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Merytoryczne ujecie przedmiotowych osiagnieé
w cyklu publikacji pt. ,,Fizykochemiczne badania wybranych makromolekularnych
nosnikow lekow przeciwnowotworowych”

Wstep

Leki przeciwnowotworowe (cytostatyki, leki cytostatyczne) to grupa aktywnych
biologicznie zwigzkow uzywanych w chemioterapii nowotwordéw, dzialajacych toksycznie na
ulegajace szybkim podzialom komorki nowotworowe. Cytostatyki zaburzajg cykl komérkowy
1 powodujg $mier¢ komodrki lub zahamowanie jej rozwoju i1 podziatléw. Niestety leki te
uszkadzajg takze szybko dzielgce sig¢, prawidtowe komorki pacjenta, stad wystepuja czgste
skutki uboczne, takie jak: anemia, nudno$ci i wymioty oraz tysienie. Jedna ze strategii
obnizania  toksyczno$ci  lekéw  przeciwnowotworowych  jest = zwigzanie  ich
w supramolekularny kompleks z makroczasteczka nano-przenosnika. Powolne uwalnianie
czasteczek leku z kompleksu powoduje wydluzenie czasu jego krazenia w ustroju, co
przedtuza czas jego dziatania i pozwala podawaé¢ lek w wiekszych odstgpach czasu.
Makroczasteczka gospodarza ponadto czgsciowo ostania zwigzany lek, ochraniajgc go przed
degradujacym wptywem $rodowiska zewnetrznego. Makroczasteczki no$nikow moga byc
dodatkowo modyfikowane chemicznie przez podstawienie specyficznymi grupami
funkcyjnymi, ktore czynnie nakierowuja (ang. active targeting) no$nik i tym samym zwigzany
z nim ligand—lek do miejsca jego docelowego dzialania — zmienionej nowotworowo tkanki.
O powinowactwie nano-nosnika do czasteczki leku wcigz jednak czesto decyduja
oddziatywania leku z wngka makroczasteczki, co pozwala na wykorzystanie podstawowych
(niemodyfikowanych  powierzchniowo) makromolekut jako modeli pozwalajacych
wnioskowac o oddzialywaniach w bardziej ztozonych uktadach.

Funkcje nosnikow (supramolekularnych gospodarzy) mniejszych czgsteczek ligandow
(supramolekularnych gosci) moga petni¢ makromolekuty o roznej strukturze, w tym silnie
rozgatezione makroczasteczki dendrymerow zdolne transportowaé wiele czasteczek liganda
oraz szeroka grupa zwigzkow makrocyklicznych, miedzy innymi kukurbiturile, w ktorych



wnekach mozna zamykaé (inkludowac) i stabilizowa¢ ligandy lub ich grupy funkcyjne.
Charakter wneki makrocyklu (rozmiar, rozklad tadunkéw czastkowych 1 charakter
hydrofilowo-hydrofobowy) determinuje powinowactwo makrocyklu do konkretnych grup
czasteczek ligandow o komplementarnym charakterze i rozmiarze. Wybrane przeze mnie do
badan, oprécz dendrymerow, makrocykle kukurbiturili, posiadaja wngki o wejsciach
zbudowanych ze spolaryzowanych ujemnie grup karbonylowych. Taka budowa kukurbiturili
powoduje, ze zwigzkKi te silnie wigzg czgsteczki gosci, ktore oprocz komplementarnego do
wneki rozmiaru zawieraja w swej strukturze centrum kationowe, stabilizowane po inkluzji
grupami karbonylowymi makrocyklu. Zatem, oba wybrane przeze mnie do badan typy
makroczasteczek, dendrymery oraz kukurbiturile, istotnie réznig si¢ budowa przestrzenng
I wlasciwo$ciami i zostang krotko przedstawione w kolejnym punkcie.

Wybér obiektow badan: dendrymery, kukurbiturile i ich ligandy

Do badan wybratem wspomniane wyzej dendrymery 1 kukurbiturile. Taki dobodr
obiektow badan umozliwit zbadanie wpltywu rozmiaru makroczgsteczek i rodzaju
wystepujacych w nich miejsc aktywnych uczestniczacych w wigzaniu ligandéw,
w szczegolnosci wptywu grup funkcyjnych na proces kompleksowania wybranych do badan
lekow 1 modelowych zwigzkow. Tego rodzaju badania dotyczace termodynamicznej
charakterystyki ukladow supramolekularnych sg obecnie w centrum zainteresowan badaczy,
0 czym $wiadczy: 1) liczba publikacji poswieconych tematyce chemii supramolekularnej,
ii) liczba cytowan moich prac, iii) opublikowanie jako wspotautor rozdziatu w monografii
wydawnictwa Springer, ktorej czes¢ (strony 192-195, 199-210, 210-213 w publikacji [1]),
W sposob syntetyczny ujmuje uzyskane przeze mnie wyniki badan termodynamicznych
oddzialywan dendrymerow PAMAM i PPI jako nosnikow lekow przeciwnowotworowych,
a takze 1v) uzyskanie finansowania czgsci tych badan z dwoch krajowych grantow, ktorymi
kierowatem: Preludium (NCN) i luventus Plus (MNiSW) oraz z grantu Opus (NCN),
W ktorym uczestniczytlem w charakterze wykonawcy.

Dendrymery (ang. dendrimer, z gr. dendron — drzewo oraz meros — cze¢$¢, udziat) to
grupa oligomerow o specyficznej, wysoce uporzadkowanej, rozgatezionej strukturze
molekularnej, w ktérej powtarzaja si¢ mery poszczegoélnych warstw (generacji) w sposob
przypominajacy strukture drzew lub fraktali. W makroczasteczce typowego dendrymeru
mozna wyrozni¢ rdzen oraz odchodzace od niego gatezie (dendrony) zbudowane z warstw
merdéw poszczegbdlnych pokolen (generacji).

Przyktadem makroczasteczek tego typu sa komercyjnie dostegpne dendrymery
poliamidoaminowe (PAMAM) o rdzeniu etylenodiaminy (EDA) i aminowych Ilub
hydroksylowych grupach powierzchniowych oraz prostsze w budowie (w poréwnaniu
z PAMAM) ze wzgledu na brak grup amidowych dendrymery polipropylenoiminowe (PPI),
o0 rdzeniu diaminobutanu (DAB) i powierzchniowych pierwszorzedowych (1°) grupach
aminowych. Dendrymery PPl i PAMAM tej samej generacji i 0 jednakowej wartoSciowosci
diaminowego rdzenia posiadajag rownowazng liczbe wewnetrznych trzeciorzedowych (3°)
grup aminowych oraz grup terminalnych [2]. Dla makroczasteczek dendrymerow PAMAM
o rdzeniu EDA i makroczgsteczek dendrymeréw PPl o rdzeniu DAB wraz ze wzrostem



generacji G liczba grup funkcyjnych wzrasta wykladniczo (Tabela 1). Wraz ze wzrostem
generacji tréjwymiarowa struktura makroczasteczek dendrymeréw staje si¢ bardziej
globularna.

Tabela 1. Liczby grup funkcyjnych wewnetrznych i powierzchniowych (terminalnych) wystepujacych
w makromolekutach dendrymeré6w PAMAM o rdzeniu etylenodiaminy (EDA) i PPI o rdzeniu diaminobutanu
(DAB) generacji G3, G4 i G5.

Typ PAMAM o rdzeniu EDA PPI o rdzeniu DAB
dendrymeru
Generacja Liczba Liczba grup Liczna grup Liczba Liczba
dendrymeru wewngtrznych 3° amidowych terminalnych (1° | wewngtrznych | terminalnych
grup aminowych aminowych lub 3° grup 1° grup
hydroksylowych) aminowych aminowych
3 30 60 32 30 32
4 62 124 64 62 64
5 126 252 128 126 128

Dendrymery typu PAMAM i PPI jako poliaminy wykazuja w roztworach wodnych
charakter kationowy (wskutek protonowania grup aminowych) i zdolno$¢ do naruszania
struktury bton biologicznych, co pozwala wykorzysta¢ je do wprowadzania do komorek
czasteczek ligandow (np. leku lub fragmentu materialu genetycznego). Do badan wybratem
makroczasteczki dendrymerow o rdzeniu EDA typu PAMAM-NH; (z terminalnymi grupami
aminowymi) i PAMAM-OH (z terminalnymi grupami hydroksylowymi) generacji G3, G4
i G5. Wykonatem takze badania dla prostszego (brak grup amidowych) dendrymeru PPI-NH,
o rdzeniu DAB generacji G4 jako zwiazku pordéwnawczego.

Kukurbiturile Qn (ang. cucurbiturils, z tac. cucurbitacea — dyniowate) sa
makroczgsteczkami o dyniowatym ksztalcie zbudowanymi z n reszt glikolurilowych
potaczonych 2n grupami metylenowymi. Homologi o liczbie reszt glikolurilu n = 6-8
posiadaja wzglednie sztywng strukture, w ktorej mozna wyr6zni¢ hydrofobowa wneke
i prowadzace do niej dwa hydrofilowe portale utworzone przez grupy ureidowe [3, 4].
Do badan wybratem siedmiocztonowy kukurbituril (Q7), ktoéry lepiej rozpuszcza sig
w wodzie niz homologi 0 parzystej liczbie reszt glikolurilowych Q6 i Q8. Kukurbituril Q7
wykazuje niskg toksyczno$¢ wilasng [5] i inkluduje kationowe ligandy, w tym sprotonowane
aminy aromatyczne. Makroczasteczki Q7 moga wigc znalezé zastosowanie jako nano-
transportery kationowych lekarstw, oslaniajagce swoj ladunek-lek przez degradacja
I wydtuzajace czas jego krazenia w organizmie [6, 7] oraz ulatwiajgce jego wnikniecie do
komorek [6-10].

Dobor konkretnych makroczasteczek przenosnikow zalezy od wilasciwosci
fizykochemicznych czasteczek leku, w szczegolnosci od ich tadunku, charakteru kwasowo—
zasadowego i hydrofilowo-hydrofobowego. Ligandami, ktére wybratem do badan byty leki
przeciwnowotworowe: 5-fluorouracyl, tegafur, gemcytabina i mitoksantron. Oprocz lekow
W charakterze modelowego liganda, wybratem takze niebedaca lekiem trojramienng
(tridentng) tris(2-aminoetylo)aming (TREN). Jako nosniki dla 5-fluorouracylu, bedacego
lekiem przeciwnowotworowym o stabych wiasciwosciach kwasowych wybratem dendrymery
poliamidoaminowe (PAMAM) wykazujace w roztworach wodnych charakter kationowy,
ktore zawierajg w swej strukturze zarowno grupy aminowe jak i amidowe. Badania te
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wykonatem dla dwoch typéw makromolekut PAMAM trzech generacji G3—-G5 odpowiednio
zakonczonych aminowymi (PAMAM-NH,) lub hydroksylowymi (PAMAM-OH) grupami
terminalnymi.

By ustali¢ wptyw grup aminowych w makroczgsteczkach dendrymeru PAMAM na
proces wigzania S-fluorouracylu wykonatem réwniez badania fizykochemiczne o charakterze
poréwnawczym dla dendrymeru polipropylenoiminowego (PPI-NH;) generacji G4 o prostszej
niz PAMAM budowie. Makromolekuty PPI-NH, zawierajg rownowazng wzgledem
PAMAM-NH; tej samej generacji liczb¢ grup aminowych, lecz nie wystepuja w nich grupy
amidowe. Dla dendrymeru PPI-NH, G4 oprocz badan kompleksowania 5-fluorouracylu
przeprowadzilem réwniez badania z jego pochodng — tegafurem, ktory (w formie
racemicznej) jest stosowany jako prolek 5-fluorouracylu, a z fizykochemicznego punktu
widzenia wykazuje silniejsze  wlasciwosci  hydrofobowe (wspotczynnik  podziatu
n-oktanol/woda P= 0.33 + 0.01 [11], 0.54 [12]) w poréwnaniu z 5-fluororacylem (P=0.11 +
0.01 [11], 0.13 [12]), ze wzglgdu na obecny w czasteczce tegafuru podstawnik
tetrahydrofuranowy.

Funkcje nosnika dla kationowych lekéw moga natomiast petni¢ makromolekuty
zawierajace ujemnie spolaryzowane grupy funkcyjne, w szczegodlnosci makrocykle
kukurbiturili (Q). Do badan wybratem dwa leki przeciwnowotworowe: i) gemcytabine bedaca
stabg monoprotonowa zasada, ii) mitoksantron bedacy staba wieloprotonowsg dwuramienng
(didentng) zasadg oraz dodatkowo jako polikationowy tridentny ligand poréwnawczy
(niebgdacy lekiem) tris(2-aminoetylo)aming (TREN). Dla aminy TREN wykonatem badania
odziatywan nie tylko z kukurbiturilem Q7, ale rowniez z homologami Q6 i Q8 w $rodowisku
50% kwasu mrowkowego, umozliwiajacego rozpuszczenie trudnorozpuszczalnych w wodzie
kukurbiturili Q6 i Q8.

Cel badan

Celem badan byto ustalenie mechanizmu procesu kompleksowania wybranych lekow
przeciwnowotworowych z makroczasteczkami  dendrymeréw PAMAM-NH, G3-G5,
PAMAM-OH G3-G5, PPI-NH, G4 oraz kukurbiturilu Q7 w $rodowisku wodnym.
Charakterystyka ta obejmowata w szczegolnosci zbadanie stechiometrii i energetyki (entalpii,
entropii i entalpii swobodnej Gibbsa) wigzania (kompleksowania) liganda (czasteczki leku)
przez supramolekularny receptor (makroczasteczke dendrymeru lub kukurbiturilu), jak
rowniez wyznaczenie statych tworzenia powstatych kompleksow. Realizacja celu badan
obejmowala dwa zadania badawcze, wyodrgbnione ze wzgledu na typ badanych
makromolekut.

Pierwszym zadaniem badawczym byta charakterystyka oddzialywan ligand —
dendrymer, w szczego6lnosci okreslenie wplywu generacji makroczasteczek, wpltywu iloSci
i rodzaju grup terminalnych (aminowych lub hydroksylowych) na powinowactwo tych
makromolekut do lekow, czasteczek stabych kwasow.

Kolejnym zadaniem badawczym byta charakterystyka oddzialywan ligand —
kukurbituril Q7, w szczegdlnosci okreslenie wptywu sktadu roztworu (pH, st¢zenia chlorku
sodu i/lub etanolu w wodnych roztworach) na rownowage inkludowania kationowego liganda
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— gemcytabiny oraz polikationowego liganda — mitoksantronu we wnece Q7. Okreslono
réwniez wpltyw wielko$ci makrocyklu na proces tworzenia komplekséw inkluzyjnych
modelowego tridentnego polikationowego liganda (niebgdacej lekiem poliaminy TREN)
we wngkach trzech kukurbiturili Q6, Q7 i Q8 w roztworze 50% kwasu mroéwkowego,
umozliwiajacego rozpuszczenie badanych kukurbiturili.

Badania termodynamiczne oddzialywan supramolekularnych w roztworach wymagaja
uzycia odczynnikow o wysokim stopniu czystosci. Potrzebne odczynniki pozyskane zostaly
ze zrodet komercyjnych (Sigma-Aldrich, SymoChem, Molekula, Toronto Research
Chemicals), stopien czystosci odczynnikow okreslono metodami spektralnymi.

Dobor technik eksperymentalnych do badan poszczegdlnych ukladow receptor
(PAMAM-NH, G3-G5, PAMAM-OH G3-G5, PPI-NH;, G4, kukurbituril Q7)-ligand (lek lub
modelowy zwigzek) wynikal z ich specyficznych wlasciwosci. Do realizacji zamierzonego
celu uzylem nastepujacych technik eksperymentalnych: pomiaréw rozpuszczalno$ci ligandow
w roztworach makromolekuty, pomiaréw technikg dializy roéwnowagowej mieszanin
makromolekuty i jej liganda (leku), miareczkowania ‘H NMR, miareczkowania
spektroskopowego w zakresie UV, pomiaréw spektrometrii mas z elektrorozpylaniem (ESI
MS), miareczkowania  fluorymetrycznego oraz izotermicznego  miareczkowania
kalorymetrycznego (ITC). Dodatkowo zbadatem technikg skaningowej kalorymetrii
réznicowej DSC wplyw kukurbiturilu Q7 oraz jego kompleksu z gemcytabing na strukturg
modelowych bton fosfolipidowych w liposomach.

