natomiast do badan z wykorzystaniem
kalceiny film uwodnitem 10 mM buforem fosforanowym o pH 7,4 zawierajacym 40 mM
kalceiny. Do eksperymentéw DLS roztwdér LUVs zostat uzyty bezposrednio po ekstruzji,
natomiast LUVs z kalceing zostaly oczyszczone z wolnego barwnika przy pomocy

chromatografii wykluczenia.

Otrzymane LUVs scharakteryzowalem przy pomocy DLS okres$lajac ich $rednice
hydrodynamiczng oraz zeta-potencjat (Tabela 9). Badania te wykazaty bardzo zblizony rozktad
wielkosci otrzymanych liposomow, ktorych PDI byto nizsze niz 0,100. Zeta potencjal LUVs z
POPC mial znaczaco nizszg wartos¢ bezwzgledng od liposomow symulujacych btony
komorkowe bakterii, ktorych potencjat powierzchni miescit si¢ w granicach -17,1 do -24,3 mV.
Charakterystyka liposomow z kalceing oraz bez wykazala, ze nie r6znig si¢ one znaczaco pod
katem $rednicy hydrodynamicznej, PDI ani zeta-potencjatu.

Tabela 9. Charakterystyka badanych liposoméw w PBS pH 7,4 przy
pomocy DLS.

Sklad liposomow Dn? (nm) zeta-potencjal (mV)
POPC 124,0 £ 48,1 -5,0+2,3
POPC/POPG 4/1 132,0 + 45,3 -233+0,4
POPE/POPG 4/1 141,9 + 53,2 -19,7+0,7
POPE/TOCL 4/1 130,1 +43,6 -17,1+0,8
POPC/TOCL 4/1 169,7 + 70,8 -17,3+2,0
EcLE" 131,5+44,0 -243+0,5

3rednica hydrodynamiczna obliczona po intensywnosci rozpraszania; ° komercyjny ekstrakt
lipidowy z E. coli (ECcLE, ang. E. coli lipid extract)

Wszystkie badania na liposomach przedstawione w niniejszej rozprawie, jezeli nie
zaznaczytem inaczej, wykonatem w PBS pH 7,4 w 25 °C stosujac stezenie lipidow rowne 7,6

mg/mL (10 uM zaktadajac mas¢ molowg lipidow réwng masie POPC).
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10.2.1.2. Wplyw badanych jonenow na fluorescencje kalceiny

Kalceina zawiera w swojej strukturze szes¢ kwasnych wodorow (grupy karboksylowe
oraz fenole) i w warunkach prowadzonych przeze mnie badan wystepowata w postaci
multiwalentnego anionu jako sol sodowa. Tego typu zwigzki moga tworzy¢ w roztworze
wodnym silne pary jonowe z polikationami prowadzace do lokalnego zwigkszenia st¢zenia
barwnika i jego samowygaszenia.?®! Z drugiej strony, badania interakcji liposoméw z
polikationami sg rutynowo prowadzone w PBS zawierajacym chlorek sodu w stezeniu
fizjologicznym, tj. ok. 130 mM. W tak wysokim st¢zeniu soli para jonowa polikation-kalceina
jest rozdzielona, dzigki czemu wptyw wigkszos$ci polikationow opublikowanych przez innych
badaczy na fluorescencje kalceiny jest pomijalnie maty. Jednakze, w celu uniknigcia
potencjalnych btedow w interpretacji wynikoéw sprawdzilem czy badane joneny wptywaja na
wlasciwosci fluorescencyjne tego barwnika w srodowisku przeprowadzanych oznaczen (PBS

pH 7,4, 25°C).

Krzywe wzorcowe dla kalceiny wykonane w samym PBS oraz z dodatkiem Cn-T-p-T w
stezeniu 20 pg/mL wskazuja na silne wygaszenie fluorescencji przez C12-T-p-T, oraz stabsze
wygaszenie przez C8-T-p-T (Rysunek 46a). Dopiero w niskim stezeniu C12-T-p-T, rownym
0,64 pg/mL, intensywno$¢ fluorescencji kalceiny osiaga 95% wartosci dla samej kalceiny
(Rysunek 46b).
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Rysunek 46. (a) wptyw jonendéw z serii Cn-T-p-T w stezeniu 20 ug/mL oraz (b) jonenu C12-
T-p-T w roznych stezeniach na fluorescencje¢ kalceiny. Pomiary przeprowadzono w PBS pH
7,4 w temperaturze 25 °C, 1ex=490 nm, Aem=515 nm.

Widmo wzbudzeniowe kalceiny w obecnosci C12-T-p-T o stezeniu 20 pg/mL
charakteryzuje si¢ maksimum przesuniegtym w kierunku czerwieni (Rysunek 47), co moze

$wiadczy¢ o agregacji barwnika prowadzacej do samowygaszenia.?®* Wynik ten nie jest
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oczywisty, poniewaz ze wzgledu na hydrofilowy charakter kalceiny jej akumulacja w
hydrofobowym wnetrzu agregatow polimerowych jest bardzo mato prawdopodobna. Agregacja
kalceiny przez hydrofobowy jonen moze by¢ zwigzana ze specyficzng kombinacjg oddziatywan
hydrofobowych oraz elektrostatycznych, ale doktadne zglebienie natury tego zjawiska

wykracza poza zakres mojej rozprawy.

200

brak dodatku

------- 0,32 pg/mL C12-T-p-T
20 pg/mL C12-T-p-T
20 ug/mL C8-T-p-T
20 pg/mL C4-T-p-T

150 1
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100 +

50 +
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500 520 540 560 580 600
dtugos¢ fali (nm)

Rysunek 47. Widma emisyjne kalceiny o stezeniu 0,56 uM w PBS pH 7,4 w 25 °C w obecnosci
wybranych jonenoéw, Aex=490 nm.

W celu uwzglednienia czgsciowego wygaszania fluorescencji kalceiny w obecnos$ci
badanych jonenéw zdefiniowatem wspodtczynnik wygaszania (A) jako stosunek wspdtczynnika
kierunkowego krzywej wzorcowej samej kalceiny i krzywej otrzymanej dla kalceiny w
obecno$ci danego zwigzku. Wyznaczone wspotczynniki A zestawitlem w Tabela 10. WartoSci
ponizej 1,10 nie uwzglednitem w obliczeniach jako pomijalnie maty wptyw na wynik koncowy.
Do obliczenia procentowego wyplywu Kkalceiny z LUVs pod wplywem jonendéw
wygaszajacych fluorescencje barwnika uzywalem zmierzonej wartosci fluorescencji

pomnozonej przez odpowiedni wspotczynnik A (Podpunkt 16.2).
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Tabela 10. Wspolezynnik A dla zbadanych jonenow.

Polimer Stezenie (ug/mL) A
20,00 2,04
C12-T-p-T 2 56 1,41
1,28 1,30
C8-T-p-T 20,00 111
2,56 1,32
C8-D-m-D 1,28 1,23
2,56 1,19
C8-D-PEG-D o 16

10.2.2. Wplyw hydrofobowosci jonenéw na oddzialywanie z liposomami
Aby pozna¢ wplyw hydrofobowosci jonenéw na interakcje¢ z dwuwarstwa fosfolipidowa, co
pomogtoby lepiej zrozumie¢ zaobserwowane trendy aktywnosci biologicznych (Rysunek 35,

Rysunek 41, Tabela 4), przeprowadzitem badania nad jonenami z serii Cn-T-p-T.

10.2.2.1. Badania na liposomach 7 kalceing

Wstepne badania wptywu jonendw Cn-T-p-T na integralnos¢ dwuwarstwy fosfolipidowe;j
ztozonej z POPC lub EcLE przeprowadzitem na odpowiednich LUVs z kalceing stosujac
ste¢zenie polimerow rowne 1,28 ug/mL. Stezenie to jest zblizone do wartosci MBCpgs tych
zwigzkow wobec E. coli. W przypadku LUVs z POPC =znaczacy wyciek kalceiny
zaobserwowalem tylko dla najbardziej hydrofobowych jonenow C8 i C12 (Rysunek 48a).
Dwuwarstwa POPC, ze wzgledu na zwitterionowy charakter fosfatydylocholiny, posiada tylko
niewielki powierzchniowy tadunek ujemny (Tabela 9), co jest powodem stabego oddziatywania
elektrostatycznego z jonenami. W zwiazku z tym tylko wzglednie hydrofobowe joneny moga
wbudowaé si¢ w nig poprzez oddzialywania hydrofobowe prowadzac do zwigkszenia jej
przepuszczalnosci. Natomiast dla liposomow z EcLE zaobserwowatem odwrotny trend —
bardziej hydrofilowe joneny (CO, C2 i C4-T-p-T) powoduja wickszy wyciek kalceiny od ich
hydrofobowych odpowiednikoéw (C8 i C12-T-p-T) (Rysunek 48b). Obserwacje te sa zgodne z
wynikami badan biologicznych — bardziej hydrofobowe joneny sg aktywniejsze wobec
liposomow POPC oraz erytrocytow (Rysunek 41), podczas gdy hydrofilowe joneny wykazaty
silniejszg aktywnos$¢ wobec liposoméw z EcLE oraz bakterii (Rysunek 35, Rysunek 36).
Pomimo dobrej korelacji z wynikami biologicznymi zaobserwowany wzrost aktywno$ci wobec
liposoméw z EcLE wraz ze spadkiem hydrofobowosci polikationéw jest wynikiem

intrygujacym na tle doniesien literaturowych.
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Rysunek 48. Wyptyw kalceiny z LUVs (stezenie lipidow 7,6 ug/mL, ca. 10 uM) ztozonych z
(a) POPC i (b) EcLE inkubowanych z jonenami w stezeniu 1,28 pug/mL (joneny dodano w 60
sekundzie); (c) wyplyw kalceiny z LUVs ztozonych z EcLE po 900 s inkubacji z jonenami w
réznych stezeniach. Poréwnanie wyptywu kalceiny w obecnosci C8-T-p-T dla réznego st¢zenia
lipidow w (d) skali stezenia polimeru oraz (e¢) P/L (w przeliczeniu na liczbe jednostek
powtarzalnych). Legenda w (c) obejmuje rowniez (a) i (b). Znaczniki w (a) 1 (b) zostaty dodane
dla poprawienia czytelnosci 1 nie odpowiadaja punktom eksperymentalnym, ktére byly
rejestrowane co 5 sekund.

Aby lepiej pozna¢ charakter tej nieoczekiwanej zaleznoSci zbadatlem w jaki sposob
poziom wyplywu kalceiny po inkubacji z jonenami zmienia si¢ wraz ze stezeniem tych
zwigzkéw. Wzgledng ilo§¢ uwolnionej kalceiny po 900 sekundach inkubacji w réznych
stezeniach jonenoéw przedstawitem na Rysunek 48c. Dla stezen jonenéw w zakresie 0,16 — 0,64
pg/mL poziom wyptywu kalceiny ro$nie w podobny sposéb wraz ze stgzeniem dla wszystkich

badanych zwigzkow. Inkubacja liposomoéw z jonenami CO, C2 i C4-T-p-T w stezeniu wyzszym
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niz 0,64 pg/mL nie prowadzi do znaczgcej zmiany wyptywu kalceiny. Natomiast wraz ze
wzrastajacym stezeniem C8-T-p-T i C12-T-p-T zaobserwowalem nieoczekiwany spadek ilosci
uwolnionej kalceiny. W celu lepszego zrozumienia tego zjawiska zbadatem dodatkowo wyptyw
kalceiny pod wptywem C8-T-p-T stosujgc stezenie lipidow wynoszace 20 uM (Rysunek 48d).
Otrzymane wyniki, zestawione z wynikami dla st¢zenia lipidow 10 uM w skali P/L (Rysunek
48e) w przeliczeniu na jednostke powtarzalng polimerow, wykazaty, Zze nieoczekiwane
zmniejszenie poziomu wyptywu kalceiny wraz ze zwigkszaniem stg¢zenia hydrofobowych
jonendw jest zwigzane z P/L, a nie z samych stezeniem jonenow. Na podstawie tych wynikow
postawitem hipoteze, ze joneny C8 1 C12-T-p-T dla P/L wyzszego od ok. 0,08 pokrywaja
powierzchni¢ LUVs zbudowanych z EcLE zmniejszajac tym samym ich przepuszczalno$¢

(uszczelnienie dwuwarstwy lipidowej).

Przedstawione powyzej obserwacje wydaja si¢ nieoczywiste w $wietle istniejacych
doniesien literaturowych: (i) wysoka zdolno$¢ wzglednie hydrofilowych polikationéw do
zwigkszenia przepuszczalno$ci dwuwarstwy fosfolipidowej z EcLE, poréwnywalna z ich
hydrofobowymi odpowiednikami, oraz (ii) spadek aktywnosci hydrofobowych jonenéw wobec
liposoméw z EcLE powyzej pewnego P/L. Aby sprawdzi¢ czy i w jaki sposob sktad lipidowy
dwuwarstwy fosfolipidowej wptywa na te efekty przeprowadzitem badania na liposomach o
dobrze zdefiniowanym sktadzie fosfolipidowym (Tabela 9). Dla st¢zenia jonenow 1,28 pg/mL
nie obserwowalem znaczacego wyplywu kalceiny z liposoméw POPC/POPG 1 POPE/POPG
dla niemal wszystkich zwigzkow z serii Cn-T-p-T poza C12-T-p-T (Rysunek 49a i b). Sytuacja
ulegla znaczacej zmianie po podmianie anionowego lipidu z POPG na TOCL. Najwyzszy
poziom wypltywu kalceiny z liposoméw POPE/TOCL zaobserwowatem dla wzglednie
hydrofilowych jonenéw C0, C2 i C4-T-p-T, natomiast bardziej hydrofobowe C8 i C12-T-p-T

wykazuja niemal zerowg aktywnos¢ (Rysunek 49c).
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Rysunek 49. Wyplyw kalceiny z LUVs (stezenie lipidow 7,6 pg/mL, ca. 10 uM) ztozonych z
(a) POPC/POPG 4/1, (b) POPE/POPG 4/1 i (c) POPE/TOCL 4/1 inkubowanych z jonenami w
stezeniu 1,28 pg/mL. Wyptyw kalceiny z LUVs o roznym sktadzie lipidowym po 900 s
inkubacji z (d) CO-T-p-T i (e) C8-T-p-T. Legenda w (a) obejmuje rowniez (b) i (). Znaczniki
w (a-c) zostaly dodane dla poprawienia czytelnosci i nie odpowiadajg punktom
eksperymentalnym, ktore byly rejestrowane co 5 sekund.

Badania zaleznosci wyplywu kalceiny z liposoméw o zdefiniowanym skladzie
lipidowym od st¢zenia polimerow przeprowadzitem dla CO-T-p-T i C8-T-p-T, jako
reprezentatywnych przyktadéw jonendéw hydrofilowych oraz hydrofobowych. Polimer
CO-T-p-T wykazuje aktywnos$¢ tylko wobec liposomow z POPE/TOCL 1 aktywno$¢ ta ro$nie
wraz ze wzrostem stgzenia tego zwigzku (Rysunek 49d). Polimer C8-T-p-T (Rysunek 49e),
podobnie do CO-T-p-T, rowniez wykazuje najwyzszg aktywno$¢ wobec liposomow
POPE/TOCL, lecz zalezno$¢ stezeniowa tej aktywnosci charakteryzuje si¢ maksimum 1 ma
przebieg zblizony do obserwowanego dla LUVs z EcLE (Rysunek 48c). Aktywnos¢ C8-T-p-T
wobec liposomow zawierajacych POPG, jako anionowy lipid zamiast TOCL, byta znaczaco
nizsza lecz takze wykazywata zblizony przebieg st¢zeniowy. Po zamianie zwitterionowego
POPE, o ujemnej krzywiznie, na rowniez zwitterioionowy POPC o krzywiznie bliskiej zeru

(Rysunek 2b i c), aktywnos¢ C8-T-p-T wobec takich LUVs znaczaco spadta. Wyptyw kalceiny
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z liposomow z POPC/POPG 1 POPC/TOCL zaobserwowatem dopiero dla stezenia C8-T-p-T

rownego 20 pg/mL i wynosit on odpowiednio 14% i 16% (dane nie pokazane na wykresach).

Wysoka podatnos¢ LUVs zawierajacych lipidy o ujemnej krzywiznie wewnetrznej na
destabilizacje przez peptydy przeciwbakteryjne oraz polikationy byla juz opisywana przez
innych badawczy.?124262263 \Wyniki, ktore otrzymalem w ramach niniejszej rozprawy
wskazujg, ze podobny efekt wystepuje rowniez w przypadku jonenéw. A. Stulz i wsp. wykazali
wyzszg podatnos¢ liposomoéw zawierajacych TOCL, w porownaniu z POPG, na dziatanie
kationowych pochodnych polinorbornenu posiadajacych zwigkszong liczbe grup kationowych
w jednostce powtarzalnej.'?® Analogiczne zachowanie zaobserwowano takze dla AMPs, 127128
Wyniki te sa zgodne z danymi otrzymanymi przeze mnie. Jest to przestanka ku hipotezie, ze
hydrofilowe polikationy o gesto rozmieszczonych grupach kationowych wzdluz tancucha
polimerowego destabilizuja dwuwarstwe fosfolipidowa gtownie poprzez oddziatywanie z
kardioliping. W ramach mojej pracy (i) otrzymalem wyniki, ktére swiadcza o kluczowym
znaczeniu obecnosci TOCL w dwuwarstwie dla aktywnosci blonowej wzglednie
hydrofilowych jonendéw, oraz (ii) zaobserwowatem odmienny wplyw hydrofilowych i
hydrofobowych jonendw na przepuszczalno$¢ dwuwarstwy zawierajacej POPE w réznych
warunkach P/L. W dwédch kolejnych akapitach przedstawilem hipotezy wyjasniajace

omoOwione wyniki eksperymentalne.

Kardiolipina jest dimerycznym, anionowym fosfolipidem sktadajacymi si¢ z dwoch
podjednostek kwasu fosfatydylowego potaczonych poprzez czasteczke gliceryny (Rysunek 2a).
Fosfolipidy te charakteryzuja si¢ niemal zerowa krzywizna, ktora ulega przeksztalceniu w
ujemng pod wplywem oddziatywania z biwalentnymi kationami metali (M?*), jak np. Ca®* i
Mg?* (Rysunek 3). Zmiana krzywizny ttumaczona jest poprzez formowanie si¢ pary jonowej
kardiolipina-M?* (szerzej opisane w Podpunkcie 1.2.1.).25-28 Zjawisko to byto przypisane przez
innych badaczy zwigkszeniu przepuszczalnos$ci dwuwarstwy ztozonej z TOCL pod wplywem
kationdw Ca?* i Mg?*,?® a takze zwickszeniu podatnosci takiej dwuwarstwy na dzialanie
niskoczasteczkowych polikationdw w obecnosci Ca?*.2%4 Na podstawie wynikow otrzymanych
w ramach niniejszej rozprawy oraz doniesien literaturowych sformutowatem hipotez¢ majaca
na celu wyjasnienie mechanizmu dzialania hydrofilowych jonenow. W mysl tej hipotezy,
hydrofilowe joneny o duzej gesto$ci rozmieszczenia grup kationowych wzdhuz tancucha
gléwnego, np. CO-T-p-T, oddziatujg z czgscig hydrofilowa TOCL w podobny sposéb w jaki
M?*, tworzac kompleks TOCL-jonen charakteryzujacy sie ujemng krzywizng wewnetrzng

(Rysunek 50). W konsekwencji listek dwuwarstwy fosfolipidowej bogatej w TOCL pod
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wplywem jonenow odgina si¢ w kierunku fazy wodnej (ujemna spontaniczna krzywizna),
prowadzac do destabilizacji fazy lamelarnej L dwuwarstwy i promowania odwrotnej fazy
heksagonalnej Hi, co ostatecznie moze doprowadzi¢ do powstawania porow w poprzek
dwuwarstwy. Argumentem przemawiajacym za tg hipoteza jest brak aktywnosci CO-T-p-T
wobec liposomow z POPC/TOCL, w przeciwienstwie do POPE/TOCL. Znaczna ilo$¢ POPC o
zerowej krzywiznie stabilizuje faze L dwuwarstwy pomimo obecnosci pewnej ilosci kompleksu
TOCL-jonen. Natomiast POPE o ujemnej krzywiznie nie moze kompensowaé ujemnej

krzywizny tego kompleksu.