Oznaczenia rozpuszczalnosci, dializy rOwnowagowe, miareczkowania
spektroskopowe w zakresie UV, izotermiczne miareczkowania kalorymetryczne (ITC) oraz
pomiary technika skaningowej kalorymetrii roznicowej DSC zostaly przeprowadzone
w Katedrze Chemii Fizycznej UL. Pomiary technika 'H NMR zostaly przeprowadzone
w Pracowni Spektroskopii Molekularnej Katedry Chemii Organicznej UL. Miareczkowania
fluorymetryczne zostaty przeprowadzone w Katedrze Biofizyki Molekularnej Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska UL. Pomiary technika spektrometrii mas ESI MS zostaly
przeprowadzone w dwodch osrodkach: w Pracowni Spektroskopii Molekularnej Katedry
Chemii Organicznej UL (wyniki w pracy [H4]) oraz podczas stazy badawczych w Zaktadzie
Chemii Supramolekularnej na Wydziale Chemii w Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu (wyniki w pracach [H5], [H11] oraz [H12]).

Metody analizy danych eksperymentalnych

Metoda analizy wynikéw pomiaréw rozpuszczalnosci liganda w roztworach dendrymeru

Zalezno$¢ rozpuszcezalnos$ci liganda (leku) w roztworach dendrymeru o wzrastajacym
stezeniu ma przebieg prostoliniowy 1 byla opisywana metoda regresji liniowej w celu
wyznaczenia jej wspotczynnika kierunkowego wyrazajacego Srednig liczbe czasteczek
liganda (leku) wigzanych przez makroczasteczkg badanego dendrymeru w warunkach duzego
nadmiaru liganda.



Metody analizy wynikow pomiaréw dializ rownowagowych mieszanin makromolekuly
i liganda

Pomiary technikg dializy rownowagowej (dializer Harvard Apparatus, USA)
umozliwiaja wyznaczenie rozkladu stezenia liganda (leku) pomigdzy roztwor makromolekut
0 statym stezeniu 7 i faz¢ wodna, rozdzielone btong nieprzepuszczalng dla makromolekut, ale
przepuszczalng dla czgsteczek liganda. Technika ta pozwala oznaczy¢ przebieg izotermy
wigzania b(f) czyli zalezno$¢ liczby moli zwigzanego liganda na mol receptora od sktadu
roztworu (np. stgzenia wolnego liganda f). Otrzymane izotermy byly analizowane metoda
nieliniowej regresji wieloparametrowej w celu wyznaczenia parametrow wigzania
wykorzystujac model jednego rodzaju miejsc aktywnych (Rownanie 1 w pracy [H2]) oraz
model dwoch rodzajow miejsc aktywnych.

W modelu dwoch rodzajow miejsc aktywnych w makromolekule o liczbie miejsc
aktywnych pierwszego rodzaju n, wiazacych ligand ze stala K; oraz liczbie miejsc
aktywnych drugiego rodzaju n, wiazacych ligand ze stala K, izoterm¢ wigzania opisuje
réwnanie dwuhiperboliczne [13, 14]:

K K
b= nmKqf nKaf (1)
1+K.f 1+K,f

Rownanie (1) mozna przedstawi¢ w uktadzie dwukrotnie odwrotnie proporcjonalnym
W postaci zwanej rownaniem Scatcharda-Klotza [14]:

1 (}1()2 + (K1 + K3) (%) + K1 K @
b (ny Ky + nyK3) (%) + KKy (ng +12)

Kazde z rownan (1) i (2) nie pozwala precyzyjnie wyznaczy¢ czterech parametrow
ny, K;,n, 1 K,, poniewaz blad dopasowania metodg nieliniowej regresji wieloparametrowej
przekracza warto§¢ wyznaczonych tak parametréw dla jednej (z dwoch) populacji miejsc.
Zauwazytem, ze przebieg funkcji zdefiniowanych rownaniem (1) jest szczegdlnie wrazliwy
na zmian¢ parametréw wigzania liganda przez miejsca aktywne o mniejszym powinowactwie,
np. n,, K,, natomiast przebieg funkcji zdefiniowanej réwnaniem (2) jest szczegodlnie wrazliwy
na zmian¢ parametréw wigzania liganda przez miejsca aktywne o wyzZszym powinowactwie,
np. ny,K;. W celu dokladnego wyznaczenia warto§ci parametréw wigzania liganda
z makromolekula posiadajaca dwa rodzaje miejsc aktywnych wykorzystalem opracowang
przez nas [15] specjalnie w tym celu metode sprzezonych regresji dwuparametrowych,
w ktorej wykonywatem wielokrotnie dwie regresje wieloparametrowe z rownaniami (1) i (2)
domknietymi w cykl (Rys. 1).

W metodzie sprzezonych regresji dwuparametrowych parametry wigzania liganda
z miejscami 0 niskim powinowactwie (n, K,) oblicza si¢ wykorzystujac rownanie
dwuhiperboliczne (1) traktujac parametry wigzania z miejscami 0 wyzszym powinowactwie
(ny,K;) jako state. Analogicznie parametry wigzania liganda z miejscami o wyzszym
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powinowactwie (n,, K;) obliczane sag wykorzystujgc rownanie Scatcharda-Klotza (2) traktujgc
parametry wigzania z miejscami 0 nizszym powinowactwie (n,, K,) jako state. Zazwyczaj po
kilku cyklach iteracyjnych mozna wowczas otrzymac uzbieznione (wzgledem obu regresji
dwuparametrowych) wartosci czterech parametrow wigzania (nq, K;,n,, K) [15].

o) | B ek
~ &
v @) i3

Rys. 1. Schemat obiegu danych wejsciowych (parametry ustalone) i wyjsciowych (parametry udoktadniane)
W cyklu sprzezonych regresji dwuparametrowych [15].

Metody analizy wynikéw miareczkowania "H NMR, miareczkowania spektroskopowego
UV oraz miareczkowania spektrofluorymetrycznego

Zmiany potozenia pikéw na widmach roéznych uzytych technik spektroskopowych
w funkcji sktadu miareczkowanego roztworu opisywatem metoda nieliniowej regres;ji
wieloparametrowej wykorzystujac model jednego rodzaju miejsc aktywnych, wyliczajac
liczbe miejsc aktywnych n w makromolekule oraz stala wigzania K liganda z miejscem
aktywnym makromolekuty. W przypadku niektorych uktadéow ze wzgledu na trudnosc
wyznaczenia parametru n metoda wieloparametrowej regresji, ustalalem warto$¢ tego
parametru na podstawie wynikéw uzyskanych inng technika eksperymentalng (np. metoda
dializy rownowagowej). Zmiany przesuniecia chemicznego protonéw A8 na widmie *H NMR
podczas miareczkowania opisywatem rownaniem (Réwnanie 4 w publikacji [H2]) [16, 17].
Zmiany absorbancji AA gemcytabiny wskutek kompleksowania z kukurbiturilem opisywatem
rOwnaniem (Rownanie 1 w publikacji [H7]) [18-20]. Wyniki miareczkowania
spektrofluorymetrycznego roztworu liganda roztworem makromolekuty (kukurbiturilu)
opisywatem réwnaniem (Réwnanie 4 w publikacji [H6]).

Metoda analizy wynikow izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego

Wyznaczony technikg ITC entalpogram efektow cieplnych wigzania liganda przez
makromolekute w funkcji sktadu miareczkowanego roztworu opisywatem roéwnaniem
(Rownanie 5 w publikacji [H2]), wyliczajac liczbe miejsc aktywnych w makromolekule n,
statg rownowagi K oraz standardowa entalpi¢ AH wigzania liganda z miejscem aktywnym
makromolekuty. Nastepnie obliczalem standardowg entalpig¢ swobodng AG 1 entropig AS.

Ze wzgledu na dynamiczny charakter pomiarow ITC uzyskiwane ta technika state
rownowagi K moga mie¢ wyzszg warto$¢, a liczba oznaczonych miejsc aktywnych
w makromolekule moze by¢ nizsza w pordwnaniu z rozwigzaniami uzyskiwanymi technikami
statycznymi (jak pomiary rozpuszczalnosci, dializa réwnowagowa Czy miareczkowanie
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'H NMR). Wynika to przede wszystkim ze wzglednie krotkiego czasu (okofo kilkunastu
minut) pomigdzy kolejnymi nastrzykni¢ciami roztworu titranta oraz ztozona, rozbudowana
strukturg makromolekut, np. dendrymeréw, utrudniajaca dostep do glebiej potozonych
w strukturze i/lub stabiej oddziatujacych miejsc aktywnych [H1, H3].

Wyniki badan  eksperymentalnych oddzialywan dendrymeréow z  lekami
przeciwnowotworowymi

Wyniki spektroskopowych badan rozpuszczalnosci 5-fluorouracylu w roztworach
dendrymeréw PAMAM-NH; G3-G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH; G4 oraz tegafuru
w roztworach dendrymeru PPI-NH, G4

Dla uktadow dendrymer—ligand zostata oznaczona spektroskopowo (w zakresie UV)
rozpuszczalno$é ligandow (wyrazona w jednostkach stezenia molowego) w roztworach
makromolekut dendrymerow o wzrastajacym stezeniu od 0 do 100 uM. Uzyskane wyniki dla
5-fluorouracylu [H1, H2, H3] wskazuja na w przyblizeniu liniowy wzrost rozpuszczalnos$ci
tego leku wraz ze wzrostem stgzenia makromolekut badanych dendrymeréw i pozwalaja
wyliczy¢ $rednig liczbe czasteczek leku wigzanych przez makroczasteczke badanego
dendrymeru. Uzyskane wyniki (Tabela 2) wskazujg, ze wzrost generacji od G3 do G5
dendrymerow PAMAM-NH; jak i PAMAM-OH powoduje wzrost liczby wigzanych przez
dendrymer czasteczek S-fluorouracylu, co wynika ze wzrostu liczby dostgpnych miejsc
aktywnych (grup funkcyjnych) w strukturze dendrymeréw kolejnych generacji.

Tabela 2. Wyznaczone z pomiaréw rozpuszczalnosci liczby wigzanych czgsteczek S-fluorouracylu (5-FU) przez
makroczgsteczki dendrymeréw PAMAM-NH, G3-G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH, G4 oraz tegafuru (TF)
przez makroczasteczki dendrymeru PPI-NH, G4.

Dendrymer Ligand n Ref.
PAMAM-NH, G3 30+ 15 [H2]
PAMAM-NH, G4 5-FU 75+ 15 [H3]
PAMAM-NH, G5 100 £ 10 [H1]
PAMAM-OH G3 5+4 [H2]
PAMAM-OH G4 5-FU 12+£5 [H3]
PAMAM-OH G5 30 +20 [H1]
PPI-NH, G4 5-FU 46 £ 1 [H8]
PPI-NH, G4 TF 63+2 [H10]

Makroczasteczki kationowego dendrymeru PAMAM-NH; danej generacji wigza wigcej
czgsteczek S-fluorouracylu w porownaniu z hydroksylowym dendrymerem PAMAM-OH tej
samej generacji (Tabela 2). Wskazuje to na istotny wktad w proces wigzania 5-fluorouracylu
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z dendrymerami PAMAM-NH; oddzialywan elektrostatycznych, pomigdzy protonowanymi
grupami aminowymi makroczasteczek dendrymeréw a spolaryzowanymi i wykazujacymi
anionowy charakter czasteczkami 5-fluorouracylu.

By wyciagna¢ wnioski o wptywie struktury makromolekul dendrymeréw na proces
wigzania 5-fluorouracylu zostaly wykonane roéwniez pomiary rozpuszczalnosci 5-
fluorouracylu w  wodnych roztworach o  wzrastajgcym  stezeniu  dendrymeru
polipropylenoiminowego (PPI-NH;) generacji G4 o prostszej budowie, ktorego
makromolekuly zawierajg rownowazng wzglgdem PAMAM-NH, generacji G4 liczbe grup
aminowych (Tabela 2).

Makromolekuty PPI-NH; G4 wiaza mniej czasteczek 5-fluorouracylu niz PAMAM-
NH,; G4 w warunkach duzego nadmiaru liganda wobec makromolekuty (roztwér nasycony
leku), pomimo ze makroczasteczki obu badanych dendrymerdéw zawieraja jednakowa liczbe
wewngetrznych (62) i powierzchniowych (64) grup aminowych. Odzwierciedla to zapewne
wickszg zawadg steryczng, ktorej doznaja wigzane czasteczki 5-fluorouraculu z mniejszymi
makroczasteczkami PPI-NH, G4 (o $rednicy 2.8 nm [21, 22]) w poréwnaniu z wigkszymi
makroczasteczkami PAMAM-NH; G4 (o $rednicy 4.5-5 nm [23-26]). Drugim czynnikiem
powodujacym wigzanie przez PPl G4 mniejszej liczby polarnych czasteczek 5-fluorouracylu
jest brak polarnych grup amidowych, ktére sa obecne w strukturze dendrymerow klasy
PAMAM.,

Wptyw dendrymeru PPI-NH; G4 na rozpuszczalno$¢ liganda zbadano réwniez dla
tegafuru, bedacego pochodng S5-fluorouracylu, stosowanego jako prolek 5-fluorouracylu
(Tabela 2). Wyzsza liczba zwigzanych czasteczek tegafuru (n=63+2) przez makromolekute
PPI-NH, G4 w porownaniu z liczbg wigzanych czasteczek 5-fluorouracylu (n=46+1)
wskazuje, ze hydrofobowy podstawnik tetrahydrofuranu w czasteczce tegafuru sprzyja
oddziatywaniom leku w warunkach duzego (roztwér nasycony) nadmiaru liganda do
dendrymeru, zapewne poprzez oddziatywania hydrofobowe z propylenowymi fragmentami
struktury PP1-NH, G4.

Wyniki badan technika dializy rownowagowej wigzania 5-fluorouracylu przez
dendrymery PAMAM-NH, G3-G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH, G4 oraz tegafuru
przez dendrymer PPI-NH; G4

Wykorzystujgc technike dializy roéwnowagowej wyznaczono izotermy wigzania
5-fluorouracylu z makroczasteczkami dendrymeréw PAMAM-NH, G3-G5 [H1, H2] (Rys.
2), PAMAM-OH G3-G5 [H1, H2, H3] (Rys. 3) oraz PPI-NH; G4 [H8]. Izotermy te opisuja
zalezno$¢ stosunku molowego zwigzanych czasteczek liganda przez makroczasteczke
dendrymeru b od sktadu roztworu (np. stezenia niezwigzanego liganda f lub stosunku
stezenia niezwigzanego liganda do st¢zenia dendrymeru f /7). Jak wida¢ (Rys. 2 i 3) uzyskane
izotermy wigzania S-fluorouracyli przez makroczasteczki badanych dendrymerow mozna
opisa¢ modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych. Wyliczone na tej podstawie metoda
nieliniowej regresji wieloparametrowej parametry wigzania: liczba miejsc aktywnych n
w makromolekule i stata rownowagi K wigzania leku z miejscem aktywnym makromolekuty,
zostaly zebrane dla poszczegolnych badanych dendrymerow w Tabeli 3.
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Rys. 2. Wyznaczone technika dializy izotermy wigzania 5-fluorouracylu przez dendrymery PAMAM-NH, G3-
G5 w temperaturze 20°C. Dane do wykresow zostaty zaczerpniete z prac [H1, H2] i dla poréwnania uzupetnione
0 dane z pracy [15].
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Rys. 3. Wyznaczone technikg dializy izotermy wiazania 5-fluorouracylu przez dendrymery PAMAM-OH G3-
G5 w temperaturze 20°C. Dane do wykresow zostaly zaczerpnigte z prac [H1, H2, H3].
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Tabela 3. Wyznaczone technika dializy zgodnie z modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych parametry
wigzania 5-fluorouracylu (5-FU) z dendrymerami PAMAM-NH, G3-G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH, G4
oraz tegafuru (TF) z dendrymerem PP1-NH, G4 w $rodowisku wodnym w temperaturze 20°C.