M Sl

zerowa spontaniczna krzywizna

TOCL
CO ~ 'O

/!

ujemna spontaniczna krzywizna

TOCL - jonen
Cy<0

Rysunek 50. Postulowany mechanizm dziatania hydrofilowych jonenéw w oparciu o zmiane
krzywizny wewnetrzne] TOCL z zerowej na ujemng.

Zmniejszenie ilosci uwolnionej kalceiny z liposomow zawierajacych POPE, po
przekroczeniu pewnego P/L dla C8-T-p-T i C12-T-p-T, moze wynika¢ z silnego oddziatywania
tych jonendw z dwuwarstwg fosfolipidowa prowadzacego do uszczelnienia liposomow.
Zgodnie z tg hipoteza, hydrofobowe joneny, w przeciwienstwie do hydrofilowych, moga poza
oddzialywaniem elektrostatycznym zakotwicza¢ si¢ gleboko w hydrofobowym wnetrzu
dwuwarstwy. Tego typu interakcje zostaly wykazane w symulacjach metodami dynamiki
molekularnej dla pochodnych poli(allilotrimetyloaminy).?®® Rozwazane tutaj hydrofobowe
joneny C8-T-p-T i C12-T-p-T posiadaja znacznie rozbudowang grupe hydrofilowa w
poréwnaniu z ich tancuchem alkilowym, co sprawia, Ze moga by¢ traktowane jako surfaktanty
0 silnie dodatniej wewnetrznej krzywiznie. W mys$l tych rozwazan, takie polimery mogtyby
stabilizowa¢ faze lamelarng kompensujac ujemng krzywizne wewnetrzng POPE, prowadzac do

dwuwarstwy o zerowej spontanicznej krzywiznie (Rysunek 51). Podobny mechanizm
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stabilizacji fazy lamelarnej dwuwarstwy fosfolipidowej byl juz proponowany dla niektérych
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych.1122® Rozwazana stabilizacja dwuwarstwy wymaga
odpowiednio wysokiego P/L (Rysunek 48), a co za tym idzie odpowiedniej ilosci czgsteczek
jonenu na powierzchni liposomu. Obserwowany prog P/L dla aktywnosci membranowe;j
hydrofobowych jonenéw mozna wytlumaczy¢ poprzez wspotistnienie dwoch efektow.
Pierwszym jest dziatanie podobne do niskoczasteczkowych surfaktantow kationowych
potaczone z oddziatywaniem z TOCL, ktoére ma miejsce dla niskiego P/L. Natomiast drugim,
w wysokim P/L, rozwazana kompensacja spontanicznej krzywizny dwuwarstwy. Wzglednie
hydrofilowe joneny CO, C2 i C4-T-p-T mogg oddzialtywac¢ tylko z hydrofilowymi fragmentami
fosfolipidow, ze wzgledu na brak odpowiednio hydrofobowej grupy bocznej, 1 nie sa w stanie
wej$¢ do hydrofobowego wnetrza dwuwarstwy. W zwigzku z tym nie nast¢puje kompensacja
ujemnej krzywizny wewnetrznej POPE i1 kompleksow TOCL-jonen, co objawia si¢ jako brak
spadku aktywnosci membranowej dla wysokiego P/L. Brak efektu stabilizacyjnego w
przypadku liposoméw zawierajacych gtownie POPC, o zerowej krzywiznie wewnetrznej,
potwierdza hipoteze, ze podstawa tego zjawiska jest kompensacja ujemnej krzywizny

wewnetrzne;j.
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Rysunek 51. Wizualizacja proponowanego wytlumaczenia obserwowanej stabilizacji
liposomow, na przykladzie dwuwarstwy ztozonej z POPE/TOCL 4/1, przez hydrofobowe

joneny dla wysokiego P/L.

10.2.2.2. Badania na liposomach z wykorzystaniem DLS

Wykorzystujac technik¢ DLS sprawdzitem wptyw hydrofilowego jonenu CO-T-p-T oraz

dwoch hydrofobowych jonenow CS8-T-p-T i C12-T-p-

hydrodynamiczng LUVs. Aby zminimalizowa¢ zmiany probki w czasie nastgpujace w trakcie
wykonywania pomiarow DLS, pomiary wykonatem po 2-godzinnej inkubacji LUVS z jonenami
w PBS pH 7,4 w 25 °C. Rozmiar czastek w calej rozprawie przedstawitem jako $rednice

hydrodynamiczng obliczong z danych intensywnosci rozpraszania $wiatta. Dla wigkszosci
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wykonanych pomiarow obserwowatem mono-modalny rozkitad wielkosci czastek (czgs¢
przyktadowych surowych danych przedstawitem jako Zatacznik 3), natomiast dla rozktadow
bimodalnych przedstawitem tylko dane dla piku o wickszej intensywnosci. Stupki bledow na
wykresach rozmiaru czgstek odpowiadajg szerokosci dystrybucji $rednicy hydrodynamicznej,
natomiast na wykresach zeta-potencjatu odpowiadajg odchyleniu standardowemu dla trzech
pomiaréw. Stupkéw bledow mniejszych niz znaczniki punktow eksperymentalnych nie

przedstawitem.

Srednica hydrodynamiczna liposoméw z EcLE po inkubacji z CO-T-p-T wzrasta wraz ze
wzrostem stezenia tego polimeru, az do 1,28 pg/mL, osiagajac ok. 1000 nm (Rysunek 52a).
Dalszy wzrost st¢zenia nie wptywa znaczgco na rozmiar czastek w calym badanym zakresie
stezen (do 40 pg/mL). Joneny C8 i C12-T-p-T réwniez indukujg wzrost rozmiaru czastek wraz
ze wzrostem stezeniem polimeru, lecz po przekroczeniu pewnego progowego stezenia
nastgpuje spadek rozmiaru czastek do wartosci bliskiej poczatkowej. Prog ten wynosit 1,28
pg/mL i 5,12 pg/mL dla odpowiednio C12-T-p-T i C8-T-p-T. Zmiany zeta-potencjatu wraz ze
stezeniem jonendw majg ogdlnie zblizony przebieg dla wszystkich badanych zwigzkéw. Zeta-
potencjat LUVs z C12-T-p-T w stezeniu 2,56 pg/mL oraz z C8-T-p-T w stezeniu 5,12 pg/mL
osiagga silnie dodatnie warto$ci wynoszace ok. 20 mV. Zalezno$¢ zeta-potencjatu LUVS w
funkcji stezenia CO-T-p-T charakteryzowata si¢ najbardziej tagodnym przebiegiem. Warto$¢
20 mV zostaje osiaggnieta dopiero w 40 ng/mL CO-T-p-T. Te same wyniki przedstawitem w
skali P/L na Rysunek 52b. Jonen C12-T-p-T zmieniat zeta-potencjat lipidéw na dodatni przy
P/L w zakresie 0,14 - 0,27, C8-T-p-T w zakresie 0,28 - 0,56, a CO-T-p-T w zakresie 0,16 - 0,33.
Wartosci te zgrubnie odpowiadajg zawartosci anionowych fosfolipidow w zastosowanym
ekstrakcie lipidowym E. coli, wynoszagcym ok 25% w/w. Wynik ten prowadzi do roboczej
hipotezy o stechiometrii odzialywania. Jedna jednostka powtarzalna jonendéw, zawierajaca

cztery grupy kationowe, oddziatuje z jedna czasteczka anionowego fosfolipidu.
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Rysunek 52. Rozmiar czgstek jako $rednica hydrodynamiczna, oraz zeta-potencjal LUVs
(stezenie lipidow 7,6 ug/mL, ca. 10 uM) zbudowanych z EcLE po 2-godzinnej inkubacji z
wybranymi jonenami w PBS pH 7,4 w 25 °C; (a) wyniki w skali stezenia polimeru, (b) wyniki
w skali P/L. Uzyskane dystrybucje wielko$ci czastek stanowiag Zatacznik 3.

Zaobserwowana agregacja LUVs przez hydrofilowy CO-T-p-T w srodowisku o wysokim
stezeniu soli (Cnact = 130 mM) oraz brak zdolnosci do stabilizacji LUVs w wysokim P/L nie
sg oczywistymi wynikami. W zwigzku z tym postanowilem zweryfikowaé, czy wyniki
otrzymane przy pomocy DLS nie sg artefaktem wynikajagcym ze zdolnosci CO-T-p-T do
rozpraszania §wiatta. W tym celu przygotowatem LUV barwione przy pomocy czerwieni nilu,
ktora jest silnie hydrofobowym barwnikiem fluorescencyjnym lokujacym si¢ w hydrofobowym
wnetrzu dwuwarstwy fosfolipidowej. Eksperymenty przeprowadzitem w sposéb analogiczny
do badan DLS, mianowicie barwione LUVs inkubowatem przez 2 h z CO-T-p-T i C8-T-p-T w
P/L rownym 0,17 1 0,67. W badaniach tych zastosowatem ok. 80 razy wicksze stezenie lipidow
niz w badaniach DLS w celu uzyskania gestos$ci obserwowanych obiektow odpowiedniej dla
mikroskopii. Zdjgcia preparatow po inkubacji z CO-T-p-T potwierdzajg agregacje liposomow
dla obu testowanych wartosci P/L (Rysunek 53). Inkubacja z C8-T-p-T stosujac P/L rowne 0,17

réwniez doprowadzita do powstania widocznych duzych agregatéw, podczas gdy zastosowanie
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P/L réwnego 0,67 doprowadzito do powstania znacznie mniejszych agregatow wokot ktorych
widoczne sg czgstki o rozmiarach zblizonych do samych LUVs. Obserwacje te potwierdzaja
wiarygodno$¢ wynikow otrzymanych przy pomocy DLS. Powstajace aglomeraty liposoméw z
jonenami sg heterogeniczne pod wzgledem rozmiarow 1 ksztaltéw, oraz na ile pozwolita

stwierdzi¢ rozdzielczo$¢ mikroskopu, cechujg si¢ ziarnistg strukturg.

P/L=0,17 P/L=0,67

CO-T-p-T

C8-T-p-T

Rysunek 53. Reprezentatywne zdjecia mikroskopowe liposomow (stezenie lipidow 625
pg/mL, ca. 820 uM) z EcLE barwionych czerwieniom nilu (a) przed inkubacja z jonenami oraz
po inkubacji z (b, ¢) CO-T-p-T lub (d, e) C8-T-p-T w PBS pH 7,4 w 25 °C stosujac P/L rowne
(b, d) 0,17 lub (c, e) 0,67. Pasek skali odpowiada 10 um.

Dyskutowane wyniki jednoznacznie $wiadcza o zdolno$ci obu badanych polimeréw do
agregacji liposomow w P/L bliskim punktowi izoelektrycznemu, a takze stabilizacji LUVs
przez C8-T-p-T w wysokim P/L oraz braku takiej zdolnosci w przypadku CO-T-p-T. Silniejsza
zdolnos$¢ do agregacji liposoméw przez bardziej hydrofilowe polikationy, w poréwnaniu do ich

hydrofobowych analogdéw, zaobserwowali réwniez inni badacze dla pochodnych nylonu-3*2
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oraz kationowych peptydéw penetrujacych btony komorkowe.?®® Jednakze w przytoczonych

pracach wyniki te nie byly szerzej przedyskutowane.

Amfifilowe polikationy zawierajace silnie hydrofobowe grupy adsorbujg na powierzchni
liposomow neutralizujac tadunek ich powierzchni. Prowadzi to do destabilizacji uktadu
koloidalnego i formowania si¢ agregatow. W odpowiednio wysokim P/L, gdy odpowiednio
duzo czasteczek polikationu zaadsorbuje na powierzchni liposoméw, fadunek ten staje si¢ silnie
dodatni i koloidalna zawiesina liposoméw staje sie ponownie stabilna (Rysunek 13),161:162.165
Badane przeze mnie joneny C8 i C12-T-p-T réwniez wykazuja takie wlasciwosci (Rysunek
52). Warto zauwazy¢, ze obserwowana zdolnos¢ CO-T-p-T do agregacji liposomow
nasladujacych btong komorkows E. coli, w szerokim przedziale P/L, doskonale odzwierciedla
agregacje¢ komorek E. coli indukowang tym polimerem (Rysunek 44). Zestawiajac wyniki DLS
(Rysunek 52a) z wynikami uzyskanymi dla liposomow z kalceing (Rysunek 48) mozna
zauwazy¢, ze w stezeniu jonendw 1,28 pg/mL, w ktéorym Srednica obserwowanych czastek
osigga swoja maksymalng warto$¢, spada wyplyw kalceiny indukowany C8-T-p-T, natomiast
wyplyw dla CO-T-p-T osiaga swoje plateau. Prowadzi to do wniosku, ze liposomy obecne w
agregatach powstalych na skutek dziatania tych dwoch polimerdéw roéznia si¢ migdzy sobg pod
wzgledem integralno$ci ich dwuwarstwy fosfolipidowej, w przypadku CO-T-p-T dwuwarstwa
jest przepuszczalna dla kalceiny, a w przypadku C8-T-p-T nie. Natomiast C12-T-p-T wyraznie
stabilizuje liposomy w st¢zeniu powyzej 1,28 ng/mL uwzgledniajac zar6wno ich rozmiaru, jak

1 integralnosci dwuwarstwy fosfolipidowe;.

Opisane obserwacje sg spojne z proponowanym przeze mnie mechanizmem dziatania
przedstawionym na Rysunek 51. Zarowno hydrofilowe jak i hydrofobowe joneny dla niskich
wartosci P/L indukuja lokalne formowanie si¢ fazy heksagonalnej w dwuwarstwie
fosfolipidowe;j, ktora odpowiada za agregowanie si¢ liposomoéw oraz wyciek kalceiny. Dla
wysokich wartos$ci P/L bardziej hydrofobowe joneny wbudowuja si¢ do dwuwarstwy przy
pomocy hydrofobowych grup alkilowych stabilizujac jej cigglos¢ oraz zmieniajac tadunek na
silnie dodatni. Natomiast hydrofilowe joneny, nieposiadajace takich grup, moga oddziatywac
tylko z hydrofilowymi glowami lipidow. W zwigzku z tym, nie sa w stanie kompensowac
ujemnej krzywizny wewngtrznej powstajagcych kompleksow TOCL-jonen, co ttumaczy brak

powrotu $rednicy hydrodynamicznej liposomow do pierwotnej warto$ci nawet dla wysokiego
P/L.
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10.2.3. Wplyw elastyczno$ci lancucha glownego jonenéw na oddzialywanie z liposomami.

Drugim parametrem majacym znaczacy wptyw na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
jest elastyczno$¢ tancucha glownego (Rysunek 35, Tabela 5), w zwigzku z czym sprawdzitem
w jaki sposob wptywa ona na indukowanie wyptywu kalceiny z LUVs. W badaniach tych
zastosowatem LUVs zbudowane z EcLE oraz dwie serie jonenow - sztywne Cn-D-p-D oraz

elastyczne Cn-T-p-T.

Otrzymane wyniki, zaprezentowane na Rysunek 54, $wiadczg o niewielkim wplywie
elastycznosci tancucha gtoéwnego na badang aktywnos$¢ jonenow z grupg boczng CO i C2.
Natomiast w przypadku wyzszych stezen jonenow C4 pochodna zawierajacy DABCO okazata
si¢ by¢ nieznacznie aktywniejszy od swojego analogu z TMEDA. Dla najnizszego badanego
stezenia, tj. 0,16 pg/mL, joneny CO, C2 i C4-T-p-T powodowaly wyzszy wyciek kalceiny w
poréwnaniu do ich analogéw z DABCO. Jednakze obserwowane réznice wydaja si¢ by¢ zbyt
mate, aby mozna byto uznaé t¢ obserwacj¢ za wiarygodne wyjasnienie 4-krotnej réznice w MIC
wobec E. coli (Rysunek 35). W przypadku jonenow z grupami bocznymi C8 i C12, ktore
wykazujg zdolno§¢ do uszczelniania LUVs zlozonych z EcLE, zaobserwowatem znaczace
réznice pomig¢dzy polimerami sztywnymi 1 elastycznymi. Dla C8-D-p-D oraz C12-D-p-D
maksimum wycieku kalceiny przypadato na wyzsze stgzenia polikationéw, niz miato to miejsce
dla ich analogéw zawierajacych TMEDA. Przesunigcie to moze $wiadczy¢ o odmiennej

stechiometrii oddziatywania tych zwigzkoéw z anionowymi lipidami.

Przedstawione wyniki wskazuja na inng przyczyne slabszej aktywnosci
przeciwbakteryjnej sztywniejszych jonenow, niz samo oddziatywanie z dwuwarstwa

fosfolipidowa.
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Rysunek 54. Wyptyw kalceiny z LUVs (stezenie lipidow 7,6 pg/mL, ca. 10 uM) ztozonych z
EcLE po 900 s inkubacji z jonenami w PBS pH 7,4 w 25 °C. Porownanie aktywnoS$ci jonenow
elastycznych (Cn-T-p-T) z sztywnymi (Cn-D-p-D). Wyniki dla serii Cn-T-p-T pochodza z
Rysunek 48.

10.2.4. Wplyw dodatkowej hydrofilowej grupy bocznej (OPEG) na oddzialywanie jonenow
z liposomami.
Dodatkowa, oligomeryczna grupa PEG wbudowana w strukture¢ badanych jonenow

obniza ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz cytotoksyczno$¢, co wykazalem w ramach
moich badan poprzez poréwnanie aktywnosci serii Cn-D-m-D i Cn-D-PEG-D (Rysunek 35).
W celu poznania w jaki sposob dodatkowa grupa OPEG wptywa na oddziatywanie jonenow z

dwuwarstwg fosfolipidowg przeprowadzitem badania na LUVs zbudowanych z EcLE.

Joneny z serii Cn-D-PEG-D powoduja mniejszy wyciek kalceiny z LUVs w poréwnaniu
z serig Cn-D-m-D (Rysunek 55a). Pomiary DLS wykazaty, ze joneny C0O-D-m-D, C0-D-PEG-
D, C8-D-m-D oraz C8-D-PEG-D w st¢zeniu do 0,64 ug/mL nie powodujg znaczacych zmian
w $rednicy hydrodynamicznej ani zeta-potencjale badanych LUVs (Rysunek 55b-e). Natomiast
joneny Cn-D-m-D w stgzeniu powyzej 0,64 ng/mL, a takze Cn-D-PEG-D w stezeniu powyzej
1,28 ug/mL, powoduja silng agregacje liposoméw. W przypadku C8-D-m-D i C8-D-PEG-D w
stezeniach powyzej odpowiednio 10 pg/mL 1 5 pg/mL nastgpowatl spadek S$rednicy
hydrodynamicznej $wiadczacy o stabilizacji liposomow. Zmiana zeta-potencjalu wraz ze
stezeniem ma rozny przebieg dla jonenu C0O-D-m-D i CO-D-PEG-D (Rysunek 55d), natomiast
przebiegi dla C8-D-m-D i C8-D-PEG-D sg do siebie zblizone (Rysunek 55¢). Dla najwyzszych
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stezen jonenow Cn-D-m-D zeta potencjal LUVs osigga warto$¢ ok. +24 mV, natomiast dla
jonenow Cn-D-PEG-D ok. +12 mV.
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Rysunek 55. Wyniki badan na LUVS (stezenie lipidow 7,6 ng/mL, ca. 10 uM) z ECLE w PBS
pH 7,4 w 25 °C; (a) wyptyw kalceiny po 900 s inkubacji z jonenami; (b, ¢) rozmiar czastek,
jako $rednica hydrodynamiczna, oraz (d, e) zeta potencjal LUV po 2-godzinnej inkubacji z
jonenami.