Dendrymer Ligand n [I\/}|<-1] Ref.
PAMAM-NH, G3 26+2 250+ 60 | [H2]
PAMAM-NH, G4 | 5-FU 43+2 420+70 | [15]
PAMAM-NH, G5 70 +2 310+£30 | [H1]
PAMAM-OH G3 6.0+ 1.6 2010 | [HZ]
PAMAM-OH G4 5-FU 8+1 60 £ 20 [H3]
PAMAM-OH G5 14+2 110+30 | [H1]
PPI-NH, G4 5-FU 42+3 220+30 | [H8]
PPI-NH, G4 TF 27+3 460+ 80 | [H10]

Uzyskane wyniki wskazujg (Tabela 3), ze badane dendrymery PAMAM-NH, G3-G5,
PAMAM-OH G3-G5 jak i PPI-NH, G4 wigzg samorzutnie (K >1) czasteczki leku
przeciwnowotworowego, 5-fluorouracylu w $rodowisku wodnym w temperaturze 20°C.
W dendrymerach klasy PAMAM liczba grup funkcyjnych (wewngtrznych - amidowych
I trzeciorzedowych aminowych oraz zewnetrznych - terminalnych) wzrasta w przyblizeniu
dwukrotnie wraz ze wzrostem generacji dendrymeru (Tabela 1). Wraz ze wzrostem generacji
makroczgsteczki PAMAM-NH; liczba wigzanych czgsteczek lekarstwa wzrasta wolniej niz
(w przyblizeniu dwukrotny) wzrost liczby grup funkcyjnych (potencjalnych miejsc
aktywnych) w strukturze dendrymeru: n(G4):n(G3)= 1.7 + 0.2, n(G5):n(G4)= 1.6 + 0.1.
Analogicznie obserwowany wzrost liczby wigzanych czasteczek 5-fluorouracylu przez
kolejne generacje dendrymerow PAMAM-OH jest mniejszy w pordwnaniu ze wzrostem
liczby grup funkcyjnych: n(G4):n(G3)= 1.3 + 0.6. W obu przypadkach nizszy od
stechiometrycznego wzrost liczby przylaczanych czasteczek leku zapewne odzwierciedla
wzrost zawady sterycznej wokol miejsc aktywnych makroczasteczek dendrymerdw kolejnych
generacji.

Wyznaczone parametry wigzania 5-fluorouracylu przez dendrymery PAMAM-NH;
i PAMAM-OH (Tabela 3) wskazuja, ze makroczasteczki kationowych dendrymerow
PAMAM-NH, wiaza wigcej czasteczek leku 1 z wyzsza stala wigzania w pordwnaniu
z makroczasteczkami hydroksylowych dendrymerow PAMAM-OH tej samej generacji.
Makroczgsteczki dendrymerow PAMAM zakonczone takimi samymi (aminowymi lub
hydroksylowymi) grupami terminalnymi wykazuja zblizone wartos$ci statych wigzania, cho¢
mozna zaobserwowa¢ tendencje do silniejszego wigzania leku przez makroczasteczki
PAMAM-NH, G4.

Podobnie wyznaczono izoterme¢ wigzania 5-fluorouracylu przez dendrymer PPI-NH,
G4 w wodnych roztworach, ktérag opisano modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych
(Tabela 3). Makromolekuly PPI-NH, G4 wiagza czasteczki 5-fluorouracylu ze zblizong
w granicach niepewnos$ci pomiarowej stechiometrig i statg rownowagi, co PAMAM-NH, G4.
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Technikg dializy réwnowagowe] wyznaczono réwniez izoterm¢ wigzania tegafuru
przez dendrymer PPI-NH,; G4 w srodowisku wodnym [H10]. Wyliczone wykorzystujac
model jednego rodzaju miejsc aktywnych parametry wigzania (Tabela 3) wskazuja, ze
makromolekuty PPI-NH,; G4 wiaza mniej czasteczek tegafuru niz S-fluorouracylu, co
odzwierciedla wpltyw wyzszej zawady sterycznej wigkszych czasteczek tegafuru.
Makroczasteczka dendrymeru PPI-NH, G4 wigze czasteczki tegafur z wyzszg stalg
rownowagi niz czgsteczki 5-fluorouracylu. Czasteczki tegafuru maja bowiem silniejszy
charakter hydrofobowy (wspotczynnik podziatu n—oktanol/woda P= 0.33 + 0.01 [11], 0.54
[12]) w porownaniu z czasteczkami 5-fluorouracylu (P= 0.11 + 0.01 [11], 0.13 [12])
ze wzgledu na obecnos¢ w tegafurze pierScienia tetrahydrofuranu, ktéry prawdopodobnie
umozliwia dodatkowe oddziatywania hydrofobowe z grupami propylenowymi
makroczasteczek PPI-NH, G4.

Wyniki dializ rownowagowych 5-fluorouracylu z dendrymerami PAMAM-NH, G3-
G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH; G4 mozna przedstawi¢ rowniez w dwukrotnie odwrotnie

proporcjonalnym uktadzie wspotrzednych %G) W trzech przypadkach PAMAM-NH, G3
[H2], PAMAM-NH; G4 [15] i PPI-NH, G4 [H8] zaleznos¢ ta wykazuje nieliniowy przebieg,
co wskazuje na zréznicowanie miejsc aktywnych dendrymerow wigzacych S-fluorouracyl.

Analiza tej nieliniowos$ci pozwala obliczy¢ parametry wigzania (Tabela 4) wykorzystujac
model dwoch rodzajéw miejsc aktywnych metoda sprzezonych regresji dwuparametrowych.

Tabela 4. Parametry wiazania 5-fluorouracylu przez dendrymery PAMAM-NH, G3, PAMAM-NH, G4 i PPI-
NH, G4 wyznaczone technika dializy rdwnowagowej zgodnie z modelem dwoch rodzajow miejsc aktywnych.
Obliczenia zostaly wykonane metoda sprzezonych regresji dwuparametrowych wykorzystujac rownanie (1) i (2).

Dendrymer Ligand n; K, n, K, Ref.
PAMAM-NH, G3 5 FU 5+1 3890 + 930 2443 110 £30 [H2]
PAMAM-NH, G4 12+1 5600 + 600 37+3 154 +£37 [15]
PPI-NH, G4 5-FU 5+1 16200+ 3800 | 39+3 130 £20 [H8]

Uzyskane parametry (Tabela 4) wskazuja, ze makroczasteczki kationowych dendrymerow
PAMAM-NH, generacji G3 i G4 oraz PPI-NH; G4 posiadaja dwie populacje miejsc
aktywnych wigzacych S-fluorouracyl. W makroczasteczkach tych wystepuje mniej liczny
podzbiér n, miejsc wykazujacych duze powinowactwo (stalag roéwnowagi K;) do
5-fluorouracylu oraz liczniejszy podzbior miejsc n, o nizszym powinowactwie K, do tego
leku. Parametry te wyznaczone dla dendrymerow PAMAM-NH, generacji G3 i G4
potwierdzaja tendencje obserwowane juz dla wynikéw opracowanych zgodnie z modelem
jednego rodzaju miejsc aktywnych.

Parametry wigzania 5-fluorouracylu przez miejsca aktywne dendrymeru PPI-NH, G4
o wyzszym (nq, K;) 1 nizszym (n,, K,) powinowactwie wskazuja, ze badany dendrymer PPI-
NH, G4 silnie wigze mniej czasteczek 5-fluorouracylu (n; = 5) niz dendrymer PAMAM-NH,
G4 (n, =12), co wynika zapewne z wickszej zawady sterycznej wokot miejsc aktywnych
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mniejszej (W porownaniu z PAMAM-NH; G4) makroczasteczki PPI-NH,; G4. Wyzsza stata
wigzania leku K; przez n, = 5 miejsc aktywnych dendrymeru PPI-NH, G4 w poréwnaniu
zPAMAM-NH, G4 zapewne wynika z silniejszych wlasciwosci zasadowych
powierzchniowych grup aminowych PPI-NH, G4 (pK, = 9.75) [27] w poréwnaniu
z zasadowoscig powierzchniowych grup aminowych PAMAM-NH, G4 (pK, = 9-9.23) [28,
29].

Wyniki badan *H NMR wiazania 5-fluorouracylu przez dendrymery PAMAM-NH, G3-
G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH; G4 oraz tegafuru przez dendrymer PPI-NH, G4

Do identyfikacji grup funkcyjnych w makroczasteczkach dendrymerow PAMAM-NH,
G3-G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH; G4 zaangazowanych w wigzanie czasteczek
5-fluorouracylu  wykorzystano  miareczkowanie  metodag  protonowego  rezonansu
magnetycznego ‘H NMR. Wykorzystujac miareczkowanie 'H NMR badano serie roztwordéw
o statym (w danej serii) st¢zeniu dendrymeru i wzrastajacym stezeniu 5-fluorouracylu
w Srodowisku ciezkiej wody. Zmiany potozenia sygnatow protonéw dendrymeréw PAMAM-
NH, G3-G5 [H2, H1], hydroksylowych dendrymerow PAMAM-OH G3-G5 [H2, H3, H1]
oraz PPI-NH, G4 [H8] w funkcji sktadu badanej mieszaniny (wzrastajace stezenie
5-fluorouracylu) zostaly opisane modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych (Tabela 5).
W przypadku stabiej oddziatujacych dendrymerow PAMAM-NH; G5 oraz PAMAM-OH G3-
G5 podczas obliczen przyjeto liczbg miejsc aktywnych wyznaczong technika dializy.

Tabela 5. Wyznaczone technika miareczkowania '"H NMR zgodnie z modelem jednego rodzaju miejsc
aktywnych parametry wigzania w $rodowisku ciezkiej wody w temperaturze 20°C: 5-fluorouracylu
z dendrymerami PAMAM-NH, G3-G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH, G4 oraz tegafuru z dendrymerem PPI-
NH, G4. Wartosci parametru n zapisane w nawiasie zostaly podczas obliczen przyjete jako state i rowne
wartosciom wyznaczonym technikg dializy rownowagowe;j.

Dendrymer Ligand n [I\/}I<-1] Ref.
PAMAM-NH, G3 30+13 330+ 140 | [H2]
PAMAM-NH, G4 | 5-FU 30+ 10 400 +200 | [30]
PAMAM-NH, G5 (70) 240 +50 | [H1]
PAMAM-OH G3 (6) 65+10 | [H2]
PAMAM-OH G4 | 5-FU (8) 70+ 10 | [H3]
PAMAM-OH G5 (14) 110 +40 | [H1]
PPI-NH, G4 5-FU 35+£5 850 £460 | [H8]
PPI-NH, G4 TF 308 940 £470 | [H10]

Uzyskane wyniki (Tabela 5) potwierdzaja, ze makroczasteczki dendrymerow
PAMAM-NH, wiaza czasteczki S-fluorouracylu z wyzsza stalg wigzania w pordwnaniu
z makroczasteczkami hydroksylowych dendrymeréow PAMAM-OH tej samej generacji.
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Analiza zaobserwowanych zmian przesuni¢¢ protonéw pozwala wnioskowaé o miejscu
podstawiania czasteczek leku w strukturach badanych dendrymerow. Miejscami aktywnymi
dendrymerow PAMAM-NH; przytaczajacymi czasteczki S-fluorouracylu sg terminalne grupy
aminowe oraz wewnetrzne grupy amidowe [H2], podczas gdy w przypadku hydroksylowych
dendrymerow PAMAM-OH lek przytaczany jest przez wewngtrzne trzeciorzgdowe grupy
aminowe [H2].

Wyniki miareczkowania ‘H NMR wiazania 5-fluorouracylu i tegafuru przez
makroczasteczki PPI-NH; G4 w srodowisku ciezkiej wody [H8] wskazuja na zaangazowanie
powierzchniowych aminowych grup dendrymeru w wigzanie tego leku. Obliczone metoda
nieliniowej regresji wieloparametrowej zgodnie z modelem jednego rodzaju miejsc
aktywnych w makromolekule parametry wigzania 5-fluorouracylu przez makroczasteczki
PPI-NH, G4 (Tabela 5) sa w granicach niepewnosci pomiarowej zblizone do parametrow
wyznaczonych ta technika dla PAMAM-NH; G4. Obliczone zgodnie z modelem jednego
rodzaju miejsc aktywnych w makromolekule parametry wigzania czasteczek tegafuru przez
dendrymer PPI-NH, G4 w s$rodowisku ciezkiej wody [H10], wskazujg ze w granicach
niepewnosci pomiarowej (Tabela 5) czasteczki tegafuru oddziatujg z dendrymerem PPI-NH,
G4 podobnie jak czasteczki 5-fluorouracylu. Widma *H-'H NOESY mieszanin tegafuru
i dendrymeru PPI-NH; G4 wskazuja na zaangazowanie zard6wno pierscienia pirymidynowego
jak 1 pierScienia tetrahydrofuranu w odziatywanie czasteczki tegafuru z dendrymerem PPI-
NH; G4. Wigzanie tegafuru przez makroczasteczki PPI-NH; G4 potwierdza takze nizsza
warto§¢ wyznaczonego technika DOSY *'H NMR wspotczynnika dyfuzji tegafuru
W mieszaninie zawierajagcej PPI-NH; G4 w pordwnaniu z warto$cig tego wspotczynnika dla
roztworu tegafuru (bez dendrymeru).

Wyniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego roztworéw dendrymerow
PAMAM-NH; G3-G5, PAMAM-0OH G3-G5 i PPI-NH; G4 roztworami 5-fluorouracylu
oraz roztworu dendrymeru PPI-NH; G4 roztworem tegafuru

Technikg miareczkowania kalorymetrycznego w warunkach izotermicznych zbadatem
oddziatywania dendrymeréow PAMAM-NH, G3-G5 [H2, H1], PAMAM-OH G3-G5 [H2,
H3, H1] oraz PPI-NH, G4 [H8] z 5-fluorouracylem w roztworach wodnych w temperaturze
25°C. By wnioskowa¢ o wptywie struktury liganda na proces wigzania z dendrymerem,
zbadatem roéwniez oddziatywania dendrymeru PPI-NH, G4 [H10] z tegafurem w roztworach
wodnych w tej samej temperaturze. Wyznaczone izotermy wigzania leku
z makroczgsteczkami badanych dendrymeréw opracowatem zgodnie z modelem jednego
rodzaju miejsc aktywnych w makromolekule, wyliczajac parametry wigzania i funkcje
termodynamiczne wigzania leku z miejscem aktywnym makromolekuly w $rodowisku
wodnym (Tabela 6).
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Tabela 6. Wyznaczone technikg ITC parametry wigzania i standardowe funkcje termodynamiczne (entalpia i
entropia) wigzania w $rodowisku wodnym w temperaturze 25°C: 5-fluorouracylu z miejscami aktywnymi
makroczasteczek dendrymerow PAMAM-NH, G3-G5, PAMAM-OH G3-G5 i PPI-NH, G4 oraz tegafuru z
miejscami aktywnymi makroczasteczek dendrymeru PPI-NH, G4.

Dendrymer Ligand n [le_ 1 [kca?ﬁol'l] [(r:ﬁ?l)?ﬁ]‘l Ref.
PAMAM-NH, G3 13+£2 1020 + 160 -10.0£1.9 -19.9+6.7 | [H2]
PAMAM-NH, G4 5-FU 25+3 2800 £ 300 -1.5+0.2 10.7+0.4 | [30]
PAMAM-NH, G5 22+8 370 + 60 —20.2+8.3 ~57+29 | [H1]
PAMAM-OH G3 2.5+03 | 3900+600 | —0.65=0.09 142+0.6 | [H2]
PAMAM-OH G4 5-FU | 53+0.6 | 3180530 | —0,28+0,04 15.0+1.0 | [H3]
PAMAM-OH G5 5005 | 6700 5900 | —0.64 +0.58 153+1.0 | [H1]
PPI-NH, G4 5-FU 18+2 1120 + 120 -17.1+22 —43.0+ 1.0 | [H8]
PPI-NH, G4 TF 10+2 7300+ 1200 | -14.20%£3.5 -30+£2 [H10]

Uzyskane parametry (Tabela 6) wskazujg, ze wigzanie S5-fluorouracylu przez
dendrymery PAMAM-NH, G3-G5, PAMAM-OH G3-G5 oraz PPI-NH; G4 jest procesem
samorzutnym termodynamicznie (K > 1), zachodzacym z korzystng (egzotermiczng) zmiang
standardowej entalpii (AH < 0). W przypadku dendrymeru PAMAM-NH, G4 stata
rownowagi wigzania S-fluorouracylu przez miejsca aktywne jest wyzsza niz dla generacji
PAMAM-NH, G3 i PAMAM-NH, G5 za co odpowiada korzystna standardowa entropia
wigzania (AS > 0). Entropia wigzania leku przez dendrymery PAMAM-NH; generacji G3
i G5 jest niekorzystana (AS < 0), co wskazuje na wzrost stopnia uporzadkowania uktadu
towarzyszacy wigzaniu liganda z silnie otwarta struktura PAMAM-NH,; G3 (mogaca
dostosowywa¢ swa konformacje do liganda) oraz silnie upakowang powierzchnig
makroczasteczek PAMAM-NH; G5 (gdzie znaczna sztywno$¢ powierzchni utrudnia
dostosowanie struktury makroczasteczki do struktury wigzanego liganda).

Wyliczone parametry wigzania S5-fluorouracylu z hydroksylowymi dendrymerami
PAMAM-OH G3-G5 (Tabela 6) wskazuja, ze wzrostowi generacji dendrymeru towarzyszy
wzrost czasteczek  S-fluorouracylu, lecz standardowe funkcje
termodynamiczne wigzania s3 w granicach niepewno$ci zblizone do siebie dla trzech
badanych generacji. Wigzanie 5-fluorouracylu przez makromolekuty PAMAM-OH G3-G5
zachodzi z korzystnymi standardowymi zmianami entropii (AS > 0). Hydroksylowe
dendrymery PAMAM-OH G3-G5 wigzg mniej czgsteczek 5-fluorouracylu w poréwnaniu
z dendrymerami PAMAM-NH, G3-G5.

Opracowane zgodnie z modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych wyniki pomiaréw
kalorymetrycznych wskazujg, ze wigzaniu 5-fluorouracylu przez dendrymer PPI-NH, G4
towarzyszy wzrost stopnia uporzadkowania reagentow (AS < 0). Entropia wigzania
5-fluorouracylu rozni zatem dendrymer PPI-NH, G4 (AS < 0) od posiadajacego te same
terminalne grupy funkcyjne dendrymeru PAMAM-NH, G4 (AS > 0). Ujemna entropia
wigzania 5-fluorouracylu przez dendrymer PPI-NH, G4 prawdopodobnie wynika z bardziej

liczby wigzanych
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kompaktowej struktury makroczasteczki PPI-NH, G4 o S$rednicy 2.8 nm [21, 22]
W porownaniu z wickszymi makroczasteczkami PAMAM-NH, G4 o $rednicy 4.5-5 nm [23-
26], co dodatkowo sprzyja porzadkowaniu czasteczek liganda wigzanych z powierzchnig
makroczasteczki PPI-NH; G4 w poréwnaniu z PAMAM-NH; G4. Wiazanie 5-fluorouracylu
przez bardziej zasadowe (pK, = 9.75) [27] powierzchniowe grupy aminowe makroczasteczki
PPI-NH, G4 determinuje ponad 10-krotnie silniejszg egzotermiczno$¢ wigzania
5-fluorouracylu w poréwnaniu z PAMAM-NH, G4 (pK, = 9-9.23) [28, 29].

Wykorzystujac  technik¢ izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego
zbadatem réwniez wigzanie czasteczek tegefaru przez makroczasteczki dendrymeru PPI-NH;
G4 w srodowisku wodnym. Efekty cieplne bezposredniego oddzialywania obu zwigzkow
opisatem modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych. Wyliczone parametry wigzania
(Tabela 6) wskazuja, ze proces wigzania czasteczek tegafuru z miejscami aktywnymi
dendrymeru PPI-NH, G4 jest samorzutny, egzotermiczny i towarzyszy mu wzrost stopnia
uporzadkowania reagentow (AS < 0). Egzotermiczny efekt entalpowy wigzania czasteczki
tegafuru z miejscem aktywnym makromolekuty PPI-NH, G4 jest w granicach niepewnoS$ci
pomiarowej podobny jak w przypadku wigzania 5-fluorouracylu. Odzwierciedla to nizszy
wktad oddziatywania hydrofobowego pierscienia tetrahydrofuranu w czasteczce tegafuru
W 0g6lng energetyke oddziatywania ligand—dendrymer w porownaniu z wigkszym wktadem
oddziatywan elektrostatycznych i1 wigzanh wodorowych pierscienia pirymidynowego obu
porownywanych lekéw. Podczas wigzania tegafuru przez PPI-NH, G4 nastepuje
porzadkowanie badanego uktadu (AS < 0). Nizsza warto$¢ bezwzgledna entropii wigzania
tegafuru z dendrymerem PPI-NH,; G4 w poroéwnaniu z wigzaniem przez ten dendrymer
5-fluorouracylu wskazuje, ze zwigzaniu przez makroczasteczke PPI-NH, G4 wigkszych,
bardziej rozbudowanych sterycznie czasteczek tegafuru towarzyszy pewne zaburzenie
struktury dendrymeru (np. wskutek konformacyjnego rozsunigcia dendronéw [27, 31-33]),
zwiekszajace entropi¢ przemiany [H10].

Wyznaczona technikg miareczkowania ITC stata wigzania K miejsc aktywnych
makromolekuty PPI-NH, G4 z czasteczkami tegafuru jest wyzsza niz w przypadku wigzania
czasteczek 5-fluorouracylu przez ten dendrymer. Potwierdza to utworzenie stabilniejszego
kompleksu supramolekularnego dendrymeru PPI-NH, G4 z tegafurem w pordéwnaniu
z 5-fluorouracylem. Utworzony kompleks supramolekularny PPI-NH, G4 z tegafurem ma
jednak nizszg stechiometrie¢ niz w przypadku kompleksu PPI-NH, G4 z 5-fluorouracylem,
ze wzgledu na bardziej rozbudowang sterycznie strukture czgsteczki tegafuru (w poréwnaniu
z 5-fluorouracylem).
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Wvyniki badan eksperymentalnych oddzialywan kukurbiturilu O7 2z lekami
przeciwnowotworowymi

Wyniki badan oddzialywan kukurbiturilu Q7 z gemcytabing w wodzie

Gemcytabina, lek cytostatyczny z grupy antymetabolitow pirymidynowych, ma
ograniczong trwato$¢ podczas przechowywania, zwlaszcza W kwasnym s$rodowisku [34],
a stosowana podczas terapii wykazuje liczne skutki uboczne. Roztwoér gemcytabiny (Gemzar,
Eli Lilly) do podawania w formie zastrzyku wykazuje pH=2.7-3.3 [35]. Jedng ze strategii
poprawy trwato$ci nietrwatych preparatow farmaceutycznych oraz zwigkszenia efektywnos$ci
terapii takimi lekami jest uzycie supramolekularnych nano-konteneréw, w tym zwigzkow
makrocyklicznych. Zdolno$¢ gemcytabiny do przylaczania protonu w $rodowisku wodnym
stwarza potrzebe poszukiwania dobrze tolerowanego przez organizm no$nika zdolnego
wigza¢ supramolekularnie ligand (lek) w formie kationu. Funkcje takiego przenosnika moze
petni¢ makroczasteczka siedmioczionowego kukurbiturilu Q7.

Stalg rownowagi wigzania gemcytabiny we wnece kukurbiturilu Q7 w $rodowisku
wodnym oznaczytem opisujac metodg regresji wicloparametrowej wyniki badan:
i) spektroskopowych w zakresie UV, miareczkujac wodny roztwor gemcytabiny wodnym
roztworem kukurbiturilu Q7 [H7], ii) technikag dializy rownowagowej wodnych mieszanin
gemcytabiny i kukurbiturilu Q7 [H7], iii) technika miareczkowania "H NMR w $rodowisku
ciezkiej wody [H7] oraz iv) technikg izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego
[H4].

Uzyskane réznymi technikami eksperymentalnymi parametry wigzania gemcytabiny
przez kukurbituril Q7 w roztworach wodnych (Tabela 7) wskazujg, ze gemcytabina jest
samorzutnie wigzana przez kukurbituril Q7 tworzac kompleks o stechiometrii 1:1.
W roztworze wodnym ustala si¢ stan rownowagi pomig¢dzy kukurbiturilem Q7, jego ligandem
(gemcytabing) oraz kompleksem kukurbituril Q7-lek. Utworzony kompleks jest stosunkowo
silny (logk > 3) [36, 37], co oznacza, ze w rownomolowej mieszaninie gemcytabiny
I kukurbiturilu Q7 w $rodowisku wodnym dominuje skompleksowana forma tego leku.

Analiza widm *H NMR mieszanin o statym stezeniu kukurbiturilu Q7 i wzrastajacym
stezeniu gemcytabiny w cigzkiej wodzie wskazuje, ze w wigzaniu gemcytabiny uczestniczy
zarbwno wneka jak i portale kukurbiturilu Q7. Analiza widm H NMR mieszanin o statym
stezeniu gemcytabiny 1 wzrastajacym stezeniu kukurbiturilu Q7 w cigzkiej wodzie wskazuje,
ze zardwno pierscien zasady nukleinowej jak i pier§cien furanozy w czasteczce gemcytabiny
sg zaangazowane w wigzanie z makrocyklem Q7 [H7]. Wyniki miareczkowan ITC w wodzie
[H4] wskazuja, ze wigzanie gemcytabiny przez kukurbituril Q7 w niebuforowanej srodowisku
wodnym (0 pH=4.1-3.8) =zachodzi ze stechiometrig 1:1, jako proces silnie egzotermiczny
I towarzyszy mu wzrost stopnia uporzagdkowania reagentow.
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Tabela 7. Wyznaczone roznymi technikami eksperymentalnymi parametry wigzania gemcytabiny (Gem) przez
kukurbituril Q7 w roztworach wodnych podczas miareczkowania: roztworu gemcytabiny roztworem
kukurbiturilu Q7 (Gem with Q7, pH=4.1-3.8) oraz roztworu kukurbiturilu Q7 roztworem gemcytabiny (Q7 with
Gem, pH=4.3-3.8). W nawiasach zapisano wartosci parametrow przyjete jako zatozone podczas obliczen
metoda wieloparametrowej regresji.

Miareczkowanie spektroskopowe UV, t=20°C Typ Ref.
n logK
()* 3.51+0.06 (Gem with Q7) [H7]
Dializa r6wnowagowa, t=20°C (Model jednego rodzaju miejsc)
n logkK
0.85+0.15 3.09+0.18 (Q7 with Gem) [H7]
Spektroskopia *H NMR w D,0, t=20°C
n logK
()] 4.46 +0.28 (Gem with Q7) [H7]
1) 4.08 +0.13 (Q7 with Gem) [H7]
Izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne w wodzie, t=25°C
n logk AH . TAS B AG B
[kcal mol™] [keal mol™] [keal mol™]
1.05+0.06 4.58 £0.03 -8.1+£0.6 -1.8+0.8 —-6.3+02 (Gemwith Q7) [H4]
0.85+0.05 490+0.17 -9.6+0.3 -29+0.5 -6.7+£0.2 (Q7 with Gem) [H4]

Obserwowane roznice w wyznaczonych statych wigzania logK (Tabela 7) wynikaja
zapewne z roznej specyfiki uzytych technik badawczych: podczas dializy sktadniki badanych
uktadéw moga oddziatywac z pdlprzepuszczalng blong dializacyjng, podczas miareczkowania
'H NMR stata rOwnowagi wyliczana jest ze zmian przesuni¢¢ chemicznych zaleznych od
zmian lokalnej gestosci elektronowej na wybranej grupie rownocennych magnetycznie
protonow, natomiast podczas miareczkowania spektroskopowego UV stala réwnowagi
wyliczana jest ze zmian absorbancji, zaleznych od zmian ggstos$ci elektronowej uktadu
chromoforowego. Zblizony rzad wartosci statych rownowagi logK wyznaczonych technika
'H NMR i miareczkowania ITC potwierdza istotny wktad w proces wiazania gemcytabiny
przez kukurbituril Q7 oddzialywan elektrostatycznych kationowego centrum leku
Z posiadajacymi czastkowy tadunek ujemny grupami karbonylowymi portali makroczasteczki

Q7.

Wyniki badan oddzialywan kukurbiturilu Q7 z gemcytabina w roztworach: buforu
mrowczanowego, kwasu solnego i wodorotlenku sodu

Proces kompleksowania gemcytabiny przez kukurbituril Q7 zbadalem rowniez
w wodnym $rodowisku 20 mM buforu mroéwczanowego przy pH=pK,=3.8 (maksymalna
pojemnos$¢ buforowa rozpuszczalnika) [H5]. Wyniki izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego roztworow gemcytabiny roztworami Kukurbiturilu Q7 (Gem with Q7)
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i roztworu kukurbiturilu Q7 roztworami gemcytabiny (Q7 with Gem) w $rodowisku buforu
mrowczanowego o pH=3.8 (Tabela 6 w publikacji [H5]), potwierdzaja obserwowang juz
w niebuforowanej wodzie (0 pH=4.1-3.8) charakterystyke procesu kompleksowania jako
samorzutnego, egzotermicznego, ktéremu towarzyszy wzrost stopnia uporzadkowania
reagentoOw. Stale kompleksowania gemcytabiny przez kukurbituril Q7 w $rodowisku
buforowym (Tabela 6 w publikacji [H5]) sg jednak nizsze niz w niebuforowanej wodzie
(Tabela 7), pomimo ze warto$ci pH sg poréwnywalne (pH=4.1-3.8 w wodzie oraz pH=3.8
w mieszaninie buforowej). Wskazuje to na utrudniajagcy wigzanie gemcytabiny
z kukurbiturilem Q7 wptyw jonéw obecnych w mieszaninie buforowe;j.

Proces kompleksowania gemcytabiny przez kukurbituril Q7 zbadatem takze
w wodnym roztworze kwasu solnego o pH=1.7 [H5]. Wyniki miareczkowania ITC roztworu
kukurbiturilu Q7 roztworem gemcytabiny (Tabela 5 w publikacji [H5], Q7 with Gem)
wskazuja, ze samorzutnie powstaje kompleks o stechiometrii 1:1. Wyniki miareczkowania
ITC roztworu gemcytabiny roztworem kukurbiturilu Q7 (Tabela 5 w publikacji [H5], Gem
with Q7) wskazuja, ze w warunkach silnego zakwaszenia roztworu i nadmiaru makrocyklu
Q7 wzgledem gemcytabiny powstaje kompleks o stechiometrii 1:2 (LQ,), w ktorym dwie
czasteczki makrocyklu Q7 kompleksujg kation gemcytabiny. W wodnym roztworze kwasu
solnego o pH =1.7 kompleksowanie gemcytabiny przebiega samorzutnie z powinowactwem
(log K >4) porownywalnym z obserwowanym w wodnym (niebuforowanym) roztworze.
Stabszy egzotermiczny efekt entalpowy wigzania gemcytabiny przez Q7 w roztworze kwasu
solnego o pH=1.7 w poréwnaniu z efektem entalpowym obserwowanym w niebuforowanej
wodzie mozna wyjasni¢ czgsciowym protonowaniem grup karbonylowych (pK, = 3 [3], pK,
= 2.2 [38]) portali kukurbiturilu Q7 w $rodowisku o pH=1.7.