Wyniki te sg analogiczne do wynikéw otrzymanych dla innych serii jonendw,
dyskutowanych w punktach 10.2.2 i 10.2.3., co $wiadczy o uniwersalnym charakterze efektu
uszczelniania i stabilizacji LUVs przez joneny z hydrofobowa grupa boczna po przekroczeniu
pewnego P/L, a takze brakiem stabilizacji liposomoéw przez joneny bez takiej grupy.
Obserwowany stabszy wyciek kalceiny przez joneny z grupg OPEG doskonale odpowiada
nizszej aktywnosci tych zwigzkéw wobec E. coli, w poréwnaniu z analogami bez tej grupy.
Efekt ten moze wynika¢ zardwno ze stabszego oddziatywania elektrostatycznego jonenéow Cn-
D-PEG-D z dwuwarstwg fosfolipidowa, jak i utrudnionej penetracji hydrofobowego wngtrza
dwuwarstwy. Polimer C8-D-PEG-D stabilizuje LUVs w szerszym zakresie stezen niz

C8-D-m-D (Rysunek 55c¢), co moze by¢ zwigzane z efektem sterycznym grup PEG. Oba
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polikationy w podobnym stopniu neutralizujg tadunek powierzchni liposomu, lecz adsorpcja
C8-D-PEG-D dostarcza silnie hydrofilowych grup PEG, ktore utrudniajg aglomeracj¢. Podobny
efekt byl dyskutowany przez innych badaczy w przypadku liposomoéw zawierajacych
PEGylowane lipidy.? Nizszy zeta-potencjat liposoméw pokrytych jonenami Cn-D-PEG-D
jest skutkiem ekspozycji grup oPEG. Obserwacja ta jest zgodna z pomiarami zeta-potencjatu
przeprowadzonymi na liposomach zawierajacych niewielkg ilos¢ PEGylowanych
fosfolipidow.2%%7 W jednej z przytoczonych prac®® autorzy wykazali, ze zaledwie 2%
dodatku lipidéw z grupa PEG zmienia zeta-potencjat kationowych liposomow z +34 mV do +5
mV.

11. Podsumowanie

Ze wzgledu na stosunkowo rozlegly 1 wielowatkowy charakter moich badan

postanowitem podsumowac najwazniejsze dokonania i wnioski w postaci punktow.

1.  Wykazatem, ze zwigkszanie liczby Mez-L-PEUry. W obrebie jednej czasteczki znaczaco
zwigksza jej podatno$¢ na reakcje eliminacji Hofmanna. Wyniki te $§wiadczg o silnie
addytywnym efekcie indukcyjnym czwartorzedowych grup amoniowych. Pociaga to za
soba wazng, z zaréwno praktycznego punktu widzenia jak 1 poszerzania wiedzy
podstawowej, implikacje, ze pochodne L-PEI w postaci czwartorzgdowych soli

amoniowych ulegajg rozpadowi juz w delikatnie zasadowych warunkach (punkt 8.1.).

2.  Zaprojektowatem i zsyntetyzowatem bibliotek¢ 27 nowych polikationdw, ktére rdznity
si¢ migdzy soba podstawnikiem alkoksylowym (hydrofobowos$cia) i obecnoscia silnie
hydrofilowej grupy OPEG, a takze sztywnoscig i izomerig lancucha glownego.
Zoptymalizowatem reakcj¢ poliaddycji, ktora pozwolita na synteze polimerow
réznigcych si¢ planowanymi parametrami strukturalnymi przy zachowaniu zblizonego
DP oraz rodzaju grup koncowych. Otrzymane zwiazki scharakteryzowatem przy pomocy
spektroskopii *H NMR, SEC i analizy elementarnej, a w przypadku najbardziej
hydrofobowych pochodnych wyznaczytem ich CAC oraz zmierzytem zeta-potencjat

tworzonych agregatoéw (podr. 8).

3. Wykazalem, ze zwigkszaniu hydrofobowosci grupy bocznej dyskutowanych jonendéw, 0
wysokiej gestosci czwartorzedowych grup amoniowych wzdtuz tancucha gléwnego

polimeru, towarzyszy obnizenie ich aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej. Zaleznos¢ te
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udokumentowatem w postaci wynikow oznaczen MIC oraz MBC 1 MFC zaréwno w
pozywkach wzrostowych jak i buforze, przeprowadzonych na szczepach
mikroorganizméw z ATCC (podr. 9.1.1.1), a takze oznaczen MIC wobec szczepodw
klinicznym (podr. 9.1.2.1) oraz wynikow badan nad kinetyka zabijania bakterii
(podr. 9.1.3). Whniosek ten jest nieoczywistym odkryciem w $wietle istniejgcych
doniesien literaturowych dotyczacych innych typow polikationéw. Zalezno$¢ aktywnosci
hemolitycznej od hydrofobowos$ci miala natomiast odwrotny przebieg i rosta wraz ze
wzrostem dilugosci tancucha alkilowego (podr. 9.2.1). Wyniki oznaczen aktywnosci
wobec komorek mysich fibroblastow nie wskazuja na istotny wptyw hydrofobowos$ci na

cytotoksycznos¢.

Izomeria tancucha gtéwnego, w znaczeniu izomerii strukturalnej pierscienia arylowego,
jonenow o alkoksylowej grupie bocznej nie wpltywa w znaczacy sposob na ich aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg i hemolityczng. Natomiast w przypadku jonenéw bez grup
bocznych pochodne o izomerii wytacznie para wykazuja najstabszg aktywnos$¢ wobec S.
aureus i C. albicans, a najmocniejsze okazaty si¢ o izomerii meta. Jako hipotetyczne
wyjasnienie tego faktu eksperymentalnego zaproponowalem mozliwos¢ przyjecia
amfifilowej konformacji przez joneny meta podczas oddzialywania z dwuwarstwa
fosfolipidowa (podr. 9.1.1.3).

Zwigkszona sztywno$¢ tancucha gtdéwnego jonendow znaczaco obniza aktywno$¢ wobec
E. coli i C. albicans oraz wywiera stosunkowo niewielki wptyw na aktywno$¢ wobec S.
aureus z ATCC (podr. 9.1.1.2). Zaleznos¢ ta potwierdzita si¢ rowniez w badaniach na
szczepach klinicznych (podr. 9.1.2.1). Wykazanie istotnego wplywu elastycznosci
tancucha gtéwnego jonenow na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, zaraz obok

hydrofobowosci, jest waznym elementem nowosci naukowej mojej pracy doktorskiej.

Hydrofobowos$¢ badanych jonenéw nie wplywa znaczaco na aktywno$¢ wobec
Mycobacterium, a wpltyw elastycznosci widoczny jest tylko dla najbardziej
hydrofilowego polimeru (podr. 9.1.2.2). Wnioskiem z tego jest konieczno$¢ doktadnego
zbadania zalezno$ci struktura-aktywno$¢ wobec pratkow, poniewaz moze miec
odmienny charakter od innych mikroorganizméw. Badania te s3 waznym elementem

nowosci naukowej mojej rozprawy.

Obecnos¢ w czasteczce jonenu silnie hydrofilowego fragmentu oPEG mocno obniza

aktywnos¢ wobec E. coli oraz C. albicans, natomiast w przypadku aktywnosci wobec S.
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10.

11.

aureus wplyw ten jest umiarkowany (podr. 9.1.1.4). Jednakze dodatek tej grupy
pozytywnie wplywa na biokompatybilno$¢ zaréwno pod wzgledem aktywnosci
hemolitycznej jonenéw C8 i C12 (podr. 9.2.1), jak i cytotoksycznosci jonenow CO, C2 i
C4 (podr. 9.2.2.2), a takze selektywno$¢ dziatania zdefiniowang jako ICso/MIC. Ponadto
szersze badania mikrobiologiczne wykazaty skuteczno$¢ dziatania jonendéw z grupa
OPEG wobec MRSA, a takze szybkos¢ dziatania wobec S. aureus porownywalng z ich
odpowiednikami bez tej grupy. Otrzymane pochodne CO i C2-D-PEG-D sg dogodnym
punktem wyjécia do projektowania nowych jonenowych SMAMPs o silniejszej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz obnizonej cytotoksycznosci. Jest to waznym

elementem nowos$ci naukowej mojej rozprawy.

Przy pomocy barwnika fluorescencyjnego DiSCs(5) wykazatem, ze sam proces
depolaryzacji btony komoérkowej bakterii S. aureus prawdopodobnie nie jest efektem
wystarczajagcym do jej usmiercenia (podr. 10.1.1). Whniosek ten opieram na braku
korelacji pomigdzy aktywno$cig jonendéw, a poziomem depolaryzacji, ktory indukuja.
Badania te potwierdzily tylko fakt, ze otrzymane przeze mnie zwiazki sa w stanie

naruszy¢ integralno$¢ btony komorkowej S. aureus.

Wzglednie hydrofilowy jonen CO-T-p-T indukuje agregacje komorek bakterii E. coli,
natomiast hydrofobowy C8-T-p-T nie powoduje takiego efektu (podr. 10.1.2). Ponadto
CO-T-p-T neutralizuje potencjal elektrokinetyczny powierzchni bakterii efektywniej od
C8-T-p-T (podr. 10.1.3). Zaobserwowane wyzsze powinowactwo bardziej hydrofilowych
jonenéw do powierzchni komorki bakterii, prowadzace do ich agregacji, moze by¢
roboczym wytlumaczeniem ich silniejszej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej. Zastosowanie
FITC-dekstranu o réznych masach potwierdzito, Zze otrzymane zwiazki zaburzaja

strukturg btony komorkowe;j bakterii E. coli (podr. 10.1.2).

Hydrofilowy jonen CO-T-p-T powoduje agregacje liposomow zbudowanych z ECLE dla
catego zbadanego zakresu P/L. Natomiast hydrofobowe joneny C8 i C12 réwniez
powoduja agregacje liposomow, jednakze w rezimie wysokiego P/L stabilizujg je
(podr. 10.2.2.2). Wynik ten w pewnym stopniu jest zgodny z obserwowang agregacja
komorek E. coli przez CO-T-p-T oraz brakiem agregacji przez C8-T-p-T.

Kardiolipina w potgczeniu z fosfolipidami o negatywnej krzywiznie wewngtrznej (np.
PE) jest niezbednym komponentem dwuwarstwy lipidowej, aby wykazywata ona

podatno$¢ na destruktywne dziatanie hydrofilowych jonenoéw (podr. 10.2.2.1).
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Obserwacja ta stanowi wazny element nowos$ci naukowej. Jako jej wyjasnienie
zaproponowatem hipotezg¢ wedtlug ktorej oddziatywanie jonenéw z CL zmienia jej
krzywizn¢ wewngtrzng z niemal zerowej na ujemna, co destabilizuje faz¢ lamelarng na

rzecz odwrotnej fazy heksagonalnej (podr. 10.2.2.1; Rysunek 50 ).

12. Hydrofobowe joneny (C8 i C12) zaburzajg integralno$¢ dwuwarstwy fosfolipidowej
LUVs zbudowanych gtéwnie z lipidow o ujemnej krzywiznie wewngetrznej (POPE) tylko
dla niskich wartosci P/L. Natomiast w rezimie wysokiego P/L stabilizujg dwuwarstwe
uszczelniajac ja. Efekt ten nie jest obecny w przypadku liposoméw zawierajacych lipidy
o zerowej krzywiznie wewngtrznej (POPC) (podr. 10.2.2.1). Na podstawie tych danych
zaproponowatem hipoteze¢ tlumaczacg zdolnos$¢ do stabilizacji dwuwarstwy przez
hydrofobowe joneny i brak takiej zdolnosci dla hydrofilowych (podr. 10.2.2.1; Rysunek
51). Stabilizacja ta jest kolejng potencjalng przyczyng nizszej aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej bardziej hydrofobowych jonenow.

V. Cze$¢ eskperymentalna

12. Wykaz uzytych materialow

W badaniach mikrobiologicznych wykorzystano bakterie z kolekcji ATCC: Escherichia coli
(ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231) oraz
komorki mysich fibroblastow z linii L929 (ATCC CCL-1).

Pozywki wykorzystane do oznaczen mikrobiologicznych przygotowano poprzez
rozpuszczanie w wodzie Milli-Q komercyjnych pozywek w postaci statej: Mueller-Hinton
Broth (Biocorp), Sabouraud broth zawierajaca 2 % dekstrozy (Merck) oraz Mueller-Hinton
Agar (Biocorp). Do pracy z fibroblastami wykorzystano DMEM z dodatkiem streptomycyny
(Thermo Fisher Scientific) oraz FBS (Thermo Fisher Scientific).

Wode Milli-Q o opornosci >18 MQ otrzymano przy pomocy systemu do oczyszczania wody
Millipore (Merck). Liofilizacj¢ przeprowadzono przy pomocy liofilizatora stofowego Labconco
FreeZone ® 2.5 Liter Benchtop Freeze Dry System. Membrany do dializy z regenerowanej
celulozy (Spectra/Por® 7, MWCO 1 kDa) kondycjonowano przed uzyciem zgodnie z

zaleceniem producenta poprzez ptukanie woda Milli-Q.
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Deuterowany wodorotlenek litu otrzymano poprzez 3-krotne rozpuszczenie wodorotlenku
litu w wodzie deuterowanej i liofilizacje. Przy pomocy miareczkowania alkacymetrycznego
litu

0zNnaczono wodorotlenku

stechiometri¢  otrzymanego

(LiOD-2D;0).

hydratu  deuterowanego

Tabela 11. Wykaz komercyjnie dostepnych zwigzkéw chemicznych uzytych podczas
wykonywania pracy.

Nr | Nazwa czystos¢ | producent

1. | POPC Avanti Polar Lipids

2. | POPG Avanti Polar Lipids

3. | POPE Avanti Polar Lipids

4. | TOCL Avanti Polar Lipids

5. | E. coli lipid extract Avanti Polar Lipids

6. | Sephadex G-50 fine Santa Cruz
Biotechnology

7. | Triton X-100 99% Fischer

8. | Kalceina Merck

9. | Czerwien Nilu 97% Roth

10. | DiSC3(5) 98% Sigma Aldrich

11. | FITC-dekstran Sigma Aldrich

12. | Phosphate buffered saline pH 7,4 stock solution Fisher BioReagents™

(PBS)

13. | DO 99.9% | Euroisotop

14. | DMSO-ds 99.9% | Euroisotop

15. | CDCl3 Euroisotop

16. | MeOH HPLC POCH

17. | AcOH HPLC J. T. Baker

18. | AcONa HPLC Sigma Aldrich

19. | TMEDA 98% Apollo Scientific

20. | DABCO 98% TCI

21. | PMDTA 98% TCI

22. | HMTETA 97% Sigma Aldrich

23. | Jodek metylu 99% Sigma Aldrich

24. | Bromek etylu 99% TCI

25. | Bromek n-butylu 99% Sigma Aldrich

26. | Bromek n-oktylu 99% TCI

27. | Bromek n-dodecylu 98% Merck

28. | 5-hydroksy-izo-ftalanu dimetylu >97% Fluorochem

29. | Wodorek litowo glinowy (LAH) 97% Alfa Aeser

30. | Tribromek fosforu 97% TCI

31. | a,a'-dibromo-p-ksylenu 98% TCI

32. | a,a’-dibromo-m-ksylenu 97% TCI
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33. | eteru metylowego troj(tlenku etylenu) >97% Santa Cruz
Biotechnology

34. | Chlorek tosylu 98% Fluorochem

35. | Oksazolina metylowa 98% Sigma Aldrich

36. | Kwas mrowkowy 98% Fisher Chemical

37. | Formaldehyd 36-38% 99% Chempur

38. | Acetonitryl 99% POCH

39. | Metanol 99% Chempur

40. | Eter dietylowy 99% POCH

41. | Tetrahydrofuran 99% Chempr

42. | Octan etylu 99% POCH

43. | Dichlorometan 99% POCH

44. | Heksan 99% POCH

45. | Etanol 99% POCH

46. | Dimetylosulfotlenek 99% POCH

47. | Aceton 99% POCH

48. | Dimetyloformamid 99% POCH

49. | Bezwodny K>COs CZ. POCH

50. | LiOH-H20 98+% Merck

51. | Bezwodny Mg2SO4 czda. | POCH

52. | Bezwodny Na,COs3 cz. POCH

53. | NaOH 98% POCH

54. | Kwas solny 36% 99% POCH

55. | Kwas siarkowy 95% 99% POCH

56. | Wodorotlenek sodu 98% POCH

57. | Piren 98% Sigma Aldrich

13. Synteza chemiczna

13.1. Analiza otrzymanych zwiazkow

Widma *H i 3C NMR wykonano przy pomocy spektrometru Varian 400 MHz stosujac jako
rozpuszczalnik D>O, CDClsz oraz DMSO-ds. Sygnalem referencyjnym byt resztkowy sygnat
rozpuszczalnika (na widmach *H: 6 7,26 dla CDCls, 4,79 dla D20 oraz 2,50 dla DMSO-ds; na
widmach 3C: ¢ 77,00 dla CDCls). W opisie widm *H NMR polimeréw podano liczbe protonéw
w przeliczeniu na jedna r.u., a w przypadku grup koncowych na jedna grupg koncows. Analize
elementarng wykonano na aparacie Vario EL III CHNS Elemental (analiza wykonana przez dr
inz. Elzbiete Swiecicka- Fiichsel z Katedry Chemii Analitycznej WCh PW). Widma UV-VIS

wykonana na spektrofotometrze Cary 3.

Analize chromatografii wykluczenia (SEC) wykonano we wspotpracy z dr hab., prof. PW
Waldemarem Tomaszewskim z Zakladu Materiatow Wysokoenergetycznych WCh PW.

Zastosowano chromatograf cieczowy Agilent 1260 Infinity wyposazony w detektor RID i UV
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DAD (detekcje prowadzono dla 268 nm) oraz kolumng PSS NOVEMA Max 5 um 300 x 8§ mm
z prekolumng (PSS GmbH). Jako faz¢ ruchoma zastosowano uklad woda/MeOH/AcOH
54/23/23 (viviv%) z dodatkiem 0,5 M AcONa. Uktad skalibrowano przy pomocy zestawu
wzorcow z poli(2-winylopirydyny) o zakresie mas 620 - 539 kDa (PSS GmbH). Probki do
analizy rozpuszczano w eluencie w stezeniu 5 mg/mL. Objetos¢ nastrzyku na kolumne
wynosita 20 pL. W trakcie analizy kolumng termostatowano w temperaturze 50°C,
zastosowano przeptyw 0.4 mL/min. Masy molekularne Mw i My oraz P obliczono uzywajac
oprogramowania Agilent GPC Addon Rev. B.01.02.

Minimalne stgzenie agregacji (CAC) oznaczono wykorzystujac metod¢ pirenowa. Do
szklanych fiolek dodano acetonowy roztwor pirenu o stgzeniu 0,2 mM (10 pL) i pozostawiono
na 20 min do odparowania rozpuszczalnika. Nastgpnie, w czystych fiolkach, przygotowano
seri¢ 2-krotnych rozcienczen polimeréw w wodzie Milli-Q lub w PBS. Otrzymane roztwory (1
mL) przeniesiono do fiolek zawierajgcych piren i wytrzagsano w 25 °C przez noc. Po inkubacji
zmierzono widma emisyjne w zakresie 350 - 500 nm dla wzbudzenia 337 nm
(spektrofluorymetr FP-8500, Jasco). Wartos¢ CAC wyznaczono jako punkt przecigcia si¢
dwoch prostych dopasowanych do wykresu zalezno$ci 11/13 (intensywnos¢ fluorescencji dla
pierwszego (373 nm) i trzeciego (384 nm) pasma emisji) od logarytmu z stgzenie polimeru -
poziome;j linii bazowej dla najnizszych stezen polimeru i stycznej do punktu przegiecia. Ponizej

zamieszczono przyktadowy przebieg zaleznosci 11/13 od stgzenia jonendw:
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Zeta potencjal agregatow polimerowych zmierzono przy pomocy techniki DLS (aparat
Zetasizer Nano, Malvern Instruments). Polimery rozpuszczono w wodzie Milli-Q lub PBS
otrzymujac roztwory o stezeniu 2 mg/mL. Pomiary przeprowadzono po 24 h inkubacji w 25

°C. Pomiary dla kazdej probki wykonano trzykrotnie.
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13.2. Synteza zwiazkow niskoczasteczkowych
Bromek 1,4-di(2-bromoetylo)-1,4-diazobicyklo[2.2.2]oktanu (1)

Do roztworu DABCO (5,00 g, 44,6 mmol) w MeCN (150 mL) wkroplono 1,2-dibromoetan
(16,76 g, 7,680 mL, 89,2 mmol), a nastgpnie mieszaning 0grzewano w temperaturze wrzenia
przez 24 h. Powstaty osad odfiltrowano, przemyto dwukrotnie MeCN (2 x 50 mL) i wysuszono
pod préznig otrzymujac 13,10 g (98%) mono-podstawionego DABCO (1a) w postaci biatych
krysztatow.

'H NMR (400 MHz, D20): § 3,28 (t, 6H, J = 6,0 Hz), 3,56 (t, 6H, J = 6,0 Hz), 3,85 (m, 4H);
13C NMR (400 MHz, D20): § 20,32, 44,14, 52,42, 64,09; skt. pierw.: C, 32,17; H, 5,69; N,
9,28%; teoretyczny skt. dla CgH1sBr2N2: C, 32,03; H, 5,38; N, 9,34%.

Mono-podstawione DABCO (1a) (960 mg, 3,2 mmol) rozpuszczono w MeOH (4 mL) i dodano
1,2-dibromoetan (960 mg, 0,44 mL, 5,11 mmol). Cato$¢ ogrzewano w temperaturze wrzenia
przez 4 dni. Nastepnie odfiltrowano powstaty osad, przemyto go kilkukrotnie MeOH (16 mL)
i wysuszono pod proznig otrzymujac 1,27 g (79%) finalnego produktu w postaci biatych
krysztatow.

IH NMR (400 MHz, D20): & 3,90 (t, 4H, J = 5,4 Hz), 4,16 (t, 4H, J = 5,4 Hz), 4,20 (s, 12H);
13C NMR (400 MHz, D20): & 19,56, 51,40, 64,65; skt. pierw.: C, 24,14; H, 4,61; N, 5,42%;
teoretyczny skt. dla C1oH20BraN2: C, 24,62; H, 4,13; N, 5,74%.

Bromek 1,4-diwinylo-1,4-diazobicyklo[2.2.2]oktanu (2)

Przyktadowa reakcja prowadzaca do powstania produktu: Do roztworu pochodnej 1 (500 mg,
0,976 mmol) w wodzie (400 pL) dodano TMEDA (170 mg, 220 uL, 1,464 mmol). Reakcje
prowadzono przez 24 h w 70 °C, ochtodzono i zliofilizowano w celu usunig¢cia wody. Analiza

'H NMR surowego produkty wykazata, ze powstat niemal wylacznie produkt 2.
IH NMR (400 MHz, D20): 5 4,28 (s, 12H), 5,81 (m, 2H), 5,97 (m, 2H), 6,63 (M, 2H).
Pochodna 3

Roztwor DABCO (22,7 g, 200 mmol) w MeCN (60 mL) wkroplono w 40 °C do intensywnie
mieszanego roztworu di-tosylowanego glikolu etylenowego (25,0 g, 68 mmol) w MeCN (220

mL). Mieszaning reakcyjng ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 3 godziny, po czym
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ochtodzono do temperatury pokojowej i odfiltrowano powstaty osad, ktory nastgpnie przemyto
dwukrotnie MeCN (2 x 20 mL) i wysuszono pod préznig otrzymujac 22,5 g (58%) brunatnego
osadu.

IH NMR (400 MHz, D20): & 2,31 (s, 6H), 3,13 (t, 12H, J = 7,2 Hz), 3,43 (t, 12H, J = 7,2 Hz),
3,85 (s, 4 H), 7,30 (d, 4 H, J = 8 Hz), 7,62 (d, 4H, J = 8 Hz); 13C NMR (400 MHz, D20): &
20,56, 44,08, 52,97, 54,86, 125,40, 129,61.

Pochodna 4

Do roztworu 3 (148,8 mg, 0,25 mmol) w MeOH (1 mL) dodano 1,2-dibromoetan (188,0 mg,
86,5 uL, 2 mmol) i cato$¢ ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 7 dni. Po tym czasie
mieszaning ochtodzono do temperatury pokojowej, odfiltrowano osad i przemyto MeOH (2
mL), a nastepnie wysuszono pod préznig otrzymujac 27 mg (16%) osadu. Analiza widma *H
NMR wykazatam, ze osad stanowi glownie pochodna 4, zawierajagca aniony bromkowe jako

przeciwjon.
'H NMR (400 MHz, D20): & 3,83 (t, 4H), 4,11 (t, 4H), 4,20-4,23 (m, 24H), 4,45 (s, 4H).

Jodek N,N,N,N',N',N'-heksametylo-etyleno-diamoniowy (5)

Do mieszanego roztworu TMEDA (302,2 mg, 390 uL, 2,6 mmol) w MeCN (8 mL) wkroplono
jodek metylu (880 mg, 386 pL, 6,2 mmol) w MeCN (2 mL) i pozostawiono mieszaning na 21
h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie odfiltrowano powstaty osad, przemyto go
trzykrotnie MeCN, a nastepnie wysuszono pod proznig otrzymujac 884 mg (82%) biatego
osadu.

'H NMR (400 MHz, D20): & 3,28 (s, 18H), 4,02 (s, 4H); **C NMR (400 MHz, D;0): § 54,1,
58,0.

Jodek N,N-dimetylo-bis-(2-N’,N, ’N’-trimetyloamonio-etyleno)-amoniowy (6)

Do naczynia reakcyjnego wyposazonego w magnetyczny element mieszajacy wprowadzono
roztwor PMDTA (300 mg, 361 pL, 1,73 mmol) w MeOH (10 mL), a nastepnie dodano Mel
(1,476 g, 647 pL, 10,4 mmol). Naczynie umieszczono w reaktorze mikrofalowym (CEM
Discover LabMate) i zawartos¢ podgrzano do 110 °C. Temperatur¢ utrzymywano przez 2 h,
maksymalna moc promieniowania mikrofalowego wynosita 50 W. Po ochtodzeniu do
temperatury pokojowej odfiltrowano powstaly osad, przemyto trzykrotnie metanolem i

wysuszono pod prozng otrzymujac 609 mg (57%) biatego osadu.
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'H NMR (400 MHz, D20): & 3,30 (s, 18H), 3,38 (s, 6H), 4,14 (m, 8H); 3C NMR (400 MHz,
D20): 6 51,9, 54,4, 57,6, 58,4; skt. pierw.: C, 23,84; H, 5,43; N, 6,84%; teoretyczny skt. dla
C12Hs213Ns: C, 24,06; H, 5,38; N, 7,01%,

Jodek N,N,N,N',N',N",N",N'",N'",N'"-dekametylo-trietyleno-tetra-amoniowy (7)

Do naczynia reakcyjnego wyposazonego w magnetyczny element mieszajacy wprowadzono
roztwor HMTETA (1,419 g, 622 uL, 2 mmol) w MeOH (10 mL), a nastgpnie dodano Mel
(1,476 g, 647 uL, 10,4 mmol). Naczynie umieszczono w reaktorze mikrofalowym (CEM
Discover LabMate) i zawarto$¢ podgrzano do 110 °C. Temperatur¢ utrzymywano przez 2 h,
maksymalna moc promieniowania mikrofalowego wynosita 50 W. Po ochtodzeniu do
temperatury pokojowej odfiltrowano powstaly osad, przemyto trzykrotnie metanolem i
rekrystalizowano z mieszaniny EtOH/H20. Nastepnie otrzymane krysztaly rozpuszczono w
wodzie, odfiltrowano zanieczyszczenie, a filtrat liofilizowano otrzymujac 794 mg (50%)
jasnozoéttego osadu.

'H NMR (400 MHz, D;0): § 3,31 (s, 18H), 3,43 (s, 12H), 4,17 (m, 4H), 4,20 (m, 4H), 4,32 (s,
4H); 13C NMR (400 MHz, D20): § 52,2, 54,5, 57,6, 58,2, 58,5; skt. pierw.: C, 23,96; H, 5,40;
N, 6,81%; teoretyczny skt. dla CieHa214N4: C, 24,08; H, 5,30; N, 7,02%,

Chlorek 1,2-bis(4-aza-1-azoniabicyklo[2.2.2]okt-1-yl)etanu (8)

Pochodng 3 (415 mg, 0,70 mmol) rozpuszczono w wodzie (2 mL). Roztwér naniesiono na
kolumne wypetniong zywicg jonowymienng Lewatit® MonoPlus M 500 w postaci chlorkowe;j
(30 g). Jako fazg ruchomg zastosowano wodg, detekcje prowadzono przy pomocy wodnego
roztworu AgNOs o stezeniu 0,1 M. Frakcje zawierajace produkt zebrano i liofilizowano
otrzymujac 192 mg (85%) biatych krysztatow.

'H NMR (400 MHz, D20): § 3,25 (t, 12H, J = 7,0 Hz), 3,53 (t, 12H, J = 7,0 Hz), 3,95 (s, 4H);
13C NMR (400 MHz, D20): § 55,0, 53,1, 44,2.

Chlorek 4,4°-(etano-1,3-diyl)bis(1-metylo-1,4-diazabicyklo-[2.2.2]oktano-1,4-diium) (9)

Do roztworu pochodnej 3 (600 mg, 1 mmol) w MeOH (8 mL) dodano Mel (340 mg, 149 uL,
2,4 mmol). Mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 24 h i ochtodzono. Powstaty
osad odfiltrowano, przemyto trzykrotnie MeOH 1 wysuszono pod prdznig. Nastgpnie wykonano
podmiang anionéw tosylanowych na chlorkowe stosujac procedurg analogiczna do syntezy 8.
Otrzymano 273 (80%) mg produktu.

'H NMR (400 MHz, D20): 6 3.38 (s, 6H), 4,10 (t, 12H, J = 6,8 Hz), 4,19 (t, 12H, J = 6,8 Hz),
4,40 (s, 4H); C NMR (400 MHz, D;0): § 52,4, 52,7, 53,1, 55,4; skt. pierw.: C, 41,92; H,
8,9; N, 11,97%; teoretyczny skt. dla C16H34C1aN4-2H20: C, 41,75; H, 8,32; N, 12,17%.
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Jodek N,N,N-trimetylo-N-winyloamoniowy (10)

Podwojna s61 amoniowa 5 (2,5 g, 6,25 mmol) rozpuszczono w wodnym (12,5 mL) roztworze
NaOH (0,5 g, 12,5 mmol) i cato$¢ ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 4 godziny. Po tym
czasie mieszaning¢ zat¢zono na wyparce obrotowej do ok 20-30% objetosci 1 przepuszczono
przez kolumne wypelniong zywicg jonowymienng (70 g) w postaci chlorkowej. Roztwor
zliofilizowano otrzymujac produkt zanieczyszczony NaCl. W celu usunigcia soli osad
ogrzewano w MeCN (20 mL) w temperaturze wrzenia przez 15 minut, po czym odfiltrowano
na gorgco. Przesgcz zat¢zono otrzymujac 342 mg (45%) krystalicznego osadu.

'H NMR (400 MHz, D20): § 3.29 (s, 9H), 5,52 (m, 1H), 5,74 (m, 1H), 6,48 (m, 1H).

Jodek N,N,N,N’,N’-pentametylo-N’-winylo-etano-1,2-diamoniowy (11)

Do wodnego (2,5 mL) roztworu 7 (200 mg, 0,25 mmol) dodano wodny (2,5 mL) roztwoér
LiOH-H20 (12,6 mg, 0,30 mmol) i cato$¢ mieszano przez 48 h w temperaturze 25°C. Po tym
czasie mieszaning liofilizowano, a powstaty osad doktadnie przemyto MeCN i rozpuszczono w
MeOH otrzymujac m¢tny roztwor, ktory przefiltrowano przez filtr membranowy 0.45 um.
Przesacz czeSciowo zatezono i ochtodzono do -40°C. Powstate krysztaty odfiltrowano,
przemyto zimnym MeOH i wysuszono pod préznig otrzymujac 79 (79%) mg biatych
krysztatow.

'H NMR (400 MHz, D20): & 3,31 (s, 9 H), 3,48 (s, 6 H), 3,92 (m, 2H), 4,23 (m, 2H), 5,84

(dd, 1H, J=8,2, 4,6 Hz), 5,93 (dd, 1H, J = 15,1, 4,6 Hz), 6,52 (dd,1H, J = 15,1, 8,2 Hz); °C
NMR (400 MHz, D20): 6 52,9, 54,2, 58,2, 58,3, 115,9, 139,2,

Chlorek 1-metylo-4-winylo -1,4-diazonia-bicyklo[2.2.2]oktanu (13)

Do wodnego (31 mL) roztworu 9 (660 mg, 1,56 mmol) dodano LiOH-H20 (73 mg, 1,74 mmol)
1 calo$¢ mieszano przez 4 h w temperaturze 25°C. Roztwor nastgpnie liofilizowano, a
otrzymany osad macerowano przy pomocy MeCN przez 5 h. Zawiesing odwirowano, powstaty
osad przemyto Kilkukrotnie MeCN. Frakcje MeCN potgczono otrzymujg supernatant (I). Osad
natomiast rozpuszczono w niewielkiej ilosci MeOH, przefiltrowano przez filtr membranowy
0.45 pum, po czym dodano do przesgczu takg ilos¢ Et20O, aby roztwor delikatnie zmegtniat.
Zawiesing przechowano w -40°C przez noc, powstale krysztaly odfiltrowano, przemyto
zimnym MeOH 1 wysuszono otrzymujac 260 mg (75%) biatego osadu.

'H NMR (400 MHz, D;0): & 3,44 (s, 3H), 4,14 (t, 6H, J = 7,2 Hz), 4,23 (t, 6H, J = 7,2 Hz),
5,81 (m, 1H), 5,94 (m, 1H), 6,61 (m, 1H); 3C NMR (400 MHz, D;0): § 52,9, 53,4, 115,7,
138,8.
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Chlorek 1-metylo-4-aza-1-azonia-bicyklo[2.2.2]oktanu (14)

Supernatant (1), otrzymany podczas syntezy pochodnej 13, zat¢zono do potowy objetosci i
przechowywano w -40°C przez noc. Powstale krysztaly odfiltrowano, przemyto zimnym
MeCN 1 wysuszono pod proznig otrzymujac 196 mg (78%) biatego osadu.

'H NMR (400 MHz, D,0): & 2,98 (s,3H), 3,12 (t, 6H, J = 8 Hz), 3,32 (t, 6H, J = 8 Hz); 13C
NMR (400 MHz, D20): 6 44,4, 51,7, 54,1.

1-alkilo-3,5-bis(bromometylo)benzen (15-Cn)
Ponizej przedstawiono ogo6lng procedure syntezy bromkow 15-Cn na przyktadzie pochodne;j

15-C8. Pozostate pochodne otrzymano w analogiczny sposob.

5-(oktyloksy)izo-ftalan dimetylu (15a-C8): Do roztworu 5-hydroksy-izo-ftalanu dimetylu (7,35
g, 35 mmol) w MeCN (225 mL) dodano K>CO3 (19,00 g, 140 mmol), a nastgpnie wkroplono
1-bromooktan (8,1 g, 7,3 mL, 42 mmol). Mieszaning ogrzewan0 W temperaturze wrzenia przez
noc, po czym ochlodzono do temperatury pokojowej, przefiltrowano i przesacz zat¢zono.
Otrzymany osad przemyto dwukrotnie zimnym heksanem (3 mL) i wysuszono pod prdznig
otrzymujac 11,06 g (98%) biatych krysztatow.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 0,88 (t, 3H, J = 6,7 Hz), 1,39-1,22 (m, 8H), 1,46 (m, 2H), 1,79
(m, 2H), 3,93 (s, 6H), 4,02 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 7,73 (s, 2H), 8,24 (s, 1H); *C NMR (400 MHz,
CDCls): 6 166,12, 159,09, 131,51, 122,60, 119,68, 68,48, 52,31, 31,70, 29,21, 29,13, 28,98,
25,87, 22,57, 14,03.

1-oktyloksy-3,5-bis(hydroksymetylo)benzen (15b-C8): Do schtodzonej do ok 5°C zawiesiny
LAH (3,1 g, 81,6 mmol) w bezwodnym THF (100 mL) wkroplono, w atmosferze argonu,
roztwor 15a-C8 (11,0 g, 34 mmol) w bezwodnym THF (100 mL). Otrzymana mieszaning
mieszano w temperaturze pokojowej przez noc, po czym schtodzono do ok. 5 °C 1 ostroznie
wkroplono wod¢ (30 mL), 1 M H2SO4 (60 mL) oraz ponownie wod¢ (30 mL). Nastgpnie
odparowano THF, a pozostalg faz¢g wodng ekstrahowano przy pomocy AcOEt (4 x 80 mL).
Potaczone fazy organiczne wysuszono nad MgSQOz i zatgzono otrzymujac 9,5 g (94%) biatych
krysztatow.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 0,88 (t, 3H, J = 6,7 Hz), 1,37-1,22 (m, 8H), 1,42 (m, 2H), 1,75
(m, 2H), 2,98 (bs, 2H), 3,90 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 4,53 (s, 4H), 6,74 (s, 2H), 6,83 (s, 1H); *3C
NMR (400 MHz, CDCls): 6 159,31, 142,63, 117,31, 111,97, 68,02, 64,80, 31,81, 29,36, 29,24,
26,02, 22,66, 14,11.
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1-oktyloksy-3,5-bis(bromometylo)benzen (15-C8): Do schtodzonego do ok. 5 °C roztworu 15b-
C8 (8,59, 32 mmol) w DCM (230 mL) wkroplono PBr3 (21,7 g, 7,6 mL, 80 mmol). Otrzymana
mieszaning mieszano w temperaturze pokojowej przez noc, po czym schtodzono do ok. 5 °C i
ostroznie wkroplono wode¢ (100 mL). Oddzielong faze organiczng przemyto wodg (100 mL) i
nasyconym wodnym roztworem Na>COs (50 mL), po czym wysuszono nad MgSQa i zatezono.
Otrzymane oleiste ciato stalem rekrystalizowano z MeOH otrzymujac 9,72 g (76%) bialych
krysztatow.

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 0,89 (t, 3H, J = 6,7 Hz), 1,39-1,22 (m, 8H), 1,45 (m, 2H), 1,78
(m, 2H), 3,95 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 4,43 (s, 4H), 6,86 (s, 2H), 6,98 (s, 1H); *C NMR (400 MHz,
CDCl3): & 159,49, 139,46, 121,55, 115,14, 68,12, 32,99, 31,78, 29,31, 29,21, 29,14, 25,99,
22,65, 14,12.

Opis widm NMR oraz wydajno$¢ pozostatych reakcji syntezy pochodnych 15-Cn:

5-etyloksy-izo-ftalan dimetylu (15a-C2): wydajnos¢ syntezy 78%

'H NMR (CDCls, 400 Hz): & 1,43 (t, 3H, J = 6,8 Hz), 3,92 (s, 6H), 4,10 (g, 2H, J = 4,2 Hz),
7,71 (d, 2H, J = 1,2 Hz), 8,24 (t, 1H, J = 1,2 Hz); *C NMR (400 MHz, CDCls): & 166,15,
158,94, 131,60, 122,72, 119,72, 64,05, 52,38, 14,63.

1-etyloksy-3,5-bis(hydroksymetylo)benzen (15b-C2): wydajnos¢ syntezy 97%

'H NMR (CDCls, 400 Hz): & 1,36 (t, 3H, J = 6,8 Hz), 3,37 (bs, 2H), 3,96 (q, 2H, J = 6,8 Hz),
4,48 (s, 4H), 6,70 (s, 2H), 6,80 (s, 1H); 3C NMR (400 MHz, CDCls): § 159,02, 142,63, 117,40,
111,91, 64,63, 63,43, 14,78.