Widma ESI MS mieszanin kukurbiturilu Q7 i gemcytabiny ([Q7]/[Gem] =4/1)
w wodnym roztworze kwasu solnego (pH=1.7) pozwolily zidentyfikowa¢ w fazie gazowej
(po dehydratacji i jonizacji) agregaty o roznej stechiometrii: 1:1 (LQ), 2:2 (L2Q>), 2:3 (L2Qs)
13:2 (LsQ2) [H5]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze takze w roztworach w warunkach silnie
obnizonego pH 1 przy duzym nadmiarze molowym kukurbiturilu Q7 wzgledem gemcytabiny
moga wspoOlistnie¢ potaczenia kukurbiturilu 1 gemcytabiny o wyzszej stechiometrii. Do
identyfikacji niektorych pikow molekularnych kompleksow gemcytabiny i1 kukurbirurilu Q7
wykorzystatem tandemowa spektroskopie mas MS/MS do identyfikacji wtornych jondéw
fragmentacyjnych (daughter ions) MS? otrzymanych w wyniku kolizji jonéw macierzystych
(parent ions) wyselekcjonowanych po jonizacji MS [H5].

Wyniki miareczkowania ITC roztworu kukurbiturilu Q7 roztworem gemcytabiny
W wodnym roztworze wodorotlenku sodu o pH=12.3 wskazuja, ze makromolekuly Q7 nie
wigzg gemcytabiny w tych warunkach [H4], zapewne ze wzglgdu na brak mozliwosci
protonowania czasteczek gemcytabiny przy tak wysokiej wartosci pH.

Wyniki badan DSC wplywu wolnego i skompleksowanego z gemcytabing kukurbiturilu
Q7 na strukture modelowych blon fosfolipidowych DMPC-DPPG

Wptyw kukurbiturilu Q7 i jego kompleksu z gemcytabing na struktur¢ modelowych
bton duzych jednowarstwowych liposoméw LUV (ang. large unilamellar vesicles, Srednica
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DLS 120 nm, (= -25 mV) zbudowanych z: zwitterionowej dimirystynowej
fosfatydylocholiny (DMPC) oraz anionowego dipalmitynowego fosfatydyloglicerolu (DPPG)
zawieszonych w buforze fosforanowym (pH=7), zbadatem technikg skaningowej kalorymetrii
réznicowej DSC [H7]. Uzyte liposomy DMPC-DPPG podobnie jak natywne blony
fosfolipidowe, posiadaty anionowy charakter. Skany DSC rejestrowane byty od 5°C to 40°C
dla mieszanin zawierajacych liposomy DMPC-DPPG i wzrastajace st¢zenie wolnego (Q7) lub
skompleksowanego z gemcytabing kukurbiturilu (Gem-Q7) dla trzech wartosci stosunku
molowego Q7/lipid lub Gem-Q7/lipid odpowiednio 0.02/1, 0.05/1 i 0.1/1. Analizujac
parametry opisujace piki przejs¢ fazowych blon DMPC-DPPG: przedprzej$cia z lamelarnej
fazy zelowej do pofaldowanej fazy zelowej (Tm ~13.4°C) 1 przejscia glownego
z pofatdowanej fazy zelowej do lamelarnej fazy ciektokrystalicznej (T, ~ 25.3°C) mozna
wnioskowa¢ o wptywie dodanego do mieszaniny sktadnika (Q7 lub Gem-Q7) na strukture
powierzchniowg i wewngtrzng bton badanych liposomow.

Analiza zmian parametréw termotropowych pikow przedprzejScia i1 przejscia
glownego bton DMPC-DPPG w funkcji rosngcego stezenia Q7 lub Gem-Q7 wskazuja, ze
wptyw kukurbiturilu skompleksowanego z gemcytabing Gem-Q7 jest stabszy w porownaniu
z wolnym (nieskompleksowanym) makrocyklem Q7, o czym $wiadczy: 1) zmniejszenie
entalpii przedprzejscia AH o 19% przez kompleks Gem-Q7 w poréwnaniu ze zmniejszeniem
entalpii przedprzej$cia AH o 27% przez Q7, ii) zmniejszeniem entalpii przejscia gtdéwnego
AH o 6% przez kompleks Gem-Q7 w pordéwnaniu ze zmniejszeniem entalpii przejscia
glownego AH 0 10% przez Q7. Zapewne nieskompleksowany makrocykl Q7 moze wigzac
sprotonowane grupy aminowe czasteczek DMPC, wiec oddziatuje (nieco) silniej z blona
DMPC-DPPG niz kompleks gemcytabiny i kukurbiturilu Q7. Zdolno$¢ do tagodnego
oddziatywania kompleksu Gem-Q7 ze strukturg liposomu DMPC-DPPG posrednio wskazuje
na mozliwo$¢ uzycia kukurbiturilu Q7 jako nano-no$nika gemcytabiny do komorek
nowotworowych, co potwierdzity badania in vitro wspétautorow pracy [H7] na wybranych
ludzkich liniach komoérek biataczek i chtoniakow.

Wyniki badan kalorymetrycznych ITC wplywu etanolu na proces wiazania
gemcytabiny przez kukurbituril Q7 w wodnych roztworach buforu mréwczanowego

Proces kompleksowania kationu gemcytabiny przez kukurbituril Q7 zbadatem rowniez
w wodnym roztworze buforu mrowczanowego (pH=pK, =3.8) o wzrastajagcym stezeniu
etanolu [H9], wykorzystujac technike miareczkowania kalorymetrycznego ITC. Izotermy
opisujace efekty cieplne bezposrednich oddzialywan kukurbiturilu Q7 z gemcytabing
wyznaczone w badanych rozpuszczalnikach o stgzeniu etanolu od 1%0 do 15% (Rysunek 5
w publikacji [H9]) opisatem modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych, wyliczajac statg
rownowagi K 1 standardowe funkcje termodynamiczne (AH,AS,AG), opisujgce proces
wigzania gemcytabiny przez kukurbituril Q7 (Tabela 2 w publikacji [H9]).

Zblizone do jednosci wyliczone wartosci parametru stechiometrycznego n wskazuja,
ze (w granicach niepewno$ci pomiarowej) we wngce badanego kukurbiturilu Q7 wigzana jest
jedna czgsteczka gemcytabiny. Uzyskane wyniki wskazuja, ze dodatek etanolu nie wptywa na
stechiometri¢ powstajacych kompleksow. Proces kompleksowania gemcytabiny przez
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kukurbituril Q7 jest termodynamicznie samorzutny (AG < 0) i egzotermiczny (AH < 0)
w $rodowisku buforu fosforanowego (pH=3.8) w zakresie stezen etanolu od 0.1% do 15%.

Stopniowe obsadzenie przez czasteczki etanolu wngki makrocyklu Q7 utrudnia
umieszczenie w niej hydrofobowej reszty liganda (aromatyczny pierScien gemcytabiny)
W miar¢ wzrostu stezenia etanolu w srodowisku reakcji. Efekt ten obserwowany jest zarowno
jako zmniejszenie powinowactwa makrocyklu kukurbiturilu Q7 do kationu gemcytabiny
(maleje stata rownowagi K) oraz jako zmniejszenie ilosci wydzielanej do otocznia energii
w formie ciepta (ktorej miarg jest entalpia wigzania AH).

Wazrastajace stezenie etanolu wyraznie wptywa na czton entropowy TAS opisujacy
energetyke zwigzang ze zmiang stopnia nieuporzadkowania towarzyszaca kompleksowaniu
gemcytabiny we wnece kukurbiturilu Q7. Czton entropowy wzrasta od warto$ci ujemnych
(TAS < 0) w zakresie niskich stezen etanolu (0.1% - 2%) do warto$ci dodatnich (TAS > 0),
opisujac tworzenie coraz stabszych potaczen kompleksowych w wyzszym zakresie stezen
alkoholu (5% - 15%). Wynik ten jednoznacznie wskazuje na zmiany strukturalne
towarzyszace inkluzji gemcytabiny we wnece kukurbiturilu Q7. Na zmiany warto$ci cztonu
entropowego w funkcji sktadu mieszanego rozpuszczalnika wptywa efekt strukturalny
zwigzany z usuwaniem z wneki makrocyklu obsadzajacych ja czasteczek rozpuszczalnika
(stan poczatkowy) do fazy objetosciowej (bulk solution) roztworu (stan koncowy).

Obserwowane zmniejszenie stopnia nieuporzadkowania reagentow (TAS < 0) podczas
supramolekularnej inkluzji gemcytabiny we wnece kukurbiturilu Q7 w zakresie niskich stg¢zen
etanolu (0.1% - 2%) mozna przypisa¢ wysokiemu stopniowi nieuporzadkowania polarnych
czasteczek wody hydratujacych wzglednie hydrofobowa wneke kukurbiturilu (o wzglednej
przenikalnosci elektrycznej ¢ = 10.3 [39] - 13.6 [40] poréwnywalnej z przenikalno$cia
elektryczng n—oktanolu € = 10.3 [41]). Czasteczki wody wypierane sg do fazy objetosciowe;j
rozpuszczalnika w wyniku inkluzji gemcytabiny. W zakresie stezen etanolu
nieprzekraczajacych 5% obserwowane standardowe funkcje termodynamiczne wigzania
(AS < 0,AH < 0) sg charakterystyczne dla tzw. nieklasycznego efektu hydrofobowego
(nonclassical hydrophobic effect) [42, 43], w ktorym uczestniczg tzw. wysokoenergetyczne
czasteczki wody (high-energy water molecules) [44-48].

W miare wzrostu stgzenia etanolu w $rodowisku reakcji, coraz wiecej czasteczek
solwatujacych wngke stanowia mniej polarne, bardziej lipofilowe czasteczki etanolu. Te
lipofilowe czasteczki etanolu oddziatuja hydrofobowo z wngtrzem klatki makrocyklu,
orientujac si¢ w niej 1 tworzac bardziej uporzadkowang mikrofaze¢ (w pordéwnaniu
Z hydratowang wneka). Obserwowany wzrost stopnia nieuporzadkowania reagentow
(TAS > 0) podczas supramolekularnej inkluzji gencytabiny we wngce kukurbiturilu w
wodnym rozpuszczalniku o znacznej zawartosci etanolu (>5%) mozna, zatem przypisaé
wysokiemu stopniowi uporzadkowania czasteczek etanolu we wzglednie hydrofobowe;j
wnece kukurbiturilu. Stopniowe obsadzanie przez czasteczki etanolu wneki makrocyklu
utrudnia inkluzje gemcytabiny w miar¢ wzrostu st¢zenia etanolu w srodowisku reakcji, az do
zahamowania inkluzji gemcytabiny, ktore obserwowatem przy stezeniu etanolu rownym 25%.
Badania 'H NMR DOSY wspotautorow [H9] potwierdzaja wiazanie etanolu przez
kukurbituril Q7 w srodowisku ci¢zkiej wody. Wyliczona przeze mnie z reguly optymalnego
wypelnienia wneki w 52% [39] maksymalna liczba czgsteczek etanolu solwatujgcych wneke
Q7 wynosi 3-4 [HI].
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Obliczone parametry wskazuja, ze w zakresie stezen etanolu tolerowanych przez
organizm ludzki (<5%o) energetyka oddzialywan kukurbiturilu Q7 z gemcytabing jest
podobna do obserwowanej w srodowisku buforowym bez dodatku alkoholu. Sugeruje to, ze
etanol zawarty w organizmie pacjenta nie jest istotnym przeciwwskazaniem do uzycia
kukurbiturilu Q7 jako supramolekularnego nano-kontenera gemcytabiny do zastosowan
biomedycznych. Jednak wyzsze stezenie etanolu wyraznie ostabia oddziatywania leku
z kukurbiturilem Q7. Dlatego do zastosowan technologicznych, wykorzystujagcych
kukurbituril Q7 jako no$nik gemcytabiny, st¢Zenie etanolu powinno by¢ nizsze niz 10%.

Wyniki badan kalorymetrycznych ITC wplywu pH na proces wiazania gemcytabiny
przez kukurbituril Q7 w wodnych roztworach buforu mréwczanowego

Badanie wplywu pH na proces kompleksowania gemcytabiny przez kukurbituril Q7
wykonatem technika izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego w wodnym
srodowisku mieszaniny buforowej HCOOH-HCOONa [H12]. Entalpogramy (Rysunek 3
w publikacji [H12]) bezposrednich oddziatywan gemcytabiny z kukurbiturilem Q7 w zakresie
pH od 5 do 2 opisalem metoda nieliniowej regresji wieloparametrowej, wykorzystujac model
jednego rodzaju miejsc aktywnych, wyliczajac statg rownowagi K i standardowe funkcje
termodynamiczne (AH,AS,AG), opisujace proces wigzania gemcytabiny przez kukurbituril
Q7 (Tabela 1 w publikacji [H12]).

Uzyskane zaleznosci (Rysunek 4 w publikacji [H12]) wskazuja, ze w badanym
zakresie pH srodowiska buforowego gemcytabina jest wigzana samorzutnie (AG < 0) przez
makroczasteczke kukurbiturilu Q7 tworzac kompleks o stechiometrii 1:1. Reakcji tej
towarzyszy wydzielenie energii do otoczenia w formie ciepta (AH < 0) 1 uporzadkowanie
(TAS < 0) reagentow reakcji kompleksowania. Wraz ze wzrostem stezenia jonow
wodorowych w $rodowisku buforowym nastgpuje wzrost stalej roOwnowagi wigzania
gemcytabiny przez makroczasteczke kukurbiturilu Q7, poniewaz obnizenie wartosci pH
srodowiska sprzyja protonowaniu grupy aminowej tego leku i tym samym elektrostatycznemu
oddziatywaniu kationu leku z ujemnie spolaryzowanym portalem makrocyklu.

Obserwowany kierunek zmian czynnika entalpowego AH i czynnika entropowogo
TAS odzwierciedla wptyw protonowania czasteczek liganda i makrocyklu na termodynamike
procesu kompleksowania. Poprzedzajace wtasciwa inkluzje gemcytabiny przylaczenie
protonu do grupy aminowej tego leku wnosi dodatkowy egzotermiczny wkiad, ktory
powieksza obserwowang w pomiarach kalorymetrycznych egzotermiczng entalpi¢
oddziatywania obu zwigzkow w zakresie pH=5-4.5. Uwzglednienie protonu jako
dodatkowego substratu kompleksowania gemcytabiny przez kukurbituril w zakresie pH=5-
4.5 pozwala rowniez wyjasni¢ obserwowany silny i niekorzystny efekt entropowy przemiany
w tym zakresie pH. Zawarty w fazie objg¢tosciowej mieszaniny buforowej proton zostaje
uporzadkowany po przytaczeniu do czasteczki liganda, ktora sama zostaje zainkludowana we
wnece makrocyklu. W $rodowiskiem o wickszej kwasowosci (pH=4-2) wzrasta udziat
protonowanych czasteczek gemcytabiny, ktore sa inkludowane we wngce Q7, czemu
towarzyszy mniejszy (w porownaniu ze Srodowiskiem o pH=5-4.5) wzrost stopnia
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uporzadkowania reagentéw, stabsza egzotermicznos$¢ przemiany i wypadkowo wyzsza stata
rownowagi kompleksowania K.

Wyniki badan kalorymetrycznych ITC wplywu chlorku sodu na proces wigzania
gemcytabiny przez kukurbituril Q7 w wodnych roztworach buforu mréwczanowego

Wyznaczytem wplyw chlorku sodu, modelowego elektrolitu na proces
kompleksowania gemcytabiny przez kukurbituril Q7 [H12], przeprowadzajac seri¢
miareczkowan kalorymetrycznych w mieszaninach buforowych HCOOH-HCOONa o pH=4
I wzrastajgcym stezeniu NaCl w zakresie od 10 do 4000 mM (Rysunek 5 w publikacji [H12]).
Wykorzystujac model jednego rodzaju miejsc aktywnych obliczylem metodg nieliniowej
regresji wieloparametrowej parametry wigzania gemcytabiny przez kukurbituril Q7 (Tabela 2
w publikacji [H12]).

W granicach niepewno$ci pomiarowej wzrost st¢zenia NaCl w badanym zakresie
stezenia tej soli, nie powoduje istotnych statystycznie zmian cztonu entropowego TAS. Wraz
ze wzrostem stezenia NaCl w §rodowisku buforowym (pH=4) nast¢puje natomiast gwaltowne
zmniejszenie warto$ci stalej roOwnowagi wigzania K gemcytabiny przez makroczasteczke
kukurbiturilu Q7 oraz zmniejszenie warto$ci bezwzglednej entalpii wigzania (Rysunek 6
w publikacji [H12]). Wskazuje to na tlumienie oddzialywan wiazacych gemcytabiny
I kukurbiturilu Q7 przez obecny w roztworze chlorek sodu. Kationy sodu pochodzace
z dysocjacji tej soli sg zwigzane przez grupy karbonylowe portali Q7 [49-52].
Kompleksowanie gemcytabiny przez Q7 wymaga zatem wyparcia przez inkludowany lek
kationow sodu wysycajacych portale makrocyklu, co obserwujemy jako zmniejszenie sity
nap¢dowej kompleksowania AG, ktorej warto$¢é bezwzgledna maleje.

W wodnych 10 — 250 mM roztworach chlorku sodu gemcytabina jest wydajnie
wigzana (logK > 3) przez kukurbituril Q7. Makroczasteczki Q7 mozna zatem uzy¢ jako
czynnik stabilizujacy ten lek w preparatach farmaceutycznych w roztworze soli fizjologicznej
(154 mM). W roztworach o stezeniu NaCl w zakresie 250 — 1000 mM powinowactwo
gemcytabiny do Q7 jest istotnie ograniczone (2 <logK < 3), natomiast w roztworze
0 stezeniu NaCl réwnym 4000 mM makrocykl Q7 wykazuje juz bardzo stabe powinowactwo
do gemcytabiny (logK < 2) wskutek konkurencyjnego oddzialywania portali Q7 z kationami
sodu. Wzrost stezenia NaCl w §rodowisku reakcji, podobnie jak podwyzszenie pH, sprzyjaja
zatem uwalnianiu gemcytabiny zainkludowanej we wnece makroczasteczki Q7 w srodowisku
wodnym.

Wptyw NaCl na stabilno$¢ utworzonych kompleksow zbadatem rowniez technika
spektrometrii mas z elektrorozpylaniem [H12], rejestrujac widma ESI MS w trybie jonow
dodatnich wodnych mieszanin kukurbiturilu Q7 (0.5 mM) i gemcytabiny (0.2 mM) bez
dodatku NaCl oraz w mieszaninach zawierajacych odpowiednio wzrastajace st¢zenie chlorku
sodu. W zastosowanej procedurze badawczej, stgzony roztwoér NaCl dodawany byl do
mieszaniny zawierajacej gemcytabing zwigzang przez nadmiar kukurbiturilu Q7. Wzrost
stezenia NaCl w badanej mieszanie pozwala wigc obserwowaé wplyw jonow sodowych na
stabilno$é juz utworzonego kompleksu Q7 z gemcytabing (Gem). Wzrost stgzenia jonow Na®
wywotany wprowadzeniem do badanej mieszaniny NaCl powoduje zmniejszenie
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intensywno$ci  piku  monosodowego adduktu kukurbiturilu Q7 z gemcytabing
[Q7+H+Na+Gem]?* oraz wzrost intensywnosci piku dwusodowego adduktu kukurbiturilu Q7
bez gemcytabiny [Q7+2Na]*, co wskazuje, ze wzrost zawartosci kationow sodu dziata
destabilizujgco na juz utworzony kompleks gemcytabiny i kukurbiturilu Q7.

Wptyw pH, stgzenia etanolu 1 stezenia NaCl na termodynamike kompleksowania
gemcytabiny przez kukurbituril Q7 mozna przedstawi¢ na wykresie kompensacji entalpowo—
entropowej (Rys. 4), ktory zbiorczo obrazuje wptyw zmiany sktadu rozpuszczalnika uzytego
jako medium reakcji inkluzji gemcytabiny we wnece kukurbiturilu Q7. Wspotczynnik
kierunkowy tga prostoliniowej zaleznosci TAS-vs-AH wskazuje, w jakim stopniu zmiana
efektu entalpowego (AAH) wywotana reakcja kompleksowania jest kompensowana przez
zmian¢ efektu entropowego (TAAS) [53]. Niejednakowe wartosci wspotczynnika
kierunkowego tga zaleznosci TAS-vs-AH obserwowane w wodnych roztworach o réznych
warto$ciach odpowiednio pH (tga=1.42 £ 0.06, R*>=0.99), stezenia etanolu (tga=0.70 + 0.04,
R?=0.98) i stezenia NaCl (tga=0.22 + 0.14, R?=0.86) wskazuja na odmienny udziat jonow
I czasteczek zawartych w badanych rozpuszczalnikach na stabilizowanie (wzrost stgzenia
jondéw wodorowych, tga > 1) lub destabilizowanie (wzrost stezenia NaCl lub wzrost stezenia
etanolu, tga < 1) tworzonego kompleksu supramolekularnego. Odpowiednio dobrany sktad
rozpuszczalnika moze wigc poprzez zawarte w nim jony i czgsteczki modyfikowaé stan
supramolekularnych reagentéw, wywierajac tym samym wplyw na termodynamike
supramolekularnej przemiany [H9, H12], w szczegodlnosci poprzez: i) zwigkszanie udziatu
gemcytabiny w formie sprotonowanej przy obnizeniu pH, ii) solwatowanie hydrofobowe;j
wneki makrocyklu Q7 czasteczkami etanolu, iii) asocjacj¢ kationdow sodu z grupami
karbonylowymi wej$cia (portalu) do wneki Q7.
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Rys. 4. Wykresie kompensacji entalpowo—entropowej dla procesu kompleksowania gemcytabiny przez
kukurbituril Q7 w wodnym $rodowisku 20 mM buforu mréwczanowego: a) 0 pH=2-5 (e), b) o pH=4
zawierajacego NaCl o stezeniu 0.01-4 M (A), ¢) o pH=3.8 zawierajacego 0.1-15% (~0.02 — ~3.2 M) etanolu
(m). Dane do wykresu pochodzg z prac [H9, H12].
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Wyniki badan oddzialywan kukurbiturilu Q7 z mitoksantronem w wodnych roztworach
kwasu solnego

Mitoksantron w badanych wodnych roztworach kwasu solnego o pH=5 i pH=4
wystepuje jako dikation, w ktérym centra kationowe zlokalizowane sg w dwoch tancuchach
alifatycznych. Opisujac gaszenie fluorescencji mitoksantronu wywotane wzrastajagcym
stezeniem kukurbiturilu Q7 (wygaszacza), wyliczylem liczb¢ miejsc aktywnych n
W czgsteczce mitoksantronu wigzgcych kukurbituril Q7 ze stalg wigzania K [H6]. Nastepnie
wykorzystujac  wyniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego roztworow
mitoksantronu roztworami kukurbiturilu Q7, wyliczylem metoda regresji liniowej dla
ustalonej (oznaczonej fluorymetrycznie) liczby miejsc aktywnych n=2 w czasteczce
mitoksantronu stalg réwnowagi K wigzania kukurbiturilu Q7 przez miejsce aktywne
mitoksantronu (Tabela 1 w publikacji [H6]).

Uzyskane wyniki spektrofluorymetryczne wskazuja, ze czasteczka mitoksantronu jest
kompleksowana przez dwie czasteczki kukurbiturilu Q7 w wodnym roztworze HCI o pH=5
I pH=4. Zwigzaniu przez makrocykle Q7 ulegaja zapewne dwie alifatyczne sprotonowane
grupy aminowe czasteczki leku, co prowadzi do utworzenia kompleksu supramolekularnego
o0 stechiometrii 1:2 (LQ). Zgodnie z wynikami ITC, proces kompleksowania mitoksantronu
przez makroczasteczki kukurbiturilu Q7 jest termodynamicznie samorzutny (AG < 0), silnie
egzotermiczny (AH < 0) i towarzyszy mu wzrost stopnia uporzadkowania reagentow
(TAS < 0). Proces wigzania mitoksantronu przez makroczgsteczki kukurbiturilu Q7 jest
silniej egzotermiczny w roztworze kwasu solnego przy pH=4 w poréownaniu z pH=5, lecz
mniej korzystny czynnik entropowy przy pH=4 powoduje, ze wyznaczone technikg ITC state
wigzania logK przy obu wartosciach pH $rodowiska sg jednakowe w granicach niepewnosci
ich wyznaczenia. Wprowadzenie do roztworu o pH=4 chlorku sodu (140 mM) tlumi
oddziatywania mitoksantronu z kukurbiturilem Q7.

Réznice w oznaczonych spektrofluorymetrycznie 1 kalorymetrycznie statych logK
mogg wynika¢ z roznych stezen mitoksantronu uzytych do pomiaru fluorymetrycznego
(15 uM) 1 kalorymetrycznego ITC (120 uM), co skutkowa¢ mogto samoasocjacjg czasteczek
mitoksantronu w wyzszych zakresach stezen leku [54].

Wyniki badan eksperymentalnych oddzialywan kukurbiturili z modelowa poliamina
TREN w wodnych roztworach kwasu mrowkowego

By wyciggnag¢ wnioski o wplywie struktury na oddziatywanie kukurbiturili
z polidentnymi ligandami wybratem symetryczna (niebedacg lekiem) trojramienng (tridentng)
poliamine TREN w charakterze modelowego zwigzku, ktoérego oddzialywania
z kukurbiturilami Q6, Q7 i Q8 zbadatem technikg miareczkowania kalorymetrycznego ITC.
Wykonalem seri¢ miareczkowan roztworow kukurbiturili Q6, Q7 1 Q8 roztworami TREN
w wodnym 50% roztworze kwasu mrowkowego (pH=1.52) w temperaturze 25°C [H11].
Uzyty jako rozpuszczalnik wodny 50% roztwor kwasu mréwkowego umozliwit
rozpuszczenie trudnorozpuszczalnych w wodzie kukurbiturili Q6 i Q8. Etalpogramy efektow
bezposredniego oddziatywania trzech badanych kukurbiturili Q6, Q7 i Q8 z poliaming TREN
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opisatem modelem jednego rodzaju miejsc aktywnych dla potwierdzonej wynikami badan
wspotautorow [H11] stechiometrii 1:1. Uzyskane wyniki (Tabela 2 w publikacji [H11])
wskazuja, ze w fazie cicklej proces wigzania jest egzotermiczny (AH < 0)
I termodynamicznie samorzutny (AG < 0) w przypadku badanych kukurbiturili Q6, Q7 i Q8.
Entalpia wigzania AH i czynnik entropowy TAS w réznym stopniu wnoszg wkiad w trwatosé
tworzonych kompleksow kukurbiturili z poliaming TREN w zaleznosci od wielkoS$ci
makrocyklu.

Entalpia wigzania TREN jest najkorzystnicjsza w przypadku najmniejszego
kukurbiturilu Q6. Jednocze$nie utworzeniu kompleksu Q6 z TREN towarzyszy niekorzystna
zmiana czlonu entropowego (TAS < 0). Czynnik entropowy wigzania TREN jest korzystny
(TAS > 0) dla wyzszych homologéw Q7 i Q8. Wynik ten potwierdza, ze homologi Q7 i Q8
inkludujg w swych wnekach (i portalach [55]) wigksza liczbe czasteczek rozpuszczalnika [39,
56, 57], ktéorych uwolnienie poprzedza supramolekularng inkluzje liganda [44, 47, 58].
Badania kalorymetryczne ITC wskazuja, ze w fazie cieklej kompleks kukurbiturilu Q7
z poliaming TREN jest bardziej stabilizowany entropowo niz kompleks kukurbiturilu Q8.
Silnie stabilizowany entalpowo kompleks kukurbiturilu Q6 z TREN jest natomiast
destabilizowany entropowo. Makrocykl Q7 wigze ligand TREN z wyzsza stala réwnowagi,
tworzac trwalszy termodynamicznie kompleks w poréwnaniu z kompleksami tworzonymi
z poliaming TREN przez kukurbiturile Q6 i Q8. Wyniki badan wspoétautorow [H11] technikg
ESI MS, DOSY oraz obliczenia DFT potwierdzaja, ze rozmiar wnegki makrocyklu wywiera
wplyw na proces kompleksowania poliaminy TREN przez kukurbiturile Q6, Q7 i Q8.

Glowne osiagniecia

1) Wyznaczylem mechanizm procesu kompleksowania czasteczek 5-fluorouracylu
przez makromolekuty dendrymerow PAMAM-NH, G3-G5 [H1, H2], PAMAM-
OH G3-G5 [H1, H2, H3] oraz PPI-NH, G4 [H8] oraz czasteczek tegafuru przez
makromolekuty dendrymeru PPI-NH, G4 [H10]. Dla badanych uktadow
wyliczylem liczbg miejsc wigzacych ligand w makromolekule, stata wigzania leku
z miejscem  aktywnym  makromolekuty oraz  standardowe  funkcje
termodynamiczne tworzenia kompleksow. Uzyskane dane pozwolily mi
scharakteryzowaé  energetyke  procesu  kompleksowania  makromolekut
dendrymerow czasteczkami leku i wnioskowaé o trwalosci powstajacych
kompleksow supramolekularnych, w tym o wplywie na proces kompleksowania:
1) rodzaju grup terminalnych makroczasteczek dendrymerow PAMAM (aminowe
lub hydroksylowe), ii) generacji makroczasteczek PAMAM, iii) grup funkcyjnych
makroczasteczek badanych dendrymeréw  bezposrednio zaangazowanych
W wigzanie czasteczek leku oraz iv) rodzaju struktury dendrymeru (PAMAM lub
PPI), v) hydrofobowo-hydrofilowego charakteru czasteczki liganda
(5-fluorourcylu i tegafuru).
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2)

3)

4)

5)

Wykorzystujac model jednego rodzaju miejsc aktywnych wykazatem, ze:
1) makroczasteczki aminowych dendrymerow PAMAM-NH, wigzg wigcej
czasteczek S-fluorouracylu 1 z wyzszg stala wigzania w pordwnaniu
z makroczgsteczkami hydroksylowych dendrymerow PAMAM-OH tej samej
generacji [H1, H2, H3], ii) wraz ze wzrostem generacji makroczasteczki PAMAM-
NH, i PAMAM-OH liczba wigzanych czgsteczek 5-fluorouracylu wzrasta wolniej
niz wzrost liczby grup funkcyjnych (potencjalnych miejsc aktywnych)
W strukturze dendrymeru, co przypisalem wpltywowi zawady sterycznej wokot
miejsc aktywnych makromolekul wyzszej generacji [H2, H3], iii) dendrymery
PAMAM-NH; wiaza 5-fluorouracyl poprzez grupy aminowe i amidowe, natomiast
dendrymery PAMAM-OH i PPI-NH, poprzez grupy aminowe [H1, H2, H3],
iv) makromolekuty PPI-NH, G4 i PAMAM-NH, G4 wiazg zblizong liczbg
czasteczek 5-fluorouracylu, lecz stata wigzania tego leku przez PPI-NH, G4 jest
nizsza w porownaniu z PAMAM-NH; G4 ze wzglgdu na mniejszy rozmiar
makromolekut PPI-NH, G4 [H8], v) makroczasteczki dendrymeru PPI-NH, G4
wigzg bardziej hydrofobowy tegafur z wyzsza stala wigzania niz mniej
hydrofobowy 5-fluorouracyl [H10].

Wykazatem, ze w uktadach PAMAM-NH, G3-5-fluorouracyl [H2], PAMAM-
NH, G4-5-fluorouracyl oraz PPI-NH, G4-5-fluorouracyl [H8] wystepuje
zrbéznicowanie sposobu wigzanie tego leku z makromolekutami dendrymerow,
ktore posiadaja dwa rodzaje miejsc aktywnych wiazacych 5-fluorouracyl,
obejmujacych odpowiednio mniej liczny podzbior (n;) miejsc wykazujacych duze
powinowactwo (statg rownowagi K;) do 5-fluorouracylu oraz liczniejszy podzbior
miejsc (n,) o nizszym powinowactwie (K,) do tego leku.