1-etoksy-3,5-bis(bromometylo)benzen (15-C2): wydajnosé¢ syntezy 63%

'H NMR (CDCls, 400 Hz): & 1,42 (t, 3H, J = 6,8 Hz), 4,04 (q, 2H, J = 6,8 Hz), 4,43 (s, 4H),
6,86 (s, 2H), 6,99 (s, 1H); 3C NMR (400 MHz, CDCls): § 159,64, 139,72, 121,84, 115,30,
63,64, 33,09, 14,86.

5-butoksy-izo-ftalan dimetylu (15a-C4): wydajnos¢ syntezy 99%

'H NMR(400 MHz, CDCls): § 0,98 (t, 3H, J = 7,4 Hz), 1,49 (m, 2H), 1,79 (m, 2H), 3,93 (s,
6H), 4,04 (t, 2H, J= 6,5 Hz), 7,73 (s, 2H), 8,25 (s, 1H); 3C NMR (400 MHz, CDCls): & 166,18,
159,15, 131,58, 122,66, 119,74, 68,22, 52,38, 31,06, 19,13, 13,79.

1-butoksy-3,5-bis(hydroksymetylo)benzen (15b-C4): wydajnos¢ syntezy 84%
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IH NMR(400 MHz, CDCls): § 0,95 (t, 3H, J = 7,4 Hz), 1,46 (m, 2H), 1,72 (m, 2H), 3,39 (bs,
2H), 3,90 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 4,49 (s, 4H), 6,71 (s, 2H), 6,80 (s, 1H): 3C NMR (400 MHz,
CDCls): § 159,26, 142,61, 117,30, 111,94, 67,68, 64,72, 31,24, 19,19, 13,84

1-butoksy-3,5-bis(bromometylo)benzen (15-C4): wydajnos¢ syntezy 65%

'H NMR(400 MHz, CDCls): § 0,98 (t, 3H, J = 7,4 Hz), 1,50 (m, 2H), 1,77 (m, 2H), 3,96 (t, 2H,
J=6,5Hz), 4,43 (s, 4H), 6,86 (s, 2H), 6,98 (s, 1H); *C NMR (400 MHz, CDCls): § 159,52,
139,48, 121,57, 115,16, 67,82, 33,00, 31,20, 19,21, 13,87.

5-dodecyloksy-izo-ftalan dimetylu (15a-C12): wydajnos¢ syntezy 91%

Wazne: po odfiltrowaniu ochtodzonej mieszaniny reakcyjnej osad nalezy przemy¢ AcOEt
zamiast MeCN ze wzgledu na niska rozpuszczalno$¢ produktu w MeCN.

'H NMR(400 MHz, CDCls): § 0,87 (t, 3H, J = 6,6 Hz), 1,34-1,26 (m, 16H), 1,46 (m, 2H), 1,80
(m, 2H), 3,93 (s, 2H), 4,0 (t, 2H, J = 6,4 Hz), 7,73 (s, 2H), 8,25 (s, 1H); >°C NMR (400 MHz,
CDCl3): 6 166,21, 159,18, 131,60, 122,68, 119,76, 68,56, 52,38, 31,89, 29,64, 29,61, 29,57,
29,54, 29,33, 29,32, 29,05, 25,93, 22,67, 14,12.

1-dodecyloksy-3,5-bis(hydroksymetylo)benzen (15b-C12): wydajno$¢ syntezy 87%

H NMR(400 MHz, CDCls): § 0,88 (t, 3H, J = 6,7 Hz), 1,37-1,22 (m, 16H), 1,44 (m, 2H), 1,79
(m, 4H, -CHz-, -OH), 3,96 (t, 2H, J = 6,4 Hz), 4,67 (s, 4H), 6,84 (s, 2H), 6,92 (s, 1H); 13C NMR
(400 MHz, CDClz): 6 159,66, 142,68, 117,25, 112,11, 68,03, 65,19, 31,90, 29,65, 29,62, 29,59,
29,57, 29,37, 29,34, 29,23, 26,02, 22,68, 14,13.

1-dodecyloksy1-3,5-bis(bromometylo)benzen (15-C12): wydajnos¢ syntezy 61%

'H NMR(400 MHz, CDCls): & 0,89 (t, 3H, J = 6,8 Hz), 1,39-1,22 (m, 16H), 1,45 (m, 2H), 1,78
(m, 2H), 3,96 (t, 2H, J = 6,8 Hz), 4,43 (s, 4H), 6,86 (s, 2H), 6,99 (s, 1H); *C NMR (400 MHz,
CDCl3): 6 159,53, 139,49, 121,57, 115,17, 68,15, 32,98, 31,91, 29,66, 29,63, 29,59, 29,56,
29,36, 29,35, 29,16, 26,00, 22,69, 14,14.

Bromek a,a'-bis(N,N,N’,N’-tetrametylo-2-amino-1-amoniowy)-p-ksylen (16)

Roztwor a,a’-dibromo-p-ksylenu (6,60 g, 25 mmol) w MeCN (200 mL) wkroplono do roztworu
TMEDA (18,6 mL, 14,45 g, 125 mmol) w MeCN (60 mL) przez 30 min w temperaturze
pokojowej. Nast¢pnie otrzymang mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia przez noc i
ochtodzono. Odfiltrowano powstaly osad i przemyto go MeCN (20 mL) i Et2O (50 mL), po
czym wysuszono po proznig otrzymujac 11,00 g (89%) biatego osadu.

H NMR (400 MHz, D20) §: 2,25 (s, 12H), 2,92 (m, 4H), 3,07 (s, 12H), 3,46 (m, 4H), 4,58 (s,
4H), 7,67 (m, 4H); *3C NMR (400 MHz, D,0) &: 133,78, 129,62, 67,66, 61,11, 50,78, 50,22,
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44,37, skt. pierw.: C, 48,39; H, 8,12; N, 11,29%; teoretyczny skt. dla CaoHa0BraN4: C, 48,45;
H, 8,13; N, 11,33%,

Bromek a,a’-bis(N,N,N’,N’-tetrametylo-2-amino-1-amoniowy)-m-ksylen (17)

Roztwor a,a’-dibromo-m-ksylenu (6,60 g, 25 mmol) w MeCN (120 mL) wkroplono do
roztworu TMEDA (16,3 mL, 12,5 g, 108 mmol) w MeCN (72 mL) przez 30 min w temperaturze
pokojowej. Otrzymang mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia przez noc i ochtodzono.
Nastepnie zatezano, az do otrzymania szklistego ciata statego, ktore nastepnie mieszano przez
1 hz MeCN (30 mL) w temperaturze pokojowej po czym podgrzano do temperatury wrzenia
do catkowitego rozpuszczenia lepkiego osadu, schlodzono do temperatury pokojowej i
umieszczono w lodowce. Po 1 dniu odfiltrowano powstaty osad i przemyto przy pomocy Et2O
(300 mL) w atmosferze argonu, a nastgpnie wysuszono pod proéznig otrzymujac 8.38 g (94%)
silnie higroskopijnego osadu.

H NMR (400 MHz, D20) &: 2.25 (s, 12H), 2.91 (m, 4H), 3.06 (s, 12H), 3.48 (m, 4H), 4.59 (s,
4H), 7.71 (m, 4H); 3C NMR (400 MHz, D20) §: 137.29, 135.44, 130.37, 128.12, 67.93, 61.33,
50.83, 50.00, 44.40.

Bromek a,a'-bis(1-azonia-4-azabicyklo[2.2.2]octyl)-p-ksylen (18)

Roztwor a,a’-dibromo-p-ksylenu (6,60 g, 25 mmol) w MeCN (180 mL) wkroplono do roztworu
DABCO (14,00 g, 125 mmol) w MeCN (80 mL) przez 30 min w temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie otrzymang mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia przez noc i ochtodzono.
Odfiltrowano powstaty osad i przemyto go MeCN (20 mL) i Et2O (150 mL), po czym
wysuszono po proznig otrzymujac 11,42 g (94%) biatego osadu.

'H NMR (400 MHz, D20) &: 3,14 (t, 12H, J = 7,6 Hz), 3,45 (t, 12H, J = 7,6 Hz), 4,53 (s, 4H),
7,61 (s, 4H); *C NMR (400 MHz, D20) &: 44,3, 52,2, 67,6, 128,7, 133,9; skt. pierw.: C, 47,44;
H, 6,60; N, 11,05%; teoretyczny skt. dla CooH32BraN4-H20: C, 47,44; H, 6,77; N, 11,07%.

Bromek a,a'-bis(1-azonia-4-azabicyklo[2.2.2]octyl)-m-ksylen (19)

Roztwor a,a’-dibromo-m-ksylenu (6.60 g, 25 mmol) w MeCN (180 mL) wkroplono do
roztworu DABCO (14,00 g, 125 mmol) w MeCN (80 mL) przez 30 min w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie otrzymang mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia przez noc i
ochtodzono. Odfiltrowano powstaty osad i przemyto go MeCN (20 mL) i Et2O (150 mL), po
CZym wysuszono po proznig otrzymujac 11,66 g (96%) biatego osadu.

'H NMR (400 MHz, D20) &: 3,12 (t, 12H, J = 7,2 Hz), 3,44 (t, 12H, J = 7,2 Hz), 4,52 (s, 4H),
7,59 (s, 1H), 7,63 (s, 3H); 1*C NMR (400 MHz, D;0) &: 44,3, 52,1, 67,7, 127,3, 130,3, 135,5,
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137,4; skt. pierw.: C, 43,76; H, 7,01; N, 10,23%; teoretyczny skt. dla C2oH32Br2N4-3H20: C,
44,29; H, 7,06; N, 10,33%.

1,3-bis(DABCO)-5-[2-[2-(2-methoksyetoksy)etoksy]etoksy]benzen (20)
5-(2-[2-(2-methoksyetoksy)etoksy]etoksy)-izo-ftalan dimetylu (20a): Do roztworu 5-hydroksy-
izo-ftalanu dimetylu (10,6 g, 50,4 mmol) w MeCN (400 mL) dodano K>COs (16,9 g, 122
mmol), a nastepnie wkroplono 21 (14,5 g, 45,5 mmol) w MeCN (60 mL). Mieszaning
ogrzewano w temperaturze wrzenia przez noc, po czym ochtodzono do temperatury pokojowe;j,
przefiltrowano i przesgcz zat¢zono. Otrzymany olej rozpuszczono nast¢pnie w AcOEt (100 mL)
i faze organiczna przemyto nasyconym roztworem Na,CO3 (3 x 30 mL), 5% (w/w) roztworem
NaOH (2 x 30 mL) oraz woda (50 mL) w celu usuni¢cia nieprzereagowanego 5-hydroksy-izo-
ftalanu dimetylu. Faz¢ organiczng wysuszono z uzyciem MgSQOg i1 zatgzono otrzymujac 14,0 g
(86%) biatych krysztatow.

'H NMR (CDClIs, 400 Hz): § 3,35 (s, 3H), 3,53 (t, 2H), 3,62 — 3,68 (m, 4H), 3,73 (m, 2H), 3,87
(t, 2H), 3,91 (s, 6H), 4,19 (t, 2H), 7,74 (d, 2H), 8,25 (t, 1H), *C NMR (CDCls, 100 MHz): §
166,1, 158,8, 131,6, 123,1, 119,9, 71,9, 70,9, 70,6, 70,6, 69,5, 68,0, 59,0, 52,4.

1-(2-[2-(2-methoksyetoksy)etoksy]etoksy)-3,5-bis(hydroksymetylo)benzene (20b): Do
schtodzonej do ok 5 °C zawiesiny LAH (3,8 g, 100 mmol) w bezwodnym THF (110 mL)
wkroplono, w atmosferze argonu, roztwor 15a-C8 (15,1 g, 42 mmol) w bezwodnym THF (110
mL). Otrzymana mieszaning mieszano w temperaturze pokojowej przez noc, po czym
schtodzono do ok 5 °C i ostroznie wkroplono wode (15 mL) i 6 M H2SO4 (15 mL). Nastepnie
mieszaning zatg¢zono, a otrzymany osad macerowano przez 30 min przy pomocy DCM (100
mL). Powstala zawiesing przefiltrowano, osad przemyto dokladnie DCM (3 x 50 mL).
Potaczone fazy DCM zatezono otrzymujac 12,4 g (98%) jasnozottego, lepkiego oleju.

'H NMR (CDCls, 400 Hz): § 2,82 (bs, 2,82), 3,35 (s, 3H), 3,52 (t, 2H), 3,61 — 3,66 (m, 4H),
3,71 (m, 2H), 3,81 (t, 2H), 4,08 (t, 2H), 4,56 (s, 4H), 6,78 (s, 2H), 6,85 (s, 1H).

1-(2-[2-(2-methoksyetoksy)etoksy]etoksy)-3,5-bis(bromometylo)benzene (20c): Do
schtodzonego do ok 5°C roztworu 20b (11,9 g, 39 mmol) w DMC (290 mL) wkroplono PBr3
(27,149, 9,5 mL, 100 mmol). Otrzymang mieszanin¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez
noc, po czym schlodzono do ok 5 °C i ostroznie wkroplono wode¢ (20 mL). Oddzielong faze
organiczng przemyto wodg (3 x 100 mL) po czym wysuszono nad MgSOg4 1 zatezono. Surowy
produkt oczyszczono stosujac chromatografie kolumnowa z uzyciem Zelu krzemionkowego
jako fazy stacjonarnej i mieszaniny heksan/AcOEt (9/1 do 5/5 v/v) otrzymujac 7,50 g (46%)

bezbarwnego oleju.
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IH NMR (CDCls, 400 Hz): § = 3,38 (s, 3H), 3,55 (M, 2H), 3,64 — 3,69 (M, 4H), 3,73 (t, 2H),
4,13 (t, 2H), 4,42 (s, 4H), 6,87 (s, 2H), 6,99 (s, 1H): 3C NMR (400 MHz, CDCls): § 159,2,
139,5, 122,0, 115,3, 71,9, 70,8, 70,6, 70,6, 69,6, 67,6, 59,1, 32,9.

1,3-bis(DABCO)-5-[2-[2-(2-methoksyetoksy)etoksy]etoksy]benzen (20): Roztwor 20c¢ (5,00 g,
11,7 mmol) w MeCN (78 mL) wkroplono do roztworu DABCO (7,86 g, 70,2 mmol) w MeCN
(48 mL) przez 30 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie otrzymang mieszaning ogrzewano
w temperaturze wrzenia przez noc, ochlodzono i zatgzono. Otrzymany lepki osad doktadnie
przemyto Et,0 (4 x 100 mL), po czym trzykrotnie rozpuszczano w MeCN (20 mL) i strgcano
w Et,O (100 mL). Nastepnie ponownie doktadnie przemyto Et.O (2 x 100 mL). Lepki osad
suszono pod wysoka proznig przez 4 dni otrzymujac 6,45 g (85%) silnie higroskopijnego
proszku.

H NMR (D20, 400 Hz): § 3,13 (t, 12H), 3,31 (s, 3H), 3,44 (t, 12H), 3,56 (m, 2H), 3,61 — 3,67
(m, 4H), 3,72 (m, 2H), 3,88 (t, 2H), 4,23 (t, 2H), 4,49 (s, 4H), 7,21 (s, 1H), 7,23 (s, 2H), 1°C
NMR (D20, 100 Hz): 6 159,1, 130,1, 128,7, 121,6, 71,1, 69,9, 69,6, 69,5, 69,1, 67,8, 67,6, 58,2,
52,3, 44,36; ski. pierw.. C, 47,11; H, 7,33; N, 8,17%; teoretyczny skt. dla
(C27H50BraN4Os-2H20)n: C, 47,24; H, 7,34; N, 8,16%.

p-toluenosulfonian 2-(2-(2-metoksyetoksy)etoksy)etylu (21)

Do roztworu eteru metylowego troj(tlenku etylenu) (35.87 g; 218 mmol) w THF (62 mL)
dodano ostroznie wodny (12 mL) roztwdér NaOH (9.20 g, 230 mmol) i powstata mieszaning
mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 h. Nastepnie ochtodzono w tazni z woda i lodem,
po czym przez 1 h dodawano matymi porcjami chlorek tosylu (38.35 g, 201 mmol). Mieszaning
mieszano przez kolejng godzing w lazni chlodzacej. Lazni¢ usunig¢to 1 mieszano dalej w
temperaturze pokojowej przez noc. Nastgpnie dodano wodg (65 mL) i rozdzielono powstate
fazy. Faze wodna ekstrahowano przy pomocy AcOEt (4 x 50 mL). Potaczone fazy organiczne
przemyto solankg (50 mL), wysuszono nad MgSOs i zat¢zono otrzymujac 58.0 g (91%)
jasnozottego oleju.

!H NMR (CDCls, 400 MHz): § 2,42 (s, 3H), 3,50 (m, 2H), 3,57 (s, 4H), 3,59 (m, 2H), 3,66 (t,
2H, J = 4,8 Hz), 4,13 (t, 2H, J = 4,8 Hz), 7,32 (d, 2H, J = 8 Hz), 7,32 (d, 2H, J = 8 Hz), *C
NMR (CDCls, 100 MHz): 6 144,8, 132,8, 129,8, 127,9, 71,8, 70,7, 70,5, 70,5, 69,2, 68,6, 59,0,
21,6.
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13.3. Synteza polimerow

N,N-dimetyl-L-PEI (Me2-L-PEI)

MPOX: Do oksazoliny metylowej (196,74 g, 195,76 mL, 2,3 mol) w suchej kolbie okraglone;j
w atmosferze argonu dodano bromek benzylu (2,37 g, 1,65 mL, 13,9 mmol). Mieszaning
ogrzewano do 100 °C przez 70 min, ochtodzono, dodano wody w takiej ilosci, aby rozpusci¢
powstaly osad. Po odparowaniu wody, osad rozpuszczono w EtOH i wytragcono Et2O
otrzymujac zottawy olej, ktory po wysuszeniu pod proéznig przeksztatcit si¢ w zoltawe cialo
state (157 g, 80%). Mn obliczone z widma *H NMR wynosito 19,5 kDa.

'H NMR (400 MHz, D>0): § 2,00 (m, 3H), 3,46 (m, 4H).

L-PEI: MPOX (2,380 g, 28 mmol jednostek powtarzalnych) rozpuszczono w wodnym
roztworze HCl (100 mL; 6M) i ogrzewano do temperatury wrzenia przez noc. Nastepnie
odparowano wode. Powstatly osad rozpuszczono w wrzacej wodzie (100 mL) i zalkalizowano
wodorotlenkiem sodu (1,5 g w 4 mL H20). Po ochtodzenie wydzielono osad i przemywano
woda, az filtrat mial odczyn bliski obojetnemu. Osad wysuszono pod préznig otrzymujac 1,110
g (92%) osadu.

H NMR (400 MHz, CDsCl): § 2,54 (brs, 1H), 2,70 (s, 4H); *C NMR (400 MHz, CD3Cl): §
49,

Me-L-PEI: W kolbie okraglodennej umieszczono L-PEI (300 mg, 7 mmol jednostek
powtarzalnych), wode (0,9 mL), kwas mréwkowy (0,74 mL) oraz 30% formaling (0,9 mL).
Otrzymang mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia przez noc. Po ochlodzeniu do
temperatury pokojowej dodano wodny roztwér NaOH o stezeniu 20% w/w w iloSci
wystarczajacej do osiagnigcia pH 12 1 ekstrahowano chloroformem. Potaczone frakcje
organiczne wysuszono nad bezwodnym MgSO4 i odparowano rozpuszczalnik otrzymujac 389
mg (99%) jasnozottego oleju.

'H NMR (400 MHz, CDsCl): § 2,22 (s, 3H), 2,46 (s, 4H); *C NMR (400 MHz, CDsCl): § 42,9;
55,8.