Uzyskatem pelng termodynamiczng charakterystyke procesu wigzania wybranego
leku przeciwnowotworowego, gemcytabiny przez makromolekuty kukurbiturilu
Q7 w wodzie [H4, H7] oraz w $rodowisku wodnym, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wptywu: i) pH wodnego niebuforowanego [H4, H5]
i buforowanego [H4, H12] roztworu, ii) stezenia etanolu [H9] oraz iii) stgzenia
chlorku sodu [H12] w s$rodowisku reakcji. Wyznaczylem stechiometri¢, stalg
rownowagi kompleksowania gemcytabiny przez kukurbituril Q7 oraz standardowe
funkcje termodynamiczne tworzenia kompleksu supramolekularnego w badanych
rozpuszczalnikach.

Okreslitem wptyw kilku czynnikow na termodynamiczng trwalos$¢ tworzonego
kompleksu supramolekularnego kukurbiturilu Q7 i gemcytabiny. W szczegolnosci
wykazatem wplyw pH 1 stezenia etanolu w wodnym srodowisku reakcji na warto$¢
standardowego czlonu entropowego opisujgcego proces supramolekularne;
inkluzji, co zinterpretowatem jako wynik protonowania czasteczek gemcytabiny
i protonowania portali makrocyklu Q7 [H12] oraz wynik solwatacji wngki
kukurbiturilu Q7 czgsteczkami etanolu [H9]. Wykazatem réwniez wptyw chlorku
sodu na termodynamiczng trwato$¢ kompleksu gemcytabiny 1 kukurbiturilu Q7, co
przypisatem asocjacji kationow sodu z portalami kukurbiturilu Q7 [H12].
Stwierdzilem, ze wzrost st¢zenia jonéw wodorowych powoduje powstawanie
stabilniejszych kompleksow gemcytabiny i kukurbiturilu Q7 (wyzsza stata K)
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6)

7)

8)

9)

[H12]. Wazrost stezenia etanolu [H9] jak i wzrost stezenia chlorku sodu [H12]
utrudnia wigzanie gemcytabiny przez makrocykl Q7 w $rodowisku wodnym,
a w przypadku juz utworzonego kompleksu gemcytabiny i kukurbiturilu sprzyja
uwalnianiu zainkludowanej gemcytabiny.

Wykazalem réwniez, ze kukurbituril Q7 skutecznie wigze gemcytabing (logK>3)
zarowno w Srodowisku roztworu soli fizjologicznej (154 mM NaCl) [H12] jak
I W wodnym roztworze o tolerowanej fizjologicznie zawarto$ci etanolu (<5%o)
[H9]. Wniosek ten ma istotne znaczenie ze wzgledu na rozpoznany juz hamujgcy
wpltyw etanolu na dokomdérkowy transport nukleozydow i ich pochodnych, w tym
gemcytabiny, poprzez wystepujacy w btonie komodrkowej transporter hENT1 [59-
61].

Wykorzystujagc wyniki badan DSC [H7] wyjasnitem, ze skompleksowana
z kukurbiturilem Q7 gemcytabina narusza struktur¢ anionowej blony
fosfolipidowej DMPC-DPPG bedacej modelem natywnych bton fosfolipidowych
zywych komorek. Pozwala to posrednio wnioskowac o uzytecznos$ci kukurbiturilu
Q7 jako nano-transportera gemcytabiny, umozliwiajacego bezposrednie
przeniesienie tego leku przez btone komodrkowa, co moze znalez¢ zastosowanie
W terapii pacjentow lekoopornych na gemcytabing. Wniosek ten zostat
potwierdzony roéwniez w badaniach biochemicznych wspoétautorow [H7] na
wybranych ludzkich liniach komoérkowych biataczek i chloniakéw, ktore wskazuja
ze skompleksowana z kukurbiturilem Q7 gemcytabina wnika nieklasycznie do
badanych komoérek w warunkach in vitro, pomimo biochemicznego zablokowania
transportera hENT1.

Uzyskatem pelng termodynamiczng charakterystyke procesu wigzania didentnego
polikationowego leku przeciwnowotworowego, mitoksantronu przez kukurbituril
Q7 [H6]. Wykazalem, Zze mitoksantron tworzy z kukurbiturilem Q7 kompleks
o stechiometrii 1:2 (LQ-), w ktorym dwie alifatyczne protonowane grupy aminowe
leku ulegaja inkluzji we wngkach dwoch makroczgsteczek Q7. Stwierdzitem
ponadto, ze chlorek sodu o stezeniu porownywalnym z wyst¢pujacym w roztworze
soli fizjologicznej wywiera silny destabilizujacy wpltyw na powstawanie
kompleksu mitoksantron—kukurbituril Q7 [H6], co ogranicza mozliwos¢
wykorzystania kukurbiturilu Q7 jako nano-nosnika mitoksantronu do zastosowan
biomedycznych.

Wyniki moich badan termodynamicznych procesu kompleksowania trzech
kukurbiturili Q6-Q8 przez modelowa (niebgdaca lekiem) tridentng poliaming
TREN [H11] w zakwaszonych roztworach wodnych wskazuja, ze zarowno wzrost
tadunku polikationu jak 1 mozliwo$¢ dostosowania konformacji polidentnego
liganda do rozmiaru wneki receptora Q6-Q7 zwickszaja wydajno$é
kompleksowania. W szczegdlnosci wykazatem, ze makrocykl Q7 wigze tridentny
polikationowy ligand TREN z wyzszg stalg rownowagi niz makrocykle Q6 i Q8
[H11] ze wzgledu na kompromis miedzy efektem entalpowym, ktory sprzyja
wigzaniu tego liganda z mniejszym makrocyklem Q6, a korzystnym efektem
entropowym, ktory sprzyja kompleksowaniu TREN we wnekach wigkszych
makrocykli Q7 i Q8.
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H1.

H2.

H3.

Indywidualny wktad w powstanie prac H1-H12:

A. Buczkowski*, T. Olesinki, E. Zbicinska, P. Urbaniak, B. Palecz
International Journal of Pharmaceutics 490 (2015) 102 — 111

“Spectroscopic and calorimetric studies of formation of the supramolecular
complexes of PAMAM G5-NH; and G5-OH dendrimers with 5-fluorouracil in
aqueous solution”

*autor korespondencyjny

Moj indywidualny wklad w powstanie pracy H1 polegal na:

sformutowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i1 zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu czg¢$ci pomiardw rozpuszczalnosci
i dializ ~ rownowagowych,  wykonaniu  izotermicznych  miareczkowan

kalorymetrycznych, opracowaniu wynikow, napisaniu manuskryptu i udzieleniu
odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, D. Waliszewski, P. Urbaniak, B. Palecz

International Journal of Pharmaceutics 505 (2016) 1 —13

“Study of the interactions of PAMAM G3-NH, and G3-OH dendrimers with
5-fluorouracil in aqueous solutions”

*autor korespondencyjny

Moj indywidualny wklad w powstanie pracy H2 polegal na:
sformutowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i1 zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu czegSci pomiaréw rozpuszczalnosci,
wykonaniu pomiarow technikg dializ roéwnowagowych 1 izotermicznego
miareczkowania  kalorymetrycznego, opracowaniu  wynikOw,  napisaniu
manuskryptu i udzieleniu odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, P. Urbaniak, H. Piekarski, B. Palecz*

Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 171
(2017) 401-405

“Spectroscopic and calorimetric studies on the interaction between PAMAM G4-
OH and 5-fluorouracil in aqueous solutions”

*autorzy korespondencyjni

Moj indywidualny wklad w powstanie pracy H3 polegal na:

sformulowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu pomiardéw rozpuszczalno$ci, wykonaniu
pomiardw technikg dializ réwnowagowych 1 izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego, opracowaniu wynikow, napisaniu manuskryptu 1 udzieleniu
odpowiedzi na pytania recenzentow.
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H4.

H5.

H6.

H7.

A. Buczkowski*, A. Stepniak, P. Urbaniak, B. Palecz

Journal of Thermal Analysis and Calorimetry 134 (2018) 595-607
“Calorimetric and spectroscopic investigations of interactions between
cucurbituril Q7 and gemcitabine in aqueous solutions”

*autor korespondencyjny

Méj indywidualny wklad w powstanie pracy H4 polegal na:

sformutowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i1 zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu izotermicznych miareczkowan
kalorymetrycznych, opracowaniu wynikéw, napisaniu manuskryptu i udzieleniu
odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, B. Palecz, G. Schroeder

Journal of Molecular Structure 1178 (2019) 554-563

“Stoichiometry and thermodynamics of gemcitabine and cucurbituril Q7
supramolecular complexes in high acidic aqueous solution”

*autor korespondencyjny

Moj indywidualny wklad w powstanie pracy H5 polegal na:

sformutowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu pomiaréw technika spektrometrii mas
z elektrorozpylaniem (ESI MS) oraz technika tandemowej spektroskopii mas
MS/MS, wykonaniu pomiaréw technikg izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego, opracowaniu wynikow, napisaniu manuskryptu 1 udzieleniu
odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, P. Tokarz, A. Stepniak, J. Lewkowski, A. Rodacka, B. Palecz
Journal of Molecular Liquids 290 (2019) 111190

“Spectroscopic and calorimetric studies of interactions between mitoxantrone and
cucurbituril Q7 in aqueous solutions”

*autor korespondencyjny

Moj indywidualny wklad w powstanie pracy Hé6 polegal na:

sformulowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu pomiaréw technika izotermicznego
miareczkowania kalorymetrycznego, opracowaniu wynikow miareczkowan
spektrofluorymetrycznych i kalorymetrycznych, napisaniu  manuskryptu
i udzieleniu odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, M. Gorzkiewicz, A. Stepniak, M. Malinowska-Michalak,

P. Tokarz, P. Urbaniak, M. lonov, B. Klajnert-Maculewicz, B. Palecz
Bioorganic Chemistry 99 (2020) 103843

“Physicochemical and in vitro cytotoxicity studies of inclusion complex between
gemcitabine and cucurbit[7]uril host”

*autor korespondencyjny

Méj indywidualny wklad w powstanie pracy H7 polegal na:
sformulowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i zaplanowaniu
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H8.

H9.

H10.

H11.

badan (pomystodawca badan), wykonaniu pomiaréw technikg dializ
rownowagowych, wykonaniu miareczkowania spektroskopowego UV i *H NMR,
wykonaniu pomiarow DSC, opracowaniu wynikow, napisaniu manuskryptu
I udzieleniu odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, M. Malinowska-Michalak, B. Erdenebayar, B. Palecz*

Journal of Molecular Liquids 313 (2020) 113534

“Spectroscopic, electrochemical and calorimetric studies on the interactions Of
poly(propyleneimine) G4 dendrimer with 5-fluorouracil in aqueous solutions”
*autorzy korespondencyjni

Méj indywidualny wklad w powstanie pracy H8 polegal na:

sformutowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu pomiaréw technikg izotermicznego
miareczkowania  kalorymetrycznego,  opracowaniu  wynikdw, napisaniu
manuskryptu i udzieleniu odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, P. Tokarz, B. Palecz

Journal of Chemical Thermodynamics 153 (2021) 106317

“Thermodynamic study of ethanol impact on gemcitabine binding to
cucurbit[7]uril in aqueous solutions”

*autor korespondencyjny

Méj indywidualny wklad w powstanie pracy H9 polegal na:

sformutowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i1 zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu izotermicznych miareczkowan
kalorymetrycznych, opracowaniu wynikow, napisaniu manuskryptu 1 udzieleniu
odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, M. Malinowska-Michalak, A. Stepniak, P. Tokarz, P. Urbaniak,
B. Palecz
Journal of Molecular Liquids 334 (2021) 116118

“Calorimetric and spectroscopic studies of interactions of PPl G4 dendrimer with
tegafur in aqueous solutions”

*autor korespondencyjny

Moj indywidualny wklad w powstanie pracy H10 polegal na:

sformulowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i zaplanowaniu
badan (pomystodawca badan), wykonaniu pomiaréw technika izotermicznego
miareczkowania  kalorymetrycznego,  opracowaniu  wynikow,  napisaniu
manuskryptu 1 udzieleniu odpowiedzi na pytania recenzentow.

A. Buczkowski*, J. Dominikowska, P.Urbaniak, P. Tokarz, M. Gu¢, G. Schroeder
Journal of Molecular Liquids 336 (2021) 116347

“Doubly or triply protonated? Complexes of cucurbit[n]urils (n=6-8) with
a tripodal ligand tris(2-aminoethyl)amine (TREN)”

*autor korespondencyjny
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Méj indywidualny wklad w powstanie pracy H11 polegal na:

sformutowaniu koncepcji badan, wyborze technik badawczych i zaplanowaniu
badan 'H NMR, DOSY oraz ITC (pomystodawca badan), wykonaniu pomiardw
technikg izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego, opracowaniu
wynikow, napisaniu manuskryptu i udzieleniu odpowiedzi na pytania recenzentow.

H12. A. Buczkowski*
Journal of Molecular Liquids 345 (2022) 117857
“Thermodynamic study of pH and sodium chloride impact on gemcitabine binding
to cucurbit[7]uril in aqueous solutions”

*autor korespondencyjny

Méj indywidualny wklad w powstanie monoautorskiej pracy H12 polegal na:
zaplanowaniu, wykonaniu i analizie wszystkich eksperymentow oraz napisaniu
manuskryptu i udzieleniu odpowiedzi na pytania recenzentow.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cig naukowg albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
W szczegolnosci zagraniczne;.

Moja aktywno$¢ naukowa w zagranicznych jednostkach naukowych obejmowala:

1) Tygodniowy staz badawczy pod kierunkiem prof. Concetty Giancoli w Neapolu —
Wiochy w maju 2019 r. na Wydziale Farmacji Universita degli Studi di Napoli
Federico 11, Scuola di Medicina e Chirurgia, Via Domenico Montesano 49. Osrodek
posiada wyrdznienie ,,Dipartimento di Eccellenza 2018-2022, Area “03 — Scienze
Chimiche”. Tematyka stazu dotyczyta zastosowania wysokosprawnej chromatografii
cieczowej do separacji mieszanin nukleotydow. W wyniku badan potwierdzitem
wysoka czysto$¢ chlorowodorku gemcytabiny — odczynnika uzywanego w dalszych
badaniach termodynamicznych kompleksowania z kukurbiturilem Q7.

Efektem wspotpracy kontynuowanej po zakonczeniu stazu byl rowniez
wniosek o dlugoterminowy grant wyjazdowy do Uniwersytetu im. Federico Il
(Wydzial Farmacji) w Neapolu zlozony w czerwcu 2019 roku (niezakwalifikowany
do finansowania w grudniu 2019 roku) do Narodowej Agencji Wymiany
Akademickiej (NAWA) w programie imienia Bekkera pt. ,,Production and
characterization of nanoparticles loaded with supramolecular drug carriers”
(PPN/BEK/2019/1/00155), poswiecony syntezie i fizykochemiczno—biofizycznej
charakterystyce biodegradowalnych nanoczastek o rdzeniu kopolimeru polilaktyd—
glikolid (PLGA) modyfikowanych powierzchniowo resztami kwasu hialuronowego
(HA) jako nanotransporterow (nieskompleksowanej 1 skompleksowane] z
kukurbiturilem Q7) gemcytabiny do zastosowan biomedycznych w terapii raka
trzustki. Tygodniowy pobyt badawczy na Wydziale Farmacji Universita degli Studi
di Napoli Federico Il w maju 2019 r. zostal zrealizowany w ramach podpisanej
30.01.2018 r. umowy o wspotpracy na lata 2018-2022 pomigdzy Wydzialem Chemii
Uniwersytetu L.odzkiego 1 Uniwersytetem im. Federico IT w Neapolu.
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2) Tygodniowy staz badawczy pod kierunkiem dr. Dzmitra Shcharbina w Minsku —
Bialorus w pazdzierniku 2016 r. w Laboratorium Proteomiki Instytutu Biofizyki
i InZynierii Komdérkowej Narodowej Akademii Nauk Bialorusi. Tematyka stazu
dotyczyta badan przesiewowych makromolekut dendrymeréw do zastosowan
biomedycznych (”’Screening macromolecules for biomedical applications”). Prace
cksperymentalne obejmowaty badania technikami: fluorymetrii steady-state,
mikrosekundowej fosforescencji czasowo-rozdzielczej i badan in vitro na wybranych
liniach komorek biataczek.

Staz badawczy zostat zrealizowany w ramach umowy o wspotpracy pomiedzy Katedra
Chemii Fizycznej Uniwersytetu bLodzkiego i1 Instytutem Biofizyki i1 Inzynierii
Komorkowej Narodowej Akademii Nauk Bialorusi podpisanej w dniu 06.06.2016 r.

3) Tygodniowy staz dydaktyczno-badawczy w marcu 2022 roku pod kierunkiem prof.
Rinny Aav na Wydziale Chemii i Biotechnologii Uniwersytetu Technicznego
w Tallinnie, Estonia. Tematyka stazu dotyczyla badania  wlasciwosci
supramolekularnych kukurbiturilu Q7 jako nos$nika lekow przeciwnowotworowych.
Prace eksperymentalne obejmowaly badania spektroskopowe technikg dichroizmu
kotowego CD (w zakresie UV). Staz dydaktyczno-badawczy zostat zrealizowany
w ramach programu Erasmus+ STA KA103 na rok 2021/2022.

Moja aktywno$¢ naukowa w krajowych jednostkach naukowych obejmowala:

1) Miesieczny staz naukowy pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Schroedera
w Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu na Wydziale Chemii
w Zakladzie Chemii Supramolekularnej w pazdzierniku 2017 r. Tematyka stazu
dotyczylta: (i) badan nad opracowaniem optymalnej metody syntezy hydroksylowych
pochodnych kukurbiturili o réznej stechiometrii za pomoca silnych utleniaczy: ozonu,
K,S,0g oraz Na,S,0s w wodzie oraz w mieszaninach wody i kwasu mrowkowego,
(i) analizy metoda spektrometrii mas z jonizacja przez rozpylanie w polu
elektrycznym (ESI MS Electrospray lonization) — w trybie jonéw dodatnich
i yjemnych zwigzkéw chemicznych bedacych produktami reakcji, (iii) zastosowania
tandemowej spektroskopii mas MS/MS w analizie zwigzkéw chemicznych i
kompleksow gosé—gospodarz, w szczeg6lnosci identyfikacji wtornych jonow
fragmentacyjnych (daughter ions) MS" otrzymanych w wyniku kolizji jonow
macierzystych (parent ions) wyselekcjonowanych po jonizacji MS.

Wyniki  kwerendy dotyczacej syntezy hydroksylowych pochodnych
kukurbiturili Q6, Q7 i Q8 zostaty opublikowane w formie rozdziatu: A. Buczkowski,
G. Schroeder ,,Synteza, wilasciwosci i perspektywy zastosowan hydroksylowych
pochodnych kukurbiturili” w monografii ,,Srodowisko i Przemyst. Tom VII”, pod red.
G. Schroedera i P. Grzesiaka, Wyd. Cursiva, Poznan, 2017, strony 301-325. ISBN
978-83-62108-37-4.

Uzyskane podczas stazu wyniki badan eksperymentalnych technikg ESI MS
oraz MS/MS zostaty opublikowane w Journal of Molecular Structure 1178 (2019)
554-563, A. Buczkowski, B. Palecz, G. Schroeder “Stoichiometry and
thermodynamics of gemcitabine and cucurbituril Q7 supramolecular complexes in
high acidic aqueous solution” (H5, 70 pkt MEIN, 1F(2019)=2.463).
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2)

3)

6.

Tygodniowy staz badawczy pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Schroedera
w Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu na Wydziale Chemii
w Zakladzie Chemii Supramolekularnej w styczniu 2018 roku, dotyczacy analizy
metodg spektrometrii mas mieszanin wodnych kukurbiturilu Q7 i chlorku sodu.
Uzyskane przeze mnie podczas stazu wyniki badan eksperymentalnych technikg ESI
MS wpltywu wzrastajagcego stezenia chlorku sodu na trwalos¢ kompleksu
supramolekularnego kukurbituturilu Q7 z gemcytabing w roztworach wodnych zostaty
opublikowane w Journal of Molecular Liquids 345 (2022) 117857, A. Buczkowski
“Thermodynamic study of pH and sodium chloride impact on gemcitabine binding to
cucurbit[7]uril in aqueous solutions” (H12, 100 pkt MEIN, 1F(2020)=6.165)

Tygodniowy staz badawczy pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Schroedera
w Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu na Wydziale Chemii
W Zakladzie Chemii Supramolekularnej we wrzesniu 2019 r. dotyczacy syntezy
komplekséw supramolekularnych poliamin i kukurbiturili Q6, Q7 i Q8. Badania
otrzymanych podczas stazu kompleksow tripodalnej poliaminy TREN (tris(2-
aminoetylo)aminy) z kukurbiturilami Q6, Q7 i Q8 byly nastgpnie kontynuowane
w Katedrze Chemii  Fizycznej Uniwersytetu todzkiego m.in. technika
kalorymetryczng. Uzyskane wyniki badan spektrometrycznych, spektroskopowych
i kalorymetrycznych zostaty opublikowane w Journal of Molecular Liquids 336
(2021) 116347, A. Buczkowski, J. Dominikowska, P. Urbaniak, P. Tokarz, M. Gu¢,
G. Schroeder “Doubly or triply protonated? Complexes of cucurbit[n]urils (n=6-8)
with a tripodal ligand tris(2-aminoethyl)amine (TREN)” (H11, 100 pkt MEIN,
IF(2020)=6.165).

Wspotpracuje takze z dr. Szymonem S¢kowskim z Laboratorium Biofizyki

Molekularnej, Wydziat Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku. Tematyka wspotpracy dotyczy
badan oddziatywania biatek z ich ligandami. Wyniki wspolnych badan zostaty opublikowane
w: Journal of Molecular Liquids 299 (2020) 112112, S. Sekowski, A. Buczkowski, B. Palecz,
N. Abdulladjanova ,,Inhibitory effect of Euphorbia tannins on a-synuclein aggregation in
aqueous solutions” (IF(2020)=6.165, 100 pkt MNiSW).

Informacja 0 osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke.
Zajecia dydaktyczne

Od 2012 roku jestem zatrudniony nas stanowisku adiunkta naukowo-dydaktycznego

I prowadzitem/prowadze zajecia:

1) konwersatoryjne z:

e chemii og6lnej
e chemii fizycznej
e matematyki

2) laboratoryjne z:

e chemii fizycznej
e statystyki i technologii informacyjnej
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3) wyklady:

e ,Wstep do chemii biofizycznej naturalnych i syntetycznych makromolekut”
dla studentow studiow stacjonarnych I roku II stopnia kierunku ,,Chemia
W nauce i gospodarce”.

Jestem laureatem Dyplomu uznania za zajecie II miejsca ,,Srebrna kolba” w Kkategorii
»Najciekawsze zajecia” przyznanego w 2017 roku przez Studenckie Koto Naukowe
Chemikow Uniwersytetu L.odzkiego.

Bylem opiekunem 4 prac licencjackich oraz 6 prac magisterskich.

Od 2018 roku jestem promotorem pomocniczym w postepowaniu o nadanie stopnia
doktora na podstawie rozprawy pt ,,Badania oddzialywan kwasu cynamonowego i jego
pochodnych z a- i B-cyklodekstryng w wodzie” mgr Ilony Trzcinskiej pod promotorstwem
prof. dr hab. Barttomieja Palecza.

Od 2020 roku jestem promotorem pomocniczym w postgpowaniu o nadanie stopnia
doktora na podstawie rozprawy pt ,,Badania oddzialywan dendrymeru PPI G4 z wybranymi
lekami 1 aminokwasami w $rodowisku wodnym” mgr Malgorzaty Malinowskiej pod
promotorstwem prof. dr hab. Bartlomieja Patecza.

Wyglosilem nast¢pujace wyklady popularnonaukowe:

1) Wyktad popularnonaukowy dla ucznioéw szkot srednich podczas Akademii Ciekawej
Chemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu Lodzkiego, A. Buczkowski, S. Belica
,Chemiczne puzzle — czy czasteczki moga wigzac si¢ bez wigzan atomowych”
(Lodz, 07.12.2021 r.)

2) XX Festiwal Nauki, Techniki i Sztuki w Lodzi
Wystgpienie w formie e-wyktadu: A. Buczkowski
,»Aminokwasy — cegietki zycia” (18-25 pazdziernik 2021, £.6dz)

3) XVIII Festiwal Nauki, Techniki i Sztuki w Lodzi
Wystgpienie w formie wyktadu: A. Buczkowski
,Czasteczki w czasteczkach - farmaceutyczne 1 kosmetyczne perspektywy zastosowan
chemii nadczasteczkowej” (16-23 kwiecien 2018, £.6dz)

4) Wyktad A. Buczkowski, ,,Lepkos¢”, podczas spotkania wydzialowego w ramach
Swiatowego Zjazdu Absolwentéw Uniwersytetu Lodzkiego (£6dz, 23.05.2015 1.)

5) Wyktad popularnonaukowy dla uczniow szkot srednich podczas Akademii Ciekawej
Chemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu t.odzkiego
A. Buczkowski ,,Co trze w cieczy — poznajemy lepko$¢” (Lodz, 17.12.2014 r.)

6) Wyktad popularnonaukowy dla uczniow szkoét srednich podczas Akademii Ciekawej
Chemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu Lodzkiego
A. Buczkowski, S. Belica, ,,Chemiczne puzzle — czy czasteczki moga wigzaé si¢ bez
wigzan atomowych” (Lodz, 12.03.2014 r.)

Wspotpracuje takze z biologami z Zakladu Biofizyki Ogoélnej Wydzialu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego: prof. dr hab. Marig Bryszewska, prof. dr hab.

Barbarg Klajnert-Maculewicz, dr hab. Maksimem Ionovem, dr hab. Aleksandrg Rodackg oraz
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dr Michatem Gorzkiewiczem. Wyniki wspolnych badan zostaty opublikowane w [H6, H7]

oraz w:

Scientific Reports 11 (2021) 16810

K. Milowska, A. Rodacka, S. Melikishvili, A. Buczkowski, B. Palecz,

I. Waczulikova, T. Hianik, J. P.Majoral, M. lonov, M. Bryszewska

,Dendrimeric HIV-peptide delivery nanosystem affects lipid membranes structure”
International Journal of Pharmaceutics 544 (2018) 83-90

M. Gorzkiewicz, A. Buczkowski, D. Appelhans, B. Voit, L. Putaski, B. Patecz,

B. Klajnert-Maculewicz

“Poly(propyleneimine) glycodendrimers non-covalently bind ATP in a pH and salt-
dependent manner — model studies for adenosine analogue drug delivery ”

PLOS One 13(1): e0190656, 2018, strony 1-18

J. Gerszon, E. Serafin, A. Buczkowski, S. Michlewska, J. A. Bielnicki, A. Rodacka
“Functional consequences of piceatannol binding to glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase ”

Granty

Dwa razy kierowalem grantami zewnetrznymi:
1) ,,PRELUDIUM” (NCN) w 2013-2015 (UMO-2012/05/N/ST4/00214)

pt. ,,Badanie oddziatywan dendrymerow PAMAM G5 i PAMAM G5-OH

z wybranymi lekami onkologicznymi”
2) LIUVENTUS PLUS” (MNiSW) w 2013-2015 (0223/1P3/2013/72)

pt. ,,Badanie oddziatywan dendrymerow PAMAM G3 i PAMAM G3-OH

Z wybranymi lekami onkologicznymi”
Bylem wykonawcg w grancie zewnetrznym OPUS (NCN) w 2013-2016 (UMO-
2012/07/B/IST4/00509) pt. ,,.Dendrymery PAMAM G4 i G3,5 jako potencjalne
przenos$niki lekow onkologicznych”

Trzy razy kierowalem wewnetrznymi grantami wydzialowymi — projektami

badawczymi finansowanym przez Wydzial Chemii Uniwersytetu Lodzkiego:

1) ,,Strukturalne i fizykochemiczne badania wybranych zwiazkow chemicznych pod
katem ich potencjalnych zastosowan w przemysle, biologii i medycynie” (2018 r.)

2) ,,Termodynamiczne badania wybranych makroczasteczek pod katem ich
zastosowan w przemysle, ochronie srodowiska 1 medycynie” (2017 r.)

3) ,.Badanie oddzialywan wybranych makroczgsteczek i ich ligandow o znaczeniu
biochemicznym, medycznym lub kosmetycznym w roztworach wodnych”
(2016r.)
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

1)

2)
3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

Recenzje artykulow dla redakcji miedzynarodowych czasopism naukowych

Od 2013 roku wykonatem 28 recenzji dla czasopism o obiegu mi¢dzynarodowym:
ELSEVIER (International Journal of Biological Macromolecules, Journal of
Molecular Liquids, International Journal of Pharmaceutics, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, Food Research International)

TAYLOR & FRANCIS LTD (Pharmaceutical Development and Technology, Drug
Development and Industrial Pharmacy, Artificial Cells Nanomedicine and
Biotechnology)

SPRINGER (Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, Chemical Papers)

ROYAL SOC CHEMISTRY (Photochemical & Photobiological Sciences, RSC
Advances, Physical Chemistry Chemical Physics, Nanoscale, Biomaterials Science)
AMER CHEMICAL SOC (Langmuir, Journal of Physical Chemistry A, Molecular
Pharmaceutics)

CHEM SOC PAKISTAN (Journal of the Chemical Society of Pakistan)

Dzialalno$¢ organizacyjna

Bylem zaangazowany w prace Zespotu Wydzialu Chemii UL zajmujacego si¢
organizacja przetargu na nowy kalorymetr miareczkujacy Affinity ITC Low Volume —
Gold Cells, dla Katedry Chemii Fizycznej UL.

Ponadto opiekuje si¢ i koordynuje prace w pracowni mikrokalorymetrycznej.

Bratem udzial w modernizacji pracowni spektrofotometryczne;.

Uczestniczytlem w przygotowaniu wniosku infrastrukturalnego na zakup nowej
aparatury badawczej dla Katedry Chemii Fizycznej UL.

Pelitlem funkcje recenzenta w Konkursie na prowadzenie badan naukowych
stuzacych rozwojowi dziatalnoSci naukowej studentow Uniwersytetu Lodzkiego —
»Stypendium Studencki Grant Badawczy™.

Pehilem funkcje recenzenta w Konkursie Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza (,,IDUB”) na projekty badawcze prowadzone przez uczestnikow studiow
doktoranckich i szké6t doktorskich ,,Doktoranckie Granty Badawcze”.

Bralem udziat w przygotowaniu materiatbw promocyjnych i uczestniczylem
W prezentacji osiggnie¢ naukowych Zaktadu Chemii Biofizycznej dla Studenckiego
Kota Naukowego Chemikéw Orbital.

Uczestniczylem w organizacji nowej pracowni mikrokalorymetrycznej w Katedrze
Chemii Fizycznej UL.

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;.

Otrzymatem nastgpujace wyrdznienia i stypendia:

e Medal za chlubne studia przyznany przez Rektora Uniwersytetu L.odzkiego za
wyrdzniajace si¢ wyniki w nauce podczas 5-letnich jednolitych studiéw magisterskich

e Stypendium w ramach projektu pt. ,,Doktoranci — Regionalna Inwestycja w Mlodych
Naukowcow D-RIM” wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska w ramach
Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki, Priorytet VIII, Poddziatanie 8.2.1

e Wyrodznienie rozprawy doktorskiej uchwala Rady Wydziatlu Chemii Uniwersytetu
L.6dzkiego z 23 stycznia 2013 r. nr 4.2013

e Nagroda Rektora Uniwersytetu Lodzkiego zespotowa stopnia drugiego za cykl
publikacji pt. ,,Oddziatywania nano-nosnikow z substancjami biologicznie aktywnymi
stosowanymi w medycynie oraz ochronie srodowiska” (14.10.2017)

e Nagroda Rektora Uniwersytetu Lodzkiego zespolowa stopnia pierwszego za cykl

publikacji pt. ,,Termochemiczne badania modelowych uktadow biologicznych”
(14.10.2014)

(podpis wnioskodawcy)
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