Mez-L-PEI: Do roztworu Me-L-PEI (115,6 mg, 2 mmol r.u.) w bezwodnym MeOH (10 mL)
dodano Mel (852 mg, 374 pL, 6 mmol) w atmosferze argonu. Otrzymang mieszaning
ogrzewano w temperaturze wrzenia przez noc. Po ochtodzeniu dodano nadmiar bezwodnego
EtOH. Wytracony osad przemyto dwukrotnie EtOH i raz Et,O. Po wysuszeniu osad przemyto
dwukrotnie wodg 1 wysuszono pod proznig otrzymujac 340 mg (85%) jasnozottego osadu. W

celu otrzymania widma *H NMR do D20 dodano NaCl.
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IH NMR (400 MHz, D,0): § 4,51 (4H, s, ~CH2-), 3,63 (6H, s, ~Me); *C NMR (400 MHz,
D;0): 5 58,3, 52,7.

Joneny serii Cn-T-p-T
Ponizej przedstawiono ogo6lng procedurg syntezy jonenow CO-T-p-T, C2-T-p-T, C4-T-p-T, C8-
T-p-T i C12-T-p-T na przyktadzie C2-T-p-T.

C2-T-p-T

Do roztworu 16 (1,964 g, 3,96 mmol) w DMSO (5,6 mL) z dodatkiem wody (1,12 mL)
wkroplono roztwor 15-C2 (1,109 g, 3,60 mmol) w DMSO (4 mL). Reakcj¢ prowadzono w 25
°C przez 24 h. Po tym czasie mieszaning wlano do nadmiaru acetonu (400 mL), a z powstalej
zawiesiny wydzielono osad poprzez wirowanie. Osad, po wysuszeniu z acetonu, rozpuszczono
w wodzie (160 mL) i dializowano przez 3 dni wobec wody Milli-Q. Roztwor nastepnie
liofilizowano otrzymujac 1,012 g (33%) biatego proszku.

'H NMR (400 MHz, D;0) : 1,34 (t, 3H), 2,33 (s, 6H, gr. koncowa), 2,91 (m, 2H, gr. koncowa),
3,07 (s, 6H, gr. koncowa), 3,20 (bs, 24H), 3,45 (m, 2H, gr. koncowa), 4,14-4,21 (m, 10H), 4,75
(m, 8H + 4H z gr. koncowej), 7,35-7,46 (m, 3H), 7,67-7,77 (m, 4H); skt. pierw.: C, 41,71; H,
6,99; N, 6,43%; teoretyczny skt. dla (C3oHs2BraNsO-4H20)s: C, 41,11; H, 6,90; N, 6,39%,

CO-T-p-T: wydajnos¢ syntezy 20%

H NMR (400 MHz, D20) §: 2,23 (s, 6H, gr. koncowa), 2,90 (m, 2H, gr. koncowa), 3,07 (s, 6H,
gr. koncowa), 3,20 (bs, 24H), 3,45 (m, 2H, gr. koncowa), 4,20 (bs, 8H), 4,75 (m, 8H + 4H z gr.
koncowej), 7,67-7,90 (m, 8H); skt. pierw.: C, 39,12; H, 6,76; N, 6,63%; teoretyczny skt. dla
(C2gHagBraN4-5H20)n: C, 39,55; H, 6,87; N, 6,59%,

C4-T-p-T: wydajnos¢ syntezy 34%

'H NMR (400 MHz, D20) &: 0,83 (t, 3H), 1,36 (m, 2H), 1,68 (m, 2H) 2,22 (s, 6H, gr. koficowa),
2,90 (m, 2H, gr. koncowa), 3,06 (s, 6H, gr. koncowa), 3,20 (bs, 24H), 3,44 (m, 2H, gr.
koncowa), 4,08-4,20 (m, 10H), 4,75 (m, 8H + 4H z gr. koncowej), 7,35-7,45 (m, 3H), 7,68-
7,76 (m, 4H); skit. pierw.: C, 42,10; H, 7,33; N, 6,41%; teoretyczny skt. dla
(C32H56BraN4O-4H20)n: C, 42,49; H, 7,13; N, 6,19%,

C8-T-p-T: wydajnos¢ syntezy 50%
H NMR (400 MHz, D20) &: 0,74 (t, 3H), 1,14-1,33 (m, 12H), 1,65 (m, 2H) 2,32 (s, 6H, gr.
koncowa), 3,06 (m, 2H, gr. koncowa), 3,06 (s, 6H, gr. koncowa), 3,20 (bs, 24H), 3,50 (m, 2H,
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terminal), 4,09-4,20 (m, 10H), 7,37-7,44 (m, 3H), 7,68-7,76 (m, 4H; ski. pierw.: C, 44,13; H,
7,74; N, 5,82%; teoretyczny skt. dla (C3sHesBraN4+O-5H20)n: C, 44,18; H, 7,62; N, 5,73%.

C12-T-p-T: wydajnos¢ syntezy 68%

IH NMR (400 MHz, CD3s0D) §: 0,90 (t, 3H), 1,29-1,48 (m, 12H), 1,78 (m, 2H) 2,33 (s, 6H, gr.
koncowa), 2,88 (m, 2H, gr. koncowa), 3,20 (s, 6H, gr. koncowa), 3,41 (m, 24H), 3,58 (m, 2H,
terminal), 4,08 (bs, 2H), 4,42 (bs, 8H), 4,75 (m, 8H + 4H z gr. koncowej), 7,09-7,91 (m, 7H);
skt. pierw.: C, 47,43; H, 8,10; N, 5,63%); teoretyczny skt. dla (C4oH72BrsN4O-4H20)n: C, 47,25;
H, 7,93; N, 5,51%,

Joneny serii Cn-T-m-T
Ponizej przedstawiono ogdlng procedure syntezy jonenéw C2-T-m-T, C4-T-m-T, C8-m-p-T i
C12-m-p-T na przyktadzie C2-T-p-T.

C2-T-m-T

Do roztworu 17 (1,964 g, 3,96 mmol) w DMSO (5,6 mL) z dodatkiem wody (2 mL) wkroplono
roztwor 15-C2 (1,109 g, 3,60 mmol) w DMSO (4 mL). Reakcj¢ prowadzono w 25 °C przez 24
h. Po tym czasie mieszaning wlano do nadmiaru acetonu (400 mL), a z powstalej zawiesiny
wydzielono osad poprzez wirowanie. Osad, po wysuszeniu z acetonu, rozpuszczono w wodzie
(160 mL) i dializowano przez 3 dni wobec wody Milli-Q. Roztwor nastepnie liofilizowano
otrzymujac 1,495 g (49%) biatego proszku.

H NMR (400 MHz, D20) &: 1,34 (t, 3H), 2,33 (s, 6H, gr. koncowa), 2,91 (m, 2H, gr. koncowa),
3,07 (s, 6H, gr. koncowa), 3,20 (bs, 24H), 3,45 (m, 2H, gr. koncowa), 4,14-4,21 (m, 10H), 7,35-
7,46 (m, 3H), 7,67-7,77 (m, 4H); skt. pierw.: C, 41,54; H, 7,03; N, 6,55%); teoretyczny skt. dla
(C30H52BraN4O-4H20)n: C, 41,11; H, 6,90; N, 6,39%.

C4-T-m-T: wydajno$¢ syntezy 34%

'H NMR (400 MHz, D20) &: 0,83 (t, 3H), 1,36 (m, 2H), 1,68 (m, 2H) 2,22 (s, 6H, gr. koncowa),
2,90 (m, 2H, gr. koncowa), 3,06 (s, 6H, gr. koncowa), 3,20 (bs, 24H), 3,44 (m, 2H, gr.
koncowa), 4,08-4,20 (m, 10H), 7,35-7,45 (m, 3H), 7,68-7,76 (m, 4H); skt. pierw.: C, 41,89; H,
7,18; N, 6,33%; teoretyczny skt. dla (C32Hs6BraN4+O-4H20)n: C, 42,49; H, 7,13; N, 6,19%.

C8-T-m-T: wydajnos¢ syntezy 34%
IH NMR (400 MHz, D20) &: 0,74 (t, 3H), 1,14-1,33 (m, 12H), 1,65 (m, 2H) 2,32 (s, 6H, gr.
koncowa), 3,06 (m, 2H, gr. koncowa), 3,06 (s, 6H, gr. koncowa), 3,20 (bs, 24H), 3,50 (m, 2H,
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gr. koncowa), 4,09-4,20 (m, 10H), 7,37-7,44 (m, 3H), 7,68-7,76 (m, 4H); ski. pierw.: C, 43,79;
H, 7,51; N, 5,84%; teoretyczny skt. dla (CssHssBrsN+O-6H20)n: C, 43,38; H, 7,69; N, 5,62%.

C12-T-m-T: wydajnos¢ syntezy 68%

IH NMR (400 MHz, CD30D) §: 0,90 (t, 3H), 1,29-1,48 (m, 12H), 1,78 (m, 2H) 2,33 (s, 6H, gr.
koncowa), 2,88 (m, 2H, gr. koncowa), 3,20 (s, 6H, gr. koncowa), 3,41 (m, 24H), 3,58 (m, 2H,
gr. koncowa), 4,08 (bs, 2H), 4,42 (bs, 8H), 7,09-7,91 (m, 7H) ; skt. pierw.: C, 46,15; H, 7,69;
N, 5,09%; teoretyczny skt. dla (CaoH72BraN4+O-5H20)n: C, 46,43; H, 7,99; N, 5,41%.

Joneny serii Cn-D-p-D
Ponizej przedstawiono ogdlng procedurg syntezy jonenéw CO-D-p-D, C2-D-p-D, C4-D-p-D,
C8-D-p-D i C12-D-p-D na przyktadzie C2-D-p-D.

C2-D-p-D

Do roztworu 18 (1,932 g, 3,96 mmol) w DMSO (26 mL) z dodatkiem wody (2 mL) wkroplono
roztwor 15-C2 (1,109 g, 3,60 mmol) w DMSO (4 mL). Reakcj¢ prowadzono w 25 °C przez 24
h. Po tym czasie mieszaning wlano do nadmiaru acetonu (400 mL), a z powstalej zawiesiny
wydzielono osad poprzez wirowanie. Osad, po wysuszeniu z acetonu, rozpuszczono w wodzie
(160 mL) i dializowano przez 3 dni wobec wody Milli-Q. Roztwor nastepnie liofilizowano
otrzymujac 1,495 g (49%) biatego proszku.

'H NMR (400 MHz, D;0) §: 1,33 (t, 3H), 3,12 (m, 6H, gr. kohcowa), 3,44 (m, 6H, gr.
koncowa), 4,03 (m, 26H), 4,53 (s, 4H, gr. koncowa), 4,84 (m, 8H), 7,28 (s, 3H), 7,70 (m, 4H);
skt. pierw.: C, 40,37; H, 6,36; N, 6,57%); teoretyczny skt. dla (CaoH4BraN+O-5H20)n: C, 40,65;
H, 6,14; N, 6,32%.

CO-D-p-D: wydajnos¢ syntezy 30%

H NMR (400 MHz, D20) &: 3,12 (m, 6H, gr. koncowa), 3,44 (m, 6H, gr. koncowa), 4,02 (m,
26H), 4,53 (s, 4H, gr. koncowa), 4,84 (m, 8H), 7,28 (s, 3H), 7,64-7,73 (m, 8H); skt. pierw.: C,
38,13; H, 6,17; N, 6,42%); teoretyczny skt. dla (CssHssBraN4+O-7H20)n: C, 38,29; H, 6,20; N,
6,38%.

C4-D-p-D: wydajnos¢ syntezy 20%

H NMR (400 MHz, D20) §: 0,87 (t, 3H), 1,40 (m, 2H), 1,70 (m, 2H), 3,11 (m, 6H, gr.
koncowa), 3,44 (m, 6H, gr. koncowa), 4,02 (m, 26H), 4,52 (s, 4H, gr. koncowa), 4,84 (m, 8H),
7,28 (s, 3H), 7,70 (m, 4H); ski. pierw.: C, 42,06; H, 6,78; N, 6,39%; teoretyczny skt. dla
(C32H48BraN4O-5H20)n: C, 42,03; H, 6,39; N, 6,13%.
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C8-D-p-D: wydajnos¢ syntezy 60%

'H NMR (400 MHz, D;0) &: 0,89-1,74 (m, 15H), 3,13 (m, 6H, gr. koficowa), 3,43 (m, 6H, gr.
koncowa), 4,03 (bs, 26H), 4,79 (s, 4H, gr. koncowa), 4,79 (s, 8H), 7,29 (s, 3H), 7,76 (m, 4H);
skt. pierw.: C, 44,03; H, 7,09; N, 5,86%); teoretyczny skt. dla (CasHssBraN+O-6H20)n: C, 44,55;
H, 6,85; N, 5,77%.

C12-D-p-D: wydajnos¢ syntezy 53%

H NMR (400 MHz, D20) &: 0,83 (m, 3H), 1,22-1,37 (m, 18H), 1,70 (bs, 2H), 3,00 (m, 6H, gr.
koncowa), 3,36 (m, 6H, gr. koncowa), 4,00 (m, 26H), 4,92 (s, 4H, gr. koncowa), 4,87 (bs, 8H),
7,01-7,37 (m, 3H), 7,65-7,72 (m, 4H); skt. pierw.: C, 48,85; H, 7,82; N, 5,82%; teoretyczny skt.
dla (Ca0HesBraNsO-3H20)n: C, 48,50; H, 7,12; N, 5,66%.

Joneny serii Cn-D-m-D
Ponizej przedstawiono ogo6lna procedure syntezy jonenéw C0-D-m-D, C2-D-m-D, C4-D-m-D,
C8-D-m-D i C12-D-m-D na przyktadzie C2-D-m-D.

C2-D-m-D

Do roztworu 19 (1,934 ¢, 3,96 mmol) w DMSO (5,6 mL) z dodatkiem wody (0,48 mL)
wkroplono roztwor 15-C2 (1,109 g, 3,60 mmol) w DMSO (4 mL). Reakcj¢ prowadzono w 25
°C przez 24 h. Po tym czasie mieszaning wlano do nadmiaru acetonu (400 mL), a z powstalej
zawiesiny wydzielono osad poprzez wirowanie. Osad, po wysuszeniu z acetonu, rozpuszczono
w wodzie (160 mL) i dializowano przez 3 dni wobec wody Milli-Q. Roztwor nastgpnie
liofilizowano otrzymujac 1,418 g (47%) biatego proszku.

'H NMR (D20, 400 MHz): & 1,37 (t, 3H), 3,14 (m, 6H, gr. koacowa), 3,46 (m, 6H, gr.
koficowa), 4,10 (m, 26H), 4,56 (s, 4H, gr. koncowa), 4,87 (m, 8H), 7,31 (s, 3H), 7,77 (m, 4H);
skt. pierw.: C, 39,87; H, 6,41; N, 6,38%); teoretyczny skt. dla (CaoH4BrsN4O-6H20)a: C, 39,84;
H, 6,24; N, 6,19%.

C0-D-m-D: wydajnos¢ syntezy 32%

'H NMR (D0, 400 MHz): § 3,14 (m, 6H, gr. koncowa), 3,47 (m, 6H, gr. koncowa), 4,06 (m,
26H), 4,57 (s, 4H, gr. koncowa), 4,86 (m, 8H), 7,77 (m, 8H); skt. pierw.: C, 39,21; H, 6,25; N,
6,80%; teoretyczny skt. dla (C2sHa0BraN4-6H20)n: C, 39,09; H, 6,09; N, 6,51%.
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C4-D-m-D: wydajnos¢ syntezy 48%

'H NMR (D20, 400 MHz): & 0,89 (t, 3H), 1,43 (m, 2H), 1,74 (m, 2H), 3,14 (m, 6H, gr.
koncowa), 3,46 (m, 6H, gr. koncowa), 4,06 (m, 26H), 4,56 (s, 4H, gr. koncowa), 4,87 (m, 8H),
7,32 (s, 3H), 7,77 (m, 4H); ski. pierw.: C, 41,26; H, 6,42; N, 6,22%; teoretyczny skt. dla
(C32H18BrsaN4O-6H20)n: C, 41,22; H, 6,49; N, 6,01%.

C8-D-m-D: wydajnos¢ syntezy 66%

'H NMR (D0, 400 MHz): § 0,89-1,74 (m, 15H), 3,13 (m, 6H, gr. koncowa), 3,43 (m, 6H, gr.
koncowa), 4,03 (m, 26H), 4,79 (s, 4H, gr. koncowa), 4,79 (s, 8H), 7,29 (s, 3H), 7,76 (m, 4H);
skt. pierw.: C, 44,08; H, 7,06; N, 5,98%); teoretyczny skt. dla (CasHssBraN+O-6H20)n: C, 44,55;
H, 6,85; N, 5,77%.

C12-D-m-D: wydajnos$¢ syntezy 57%

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 8: 0,82 (m, 3H), 1,20-1,38 (m, 18H), 1,71 (bs, 2H), 3,00 (m,
6H, gr. koncowa), 3,34 (m, 6H, gr. koncowa), 4,01 (m, 26H), 4,91 (bs, 8H), 7,03-7,38 (m, 3H),
7,59-7,80 (m, 4H); skit. pierw.. C, 48,21; H, 7,45; N, 5,66%; teoretyczny ski. dla
(Ca0He64BraN4O-3H20)n: C, 48,50; H, 7,12; N, 5,66%.

Joneny serii Cn-D-PEG-D
Ponizej przedstawiono og6lng procedurg syntezy jonenow C0-D-PEG-D, C2-D-PEG-D, C4-D-
PEG-D, C8-D-PEG-D i C12-D-PEG-D na przyktadzie C2-D-PEG-D.

C2-D-PEG-D

Do roztworu 20 (672,0 mg, 1,04 mmol) w DMSO (0,7 mL) z dodatkiem wody (40 uL)
wkroplono roztwor 15-C2 (277,2 mg, 0,90 mmol) w DMSO (1 mL). Reakcj¢ prowadzono w
25 °C przez 24 h. Po tym czasie mieszaning wlano do nadmiaru acetonu (100 mL), a z powstatej
zawiesiny wydzielono osad poprzez wirowanie. Osad, po wysuszeniu z acetonu, rozpuszczono
w wodzie (40 mL) i dializowano przez 3 dni wobec wody Milli-Q. Roztwor nastgpnie
liofilizowano otrzymujac 376,1 mg (40%) biatego proszku.

'H NMR (D20, 400 MHz): & 1,35 (t, 3H), 3,12 (m, 6H, gr. koncowa), 3,29 (s, 3H), 3,45 (m,
6H, gr. koncowa), 3,54 (m, 2H), 3,60 (m, 2H), 3,65 (m, 2H), 3,71 (m, 2H), 3,88 (m, 2H), 4,05
(m, 26H), 4,25 (m, 2H) 4,50 (s, 2H, gr. koncowa), 4,79 (m, 8H), 7,29 (m, 3H), 7,33 (m, 3H);
skt. pierw.: C, 42,51; H, 6,91; N, 5,80%); teoretyczny skt. dla (C37HsgBraN4Os-5H20)n: C, 42,38;
H, 6,54; N, 5,34%.
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CO0-D-PEG-D: wydajnos¢ syntezy 56%

'H NMR (D20, 400 MHz): & 3,13 (m, 6H, gr. koncowa), 3,30 (s, 3H), 3,45 (m, 6H, gr.
koncowa), 3,55 (m, 2H), 3,62 (m, 2H), 3,66 (m, 2H), 3,72 (m, 2H), 3,89 (m, 2H), 4,05 (m,
26H), 4,26 (m, 2H), 4,51 (s, 2H, gr. koncowa), 4,86 (m, 8H), 7,34 (m, 3H), 7,75 (m, 4H); sk.
pierw.: C, 42,40; H, 6,25; N, 5,96%; teoretyczny skt. dla (CasHs4BraN4+O4-4H20)n: C, 42,61; H,
6,33; N, 5,68%.

C4-D-PEG-D: wydajnos¢ syntezy 42%

'H NMR (D20, 400 MHz): & 0,87 (t, 3H), 1,40 (m, 2H), 1,71 (m, 2H), 3,11 (m, 6H, gr.
koncowa), 3,28 (s, 3H), 3,43 (m, 6H, gr. koncowa), 3,53 (m, 2H), 3,59 (m, 2H), 3,64 (m, 2H),
3,69 (m, 2H), 3,86 (m, 2H), 4,03 (m, 26H), 4,23 (m, 2H), 4,50 (s, 2H, gr. koncowa), 4,79 (m,
8H), 7,28 (m, 3H), 7,31 (m, 3H); skt. pierw.: C, 43,53; H, 6,87; N, 5,52%; teoretyczny skt. dla
(Ca9He2BraN4Os-5H20)n: C, 43,51; H, 6,74; N, 5,20%.

C8-D-PEG-D: wydajno$¢ syntezy 28%

'H NMR (D20, 400 MHz): § 0,64 (t, 3H), 1,03 - 1,70 (m, 12H), 3,11 (m, 6H, gr. koficowa),
3,21 (s, 3H), 3,25 (m, 6H, gr. koncowa), 3,43 - 3,68 (m, 8H), 3,86 (m, 2H), 4,04 (m, 26H),
4,22 (m, 2H), 4,48 (s, 2H, gr. koncowa), 4,79 (m, 8H), 7,34 (m, 6H); skt. pierw.: C, 44,94; H,
7,23; N, 5,25%; teoretyczny skt. dla (C43H70BraN4Os-6H20)n: C, 44,88; H, 7,18; N, 4,87%.

C12-D-PEG-D: wydajnos¢ syntezy 30%

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): ze wzgledu na silne naktadanie si¢ sygnatow zrezygnowatem
z opisu, widmo zaprezentowatem w Zataczniku 2 jako Rysunek Z2.6; skt. pierw.: C, 48,51; H,
7,59; N, 5,10%; teoretyczny skt. dla (Cs7H7sBraN4Os-4H20)n: C, 48,21; H, 7,40; N, 4,79%.

p-T-p-T

Do roztworu TMEDA (0.805 g, 1.040 mL, 6.93 mmol) w MeOH (13 mL) wkroplono roztwor
15-C0 (1.663 mg, 6.30 mmol) w DMF (14 mL). Reakcje prowadzono w 25 °C przez 96 h. W
celu utrzymania homogeniczno$ci mieszaniny po 8 1 24 h dodano odpowiednio 14 i 35 mL
wody. Nastepnie mieszaning rozcienczono wodg (80 mL) i dializowano przez 3 dni wobec
wody Milli-Q. Roztwér nastgpnie liofilizowano otrzymujac 477 mg (20%) biatego osadu.

IH NMR (400 MHz, D20) §: 2,25 (s, 6H, gr. koncowa), 2,93 (m, 2H, gr. koncowa), 3,06 (s, 6H,
gr. koncowa), 3,20 (s, 24H), 3,46 (m, 2H, gr. koncowa), 4,20 (m, 8H), 4,57 (m, 2H, gr.
koncowa), 4,74 (m, 8H) 7,70 (m, 8H); skt. pierw.: C, 39,95; H, 7,08; N, 6,73%; teoretyczny
skt. dla (C2sHagBraN4-4H20)n: C, 40,40; H, 6,78; N, 6,73%.
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p-D-p-D

Do roztworu 18 (2,000 g, 4,10 mmol) w DMSO (46 mL) z dodatkiem wody (5 mL) wkroplono
roztwor a,a’-dibromo-p-ksylenu (0,983, 3,73 mmol) w DMSO (37 mL). Reakcje prowadzono
w 25 °C przez 24 h, po czym wlano ja do nadmiaru acetonu (800 mL) z dodatkiem heksanu
(400 mL) i odwirowano powstatg zawiesing. Nastepnie osad przemyto acetonem i Et20, po
czym wysuszono pod proéznig. W celu usunigcia pozostato§ci DMSO osad macerowano przy
pomocy MeOH (120 mL) przez 2 h. Po oddzieleniu fazy MeOH osad przemyto $wiezym
MeOH (2 x 50 mL) i wysuszono pod proznig. W celu ilosciowego usuni¢gcia MeOH osad
rozpuszczono w wodzie i liofilizowano otrzymuja 1,59 g (53%) biatego osadu.

'H NMR (400 MHz, D;0) §: 3,20 (t, 6H, gr. koncowa), 3,51 (t, 6H, gr. kohcowa), 4,06 (s, 24H),
4,58 (s, 2H, gr. koncowa), 4,86 (m, 8H), 7,73 (m, 8H); skt. pierw.: C, 41,34; H, 5,86; N, 7,11%;
teoretyczny skt. dla (C2sH40BraN4-4H20)n: C, 40,80; H, 5,87; N, 6,80%.

14. Badania nad kinetyka reakcji eliminacji Hofmanna soli

amoniowych
Kinetyka rozpadu soli 51 8

S615 (20,0 mg, 0,05 mmol) lub 8 (16,2 mg, 0,05 mmol) rozpuszczono w 0,6 M LiODaq (1 mL)
sporzadzonym w wodzie deuterowanej, po czym roztwor przeniesiono do probéwki NMR, w
atmosferze gazu obojetnego, probdwke inkubowano w 25 °C. W celu pomiaru widma *H NMR

probowke kazdorazowo wyciagana z fazni na czas pomiaru (ok. 15 min).

Kinetyka rozpadu soli 6
Sél 6 (30,3 mg, 0,05 mmol) rozpuszczono w 0,06 M LiODqq (1 mL) sporzadzonym w wodzie

deuterowanej. Kolejne czynnosci byty wykonane analogicznie do badan nad solami 51 8.

Kinetyka rozpadu soli 7

Do termostatowanego w 25 °C i dobrze mieszanego roztworu soli 7 (279,4 mg, 0,35 mmol) w
wodzie (3,5 mL) dodano, uprzednio podgrzany do 25°C, roztwér LiOH-H20 (17,6 mg, 0,42
mmol) w wodzie (3,5 mL). Z mieszaniny reakcyjnej, po zadanym okresie czasu, pobierano
probki (700 uL) i natychmiast wstrzykiwano je do 0,2 M HClg) (1 mL) w celu zatrzymania
reakcji. Otrzymane mieszaniny liofilizowano, a otrzymany osad rozpuszczano w wodzie

deuterowanej i rejestrowano widma *H NMR.

Kinetyka rozpadu soli 9
Do termostatowanego w 25 °C i dobrze mieszanego roztworu soli 9 (190,8 mg, 0,45 mmol) w
wodzie (4,5 mL) dodano, uprzednio podgrzany do 25 °C, roztwor LiOH-H20 (22,7 mg, 0,54
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mmol) w wodzie (4,5 mL). Pozostale czynnos$ci byly wykonane analogicznie do badan nad sola
1.

W celu zweryfikowania zasadnosci zastosowanej metody zatrzymywania reakcji, pobrano dwie
probki z reakcji eliminacji 7 po czasie odpowiadajacym 70% konwersji. Obie probki
wstrzyknigto do roztworu HClg), po czym jedng z nich natychmiast zliofilizowano, a druga
pozostawiono na 4 dni w temperaturze pokojowej przed liofilizacja. Zarejestrowane widma ‘H

NMR obu probek nie roznity si¢ znaczaco migdzy soba.

Kinetyka rozpadu wybranych soli w roztworze Na,CO3

Odpowiednig ilos¢ soli 7, 8 lub Me2-L-PEI (0,05 mmol) rozpuszczono w 0,1 M roztworze
Na>COs w wodzie deuterowanej, po czym otrzymang mieszaning przeniesiono w atmosferze
argonu do probowki NMR, probéwke inkubowano w 25 °C. W celu pomiaru widma *H NMR

probowke kazdorazowo wyciagana z fazni na czas pomiaru (ok. 15 min).

15. Badania nad wplywem jonenow na fluorescencje¢ kalceiny

Do kuwetki kwarcowej zawierajacej roztwor polimeru o pozadanym stezeniu w PBS (2 mL)
dodawano porcjami (2 pL) 80 mM roztwor kalceiny w PBS. Po kazdej porcji rejestrowano
emisj¢ fluorescencji dla dtugosci 515 nm po wzbudzeniu przez 490 nm. Otrzymane dane
wykorzystano do sporzadzenia krzywej kalibracji, wspotczynnik kierunkowy wyznaczono przy

pomocy regresji liniowej w programie Microsoft Excel 2016.

16. Badania na liposomach

16.1. Przygotowanie liposomow

Liposomy wypelnione PBS

Roztwér lipidow w chloroformie (200 pL) o stezeniu 25 mg/mL umieszczono w kolbie
okraglodennej 1 odparowano chloroform w strumieniu argonu. W celu usunigcia pozostalosci
rozpuszczalnika film lipidowy suszono w warunkach prozniowych (2 mbar) przez 30 min w
temperaturze pokojowej, po czym zamkni¢to w atmosferze argonu. Nastgpnie dodano PBS (1
mL) i cato$¢ intensywnie wytrzasano przez 30 min do calkowitego uwodnienia lipidow.
Otrzymana zawiesina zostata poddana ekstruzji 31 razy przy pomocy mini-ekstrudera (Avanti®

Mini-Extruder) wyposazonego w filtr 100 nm.

Liposomy wypelnione roztworem kalceiny
Przygotowano zawiesing LUV analogicznie do procedury przedstawionej powyzej dla

liposoméw wypetnionych PBS, z jedng r6znicg: do uwodnienia lipidow uzyto 40 mM roztworu
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kalceiny w 10 mM buforze fosforanowym pH 7,4. Nastepnie w celu usuni¢cia nadmiarowe;j
kalceiny zawiesing LUV przepuszczono przez kolumng chromatograficzng wypeltniona
Sephadex G-50, jako fazg ruchoma zastosowano PBS. Calg frakcje zawierajaca lipidy
rozcienczono do koncowego stezenia 220 pg/mL (ok. 290 uM) i tak otrzymang zawiesing,
nazywang dalej roztworem wyjsciowym LUV z kalceing, przechowywano w loddéwce i

wykorzystano w ciggu 48 h.

W celu potwierdzenia iloSciowego charakteru oczyszczania liposomow przy pomocy
chromatografii kolumnowej oznaczono stezenie PC w otrzymanej zawiesinie wyjsciowej LUV
z kalceing ztozonych z POPC przy pomocy komercyjnego kitu stuzacego do oznaczania
fosfatydylocholiny (Phosphatidylcholine Assay Kit, Sigma-Aldrich). Wyniki analizy
wykazaty, ze st¢zenie lipidow wynosi 276 + 13 uM, co zadowalajaco odpowiada teoretycznemu

stezeniu 290 uM.

Liposomy barwione czerwienig Nilu

Przygotowano zawiesing LUVS analogicznie do procedury przedstawionej dla liposomow
wypetlionych PBS, z jedng rdéznica: do chloroformowego roztworu lipidéw (200 uL; 25
mg/mL) dodano acetonowy roztwor czerwieni Nilu (4 pL; 2,5 mg/mL) przed odparowanie

rozpuszczalnikow.

16.2. Badania na LUV

Badania z wykorzystaniem DLS

Przygotowano seri¢ kolejnych 2-krotnych rozcienczen polimerow w PBS w zakresie stezen od
0,16 pg/mL do 40 pg/mL (po 1 mL). Nastgpnie dodano zawiesing LUV wypelionych PBS
osiggajac koncowe stgzenie lipidow 7,6 ng/mL (ok 10 uM), w taki sposob, aby kazda z probek
byta inkubowana przed pomiarem przez 2 h w 25 °C. Po inkubacji zmierzono S$rednice
dynamiczng oraz zeta-potencjat otrzymanych czastek. Zawiesing LUVS inkubowang w samym
PBS wykorzystano jako kontrolg negatywng. Do badan wykorzystano aparat Zetasizer Nano
(Malvern Instruments UK). Wielko$¢ czasteczek (po intensywnosci rozpraszania Swiatta) oraz
zeta-potencjat obliczono przy pomocy oprogramowania dostarczonego przed producenta
aparatu. Detektor znajdowat si¢ pod katem 173°. Zeta-potencjal obliczono na podstawie

mobilnosci elektroforetycznej stosujgc rownanie Smoluchowskiego.

Uwalnianie kalceiny z liposomow
Roztwor wyjsciowy LUV z kalceing rozcienczono w kuwetce kwarcowej, zaopatrzonej w

magnetyczny element mieszajacy, w PBS do stezenia lipidow 7,6 pg/mL (ok 10 pM). Kuwetke
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umieszczono nastepnie w termostatowanej przystawce do spektrofluorymetru (FP-8500, Jasco)
1 roztwor mieszano przez 60 s w 25 °C. Po tym czasie dodano roztwor polimeru w PBS
osiagajac odpowiednie st¢zenie koncowe i dalej monitorowano fluorescencje przez 15 min
ciggle mieszajgc. Mierzono emisje dla dlugosci 515 nm przy wzbudzeniu 490 nm. Kontrolg
pozytywna, wywotujaca uwolnienie catej kalceiny (100%) byt 1% roztwor Triton-X100 (60
ul), natomiast za kontrolg negatywna postuzyta inkubacji LUV w samym PBS (0%). Kontrole
rejestrowano dla kazdej szarszy liposomow. Procent wyptywu kalceiny pod wpltywem

badanych zwigzkéw obliczano przy pomocy ponizszego rOwnania:

,(®) - A = I (®)

-100%
ke — Ik ®

Wyptyw kalceiny (t) =

gdzie:

I, (t) —intensywnos$¢ fluorescencji po inkubacji z polimerem po czasie t,

Ix(-)(t) — intensywnos¢ fluorescencji po inkubacji z samym PBS po czasie t (kontrola
negatywna; 0%wyplywu),

I(+) — intensywno$¢ fluorescencji po dodaniu Triton-X100 do koncowego stgzenia 0.03% v/v
(kontrola pozytywna; 100% wyptywu),

A - wspotczynnik wygaszenia Kalceiny przez zastosowany polimer (Tabela 10, Podpunkt
10.2.1.2))

Ponizej przedstawiono przyktadowe przeksztalcenie surowych wynikow (intensywnos¢

fluorescencji) przy pomocy powyzszego rOwnania:
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Obserwacja mikroskopowa LUV barwionych czerwienig Nilu

Do zawiesiny LUV barwionych czerwienig nilu dodano roztwor odpowiedniego polimeru, aby
otrzyma¢ koncowe stezenie lipidow 625 pg/mL oraz polimeru 105 pg/mL lub 420 ug/mL, po
czym otrzymang mieszaning inkubowano przez 20 min w 25 °C. Nastepnie, naniesiono ja ha
szkietko mikroskopowe i obserwowano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego BX53
(Olympus) z olejkiem imersyjnym stosujac obiektyw o powigkszeniu 100x (Olympus). Zdjecia
wykonano przy pomocy kamery DP74 (Olympus).

17. Badania biologiczne
17.1. Oznaczenia MIC, MBC, MFC i kinetyki zabijania

Minimalne steZenie hamujgce wzrost (MIC)

Do pozywki wzrostowej (5 mL; MHB lub SAB) dodano pojedyncza koloni¢ bakterii lub
drozdzy, po czym catos¢ inkubowano w 37 °C przez noc, wytrzasajac z szybkosciag 240 rpm
(Lab Companion SI-600R, Ramsey, MN, USA). Nast¢pnie hodowle nocng rozcieniczono w
odpowiedniej pozywce do 10° CFU/mL w przypadku bakterii, oraz do 10° CFU/mL w
przypadku drozdzakéw, i tak przygotowane zawiesiny mikroorganizméow uzyto do badan.
Roztwory polimerdéw o stezeniu 5120 pg/mL w wodzie Milli-Q rozcienczono odpowiednig
pozywka wzrostowa do stezenia 1024 pg/mL i tak przygotowane roztwory wykorzystano do
przygotowania serii dwukrotnych rozcienczen na ptytce 96-dotkowej w odpowiedniej pozywce
(od 512 pg/mL do 2 pg/mL; po 100 mL w kazdym dotku). Nastepnie do kazdego dotka dodano
100 mL zawiesiny odpowiednich mikroorganizméw. Pozywka bez inokulum postuzyta jako
kontrola negatywna, natomiast pozywka z inokulum jako kontrola pozytywna wzrostu bakterii.
Dla kazdego st¢zenia polimeru wykonano cztery powtorzenia. Ptytke nastgpnie inkubowano
przez 20 h w 37°C. Po tym czasie zmierzono absorbancje¢ przy dtugosci fali 600 nm (ODeoo)
uzywajac czytnika ptytek wielodotkowych Synergy™ H4 Hybrid Microplate Reader (Biotech
Winooski, VT, USA). Oznaczona wartos¢ MIC jest najnizszym badanym st¢zeniem, dla

ktérego nie odnotowano wzrostu bakterii.

Minimalne stezenie bakterio i grzybobdjcze w poZywce (MBCmng | MFCsag)

Przygotowano hodowle nocng zgodnie z procedurg stosowang do wyznaczania MIC, ktorg
nastgpnie rozcienczono 100-krotnie $wieza pozywka wzrostowa i inkubowano w 37 °C
wytrzasajac (240 rpm) do czasu, az ODeoo osiagneto warto$¢ 0,6. Tak otrzymang zawiesing
mikroorganizméw w wyktadniczej fazie wzrostu ponownie rozcienczono 100-krotnie Swiezg

pozywka do 10° CFU/mL, po czym inkubowano z roztworami polimeréw o odpowiednim
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stezeniu, przygotowanymi analogicznie z procedurg MIC. Po 2 h inkubacji w 37 °C wykonano
seri¢ 10-krotnych rozcienczen w PBS na ptytce 96-dotkowej. Pozywka wzrostowa z inokulum
postuzyta jako kontrola pozytywna wzrostu mikroorganizméow. Dla kazdego stezenia polimeru
wykonano cztery powtdrzenia. Nastepnie naniesiono na szalki z agarowg pozywka wzrostowa
po 10 uL, w przypadku bakterii, lub 5 uL, w przypadku drozdzy, kazdego z rozcienczen. Szalki
inkubowano w 37 °C przez 20 h, po czym policzono liczbe powstatych kolonii. Oznaczone
wartosci MBCmue | MFCsag sg najnizszymi badanymi st¢zeniami, dla ktorych zywotnosé

mikroorganizméw byta nizsza niz 0,1% zywotnos$ci kontroli pozytywne;.

Minimalne stezenie bakterio i grzybobojcze w PBS (MBCrgs | MFCppgs)

Badania w PBS przeprowadzono analogicznie do powyzszych oznaczen w pozywkach
wzrostowych, z wyjatkiem dwoch roéznic: zawiesing mikroorganizmow w wyktadniczej fazie
wzrostu (1,5 mL) odwirowano, po czym wyizolowane komorki przemyto PBS (2 x 1,5 mL),
zawieszono w PBS (1,5 mL) i rozcienczono 100-krotnie w PBS do 10° CFU/mL; roztwory

polimeréw rozcienczono w PBS zamiast w pozywkach wzrostowych.

Kinetyka zabijania bakterii

Zawiesing bakterii w wyktadniczej fazie wzrostu (180 pL), otrzymang zgodnie z przedstawiong
powyzej procedurg oznaczania MBCwmng, dodano do roztworéw polimerow (20 uL) w wodzie
Milli-Q o stezeniach 10, 20 i 40 x MIC, otrzymujac koncowe stezenia odpowiednio 1, 2 i 4 x
MIC. Dla kazdego stgzenia polimeru wykonano cztery powtdrzenia. Pozywka wzrostowa z
inokulum postuzyta jako kontrola pozytywna przezywalno$ci mikroorganizméw. Tak
otrzymang ptytke 96-dotkowa inkubowano w 37 °C. Po uptywie 5, 10, 20, 40, 60 1 120 min
pobierano z kazdego dotka probke (20 pL) 1 wykonywano seri¢ 10-krotnych rozcienczen w
PBS. Nastepnie naniesiono na szalki z agarowa pozywka wzrostowa po 10 pL kazdego z

rozcienczen i inkubowano je w 37 °C przez 20 h, po czym policzono liczbe powstatych kolonii.
MIC wobec izolowanych szczepow klinicznych, w tym prgtkow gruZlicy

Badania te zostaty w catosci wykonane w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb

Pluc w Warszawie po dostarczeniu materiatu do badan w postaci state;j.
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17.2. Badania nad cytotoksycznoScia
Witasciwosci hemolityczne (badania wykonane przez mgr inz. Aleksandre Kuzminskq oraz dr
inz. llone Lojszczyk w Laboratorium InzZynierii Biomedycznej na Wydziale IChiP PW po

dostarczeniu roztworow jonendéw o odpowiednich stezeniach)

Swieza probke krwi pozyskano z Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w
Warszawie. Odwirowano eryrocyty (700 g, 10 min), a nastepnie przemyto zimnym PBS i
odwirowano trzykrotnie (700 g, 10 min). Po ostatnim wirowaniu erytrocyty zawieszono w
10-krotnie wigkszej objetosci PBS. Tak otrzymang zawiesing (0.5 mL) dodano do roztwordéw
polimeréw w PBS (0.5 mL) 1 mieszaniny inkubowano przez 1 h w 37 °C. Nastepni komorki
odwirowano (700 g, 10 min) i zmierzono absorbancje supernatantow przy dtugosci fali 540 nm.
Pomiary dla supernatantéw po inkubacji erytrocytow z samym PBS i z 0.2% Triton X-100
postuzyty za odpowiednio kontrolg negatywng (0%) i pozytywna (100%).

Badania na mysich fibroblastach (badania wykonane wspdlnie z mgr inz. Rafatem Podgodrskim

W Laboratorium InZynierii Biomedycznej na Wydziale IChiP PW)

Komorki mysich fibroblastow linii L929 byly hodowane w butelce do hodowli komérkowych
0 powierzchni 75 cm? w 37 °C w atmosferze 5% CO2. Roztwory polimeréw o stezeniu 2,5
mg/mL w DMEM poddano sterylizacji poprzez filtracje przez filtr membranowy 0,22 pm
wykonany z polisulfonu (PES). Do badan z dodatkiem FBS do sterylnego roztworu dodano
FBS do stezenia koncowego 10% v/v. Docelowe stezenia polimeréw uzyskano poprzez
rozcienczenie sterylnych roztworow przy pomocy DMEM lub DMEM z dodatkiem 10% v/v
FBS. Przed wykonaniem pomiarow, w plytce 96-dotkowej umieszczono zawiesing komorek
(100 pL na dotek; 10° komoérek/mL) i inkubowano ja w 37°C pod atmosfera zawierajaca 5%
CO2 przez 24 h. Nastgpnie usuni¢to pozywke i1 zastgpiono ja roztworami polimeréw o
docelowych stezeniach, po czym ptytke inkubowano przez kolejne 24 h w tych samych
warunkach. Usunigto roztwory polimeréw, komoérki przemyto dwukrotnie $wiezym PBS (2 x
100 pL), dodano DMEM (100 pL; bez czerwieni fenolowej) oraz roztwor XTT (50 pL; The
Cell Proliferation Kit II, Roche), a nastepnie ptytke inkubowano przez 4 h. Po tym czasie
przeniesiono roztwory znad komorek (100 pL) do nowej ptytki 96-dotkowej i wykonano
pomiar absorbancji dla 475 nm. Jako kontrolg pozytywna usmiercenia komorek zastosowano

roztwor 0,2% Triton X-100, natomiast za kontrole negatywng postuzyta inkubacja z sama
pozywka.
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Otrzymane $rednie warto$ci dopasowano numerycznie do rownania Hill’a (Podrozdziat 4,
réwnanie (1)), opisujacego zalezno$¢ dawka-odpowiedz, wykorzystujac skrypt napisany w
programie MATLAB R2017b umozliwiajacy dobranie odpowiednich wspotczynnikoéw dla jak
najmniejszej sumy biedéw. Raportowane wartosci ICso sg uzyskanym wspoétczynnikiem
dopasowanego rdéwnania. Ponizej przedstawiono przyktadowe dopasowanie danych

eksperymentalnych do znalezionych zalezno$ci:

100% T + co-p-pEG
~
‘8 80% + C2-D-PEG
ﬁ L X C4-D-PEG
S 60% +
w L
-
2 40% 1
j=] L
O 20% + . ji

0% 4 L i..;&..}i ;1i- .-I-.; 4 L Ly
| 10 100 1000

Stezenie (ug/mL)

17.3. Badania nad mechanizmem dzialania

Depolaryzacja blony komorkowej S. aureus

Zawiesing bakterii S. aureus w wykladniczej fazie wzrostu (5 mL), otrzymang zgodnie z
przedstawiong powyzej procedurg oznaczania MBCwmng, 0dwirowano, po czym wyizolowane
komorki przemyto PBS (2 x 5 mL), zawieszono w PBS (5 mL), i rozcienczono przy pomocy
PBS do ODeg = 0,05. Tak otrzymang zawiesing (2 mL) inkubowano w 37°C w kuwetce
kwarcowej zaopatrzonej w magnetyczny element mieszajacy przez 1 min, po czym dodano 100
uM roztworu DiSC3(5) w DMSO (10 pL). Po kolejnych 10 minutach inkubacji dodano roztwor
odpowiedniego polimeru w PBS osiggajac koncowe stezenie 1 pg/mL. Przez caty okres trwania
procesu kuwetke inkubowano w 37°C mieszajac mieszadtem magnetycznym, monitorowano

emisje¢ 670 nm dla wzbudzeniu 622 nm przy pomocy spektrofluorymetru FP-8500 (Jasco).

Badania z wykorzystaniem FITC-dekstranu

Hodowle nocna E. coli, przygotowano zgodnie z procedura oznaczen MIC uzywajac 50 mL
MHB. Nastepnie odwirowano komorki, przemyto je PBS (2 x 50 mL) 1 zawieszono w PBS (50
mL). Nastgpnie zawiesing podzielono na porcje po 8 mL, do ktérych dodano roztwory FITC-
dekstranu 40 kDa lub 150 kDa i odpowiednich polimerow osiagajac koncowe stezenie
odpowiednio 500 pg/mL and 16 pg/mL. Komoérki traktowane samym FITC-dekstranem
postuzyty jako kontrola negatywna. Zawiesiny nastepnie wytrzasano (240 rpm) w 37°C przez
2 h i odwirowano. Komorki przemyto PBS (2 x 8 mL) i zawieszono w PBS (4 mL). Tak

przygotowane probki byly analizowane przy uzyciu laserowego skaningowego mikroskopu
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konfokalnego LSM 880 (Zeiss) stosujac obiektyw Plan-Apochromart o powigkszeniu 63x z
olejkiem immersyjnym. Fluorescencj¢ FITC-dekstranu obserwowano dla wzbudzenia
promieniowaniem 488 nm, mierzono emisj¢ w zakresie 493 - 624 nm. Dla kazdego

wykonanego zdjecia zastosowano takie same ustawienia obrazu.

Pomiar zeta-potencjatu E. coli

Hodowle nocng E. coli, przygotowang zgodnie z procedurg oznaczen MIC, odwirowano (5
mL), po czym komorki przemyto PBS (2 x 5 mL) 1 zawieszono w PBS (5 mL). Nastepnie tak
przygotowang zawiesing dodano do roztworow polimeréw osiggajac docelowe stezenie
zwigzku oraz ODeoo = 0,06. Kazda probke inkubowano przez 1 h w 25 °C przed pomiarem
DLS. Zeta-potencjal mierzony byl przy pomocy aparatu DLS Zetasizer Nano (Malvern
Instruments). Warto$¢ zeta-potencjatu obliczono na podstawie mobilnosci elektroforetyczne;j
stosujac rownanie Smoluchowskiego przy pomocy oprogramowania dostarczonego wraz z

aparatem DLS.
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Artykuly wlasne i samodzielnos¢ pracy

Artykuly wlaczone w rozprawe doktorskag

Ponizej zamie$citem listg¢ moich artykutow zawierajacych wyniki badan przedstawionych
w niniejszym rozprawy doktorskiej. Artykuty podzielitem na opublikowane, w trakcie recenzji

oraz w przygotowaniu.

Opublikowane
1. Kopiasz, R. J., Szczepanczyk, M., Janczewski, D. “Unusual enhancement of degradation

rate induced by polymer chain elongation in quaternized polyethyleneimine derivatives”.

Reactive and Functional Polymers, 2019, 137, str. 96-103.

Artykul zawiera opis badan nad szybkoscia reakcji eliminacji Hofmanna czwartorzgdowych
soli amoniowych o r6znej ilo$ci grup amoniowych oraz sztywnosci, wraz z dyskusja wynikow,

ktore opisatem w Punkcie 8.1.

2. Kopiasz, R. J., Tomaszewski, W., Kuzminska, A., Chreptowicz, K., Mierzejewska, J., Ciach,
T., Janczewski, D. “Hydrophilic Quaternary Ammonium Ionenes—Is There an Influence of
Backbone Flexibility and Topology on Antibacterial Properties?”. Macromolecular
Bioscience, 2020, 20(7), str. 2000063.

Artykut zawiera opis badan nad syntezg jonenéw CO-T-m-T, CO-D-m-D, p-T-p-T i p-D-p-D,
oraz charakterystyke produktéw koncowych. Zawarte sg w nim rowniez wyniki oznaczenh MIC
oraz wlasciwo$ci hemolitycznych tych polimerdow, a takze wstepna dyskusja wynikow pod

katem wptywu izomerii 1 sztywnosci fancucha glownego.

3. Kopiasz, R. J., Rukasz, A., Chreptowicz, K., Podgorski, R., Kuzminska, A., Mierzejewska,
J., Tomaszewski, W., Ciach, T., Janczewski, D. “Influence of lipid bilayer composition on
the activity of antimicrobial quaternary ammonium ionenes, the interplay of intrinsic lipid
curvature and polymer hydrophobicity, the role of cardiolipin”. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2021, 207, str. 112016.

Artykut zawiera opis syntezy jonenow Cn-T-p-T wraz z charakterystyka produktow
koncowych. Zawarte s3 w nim wyniki oznaczen mikrobiologicznych (MIC, MBC, MFC),
wlasciwosci hemolitycznych oraz cytotoksyczno$¢ tych polimeréw. Artykut obejmuje takze
wyniki badan z wykorzystaniem barwnikow FITC-dekstran i DiSC3(5), badania zeta-potencjatu

komorek E. coli oraz szerokie badania na liposomach przeprowadzone dla serii Cn-T-p-T.
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Opublikowane zostaly w nim hipotezy dotyczace oddzialtywania jonendéw z CL oraz

uszczelniania liposoméw zawierajacych PE przez hydrofobowe joneny.

W recenzji
4. Kopiasz, R. J., Kulbacka, N., Drezek, K., Podgorski, R., Lojszczyk, 1., Mierzejewska, J.,
Tomaszewski, W., Ciach, T., Janczewski, D. “Incorporation of PEG subunits substantially

reduces cytotoxicity of antibacterial ionenes.” Biomacromolecules, 2021

Artykul zawiera opis badan nad synteza jonenow z serii Cn-D-m-D i Cn-D-PEG-D oraz
charakterystyke produktow koncowych. Zawarte s3 w nim réwniez wyniki oznaczen MIC,
kinetyki zabijania S. aureus, wtasciwosci hemolitycznych oraz 1Csg tych polimerow. Obejmuje

on takze badania na liposomach dotyczace wptywy grupy oPEG na aktywnos$¢ jonendw.

W przygotowaniu

5. Kopiasz, R. J., Zabost, A., Myszka, M., Kuzminska, A., Drezek, K., Mierzejewska, J.,
Tomaszewski, W., Augustynowicz-Kope¢, E., Ciach, T., Janczewski, D. “A main-chain
flexibility and overall hydrophobicity of ionenes strongly impact their antimicrobial activity;

studies on drug resistance strains and Mycobacterium species.”

Artykul zawiera¢ bedzie opis syntezy jonendow z serii Cn-D-p-D i Cn-T-m-T oraz
charakterystyke produktow koncowych. Dane te, wraz z danymi dla pozostatych jonenow, beda
stanowi¢ podstawe dyskusji wplywu sztywnosci oraz izomerii tancucha gtéwnego na CAC i
zeta-potencjat jonenow. Zawarte w nim bedg rowniez wyniki oznaczen MIC, kinetyki zabijania
1 badan nad wlasciwosciami hemolitycznym, ktére to dane, zestawione z danymi dla
pozostatych jonendéw, beda podstawa dyskusji wptywu sztywnoS$ci 1 izomerii na aktywno$¢
biologiczng tych zwigzkow. Artykut bedzie obejmowat takze dyskusje wynikoéw oznaczen MIC
wobec szczepoéw klinicznych oraz wynikow badan nad depolaryzacja btony komodrkowe;j S.

aureus i badan na liposomach z kalceing obrazujacych wptyw sztywnos$ci na aktywnos¢.

Artykul nie wlaczony w rozprawe doktorska
Opublikowany artykut mojego autorstwa nie wigczony w rozprawe doktorska ze wzgledu na

nie w pelni pasujgca tematyke do mojego gtdéwnego nurtu badawczego:

6. Kopiasz, R. J., Kozon, D., Pachla, J., Skorka, L., Janczewski, D. “Controlled post-
polymerization modification through modulation of repeating unit reactivity: Proof of

concept discussed using linear polyethylenimine example”. Polymer, 2021, 217, str. 123452.
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Samodzielnos¢ pracy

Znaczaca wickszo$¢ wynikoéw, ktore przedstawitem w mojej rozprawie doktorskiej,
zostala uzyskana przeze mnie lub studentow wykonujacych prace dyplomowe pod moim
nadzorem. W celu uniknigcia nieporozumien chciatbym podkresli¢, ktore z wynikéw zostaly
uzyskane przez innych badaczy po dostarczeniu im probek moich zwigzkéw. Analiza

wszystkich otrzymanych wynikow zostala przeprowadzona przeze mnie.

Oznaczenia aktywnoSci przeciwbakteryjnej przeciwko szczepom klinicznym, opisane w
podrozdziale 9.1.2., zostaly wykonane przez dr Ann¢ Zabost w Instytucie Gruzlicy i Chordob

Pluc w Warszawie po dostarczeniu probek w postaci state;.

Ocena biokompatybilnosci, przedstawiona w podrozdziale 9.2., zostata wykonana w
Zakladzie Biotechnologii 1 Inzynierii Bioprocesowej, Wydziatu Inzynierii Chemicznej 1
Procesowej PW. Badania nad wtasciwosciami hemolitycznymi zostaty przeprowadzone przez
mgr. inz. Aleksandr¢ Kuzminska oraz dr inz. Ilone Lojszczyk po dostarczeniu roztworow
jonendw o odpowiednich stezeniach w PBS. Oznaczenia wlasciwosci cytotoksycznych zostaty
natomiast wykonane we wspoélpracy z mgr inz. Rafatem Podgorskim, ktory przygotowat
komorki do oznaczen oraz przeprowadzit wlasciwe oznaczenia z wykorzystaniem XTT po
inkubacji z badanymi zwigzkami. Natomiast wspodlnie przygotowalis§my roztwory w DMEM z

FBS w odpowiednich st¢zeniach i nanie§lismy na ptytki z komérkami.

Obserwacje z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu konfokalnego, opisanych w
punkcie 10.1.2., zostaly wykonane w Zaktadzie Biotechnologii i Inzynierii Bioprocesowe;j,
Wydzialu Inzynierii Chemicznej 1 Procesowej PW we wspolpracy z mgr inz. Rafalem

Podgorskim.

Oznaczenia z wykorzystaniem SEC zostaly wykonane przez dr hab., prof. PW
Waldemara Tomaszewskiego z Zakladu Materiatbw Wysokoenergetycznych Wydzialu

Chemicznego PW po dostarczeniu eluentu oraz odpowiednich roztworow jonenow.

Badania mikrobiologiczne, przeprowadzone na mikroorganizmach z ATCC, zostaty
wykonane przeze mnie w Sciste] wspotpracy z dr hab., prof. PW Jolantg Mierzejewska oraz dr
inz. Karoling Chreptowicz z Katedry Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykow

Wydziatu Chemicznego PW.
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Zalacznik 1. Widma 'H NMR wykorzystane w badaniach nad Kkinetyka
eliminacji Hofmanna

Wybrane elementy z informacji uzupelniajacej (Supporting Information) do
opublikowanego artykulu wlasnego:

Kopiasz, R. J., Szczepanczyk, M., Janczewski, D, “Unusual enhancement of degradation rate
induced by polymer chain elongation in quaternized polyethyleneimine derivatives”, Reactive
and Functional Polymers, 2019, 137, str. 96-103.
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Rysunek Z1.1. Widmo *H NMR (D0, 400 MHz) surowej mieszaniny reakcyjnej soli amoniowej 5 z
LiOD w ktorej osiagnigto 40% konwersji.
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Rysunek Z1.2. Widmo *H NMR (D0, 400 MHz) surowej mieszaniny reakcyjnej soli amoniowej 6 z
LiOD w ktorej osiggnieto 40% konwersji.
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Rysunek Z1.3. Widmo *H NMR (D-0, 400 MHz) surowej mieszaniny reakcyjnej soli amoniowej 7 z
LiOD w ktorej osiggnicto >98% konwersji.
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Rysunek Z1.4. Widmo *H NMR (D0, 400 MHz) surowej mieszaniny reakcyjnej soli amoniowej 8 z
LiOD, w ktorej osiagnieto 46% konwersji.
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Rysunek Z1.5. Widmo *H NMR (D0, 400 MHz) surowej mieszaniny reakcyjnej soli amoniowej 9 z
LiOD, w ktorej osiagnieto 98% konwersji.
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Rysunek Z1.6. Zestawienie widm *H NMR z eliminacji Hofmanna soli 5 w LiOD o stezeniu 0,6 mol/L

po réznym czasie.
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Rysunek Z1.7. Zestawienie widm *H NMR z eliminacji Hofmanna soli 6 w LiOD o stezeniu 0,06
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Rysunek Z1.12. Dopasowanie danych eksperymentalnych z reakcji eliminacji Hofmanna w 25 °C soli
5 do modelu reakcji kinetyki drugiego rzedu.
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Rysunek Z1.13. Dopasowanie danych eksperymentalnych z reakcji eliminacji Hofmanna w 25 °C soli
6 do modelu reakcji kinetyki drugiego rzg¢du.
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Rysunek Z1.14. Dopasowanie danych eksperymentalnych z reakcji eliminacji Hofmanna w 25 °C soli

7 do modelu reakcji kinetyki drugiego rzgdu.
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Rysunek Z1.15. Dopasowanie danych eksperymentalnych z reakcji eliminacji Hofmanna w 25 °C soli

8 do modelu reakcji kinetyki drugiego rzg¢du.
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Zalacznik 2. Reprezentatywne widma *H NMR otrzymanych jonenéw.
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Rysunek Z2.2. Widmo *H NMR (400 MHz, D20) jonenu C2-T-m-T.
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Rysunek Z2.4. Widmo *H NMR (400 MHz, D20) jonenu C2-D-m-D.
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Rysunek Z2.5. Widmo *H NMR (400 MHz, D20) jonenu C2-D-PEG-D.
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Zalacznik 3. Przyklad surowych danych DLS dotyczacych oddzialywania

jonenow z LUVs
(Supporting Information) do

informacji uzupelniajacej

Wybrane elementy z

opublikowanego artykulu wlasnego:
Kopiasz, R. J., Rukasz, A., Chreptowicz, K., Podgorski, R., Kuzminska, A., Mierzejewska, J.,

Tomaszewski, W., Ciach, T., Janczewski, D, “Influence of lipid bilayer composition on the
activity of antimicrobial quaternary ammonium ionenes, the interplay of intrinsic lipid
curvature and polymer hydrophobicity, the role of cardiolipin”, Colloids and Surfaces B:

Biointerfaces, 2021, 207, str. 112016
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Rysunek Z3.1. Dystrybucja rozmiaru LUVs z EcLE po inkubacji z (a) CO-T-p-T, (b) C8-T-p-T lub (c)
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